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국문요약

해마 신경 선조 세포에서 immediate early gene pip92의  

신경계 분화에서의 발현 경로

  Immediate early gene pip92는 세포 성장, 분화, 사멸 동안에 

serum, FGF, phobol ester, NGF 등에 의해 빠르고 일시적으로 발현

된다. Anisomycin에 의한 세포 사멸 유도시, pip92 발현은 JNK와 

p38 kinase 활성화에 의해 promoter 내의 SRE 부위에 Ets와 

CArG-like 결합하는, 전사조절단백 Elk-1의 활성화를 통해 매개된다.  

또한, 신경세포에서 분화 유도인자인 bFGF에 의해 신경세포가 분화

할 때 pip92는 Raf 활성에 의해 ERK 의존적 또는 비의존적 신호전달

을 거쳐 유도 된다. 이런 pip92 활성화 경로와는 다르게 이 유전자의 

암호화 단백 기능에 대해서는 아직 잘 알려지지 않았다. 

  Rho family GTPases (Rho, Rac1, Cdc42)는 세포 모양 형성과 세포 

운동성에 접한 연관이 있다. 이들 중, Rac1과 Cdc42는 많은 신경 

세포 또는 조직에서 신경 돌기 형성에 관련되어 있고, downstream 

effector인 p21-activated kinase1 (Pak1)이 직접적으로 관여한다. 본 

연구에서는 흰쥐 태아 해마에서 유래된 H19-7 세포에서 bFGF에 의

한 분화 시 pip92 발현 유도에 Rho family GTPase가 관여하는지 여

부를 조사하고 그 하부 신호전달 기전과 신경 세포 분화동안의 Rho 

family GTPases 의 기능적 역할을 조사하 다.  

  실험 결과 bFGF에 의한 pip92의 유도는 Rac1의 활성화를 통해 이

루어지며, MAPK superfamily 중 JNK의 upstream에 위치하는 
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MEKK의  kinase 활성도를 없앤 돌연변이 발현 벡터를 transient 

transfection 시켰을 때 Rac1의 활성화가 감소되어지는 것으로 보아 

JNK가 Rac1의 활성화에 상부에 위치하고 있음을 확인할 수 있었다.  

이런 JNK-Rac1 활성화에 의한 pip92 유전자 발현에는 Rac1의 

downstream에 위치한 Pak1 활성화를 수반하며 활성화된 Pak1은 전

사조절 단백 Elk1을 직접적으로 안산화 하여 활성화 된 Elk1이 pip92 

promoter의 Ets 부위에 결합하여 pip92를 유도하게 된다. 이러한 결과

들을 종합해보면 bFGF에 의해 JNK, Rac1, Pak1등이 연속적으로 활

성화 되고 활성화된 Pak1에 의해 Elk1이 직접 인산화 되어, pip92의 

발현이 유도되고, 이런 Rac1 활성화가 해마 신경세포주의 신경계 분

화에 중요한 역할을 수행함을 알 수 있다.  

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

핵심되는 말 : pip92, Rac1, JNK, H19-7 cells, Elk-1
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해마 신경 선조 세포에서 immediate early gene pip92의  

신경계 분화에서의 발현 경로

<지도교수  백 자 현  >

연세대학교 대학원 의과학과

박  정  범

Ⅰ. 서   론

  

  신호 전달은 외부로부터 다양한 자극이 세포내의 반응을 일으키도

록 하는 일련의 과정이다. 이러한 신호 전달중 MAP kinases는 세포 

성장, 세포 사멸, 분화 등, 다양한 세포 반응들에서 중요한 전달자로서

의 역할을 수행하는 것으로 알려져 있고, extracellular 

signal-regulated kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinase (JNK), p38 

kinase 등으로 구성되어1. 이런 MAP kinase 들은 외부 신호가 세포 

표면에서부터 세포핵까지 가는 과정에서 연속적인 단백질의 활성화를 

거쳐 신호가 전달 되는데 중요한 역할을 하고 있다
2
. 성장 인자 등과 

같은 외부 자극에 의해 일시적으로 세포막의 Ras가 GTP-Ras의 활성

화된 형태로 변환되고 이것이 Raf를 활성화 시켜 MAP kinases의 

upstream에 위치하는, MEK, MAP kinase 등이 연속적으로 된다. 
1,3
. 
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한편 Ras에서 MAP kinases로 가는 과정중에 Rho-GTPases가 관여 

되어 있다
4,5
. Rho-GTPases 는 Rho, Rac1, Cdc42로 이루어져 있는데, 

이는 여러 동물세포에서 세포 운동성 조절과 세포 형태 생성에 중요

한 역할을 수행하는 것으로 알려졌다. 그 중 RhoA는 세포 부착과 수

축에 관여하고
6
, Rac1은 lamellipodia 형성에, Cdc42는 filopodia 형성

에 관여한다7. 또한 신경세포에서, RhoA의 경우 신경 돌기 형성을 억

제하고, 이와 반대로 Rac1과 Cdc42는 신경돌기 형성을 촉진하는 것으

로 알려졌다
8
. 또한 Rac1과 Cdc42의 downstream에는 활성화된 Rac1

과 Cdc42에 의해 활성화 되는 serine/threonine kinase인 

p21-activated kinase1 (Pak1)이 있다. Pak1 또한 신경 세포에서 신경

돌기 형성에 많은 역할을 하고 있다
9
. 

