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요  약  문

Ⅰ. 제  목

국문 : 간질환, 심혈관질환 및 당뇨병 등 관련 risk factor인 ADMA(asymmetric dimethylarginine)의 

혈중 또는 체액  농도 측정을 위한 RI protein chip 시스템 개발

영문 : Development of RI protein chip system for measurement of ADMA as 

risk factor of liver disease, cardiovascular disease and diabetes

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

목적

간질환, 심혈관질환 및 당뇨병 등 여러 질환 관련 risk factor로 대두되고 있는 ADMA(asymmetric 

dimethylarginine)의 혈중 또는 체액 중 농도를 보다 간편하고 특이적이고 효율적으로 측정함으로써 

관련 질병들의 진단과 예후를 손쉽게 예측하기 위하여 방사선동위원소를 이용한 RI protein chip 시

스템을 개발한다.

필요성

◦ADMA(asymmetric dimethylarginine)는 NOS(nitric oxide synthase)의 내재성 경쟁적 억제자임 

(Cam et al., 2003; Dowling et al., 1998; Leiper and Vallance, 2003; MacAllister et al., 1994; 

Sydow et al., 2005; Ueda et al., 2003; Vallance et al., 1992; Wells and Holian, 2007). 체액 중  

ADMA 수준의 증가는 atherosclerosis, hypercholesterolemia, chronic heart failure, hypertension 

(Baylis, 2006; Dowling et al., 1998; Eid et al., 2007; Gardiner et al., 1993; Vallance and Leiper, 

2004; Vallance et al., 1992; Welch and Wilcox, 1997; Wells and Holian, 2007) 등의 여러 질병과 연

관되어 있음. ADMA가 순환계 질병에서 위험인자로 작용하기 때문에 혈중 또는 체액 중 농도를 측

정함으로써 관련 질병들의 가능성과 진행정도를 예측하고 진단할 수 있음 (Achan et al., 2003; 

Boger et al., 1998; Chan and Chan 2002; Sydow et al., 2003; Tarnow et al., 2004; Teerlink, 2005; 

Valkonen et al, 2005).  

◦당뇨병의 발병기전에도 ADMA가 관련되어 있음이 보고되고 있음(Abbasi et al., 

2001; Altinova et al., 2007; Asagami et al., 2003; Evans et al., 2002; Lin et al., 2002; Masuda et 

al., 1999; Palm et al., 2007; Stuhlinger et al., 2002; Tarnow et al., 2004; Xiong et al., 2003, 2005)
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◦단백질의 posttranslational modification 중 arginine methylation의 중요성이 

날로 증가하고 있는데, 이 과정에 의하여 dimethylarginine이 생산됨 (Boisvert et 

al., 2003). 

◦우리는 이전 연구를 통해 간의 재생 초기에 arginine methylation이 급격히 증가했다가 증식속도

가 감소하면서 전체적으로 다시 methylaion이 감소하거나 원래 상태로 거의 회복되는 것을 관찰하였

음 (An et al., 2009; Kwon et al., 2004)

◦당뇨병에서 세포와 혈장 내 dimethylarginine이 증가하는 것이 관찰되었으며, 

비만, insulin resistance 및 endothelial dysfunction 등이 type 2 당뇨와 밀접히 

연관되어 있음 (Chan and Chan, 2002). 

◦ADMA는 새로이 주목받는 type 2 당뇨의 위험인자로서 NOS를 억제하여 

endothelial dysfunction을 유발함 (Stuhlinger et al., 2002). 

◦ADMA는 methylated protein들의 proteolysis에 의하여 형성되며 신장에 의하

여 제거되거나 dimethylarginine dimethylaminohydrolase (DDAH)에 의하여 분

해됨 (Cam et al., 2003). 

◦사람 혈관 내피세포나 신장 tubular cells 등이 ADMA 합성 및 대사의 주된 

장소임 (Palm et al., 2007).

◦인간유전체 프로젝트의 완성과 더불어, 생물 산업계 전반에서 유전자 분석이나 

단백질 분석을 위한 DNA chip 또는 protein chip 등의 초소형 분석 시스템에 대

한 연구가 활발히 진행되어 왔으며, 이러한 바이오칩은 2013년에 250억불이라는 

막대한 세계시장을 형성할 것으로 예측되고 있어, 우리나라에서도 바이오산업의 

대표적 제품으로 육성 개발할 필요가 강력히 대두되고 있음. 

◦ADMA는 현재 ELISA kit으로 측정할 수 있으나 수입에 의존하고 있으며, 국

내에서 RI-바이오칩이 개발되면 보다 효율적이고 저렴한 측정이 가능함.

Ⅲ. 연구개발의 내용 및 범위

  

◦이번 연구에서는 당뇨의 발병기전에서 간, 신장, 지방조직, 혈액 등의 protein arginine 

methylation 및 ADMA 대사의 변화를 관찰하고 NOS 및 DDAH(dimethylarginine 

dimethylaminohydrolase)의 영향을 연구하여 ADMA가 관련된 당뇨병의 발병기전을 연구함. 

◦이 과정에서 ADMA의 수준을 RI protein chip 기술을 이용하여 보다 간편하고 특이적이고 효율

적으로 측정하고자 함. 실험실 수준에서 방사성 동위원소로 label한 후 ADMA가 특이적으로 결합할 

수 있는 protein chip상에서 농도를 측정함. Protein chip을 이용할 경우 다량의 샘플을 손쉽게 그리

고 동시에 측정이 가능하므로 기존의 HPLC 또는 ELISA 보다 더욱 믿을 만한 데이터를 얻을 수 있



음. 

◦이를 위해서 아래의 연구를 수행함. 

