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국문요약

Hepatitis B Virus X Protein과 

Protein Phosphatase Type 2C의 상호작용과 그 영향

  Hepatitis B virus (HBV)의 감염은 급성 또는 만성 간염을 일으킴은 물

론 간암 (hepatocellular carcinoma: HCC)을 발병시키는 중요한 인자로 인

식되어 왔고 대부분의 HBV와 관련된 지난 20여년간의 연구들은 특히, 

HBV의 간암발생 기전을 밝힘에 있어서 HBV X protein (HBx)의 생물학적

인 기능과 영향에 주목하게 되었다.  HBx에 관한 초기의 연구들은 HBx가 

다양한 viral 그리고 cellular promoter/enhancer elements를 transcriptional 

transactivation한다는 것을 밝혔다. HBx가 직접 DNA에 결합하지 않음에

도 불구하고, AP-1, AP-2, NF-κB, SRF, c/EBP, Ets, ATF1, Egr-1, 

CREB 등의 binding sites를 포함하는 광범위한 cis-elements들이 HBx에 

의해 활성화된다는 것이 보고되었다. 이에 관련된 많은 연구들은 이러한 

HBx의 transcriptional transactivation의 기전을 세포질 내의 신호전달계를 

활성화시킴으로써 이루어진다고 보고하였다. 그중에서도 특별히 AP-1, 

NF-κB 같은 전사인자 활성화와 관계가 있는 Ras/Raf/ERK, 

MEKK-1/JNK, PI3K/Akt, Jak/STAT cascades를 활성화시키는 것에 관심

을 가졌다.  이러한 HBx의 신호전달계 활성화는 DNA 손상복구, 세포주기

조절 및 세포고사에 영향을 미칠 수 있음이 밝혀졌다.  따라서 HBx의 이
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러한 복합적인 활성은 간암 발생에 밀접하게 관계한다는 것을 시사하나, 

HBx가 세포내에서 직접 상호작용하는 분자들에 대해서는 알려진 바가 거

의 없다. 

  본 연구에서는 HBx가 세포내에서 직접 상호작용하는 분자들에 관심을 

가지게 되었고, 그러한 분자에 대해 yeast two hybrid system을 이용한 실

험에서 HBx가 protein phophatase type 2C (PP2C)와 결합한다는 정보를 

얻게 되었다.  Protein phosphatase는 크게 PTP, PPP, PPM의 세 개의 

family로 나눌 수 있다. 본 연구에서 관심을 갖는 PP2C는 PPM family에 

속하는 주요 효소인데, 이러한 PP2C의 활성은 metal cation인 Mn2+나 

Mg
2+
를 절대적으로 요구하지만, 다른 PPP family의 억제제나 okadaic acid

에는 sensitive하지 않다고 알려져 있다.  지금까지 가장 잘 알려진 기능은 

stress에 의해 활성화되는 JNK/p38 신호전달계나 Wnt 신호전달계 같은 

protein kinase cascades에 관계하는 kinase의 활성을 reversing하여 

inhibition하거나 activation하는 것이다.  덧붙여 몇몇 보고들에선 PP2C가 

세포주기 조절에도 관여한다는 보고들이 이어지고 있다.    

  본 연구에서는 우선적으로 앞서 보고된 HBx와 PP2C의 직접적인 상호

작용을 재확인하고, HBx와 PP2C의 결합이 PP2C의 활성에 미치는 영향을 

알아보고자 하였다.  Co-immunoprecipitation assay를 통해 Chang 세포주

와  Chang cell에 Tet-on system으로 HA tag이 붙은 HBx가 유도발현되

도록 만든 stable cell line인 Chang X 34 세포주를 사용하여 항 PP2C 항

체로 면역침전을 시행한 다음, 항 HA 항체로 western blotting을 시행하여 

세포내 발현되고 있는 PP2C와 doxycycline으로 유도 발현된 HBx가 결합

하고 있음을 확인하였다.  또한 이러한 결합이 PP2C의 탈인산화 활성에 

어떠한 영향을 미치는지를 알아보기 위해, 대장균에서 대량발현시켜 순수

정제한 HBx와 PP2C의 재조합 단백질을 사용하여 pNPP을 기질로 하는 in 
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vitro  phosphatase assay를 시행하여 재조합 HBx가 재조합 PP2C의 탈인

산화 활성에 저해효과를 나타냄을 확인하였다. 

  이러한 결과들을 바탕으로 HBx가 세포내에서 PP2C에 직접적으로 결합

하고, PP2C의 탈인산화 활성을 저해함으로 인해 PP2C가 저해조절하고 있

는 SAPK pathway나 CDKs등의 인산화와 활성을 유도하고 나아가 세포고

사와 세포주기 조절에 영향을 미치게 될 것이라고 기대하게 되었다.   

핵심되는 말 :  HBx, PP2C, 간암발생, 세포주기, 세포고사
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Hepatitis B Virus X Protein과 

Protein Phosphatase Type 2C의 상호작용과 그 영향

<지도교수 박 전 한>

연세대학교 대학원 의과학사업단

노 보 영

I. 서  론

  B형 간염 virus (human hepatitis B virus; HBV)는 Hepadnaviridae의 

원형(prototype)1으로, 1960년대에 오스트레일리아 원주민의 혈청에서 바이

러스 입자가 발견되면서 알려지게 되었다
2
.  HBV는 바이러스의 감염에 의

해 발생되는 급성 또는 만성 간염을 일으키는 병원체 중의 하나로, 전세계 

인구의 4-5%가 감염되어 있으며 만성간염 또는 간암(hepatocellular 

carcinoma: HCC)으로의 진행에 강력한 연관성을 가지고 있다
3-5
.  