  일반적으로 immediate early gene (IEG)은 성장인자 처리에 의해 

1-2시간 안에 전사가 빠르고 일시적으로 유도되어지며, 새로운 단백

질 합성에 관계없이 일어나는 현상을 보인다. 이런 IEG 전사는 전사

억제제 cycloheximide 처리에 의해서 발현이 크게 증가되는 특징이 

있으며 IEG에 의해서 전사조절 단백 외에 다양한 기능을 가진 많은 

다른 종류의 단백 등이 암호화 된다
10
. IEG인 pip92 (Chx1 또는 

ETR101로도 불림)는 serum, EGF, NGF, PDGF, FGF, TPA11, 

insulin
12, 
 anisomycin

13
, NMDA

14
 등에 의해 빠르고 일시적으로 유도

되어지며, 신경 세포 분화
15
와 신경 세포 사멸시

13
에 유도됨이 알려졌

다. Pip92는 반감기가 짧고 proline-rich 단백을 암호화 하지만 단백 

기능에 대해서는 자세히 알려져 있지 않다
11
. 

   Pip92의 promoter에는 -1280 bp 부위에 serum response factor 

(SRF)와 Ets 부위의 전사조절인자의 일종인, ternary complex factor 

(TCF)를 인식하는 serum response element (SRE)가 주요 전사 조절 
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요소로 되어 있으며
13,15
, 비슷한 promoter 구조를 갖고 있는 c-fos의 

경우 Elk1이 ERK에 의해 인산화 되면 이어서 TCF계의 구성원으로

서 활성화 된 SRF, SRE와 3차적 복합체를 연속적으로 형성한다고 

알려져 있다
16,17
. 

   세포 사멸시의 pip92의 유도는 anisomycin에 의해 JNK와 p38 

kinase의 활성화를 거쳐 유도됨이 밝혀진 바 있으며, 이런 JNK와 p38 

또한 Elk1의 인산화를 통해 pip92 유도를 이루어 냄이 알려졌다
13
. 

FGF에 의한 신경세포 분화시에도 ERK에 의존적인 경로와 비의존적 

경로에 의해서 Elk1을 인산화 되고 이 과정을 통해 pip92 발현이 이

루어진다.
15
. 

   본 연구에서는 bFGF에 의한 pip92 발현 및 신경 세포 분화시 Rho 

family의 활성화 여부와 downstream effector에 위치하는 물질을 찾

고자 하 다. 연구 결과, 흰쥐 태아 해마에서 유래된 H19-7 세포에서 

분화유도인자 bFGF를 처리해주면 JNK-Rac1-Pak1-Elk1의 연속적인 

활성화가 일어났으며, 이를 통하여  Rac1이 pip92 발현에 관여하고 

있음을 알 수 있었다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 쥐 해마 신경 세포 배양

 흰쥐 태아에서 유래된 해마신경배양 세포주 (H19-7)는 33℃에서 기

능적으로 활성이 유지되고 39℃에서는 활성이 억제되는 온도에 민감

한 SV-40 T antigen을 발현하는 retroviral vector를 세포 내 

transduction 함으로써 만들었다. H19-7 세포주는 T-antigen 기능이 

활성화되는 33℃에서는 EGF에 대해 반응하여 세포 성장이 이루어지

며, T-antigen 기능이 비활성화되는 39℃에서는 FGF에 대해 반응하

여 신경선조 세포에서 신경세포로 분화하는 특성을 갖는다. 분화하지 

않고 분열 성장하는 세포는 10% FBS와 50 μM/ml streptomycin, 50 

U/ml penicilin을 포함하는 Dulbecco's modified eagle's medium 

(DMEM, Life Technologies Inc., Grand Island, NY, USA)에 200 μ

g/ml geneticin (Life Technologies Inc. Grand Island, NY, USA)을 

selective antibiotics로 사용하 다. 세포를 분화시키기 위해서는 2 

mM의 glutamine이 포함된 N2 배지에 48시간 배양하여 준 후 10 

ng/ml의 bFGF를 처리해준다.

2. Transfection

 Transfection은 LipofecAMINE Plus reagent kit (Invitrogen)를 이용

하 다. 혈청이 들어 있지 않은 배양액에 각각의 플라스미드 DNA를 

넣고, Plus 시약을 첨가하여 실온에서 15분 배양한다. 이 배양된 

DNA 용액을 H19-7세포에 넣어 3시간동안 배양한 후 혈청이 들어있
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는 정상 배양액을 첨가하여 24시간동안 배양한다.