․RI 적용 ADMA acylation의 반응조건 확립

․RI-labelled succinylated ADMA 항체 제작

․칩 상의 anti-succinylated ADMA 항체와 RI-labelled ADMA의 반응조건 및 검출기술 확립

․RI 바이오칩 시스템 개발

․RI 바이오칩을 이용한 ADMA 농도 측정의 정확성 평가 및 ADMA 혈중 농의 표준치 확립 

Ⅳ. 연구개발결과 

   

◦당뇨 발병기전에서 ADMA 및 protein arginine methylation의 역할 연구 : 당

뇨쥐의 당뇨발생과정에서 혈청, 간, 신장, 지방조직 단백질의 arginine 

methylation의 변화와 ADMA, DDAH, NOS 수준의 변화를 관찰하였음. 

․당뇨쥐인 db/db mice는 당뇨 발생과정에서 고도비만과 fasting hyperglycemia

를 나타내었음. 

․당뇨 발생과정에서 혈청과 조직 내 ADMA 수준과 nNOS의 발현이 증가하였으

며 DDAH1과 PRMT1(protein arginine methylatransferase 1)의 발현은 감소하

였음. 

․DDAH 발현의 감소가 ADMA 증가와 관련되어 있는 것으로 사료됨.

․간과 지방조직의 arginine methylation 양상이 당뇨 발생과정에서 변화하였음 : 

간에서는 분자량 75KDa, 60KDa, 52KDa 단백질들이 변화하였으며 지방조직에

서는 분자량 38KDa and 25KDa 단백질이 변화하였음.

․따라서 arginine methylation이 당뇨의 pathogenesis에서 특정한 역할을 할 것

으로 사료되었음. 

․또한 DDAH1과 ADMA가 비만 및 당뇨의 발생과 밀접한 관련이 있을 것으로 

사료되었음. 

◦ADMA 검출 RI 바이오칩 시스템 개발

․ADMA 검출 RI 바이오칩 시스템 컨셉 구축 : ADMA를 succinylation 시키는 

반응조건을 확립한 후 succinylated ADMA에 대한 antibody 제작 중. 

․Anti-succinylated ADMA antibody 제작 : 항체 제작 및 anti-succinylated 

ADMA antibody로 도포된 protein chip을 제작.
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Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획 및 건의사항

    

당뇨 및 여러 endothelial dysfunction 관련 질병들의 위험 요인으로 대두되고 있

는 ADMA, DDAH1 등의 혈중 농도 및 체액 중 농도의 임상적 중요성을 제고하

여 관련 질병에 대한 진단효율을 증가시킬 것으로 기대됨.
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SUMMARY

Ⅰ. Project Title

Development of RI protein chip system for measurement of ADMA as risk 

factor of liver disease, cardiovascular disease and diabetes

Ⅱ. Objective and Importance of the Project

ADMA (asymmetric dimethylarginine) is an endogenous competitive NOS 

(nitric oxide synthase) inhibitor. Elevation of ADMA level in body fluid is 

related to various diseases including diabetes mellitus, atherosclerosis, 

hypercholesterolemia, chronic heart failure, and hypertension. Thus, ADMA 

concentration in blood or tissue fluid can give estimation and diagnosis of 

risks and progress of related diseases. An essential component of 

posttranslational modification of protein is arginine methylation, and this is a 

major source of dimethylarginines. Type 2 diabetes is closely associated with 

obesity, insulin resistance and endothelial dysfunction that are accompanied by 

increased levels of intracellular and plasma dimethylarginines. Thus, ADMA is 

a novel risk factor for type 2 diabetes that inhibits NOS and causes 

endothelial dysfunction. It is formed during proteolysis of methylated proteins 

and removed by renal excretion or metabolic degradation by dimethylarginine 

dimethylaminohydrolase (DDAH). Several cell types, including human 

endothelial and tubular cells are capable of synthesizing and metabolizing 

ADMA. Our goal was to elucidate the role for ADMA and protein arginine 

methylation in the pathogenesis of diabetes and develop RI protein chip 

system for easy determination of ADMA levels in blood or tissues.

Ⅲ. Scope and Contents of Project

We have observed the changes of ADMA, DDAHs, NOSs and arginine 

methylation of organ proteins of serum, adipose tissue, liver and kidney 

during the development of diabetes in diabetic mice. 
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Ⅳ. Result of Project

The db/db mice developed significant obesity, fasting hyperglycemia during 

diabetogenesis. During diabetogenesis, expressions of the ADMA and nNOS 

increased, and DDAH1 and PRMT1 decreased in the db/db mice. Decreased 

DDAH1 expression was postulated to be the cause of the increased ADMA. 

Arginine methylation of the liver and adipose tissue changed during the 

period of diabetogenesis. Changes showed at proteins with molecular weights 

of 75KDa, 60KDa, and 52KDa in the liver and 38KDa and 25KDa in the 

adipose tissue. Collectively, DDAH1 and ADMA are closely associated with 

the development of obesity and diabetes, and arginine methylation levels of 

some proteins changed during the course of development of diabetes, 

indicating their possible involvement in the variation in ADMA levels. 

Development of RI protein chip system using radioisotope is necessary for the 

convenient measurement of ADMA levels for the determination of diagnosis 

and prognosis of related diseases. The present study was to develop a RI 

protein chip for convenient, specific and efficient determination of ADMA 

level, which could give higher sensitivity than those by HPLC or ELISA. The 

concept of theoretical and experimental implementation method was devised 

such that ADMA measurement was performed by acylation of ADMA in 

body fluid with radio-labelled succinic acid, and subsequent binding of the 

complex with ADMA-specific antibody coated on chip. To accomplish the 

procedure, following research was conducted as establishment of acylation 

condition of ADMA with radio-labelled succinic acid. We developed prototype 

of RI-protein chip system for the determination of ADMA. In conclusion, we 

demonstrated that ADMA regulated by protein arginine methylation, DDAH1, 

and NOS plays some role in the pathogenesis of diabetes mellitus. 

