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논논논논    문문문문    개개개개    요요요요    

 

진핵 생물에서 mRNP의 핵과 세포질 사이의 이동은 핵막에 존재하는 

Nuclear Pore Complex(NPC)를 통해 이루어지며 이동 할 거대분자들을 특

이적으로 인식하는 transport receptors(carriers)와 soluble transport 

factors들이 관여한다. mRNP의 carrier로 여겨지는 heterodimeric NXF-

NXT단백질은 하등 진핵 세포인 효모에서부터 사람에 이르기까지 잘 보존되

어 있으며, mRNP complex를 NPC까지 연결시키는 역할을 하는 것으로 추측

된다. 효모에서 NXF와 homolog을 보이는 Mex67p은 mRNA 전사와 

processing과정에 관여하는 여러 단백질들과 결합하여 export receptor로서

의 기능을 담당한다. mRNA export관련 돌연변이들은 synthetic lethal 

screen을 이용하여 분열효모에서 mRNA export pathway의 가장 중요한 

player인 Mex67와 synthetic lethality를 보이는 3종류의 mutant를 확인하

였다. 그 중 하나의 mutant로부터 아직 기능이 밝혀지지 않은 새로운 유전자

를 클로닝하여 spNic96이라 명명하였다. spNic96 유전자는 851개의 amino 

acid를 encode하고 있으며 ORF 부분에 1개의 intron이 존재한다. 이 유전자

는 S. cerevisiae의 nucleoporin인 Nic96, S. pombe npp106과 유사성을 갖

는다. spNic96 유전자는 성장에는 필수적이지 않았다.  
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ⅠⅠⅠⅠ. . . . 서서서서    론론론론    

 

원핵 생물과는 다르게 진핵 생물에서는 유전정보가 핵 안에 저장되어 있

는 반면, 단백질의 합성은 세포질에서 일어난다. 이러한 분리는 유전자의 안

정적인 저장 및 발현조절에는 유리하지만, RNA와 단백질 같은 거대분자들은 

핵과 세포질을 끊임없이 이동하여야만 한다. 이러한 거대분자들의 핵과 세포

질 사이의 이동은 핵막에 존재하는 Nuclear Pore Complex(NPC)를 통해 이

루어진다. NPC는 효모의 경우 40MDa, 척추동물 같은 경우 125MDa정도의 

거대 분자로 이루어져 있다. 서로 다른 크기지만 기본적인 NPC의 구조는 효

모에서 척추 동물까지 보존되어 있으며 Nuclear basket, central core, 

cytoplasmic fibrils로 이루어져 있다(Stoffler et al., 2001; Fig 1). NPC를 구

성하는 단백질을 nucleoporins(Nups)이라 하며 효모의 경우 30 종류가 있으

며 그 중 절반이 degenerate FG repeats를 포함하고 transport 복합체에 

docking site를 제공한다. nuclear transport에는 signal과 에너지를 필요로 

하며 nuclear import시에는 Nuclear localization signals(NLS), nuclear 

export시에는 Nuclear export signals(NES)을 갖는 단백질이 

karyopherins(Kaps or importins/exportins)이라 불리는 importin-β 

family의 transport receptors와 상호작용이 일어나 물질의 이동이 가능해진

다. karyopherins의 N-terminal domain은 small GTPase Ran과 binding하

며 Ran-GTP와 FG nucleoporin과의 상호작용을 통해 cargoes의 운반을 매

개한다. 핵에는 Ran-GTP가, 세포질에는 Ran-GDP가 각각 분포되어 이동하

는 거대분자들의 운반 방향성을 결정한다(Weis, 2003; Lei and Silver, 

2002).   

Ran은 mRNA export에서 필수적인 mRNA binding protein의 recycling

에 있어 중요하다. 새로 합성된 RNA 전구체는 많은 수의 heterogeneous 
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nuclear (hn) RNP 단백질, 또는 processing factor와 조합되고 5`-capping, 

splicing, 3`’ end cleavage, polyadenylation을 수행하여 nuclear export가 

가능한 성숙된 mRNP 복합체를 형성한다. 핵과 세포질 사이를 왕래하고 

export가 진행되는 동안 hnRNP는 mRNA와 조합되어 있기 때문에 mRNP 

복합체는 nuclear exit를 매개하는 signal을 포함하고 있을 것으로 보여진다

(Nakielny et al., 1999).  

mRNA의 export는 다른 RNA(tRNA, rRNA, snRNA등)의 transport와 

달리 훨씬 복잡하고 전혀 다른 기작에 의해 일어나며(Reed and Hurt,2002), 

importin-β type family에 속하는 transport receptors나 Ran 단백질이 관

여하지 않고, non-β type의 carriers인 heterodimeric NXF-NXT 단백질

과 수많은 soluble export factors가 관여하고 있다(Cullen, 2003; Thakurta 

et al., 2003; Erkmann and Kutay, 2004). mRNP의 carrier로 여겨지는 

heterodimeric NXF-NXT단백질은 하등 진핵 세포인 효모에서부터 사람에 

이르기까지 잘 보존되어 있으며, mRNP complex를 NPC까지 연결시키는 역

할을 하는 것으로 추측된다(Cullen, 2003; Erkmann and kutay, 2004).  

Soluble export factors로는 RNA 결합단백질(Npl3p, Nab2p 등), 

nucleoporin 또는 NPC-associated proteins(Mtr2p, Gle1p, Rae1p, 

Nup116p, Nup159p 등), RNA helicase(Sub2p, Dbp5 등), ATPase(Elf1p

등) 등이 있다. 고등 생물에서 이 단백질들의 homolog들도 mRNA export에 

관여하며 효모의 돌연변이들을 complementation하는 것으로 보아 mRNA 

export의 작용 기작은 진화적으로 잘 보존되어 있는 것으로 여겨진다(Lei 

and Silver, 2002; Cullen, 2003). 

mRNA export pathway는 작용 기작의 복잡성 때문에 in vitro system 

연구와 생화학적인 접근방법에도 한계가 있다. 그러므로 mRNA export에 관

여하는 factor들을 찾기 위해 유전학적, 분자/세포생물학적 연구방법이 잘 확
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립되어 있는 효모가 좋은 model system으로 이용된다. 하등 진핵 생물로서 

S.cerevisiae와 S. pombe는 유전적 조작이 용이하고 생화학적, 생리적 기능 

분석시스템이 잘 확립되어 있어 진핵 생물의 기본적인 생명현상을 연구하는데 

좋은 model system이다. 그러나 분열효모인 S. pombe와 발아효모인 

S.cerevisiae는 18S rRNA 분석에 의해 진화적으로 상당히 멀리 떨어진 것으

로 밝혀졌으며(Fig 2), 전체 유전자의 30% 정도가 완전히 다른 만큼 여러 면

에서 차이점을 보이고 있다. mRNA export 기작에 있어서도 두 효모는 상당

한 차이점을 보인다. NXF-NXT인 S. cerevisiae Mex67p-Mtr2는 mRNA 

export에 필수적이나 S. pombe Mex67p-Nxt1는 필수적이지 않다(Segref 

et al.,1997; Yoon et al., 2000; Thakurta et al., 2004). 오히려 S. 