3. 면역침전과 Western blot 분석

 H19-7 세포주를 배양한 후 phosphate-buffered saline으로 세척하

다. 그 후 1 mM PMSF, 50 μg aprotinin, 50 μM leupeptin, 1 mM 

NaF, 1 mM Na3VO4를 첨가한 RIPA lysis buffer로 세포액을 추출하

다. 단백질은 Bradford법을 이용, 정량하 고 동량의 단백에 항체를 

넣어 4℃에서 overnight 반응시키고 10% Protein-A bead 

(Amersham Pharmacia Biotech, UK)를 30 μl 넣어 4℃에서 2시간 

동안 반응시켰다. 그 후 bead를  RIPA lysis buffer로 충분히 씻어준 

후 전기 동을 통해 단백질을 분리하고, nitrocellulose membrane에 

단백질을 이동시킨다. 5% non-fat dry milk에 membrane을 1시간동

안 반응시켜  비특이적인 단백질의 결합을 배제시킨 후 확인하고자 

하는 1차항체를 4℃에서 overnight 반응시킨다. Tris-buffered saline 

(0.1% tween20)으로 세척한 후 1차 항체의 유래 종에 따라  발색반응

을 일으키는 효소가 부착되어 있는 적절한 2차 항체를 4℃에서 2시간 

동안 반응시키고 Tris-buffered saline (0.1% Tween20)으로 세척하

다. 발색반응은 Enhanced Chemiluminescence kit (Amersham 

Pharm-acia Biotech, UK)을 이용한 후, X-ray 필름에 노출하여 확인

하 다.

4. Glutathione-S-Transferase(GST) Pull down assay 

  효소와 기질의 결합 원리를 이용하여 glutathione bead에 GST를 

결합시킨 후 glutathione을 처리하여 GST를 순수하게 농축, 분리 해

낼 수 있다. RhoA는 Rho kinase와, Rac1과 Cdc42는 Pak1에 결합하
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여 downstream cascade 활성이 일어난다. Rho kinase의 Rho binding 

domain (RBD)과 Pak1의 Rac1과 Cdc42가 결합하는 부위의 cDNA를 

GST 발현 벡터에 subcloning하여 GST-fusion construct를 만든 후, 

bacteria에 IPTG 유도를 통해 GST-fusion 단백을 얻어, glutatione 

bead와 binding buffer (25 mM Tris-HCl, pH7.5, 1 mM DTT, 30 

mM MgCl2, 40 mM NaCl, 0.5% Nonidet P-40)를 섞어 4℃에서 30분

간 반응시킨 후 cell lysate를 넣어 4℃에서 1시간 동안 결합 시킨다. 

이를 첫 번째 wash buffer (25 mM Tris-HCl, pH7.5, 1 mM DTT, 

30 mM MgCl2, 40 mM NaCl, 1% Nonidet P-40)로 세척 한 후, 두 

번째 wash buffer (25 mM Tris-HCl, pH7.5, 1 mM DTT, 30 mM 

MgCl2, 40 mM NaCl)로 충분히 세척한 후 Western blot을 수행하

다.

5. Chlorampenicol Acetyl Transferase(CAT) assay

  Bacterial enzyme인 Chrolorampenicol acetyl transferase(CAT)는 

유전자에 측정하고자 하는 유전자의 promoter를 fusion 시켜 발현 벡

터를 구축하고, transient transfection에 의해 mammaliam 세포에서 

벡터를 발현 시켜 일정시간 경과 후 세포를 lysis 하여, CAT 

antibody가 coating 된 plate에 세포 적출물을 배양시켜, ELISA를 통

해 CAT 효소의 활성도를 간접적으로 타겟 유전자 promoter의 활성

도를 측정하는 방식이다. CAT 활성도는 Roche Molecular 

Biochemicals의 CAT assay kit 및 그 protocol을 이용하여 측정하

다. 

6.  In vitro  kinase assay
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  전사조절인자 Elk1이  활성화 되기 위해 필요한 단백 인산화를 측

정하기 위해 in vitro 상에서 인산화 효소를 면역침전법을 이용, 모은 

후 기질을 [γ-32P]ATP과 혼합하여 배양시키면, 기질이 인산화 되어 

autoradiograph로 인산화 여부를 알 수 있다. 이런 원리를 이용하여, 

Pak1에 의한 Elk1 활성화를 알아보기 위해 in vitro kinase 분석법을 

수행하 다. transfection 또는 분화조건에서 시약 처리 한 후 일정시

간 배양한 다음 단백을 추출하 다. 세포를 차가운 phophate-buffered 

saline(PBS) 용액으로 씻은 후 buffer A (20 mM Tris, pH 7.9, 137 

mM NaCl, 5 mM Na2EDTA, 2 mM EDTA, 1.0% Triton X-100, 0.1 

mM PMSF, 1mM Na3VO4, 1 μg/ml aprotinin, 1 μg/ml leupeptin)