Ⅴ. Proposal for Applications

Further evaluation with MALDI TOF & MS analysis of the proteins that 

showed changes in arginine methylation levels will identify proteins that 

contribute to the pathogenesis of diabetes mellitus. 
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구분 년도
연구개발목

표
연구개발내용 연구범위

1차년도 2008

․ADMA의 당

뇨병 발병기

전에서의 역

할 연구 

․RI 바이오칩 

적용 검출법 

개발

․ADMA 및 protein arginine 

methylation이 관련된 당뇨

병의 발병기전 연구

․RI 적용 ADMA 

acylation의 반응조건 

확립

․RI-labelled succinylated 

ADMA 항체 제작

․ADMA 대사에 미치는 protein 

arginine methylation, DDAH, 

NOS의 영향 및 당뇨병 발병기

전에서 ADMA의 관련성 연구

․RI-labelled succinylate와  

ADMA의 반응 조건 확

립

제 1 장 서론

제 1 절 연구개발의 목적

1. 최종목표 및 내용 

최 종 목 표 내      용

간질환, 심혈관질환 및 당뇨병 등 여

러 질환 관련 risk factor로 대두되

고 있는 ADMA(asymmetric 

dimethylarginine)의 혈중 또는 체액 

중 농도를 보다 간편하고 특이적이

고 효율적으로 측정함으로써 관련 

질병들의 진단과 예후를 손쉽게 예

측하기 위하여 방사선동위원소를 이

용한 RI protein chip 시스템 개발.

․ADMA가 관련된 당뇨병의 발병기전 연구

․ADMA와 radio-labelled succinic acid의 

acylation 조건 결정

․Anti-ADMA 항체로 코팅된 바이오칩 제작

․Succinylated ADMA와 칩 상의 

anti-succinylated ADMA 항체 간의 결합조건 결정

․RI 바이오칩을 이용한 ADMA 농도 측정의 정확

성 평가, ELISA와의 민감도 비교 분석 및 ADMA 

혈중 농도의 정상치 확립 

․진단키트 시작품 제작

2. 연차별 연구개발 목표 및 내용  
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2차년도 2009

․ADMA의 당

뇨병 발병기

전에서의 역

할 연구

․RI 검출기술 

이용 바이오

칩 개발

․ADMA 및 protein arginine 

methylation이 관련된 당뇨

병의 발병기전 연구

․RI-labelled succinylated 

ADMA - 항체간의 상호작

용 및 반응조건 확립

․RI 바이오칩 시스템 개발

․RI 바이오칩 이용 ADMA 

농도 측정의 정확성 평가, 

ELISA와의 민감도 비교 

분석 및 ADMA 혈중 농도

의 정상치 확립 

․진단키트 시작품 제작

․당뇨병 발병기전에서 ADMA의 

관련성 연구

․방사선 동위원소 

labelling된 acyl기 도입

된 ADMA와 ADMA 항

체와의 반응 최적 조건 

확립.

․칩 상의 ADMA 항체와 

acylation된 ADMA와의 반응 

시스템 개발

․개발된 RI 바이오칩 시스템의 

정확도 및 민감도 분석

․RI 검출기술 이용 바이오칩 시

제품 제작

제 2 절 연구 개발의 필요성

1. 기술적 측면

○ 체액 중  ADMA 수준의 증가는 atherosclerosis, hypercholesterolemia, 

chronic heart failure, hypertension (Baylis, 2006; Dowling et al., 1998; Eid et 

al., 2007; Gardiner et al., 1993; Vallance and Leiper, 2004; Vallance et al., 

1992; Welch and Wilcox, 1997; Wells and Holian, 2007) 등의 여러 질병과 연관

되어 있음. ADMA가 순환계 질병에서 위험인자로 작용하기 때문에 혈중 또는 

체액 중 농도를 측정함으로써 관련 질병들의 가능성과 진행정도를 예측하고 진

단할 수 있음 (Achan et al., 2003; Boger et al., 1998; Chan and Chan 2002; 

Sydow et al., 2003; Tarnow et al., 2004; Teerlink, 2005; Valkonen et al, 2005).  

○ 당뇨병의 발병기전에도 ADMA가 관련되어 있음이 보고되고 있음(Abbasi et 

al., 2001; Altinova et al., 2007; Asagami et al., 2003; Evans et al., 2002; Lin et 

al., 2002; Masuda et al., 1999; Palm et al., 2007; Stuhlinger et al., 2002; 

Tarnow et al., 2004; Xiong et al., 2003, 2005)

○ 당뇨병에서 세포와 혈장 내 dimethylarginine이 증가하는 것이 관찰되었으며, 

비만, insulin resistance 및 endothelial dysfunction 등이 type 2 당뇨와 밀접히 

연관되어 있음 (Chan and Chan, 2002). 

○ ADMA는 새로이 주목받는 type 2 당뇨의 위험인자로서 NOS를 억제하여 
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endothelial dysfunction을 유발함 (Stuhlinger et al., 2002). 

○ ADMA 측정은 현재 ELISA kit 등을 사용하나 국내에서 생산이 안 되고 있

으므로 RI-바이오칩을 이용한 보다 효율적이고 저렴한 측정 kit의 개발이 요구됨

○ 방사성 동위원소 관련 연구 및 RI를 이용한 방사성 의약품의 경우는 진단 및 

치료 분야에서 매우 중요한 역할을 하지만 환자의 동의와 의사와 연구자의 협조

에 의해 활용이 가능하므로 동위원소를 kit 혹은 chip 형태로 응용함으로써 일반 

방사성의약품 보다 쉽게 접근이 가능한 형태로 만들고자 함. 따라서 개발 후 쉽

게 산업화가 가능할 것이며 수요 또한 많을 것으로 사료되므로 사업이 추진되어

야 함.