cerevisiae에서는 필수적이지 않은 Rae1p이 S. pombe에서는 필수적이다. 실

제로 Rae1p과 고등생물의 Rae1p homolog는 mRNA export carrier 인 

NXF-NXT heterodimers와 유사한 성질을 보임으로써 비슷한 역할을 담당

하는 것으로 추측된다(Pritchard et al., 1999; Sabri and Visa, 2000; Yoon 

et al., 2000; Blevins et al., 2003). 서로 다른 두 종류의 효모에서 보이는 이

러한 차이는 mRNA export에 중요한 두 단백질(Mex67p, Rae1p)이 중복된 

기능을 수행하거나 또는 다르게 조절되는 여러 mRNA export pathways 의 

존재 가능성을 암시한다. 이와 같이 두 효모의 차이점은 진핵 생물의 전체적

인 mRNA export 기작을 이해하기 위해 상호 보완적으로 작용하고 있다.  

mRNA export의 작용 기작을 이해하기 위해서는 가장 중요한 carrier역

할을 할 것으로 생각되는 Mex67p 또는 Rae1p과 상호작용하는 새로운 

export factor를 찾아내고 그 역할을 규명하는 것이 매우 중요하다.  

본 실험에서는 mRNA export관련 돌연변이들은 synthetic lethal screen

을 이용하여 분열효모에서 mRNA export pathway의 가장 중요한 player인 

Mex67와 synthetic lethality를 보이는 3종류의 mutant 중 하나의 mutant로
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부터 아직 기능이 밝혀지지 않은 새로운 유전자를 클로닝하여 spNic96라 명

명하였다. spNic96 유전자는 1개의 intron을 가지고 있으며 97.5 kDa, 851개

의 amino acid를 encode하고 있다. 또한 spNic96는 S. cerevisiae의 

nucleoporin인 Nic96, S. pombe Npp106 와 similarity를 보인다. 또한 

spNic96 유전자가 제거된 돌연변이를 제조하여 spNiC96 유전자의 mRNA 

export시 기능에 대하여 고찰하고자 한다. 
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Figure 1. Surface of nuclear pore complex architecture 
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Figure 2. Phylogenetic tree of S. pombe and S. cerevisiae 
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ⅡⅡⅡⅡ. . . . 실험재료실험재료실험재료실험재료    및및및및    방법방법방법방법    

 

1.1.1.1.    실험재료실험재료실험재료실험재료    

 

1111----1 1 1 1 재료재료재료재료    및및및및    시약시약시약시약        

 

S. pombe 균주는 haploid strain AY217 과 Diploid strain SP286, 

ED665/668 을 사용하였고, Plasmid 는 pBlueskript SK(+)-Not1, 41uGFP, 

41u3GFP 를 사용하였다. S. pombe 배양에는 YES 와 EMM(Edinburgh 

minimal medium)을 사용하였다. E. coli 배양에는 LB 배지를 사용하였으며, 

LB 에 첨가하는 Ampicillin 과 YES 에 첨가하는 G418 의 농도는 100μg/ml

로 하였다. 효모 배양에 사용한 배지는 Difco, Q-Bio, 사용된 Chemical 들은 

Sigma 와 MP 제품을 사용하였다. PCR 에 필요한 primer 는 제노텍, Taq 

polymerase 는 제넨메드 Nova Taq, TaKaRa Pfu 를 사용하였으며, 제한효소

는 New England Biolabs(NEB), ligation kit 는 TaKaRa 제품을 사용하였다. 

Southern blotting 에 사용된 ECL (Enhanced Chemiluminescence labeling 

and detection) kit 는 Amersham Life Science , PCR clean up kit 와 gel 

extraction kit 는 QIAGEN 제품을 이용하였다. 
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Table 1. Strains used in this study 
 

Strains Genotype 

    S. pombeS. pombeS. pombeS. pombe           

   SP 286  h+/h+leu1-32/leu-32ura4-d18/ura4-d18ade6-

M210/ade6-M216  

ED665/668 h+/h-leu1-32/leu-32ura4-d18/ura4-d18ade6-

M210/ade6-M216 

  AY 217   h-leu1-32 ura4-d18  

E. coliE. coliE. coliE. coli           

  Top10  

 

F-,mcrA(mrr-hsdRMS-mcrBC),80lacZM15,lacX74, 

deoR,recA1,araD139,(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL, 

endA1, nupG  
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Table 2. S. pombe medium composition (per liter)  
 

YES(Yeast Extract) Medium 

YE powder 

5g  Yeast Extract-Y 

30g  dextrose 

35g 

 

 

Supplements : 225㎎/ℓ adenine, leucine, uracil  

EMM(Edinburgh Minimal Medium) 

EMM powder 

3g potassium hydrogen phthalate 

2.2g sodium phosphate dibasic 

5g ammonium chloride 

20g dextrose 

2.1g minimal salt 

0.2g vitamins 

3mg trace elements 

32g 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3. E. coli medium composition (per liter)  

 

LB(Luria-Bertani) Medium 

NaCl 

Tryptone 

Yeast extract 

Agar  

10g 

10g 

5g 

2%  
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Table 4. PCR primer used in this study 
 

Primer name Primer sequence (5’→ 3’) 

Nic 5For GAACACGAGGCACATATGTG 

Nic 3Rev AATGGAAAAGTGTCTCTGAG 

Nic U5Rev-tail 
ACATATAGCCAGTGGGATTTGTAGCTAACATATAGCCAGTGGGATTTGTAGCTAACATATAGCCAGTGGGATTTGTAGCTAACATATAGCCAGTGGGATTTGTAGCTAATGGTCAAGATG
TAAACAAGAAC 

Nic K5Rev-tail 
CTGGGCCTCCATGTCGCTGGCCGGGTACTGGGCCTCCATGTCGCTGGCCGGGTACTGGGCCTCCATGTCGCTGGCCGGGTACTGGGCCTCCATGTCGCTGGCCGGGTAATGGTCAAGATG
TAAACAAGAAC 

Nic U3For-tail 
GGTGTTGGAACAGAATAAATTAGATGAGGTGTTGGAACAGAATAAATTAGATGAGGTGTTGGAACAGAATAAATTAGATGAGGTGTTGGAACAGAATAAATTAGATGATACTGCTGCTA
AACAGGCTGATG 

