
  한국가금학회지 제 47권 제 3호, 127∼133 (2020)
  Korean J. Poult. Sci. Vol.47, No.3, 127∼133 (2020)
  https://doi.org/10.5536/KJPS.2020.47.3.127

127

서 론

근육은 몸을 이루는 가장 중요한 조직 중의 하나로 근육

발생(myogenesis) 과정을 통해 만들어지며, 수축과 이완을
통한 운동의 힘을 제공한다. 뿐만 아니라, 축산에서는 가축
의 생산성과 관련된 중요한 경제형질에 속한다. 이러한 이
유로 좀더 효율적으로 근육을 발달시키는 여러 가지 방법들

과 근육발생 기작들이 연구되어 왔다. 근육발생은 배아형성
과 골격근의 재생과정에서 근원세포(myoblast)나 위성세포
(satellite cell)로부터 근관(myotube)과 근섬유(myofiber)가

형성되는과정으로, 여기에는여러단계에걸친다양한유전
자의 발현 변화가 포함되어 있다(Chal and Pourquie, 2017). 
근육발생이 시작되는 초기에는 paired box(PAX) 유전자들
이 근원세포나 위성세포의 분열과 분화를 조절하는데 중요

한 역할을 한다(Buckingham and Relaix, 2007; Collins et al., 
2009). 근육발생은 근원성 조절 인자들(myogenic regulatory 
factors; MRFs)에 의해 주로 조절되는데, 이들은 전사인자로
서 myogenic differentiation 1(MYOD1), myogenin(MYOG), 
myogenic factor 5(MYF5), MRF4(MYF6) 등이있으며, 세포가
근육으로 분화되도록 유도할 수 있다(Sabourin and Rudnicki, 
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ABSTRACT  Chibby family member 2 (CBY2), also known as SPERT or NURIT, is a gene with Chibby-like super family 
domain, whose function is not well known. In this study, the quail CBY2 gene was cloned, its sequences were analyzed, and 
its role in the myogenesis of QM7 quail muscle cells was characterized. Quail CBY2 has 978 nucleotides, which are translated 
into 325 amino acids, and the amino acid sequences are highly similar to those of chicken CBY2. Avian CBY2 diverted from 
mammalian CBY2 during early evolutionary history. According to the protein domain prediction analysis, quail CBY2 has a 
Chibby-like superfamily domain consisting of 83 amino acids at the N-terminal of the protein, although compared to 
mammalian CBY2, many of the amino acids were different. CBY2 was highly expressed in the adipose tissue and moderately 
expressed in the liver, heart, and kidney, whereas rarely expressed in the muscle tissue in quail. To characterize the role of 
CBY2 in myogenesis, CBY2 was overexpressed in QM7 cells. The overexpression of CBY2 inhibited myotube formation as 
shown that the myotube area was approximately only 25% that of the control. Taken together, quail CBY2 has a Chibby-like 
superfamily domain and inhibits myogenesis. Further studies should focus on the identification of the inhibitory mechanism 
of CBY2 on myogenesis.
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2000). 
Chibby family member 2(CBY2)는성숙된정소에서높게발

현되며, 신장 중인 정세포에서 발견되어 spermatid-associated 
protein(SPERT) 또는 NURIT으로 알려져 있다(Feige et al., 
2002). CBY2는 Chibby-like superfamily domain을 가지고 있
지만, 실제로 그 기능은 아직 잘 알려져 있지 않다. Chibby
는 β-catenin에 직접적으로 결합해 β-catenin이 세포질에서
핵으로 들어가는 것을 방해함으로써 전형적인 WNT 신호를
억제하는 것으로 알려져 있다(Takemaru et al., 2003). 지방
세포에서는 WNT/β-catenin 신호를 억제함으로써 지방세포
의 분화를 촉진하는 것으로 알려져 있으며, 배아줄기세포에
서 높은 수준으로 발현하면 심근세포로의 분화가 억제되는

것으로 알려져 있다(Li et al., 2007; Singh et al., 2007). 이러
한 발견들은 Chibby-like superfamily domain을 가지고 있는
CBY2가세포의분화에 있어서 특정 역할을 할 것이라고 유
추할 수 있으며, 이에 대한 연구는 전무한 상태이다.
따라서, 본 연구에서는 메추리로부터 CBY2 유전자를 클

로닝하여 유전자의 서열 및 특성을 분석하고, 메추리의 근
육세포에 유전자를 과발현시켜 근육세포의 분화와 관련하

여 어떤 역할을 하는지를 밝혀냈다.