○ 생물 공학적 이용분야의 확대를 위해 현재까지 연구용이 주종을 이루고 있는 

바이오칩 시장을 방사성 동위원소를 적용한 진단용 바이오칩 분야로의 활성화와 

더불어, 맞춤, 예측의학으로의 패러다임 전환과 타 분야와의 새로운 기술접목, 질

병관련 유전자 마커 정보의 급격한 확대, 방사성 동위원소 및 새로운 단 반감기 

방사성의약품의 전달시스템(또는 전달체)을 개발하여 난치병과 같은 의료적 이용 

한계에 도전하고, 유전자를 이용한 신약개발 시대에 발맞추어 획기적인 RI 적용 

검출기술을 이용한 SNPs(Single Nucleotide Polymorphisms) 연구의 참여로 종합

적이고 고유한 생물정보시스템구축을 이뤄야 할 필요가 있음. 

2. 경제․산업적측면

○ 생명공학 관련 연구의 경우 장기간의 연구기간이 소요되고 학술적인 연구 성

과물의 생산이 응용연구에 비하여 상대적으로 낮으나 본 연구는 RT/BT 융합기

술이라는 독창성과 창의성이 확보되어 있으므로 학술적인 성과 및 다양한 산업

분야에 응용할 수 있는 기초기반의 확보를 기대할 수 있음.  

○ 단백질은 생명체의 구조와 기능의 기본 물질이며, 인체질병과 직접적으로 관

련이 있으므로 진단 및 치료제 개발에 중요한 연구 대상이며 유전자 칩에 이어 

단백질 칩은 단백질의 발현과 기능을 분석하고, 효소, 호르몬 항체 등의 신약개

발을 위한 초고속 탐색 기술로 이용될 수 있음.

 3. 사회․문화적측면

○ 전략적 사업추진 계획수립 및 실행을 통하여 원자력기술의 대국민 신뢰성을 
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제고하고 원자력문화의 저변확대에 기여할 것임.    

○ 방사선의 생명과학적 연구를 통해 방사선 및 방사성동위원소의 산업적/의학

적 활용성 증대가 필요함

  - 정부의 정책적 지원으로 향후 방사선 및 방사성 동위원소 이용 산업체 수와 

종사자의 수가 급격히 증가할 전망임.

  - 현재 사망원인 1위를 차지하는 암의 경우 그 진단 및 치료에 있어 방사선 

활용이 크게 증가하고 있음.

  - 또한 기존의 감마선 이외에 양성자, 중성자, 중이온빔 등의 의학적 활용이 

증대될 것으로 예상되어 방사선의 효율적 활용을 위한 생명과학적 기초연구 및 

의학적 효과 증대를 위한 생체조절물질 연구가 필요함.

제 3 절 연구개발의 내용 및 범위

○ ADMA(asymmetric dimethylarginine)는 NOS(nitric oxide synthase)의 내재

성 경쟁적 억제자임. 체액 중  ADMA 수준의 증가는 atherosclerosis, 

hypercholesterolemia, chronic heart failure, diabetes mellitus, and hypertension 

등의 여러 질병과 연관되어있음. ADMA가 순환계 질병에서 위험인자로 작용하

기 때문에 혈중 또는 체액 중 농도를 측정함으로써 관련 질병들의 가능성과 진

행정도를 예측하고 진단할 수 있음.  

○ 우리는 이전 연구를 통해 간의 재생 초기에 arginine methylation이 급격히 

증가했다가 증식속도가 감소하면서 전체적으로 다시 mehtylaion이 감소하거나 

원래 상태로 거의 회복되는 것을 관찰하였음. 

○ 이번 연구에서는 특별히 당뇨병과 관련하여 ADMA 및 protein arginine 

methylation의 중요성을 연구하고자 함. 

○ ADMA 측정은 현재 ELISA kit을 이용하고 있는데 RI-단백질 칩을 개발하면 

보다 효율적이고 저렴한 측정이 가능할 것으로 사료됨.  

○ 이를 위해서 ADMA의 동위원소 라벨링 조건과 chip에 코팅될 anti-ADMA 

항체와의 상호작용의 최적화가 필수적이며 아래의 연구를 수행함. 

- RI 적용 ADMA acylation의 반응조건 확립

- Succinylated ADMA 항체 제작

- RI-labelled succinylated ADMA - 항체간의 상호작용 및 반응조건 확립

- RI 바이오칩 시스템 개발
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

제 1 절 국내 기술개발현황

○  Protein arginine methylation은 간의 재생 초기에 급격히 증가했다가 증식속

도가 감소하면서 전체적으로 다시 methylaion이 감소하거나 원래 상태로 거의 

회복이 되어서 세포의 생리활성에서 중요한 조절인자로 작용할 가능성이 대두됨

(Kwon et al., 2004). 이 때 arginine methylation의 변화가 큰 단백질들 중에는 

세포의 산화 stress 관련 단백질이 많음(An et al., 2009).  

   ○ 인간유전체 프로젝트의 완성과 더불어, 생물 산업계 전반에서 유전자 분석

이나 단백질 분석을 위한 DNA chip 또는 protein chip 등의 초소형 분석 시스템

에 대한 연구가 활발히 진행되어 왔으며, 이러한 바이오칩은 2013년에 250억불이

라는 막대한 세계시장을 형성할 것으로 예측되고 있어, 우리나라에서도 바이오산

업의 대표적 제품으로 육성 개발할 필요가 강력히 대두되고 있음. 

○ 현재, 국내 DNA 칩 기술 동향을 살펴보면, 제조 및 분석 수준은 국제적인 수

준에 도달하여 있지만, 상대적으로 선진국에 비하여 연구개발 투자가 늦게 이루

어져, 바이오칩개발을 위한 원천 요소기술들을 이미 선진국에 많이 빼앗긴 상황

임. 