  HBV의 유전체 구조는 4개의 open reading frames (ORFs)로 구성되어 

있으며, 각 ORF는 surface antigen (preS-S), core antigen (preC-C), 
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polymerase, X protein (HBx)을 지령한다
6
.  이중에서 특히 HBx가 관심을 

끌게 된 이유는 HBx-transgenic mice에서 간암이 발생되는 것이 보고되어 

졌고, 몇몇 실험에서 세포변형에 HBx가 관련되어 있음이 관찰되었기 때문

이다
7-10
.  HBx의 연구가 진행되면서 간암발생과 관련된 기능으로 다양한 

viral 그리고 cellular promoter/enhancer elements를 transcriptional 

transactivation한다는 것이 밝혀졌다11.  HBx가 직접 DNA에 결합하지 않

음에도 불구하고, AP-1, AP-2, NF-κB, SRF, c/EBP, Ets, ATF1, Egr-1, 

CREB 등의 binding sites를 포함하는 광범위한 cis-elements들이 HBx에 

의해 활성화된다는 것이 보고되었다12-17.  그러나 이러한 transactivation의 

정확한 기전은 아직까지 밝혀지지 않고 있다.  초기의 연구자들은 HBx가 

핵 내에서 세 개의 RNA polymerase의 subunit인 RPB5를 포함하는 다양

한 transcriptional machinery의 구성 요소들 또는 몇몇 전사인자와 상호작

용함으로써 coativator와 같은 역할을 수행한다는 것으로, HBx의 

transcriptional transactivation 기능을 설명하려 하였다
18-21
.  HBx의 또 다

른 작용 기전은 신호전달계의 활성과 관련이 있다.  HBx가 AP-1, NF-κB 

같은 전사인자 활성화와 관계가 있는 Ras/Raf/ERK, MEKK-1/JNK
22-27
, 

PI3K/Akt
28-31
, Jak/STAT cascades

28
를 활성화시키는 것이 밝혀졌다.  따라

서 HBx는 두 가지 기능을 가지고 있을지도 모른다.  하나는 신호전달계의 

활성을 매개하는 것이고, 다른 하나는 nuclear function에 관계하는 것으로 

전사인자나 그와 관련된 다양한 인자들과의 상호작용으로 이러한 단백질들

의 활성이나 DNA에의 결합을 더 향상시키는 것으로 생각되어지고 있다.  

Trascriptional transactivator로서의 역할로 인해 HBx는 DNA 손상복구

32,33
, 세포주기

34,35 
및 세포고사

36-39 
조절에 관여하는 것으로 보고되었다.  

  따라서 HBx는 다양한 생물학적 기능을 발휘할 수 있으며, 이러한 다양

한 기능이 간암 발생에 깊이 관여하고 있다는 것을 알게 되었다.  본 연구
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에서는 특히 HBx의 신호전달계 활성에 관련된 역할에 주목하면서 이에 

대한 기전을 밝히기 위해, HBx와 직접 상호작용하는 분자들에서 신호전달

계 활성에 대한 실마리를 찾아보려 하였다.  HBx와 상호작용하는 분자에 

대해 yeast two hybrid system을 이용한 실험에서 HBx가 protein 

phophatase type 2C (PP2C)와 결합한다는 [unpublished data]것에 관심을 

갖게 되었다.    

   Protein phosphatase는 크게 PTP, PPP, PPM의 세 개의 family로 나눌 

수 있다
40
. PTP는 tyrosine phosphatase이고, PPP와 PPM은 

serine/threonine phosphatase이다.  PPP family에는 PP1, PP2A, PP2B의 

3가지 subtype이 속하는데, tumor promoter인 okadaic acid 등에 의해 활

성이 저해되며, catalytic subunit과 regulatory 및 targeting subunit이 복

합체를  이루어 holoenzyme을 형성하는 구조를 가지고 있다41.  마지막으

로 PPM family는 eukaryote나 prokaryote에서 존재하는 PP2C로 정의될 

수 있다.  Molecular cloning으로 밝혀진 PP2C의 구조는 PPP family와는 

다르게 monomeric enzymes이나, 유전자 염기서열에는 유사점이 없지만 3

차 구조적으로 볼 때 매우 비슷한 모양을 하고 있다
40
.  Mammalian PP2C

는 두 개의 domain으로 구성되어 있는데,  N-terminal의 catalytic domain

과 C-terminal domain이다. 특히 catalytic site는 네 개의 invariant Asp 

residues와 하나의 nonconserved Glu residue가 함께  Mg
2+
, Mn

2+ 
같은 두 

개의 metal cation을 포함하는 binuclear metal center를 구성한다
40
.  따라

서 PP2C의 활성은 metal cation인 Mn2+나 Mg2+를 절대적으로 요구하지만, 

다른 PPP family의 억제제나 okadaic acid에는 sensitive하지 않다고 알려

졌다
42
.  PP2C는 다양한 subtype을 갖는데, 사람에서 보고되어진 subtype

으로도 PP2Cα, PP2Cβ, PP2Cγ, PP2Cδ43를 비롯하여 WIP144-46, FIN1347, 최

근에는 ILK와 관련된 ILKAP
48
까지 다양한 영역에서 다양한 기능들이 밝
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혀지고 있다.  지금까지 가장 잘 알려진 기능은 stress에 의해 활성화되는 

JNK/p38 신호전달계
49-53
나, Wnt 신호전달계

54-56
같은 protein kinase 

cascades에 관계하는 kinase의 활성을 reversing하여 inhibition하거나 

activation하는 것이다.  덧붙여 몇몇 보고들에선 PP2C가 세포주기 조절에

도 관여한다는 보고들이 이어지고 있다
57,58
.