재료 및 방법

1. 전체 RNA 추출 및 cDNA 합성

RNAiso plus(Takara Bio Inc., Shiga, Japan)를 이용하여
메추리(Coturnix japonica; quail)의 대흉근(pectoralis major 
muscle; PM), 심장, 간, 신장, 복부지방과 QM7 세포(American 
Type Culture Collection, Manassas, VA, USA)로부터 전체
RNA를 추출하였다. 메추리시료 채취는 경북대학교동물실
험윤리위원회가 심의하고 승인한 방법에 따라 진행하였다

(KNU 2019-154). 전기영동과 NanoDrop ND-1000 Spectro-

photometer(Thermo Scientific Inc., Wilmington, DE, USA)를
이용하여 RNA의 상태와 양을 확인한 후, 1 μg의 전체 RNA
를 취하여 cDNA 합성에 이용하였다. cDNA 합성은 제조사
설명서에 따라 PrimeScriptTM 1st cDNA Synthesis Kit(Takara 
Bio Inc.)를 이용해 역전사를 시켜 합성하였다.

2. 메추리 CBY2 유전자의 클로닝과 발현 벡터 제작

우선 CBY2-F와 CBY2-R 프라이머 쌍(Table 1)을 이용한
PCR을 통해 CBY2의 코딩 서열을 증폭하고, 이를 pGEM-T 
easy vector(Promega, Madison, WI, USA)에 삽입하여 클로
닝 하였다. 염기서열분석을 통해 CBY2의 서열을 확인한 후
다음 실험을 진행하였다. 발현 벡터를 제작하기 위해, 우선
CBY2-F와 CBY2-HA-R 프라이머쌍(Table 1)을이용한 PCR
을 통해 CBY2에 hemagglutinin(HA) 태그를 추가해 추후
단백질 분석이 용이하도록 하였다. 이 조각을 pcDNA3.1 
(Invitrogen, Grand Island, NY, USA) 발현 벡터의 EcoRV 제
한효소 자리에 삽입하여 CBY2 발현 벡터를 제작하였다. 

3. DNA와 아미노산 서열 분석

클로닝한 메추리 CBY2의 염기서열을 바탕으로 메추리

CBY2 코딩 서열을 확인하고, Sequence Manipulation Suite 
(http://www.bioinformatics.org/sms2/)의 번역 도구를 통해 아
미노산 서열을 얻었다. 다른 동물의 CBY2는 GenBank 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)를 통해 얻었으며, 닭
(NP 001075170.1), 돼지(XP 020921263.1), 소(NP 001095767.1), 
쥐(NP001017506.1), 생쥐(NP 001157611.1), 사람(NP 00127 
3270.1)의 CBY2 서열이 분석에 이용되었다. CBY2 서열의
분석 및 계통수 분석은 BioEdit Sequence Alignment Editor 
내의 프로그램들을 이용해 진행했으며, 도메인 예측은

NCBI Conserved Domain Search(https://www.ncbi.nlm.nih. 
gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) 도구를 이용해 진행하였다.

Table 1. The list of PCR primer sets

Primer Forward (F) Reverse (R) Annealing 
temperature

For cloning

CBY2 5’-AAA AAG CCA AGC GGA GAC CT-3’ 5’-AGG CAC TTT CCA GGA AAC 
AGA-3’ 56.4℃

CBY2-HA
5’-TTA CAA GCT GTA ATC TGG ACC 
ATC GTA TGG GTA AAT CTC TCC 
AAG TTG AAA CTC GTT TG-3’

-

For quantitative 
RT-PCR

GAPDH 5’-GAG GGT AGT GAA GGC TGC TG-3’ 5’-ACC AGG AAA CAA GCT TGA CG-3’ 58.0℃

CBY2 5’-ACC TGA CAA ACC AGA GCA CA-3’ 5’-CCA GAT GCT CCA CTC GTT CT-3’ 60.0℃
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4. 실시간 정량 PCR(Quantitative Real-Time PCR)

실시간 정량 PCR은 StepOnePlus Real-Time PCR system 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) PCR 기기와
PowerUpTM SYBRTM Green Master Mix(Applied Biosystems)
를 이용하여 실시하였다. PCR에 사용된 프라이머 쌍은

Table 1에제시하였다. 표적 유전자의발현 수준은 2—ΔΔCt 방
법을 이용해 계산했으며, 이때 표준화를 위해 GAPDH를 사
용하였다.