Nic K3For-tail 
CGCTATACTGCTGTCGATTCGATACTACGCTATACTGCTGTCGATTCGATACTACGCTATACTGCTGTCGATTCGATACTACGCTATACTGCTGTCGATTCGATACTATACTGCTGCTAA
ACAGGCTGATG 

Nic 5Nest CTTCTGCTGAAAATGGAGGA 

Nic 3Nest GAAGACTAGTGCATTCAACA 

Kan 1 ATTGCGGCCGCTTTAGCTTGCCTCGTCCC 

Kan 2 AATGCGGCCGCTGGATGGCGGCGTTAGTAT 

Kan 5DJ ACCCGGCCAGCGACATGGAG 

Kan 3DJ AGTATCGAATCGACAGCAGT 

Kan 4F GCAGTTTCATTTGATGCTCGATG 

Kan 2R CGCACGTCAAGACTGTCAAGGAG 

Ura4 1 ATTGCGGCCGCTACAAATCCCACTGGCT 

Ura4 2 TATGCGGCCGCATCTAATTTATTCTGTT 

Ura 4F TGAATGTAAAATACCATGTAGAC 

Ura 2R CACAAATGCATACATATAGCCAG 

Ura 5DJ AGCTACAAATCCCACTGGCT 

Ura 3DJ CATCTAATTTATTCTGTTCC 

Nic96 1 ACACTCGAGGCACATATGTGGGC 

Nic96 2 AATGCGGCCGCGAAGTCACCGAGTTCACC 

Nic96 3 AATGCGGCCGCAATGCACTAGTCTTCATG 

Nic96 5 ACATCTAGAAACGCCTTCCGTTCGCTA 

Nic96 7 CAAAGAGGTGGAATTCGTG 

Nic96 8 CTTGTCGACATGACGGTTGCGTCTGACGA 
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Table 4. PCR primer used in this study (continued) 
 

Primer name Primer sequence (5’→ 3’) 

Nic96 9 ATAGGATCCTGTCATTTCTATTTCGCAGC 

Nic96 10 CTTGTCGACACGGTTGCGTCTGACGATTC 

Nic96 11 ATAGGATCCTCATGTCATTTCTATTTCGC 

Nic96 t CATTGGCGCGTTATGAGGAC 

Nic96 2t CGCTGAACGTAATGAACTTC 
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1111----2. 2. 2. 2. 반응반응반응반응    용액용액용액용액    

 

1) 1) 1) 1) S. pombeS. pombeS. pombeS. pombe T T T Transformation : Lithium ransformation : Lithium ransformation : Lithium ransformation : Lithium Acetate Acetate Acetate Acetate 방법방법방법방법        

                    LiAc-TE solution            0.1M Lithium Acetate 

10mM Tris pH 7.5, 1mM EDTA  

     50%PEG4000                            50 % Polyethylene glycol in LiAc-TE solution    

2) G2) G2) G2) Genomic DNA enomic DNA enomic DNA enomic DNA isolationisolationisolationisolation        

     Spheroplast beffer (CES buffer)    50mM Citrate/phosphate pH 5.6     

40mM EDTA  

1.2M sorbitol  

3) S3) S3) S3) Southern Blottingouthern Blottingouthern Blottingouthern Blotting        

Depurination solution                    

Denaturation solution           

 

Neutralizing solution                     

                          

20X SSC                                                                 

                          

Primary wash buffer        

                          

                          

 

 

 

 

20N HCl    

1.5M sodium chloride 

0.5M sodium hydroxide    

1.5M sodium chloride 

0.5M tris-HCl(pH7.5) 

0.3M sodium citrate 

3M sodium chloride 

6M Urea 

0.4% SDS 

0.5X SSC 
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2.2.2.2.    spNic96spNic96spNic96spNic96 knock knock knock knockout mutant out mutant out mutant out mutant 제조제조제조제조        

 

1)1)1)1)    SubconingSubconingSubconingSubconing을을을을    이용한이용한이용한이용한    Knockout mutant Knockout mutant Knockout mutant Knockout mutant 제조제조제조제조    

    

spNic96 gene의 ORF 부분을 제외한 5', 3' flanking region 각 부분의 

primer를 제작하였다. 5’PCR products는 upstream에 Xho1(5-ACACTC CTC CTC CTC 

GAGGAGGAGGAGGCACATATGTGGGC-3)과 downstream에 Not1(5-AATGCGGCCGCGGCCGCGGCCGCGGCCG 

CGAAGTCACCGAGTTCAC-3) site를 첨가하여 제작하였고, 3 ’ PCR 

products는 downstream에 Not1(5-AATGCGGCCGCGGCCGCGGCCGCGGCCGCAATGCACTAGTCT 

TCATG-3)과 upstream에 Xba1(5-ACATCTAGATCTAGATCTAGATCTAGAAACGCCTTCCGTTCG 

CTA-3)을 첨가하여 각 부분을 PCR로 증폭하였다. pBluescript SK(+)-

Not1 vector(Fig 3)의 Xho1과 Xbal site를 이용하여 효소 처리 한 후 PCR 

products와 ligation하여 cloning 하였다. 그 다음 spNic96 gene을 대체 시

킬 Marker gene인 ura4와 kanr을 PCR을 이용하여 증폭시켰다. 이때 ura4는 

pDW234 plasmid를 kanr은 pBGle1 plasmid를 각각 template로 이용한다. 

PCR mixture와 reaction 은 Table 5에 정리하였다. 첫 번째 cloning으로 조

작하고자 하는 flanking region 삽입이 확인된 pBspNic96에 Not1 site를 이

용하여 PCR한 ura4와 kanr을 Not1으로 처리한 후 두 번째 cloning시켰다. 

이렇게 조작된 pBNic96/ura4, pBNic96/kanr 을 Xho1/Xba1 효소 처리하여 

조작된 fragment만 얻었다.  
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Figure 3. Map of pBluescript SK+ vector (Stratagene). 