  위에서 제시한 HBx의 다양한 생물학적 기능과 간암발생의 깊은 연관성

에 주목하면서 HBx의 신호전달계 활성에 관련된 역할에 대한 기전을 밝

힌다면, HBx의 간암발생 기전을 좀더 명확히 규명할 수 있으리라 생각하

게 되었다. 앞에서 기술했듯이 HBx가 Ras/Raf/ERK, MEKK-1/JNK22-27, 

PI3K/Akt
28-31
, Jak/STAT cascades

28
 같은 다양한 신호전달계를 활성화시

키는 것이 밝혀져 왔고, 이러한 신호전달이 AP-1, NF-κB 같은 전사인자 

활성을 유도하는 것이 알려져 왔기 때문에, 과연 HBx가 이러한 신호전달

계에 어떻게 작용하는지에 대해 관심을 갖게 되었다.  이를 해결하기 위해 

먼저 HBx가 직접 상호 작용하는 분자들에서 실마리를 찾아보려 하였다.  

HBx와 상호 작용하는 분자들에 대해 yeast two hybrid system을 이용한 

실험에서 HBx가 PP2C와 결합한다는[unpublished data]것이 눈길을 끌었

는데, kinase는 substrates의 serine/tyrosine/threonine residues를 인산화시

키고, 반대로 phosphatase는 탈인산화시키는 효소이기 때문에, HBx가 이

러한 phosphatase와 상호작용하여 이들의 생물학적 활성에 영향을 준다면, 

지금까지 알려져 있는 많은 신호전달계에 관계된 기전에 접근할 수 있으리

라 생각되어졌다.  더욱이 PP2C에 대하여 밝혀진 문헌에 의하면, PP2C가 

stress에 의해 활성화되는 JNK/p38 신호전달계
49-53
나, Wnt 신호전달계

54-56
 

같은 protein kinase cascades에 영향을 미친다는 것이 알려졌기 때문에, 

더욱 HBx와 PP2C의 연관성에 초점을 맞추어 연구방향을 정하게 되었다.

  따라서 본 연구에서는 yeast two hybrid system을 이용하여 앞서 보고
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된 HBx와 PP2C의 결합을 확인하고, 이러한 결합이 PP2C의 탈인산화효소 

활성에 어떠한 영향을 주는지를 알아봄으로써 HBx가 신호전달계 또는 세

포주기 조절에 매개하는 기전을 설명하는데 있어 새로운 관점을 제시하고

자 하였다.

   먼저 HBx와 PP2C의 결합을 확인하기 위해 co-immunoprecipitation 

(co-IP) 방법을 사용하였는데, endogeneous하게 발현되는 PP2C와 HBx의 

결합여부를 알아보기 위해, 세포로는 Chang 세포주과 Chang cell에 

Tet-on system으로 hemaglutinin (HA) tag이 붙은 HBx가 유도발현되도

록 만든 stable cell line인 Chang X 34 세포주을 사용하였다.  항 PP2C 

항체로 면역침전를 시행한 다음 항 HA 항체로 western blotting을 시행하

여 두 단백질간의 결합을 확인하였다.

  HBx와 PP2C의 결합을 확인함에 따라 이러한 상호작용이 PP2C의 기능

에 미치는 영향을 알아보기 위해, HBx와의 결합이 PP2C의 탈인산화효소 

활성에 어떤 영향을 미치는 지를 in vitro  phosphatase asssy를 시행하여 

확인하였다.  대장균에서 대량발현시킨 재조합 단백질 HBx (rHBx)와 

PP2C (rPP2C)를 순수 정제하여  in vitro에서 탈인산화효소의 기질인 

pNPP의 탈인산화 정도를 UV spectrometer로 측정하여 분석하였고, 분석 

결과 HBx와 PP2C의 결합이 PP2C의 탈인산화 활성에 저해효과를 나타내

는 것을 확인하였다. 
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II. 재료 및 방법

    

I.  세포와 세포배양

   

  Chang cells과  Chang cell에 Tet-on system으로 HA tag이 붙은 HBx

가 유도발현되도록 만든 stable cell line인 Chang X 34 cells은 Dulbecco's 

modified Eagle's medium (DMEM)에 10% fetal bovine serum (FBS), 2 

mM L-glutamine, 0.1 mM non-essential amino acids를 첨가하여 5% 

CO2, 37℃에서 배양하였다.  Chang X 34 cells에서의 HBx 유도발현은 배

지에 2 μg/ml이 되도록 doxycycline (Sigma)을 첨가하여 24시간 배양하였

다. 

2.  Co-immunoprecipitation60

    

  HBx와 PP2C의 결합을 알아보기 위해 Chang cells와 doxycycline으로 

HBx 발현을 유도시킨 Chang X 34 cells를 RIPA buffer (50 mM 

Tris/HCl, pH 7.4, 0.5 mM EDTA, 1.8 μM aprotinin, 100 mM NaCl, 0.2% 

NP-40, 2 mM MgCl2, 0.5 mM PMSF)에 용해하여 Bradford assay로 단백

질 농도를 결정하였다.  세포용해액 1 mg을 4 μg의 항 PP2C 항체로 4℃

에서 밤새 반응시켰다.  미리  200 μl blocking solution (5 mg/ml BSA)으

로 25℃에서 1시간 반응시키고 PBS로 3회 세척한 Protein G agarose를 첨

가하여 4℃에서 2시간 반응시켜 형성된 면역복합체를 14,000 rpm에서  5
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초동안 원심분리하여 agarose beads를 모아 aprotinin과 PMSF를 포함하지 

않는 RIPA buffer로 6번 세척했다.  30 μl의 SDS sample buffer로 섞어준 

후, 10 분간 끓이고, 원심분리 후 상층액을 SDS-PAGE를 시행한 후 

nitrocellulose (NC: Bio-rad) membrane에 전이하여, 항 HA 항체로 

western blot
61
을 수행하였다.  

