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ABSTRACT
Background: This study was aimed to differentiate two forms of CTLA-4 (CD152) in 
activated peripheral blood lymphocyte and clarify the mechanism how cytoplasmic form 
of this molecule is targeted to cell surface. Methods: For this purpose we generated 
2 different anti-human CD152 peptide antibodies and 5 different N'-terminal deletion 
mutant CTLA4Ig fusion proteins and carried out a series of Western blot and ELISA 
analyses. Antipeptide antibodies made in this study were anti-CTLA4pB and anti- 
CTLA4pN. The former recognized a region on extracellular single V-like domain and 
the latter recognized N'-terminal sequence of leader domain of human CD152. Results: 
In Western blot, the former antibody recognized recombinant human CTLA4Ig fusion 
protein as an antigen. And this recognition was completely blocked by preincubating 
antipeptide antibody with the peptide used for the antibody generation at the peptide 
concentration of 200 ug/ml. These antibodies were recognized human CD152 as a 
cytoplasmic sequestered- and a membrane bound- forms in phytohemagglutinin (PHA)- 
stimulated peripheral blood lymphocyte (PBL). These two forms of CD152 were further 
differentiated by using anti-CTLA4pN and anti-CTLA4pB antibodies such that former 
recognized cytosolic form only while latter recognized both cytoplasmic- and membrane- 
forms of this molecule. Furthermore, in a transfection expression study of 5 different 
N'-terminal deletion mutant CTLA4Ig, mutated proteins were secreted out from trans-
fected cell surface only when more than 6 amino acids from N'-terminal were deleted. 
Conclusion: Our results implies that cytosolic form of CTLA-4 has leader sequence 
while membrane form of this molecule does not. And also suggested is that at least 
N'-terminal 6 amino acid residues of human CTLA-4 are required for regulation of 
targeting this molecule from cytosolic- to membrane- area of activated human peripheral 
blood T lymphocyte. (Immune Network 2002;2(2):102-108)
Key Words: CTLA-4, leader sequence, membrane translocation

책임저자 : 정용훈, 한양대학교 의과대학 미생물학교실
 133-791, 서울시 성동구 행당동 17
Tel: 02-2290-0644, Fax: 02-2281-8995
E-mail: chungyh@hanyang.ac.kr

이 논문은 1998년 한국학술진흥재단의 지원에 의하여 연구되었음
(KRF-1998-021-F00149).

서 론

CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte associated antigen-4,

CD152) 항원은 CD28 항원의 유사분자(homologue)로서

이 두 분자는 유전자 및 아미노산 구성상의 homology (1)

및 염색체상의 위치(2,3) 그리고 동일한 대응수용체 인
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식(4,5) 등의 매우 중요한 공통점을 갖고 있다. 그러나

CTLA-4는 CD28과는 달리 T세포가 활성화되어야만 발

현되고(5), 대응수용체의 일부가 틀리며(6-8), 세포표면

발현이 CD28의 1/20 이하인 반면 CD80에 대한 결합력은

CD28보다 20배 가량 높으며(4), 또한 CTLA-4 분자는 비

정상적으로 길며 수용성이 높은 N'-말단의 친수성이 높

은 여유분(redundancy)을 갖는 매우 특이한 막 도달 서열

(leader sequence)를 갖고 있다(1,2).

본 연구진은 현재까지 대개의 동종항원, mitogen, super-

antigen, 및 T 림프구 표면항원에 대한 항체 등의 자극에

의하여 CTLA-4 항원의 발현이 유도되며, 이 항원은 CD4+

및 CD8+ T 림프구 모두에서 생성되지만 이 항원을 발현

하는 주된 세포는 CD8+ T 림프구이며, CD4+ T 림프구

의 helper 기능의 보조가 필요함을 보고한 바 있다. 또한

이 항원 분자는 활성화된 사람 말초혈액 T 림프구에서

세포막형과 세포질 내재형의 두 가지 형태로 존재하고,

이 분자의 대부분(93% 이상)은 일차적으로 세포질 내에

잠복상태로 존재하다가 세포표면으로 전환(translocation)

되고 세포질 내에서는 거대분자량의 단백 복합체를 형

성하고 있음을 관찰하였다.