5. 세포배양 및 유전자 도입

평상시 QM7 세포는 Medium199(Sigma Aldrich, St. Louis, 
MO, USA) 배양액을 기본으로 하여, 10% FBS(fetal bovine 
serum; Gibco, Grand Island, NY, USA), 10% TPB(tryptose 
phosphate broth; Sigma Aldrich), 1% ABAM(antibiotic- 
antimycotic; Gibco)를 포함한 일반 배양액을 이용해 37℃, 
5% CO2 상태의 배양기에서 배양되었다. 세포의 분화를 방
지하기 위해 배양접시에 세포가 가득 차기 전에계대배양을

실시하였다. 세포의 분화는, 우선 세포가 배양접시에 가득
차도록 키운 후, 일반 배양액을 분화 배양액으로 바꾸어 줌
으로써유도하고, 매 2일마다 교체해 주었다. 분화배양액은
일반 배양액과 비교해 FBS 농도만 다르며, 0.5%를 함유하
고 있다. 분화는 보통 4일 동안 진행되었으며, 그 후 시료를
채취하였다. 세포 내로의 유전자 도입은 Lipofectamine 3000 
reagent(Invitrogen)를 이용해 제조사 설명서에 따라 세포 분
화를 유도하기 하루 전에 진행하였다. 

6. 면역형광염색 및 분석

근관의 염색을 위해, 우선 10% neutral formalin을 이용해
15분간 세포를 고정하고, 0.3% NP40으로 투과성 세포막을
만든 후, 5% non-fat dry milk를 포함한 PBST(phosphate 
buffered saline, 0.1% tween 20)를 이용해 비특이 항원 차단
을 실시하였다. 일차 항체로 anti-myosin heavy chain(MF20; 
Developmental Studies Hybridoma Bank, Iowa City, IA, 
USA) 항체를, 이차 항체로 CruzFluorTM594가 결합된 anti- 
mouse IgG(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA)를
사용했으며, DAPI를 이용해 핵을 염색하였다. 세포를 염색
한 후, 도립형광현미경(CKX53; Olympus, Shinjuku, Tokyo, 
Japan)과 카메라를 이용해 형광 사진을 얻었으며, 이 사진을
ImageJ 소프트웨어를 이용해 분석하였다.

7. 통계 분석

수치 데이터는 SAS 소프트웨어(SAS Institute, Cary, NC) 

내의 Student’s t-test나 one-way ANOVA를 이용해 유의성을
검정하였으며, P<0.05인 경우 유의성이 있는 것으로 판단하
였다. 그래프에서 데이터는 평균과 평균의 표준오차(SEM)
를 이용해 나타냈다.

결과 및 고찰

메추리 CBY2 유전자의 코딩 서열(CDS)을 클로닝하여 염
기서열분석을 실시한 결과, 총 길이는 978 bp로 이루어져
있었으며, 이는 325개의 아미노산으로 번역될수 있다. 클로
닝한 메추리 CBY2의 염기서열은 GenBank에 등록된 메추리
CBY2 유전자 예측 서열과 일치했다. 메추리 CBY2 아미노
산서열을 닭, 소, 돼지, 쥐, 생쥐, 사람등의 CBY2 아미노산
서열과 비교한 결과, 닭과 가장 높은 88%의 유사도를 보였
으며, 다른 포유류의 CBY2와는 상대적으로 낮은 유사도를
보였다(Fig. 1). 계통수를 통한 분석 결과, 닭과 메추리를 포
함하는 조류의 CBY2는 진화적으로 오래전에 포유류로부터
분리되어 나온 것을 알 수 있었다(Fig. 2). 단백질 도메인 예
측 프로그램을 통해 얻은 결과 중 흥미로운 점은 닭과 메추

리의 CBY2 아미노산 서열이 포유류의 것과 많이 다름에도
불구하고, CBY2 단백질의 특징적인 도메인인 Chibby-like 
superfamily domain을가지고있는것으로예측되었다는것이
다. 메추리 CBY2 단백질에서 Chibby-like superfamily domain
은 83개의 아미노산으로 구성되어 있으며, 단백질의 N-말단
쪽에 위치해 있다. 따라서, 메추리의 CBY2 유전자는 포유류
의 CBY2 유전자와 유사한 기능을 할 것으로 생각된다.
메추리의 조직에서 CBY2 유전자의 발현 양상을 분석한