 

3.  Plasmids 제작

     

  PP2C가 대장균에서 대량 발현되는 plasmid를 제작하기 위하여, Chang 

cells에서 total RNA를 추출하여 역전사로 cDNA를 얻어낸 후, full-length 

PP2C cDNA (1.15 kb)를 기저판으로 하여 restriction enzyme site (BamH 

I/Hind III) hanger를 가진 primer로 PCR을 수행하였다.  PP2C의 start 

codon을 가지고 있는 10 pmol의 5' primer 

(CGGATCCTAATGGGAGCATTTTTAGACAAGC: 밑줄은 BamH I site)

와 3' primer (CCCAAGCTTCCCACATATCATCTGTTGATGT: 밑줄은 

Hind III  site) 각 1 μl와 10 × reaction buffer 2 μl, Taq 0.2 μl (Takara), 

10 mM dNTP 1 μl, 5 × Band Doctor 4 μl, DW 8.8 μl를 섞어서 95℃ 5분 

가열한 후 94℃ 1분의 denaturation, 58℃ 1분의 annealing, 72℃ 1분의 

polymerization으로 35 cycles을 돌린 후, 72℃ 10분 extension의 

thermocycles를 수행하였다.  그 후 prokaryotic expression vector인 

pRSET C (Invitrogen)를 PP2C PCR product와 함께 제한효소인 BamH I

과 Hind  III로 sequential digestion시키고,  PCR purification kit 

(QIAGEN)로 정제한 후 ligation하였다
62
.   HBx가 대장균에서 대량 발현
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되는 plasmid는 위에서와 같은 방법으로 얻어진 cDNA를 기저판으로 하여 

5′ primer (CGGAATTCCGATGGCTGCTAGGAT: 밑줄은 EcoR I site)

와 3' primer (CCCCAAGCTTTTAGGCAGAGGTGAA: 밑줄은 Hind III 

site) 각 10 pmol로 역시 위와 같은 방법으로 증폭시켜  pRSET A와 함께 

제한효소인 EcoR I과 Hind  III로 digestion하여 ligation하였다.  이렇게 제

작한 recombinant plasmid의 orientation 및 염기서열은 DNA sequencing

으로 확인하였다.

4. 재조합 단백질의 대장균 내 대량 발현42

    

  rPP2C와 rHBx를 대장균 내에서 His-tag이 융합된 형태로 대량발현시키

기 위해서, pRSET vector에 클로닝하여 제작한 각각의 plasmid를 대장균 

균주 BL21에 형질도입시켰다. 형질 변환된 균주를 100 μg/ml ampicillin이 

포함된 2 L의 LB배지로 37℃에서 OD600가 0.8이 될 때까지 키운 후, 1 

mM IPTG로 단백질 발현을 유도하였다.  4시간동안 더 배양함으로써 원

하는 단백질의 대량발현을 유도한 뒤 원심분리 후 세균침전을 얻었다.  얻

어진 세균침전을 SDS sample 용액으로 용해시키고, 12% SDS-PAGE를 

시행한 뒤, Coomassie blue 염색으로 단백질의 발현정도를 분석하였다.  

발현이 확인된 단백질이 대장균 내에서 soluble form으로 발현되는지 

insoluble form (inclusion body)으로 발현되는지를 확인하기 위하여, PBS

용액에 용해된 세균침전을 초음파 분쇄기로 분쇄한 후 원심분리하였다.  

상층액과 침전물을 각각 SDS sample buffer와 섞어 끓인 뒤, 12% 

SDS-PAGE를 시행하고 Coomassie blue 염색으로 단백질의 발현양상을 

분석한 결과,  rPP2C와 rHBx 모두 inclusion body 형태로 발현됨을 확인
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하였다.   

5.  대량발현된 rPP2C와 rHBx의 순수 정제42

     

  대장균 내에서 insoluble form으로 발현된 rPP2C와 rHBx를 분리해 내기 

위해 세균을 용해시킨 후 원심분리하여 얻은 침전물을 buffer B 용액 (8 

M urea, 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris, pH 8.0) 50 ml에 충분히 녹인 

후, 14,000 rpm에서 15℃, 30분 동안 원심분리하였다.  상층액을 시험관으

로 옮긴 후 buffer B로 equilibration된 Ni-column (QIAGEN)에 부어 반응

시켰다.  이 후 buffer C (8 M urea, 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris, pH 

6.3)로 수회 세척해 주고, buffer D (8 M urea, 100 mM NaH2PO4, 10 mM 

Tris, pH 5.9)와 buffer E (8 M urea, 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris, pH 

4.5)로 elution하였다.  이렇게 얻어진 용액을 Centicon (Vivascience)을 이

용하여 1 ml로 농축시키고, glutathione redox buffer (0.1 M Tris, pH 8.0, 

0.4 M L-Arginine, 2 mM EDTA, 5 mM reduced GSH, 0.5 M oxidized 

GSH, 0.5 mM PMSF) 500 ml에 희석시킨 뒤 4℃에서 24시간동안 반응시

킴으로써 활성을 다시 띠게 하였다.  Refolding과정을 거친 단백질을 다시 

Centricon을 이용하여 1 ml로 농축시키고 Superdex 75 resin을 사용한 

FPLC gel-filtration chromatography로 분리하여, 약 27kDa에 해당하는 

rHBx와 약 45kDa에 해당하는 rPP2C 단백질을 모았다.  이렇게 정제한 재

조합 단백질은 12% SDS-PAGE를 시행한 후, Coomassie blue 염색으로 

순도를 확인하고 항 His 항체로 western blotting을 수행하여 단백질의 발

현을 확인하였다.          
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6. In vitro  phosphatase assay42

    

     HBx와 PP2C의 결합이 PP2C의 탈인산화효소로서의 기능에 영향을 

미치는 지를 알아보기 위해, 위에서 순수 정제한 rPP2C와 rHBx를 반응용

액 (50 mM Tris, pH 7.5, 2 mM DTT, 10 mM MnCl2)에 농도별로 첨가

하여 4℃에서 30분동안 반응시키고, 50 mM pNPP를 기질로 첨가하여 전

체 반응부피를 200 μl로 만들어 37℃에서 1시간 반응시킨 후 2N NaOH 

0.1 ml을 첨가하여 반응을 정지시켰고, 효소반응 결과 생성된 ρ

-nitrophenol은 405 nm에서 흡광도를 측정하여 분석하였다.  
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III. 결  과