CTLA-4 항원은 크게 두 가지의 특징을 갖고 있는데,

그 첫 번째는 면역학적 특징으로 상기에서 언급한 대로

매우 광범위에 생체 내의 면역반응에 상당한 영향을 미

친다는 점이고, 두 번째는 세포생물학적 특징으로 이 항

원의 막 표면 발현이 단백 합성 후 즉시 이루어지지 않

고 세포질에 잠복하고 있다가 또 다른 후속 자극이 가해

져야만 세포표면으로 나가게 된다는 점이다(9). 이 단백

항원의 어느 부위에 cytoplasmic sequestration signal이 존

재하는 지는 아직 모른다. 통상 대부분의 막표면 단백이

나 분비형 단백은 그 N-말단에 소수성이 높은 20～24개

의 아미노산으로 구성되는 막 도달 서열을 갖는다. 그러

나 본 CTLA-4 분자는 16개의 친수성이 높은 N-말단의

16개의 아미노산과 소수성이 높은 전형적인 막영역에

해당되는 21개의 아미노산 등 도합 37개의 아미노산으

로 구성되고 있다. 그래서 기존의 연구 실험들에서는 본

CTLA4Ig 융합단백을 제조할 때에 본 분자의 막 도달 서

열을 oncostain M (4) 혹은 IL-6 (10)의 막 도달 서열로

전부 교체하여 발현하고 있다.

이 연구에서는 이러한 결과에 토대하여 사람 활성 T

세포 표면 항원 CTLA-4가 세포질에서 세포막으로 도달

하는 특성 기전을 규명하고자 이 분자의 leader sequence

및 세포외역에 대한 2종의 상이한 항-펩타이드 항체를

제조하였다. 이 항체들을 사용하여 이 분자의 세포표면

및 세포질 내 발현 양상의 차이를 조사하는 한편 다양한

막 도달 서열 중 N-말단 결손 변이 CTLA4Ig 융합 유전

자를 사용하여 이 분자의 막도달 기전을 규명하고자 하

였다.

재료 및 방법

세포배양 . 건강한 성인에서 채취한 혈액을 RPMI-1640

배지로 1：1로 희석한 후 Ficoll-Hypaque (FH)에 중첩하

여 2,000×g로 20분간 밀도구배 원심침전하였고 이를 세

척하여 사용하였다. 10% 우태아 혈청 함유 RPMI-1640

배지(FBS-RPMI)로 림프구 농도를 5×105/ml로 조절하여

37oC, 5% CO2에서 배양하였다. CTLA-4 발현을 유도하

기 위하여 phytohemagglutinin-L (PHA-L, Sigma) 3～10

g/ml을 첨가 배양하였다. CHO-k1 세포는 DMEM배지에

10% FBS를 첨가하여 37oC, 5% CO2에서 배양하였다.

항펩타이드 항체 제조 . 사람 CTLA-4 분자의 신호펩타

이드역과 세포외역에 해당하는 아미노산 서열 중에서

N'-M1ACLGFQRHKAQLNLA16C-C'서열을 갖는 17 mer

의 펩타이드 N (CTLA4pN)과 N'-C103TGTSSGNQV112-C'

서열을 갖는 10 mer의 CTLA-4 펩타이드 B (CTLA4pB)

두 가지를 peptide synthesizer를 사용하여 제조한 다음 운

반단백질인 keyhole limpet hemocyanin (KLH, Calbio-

chem, U.S.A.)에 결합하여 면역에 사용하였으며, coupl-

ing 반응에는 m-Maleimidobenzyl-N-hydroxysuccinimide ester

(MBS, Pierce)를 사용하였다. MBS를 dimethyl formamide

(DMF)에 녹인 다음, 50 mM sodium phosphate buffer에 녹

아 있는 5 mg의 KLH 용액에 1：40의 비율로 가한 다음

실온에서 30분간 반응하였고 Sephadex G-25 column을

통과시켜서 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.5)로

투석한 후, 준비된 펩타이드 2 mg을 가하여 실온에서 5

시간 탁반한 다음 하룻밤 투석하여 반응되지 않은 펩타

이드를 제거하여 면역에 사용하였다.