 

 

 

 

 



 

15 

Table 5. spNic96 deletion PCR conditions for subcloning 
 

PCR mixture (final 100μl) PCR reaction 

5555’’’’/3/3/3/3’’’’flanking regionflanking regionflanking regionflanking region    
Template DNA(9N2)    
Nic 1/3 primer          
Nic 2/5 primer          
10X dNTP             
10X Buffer             
Pfu                     
TDW                  

kankankankanrrrr/Ura/Ura/Ura/Ura4444    
Template DNA 
(pBGle/pDW234)        
Kan 1/Ura4 1 primer    
Kan 2/Ura4 2 primer    
10X dNTP             
10X Buffer             
Pfu                     
TDW                  

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

94℃   2min 
 94℃   30sec 
50℃   1min 
72℃   1min 
72℃   5min 

4℃    ∞ 

25 cycle 

1μl
1μl
1μl

10μl
10μl
1μl

76μl

1μl
1μl
1μl

10μl
10μl
1μl

76μl
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2)2)2)2)    Double joint PCR(DJDouble joint PCR(DJDouble joint PCR(DJDouble joint PCR(DJ----PCR)PCR)PCR)PCR)을을을을    이용한이용한이용한이용한 knockout mutant  knockout mutant  knockout mutant  knockout mutant 제조제조제조제조    

 

spNic96 deletion construct 제조를 위해 5', 3' flanking region 각 부분

과 spNic96 ORF 부분을 대체 시킬 selection marker kanr/ura4 의 primer

를 제작하였다. 5’Rev, 3’For 는 kanr/ura4 maker tail을 붙여서 primer를 

디자인 하였다. knockout construct PCR은 Double joint PCR(DJ-PCR) 방

법(J.H. Yu et al., 2004)을 이용하였다. First PCR 에서는 5’For와 5’Rev 

+ marker tail, 3’For + marker tail와 3’Rev, marker gene(kanr/ura4) 

각각을 증폭한 후 전기영동으로 확인 한 다음 QIAGEN PCR clean up kit를 

이용하여 purify하였다. First PCR에서 얻어진 product들을 5 ’ flanking 

amplicon : marker gene(kanr/ura4) : 3’flanking amplicon 1:3:1의 비율로 

섞어서 second PCR을 수행하였다. second PCR product를 template로 5’, 

3’Nest primer를 이용하여 최종적으로 third PCR을 진행하였다. PCR 후 전

기영동으로 확인 한 다음 gel elution 하여 QIAGEN gel extraction kit를 이

용하여 purify하였다. DJ-PCR 각 단계마다의 PCR mixture와 reaction 은 

Table 6에 정리하였다.   
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Table 6. spNic96 deletion PCR conditions for DJ-PCR 
 
First PCR: amplification of 5’, 3’ flanking regions and marker 

 

PCR mixture(final 100μl) PCR reaction 

5555’’’’flanking regionflanking regionflanking regionflanking region    
Template DNA(9N2)       
Nic 5’For primer       
Nic U5/k5 Rev primer    
dNTP               
10X Buffer             
Taq polymerase          
TDW                    

3333’’’’flanking regionflanking regionflanking regionflanking region    
Template DNA(9N2)       
Nic 3’Rev primer       
Nic U3/k3 For primer    
dNTP               
10X Buffer             
Taq polymerase          
TDW                    

kankankankanrrrr/ura/ura/ura/ura4444    
Template DNA 
(pBGle/pDW234)          
K5/U5 DJ primer         
K3/U3 DJ primer         
dNTP                
10X Buffer              
Taq polymerase           
TDW                     

 

 

 

 

 

 

94℃   2min 
94℃   30sec 
55℃   1min 
72℃   1min 
72℃   7min 
 4℃    ∞ 

25 cycle 

1μl
1μl
1μl

10μl
10μl
1μl

76μl

1μl
1μl
1μl

10μl
10μl
1μl

76μl

1μl
1μl
1μl

10μl
10μl
1μl

76μl
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Table 6. spNic96 deletion PCR conditions for DJ-PCR (continued) 
 

Second PCR: fusion of three fragments mix 
 

PCR mixture (final 25μl) PCR reaction 

5’flanking amplicon      
3’flanking amplicon      
Kan/ura amplicon          
dNTP                       
10X Buffer               
Taq polymerase          
TDW                    

 

 

 

Third PCR: amplification of the fused knockout constructs 
 

PCR mixture(final 100μl) PCR reaction 

Template DNA 
(2nd PCR product)        
Nic 5 Nest primer         
Nic 3 Nest primer         
dNTP                 
10X Buffer               
Taq polymerase            
TDW                    

 

 

 

 

 

 

 

94℃   2min 
94℃   30sec 
58℃   20min 
72℃   5min 
72℃   10min 
 4℃    ∞ 

10 cycle 

94℃   2min 
94℃   30sec 
55℃   1min 
72℃   2min 
72℃   5min 
 4℃    ∞ 

25cycle 

1μl
1μl
3μl
2μl

2.5μl
0.25μl

15.25μl

0.5μl
1μl
1μl

10μl
10μl
1μl

76.5μl
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3333) ) ) ) S. pombeS. pombeS. pombeS. pombe transformation transformation transformation transformation    

 

S. pombe의 transformation은 Lithium Acetate 방법(Warbrick    et al, 

1993)으로 수행하였다. AY217, ED665/668 strain을 EMM+UL media에 

seed한 뒤 28℃에서 하루 정도 키운 후, fresh EMM+UL media에서 5-

8x106 cell/ml이 될 때까지 배양하였다. 이들 세포를 harvest 하여 멸균한 

TDW로 wash한 후, 1x TE/LiAC로 다시 wash 하고 원심 분리하여 cell만 

얻은 다음 1-2x109 cell/ml의 농도가 되도록 1x TE/LiAC로 resuspension

하였다. 이렇게 얻어진 cell 100μl와 salmon sperm DNA 5μl, 

transformation 하고자 하는 DNA 8μl을 넣고 잘 섞어 준 후, 50% 

PEG4000 300μl를 넣고 mix 한 다음 28℃ 에서 30분간 incubation하였다. 

42℃에서 8분간 heat shock을 준 다음 상온에 2분간 방치한 후 원심 분리하

여 50% PEG4000를 완벽히 제거한다. ura4 maker가 형질 전환된 cell은 1x 

TE에 resuspension하여 EMM-U plate에 spreading한 뒤 28℃에서 4일 정

도 incubation하고, kanr maker가 형질 전환된 cell은 YE media에 

resuspension하여 28℃ 에서 o/n 한 후 YE+G418배지에 spreading한 후 3

일 간 28℃ incubator에서 배양하였다. 

 

4444) ) ) ) spNic96spNic96spNic96spNic96    knockknockknockknockout mutant out mutant out mutant out mutant 확인확인확인확인    

 

①①①①    GGGGenomic DNA isolationenomic DNA isolationenomic DNA isolationenomic DNA isolation    

 

S. pombe로 transformation하여 얻은 transfomant를 각각의 배지에 

streaking 하여 single colony를 얻은 후 EMM+UL media 10ml에 seed하여 

이틀 정도 키웠다. 3,000rpm에서 2분 동안 원심 분리하여 cell을 가라 앉힌 
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후 CES buffer 1ml에 resuspension하였다. Zymolase 20T (2.5 ㎎/㎖) 를 

처리하여 voltexing 한 후 37℃에서 1시간 정도 둔 다음 10% SDS를 처리하

여 cell wall이 벗겨졌는지 현미경으로 체크하고 원심분리 하여 상층 액을 제

거 하였다. 0.55ml TE, 1% SDS로 cell을 resuspension 한 다음 65℃에서 

10분간 처리하였다. 5M potassium acetate 175μl 을 첨가하고 ice에서 10

분 정도 둔 후 13,000rpm으로 4℃에서 15분간 원심 분리하여 상층 액만 

0.5ml 따낸 다음 동량의 isopropanol을 처리하여 -20℃에 10분간 두었다. 

