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국문요약 

 

종양억제 단백질 PDCD5의 기능조절 시 탈인산화효소의  

역할 규명 

 

Programmed Cell death 5 (PDCD5)는 세포고사 (apoptosis) 

유도시 그 발현이 증가되어, 세포질로부터 핵으로 빠르게 

이동한다. 핵뿐만 아니라 미토콘드리아로도 이동하여 Bax와 

caspase-3를 활성화시킴으로써 세포고사를 유도한다. 또한 

아세틸화효소인 Tip60와 결합하여 p53의 아세틸화를 

촉진시킴으로써 세포고사를 증가시킨다. 최근 PDCD5가 

세포고사를 조절하는 데 있어 핵심단백질인 p53과 결합하여 

양성자로써 역할 한다고 보고되었다. PDCD5와 p53의 결합은 

p53이 MDM2에 의해 분해되는 것을 억제하고, p53을 

안정화시킴으로써 p53을 경유한 세포고사를 증가시킨다고 

밝혀졌다.  
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PDCD5가 다른 단백질들과 결합하여 세포고사를 조절하는 

기전에 대해서는 연구가 활발히 진행되고 있지만, PDCD5 

자체의 활성과 관련하여 세포고사가 조절되는 기전에 대해서는 

연구가 미흡하다. 이에 관련된 연구로는 유일하게 PDCD5의 

119번째 serine 잔기가 CK2에의해 인산화되어 세포고사를 

증가시킨다는 것 이외에 보고된 것이 없다. CK2에의한PD 

CD5의 인산화는 PDCD5의 기능조절 기전을 연구하는 데 있어 

중요하다. 단백질의 인산화는 단백질의 활성화를 결정하는 

중요한 번역 후 수식 (posttranslational modification) 기작으로, 

세포 내 신호전달을 조절하는 핵심요소이기 때문이다. 

이를 바탕으로 본 연구는 CK2에 의한 PDCD5-S119의 

인산화가 세포고사 조절에 중요한 역할을 한다는 이전 보고를 

바탕으로, pPDCD5-S119에 대한 항체를 제작 및 정제하여 

CK2의 과발현이 PDCD5-S119의 인산화와 PDCD5의 발현을 

증가시킴으로써 세포고사가 촉진된다는 것을 증명하였다. 또한 

pPDCD5-S119를 탈인산화시키는 효소인 PPEF-1를 동정하여, 

PPEF-1의 과발현이 CK2와 반대로 PDCD5-S119의 인산화 및 
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PDCD5의 발현과 세포고사를 감소시킨다는 것을 확인하였다. 

PDCD5의 세포고사 조절 기능 시 PPEF-1의 역할을 

규명함으로써 PDCD5의 가역적 인산화가 세포고사조절에 

중요한 역할을 한다는 근거를 제시하였다.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                           

핵심되는 말: pdcd5, 인산화, 탈인산화효소, 암세포, 세포사멸 
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종양억제 단백질 PDCD5의 기능조절 시 탈인산화효소의  

역할 규명 

 

 

 

<지도교수 윤 호 근> 

 

연세대학교 대학원 의과학과 

 

오 혜 정 

 

 

I. 서론 

세포가 항상성 (homeostasis)을 유지하기 위해서는 세포의 분열 

(mitosis), 분화 (differentiation), 사멸 (death)의 균형이 중요하다 
1
. 이 

중 세포사멸이 적절하게 조절되지 못하면 질병이 발생하는데, 

세포사멸이 과도하게 일어나는 경우 신경퇴화, 면역 결핍, 불임 등의 
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질병이 초래되고, 반대로 세포사멸이 억제되어 과도한 증식이 

일어나는 경우 암 또는 자가면역질환이 유발된다 
2
. 세포사멸은 

자가포식 (autophagy), 세포고사 (apoptosis), 괴사 (necrosis)로 

분류되는데 
3
, 이 중 세포고사 (apoptosis)는 손상되어 불필요한 세포를 

제거하는 세포예정사 (programmed cell death)이다 
4
.  

세포의 항상성 유지에 중요한 세포사멸 기전을 조절하는 

단백질로 종양억제단백질 (tumor suppressor)인 p53이 핵심적인 역할을 

한다고 알려져 있다 
5
. 정상세포에서 p53은 E3 유비퀴틴 ligase인 

MDM2에 의해 분해되어 낮은 수준으로 발현되지만, 세포가 저산소증, 

영양결핍, 암유전자의 활성화, 지속적인 DNA 손상과 같은 스트레스를 

받게 되면 p53은 인산화효소나 아세틸화효소에 의해 인산화 또는 

아세틸화되어 활성화되어 핵으로 이동하게 된다. 핵으로 이동한 

p53은 사중체 (homotetramer) 복합체를 형성하여 전사인자로써 

세포고사와 cell cycle arrest 관련 유전자들인 PUMA, Bax, p21등을 

발현시킴으로써 세포고사를 유도한다 
6
. 이 과정에서 p53은 인산화, 

아세틸화, 유비퀴틴화, 수모화 등 다양한 번역 후 수식 

(post-translational modification)을 통해 활성이 조절되고 
7
, 이외에도 
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단백질 상호작용 (protein-protein interaction)을 통해 세포고사를 

조절한다 
8
.  

최근 세포고사 관련 유전자인 PDCD5 (programmed cell death 5) 

단백질이 p53과 결합하여 양성자로써 역할 한다는 것이 보고되었다 
9
. 