매 회 상기의 제조된 펩타이드-KLH를 펩타이드 기준

200 ug씩 2주 간격으로 New Zealand White 토끼(수컷, 약

2.0 kg 내외)에 근육 및 피하 경로로 4회 면역한 후 마지

막 면역일로부터 2주 후 전채혈하여 혈청을 분리하였다.

이 혈청에 KLH를 점적하여 KLH에 반응하는 항체를 제

거하고 다시 protein G 또는 protein A column (Pierce,

U.S.A.)을 통과시켜 부착된 항체를 0.05 M glycine완충용

액(pH 2.7)으로 용출하여 PBS로 투석한 후 다음 실험에

사용하였다. 이렇게 제조된 항체는 각각 상기의 서술된

펩타이드순으로 anti-CTLA4pN 및 anti-CTLA4pB로 명명

하여 사용하였다.

유전자 재조합 CTLA4Ig 융합 단백 제조 . 본 연구에서

개발한 항-펩타이드 항체의 항원 인식여부 및 특이성 검

정의 항원으로 사용하기 위하여 CTLA-4 세포외역과 사

람 IgG의 hinge region 이하 상쇄부위를 클로닝하였다. 이

융합 유전자를 chinese hamster ovary 세포인 CHO-k1 세

포에 transfection하여 배양여액으로 분비되는 유전자 재

조합 CTLA4Ig 융합 단백을 protein-A column으로 정제하

여 항원으로 사용하였다.
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즉 상기의 PHA를 첨가하여 배양된 2×106개의 세포로

부터 RNAzolB™를 가한 후 RNA를 용해하였고 이를

template로 하였다(11). 여기에 사용된 forward primer와

reverse ward primer는 아래와 같다.

＜ CTLA4 extracellular domain cloning용 PCR primer＞

1. CT4L1': 5'-ATG GCT TGC CTT GGA TTT CAG-3'

(CTLA-4 L1 forward primer)

2. CT4L2': 5'-ATG CGG CAC AAG GCT CAG CTG

AAC-3' (CTLA-4 L2 forward primer)

3. CT4L3': 5'-ATG CAG CTG AAC CTG GCT GCC

AGG-3' (CTLA-4 L3 forward primer)

4. CT4L4': 5'-ATG AGG ACC TGG CCC TGC ACT

CTC-3' (CTLA-4 L4 forward primer)

5. CT4L5': 5'-ATG CTC CTG TTT TTT CTT CTC

TTC-3' (CTLA-4 L5 forward primer)

6. CT4c': 5'-CTC TGC AGA ATC TGG GCA CGG

TTC AGG ATC-3' (CTLA-4 reverse ward primer)

두 oligonucleotide를 가한 다음 10 mM KCl, 1.5 mM

MgCl2, 20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 6 mM (NH4)2SO4, 0.1%

Triton X-100, 100μg/ml BSA 1 mM poly (dNTPs), RNAsin

(Biotec) 200 U, Moloney murine leukemia virus, reverse

transcriptase (Gibco-BRL) 20 U, forward primer 500 ng,

reverse primer 500 ng, RNA template 10 ng, 그리고 Pfu

DNA polymerase (Stratagene) 또는 Taq DNA polymerase

(Perkin-Elmer Cetus) 2.5 U를 혼합하였다. 이 혼합 반응물

50μl를 만들고 멸균된 mineral oil을 상첨한 후 42oC에서

10분 반응시킨 다음, 94oC 3분, 58oC 1분, 74oC 1분 30초

씩 2회, 그리고 94oC 1분, 58oC 1분, 74oC 1분 30초씩 30회

의 연속 반응시킨 후 DNA thermal cycler (Perkin-Elmer

Cetus)를 사용하여 reverse transcription-polymerase chain

reaction (RT-PCR)을(12) 실시하여 extracellular CTLA-4

domain cDNA를 얻었다.