13,000rpm으로 4℃에서 15분간 원심분리 한 다음 pellet만 얻어 70% 

ethanol로 wash하고 air dry한 후 50μg/ml RNaseA가 첨가된 TE 350μl로 

resuspension하여 65℃에 10분간 처리하였다. Phenol/chloroform/isoamyl 

alcohol 25:24:1을 300μl 첨가 한 뒤 vortex로 잘 섞어 준 후 13,000rpm

으로 5분간 spin down 시켜 물 층만 따내 새로운 tube로 옮긴다. 한번 더 반

복하여 3M sodium acetate 30μl 와 100% ethanol 750μl 을 넣고 섞은 후 

ice에서 10분간 처리 한 다음 10,000rpm으로 4℃에서 10분간 원심 분리하

여 얻어진 pellet를 70% ethanol로 wash 후 air dry 시키고 30μl TDW로 

resuspension하여 DNA를 분리 하였다.  

 

②②②②    KKKKnockout mutant nockout mutant nockout mutant nockout mutant PCR PCR PCR PCR 확인확인확인확인    

 

앞에서 분리한 DNA를 template로 사용하여 Knockout construct를 PCR

로 확인하였다. 5 ’ 확인은 Nict(5-CATTGGCGCGTTATGAGGAC-3)와 

Kan2R(5-CGCACGTCAAGACTGTCAAGGAG-3)/Ura2R(5-CACAAAT 

GCATACATATAGCCAG-3)primer를 이용하여 증폭하였고, 3 ’ 확인은 

Kan4F(5-GCAGTTTCATTTGATGCTCGATG-3)/Ura4F (5-TGAATGT 

AAAATACCATGTAGAC-3) 와 Nic7(5- CAAAGAGGTGGAATTCGTG 
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-3)primer를 이용하여 증폭하였다. 전체 size 확인은 Nic5Nest(5-CTT 

CTGCTGAAAATGGAGGA-3)와 Nic3Nest(5-GAAGACTAGTGCATTC 

AACA-3)를 이용하여 PCR을 수행하여 제대로 Knockout된 균주를 확인하

였다. 

 

③③③③    Southern BlottingSouthern BlottingSouthern BlottingSouthern Blotting    

 

spNic96 유전자가 정확히 disruption 되었는지 확인하기 위

해 Amershams ECL nonisotopic method 를 사용하여 Southern blotting 을 

수행하였다.    Genomic DNA 를 Sal1/BglⅡ제한효소로 자른 후 DNA 절편을 

size marker 와 같이 1 % low EEO agarose gel 에서 전기영동 하여 분리한 

후, depurination 용액에서 15 분, denaturation 용액에서 40 분 그리고 

neutralization 용액에서 40 분간 처리하였다. 이어 gel 상의 DNA 단편들을 

reverse transfer 방법으로 Schleicher & schuell 용기를 이용하여 20X SSC 

내에서 Hybond-N+ membrane 으로 4 시간 동안 이동시켰고 UV 로 cross-

link(0.15J/cm2)하여 membrane 에 고정하였다.  

    Prehybridization 은 42 ℃에서 1 시간 동안 ECL hybridization solution

으로 하였고, Probe labeling 은 100ng/μl 의 probe DNA 2.5μl 에 TDW 

7.5μl 를 섞어 준 후 5 분 동안 boiling 시켜 denaturation 시킨 다음 ice 에 

재빨리 넣어주었다. Labeling reagent 와 glutaraldehyde 를 10μl 씩 넣고 잘 

섞어 준 후 37℃에서 10 분간 incubation 한 다음 Prehybridization 한 

solution 과 잘 섞어 주고 Hybridization 은 42 ℃ for 16 시간 동안 진행하였

다. Primary Wash Buffer 로 membrane 을 wash 하고 2XSSC 로 다시 wash

한 후 ECL DNA detection reagent 를 이용하여 detection 수행한 다음, 
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chemi-doc 에서 Quantity one(Bio-Rad) program 을 이용하여 signal 을 확

인하였다. 

 

3.3.3.3.    sssspNic96pNic96pNic96pNic96----GFP construct GFP construct GFP construct GFP construct 제조제조제조제조    

 

spNiC96 단백질의 세포 내 위치를 형광현미경으로 확인하기 위하여 GFP 

(green fluorescence protein)단백질을 붙인 construct 를 제조하였다. 이를 

위해 spNic96 ORF 부분만을 증폭할 5’ spNic96-GFP, 3’spNic96-GFP 

primer 를 제작하였고 nmt41 promoter 와 GFP 가 integration 되어 있는 

41uGFP/41u3GFP vector 를 이용하였다. 5’ spNic96-GFP(Nic10: 5-CT 

TGTCGACACGGTTGCGTCTGACGATTC-3 /Nic11: 5-ATAGGATCCTC 

ATGTCATTTCTATTTCGC-3), 3’spNic96-GFP(Nic8: 5-CTTGTCGA 

CATGACGGTTGCGTCTGACGA-3/Nic9: 5-ATAGGATCCTGTCATTTC 

TATTTCGCAGC-3) 각각을 PCR 방법으로 증폭한 다음 PCR product 는 

Sall 과 BamH1 제한효소로 처리하고 41uGFP/41u3GFP vector 는 Xhol 과 

BamH1 으로 처리하여 cloning 하였다.  
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Table 7. PCR condition for spNic96-GFP constructs 

 

PCR mixture(final 100μl) PCR reaction 

    
sssspNic96pNic96pNic96pNic96----5/3GFP5/3GFP5/3GFP5/3GFP    

Template DNA(9N2)      
Nic 10/8 primer           
Nic 11/9 primer           
10X dNTP                 
10X Buffer               
Pfu                       
TDW                
     

 

    
    

    
    
    

    
    
    

    
    
    

    
    
    

    
    

94℃   2min 
94℃   30sec 
50℃   1min 
72℃   1min 
72℃   5min 
 4℃    ∞ 

25cycle 

0.5μl
1μl
1μl

10μl
10μl
1μl

76.5μl
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ⅢⅢⅢⅢ. . . . 결과결과결과결과    

 

1.1.1.1.     Synthetic lethal  Synthetic lethal  Synthetic lethal  Synthetic lethal 돌연변이돌연변이돌연변이돌연변이    주주주주 SLmex3 SLmex3 SLmex3 SLmex3으로부터으로부터으로부터으로부터    spNic96spNic96spNic96spNic96 cloning cloning cloning cloning    