○ 첨단기술의 이전이 용이치 않은 지금, 우리나라가 막대한 바이오칩시장의 일

부라도 점유할 수 있는 방법은, 바이오칩 제작에 필요한 신규 요소기술을 확보하

는 것과, 바이오칩에 올라갈 콘텐츠 개발의 확보를 위해 국가 연구개발 과제 및 

칩 전문기업의 연구개발 등을 통하여 경쟁력을 확보해야 함. 

○ 더 나아가 바이오칩 콘텐츠 확보는 물론, 바이오 칩 제조 기술, 시료 전처리 

기술, 신호 검출 및 데이터 해석 기술, 칩의 임상 응용 기술 등의 바이오칩 관련 

기술의 개발이 시급함.

○ 우리나라는 미국에 비해 기술력이 다소 뒤져 연구개발용, 임상진단용 바이오

칩이 속속 개발되고 있으나 아직 본격적인 상업화 궤도에는 오르지 못하는 실정

임.

○ 특히 국내 관련기업들이 관련 원천기술 특허를 확보하지 않아 향후 시장 확

대에 따른 특허 분쟁 등의 우려도 나오고 있지만 정부는 2010년 세계 7위권 바

이오산업 강국으로 육성한다는 목표로 ‘바이오전략회의’를 신설하고 BT와 IT 융
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합분야의 발전을 위한 BIT 산업화지원센터를 구축해 바이오칩을 차세대 신성장 

동력산업 기술의 하나로 채택했으며, 6천억 원규모의 예산이 투입될 전망임. 

○ 부처별로 과기부가 단백질칩, 산자부는 랩온어칩, 복지부는 진단용 DNA 칩 

개발에 주력키로 했음. 삼성 등 일부 대기업이 산하 연구기관을 통해 바이오칩개

발에 나서고 있으며 4백여 개의 벤처기업들이 연구에 전력을 기울이고 있음. 

○ 국내 바이오 칩 관련 대표적인 산업체로는 게놈 칩, 올리고 칩을 생산하는 마

크로젠, HPV, 결핵 진단용 칩을 생산하는 바이오메드랩, 마이진, 굿젠 등이 있으

며, 최근 대학에서는 바이오칩 기술개발 연구의 일환으로 뇌의 작용 기전을 밝히

는 데 있어 매우 중요한 뇌의 신경망의 형태(morphology)와 동적 특성(dynamic 

property)의 관계를 연구하는 데에 있어 바이오칩(multi microelectrode plate, 

MMEP)을 이용한 연구가 진행 중에 있음.

제 2 절 국외 기술개발현황

     ○ ADMA(asymmetric dimethylarginine)는 NOS(nitric oxide synthase)의 

내재성 경쟁적 억제자임 (Cam et al., 2003; Dowling et al., 1998; Leiper and 

Vallance, 2003; MacAllister et al., 1994; Sydow et al., 2005; Ueda et al., 2003; 

Vallance et al., 1992; Wells and Holian, 2007). 체액 중  ADMA 수준의 증가는 

atherosclerosis, hypercholesterolemia, chronic heart failure, hypertension 

(Baylis, 2006; Dowling et al., 1998; Eid et al., 2007; Gardiner et al., 1993; 

Vallance and Leiper, 2004; Vallance et al., 1992; Welch and Wilcox, 1997; 

Wells and Holian, 2007) 등의 여러 질병과 연관되어 있음. ADMA가 순환계 질

병에서 위험인자로 작용하기 때문에 혈중 또는 체액 중 농도를 측정함으로써 관

련 질병들의 가능성과 진행정도를 예측하고 진단할 수 있음 (Achan et al., 2003; 

Boger et al., 1998; Chan and Chan 2002; Sydow et al., 2003; Tarnow et al., 

2004; Teerlink, 2005; Valkonen et al, 2005).  

     ○ 당뇨병의 발병기전에도 ADMA가 관련되어 있음이 보고되고 있음

(Abbasi et al., 2001; Altinova et al., 2007; Asagami et al., 2003; Evans et al., 

2002; Lin et al., 2002; Masuda et al., 1999; Palm et al., 2007; Stuhlinger et al., 

2002; Tarnow et al., 2004; Xiong et al., 2003, 2005)

     ○ 단백질의 posttranslational modification 중 arginine methylation의 중요

성이 날로 증가하고 있는데, 이 과정에 의하여 dimethylarginine이 생산됨 
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(Boisvert et al., 2003). 

    ○ 우리는 이전 연구를 통해 간의 재생 초기에 arginine methylation이 급격

히 증가했다가 증식속도가 감소하면서 전체적으로 다시 mehtylaion이 감소하거

나 원래 상태로 거의 회복되는 것을 관찰하였음 (An et al., 2009; Kwon et al., 

2004)

    ○ 당뇨병에서 세포와 혈장 내 dimethylarginine이 증가하는 것이 관찰되었

으며, 비만, insulin resistance 및 endothelial dysfunction 등이 type 2 당뇨와 밀

접히 연관되어 있음 (Chan and Chan, 2002). 

    ○ Asymmetric dimethylarginine (ADMA)은 새로이 주목받는 type 2 당뇨

의 위험인자로서 NOS를 억제하여 endothelial dysfunction을 유발함 (Stuhlinger 

et al., 2002). 

     ○ ADMA는 methylated protein들의 proteolysis에 의하여 형성되며 신장에 

의하여 제거되거나 dimethylarginine dimethylaminohydrolase (DDAH)에 의하여 

분해됨 (Cam et al., 2003). 

     ○ 사람 혈관 내피세포나 신장 tubular cells 등이 ADMA 합성 및 대사의 

주된 장소임 (Palm et al., 2007).