융합용 IgG1의 hinge-CH2-CH3 domain cloning은 사람

말초혈액을 배양 없이 바로 사용하였으며 이의 PCR 용

primer는 forward primer, 5-A TCT GCA GAG CCC AAA

TCT TGT GAC-3와 reverse ward primer, 5'-TT CTC GAG

TCA TTT ACC CGG AGA CAG GGA-3' 두 oligonucleo-

tide를 사용했으며 이하의 과정은 상기와 동일하였다. 이

두 cDNA를 eukaryotic expression vector인 pCR-3 (Invitro-

gen, U.S.A.)에 클로닝하고 융합하였다(13). 이를 dideoxy

chain termination법으로(14) 아래의 primer들을 사용하여

유전자의 염기서열을 확인하였고 이를 발현에 사용하였다.

< Sequencing용 primer >

1. T7. 5'-AGT GCT GTG GAA GTC TGT-3' (T7 pro-

moter sequence primer)

2. SP6. 5'-AGT GCT GTG GAA GTC TGT-3' (SP6

promoter sequence primer)

3. T3. 5'-AGT GCT GTG GAA GTC TGT-3' (T3 pro-

moter sequence primer)

4. IgCH2. 5'-GGC GTG GAG GTG CAT AAT GC-3'

(IgG1 CH2 domain 중간 primer)

이상의 과정을 통하여 확인된 plasmid들을 large-prep

하여 15μg을 5×106/ml의 CHO-k1 세포와 혼합한 다음

electroporater (BTX T820)에 cuvette을 넣고 480 V, 99 μsec,

2 cycle 조건에서 electroporation을 실시하였다. 세포들을

geneticin G418 (Gibco, 1,500μg/ml) 함유 무혈청 배지인

CHO-SFM (GIBCO, USA)에 배양하여(15) 배양여액을 수

거하고 이를 다시 Protein-A sepharose (Pharmacia, Sweden)

column을 이용하여 순수정제된 CTLA4Ig 융합 단백을

얻었다.

Western blot. 전기영동은 10% sodium dodecyl sulfate

polyacrylamide gel (SDS-PAGE)을 사용하였다. 각 전기영

동 시 한 lane에 가하는 시료는 세포수 1×106으로부터

추출된 양이 되게 조절하였다. 전기영동 후 젤은 pore 크기

0.2μm 혹은 0.45μm의 nitrocellulose membrane (Scheicher

and Schell, U.S.A.)으로 전기적으로 막전이하였다. 이 때

25 mM Tris-192 mM glycine (pH 8.3)-20% methanol을 완

충용액으로 사용하였다. 막 전이 후 2～3% 탈지분유

(skim milk) 및 0.1% Tween20 함유 10 mM Tris (pH 7.6,

blocking buffer, 이하 BF)로 blocking한 후 동일 BF에 일

차 항체를 넣고 하룻밤 반응시켰다. 이 때 사용된 일차

항체는 아래의 본 연구에서 제조된 항-펩타이드 항체와

intracellular CD152 protein complex를 면역하여 얻은 항

체 및 Pharmingen에서 시판 중인 항체(anti-human CD152,

U.S.A.) 등을 사용하였다. 일차 항체반응 후 BF로 3회 세

척한 다음 anti-rabbit goat IgG-peroxidase 및 anti-mouse

goat IgG-peroxidase 등을 1：2,000으로 희석하여 2시간

반응시켰다. 반응 후 이를 다시 BF로 3회 세척한 다음

이차 증류수로 1회 최종 세척하였다. 세척된 nitrocellulose

membrane을 25 mg diaminobenzidine 함유 10 mM Tris

(pH 7.6) 50 ml에 담그고 33% H2O2 100 ul를 첨가하여

실온에서 10～15분간 진탕반응시켰다. 이 때 발색 반응

은 수돗물 세척으로 중단시켰다.