1. PP2C와 HBx의 결합

  

  먼저 선행된 보고를 바탕으로 HBx와 PP2C의 결합을 확인하기 위하여, 

본 연구에서는 Chang 세포주와 Chang cell에 Tet-on system으로 HA tag

이 붙은 HBx가 유도발현되도록 만든 stable cell line인 Chang X 34 세포

주를 사용하였다.  이 세포주에서 endogenous하게 발현되는 PP2C에 

doxycycline으로 유도발현된 HBx가 세포 내에서 결합하고 있는지를 알아

보기 위해, co-IP법을 이용하였는데, 먼저 항 PP2C 항체로 IP를 시행한 다

음, 항 HA 항체로 western blotting을 시행하여 두 단백질간의 결합을 확

인하였다 (그림 1).  HBx가 발현되지 않는 Chang cell에서는 PP2C와 

HBx의 결합을 확인하지 못한 반면에, HBx를 doxycycline으로 유도발현 

시킨 Chang X 34 cell에서는 PP2C와 결합하는 HBx를 관찰할 수 있었다.  

또한 Chang X 34 cell에서 doxycycline을 처리하지 않은 세포주에서도 약

간의 결합이 관찰되었는데, 이는 leaky하게 발현된 HBx가 PP2C와 결합하

는 것에 기인됨을 추측할 수 있었다.  여기에 Chang cell과 Chang X 34 

cell에서 endogenous하게 발현되는 PP2C의 양을 항 PP2C 항체로 western 

blot하여 확인한 결과, 모든 세포주에서 같은 양의 PP2C가 발현되고 있음

을 확인하였다.  따라서 세포 내에서 endogenous하게 발현되는 PP2C에 

doxycycline으로 유도발현된 HBx가 결합하고 있다는 것을 확인하였고, 이

러한 결합이 HBx의 발현되는 양에 비례하고 있음을 관찰하였다.
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그림 1.  PP2C와 HBx의 결합. (A) Chang 세포주와 Chang cell에 Tet-on 

system으로 HA tag이 붙은 HBx가 유도발현되도록 만든 stable cell line인 

Chang X 34 세포주와 37℃에서 24시간동안 doxycycline을 처리한 Chang X 34 

세포주의 cell lysate 1 mg씩을 4 μg의 항 PP2C 항체와 4℃에서 밤새 반응시킨 

후, SDS-PAGE로 전기영동하여 NC membrane에 전이하고, 항 HA 항체로 

western blot을 수행.  (B) 세포용해액 100 μg씩을 SDS-PAGE하고 NC 

membrane에 전이하여 항 PP2C 항체로 western blot을 수행하여 각 세포주에서 

같은 양의 endogenous한 PP2C가 존재함을 확인.  Doxy: doxycycline.

Chang Chang 

X 34

Chang 

X 34

Doxy treated

 I  P :  α-PP2C

 WB :  α-HA

WB :  α-PP2C

(A)

(B)
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2.  rHBx와 rPP2C의 대장균 내 대량발현과 정제

   세포주 내 발현되는 PP2C와 HBx의 결합을 확인함에 따라, 이러한 결

합이 PP2C의 탈인산화효소로서의 활성에 어떠한 영향을 미칠 것인가를 알

아볼 필요가 생겼다.  먼저 이러한 결합이 직접적으로 PP2C의 탈인산화 

활성에 미치는 영향을 in vitro에서 확인하기 위하여 rHBx와 rPP2C를 대

장균 내 대량 발현시켰다.  

  먼저 HBx와 PP2C의 유전자 부위를 역전사 중합효소 연쇄반응법으로 

증폭한 뒤, 대장균 내에서  6 × His가 붙은 재조합 단백질 발현을 위하여 

pRSET A와 pRSET C vector를 이용하여 클로닝 하였다.  클로닝된 유전

자를 대장균 내에 형질 도입한 뒤 IPTG의 첨가로 원하는 단백질인 HBx

와 PP2C의 대량발현을 유도하였다.  발현된 rHBx와 rPP2C를 inclusion 

body로 분리해 낸 후 Ni-column을 사용하여 정제하였고, redox buffer에 

희석시켜 refolding 과정을 거친 뒤 1 ml로 농축시키고 Superdex 75 resin

을 사용한 FPLC gel-filtration chromatography로 분리하여, 약 27 kDa에 

해당하는 rHBx와 약 45 kDa에 해당하는 rPP2C 단백질을 모았다 (그림 

2).  이렇게 순수 정제된 rHBx와 rPP2C는 12% SDS-PAGE gel에서의 

Coomassieblue 염색과 항 His 항체를 이용한 western blotting을 이용하여 

다시 한번 확인하였다 (그림 3).  Coomassie blue 염색 결과 약 45 kDa의 

위치에 rPP2C와 약 27 kDa의 rHBx를 나타내는 밴드를 확인하였고 95%

이상의 순도를 보여주었다.  또한, western blotting 결과 역시 rPP2C와 

rHBx의 위치에 하나의 주 밴드로 나타났다. 
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 그림 2. 유전자 재조합 단백질 rHBx와 rPP2C의 대장균 내 대량발현과 정제.  