    ○ 2000년 하버드 대학의 Schreiber 연구팀에 의해 단백질 마이크로어레이 

기술이 최초로 소개 되었는데(MacBeath et al., Science, 2000), DNA arrayer를 

이용 하여 1만개 이상의 단백질을 1개의 슬라이드 글라스 위에 고정시킨 뒤 형

광물질로 표지된 단백질을 반응시킨 후 DNA chip reader를 이용하여 단백질의 

상호작용을 분석함.

    ○ 2001년 예일 대학의 Snyder 교수에 의해 Yeast proteome chip이 개발되

어 Protometrix가 설립되었고, 2003년 yeast proteome 에서 유래한 4300개의 단

백질이 심어진 yeast proteome chip을 개발하여 시판에 들어감.

    ○ Zyomix 사는 3차원적 pillar type의 단백질 칩 표면 기술을 개발하여 각 

기둥의 팁에 단백질 컨텐츠를 올림으로써 비 특이적 결합을 최소화시켰고, 

parallel dispensing 기술을 적용함으로써 Micro arrayer 없이도 단밸질의 패터닝

이 가능하도록 하였음.

    ○ UC 버클리의 Groves 교수 그룹은 생체막 관련 단백질을 실리콘 표면의 

lipid bilayer에 micropatterning을 할 수 있는 기술을 보유하고 있으며, 이 기술은 

현재 신약 개발의 가장 주요한 표적이 되고 있는 GPCR 막 단백질을 protein 

array화함으로써 신약 후보물질 스크리닝 분야에서의 광범위한 응용이 기대되고 
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있음.

    ○ 질병 진단 과 biomarker 탐색의 선구적인 예로 Chinnaiyan 그룹에서 146

개의 항체로 구성된 항체 chip을 이용하여 방사선 처리한 LoVo colon carcinoma 

cell 과 그렇지 않은 cell에서의 단백질의 발현양상을 비교 분석하였고 각각의 단

백질들이 방사선 처리에 의한 세포의 변화에 어떠한 영향을 미치는지 기존의 문

헌 연구를 통해 확인하였음.

    ○ Hanash 그룹의 연구에서 Nitrocellulose membrane 위에 84종류의 항체를 

고정화 시켜 antibody chip을 제작하였고, 이를 이용하여 24명의 폐암환자의 혈

청과 56명의 정상적인 사람에게서 얻은 혈청을 비교 분석하여 7가지 종류의 단

백질이 폐암을 진단하는데 활용될 수 있다는 가능성을 보여 줌(Gao WM et al., 

BMC cancer, 2005).

    ○ Snyder 그룹에서 SARS(severe acute respiratory syndrome)의 진단을 

위해 SARS coronavirus 등의 미생물로부터 얻어낸 단백질들로 protein chip을 

제작하여 혈청 내에 SARS의 항체가 존재하는지를 분석하여 90%에 이르는 특이

성과 민감도를 갖는 진단 및 예측이 가능하였음(Zhu H et al., Proc. Natl. Acad. 

Sci. U.S.A., 2006).

○ 1977년 Carnegie 연구팀에 의해 이미 간 질환을 앓는 환자들의 소변에서 

ADMA가 증가되는 것을 밝혀냄. ADMA가 간 질환의 진단 마커로서 활용될 수 

있는 가능성이 제시 됨.

제 3 절 연구결과가 국내·외 기술개발현황에서 차지하는 위

치

○ ADMA 대사에 미치는 protein arginine methylation, DDAH, NOS의 영향 및 

당뇨병 발병기전에서 ADMA의 관련성을 제시하여 당뇨병의 이해 증진에 이바지

하였음. 

○ 생물학 연구도 이제는 단위 생물개체를 총체적으로 접근할 수 있는 시스템적 

연구를 필요로 하고 있으며, 연구방법 또한 극미량의 실험재료로서 다량의 실험

을 동시에 수행할 수 있는 새로운 접근을 필요로 하고 있음. 유전자, 단백질, 세

포 등을 이용한 생물정보 분석 및 이용기술에 있어서 바이오칩은 핵심적인 역할

을 수행할 것으로 예견되어 짐.

○ 방사선 융합기술을 이용한 생명공학적 이용 기초기반 연구는 기술간 융합에
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서 핵심원천기술로서 학문적, 기술적 파급효과가 매우 큼.

○ 방사선융합기술을 이용한 창의적 신기술 개발로, post-genome 시대의 질환 

규명/예방/치료 분야의 세계적 선도기술 확보가 가능할 것으로 기대됨.
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절 연구내용 

1. 당뇨쥐의 간조직에서 asymmetric arginine dimethylation의 변화에 대한 연구

 가. 당뇨쥐의 지방간에서의 ADMA의 변화와  PRMT1(protein arginine 

methyltransferase 1; 세포내에서 모든 종류의 PRMT 양의 90%를 차지하며 단

백질의 arginine을 asymmetric methylation시킨다.)의 발현변화 양상 관찰

  -  Asymmetric dimethylarginine이 존재하는 단백질을 인지할 수 있는 항체인 

ASYM24로 Western blotting을 수행하여 당뇨쥐의 지방간에서의 asymmetric 

dimethylarginine의 변화를 관찰함. 