를 넣고 얼음위에서 10분간 방치하 다. 그리고 4℃에서 13,000 rpm 

조건으로 15분간 원심 분리한 후 상등액을 얻어 BIo-Rad protein 

assay kit를 사용하여 단백 정량을 하 다. 이후 anti-Pak1 항체를 

4℃에서 Protein A-sepharose bead (Pharmacia)와 2시간 결합시킨 

후, 200-300 μg 단백을 포함하는 세포 추출물을 혼합하여 4℃에서 

overnight 반응시킨 후, 씻어 주었다. 면역침전물을 recombinant 

GST-Elk1와 혼합하여 반응 용액 (20 mM HEPES, pH 7.4, 0.2 mM 

sodium orthovanadate, 2 mM DTT, 10 mM MgCl2, 10 μCi[γ

-
32
P]ATP, 10 μM ATP)에서 30℃에서 30분간 배양하고 5X 

SDS-PAGE sample buffer를 첨가하여 인산화 반응을 중지시킨 후, 

단백을 SDS-PAGE로 분리하고 인산화된 기질을 autoradiography로 

측정하 다. 
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Ⅲ. 결   과

 

1. H19-7 세포에서 bFGF에의한 세포내 Rho family GTPase의 활

성화 유도

  FGF에 의한 Rho family 단백의 활성화 유무를 알아보기 위해 

H19-7 세포를 N2 분화조건 배지에 2일 동안 배양한 후 10 ng/ml 

bFGF를 일정 시간 간격으로 처리하여 세포 적출물을 얻은 후 동량의 

세포 적출물로 GST pull down 분석법을 수행하여 활성화 정도를 분

석하 다. 활성화된 RhoA의 결합 기질로는 GST-Rho binding 

domain (RBD), Rac1과 Cdc42의 경우에는 downstream effector인 

GST-Pak1을 이용, pull down 분석법을 시행하 다. 그 결과 RhoA의 

경우 H19-7 세포의 분화조건에서는 활성화되지 않음을 확인 하 고 

(그림 1A), Rac1의 경우는 2시간부터 점차 증가하여 4시간에서 대조

군에 비해 두배 가량 증가 하 다 (그림 1B). Cdc42는 대조군에 비해 

유의있는 증가를 관찰하지 못했다 (그림1C). 이 결과를 통해 bFGF에 

의해 Rac1 단백질의 활성화가 이루어짐을 알 수 있었다.  
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Blot : anti-Rac1

Time (min)    0    30   60 120 240
FGF (10ng/ml)

GTP-Rac1

Blot : anti-Cdc42 GTP-Cdc42

Time (min)    0    30   60 120 240
FGF (10ng/ml)C

B

1  0.9  0.7 1.4  2.1

그림 1. bFGF 처리에 의한 Rho family GTPase 단백질 활성화 유도.

H19-7 세포를 2일간 N2 분화조건 배지에서 배양후 bFGF 10ng/ml을 시간별

로 처리하여 세포 적출물을 얻은 후, GST-Pak1 (B, C) 또는 GST-RBD 

(A)룰 먼저 GST-glutathione 4 bead에 붙인 후 세포적출물을 첨가하여 pull 

down 분석법을 수행하 다. 

2. bFGF에 의한 ERK, JNK, p38 kinase 활성도 분석

  bFGF에 의한 MAP kinase의 활성화 여부를 알아보기 위해 H19-7 

세포에 10 ng/ml bFGF를 처리하고 각각의 활성화된 MAP kinase 항

체를 이용 Western blot 분석을 시행하 다. 그 결과 bFGF에 의해 

p38 kinase는 인산화 되지 않지만 (그림 2), ERK는 bFGF 처리 후 15

분에서 가장 많이 활성화 되었으며 JNK는 15분에서 최대, 이후 1시

간까지 활성화 되었다. 이 결과를 통해 bFGF는 MAP kinase 구성원 

중 p38 kinase을 제외한 ERK와 JNK를 활성화 시킴을 관찰하 다. 
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WB : p-JNK

WB : p-ERK

WB : p-p38

Time (min)    0    15   30  60 120 240

FGF (10ng/ml)

WB : p-JNK

WB : p-ERK

WB : p-p38

Time (min)    0    15   30  60 120 240

FGF (10ng/ml)

그림 2. bFGF에 의한 ERK, JNK, p38 kinase 활성도 분석.

H19-7 세포에 N2 분화조건 배양액에 2일간 배양후 10 ng/ml bFGF를 처리

하고 30 μg 세포 적출 단백질을 12% gel의 SDS-PAGE에 의해 분리하

다. phospho-ERK, phospho-JNK, phospho-p38 kinase 항체를 이용하여 

Western 분석을 실시하 다.