면역효소검사법 . Rabbit anti-human IgG를 carbonate-

bicarbonate buffer (pH 9.6)로 희석하여100 ug/ml 농도로

각 well에 50 ul씩 가한 후 4도에서 하룻밤 동안 부착한

후 washing buffer (PBS, pH 7.4, 0.05% Tween 20～1%

Bovien serum albumin) 100 ul씩 점적하여 실온에서 1시

간 동안 반응시켜 비특이 반응을 억제하였다. 0.1% BSA

와 0.05% Tween 20이 함유된 PBS로 상기의 CHO세포
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Figure 1. Recognition of recombinant CTLA4Ig fusion protein 
by anti-human CD152 antibodies. Lanes 1, 2 & 3, Western blot 
with anti-CTLA4pN, anti-CTLA4pB & anti-CTLA4pB antibodies 
respectively. Lanes 1～2, lysate treated in reducing condition; 3, 
lysate treated in non-reducing condition.
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Figure 2. Inhibition of antibody binding by soluble peptide. 
Recognition of recombinant CTLA4Ig fusion protein by anti- 
CTLA4pB was blocked with soluble CTLA4pB. Lane 1, mem-
brane transferred CTLA4Ig onto were incubated with anti- 
CTLA4pB (1：100) antibody only. Lane 2, same concentration 
of antibody were preincubated with CTLA4pB peptide at 50μg/ 
ml of concentration at 37oC for 1 hr and then incubated with 
the CTLA4Ig-transfered membrane. Lane 3, same concentration 
of antibody were preincubated with CTLA4pB peptide at 200μg/ 
ml of concentration at 37oC for 1 hr and then incubated with 
the CTLA4Ig-transfered membrane.

배양여액을 단계별로 희석 50 ul씩 가하여 실온에서 1시

간 동안 반응시켰다. 반응 후 peroxidase labelled rabbit anti-

human IgG (KPL, USA)를 PBS-0.1%BSA-0.05%Tween20로

4,000배 희석한 후 50 ul마이크로 가하여 실온에서 30분

간 반응시키고 substrate로 OPD (o-Phenylenediamine-Di-

hydrochloride, Sigma, MO, USA)를 well당 100 ul씩 넣어

어두운 곳에서 30분 동안 발색시킨 다음 3 M sulfuric

acid을 50 ul씩 넣어 반응을 정지시켰다. 이 과정 후 plate

는 automated ELISA plate reader (Flow Lab., Lugano,

Switzerland)에 넣어 450～492 nm 파장에서 흡광도를 측

정하였다. 음성대조 시료는 mok plasmid를 transfection시

킨 CHO세포 배양여액을 사용하였다.

결 과

제조 anti-peptide antibody의 항원인식 특이성 검정. 전

술한 바와 같이 이 연구에서는 3 종류의 사람 CD152 항

원에 대한 항-펩타이드 항체를 개발하였고, 이들의 항원

인식 여부 및 그 특이성을 검정하였다.

이 실험에 사용된 항원은 전술한 방법으로 제조 및 정

제된 human CTLA4Ig 융합 단백으로 분자량은 monomer

상태에서 50 kD이고 dimer 상태에서는 100 kD였다. 이를

전술된 사람 CD152의 세포외역 부위를 인식할 수 있는

anti-human CTLA4pN와 anti-human CTLA4pB 두 항체로

Western blot을 실시한 결과 이들 모두 유전자 재조합

human CTLA4Ig 융합 단백의 monomer 혹은 homodimer

를 항원으로 인식하였다(Fig. 1). 이 항-펩타이드 항체의

항원 인식능이 특이성이 있는지를 확인하기 위하여 anti-

human CTLA4pB antibody를 대상으로 하여 이 항체를 제

조할 때 항원으로 사용된 human CTLA4pB 펩타이드가

이 항체의 유전자 재조합 human CTLA4Ig 인식을 저지

하는지를 알아보았다(Fig. 2). Fig. 2에서 보이는 바와 같

이 펩타이드 농도에 비례하여 Western blot상에서 이 항

체의 human CTLA4Ig이 억제되며, 200 ug/ml의 농도에서

완벽하게 항원인식을 저지하였다.