  -  당뇨쥐는 1996년 Jackson Labs에서 처음 개발된 비만쥐인 db/db mouse를 

사용함. 당뇨를 발현시키는 형질은 제4염색체 상의 단일열성유전자(db)에 의해 

지배되는데, 이 당뇨쥐는 그 diabetic gene(db)이 G에서 T로 인코딩되어 렙틴수

용체(leptin receptor)의 점 돌연변이가 일어난 쥐로 시상하부에서의 렙틴 신호의 

부족으로 영구적인 식욕 이상항진증과 비만이 생겨 결과적으로 렙틴과 인슐린의 

높은 수준을 유도함. 호모 마우스(db+/db+)는 번식능이 없으므로 misty1유전자

(m)를 마커로 해서 헤테로(db+/+m)끼리 교배한 것임. 그러므로 db쥐의 control로 

misty(+m/+m)를 사용함. db쥐는 5주 이상이 되면 당뇨가 발현됨. 그래서 5주(당

뇨초기), 7주(당뇨중기), 9주(당뇨말기)의 protein arginine methylation의 변화를 

비교, 관찰하였음.

  - 5주(당뇨초기), 7주(당뇨중기), 9주(당뇨말기)의 실험군과 대조군의 혈액, 지

방조직, 간, 신장에서 ADMA, DDAH,s NOSs 등의 변화를 비교, 관찰하였음

2. ADMA 농도 측정을 위한 전처치로서 acylation

 가. 트리튬(3H)으로 label된 succinyl-coenzyme A(CoA), 또는 Succinic 

anhydride-1,4-14C 준비

 나. ADMA의 acylation 반응 조건의 최적화 

  - ADMA 5 mg을 0.1 M NaCl + 8 M deionized urea buffer  5 ml에 녹임.

  - 용액의 pH를 확인하면서 실험 진행.

  - succinic anhydride를 0.5 mg씩 15분 간격으로 1시간 동안 넣어줌. 

  - pH는 2 N NaOH 첨가로 7.5-8.5사이로 유지 (sodium hydroxide) 

  - 반응시간은 1-2시간
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3. ADMA antibody 제작

     NG,NG-Dimethylarginine dihydrochloride(Sigma)에 KLH conjugation시키

고rabbit에 injection하여 polyclonal antibody 제작       

제 2 절 연구결과

1. ADMA의 당뇨병 발병기전에서의 역할

 가. 당뇨 발생과정에서 체중, fasting plasma glucose level의 변화

  -  C57BLKs/J db/db mouse에서 생후 10일에 hyperinsulinemia가 관찰되었으

며 1달째에 혈당 수준이 증가하기 시작하였음

  - db/db mice는 wild-type과 heterozygous mice에 비하여 inguinal과 axillary 

부위에 지방 축적이 증가하였음. 점차 음식과 수분 섭취량이 증가하면서 생후 

4-5주까지 체중이 지속적으로 증가하였음. 

  - db/db mice는 생후 5주부터 거동과 음식 섭취가 어려울 정도로 비만을 나타

내었으며 fasting hyperglycemia(P<0.05)를 나타내어서 비만과 당뇨 동물 model

로 적합한 것으로 판명되었음.

  - 호모마우스(db+/db+)는 5주 이상이 되면 당뇨가 발현된다고 알려져 있는데, 

이번 실험에 사용한 misty mouse(+m/+m)와 호모마우스(db+/db+)의 glucose 수

준을 측정한 결과 생후 5주, 7주, 9주 모두 당뇨가 진행되고 있음을 확인하였음. 

그래프의 수치는 각각 6마리씩 측정하여 평균한 값임 (Fig. 1, 2).  
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 Fig. 2. Changes of fasting venous glucose level

나. ADMA 수준과 비만 및 당뇨 발생기전과의 관련성

  - 혈청, 신장 및 간의 ADMA 수준이 db/db mice에서 실험기간 중 증가하였음

(P<0.05, Fig. 3). 신장과 간의 ADMA 수준이 혈청의 수준보다 높았음.
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Fig. 3. Effect of DM on Serum ADMA levels in mice. 

(Above) Serum.  (Center) Kidney. (Below) Liver.
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다. 당뇨 발생 과정에서 DDAH1과 nNOS 수준의 변화

  - DDAH1과 nNOS의 발현을 Western blot으로 분석한 결과 DDAH1의 발현

이 db/db mice의 신장, 간 및 지방조직에서 현저히 감소하였고, nNOS는 신장과 

간에서 증가하였음(P<0.05, Fig. 4, 5). 

  - DDAH1 발현의 감소가 ADMA 증가의 한 원인으로 추정되었음.  

  - nNOS는 ADMA에 의하여 억제되므로 당뇨 발생과정에서 nNOS의 증가는 

증가한 ADMA에 의한  활성 억제에 대한 보상작용으로 추정할 수 있음.

                                                                           

                                                                           

                                                                           

                                             

Fig. 4. Effect of DM on DDAH1 levels in mice. 

(Above) Kidney.  (Center) Liver. (Below) Adipose tissue.
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Fig. 5. Effect of DM on nNOS levels in mice. 

(Above) Kidney. (Below) Liver. 

 라. 당뇨 발생과정 중의 간과 지방조직에서 protein arginine methylation과      

        PRMT1 수준의 변화

  - ASYM24 항체를 이용하여 Western blot analysis를 수행한 결과 당뇨 발생

과정에서 간과 지방조직의 protein arginine methylation이 변화하였음. 간에서는  
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75KDa, 60KDa 및 52KDa 단백질들의 arginine methylation의 변화가 현저하였

으며, 지방조직에서는 8KDa과 25KDa 단백질의 arginine methylation의 변화가 

현저하였음(Fig. 6). 

  - 단백질에 asymmetric dimethylarginine을 생성시키는 PRMT1 단백질의 발

현이 초기당뇨에서는 충분히 발현되지만 중기, 말기로 갈수록 단백질의 발현 양

이 현저히 감소하는 것을 확인할 수 있었음(Fig. 7). 

  - 따라서 이 단백질들의 변화를 통해 조직 또는 혈장 내에서 ADMA의 농도가 

정상상태와는 다른 변화를 나타낼 것이라고 예측할 수 있으며, protein arginine 

methylation이 당뇨 발생과정과 관련이 있을 것으로 사료되었음. 