결과, 대흉근에서 가장 낮게 발현함을 확인할 수 있었다

(Fig. 3). CBY2가 가장 많이 발현하는 조직은 복부지방 조직
으로 근육에 비해 약 120배 정도 많이 발현했으며, 그 다음
으로는 간에서 약 45배, 심장에서 약 15배, 신장에서 약 10
배 정도 발현하는 것을 확인할 수 있다(P<0.001). 메추리 조
직별로 CBY2 발현 양상의 커다란 차이는 CBY2가 각각의
조직에서 작용하는 기능이 서로 다를 수 있음을 내포한다. 
비록 CBY2의 결과는 아니지만, Chibby의 경우 지방조직에
서 지방의 분화를 촉진시키는 것으로 보아(Li et al., 2007), 
CBY2 또한 지방세포에서는 비슷한 기능을 할 수 있을 것으
로 사료되며, 다른 조직에서는 또다른 역할을할 수도있을
것이라 추측된다.
근육발생과 관련해서 CBY2가 어떤 특성을 가지고 있는

지를 알아보기 위해 메추리 근육 유래 세포인 QM7 세포에
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CBY2 유전자를 과발현시켰다. 그 결과, CBY2를 과발현시킨
세포는 대조구 세포에 비해 근관 형성이 극도로 억제되어

있음을 확인할 수 있었다(Fig. 4). 대조구와 비교해 CBY2를
과발현시킨 세포에서는 근관의 두께와 길이가 훨씬 작았으

며, 근관에 포함된 핵의 수도 더 적게 관찰되었다. 수치적인
비교를 위해 면역형광염색으로 빨갛게 염색된 부위의 면적, 
즉 근관의 면적을 측정한 결과, 대조구의 근관 면적에 비해
CBY2를 과발현시킨 세포에서의 근관의 면적이 1/3 이하로

줄어든 것을 확인할 수 있었다(Fig. 5; 1 vs. 0.29, P<0.05). 
따라서, CBY2는 근육발생에 있어서 억제자의 역할을 하는
것을알 수있다. 흥미롭게도 CBY2의근육조직에서의 발현
량이 다른 조직에 비해 현저히 낮았는데, 이는 근육의 분화
를 억제하는 것을 방지하기 위한 것일 수도 있다. 반면, 지
방조직에서는 발현이 높았는데, 이는 CBY2 또한 지방세포
의 분화를 촉진하는 기능을 가지고 있기 때문일 수도 있지

만, 이는 다른 연구를 통해 밝혀져야 할 것이다.

Fig. 1. Alignment of CBY2 amino acid sequences from various animals. The amino acid sequences of CBY2 from various animals 
are aligned to identify the similarity between them. CBY2 was predicted to have a Chibby-lilke superfamily domain and it was 
indicated by red box. 
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앞에서도 언급했지만, CBY2의 기능적 특성은 아직까지
많이 밝혀지지 않았다. 최근 연구 결과에 의하며, 사람의 대
장암 RKO 세포에서 이 유전자를 억제시키면, 이 세포의 분
열을 방해하고 세포 사멸을 유도하는 것으로 알려져 있다

(Zheng and Chen, 2018). 단백질체와 유전체 연구에서는 이
유전자가 소 정자의 수정능, 닭 내부 기관의 형질, 홀스타인
소의 최신 선발 특징 등과 관련이 있는 것으로 알려져 있다

(Qanbari et al., 2010; D'Amours et al., 2019; Moreira et al., 

2019). CBY2의 기능적 메커니즘은 이와 유사한 유전자인

Chibby를통해유추해볼수 있을것이다. Chibby는 β-catenin
의 C-말단에 직접적으로 붙어서 β-catenin의 길항물질로 작
용하는데, Chibby가 14-3-3과 β-catenin과 함께 결합하여 안
정적인 복합체를 형성하면 세포질에 머무르게 되고, 이는
WNT 신호전달의 주요 전사인자인 Lef-1이 β-catenin과 결합

Fig. 2. Phylogenetic tree of CBY2 of animals. Quail CBY2 was 
closely related to chicken CBY2 and they are diverted from the 
mammalian CBY2 in early evolutionary history.

Fig. 3. The expression of CBY2 mRNA in various quail tissues. 
The expression level of CBY2 mRNA was analyzed by 
qRT-PCR. CBY2 was most highly expressed in abdominal fat 
(ABF), while its expression was extremely downregulated in 
pectoralis major muscle (PM). Data were shown as mean±SEM 
(n=3), and the significance of P<0.001.