3. Rho family GTPase에 의한 pip92 promoter 활성도 분석

  선행 연구에 의해 H19-7 세포주에서 bFGF 처리에 의해 IEG pip92

가 발현되고 그 발현 기전에는 MEK-ERK 경로와 MEK-ERK 외에 

Raf 하부에 위치하지만 그 신호가 다른 경로를 통해 전달되는 경로 

존재를 확인하 다15. 본 연구에서는 bFGF에 의한 pip92 유도시 Rho 

family GTPase 활성화 효과를 알아보기 위해 -1281 bp의 pip92 

promoter가 reporter CAT에 fusion된 construct와, 항시 활성화 또는 

비활성화 된 Rac1과 Cdc42를 각각 돌연변이 단백을 암호화하는 발현 

벡터와 co-transfection하거나, bFGF (10 ng/ml)만을 처리한 대조군 
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세포와 비교하여 CAT 활성도를 측정하 다. 그 결과 대조군에 비해 

항시 비활성화 된 Rac1 (N17)을 처리한 세포에서의 CAT 활성도는 

대조군에 비해 75% 정도 감소하고, Cdc42 (N17)는 40% 정도 감소하

다 (그림 3A), 반대로 항시 활성화된 Rac1 (V12)을 처리한 세포의 

CAT 활성도는 대조군에 비해 3.5배 증가가, Cdc42 (V12)는 2배 정도 

증가를 하 다 (그림 3B). 이 결과를 통해서, pip92 발현에 Rho 

family 중 Rac1과 Cdc42 활성화를 통해 이루어짐을 알 수 있었다. 
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그림3. bFGF에 의한 pip92 발현 유도에 미치는 Rho, Rac, Cdc42의 

향. 

H19-7 세포에 각각 1μg pip92 promoter plasmid DNA와 1μg의 Rac1, 

Cdc42의 항시 활성화 또는 비활성화 된 construct를 각각 co-transfection 하

여 분화조건의 N2 배지에서 하루 배양 후 (B)에는 bFGF를 10ng/ml의 농도

로 1시간 처리하여 CAT 활성을 분석하 다. -1281pip92/CAT promoter의 

CAT 활성 농도를 100% 기준으로 하여 각각의 CAT 활성농도를 % 평균값

으로 나타내었다. 

4. Rac1과 MAP kinase의 활성화 경로 분석

  Rac1에 의한 pip92 발현경로를 분석하기 위해 Rac1의 항시 비활성

화된 Rac1 (N17)과 항시 활성화된 Rac1 (V12)을 transient 

transfection 하여 bFGF (10 ng/ml) 처리 하거나 처리하지 않은 것과 

비교하여 ERK와 JNK의 활성화 여부를 보았다. 먼저 돌연변이 단백 

발현 Rac1에 대해 활성화된 ERK와 JNK의 봉쇄 및 활성화에 변화가 

없음을 관찰할 수 있었다 (그림 4A). 또한 ERK의 chemical inhibitor

인 U0126 (10 nM)과 JNK upstream인 MEKK의 활성을 없앤 돌연변

이 MEKK 발현 벡터를 처리하여 bFGF (10 ng/ml) 처리 4시간 후에 

대조군과 비교하여 GST-Pak1 pull down assay를 통해 GTP-Rac1 

활성화를 확인한 결과 돌연변이 MEKK단 발현 시 Rac1이 감소하는 

것을 관찰할 수 있었다 (그림 4B). 이 결과를 통해 bFGF의 신호는 

JNK을 거쳐 Rac1 활성화를 유발함을 확인 할 수 있었다.
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그림 4. Rac1과 MAP kinase의 활성화 경로 분석 

H19-7 세포에 2 μg의 항시 비활성화된 Rac1 (N17)과 항시 활성화된 Rac1 

(V12) 발현벡터를 transient transfection하여 24시간 후 N2 분화조건 배지에

서 24시간 배양한 다음 15분간 bFGF (10 ng/ml)을 처리한 것과 처리하지 

않은 것을 anti-phospho ERK와 anti-phospho JNK로 Western blot을 통해 

분석하 다 (A). 세포를 N2 분화 조건 배지에서 48시간 배양후 U0126 (10 

nM)과 bFGF (10 ng/ml) 처리하 고, 4 μg의 항시 비활성화된 MEKK 발

현벡터를 처리하여 N2 분화 조건 배지에서 24시간 배양 후 bFGF (10 

ng/ml)를 4시간 처리 하여 세포 적출물을 GTP-Pak1으로 pull down assay

를 수행하 다. 활성화된 Rac1은 항체를 이용, Western blot을 통해 확인하

다 (B).
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5. p21-activated kinase1 (Pak1)의 Elk-1 조절