 rPP2C와 rHBx를 대장균 내에서 대량발현하기 위해서, 제작한 plasmid를 대장균 

균주 BL21에 형질도입시켜 형질변환된 균주를 1 mM IPTG로 단백질 발현을 유

도한 후 세균침전을 얻어 8 M urea 용액에 녹이고 Ni-colume으로 순수정제하여, 

refolding과정을 거친 단백질을 1 ml로 농축한 후 Superdex 75 resin을 사용한 

FPLC gel-filtration chromatography로 분리한 결과, (A) peak 부위에서 재조합 

단백질이 용출됨을 확인하였고, (B) Peak를 나타내는 단백질을 모아 전기영동을 

시행 후 Coomassie blue 염색으로 약 27 kDa에 해당하는 rHBx와 약 45 kDa에 

해당하는 rPP2C 단백질을 확인하였다.  이때 Gel-filtration을 거치기 전의 redox

상태의 단백질도 같이 전기영동하여 확인하였다.  R: redox status

HBxPP2C

PP2C →

30

20 

70 kDa

45 

(A)

 

Fraction#  14    16 17 14 15 16R R

(B)

← HBx

marker

16
15
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그림 3. 정제한 rHBx와 rPP2C의 확인.  FPLC gel-filtration chromatography로 

순수정제한 재조합 단백질 rPP2C와 rHBx를 Coomassie blue 염색으로 재조합 단

백질의 순도를 확인하고 (A), 항 His 항체를 사용한 western blot으로 확인하였다 

(B).

(B)    western blot(A)    Coomasie blue

        staining

↑

marker

↑

marker

← PP2C →

←   HBx   →

70 kDa

45 

30 

20 

70 kDa

45

30 

20 
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3. rPP2C의 농도에 따른 효소활성 측정

  

 순수 정제한 rPP2C의 탈인산화효소로서의 활성을 측정하기 위하여, 

rPP2C의 농도를 증가시킴에 따른 활성 정도를 pNPP를 기질로 하는 탈인

산화반응으로 확인하였다 (그림 4).  PP2C에 대한 동역학적 활성 보고에서 

PP2C의 활성이 pH 7.0 이상에서 최대치에 이르고 Mg2+이온보다는 Mn2+이

온에 더 민감하다는 내용을 바탕으로
43 
PP2C 반응용액 (50 mM Tris, pH 

7.5, 2 mM DTT, 10 mM MnCl2)에 50 mM의 pNPP를 기질로 하여 37℃

에서 1시간 반응시킨 후, 405 nm에서 흡광도를 측정하여 확인하였다.  그 

결과 PP2C의 양이 증가함에 따라 pNPP의 탈인산화가 증가함을 확인하였

다.                          

  

4.  In vitro에서 rHBx가 rPP2C의 활성에 미치는 영향  

  rPP2C의 활성을 확인함에 따라 이러한 in vitro상의 순수 정제한 rPP2C

의 활성에 rHBx와의 결합이 어떠한 영향을 미칠 것인가에 대해 알아보기 

위해, rPP2C의 양을 10 μg으로 고정시키고 rHBx의 양을 20 μg까지 늘리

면서 두 개의 재조합 단백질을 4℃에서 10분간 Tris 용액 (50 mM Tris, 

pH 7.5)에서 전반응시킨 후, PP2C 반응용액에서 rPP2C의 활성정도를 

pNPP를 기질로 하는 탈인산화반응으로 확인한 결과 rHBx의 양에 비례하

여 rPP2C의 활성이 저해되는 것을 관찰할 수 있었다 (그림 5).  이는 

rHBx가 rPP2C와 결합하여 rPP2C의 활성을 방해하기 때문이라고 사료된

다.  그에 반해 rHBx만 넣어준 군에서는 별다른 변화를 관찰하지 못했다. 
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그림 4. rPP2C의 농도에 따른 효소활성 측정.  rPP2C의 양을 늘려가면서 50 

mM pNPP를 기질로 첨가하여 PP2C의 효소활성을 측정하였다.  2 N NaOH 0.1 

ml을 첨가하여 반응을 정지시켰고, 효소반응 결과 생성된 ρ-nitrophenol을 405 nm

에서 흡광도를 측정하였다.   

PP2C (μg)

O.D 

(405 nm)
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그림 5.   rPP2C의 활성에 rHBx가 미치는 영향.   rPP2C의 양을 10 μg으로 고

정시키고 HBx의 양을 늘려가면서 50 mM pNPP를 기질로 첨가하여 PP2C의 활성

을 측정하였다.  여기에 대조실험으로 PP2C를 첨가하지 않은 반응용액에 HBx의 

양을 같은 단위로 늘려가면서 반응하여 함께 측정하였다.  반응은 duplicate로 두 

번 시행하였으며, 2 N NaOH 0.1 ml을 첨가하여 반응을 정지시켰고, 효소반응 결

과 생성된 ρ-nitrophenol은 405 nm 에서 흡광도를 측정하였다.

•: PP2C 10 μg + HBx

◦ :  HBx

O.D 

(405 nm)
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IV. 고  찰

 