 

S. pombe 에서 mRNA export 에 관여하는 Mex67 과 유전적으로 연관이 

있는 유전자를 찾기 위하여 Mex67 유전자 전체가 deletion 된 균주에서 

synthetic lethal mutants 를 screen 하였다. 두 유전자 각각에 mutation 이 

따로 일어났을 때는 growth 에 영향을 미치지 않지만 기능적으로 연관된 두 

유전자 모두에 mutation 이 생기면 cell 이 치사 되는 것을 synthetic lethal

이라 한다. synthetic lethal screening 을 위해 nmt1(no message in 

thiamine) promoter 를 사용, thiamine 이 첨가되었을 때 유전자 발현이 저해

되는 system 을 사용하였으며 균주로 ∆mex67:: Kanr/pREP81X-Mex67 

strain 을 이용하였다.  pREP81X-Mex67 plasmid 의 Mex67 유전자는 

nmt1 promoter 에 의해 조절을 받으므로 thiamine 이 첨가된 배지에서는 

Mex67 의 발현이 억제된다(Fig 4). 이러한 원리를 이용하여 Mex67 과 

synthetic lethal 인 mutants 를 1 차 screen 하여 10 개의 candidates 를 확

인, mRNA export 에 결함을 보이는 3 개의 돌연변이 주를 최종적으로 선별하

여 SLMex1, SLMex2, SLMex3 이라 명명하였다. 이중 SLmex3 에 S. 

pombe 의 genomic DNA library 를 transformation 하여 thiamine 이 첨가된 

배지에서 자라는 transformants 들을 selection 하였다. 이들 transformants

로부터 total DNA 를 추출하여 E. coli 에 transformation 하여 각각의 

plasmid 를 rescue 한 다음, SLmex3 돌연변이 주에 re-transformation 하여 

complementation 하는 2 개의 clone 들을 분리하였다. 이 중 S. cerevisiae 의 

nucleoporin 인 Nic96p 와 homology 를 보이는 putative nucleosome 
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complex subunit 를 포함하는 9N2 clone 을 확인하여 spNic96 라고 명명하

였다.  

새롭게 확인된 spNic96p 과 homolog 를 가지는 S. cerevisiae 의 Nic96p, 

S. pombe 의 Npp106p 사이의 단백질 sequence alignment 수행 결과 

spNic96p 단백질은 Nic96p, Npp106p 단백질과 14% identical, 35% similar

를 나타내었다(Fig 5).   
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 Figure 4. Schematic diagram of synthetic lethality(A) and synthetic 

lethal screen with mex67 null allele in S. pombe(B). 
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Figure 5. Multiple sequence alignment of spNic96p with Nic96p and 

Npp106p using CLUSTAL-W(EBI) program. Identical(Yellow) and 

similar(Grey) amino acids are indicated.  
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2.2.2.2.    spNic96spNic96spNic96spNic96 knockout knockout knockout knockout construct  construct  construct  construct 제조제조제조제조    및및및및    분석분석분석분석    

  

①①①①    subcloningsubcloningsubcloningsubcloning을을을을    이용한이용한이용한이용한    knockout knockout knockout knockout mutant mutant mutant mutant 제조제조제조제조    

 

spNic96 knockout construct를 제조하기 위하여 spNic96 유전자의 

ORF부분을 제외한 5’, 3’flanking region의 primer를 제작하여 각각을 증

폭하였다. Cloning에 사용 할 pBluescript SK(+)-Not1 vector에 있는 Xho1, 

Xba1 site를 이용하기 위하여 5’PCR products에 Xho1, 3’PCR products

에는 Xba1 site를 첨가 하였다. 그리고 spNic96 유전자 부분을 대체시킬 

selection marker Ura4와 kanr을 삽입 시키기 위하여 5’과 3’각각에 Not1 

site를 첨가하였다.  

5 ’ flanking region은 Nic1과 Nic2 primer를 이용하여 871bp의 

fragments를 증폭하였고, 3’flanking region은 Nic3과 Nic5 primer를 이용

하여 1014bp의 fragments를 확인하였다. 증폭된 각각의 fragments는 

purify한 후 5’쪽은 xho1과 Not1, 3’쪽은 Xho1과 Not1 효소로 처리하고, 

Xho1과 Xba1으로 처리한 pBluescript SK(+)-Not1 vector에 cloning하여 

각 부분의 fragments가 제대로 끼어 들어간 pBspNic96 만 골라 내었다. 

spNic96 유전자를 대체시킬 Ura4와 kanr을 PCR 방법으로 증폭 시켜 각

각 1.7kb, 1.4kb fragments를 확인한 후 Not1으로 처리하고, 앞에서 골라낸 

pBspNic96 역시 Not1으로 처리하여 다시 한번 더 cloning하여 최종적으로 

pBspNic96/ura4, pBspNic96/kanr 을 확인하였다(Fig 6).  

이렇게 얻어진 pBspNic96/ura4, pBspNic96/kanr plasmid를 Xho1과 

Xba1으로 처리한 다음 fragment만 Diploid strain(SP286) 과 haploid 

strain(AY217)에 transformation하여 나온 colony들의 genomic DNA를 분

리하였다. 분리한 DNA들은 PCR로 확인하였으며 5’은 Nict-kan4F, Nict-
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ura4F primer를 이용하여 size를 확인 하였고, 3’은 kan2R-Nic2t, ura2R-

Nic2t primer, construct 전체는 Nict-Nic2t primer를 이용하여 PCR을 수행

하여 증폭하였다. PCR로 ∆spNic96::kanr mutant로 예상되는 2개의 균주를 

확인하였다. 이들 mutant를 Southern Blotting을 수행하여 gene disruption

을 확인하고자 하였다(Fig 7). 