  bFGF에 의해서 pip92가 발현될 때 pip92 promoter의 upstream 

-1281 bp에 위치한 Ets 결합자리에 전사조절인자 Elk1의 활성화에 의

해 결합이 수반됨을 확인한 바 있다
15
. 이런 선행 결과를 바탕으로, 현

재까지 얻은 bFGF에 의한 JNK-Rac1-Pak1 활성화 경로 하부에 Elk1

이 활성화 되는 지 여부를 알아보기 위해, 분화 조건에서 10 ng/ml 

bFGF 을 처리 후 세포 적출물을 Pak1 항체를 이용하여 면역 침전하

고, 기질로 GST-Elk1을 이용하여 in vitro kinase assay를 수행하

다 (그림 5). 실험 결과 Rac1이 활성화되는 bFGF 처리 후 4시간에서 

Pak1에서 Elk1이 강하게 인산화 되는 것을 확인 할 수 있었다. 이러

한 결과는 JNK-Rac1-Pak1으로 신호전달 후 활성화된 Pak1이 직접

적 Elk1을 인산화 함으로써 pip92 유도가 이루어질 수 있음을 보여준

다.

Time (min)        0    30  240

IP: PAK1 GST-Elk1-p

bFGF (10ng/ml)

그림 5. In vitro kinase assay를 통한 Pak1의 Elk-1 인산화 

H19-7 세포에 N2 분화 조건 배양액에서 2일간 배양 후 bFGF (10 ng/ml)을 시

간대별로 처리하고 세포 적출물을 얻었다. Pak1항체를 Protein A-separose 

bead 붙인 후 세포 적출물을 넣어 면역 침전 시킨다. 이후 lysis buffer로 2번 

씻은 후 kinase buffer를 이용하여 2번더 씻는다. 이를 kinase buffer 25 μl, 25 

μg GST-Elk-1, 10 μCi[γ-32P]ATP, 10 μM ATP)를 섞어 30℃에서 30분간 

배양 하고 SDS-PAGE로 분리하여 autoradiography를 실시 하 다. 
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6. Rac1에 의한 pip92 deletion promoter 활성도 분석

  bFGF에 의한 JNK-Rac1-Pak1-Elk1 활성화 결과를 바탕으로 활성

화된 Elk1이 pip92 유도에 관여하는 전사조절 부위인 upstream Ets 

부위에 결합하는지 여부를 조사하기 위해 SH-SY5Y human 

neuroblastoma에 2개의 Ets와 2개의 SRE, SP-1, CREB 결합부위가 

존재하는 -1281pip92/CAT, Ets와 SRE가 제거된 -1111pip92/CAT, 

-287pip92CAT, Ets, SRE, SP-1이 제거된 -159pip92/CAT, 

-89pip92/CAT의 pip92 deletion promoter에 CAT이 결합된 construct

와 항시 활성화된 Rac1(V12) plasmid를 co-transfection 하여, pip92 

promoter 활성도를 분석 하 다. 그 결과 Ets 부위와 SRE 부위를 가

진 -1281pip92/CAT을 transienct transfection 시켰을 때 Rac1에 의한 

CAT 활성도가 현저히 증가했으나, -1281 bp에서 -1111 bp 사이의 

promoter 부분을 제거한, -1111pip92/CAT, -287pip92/CAT, 

-159pip92/CAT, -87pip92/CAT의 promoter 활성도가 50% 이상 감소

하 다. 이 결과를 통해 Rac1에 의한 pip92 유전자 발현에는 Elk1과 

결합하는 Ets 부위와 SRF가 결합하는 SRE 부위를 포함하는 -1281 

bp에서 -1111 bp 사이의 promoter 부분이 활성화 되어 pip92의 발현

을 조절함을 알 수 있었다. 
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그림 6. Rac1에 의한 pip92 deletion promoter의 활성도 분석. 

SH-SY5Y 세포에 각각 1 μg/ml의 Rac1(V12) plasmid와 1 μg/ml의 pip92 

deletion promoter (-1281pip92/CAT, -1111pip92/CAT, -287pip92/CAT, 

-159pip92/CAT, -89pip92/CAT)을 transient co-transfection 한 후 CAT 활

성을 분석하 다. 각각의 pip92 deletion promoter들에 대한 모식도 (A)와 

-1281pip92/CAT promoter의 CAT 활성 농도를 100% 기준으로 하여 각각의 

CAT 활성 농도를 % 평균값으로 나타내었다 (B).
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Ⅳ. 고   찰