  본 연구의 첫 번째 목적은 우선 선행된 보고를 바탕으로 HBx가 정말 

PP2C와 상호 작용하는 지를 밝혀내는 것이다.  지금까지 HBx가 다양한 

신호전달계에 영향을 미치는 이유에 대한 연구들은 HBx가 세포내에서 위

치하는 부위가 핵보다는 세포질에 더 우세하게 나타나는 것을 바탕으로, 

HBx가 세포전달체계에 직접적으로 영향을 줄 것이라고 예견하기도 하였

다
6
.  하지만 HBx가 신호전달계의 어느 한 단계를 표적으로 하기 보다는 

신호전달계 전 단계에 걸쳐 다양하게 영향을 미치는 경우가 많고, HBx의  

표적분자에 대한 보고가 미약하기 때문에 정확한 기전을 설명하기엔 어려

움이 있었다.  따라서 본 연구에서는 HBx가 이러한 신호전달계 전반에 걸

쳐 관계한다고 알려진 PP2C와 상호작용한다는 것을 입증하여, HBx가 상

호작용하고 그 기능에 영향을 미치는 분자에 대해 새로운 정보를 제공함과 

동시에 HBx가 신호전달계에 영향을 미치는 기전을 설명하는 데 실마리를 

주고자 하였다.  본 연구에서는 Chang 세포주와 Chang cell에 Tet-on 

system으로 HA tag이 붙은 HBx가 유도발현 되도록 만든 stable cell line

인 Chang X 34 세포주를 사용하여 endogenous하게 발현되는 PP2C에 유

도 발현된 HBx가 결합하는 것을 co-immunoprecipitation으로 확인하게 되

었다.  두 분자가 이렇게 결합하는 것은 상호간의 활성에 어느 정도 영향

을 미칠 수 있는 가능성이 있기 때문에 그동안 HBx가 신호전달체계에 영

향을 미치는 기전에 있어서 정확한 해결책을 제시하기 어려웠던 부분에 새

로운 관점을 제시하게 되었다.  즉, JNK와 p38로 대표되는 stress 

activated MAPK pathway (SAPK pathway)와 세포주기 진행에 관련하는 
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cdk2, cdk6의 negative regulator로 알려진 PP2C에 HBx가 결합함으로 인

해 HBx가 지금껏 알려진 MAPK pathway, 또는 cdks를 활성화하는 데 더 

근접한 기전을 설명할 수 있으리라 기대된다.  따라서 탈인산화효소인 

PP2C에 HBx가 결합한다는 사실은 새로운 발견이면서 동시에 지금까지 

설명하지 못했던 정확한 기전에 대한 실마리라고 할 수 있겠다.   

   HBx와 PP2C의 결합을 확인함에 따라 HBx가 PP2C와 직접적으로 상

호작용함으로 인해, PP2C의 탈인산화 활성에 어떠한 영향을 미칠 것인가

에 대해 알아보기 위해 본 연구에서는 in vitro에서 rPP2C의 탈인산화 활

성에 rHBx와의 결합이 직접적으로 어떠한 영향을 주는지를 관찰하였다.  

rPP2C와 rHBx를 대장균내에서 대량발현시킨 후, 순수 정제하여 pNPP를 

기질로 하는 phosphatase assay를 시행하여 이를 관찰하였다.  예상했던 

대로 순수정제한 재조합 단백질인 rHBx는 rPP2C의 활성에 저해효과를 나

타내었고, 이는 세포 내에서도 HBx의 발현정도가 높아지면 세포내에 존재

하는 PP2C의 활성에 저해효과를 나타낼 것이라고 기대하게 되었다. 

  본 연구에서 HBx와 PP2C의 직접적인 결합과 이로 인한 PP2C의 활성저

해를 확인하였기 때문에 세포내에서도 HBx가 protein phosphatase 2C와 

상호작용함으로 인해, PP2C가 다양한 MAPK pathway나 Wnt pathway에 

관계된 분자와 결합하거나, 탈인산화효소로써 표적분자를 탈인산화하는 데 

영향을 줄 것이라 생각된다.  지금까지 밝혀진 보고들에 의하면 

mammalian cells에서 PP2C가 environmental stress에 의해 유도된 p38과 

JNK cascades의 활성을 저해하였고, in vivo와 in vitro에서 PP2C가 

stress-responsive MAPKKs (MKK6, SEK1)과 MAPK (p38)을 탈인산화

하여 불활성화시키는 것과, p38의 경우 PP2C가 직접 결합하여 p38의 활성

을 억제하는 것이 관찰되었다50.  뿐만 아니라 interluekin-1에 의해 유도되

는 stress-activated protein kinase cascade에서 MKK3, MKK6, SEK1,    
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그림 6. 고찰도.  HBx는 세포내에서 다양한 signal transduction pathway에 관계

된 분자들의 활성에 영향을 미친다.  수직화살표는 HBx가 존재할 때 그 활성이 

증가한다고 알려진 분자들을 가리킨다. HBx가 JNK1, p38로 대표되는 SAPK 신

호전달계와 cdk2, cdk6를 포함하는 CDKs를 활성화하는 기전으로, 이러한 분자들

의 활성에 negative regulator로써 알려진 PP2C에  HBx가 결합하고, 탈인산화 활

성에 저해작용을 하기 때문일 것이라고 기대한다.    
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MKK7을 활성화하는 TAK1을 PP2Cβ1이 탈인산화하여 불활성화시키며, 

이때 PP2Cβ1이 TAK1의 central region에 결합한다는 것이 밝혀졌다
52
.  

이에 덧붙여 HBx의 경우는 Fas-mediated apoptosis로부터 protect된 세포

에서 HBx에 의한 SEK1-dependent SAPK/JNK pathway의 활성이 보고되

었다
6
.  따라서 본 연구에서는 HBx와 PP2C의 상호작용이 PP2C의 기능에 

영향을 미친다는 것을 보여줌으로써, HBx가 stress-activated MAPK 

pathway를 활성화시키는 기전을 MAPK signaling pathway에 억제인자로 

작용하는 PP2C에 HBx가 직접 결합함으로써 PP2C가 MAPK pathway를 

억제조절하는 것을 방해하기 때문(derepression)일 가능성을 제시하고자 한

다.  또한 더 나아가 세포주기와 관련하여, HBx가 G0/G1과 G2/M의 

checkpoint를 이행하도록 acceleration하여 세포주기 진행을 촉진하는 가능

성도 설명해 보고자 한다.  HBx가 cyclin dependent kinase인 Cdk2와 

Cdc2가 cyclins E, A와 연관하여 이들의 활성을 강하게 증가시키는 것이 

보고되었으며
59
, PP2Cα와 PP2Cβ2가 Cdk2와 Cdk6를 탈인산화시키는 것

이 관찰되었다58.  HBx가 PP2C와 결합함으로써 세포 내에 존재하는 PP2C

의 cyclin dependent kinase 탈인산화와 관련된 기능에 영향을 주어 PP2C

가 세포주기를 조절하는 데 HBx가 억제인자로 작용하여 세포주기 진행을 

유도하게 된다고 볼 수 있기 때문이다.