Fig. 4. Myotube formation in the QM7 cells expressing CBY2. 
The myotube (red) and nuclei (blue) was stained with myosin 
heavy chain (MyHC) antibody and DAPI, respectively. The 
myotube was shorter and thinner in CBY2-overexpressed cells 
compared to control. (Magnification = ×200)

Fig. 5. Comparison of myotube area. The area of myotube in 
both groups were measured and compared. The area of myotube 
was larger in control than CBY2-overexpressed cells about 4 
folds. Data were shown as mean±SEM (n=3). * means a signifi-
cance of P<0.05.
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하는 것을 방해함으로써 그 신호전달을 억제하는 기능이 있

다(Takemaru et al., 2003; Li et al., 2008). 따라서, Chibby-like 
superfamily domain을 가진 CBY2도 비슷한 기능을 할 가능
성이 높다. 많은 연구 결과에 의하면, 정식과 비정식 WNT 
신호전달은 근육 섬유의 비대화에 관여하는 것으로 알려져

있다(Armstrong and Esser, 2005; Bernardi et al., 2011; Han 
et al., 2011). 또한, 최신 연구에서는 Axin2를 통한 WNT/β- 
catenin 신호전달이 근육발생에 필요하다는 것이 밝혀졌다
(Huraskin et al., 2016). 이처럼 근육발생에 WNT 신호전달
이 필요한데, Chibby처럼 CBY2도 이 신호전달을 방해함으
로써 근육발생을 억제할 가능성이 있다. 하지만 이는 추후
실험을 통해 검증되어야 한다.
본 연구에서는 메추리 CBY2 유전자를 클로닝하여 서열을

분석하고, 다른동물들과비교를통해 Chibby-like superfamily 
domain을 가지고 있음을 확인하였다. 또한, 이 유전자가 메
추리 조직에 따라 다양한 발현 양상을 보이는 것을 확인하

였으며, 근육세포에서 과발현시켰을 때 근육발생을 억제함
을 확인하였다. 이는 근육발생 연구 및 메추리 모델 활용에
있어 중요한 기초 자료가 될 수 있으며(Shin, 2017), 추후
CBY2의근육발생 억제 기작연구를 통해정확한작용원리
를 밝혀내야 할 것이다.

적 요

Chibby family member 2(CBY2)은 Chibby-like super family 
domain을 가지고 있으며, SPERT 또는 NURIT 등으로도 알
려져 있지만, 그 기능이 많이 알려져 있지는 않다. 본 연구
에서는 메추리 CBY2 유전자를 클로닝하여 그 서열을 분석
하고, QM7 메추리 근육 세포의 근육발생에서의 역할을 분
석하였다. 메추리 CBY2의 코딩 서열은 978개의 염기로 이
루어져 있으며, 이는 325개의 아미노산으로 번역되어진다. 
메추리 CBY2는 닭의 CBY2와 가장 유사했으며, 이들 조류
의 CBY2는 진화 역사상 일찍이 포유류의 CBY2와 나뉘어진
것으로 분석되었다. 단백질 도메인 예측 분석 결과, 메추리
CBY2는 N-말단 쪽에, 포유류와 비교 시 상이한아미노산을
많이갖고는있지만, 83개의아미노산으로이루어진 Chibby- 
like superfamily domain을 가진 것으로 확인되었다. 메추리
의 다양한 조직 중 CBY2는 지방조직에서 가장 많이 발현했
으며, 간, 심장, 신장에서는 중간 또는 낮은 정도로 발현했
고, 대흉근에서는 극히 낮은 발현을 보였다. CBY2의 근육발
생에서의 역할을 분석하기 위해 CBY2를 QM7 세포에 과발

현시킨 결과, CBY2가 근육발생을 억제하는 것을 확인할 수
있었으며, 근관의 넓이를 수치화해 비교해본 결과, 그 면적
이 대조구의 약 25%밖에 되지 않았다. 결론적으로 메추리
CBY2는 Chibby-like superfamily domain을 가지고 있으며, 
근육발생을 억제하는 특성이 있다. 추후 연구는 CBY2가 근
육발생을억제하는 기작을밝혀내는데 중점을 두어야 할 것

이다.
(색인어: Chibby family member 2, CBY2, 근육발생, QM7 

세포, 근육)
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