  본 연구에서는 흰쥐 태아에서 유래된 해마 신경 배양 세포주인 

H19-7 세포에서 immediate early gene pip92의 분화시 발현경로에 관

해 조사하 다. 기존에 알려진 해마 신경 줄기 세포주에서 bFGF 처

리에 의한 신경계 분화 유도시 pip92 발현은, bFGF가 수용체에 결합

하면서 활성화 된 GTP-Ras를 통해 Raf가 활성화 되고 MEK를 거쳐 

MAP kinases인 ERK에 의해 Elk1이 인산화 되고, 이것이 pip92 

promoter에 결합하여 유전자 발현이 이루어지게 된다
15
. 이런 결과는 

pip92의 promoter에 두 개의 Elk1이 결합하는 Ets 부위가 존재하여 

이것이 pip92 전사에 필요 충분한 전사조절 자리임이 입증됨으로 증

명되었다. 본 연구에서는 또다른 pip92 활성화 경로 대상으로 Rho 

GTPase를 pip92 promoter CAT-reporter를 이용, 확인하 다. 우선, 

H19-7 세포주에서 Rho family GTPase의 분화시 활성화 정도를 알아

본 결과, RhoA는 분화조건에서 활성화 되지 않았고, Cdc42는 bFGF

에 의해 유의있게 많이 증가하진 않는다. 이에 반해 Rac1이 bFGF에 

의해 가장 높게 활성화 되었고, CAT-reporter에서도 pip92의 발현에 

가장 크게 관여함을 보여준다. Cdc42의 경우, bFGF를 처리 하지 않

은 세포에서도 일정한 활성화가 유지되므로 bFGF에 관계없이 일부가 

pip92 발현에 관여 하고 있을 것으로 추정되어지며, pip92 발현에 기

여하는 Cdc42의 역할에 대해서는 더 자세한 연구가 있어야 할 것이다 

(그림 1, 3). 또한 Rac1의 downstream이며, serine/threonine kinase인, 

Pak1이 Elk1을 인산화함을 알아 냈다 (그림 5). Elk1이 인산화 되어 

pip92 promoter의 조절부위 결합 또는 전사를 확인하기 위해 여러개
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의 deletion pip92 promoter construct를 제작, 시험하 다. 그 결과 

-1281 bp과 -1111 bp내의 pip92 promoter 부위로 Rac1의 활성화 신

호가 전달된다. -1281 bp와 -1111 bp 사이에는 두 개의 Ets 부위와 1

개의 CArG 부위로 이루어진 SRE 자리가 혈청에 의한 pip92 전사에 

중요한 역할을 담당하는데 gel shift 분석에 의하여 Ets 부위는 

Elk1/TCF와 결합하며 CArG 부위는 SRF와 결합한다고 알려졌다24. 

본 실험 결과,  Pak1에 의한 Elk1 인산화는 Ets부위를 통하는 것으로 

추정 되어지나 (그림 6), 그 외 SRF, 혹은 다른 알려져 있지 않은 전

사조절 부위의 존재 여부도 더 조사해보아야 할 것이다. Rac1을 통한 

pip92 유도에 MAP kinase 활성화 효과를 살펴보기 위해 bFGF에 의

한 MAP kinase 활성화를 살펴보았다. 그 결과로 p38 kinase를 제외

한 ERK와 JNK가 bFGF에 의해 활성화되었다 (그림 2). 기존실험에

서 ERK는 분화시 pip92 유도에 관여하고, JNK와 p38 kinase는 

anisomycin에 의한 세포 사멸시 pip92 유도에 관여하는 것으로 알려

졌다13,15. Rac1에 의한 pip92 유도에 관여하는 MAP kinase 활성화 효

과를 확인하기 위해 항시 활성화 또는 비활성화된 Rac1 plasmid를 

transient transfection 하여 phospho-ERK와 phospho-JNK를 확인하

여 보면 (그림 4A), 활성화 또는 비활성화 Rac1 plasmid에 의해 

MAP kinase 활성화에는 향이 없고, ERK chemical inhibitor와, 

JNK upstream인 MEKK를 비활성화 시킨 mutant MEKK를 처리하

여 Rac1의 활성화 향을 확인한 결과로는 JNK inhibitor로서의 

mutant MEKK에 의해 Rac1이 억제된 것으로 보아 JNK의 

downstream에 Rac1의 발현이 조절된다는 것을 알게 되었다 (그림 

4B). 이는 기존에 알려진 IL-1과 UV 자극으로 Rac1, Cdc42와 Pak1

의 활성화에 의한 JNK, p38 kinase의 활성화
4
, Cdc42의 비활성화를 
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통한 Ras-MAPK의 억제
25
 등, 세포막 단백으로 빠른 활성화를 통한 

신호전달을 유발하는 Rac1이, 핵단백이며 전사조절 인자를 인산화 하

여 활성화 시키는 것으로 알려진 JNK 활성화 유도와는 반대되는 결

과로서
18,19
, 흰쥐 해마 신경 선조세포에서는 다른 양상을 보여주는 것

이다. 