   결과적으로 본 연구에서는 이러한 내용들을 바탕으로 in vitro에서 보여

주었던 HBx의 저해효과가 세포내에서도 일어난다면, 지금까지 HBx가 

JNK나 p38과 관련된 신호전달계를 활성화시켰던 기전과 CDKs를 활성화

시켰던 기전에 대해서, HBx가 세포내에서 발현되고 있는 PP2C에 직접적

으로 결합하고, PP2C의 탈인산화 활성을 저해함으로 인해 PP2C가 저해조

절하고 있는 SAPK pathway나 CDKs등의 인산화와 활성을 유도하고 나아

가 세포고사와 세포주기 조절에 영향을 미치게 될 것이라는 제안을 하게 
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되었다 (그림 6).  이를 확인하기 위해서는 세포내에서 HBx가 PP2C가 저

해조절하고 있는 JNK, p38, CDKs 등에 어떠한 영향을 미치는 지에 대한 

연구가 더 필요하리라 본다.      



- 27 -

V. 결   론

  

  본 연구에서는 앞서 보고된 HBx와 PP2C의 직접적인 상호작용을 재확인

하고, HBx와 PP2C의 결합이 PP2C의 활성에 미치는 영향을 확인하여  

HBx가 세포질 내에서 신호전달계에 미치는 영향을 설명하고자 하였다.

  

1. Chang 세포주와  Chang cell에 Tet-on system으로 HA tag이 붙은    

   HBx가 유도발현 되도록 만든 stable cell line인 Chang X 34 세포주를  

   사용하여 항 PP2C 항체와 항 HA 항체로 Co-immunoprecipitation을 시  

   행한 결과, 세포내 발현되고 있는 PP2C와 doxycycline으로 유도 발현  

   된 HBx가 결합하고 있음을 확인하였다.

2. HBx와 PP2C의 결합을 확인함에 따라 이러한 결합이 PP2C의 탈인산화  

   활성에 어떠한 영향을 미치는지를 알아보기 위해, 대장균에서 대량발현  

   시켜 순수정제한 rHBx와 rPP2C을 사용하여 pNPP를 기질로 하는 in   

   vitro  phosphatase assay를 시행하여 rHBx의 양이 증가함에 따라      

   rPP2C의 탈인산화 활성에 저해효과를 나타냄을 확인하였다.  

이상의 결과로부터 HBx가 세포내에서 발현되고 있는 PP2C에 직접적으로 

결합하고, PP2C의 탈인산화 활성을 저해함으로 인해 PP2C가 저해조절하

고 있는 SAPK pathway나 CDKs등의 인산화와 활성을 유도하고 나아가 

세포고사와 세포주기 조절에 영향을 미치게 될 것이라고 생각된다.    
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영문요약

The Interaction of Hepatitis B Virus X Protein (HBx) and 

Protein Phosphatase Type 2 C (PP2C) 

and Its effect on the Phosphatase Activity of PP2C

Bo Young Roh

( Directed by Professor Jeon Han Park )

  Human hepatitis B virus (HBV) induces acute and chronic hepatitis, 

and is closely associated with the development of human liver cancer.  

Virally encoded X protein (HBx) has been thought to be a major risk 

factor for the development of human hepatocellular carcinoma (HCC).  

In addition to stimulation of RNA polymerase, HBx also stimulates 

many type of transcription elements and factors.  Transcription factors 

activated by HBx include AP-1, AP-2, NF-κB, SRF, c/EBP, Ets, ATF1, 

Egr-1, CREB.  Many of the reported activities of HBx have been 

shown to result from its ability to activate cytoplasmic signal 

transduction pathways, particularly the Ras-Raf-mitogen-activated 

protein kinase (MAPK) pathway, the cell stress-induced 

MEKK1-p38-c-Jun N-terminal kinase (SAPK) pathway.  HBx has been 
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reported to affect DNA repair, cell cycle control, and apoptosis.  

Therefore, the pleiotropic activities of HBx are potentially relevant to 

the development of HCC.

  This study has been focused on the molecules which interact with 

HBx in the cell, and the information that HBx can interact with protein 

phosphatase type 2 C (PP2C) was derived through yeast 2 hybrid 

system.     

  Protein phosphatase can be stucturally and functionally divided into 

three distinct families: PTP, PPP and PPM.  PP2C relates to the main 

enzymes subtype of PPM, and the dephosphorylation activity of PP2C 

absolutely requires metal cation, Mn
2+ 
or Mg

2+
, but its activity is not 

sensitive to the tumor promotor okadaic acid or other inhibitors of the 

PPP family.  It is  now well established that certain members of PP2C 

play a role in reversing protein kinase cascades activated by stress, 

JNK and p38 signaling pathway. PP2Cα and PP2Cβ2 dephosphorylate 

cyclin-dependent kinase (CDK), and  positively regulate Wnt signal 

transduction and mediate their effects through the dephosphorylation of 

Axin.  Recent research further revealed that PP2C may be involved in 

cell apoptosis, gene expression, and other cellular function. 

  In this study, to confirm the preliminary information of the interaction 

of HBx and PP2C, Chang cell line and Chang X 34 cell line expressing 

HBx under the control of Tet-on system were used.  Interaction of the 

endogenous PP2C with HBx in Chang X 34 cell line was observed by 

co-immunoprecipitation.  Then, it was demonstrated that rHBx 

suppressed the dephosphorylation activity of rPP2C by in vitro  
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phosphatase assays. Therefore, these results indicate that HBx interacts 

with PP2C and suppresses its phosphatase activity.  Thus, it might be 

speculative that HBx induces the phosphorylation and activation of JNK, 

p38 and cdk2 associated apoptosis and cell cycle control through the 

suppression of PP2C activity.

      

Key words :  HBx, PP2C, HCC, cell cycle, apoptosis

 