그러나 PCR 로 확인 한 gene knockout mutant 들이 Southern Blotting 

수행 결과 wild type 과 동일한 양상을 나타내어 결과적으로 제대로 

knockout 이 일어나지 않았음을 확인할 수 있었다. 재차 위 실험을 반복 하였

으나 동일한 결과를 나타내었다. 이는 만들어진 construct 가 S. pombe 

chromosome 상으로 homologous recombination 될 때 문제가 있었기 때문

일 것으로 사료되어 방법을 달리하여 DJ-PCR 을 통한 gene knockout 

construct 를 제조하였다.   
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Figure 6. spNic96 gene deletion by subcloning. 
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Figure 6. spNic96 gene deletion by subcloning (continued) 
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Figure 7. Construction of spNic96 deletion mutants. Confirmation of 

spNic96 gene disruption by PCR(B) and Southern hybridization probed 

with kanr (C) 
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②②②②    DJDJDJDJ----PCRPCRPCRPCR을을을을    이용한이용한이용한이용한    knockout knockout knockout knockout mutant mutant mutant mutant 제조제조제조제조    

 

Knockout construct를 만들기 위한 또 다른 방법으로 DJ-PCR 방법을 

사용하였다. DJ-PCR을 위한 Primer 디자인 시 spNic96 ORF의 3’ 쪽을 

600bp정도 남겨둔 채 knockout primer를 제작하였다. 이는 앞에서 수행한 

subcloning을 이용한 knockout construct 제조 시 spNic96 ORF 전체를 제

거 하여 만들어진 construct의 homologous recombination 문제를 해결하기 

위함이었다. DJ-PCR primer 제작 시 특이한 점은 5 ’ Rev와 3 ’ For에 

marker로 대체될 Ura4와 kanr 유전자 일부분을 첨가한다는 것이다. DJ-

PCR은 3단계의 PCR을 수행하여 construct를 제조 하는 것으로 First PCR 

에서는 5’, 3’, marker gene 각 부분을 증폭하여 PCR products를 얻은 후, 

Second PCR에서는 First PCR products들의 농도를 고려하여 적당한 비율로 

섞어서 증폭한 다음 second PCR product를 template로 5 ’ , 3 ’ Nest 

primer를 이용하여 최종적으로 third PCR을 진행한다.   

First PCR 과정에서 5’ flanking region은 Nic5For-K5Rev primer, 

Nic5For-U5Rev primer 각각을 증폭하여 940bp의 PCR products을 확인하

였고, 3 ’ flanking region은 Nic3Rev-K3For primer, Nic3Rev-U3For 

primer를 이용해서 증폭하여 845bp의 PCR products을 확인하였다. Marker 

gene으로 사용 할 kanr과 ura4도 K5DJ-K3DJ, U5DJ-U3DJ primer를 이용

하여 각각 1383bp와 1727bp의 products를 확인하였다. Second PCR은 5’

flanking amplicon : marker gene(kanr/ura4) : 3’flanking amplicon 1:3:1

의 비율로 섞어서 증폭한 다음 second PCR products를 template로 5’, 3’

Nest primer를 이용, 최종적으로 third PCR을 진행하여 3328bp의 ura4 

knockout construct와 2984bp의 kanr knockout construct를 제조하였다 

(Fig 8). 이렇게 제조된 knockout construct를 gel elution 하여 purify 한 
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후 Diploid strain(ED665/668)과 haploid strain(AY217)에 transformation 

하여 나온 colony들의 genomic DNA를 분리하였다.  

분리한 DNA들은 5 ’ 은 Nict-Kan2R, Nict-Ura2R primer를 3 ’ 은 

Kan4F-Nic7, Ura4F-Nic7 primer, construct 전체는 Nic5’nest-

Nic3’nest primer를 이용하여 PCR을 진행하였다. PCR 확인 결과 deletion 

mutants ∆spNic96:: kanr(Diploid), ∆spNic96::ura4(Diploid) 각각 2개씩의 

균주를 확인할 수 있었다(Fig 9). 
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Figure 8. spNic96 gene deletion by DJ-PCR. 



 

36 

 

 

Figure 9. Confirmation of spNic96 gene disruption by PCR 
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3.3.3.3.    sssspNic96pNic96pNic96pNic96----GFP construct GFP construct GFP construct GFP construct 제조제조제조제조    및및및및    분석분석분석분석        

 

spNiC96 단백질의 세포 내 위치를 형광현미경으로 확인하기 위하여 GFP 

단백질을 붙인 construct를 제작하였다. spNiC96 단백질의 N-terminal 부분

에 GFP를 붙일 spNic96-5GFP primer와 C-terminal 부분에 GFP를 붙일 

spNic96-3GFP primer를 디자인 하였으며, GFP와 nmt41 promoter가 

integration되어 있는 41uGFP/41u3GFP vector(9.3kb)를 사용하였다. 

spNic96-5GFP는 Nic10-11 primer를, spNic96-3GFP는 Nic8-9 primer

를 이용하여 각각을 PCR로 증폭, 2.6kb의 PCR products를 확인하였다. 이들

을 Sall과 BamH1 제한효소로 처리하고 41uGFP/41u3GFP vector는 Xhol과 

BamH1으로 처리하여 spNic96-5GFP/41uGFP, spNic96-3GFP/41u3GFP

을 cloning하였다(Fig 10). Cloning하여 제대로 spNic96-GFP construct가 

삽입된 plasmid를 골라내어 haploid strain(AY217)에 transformation하였다. 

실험에 사용된 41uGFP/41u3GFP vector가 ura4 marker와 thiamine 존재 

시 발현이 억제 되는 nmt promoter을 가지고 있기 때문에 uracil과 thiamine

을 뺀 EMM+L plate에 spreading 하여 27℃에서 3일간 배양한 다음 colony

를 형광현미경에서 GFP signal을 관찰하였다. spNic96-3GFP가 삽입된 

transformant에서만 GFP signal이 cell 전체적으로 diffusion된 양상으로 확

인되었다. 이는 spNiC96 단백질 발현 시 조작되어 붙여진 GFP 단백질로 인

해 본래의 구조를 이루지 못하여 나타난 결과로 생각된다. 
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Figure 10. Construction of spNic96-GFP 
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ⅣⅣⅣⅣ. . . . 결론결론결론결론    

 

진핵 생물의 유전자 발현은 핵막에 존재하는 NPC를 통하여 핵에서 세포

질로 mRNA export되어야만 완료될 수 있다. 유전정보를 가지고 있는 거대 

분자인 mRNPs가 NPC를 통과할 때는 nuclear export factor(NXF)가 중요

하게 관여한다.  NXF는 하등 진핵 생물인 효모(Mex67)에서부터 사람(TAP)

에 이르기까지 진화적으로 보존되어있다. S. pombe에서 Mex67p은 생장에 필

수적이지 않지만 mRNA export에 관여하고, DNA 염기서열 뿐만 아니라 단

백질의 여러 domain들도 기능적으로 TAP과 매우 유사하다 (Yoon et al., 

2000). Mex67과 유전적으로 연관이 있는 유전자를 찾기 위하여 Mex67 유

전자 전체가 deletion된 균주에서 두 유전자 각각에 mutation이 따로 일어났

을 때는 growth에 영향을 미치지 않지만 기능적으로 연관된 두 유전자 모두

에 mutation이 생기면 cell이 치사 되는 synthetic lethal mutants를 screen

하였다. Screen으로 골라낸 candidates 중에서 mRNA export에 결함이 있는 

3개의 mutants를 선별하여 SLMex1, SLMex2, SLMex3이라 명명 하였다. 