CD152 분자의 세포막형 및 세포내재형 두 유형의 발

현 특성 . 상기의 과정으로 항원 인식능 및 특이성이 확

인된 항-펩타이드 항체를 사용하여 상기의 배양 방법으

로 활성화시킨 사람 말초혈액 림프구의 세포액 및 세포

막 분획에서 CD152 분자의 발현을 Western blot으로 확

인한 결과 선행 연구에서와 동일하게 세포액 분획에서

는 34 kD 항원을 세포막 분획에서는 30 kD의 항원을 인

식하여 이 분자가 세포질 내와 세포표면에서의 상이한

두 가지 유형으로 발현되었다(Fig. 3A). 이 두 유형의 구

조적 차이를 확인하기 위하여 전술된 사람 CD152 단백

의 leader sequence를 인식하는 anti-CTLA4pN antibody와

이 단백의 세포외역을 인식하는 anti-CTLA4pB antibody

를 사용하여 세포액 분획 및 세포막 분획을 Western blot

한 결과 세포액 분획의 34 kD 항원은 두 항체 모두에

의하여 인식되나, 세포막 분획의 30 kD 항원은 오직 세
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Figure 4. Extracellular secretion of 5 different N-terminal deletion mutant CTLA4Ig. L1, 2, 3, 4 & 5 gene contructs with variable 
N-terminal leader sequence were transfected into SP-2/0 cells by electroporation. Proteins were collected from culture supernatant of 
each transformants and then quantified by ELISA with anti-human CTLA4 monoclonal antibody and anti-human IgG antibody 
conjudated with forseradish peroxidase (HRP).

A                   B
   1     2             1     2    3     4     kD

34
30

34
30

Figure 3. A. Presence of two different forms of CD152 protein 
in cytosolic an membrane fractions of PHA-activated human 
peripheral blood lymphocyte (PBL). Lanes 1 and 2, aqueous and 
detergent phase of PHA-stimulated PBL lysate blotted with anti- 
CTLA4pB antibody. B. Differential recognition of cytosolic and 
membrane forms of CD152 by anti-CTLA4pN antibody. Lanes 
1 & 2, aqueous fraction, lanes 3 & 4 membrane fraction of PBL. 
Lanes 1 & 3, Western blotting with anti-CTLA4pN antibody: 2 
& 4, Western blotting with anti-CTLA4pB antibody.

포외역을 인식할 수 있는 anti-CTLA4pB antibody에 의해

서만 인식되었다(Fig. 3B).

CHO 세포에서 CTLA4 leader 서열 결손에 따른 세포

외 발현 조사 . 외래 유전자를 포함하지 않는 pCI-neo

vector만을 transfection하여 얻은 Mock transfectant의 배양

여액에서는 면역효소법 검사에서 항원 발현이 전혀 검

출되지 않았다. CTLA4/L1-IgG1 융합 유전자를 함유한

pCI-neo vector를 transfection하여 얻은 CHO-k1 세포주를

동일한 방법으로 검색한 결과 항 사람 CTLA-4 항체로

본 항원의 세포표면 발현이 매우 약하게 검출되었다

(Fig. 4). CTLA4/L2-IgG1부터 CTLA4/L5-IgG1까지의 융합

유전자를 transfection하여 얻은 세포주의 배양여액에서

는 매우 높은 양의 융합단백이 배양여액으로 분비되는

것을 알 수 있었다(Fig. 4). 이들 중에서 CTLA4/L3-IgG1이

가장 세포외 분비율이 높았고 그 다음으로 CTLA4/L2-

IgG1였으며, CTLA4/L4-IgG1 CTLA4/L5-IgG1순으로 발현

율이 높게 나타났다.

고 찰

이 연구에서는 CTLA-4 분자의 막 도달 서열 및 세포

외역(extracellular domain)에 대한 2종의 상이한 항-펩타

이드 항체를 제조하여 이 분자의 사람 말초 혈액 림프구

에서 이 분자가 어떤 기전으로 세포질 내에서 세포막 영

역으로 도달할 수 있는지를 이해 규명하고자 하였다.