 

Fig. 6. Changes of arginine methylation during the period of diabetogenesis.

Liver (Left) .  Adipose tissue (Right).

Fig. 7. PRMT1 expression in the liver of the db/db mouse during 

diabetogenesis.  

2. ADMA 농도 측정을 위한 전처치로서 succinylation의 최적 반응조건 프로토

콜 

○ Method 1: 

- Reaction mixture final volume 1 ml

      10 mM ADMA

      0.2 mM Succinyl-coenzyme A(CoA)
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      100 mM Tris hydrochloride (pH8.0)

      Arginine succinyltransferase (10 ㎍)

- 37℃, 232 nm에서 succinyl-CoA 농도를 측정함. 농도가 감소하는 것이 관찰되

면 ADMA의 acylation이 잘 진행되고 있다는 것을 알 수 있음.

○ Method 2:

- ADMA 5 mg을 0.1 M NaCl +8 M deionized urea buffer 5 ml에 용해.

- 용액의 pH를 확인하면서 실험 진행.

- Succinic anhydride를 0.5 mg씩 15분 간격으로 1시간 동안 넣어줌.

  pH는 7로 유지 (sodium hydroxide) 

- 반응시간은 최소 30분 이상.    

3. ADMA antibody 제작

○ NG,NG-Dimethylarginine dihydrochloride(Sigma)에 KLH conjugation시키고

rabbit에 injection하여 polyclonal antibody 제작 
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제 4 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제 1 절 연구개발목표의 달성도

구분 목    표 평가의 착안점 연구개발 수행내용
달 성 

도(%)

1차년도

(2008)

․ADMA의 당

뇨병 발병기

전에서의 역

할 연구  

․RI 바이오칩 

적용 검출법 

개발

․ADMA와 당뇨병 발생

기전의 관련성 규명 

여부

․ADMA succinylation

의 반응조건 확립 

여부

․Anti-succinylated 

ADMA 항체 제작 여

부

․ADMA 대사에 미치는 protein 

arginine methylation, DDAH, 

NOS의 영향 및 당뇨병 발병기전

에서 ADMA의 관련성 연구

․RI-labelled succinylate와  

ADMA의 반응 조건 확립 

․Succinylated ADMA 항체 제작 

80

2차년도

(2009)

․ADMA의 당

뇨병 발병기

전에서의 역

할 연구 

․RI 검출기술 

이용 바이오

칩 개발

․ R I - l a b e l l e d 

succinylated ADMA-

항체간의 최적 상호작

용 조건 확립 여부

․칩 상의 

ant i-succ inyl ated 

ADMA 항체와 

succinylated ADMA

의 최적 반응조건 및 

검출기술 확립 여부

․ 당뇨병 발병기전에서 ADMA의 

관련성 연구

․ ADMA antibody 제작: 

Rabbit에 3번 이상 

injection하여 제작  

․ RI 적용 ADMA-antibody 

간의 반응조건 확립: 

Antibody 제작

․ 칩 상의 ADMA antibody와 RI 

적용 ADMA와의 반응 여

부 검출기술 확립: ADMA

를 isotope labelled 또는 

unlabelled fatty acid로 

acylaiton 후 칩에 부착된 

ADMA antibody를 사용하

여 반응 조건 확립

50
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제 2 절 관련분야의 기술발전에의 기여도

구분 연구목표 관련분야에의 기여도

1차년도

(2008)

․ADMA의 당뇨병 

발병기전에서의 

역할 연구

․RI 바이오칩 적

용 검출법 개발

․ADMA 대사에 미치는 protein arginine methylation, DDAH, 

NOS의 영향 및 당뇨병 발병기전에서 ADMA의 관련성을 제시

하여 당뇨병의 이해 증진에 이바지하였음. 

․기존에 상품화되어 있는 ADMA 측정용 ELISA kit

에서도 succinic acid 이용 ADMA acylation 과정

이 포함되어 있으나 반응조건은 비공개 상태인데 

본 과제에서 독자적으로 반응조건을 확립하였음.

2차년도

(2009)

․ADMA의 당뇨병 

발병기전에서의 

역할 연구

․RI 검출기술 이

용 바이오칩 개

발

․ 당뇨병 발병기전에서 ADMA의 관련성을 지속적으로 연구하여 

당뇨병의 이해 증진에 이바지하였음. 

․ Anti-succinylated ADMA 항체 제작을 위하여 rabbit

에 3번 이상 injection하여 제작  
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

제 1 절 추가연구의 필요성

혈액 및 조직에서 ADMA 수준의 증가가 당뇨 발생과정과 관련이 있는 것으로 

관찰되었으며, ADMA를 생성하는 arginine-methylated protein들의 양상이 간과 

지방조직 등에서 변화하는 것이 관찰되었으므로 이 단백질들의 정체를 규명하여 

당뇨의 발병기전에 대한 이해를 증진시킬 필요가 있음.

제 2 절 타 연구에의 응용

1. 당뇨의 발병기전과 밀접한 관련이 있는 arginine-methylated protein의 정체를 

규명하여 당뇨 조기발견의 biomarker로 활용.

2. ADMA의 질병과 관련된 기능연구를 통하여 순환계질환, 간질환, 신장질환 등 

인체 질병의 새로운 발병기전 연구

3. 유전자, 단백질, 세포 등의 생물정보 분석 및 이용기술에 있어서 핵심적인 역

할을 수행할 기술 확립

4. 새로운 의약품이나 생리활성 물질의 성공적인 발굴에 효율적으로 활용될 기술 

확립

5. 방사선 융합기술을 통한 생명과학 및 생물 산업 분야에서의 국제적 기술 우위 

확보 및 국가 과학기술의 국제적 선도화 실현
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