이중 SLMex3 mutant의 synthetic lethal 유전자를 클로닝하여 SLmex3 돌

연변이 주에 re-transformation하여 complementation하는 2개의 clone들을 

분리하였다. 이중 S. cerevisiae의 nucleoporin인 Nic96p와homology를 보이

는 putative nucleosome complex subunit를 포함하는 9N2 clone을 확인하

여 spNic96라고 명명하였다.  

spNic96유전자의 기능을 확인하기 위하여 우선적으로 deletion mutant를 

제조를 하였다. Deletion mutant 제조는 2가지 방법을 이용하여 제조 하였으

며 첫 번째 방법이 subcloning을 이용한 deletion, 두 번째 방법이 DJ-PCR

을 통한 deletion이다. 각각의 방법으로 만들어진 deletion constructs들은 S. 

pombe transformation에 의해 세포 내 spNic96유전자의 상동 염기서열이 
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있는 부위에서 homologous recombination 을 통해 염색체 내로 치환됨으로

써 유전자 결손이 일어나게 된다. 이들 deletion constructs가 제대로 S. 

pombe에 삽입되었는지를 확인하기 위해 PCR과 Southern blotting을 수행하

여 정확하게 gene disruption된 균주들을 분리해 낼 수 있다.  

본 연구에서는 앞으로 분리한 spNic96 deletion mutants들은 mRNA 

export와 관련된 중요 유전자(mex67, rae1, npp106, nup184)들과 유전학적 

연관을 확인하기 위하여 각각의 mutant를 cross 시켜 double mutants를 만

든 다음 synthetic lethality를 조사하여 이들 사이의 epistatic 관계를 알아내

는 실험이 수행되어야 하며, 또 spNic96 deletion mutant가 mRNA export에

서 어떠한 결함을 보이는지 in situ hybridization을 수행하여 spNiC96 유전

자의 mRNA export시 기능에 대한 연구가 필요하다. 
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In eukaryotes, nuclear export of mRNA occurs through the nuclear 

pore complex (NPC) embedded in the nuclear envelope, and is mediated 

by soluble transport factors. One of evolutionally conserved key nuclear 

export factors is a heterodimer, NXF-NXT. We have used synthetic 

lethal genetic screen in Schizosaccharomyces pombe, in order to identify 

mutations in genes that are functionally linked to mex67 (yeast homolog 

of NXF). Three mutations that are synthetic lethal in combination with 

the mex67 null allele were isolated and define in separate 

complementation groups. We isolated cognate gene by complementation 

of one synthetic lethal mutant. This gene(we named it as spNic96) 

encodes a predicted 851-amino acid ORF with one intron. spNic96 is 

similar to Sacchromyces cerevisiae nucleoporin, Nic96 and S. pombe 

npp106. This gene is not essential for growth.  
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 꿈은 생명보다 소중하다. 생명을 잃음은 육체의 죽음이지만 꿈을 잃음은 

내 영혼의 죽음을 의미하기 때문이다. 삶은 꿈의 아름다움을 믿고 내일을 향

해 질주하는 자의 것이다. 

 

                                                       <7막 7장/홍정욱>  

 

 제 꿈을 향하여 이제야 한 발짝 뗀 것 같습니다. 이 자리에 오기까지 많

이 부족한 저를 관심과 애정으로 지켜봐 주시고 큰 힘이 되어 주신 분들께 감

사의 마음을 전하고자 합니다. 

 먼저 저를 이끌어 주시고 언제나 세심한 배려를 베풀어 주신 지도교수님

이신 윤진호 교수님께 감사 드립니다. 바쁘신 가운데도 논문 심사를 위해 시

간을 내어주시고 많은 조언을 해주신 김종일 교수님과 전용필 교수님께도 감

사의 마음 전합니다. 저에게 큰 가르침을 주시고 언제나 관심 어린 애정과 격

려 주시는 생물학과 배인하 교수님, 오용자 교수님, 김진일 교수님, 박경숙 교

수님, 강혜순 교수님, 전용필 교수님, 김인순 교수님께도 감사 드립니다.  

평생 잊을 수 없는 첫 연구실 생활을 같이 한 우리 미생물학 연구실 식구

들 너무나 사랑합니다. 대학원 동기인 숙희 언니, 지혜, 지영이. 후배 덕경이, 

진아, 현진이. 이들을 생각하면 뭐라 형용할 수 없는 너무나 많은 감정들이 

떠오릅니다. 웃고 울며 나눈 많은 얘기들, 서로 힘이 되어 주었던 시간들 너

무나 그리울 것 같습니다.  

저에게 언제나 든든한 힘이 되어 주신 동물분류학연구실의 정부희 선생님, 

아영언니, 태우오빠, 태화오빠, 준구오빠, 인성이, 412호에서의 추억 잊지 못



 

 

할 것입니다. 마음 깊이 감사 드립니다. 식물분류학연구실 성민언니, 식물생태

학연구실 현정언니, 은강언니, 유전학연구실 재희, 미영언니, 발생학연구실 희

경이, 자명이, 근로학생으로 인연을 맺은 윤아와 지영이에게도 고마움을 전합

니다. 연구실 생활에 소중한 추억들을 선물해 준 경진언니, 진영언니, 선영언

니, 은정언니, 진아언니, 나영이, 진실이. 너무나 그립습니다. 고맙습니다. 

내 삶의 한 부분인 나의 소중한 친구들 선아, 진이, 현진이, 미현이, 수민

이. 언제나 한결 같은 내 편 순영, 보영, 은진, 진, 선주, 정현, 석규, 보현, 오

동, 인태에게 이 기회에 고마운 마음을 전합니다. 

짧은 시간이었지만 더 넓은 세계를 배울 수 있도록 아낌없는 조언과 격려

를 해주신 한국생명공학연구원 의약유전체연구센터의 허광래 박사님, 김동욱 

박사님, 김평일 박사님, 김리라 선생님, 경선언니, 선희언니, 승태오빠, 미영언

니, 혜미에게도 감사 드린다는 말씀 전하고 싶습니다.  

무엇보다 큰 사랑과 희생으로 지금의 저를 만들어 주신 부모님!! 너무 감

사하고 사랑합니다. 세상의 모든 말로 표현해도 부족합니다. 언제나 실망시켜

드리지 않는 멋진 큰 딸이 되겠습니다. 그리고 나의 소중한 가족들. 할머니, 

할아버지, 외할머니, 외할아버지, 사랑하는 나의 동생들-세리, 고은, 순상. 언

제나 화목한 우리 가족이 저에게 큰 힘과 용기를 주고 있습니다. 나의 든든한 

지원군 귀남 이모와 이모부, 예인이, 예진이에게도 고마움을 표현합니다.  

마지막으로 이 글에 올리지 못했지만 마음 써주시고 도움을 주신 모든 분

들께 감사 드립니다.  
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