먼저 이 연구에서 제조된 2종의 사람 CTLA-4 항원에

대한 항-펩타이드 항체의 항원인식 여부 및 그 특이성의

검정을 위해 CTLA4Ig 융합 단백을 제조하였다. 이 실험

에서 CTLA4pB 펩타이드는 농도에 비례하여 Western

blot상에서 이 항체의 human CTLA4Ig 인식을 특이적으

로 억제하였으며, 200 ug/ml의 농도에서 완벽하게 항원

인식을 저지함이 확인되었고 이는 제조된 항-펩타이드

항체가 human CTLA-4를 항원으로서 특이성 있게 인식

하고 있음을 증명하는 것으로 생각된다. 이러한 항원 특

이성이 확인된 항-펩타이드 항체는 세포액 분획에서는

34 kD 항원을 세포막 분획에서는 30 kD의 항원을 인식

하여 이 분자가 세포질 내와 세포표면에서의 상이한 두

가지 유형으로 발현됨을 알 수 있었다. 이 두 유형간의

분자량 차이 4 kD는 정확하게 CTLA-4의 막 도달 서열로

추정되는 36개의 N-말단 아미노산의 분자량과 일치되고

있다. 즉 CTLA-4의 세포막형은 이 막 도달 서열을 갖고

있지 않음을 증명하기 위하여 전술한 방법으로 사람

CTLA-4 단백의 leader sequence를 인식하는 anti-CTLA4pN
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antibody와 CTLA-4 단백의 세포외역을 인식하는 anti-

CTLA4pB antibody를 사용하여 Western blot한 결과는 세

포질 내재형 CTLA-4는 leader sequence를 갖고 있으며 세

포표면 발현형 CTLA-4는 leader sequence가 제거된 단백

분자임을 알 수 있었다.

이상의 실험 결과로부터 시사되는 CTLA-4의 특성은

면역계의 경우 ICAM-1이 유사한 발현양상을 보이지만

이 항원과는 뚜렷한 차이가 있다(16). 그러나 세포막 단

백으로서 세포표면에 직접적으로 발현되지 않는 예는

최근 들어서 많이 보고되고 있다. 일단 단백합성 후 그의

발현은 그 단백의 도달결정기(targeting motif, TM)에 의

하여 결정되게 되는데 이는 그 단백의 아미노말단에 있

을 수도 있고, 카르복시말단에 있을 수도 있으며, 그 중간

부위에 있을 수도 있다. 단백의 중간부위에 TM를 갖는

단백은 대개 세포질에서 만들어진 후 핵내로 이동하여

발현되고 기능을 하는 유전자 전사조절 단백인자(trans-

cription factor)가 대표적인 예로서 이들의 TM를 nuclear

localization signal (NLS)라 부르고 이를 인식하여 결합하

는 또 다른 수종의 세포액성 인자들(NLS-binding pro-

teins)의 도움을 받아서 핵내로 도달할 수 있게 된다(17).

카르복시말단에 TM를 갖는 단백은 대개 lysosome에 도

달하여 발현되거나 세포밖으로 유리되는 물질들이다.