  Rho family GTPase (RhoA, Rac1, Cdc42)는 actin cytoskeleton을 

조절하는 기능을 한다. 이것들은 세포 type에 따라 세포의 모양과 운

동성에 관여하는 것으로 보고 되었다. Swiss 3T3 fibroblast에서 

Rac1은 lammellipodia를, Cdc42는 filopodia의 형성을 유도하지만, 

RhoA는 세포 부착과 신축성에 관여하는 것으로 조사되었다
6,7,20
. 이러

한 Rho family GTPases의 GTP 결합된 활성화 형태는 많은 신호전

달과정을 유발한다18,19. 또한 신경세포에서, Rho family GTPases는 신

경돌기 개시, 성장, 분기 그리고 spine 형성에 관여한다
21,22,23

. 활성화

된 RhoA는 신경돌기 발달을 억제하고, 활성화된 Rac1과 Cdc42는 신

경돌기 형성에 중요한 역할을 수행한다. 또한 Rac1과 Cdc42의 

downstream인 Pak1도 신경돌기 형성에 관여한다
9
. bFGF에 의한  

Rac1과 Pak1의 활성화를 통한 신경 세포 분화시 pip92 발현이 신경 

세포에 간접적 향을 미칠것으로 예상되며, 이에 대한 연구가 진행

중 이다. 

  본 연구를 종합해 보면 bFGF에 의해 H19-7 세포 분화시 

immediage early gene인 pip92이 발현될 때 MAP kinase 중의 JNK 

활성화와 Rac1, Pak1 그리고 전사조절 인자 Elk-1이 관여하는 신호전

달기전을 통해서 유도될 수 있음을 알 수 있었다 (그림 7). 
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그림 7. FGF에 의한 pip92 의 발현 모식도. 

10 ng/ml bFGF를 처리하여 JNK와 Rac1 활성화 및 관계를 Western blot과 

GST pull down assay를 이용하여 확인하 다. Rac1의 downstream effector

인 Pak1이 Elk1에 작용하는지 알아보기 위해 kinase assay를 수행하 고, 

pip92의 Ets 유사배열이 발현에 중요한 역할을 한다는 것을 CAT assay를 

통하여 알 수 있었으며, 신경 세포 분열에 관여할 것으로 추정된다. 
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Ⅴ. 결   론

bFGF를 해마 신경 선조 세포인 H19-7에 10 ng/ml 처리하여 세포 분

화시 유도되는 immediate early gene pip92의 신호 변환 경로를 연구

하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

1. Rho GTPase family인 Rac1을 transient transfection 하 을 때 

pip92 promoter가 활성화 되었다. 

2. bFGF를 처리 했을 때 pip92 단백 합성에 관여하는 Rac1 단백질 

합성이 증가 하 다. 

3. pip92 promoter 활성에 관여하는 Rac1은 bFGF에 의한 JNK의 활

성에 의해 활성화 된다 

4. Rac1에 의한 Elk1의 활성은 Rac1의 downstream인 Pak1에 의해 

인산화 되어 pip92 전사 활성에 관여 된다. 

5. Rac1에 의한 pip92 전사 활성은 Elk1이 결합하는 Ets 부위와 SRF

가 결합하는 SRE를 포함하는 전사조절부위가 요구됨을 알았다. 

이러한 연구결과를 종합해 볼 때 H19-7 세포에서 bFGF에 의한 

immediate early gene pip92의 유도는 JNK, Rac1와 Pak1, 전사조절

인자 Elk1이 관여하는 신호변환경로를 통하여 유도됨을 알았다. 
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Abstract 

Signal transduction pathway for induction of immediate early 

gene pip92 during the neuronal development in immortalized 

hippocampal progenitor cells

Park, Jung Bum

Department of Medical Science

The Graduate School, Yonsei University 

(Directed by Professor Ja-Hyun Baik)

Immediate early gene pip92 is rapidly and transiently induced by 

serum, FGF, phorbol ester, and NGF during cell growth and 

differentiation as well as by various toxic stimuli during cell death. 

Although bFGF and active Raf were shown to activate the 

expression of pip92 via ERK-independent as well as -dependent 

signaling pathways, the functional role of pip92 has not been 

clarified yet. Rho family GTPases are known to be closely related 

to cell motility and the formation of cell shape. Among of them, 

the activation of Rac1 and Cdc42 contribute to the neurite 

outgrowth in many types of neuronal cells, and their downstream 

effector Pak1 is highly enriched in neurons. In the present, the 
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functional roles of Rho family GTPases has been investigated in 

the induction of IEG pip92 by FGF. Our data showed that the 

activation of Rac1 appears to be important for the expression of 

pip92 in repsonse to bFGF. In addition, transient transfection of 

kinase-inactive MEKK significantly decreased the activation of 

Rac1 induced by FGF, whereas ERK inhibitor did not affect on 

Rac1. Furthermore, Elk1 was phosphorylated by active Pak1 

induced by bFGF. These data suggest that the activation of JNK, 

but not ERK, is the upstreawm of Rac1, and Rac1-mediated active 

Pak1 directly phosphorylates Elk-1, which appears to be activation 

critical for pip92 induction and subsequent neuronal differentiation. 

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Key Words : pip92, Rac1, JNK, H19-7 cells, Elk-1
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