이의 예로는 lysosome의 막구성단백인 LAMP-1과(18) ly-

sosomal membrane glycoprotein 120 (19) 그리고 살해 T

세포의 표적세포 DNA fragmentation을 유발하는 것으로

알려졌으며 polyadenylate binding protein의 일종인 TIA-1

(20) 등이다. 이들은 그 카르복시말단에 AGYXT의 공통

TM를 갖고 있고 이 motif가 이 단백들의 lysosome도달

을 결정하는 것으로 알려져 있다. 이와는 달리 대개 세포

표면에 발현되는 단백은 그 아미노말단에 TM 혹은 그

유사기능을 보유하는 것으로 알려져 있다. 본 연구에서

밝혀진 CTLA-4 분자의 세포표면 발현특성과 비교적 유

사한 양상을 갖는 예가 보고된 바가 있는데 insulin 의존

형 glucose의 세포 내 유입을 주도하는 glucose transporter

인 GLUT-4 (21)가 그 예이다. 근육 및 지방조직에서

glucose의 세포 내 이동을 주도하는 대표적인 transporter

로 GLUT-1과 GLUT-4가 알려져 있다. 전자의 경우는 세

포내의 ribosome에서 이 단백이 합성된 즉시 세포표면에

발현되는 반면 후자는 ribosome에서 합성된 후에 세포내

부에 존재하다가 insulin자극이 그 세포에 가해졌을 때

막표면에 발현되는 특징을 갖고 있다. 즉 후자의 경우는

그 단백의 세포표면 도달이 또 다른 유도성 신호(tar-

geting induction signal)에 의하여 조절되는 것이며 Piper

등의 연구(21)에 의하면 이러한 단백의 막 도달결정기

(membrane targeting motif)는 이 단백의 아미노 말단에 존

재하는 것이 명백해졌다. 이 두 단백의 아미노 말단의

구조를 비교하여 보면 유도적으로 막 도달이 결정되는

GLUT-4의 경우 친수성(hydrophilicity)이 강한 아미노말

단의 여유기가 존재함을 알 수 있다. 이러한 아미노말단

의 차이는 이 연구의 대상인 CD28과 CTLA-4 분자 간에

도 정확히 적용될 수 있다. 그러나 CTLA-4와 GLUT-4의

친수성 아미노말단 잔여기 간의 유사한 서열이나 결정

기를 공유하지 않고 있어 막 도달 기전은 두 분자가 다

를 것으로 생각된다. 막 단백이 세포표면에 즉시 발현되

지 않고 세포내부에 존재하는 경우 몇 가지의 가능성 있

는 기전들을 제시할 수 있는데 첫 번째로 그 막 단백의

능동적 세포유입(active endocytosis)을 생각할 수 있다.

여기에 해당되는 예로는 저밀도 지단백(low density lipo-

protein) (22), ASPG receptor (23), transferrin receptor (24)

등이 있으며 이 경우 tyrosine 잔여기가(25) endocytosis

를 결정하는 데에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있

다. GLUT-4의 경우에서 이 단백의 아미노말단이 이 단

백을 직접 clathrin-coated pits로 도달시키는 역할을 할 수

있다는(26) 연구결과가 보고되었고 CTLA-4의 경우는

Chuang 등(27)은 이 분자의 세포내역(cytoplasmic domain)

이 이와 유사한 역할을 한다고 보고하였다. 또한 Lee 등

(28)은 이 분자의 세포내역이 세포 내 신호전달에 관여

하는 것으로 보고하였다. 두 번째로는 endoplasmic reti-

culum 내에 존재하는 단백에서의 KDEL motif (29)와 기

능적으로 유사한 단백의 아미노말단에 TM이 존재할 가

능성도 생각할 수 있다. CTLA-4도 이러한 경우들에 해

당될 가능성이 있으며, 이 단백분자가 세포질 내에서 다

른 단백과 결합하고 있다가 또 다른 신호가 전달될 때

이로부터 유리되어 세포막 표면으로 도달될 수도 있을

것으로 추정된다. 이외에도 활발하게 성장하는 신경세

포막에 발현되는 것으로 알려진 neuromodulin GAP-43의

경우는 아미노말단의 3번째와 4번째의 cysteine에 이 단

백의 posttranslational modification에 일종인 지방산화

(fatty acylation)에 의하여 prenyl- 혹은 palmitoyl-기가 결

합됨으로써 막 도달이 이루어지는 것으로 알려져 있다

(30). 활성화된 대식세포에서 발현되는 것으로 알려진

protein kinase C의 기질인 MARCKS의(31) 경우는 단백

합성 후 아미노말단에 myristoyl기가 결합되었을 때 막

도달이 가능한 것으로 보고되었다.

이상의 CD152분자에 적용 가능성 있는 단백 분자들

의 예를 검토하여 보았으나 그 유사한 예를 찾기 어려운

매우 독특한 성격을 갖고 있다. 따라서 이 연구의 성적은

면역학뿐만 아니라 분자 및 세포 생물학 분야에서도 의

미 있는 새로운 현상을 규명하는 데에 기여할 수 있을

것으로 생각한다.
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