PDCD5는 경쟁적으로 MDM2가 결합하는 p53의 부분에 결합하여 

p53이 핵에서 세포질로 이동하는 것 (nuclear export)을 억제함으로써 

p53을 안정화시킨다. 안정화된 p53은 전사인자로써 세포고사 관련 

표적 유전자인 p21와 Bax의 전사를 증가시키고 이를 통해 G1 arrest 

와 세포고사를 유도한다고 보고되었다.  

세포고사 조절에 있어 핵심단백질인 p53을 조절한다고 밝혀진 

PDCD5는 1999년에 TF-1 세포에서 TFAR19 (TF-1 cell apoptosis related 

gene-19) 라는 명칭으로 클로닝되어 처음 발견되었다 
10

. 정상세포에서 

PDCD5는 핵과 세포질에 균일하게 존재하지만, 세포고사 유도 시 

고발현되어 세포질로부터 핵으로 빠르게 이동한다 
11

. PDCD5는 

유방암 (breast cancer) 
12

, 위암 (gastric cancer) 
13

, 신경교종 (astrocytic 

glioma) 
14

, 간세포 암 (hepatocellular carcinoma) 
15

, 간엽연골육종 
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(chondrosarcoma) 
16 등 다양한 암에서 그 발현이 감소되었음이 

보고되었다. 

PDCD5의 기능으로는 세포고사 유도시 Bax를 세포질에서 

미토콘드리아로 이동시킴으로써 cytochrome c의 방출을 촉진시켜 

caspase-3를 활성화시킨다고 보고되었다 
17

. Bax 뿐만 아니라, 히스톤 

아세틸화효소 (histone acetyltransferase, HAT) 인 Tip60와 결합하여 

효소의 아세틸화 활성을 증가시키고, PDCD5에 의해 활성이 증가된 

Tip60는 p53의 Lysine 120번째 잔기를 아세틸화시켜 p53을 경유한 

세포고사를 촉진한다고 밝혀졌다 
18

.  

PDCD5는 p53, Bax, Tip60와 같이 다양한 단백질들과 결합하여 

세포고사를 조절하는 세포의 항상성 유지에 중요한 단백질이다. 

그러나, 그 중요성에 비해 PDCD5 자체의 조절에 대한 연구는 

미흡하다. 세포고사 유도시 많은 인산화 또는 아세틸화에 의해 

조절된다고 알려진 p53에 비해 
7
, PDCD5는 CK2에 의해 119번째 

serine 잔기가 인산화된다는 것 외에 보고되지 않았다 
19

. 단백질의 

인산화는 단백질 기능의 다양성을 제공함으로써 신호전달경로 (signal 

transduction pathway)의 활성조절에 유용한데 
20

, 이를 근거로 PDCD5의 
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인산화가 세포고사를 조절하는 데 중요한 역할을 할 것이라고 

예상하였다.  

따라서 이번 연구에서는 PDCD5 119번째 serine 잔기의 인산화가 

세포고사 조절에 중요한 역할을 한다는 것을 바탕으로, PDCD5의 기능 

조절 시 pPDCD5-S119를 탈인산화 시키는 serine/threonine 

탈인산화효소를 동정하고, 역할을 밝힘으로써 PDCD5-S119 가역적 

인산화에 의한 세포고사조절기전을 규명하고자 한다.  
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II. 재료 및 방법 

1. 항체 제작 및 정제 

PDCD5 119번째 serine 잔기에 특이적인 항체를 제작하기 위해 

fnrrkvmd(pS)dedddy sequence의 peptide를 합성하고 혈청을 Lab Frontier 

(Anyang-si, Gyeonggi-do, Korea)에서 얻었다. 항체 정제는 SulfoLink®  

Coupling Resin (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)을 사용하였다. Resin 

column을 준비하기 위해, 2 ㎖의 coupling buffer로 column을 equilibrium 

시켰다. 1 ㎖의 50% slurry 상태의 resin을 넣어 column에 resin을 고정

시킨 후, 4 ㎖ coupling buffer로 column을 washing 하였다. Resin에 

peptide를 고정하기 위해, peptide를 coupling buffer로 1 ㎎/㎖의 농도로 

만들어 1 ㎎ peptide와 resin을 실온에서 30 분 동안 coupling 반응을 

시켰다. Peptide가 resin에 고정되었는 지 확인하기 위해, column을 통과

한 용액을 280 nm으로 단백질의 efficiency를 측정한 후, 값이 0.1 ㎎/

㎖ 이하로 나오면 column을 사용하였다. 비특이성 결합을 억제하기 

위해 coupling buffer 에 희석한 50 mM L-Cysteine*HCl를 2 ㎖ 넣어 15 

분 반응시킨 후, 6 ㎖의 1 M NaCl으로 washing 하였다. Peptide가 고정

된 column을 6 ㎖ 1xPBS로 washing 하고, 5 ㎖의 혈청과 1xPBS로 최

종 볼륨이 7 ㎖이 되도록 하고, 이를 column에 넣고 30 분 간 

incubation 시켰다. 12 ㎖의 PBS로 column을 washing하고, 8 ㎖의 elution 

buffer로 정제하여 1 ㎖씩 fraction을 모은 뒤, efficiency를 측정하였다. 

가장 높은 농도의 fraction의 항체를 0.02% sodium azide가 첨가된 

1xPBS을 이용하여 투석 (dialysis)한 후, 4℃에 보관하여 사용하였다. 

 

2. 세포 배양 및 시약 

폐암 세포주인 A549, 대장암 세포주인 HCT116, 유방암 세포주인 
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MCF7, 간암 세포주인 HepG2는 American Type Culture Collection (ATCC, 

Manassas, VA, USA)에서 구입하여 사용하였다. 세포는 10% (v/v) fetal 

bovine serum (FBS), 100 units/㎖ penicilin과 0.1 ㎎/㎖ streptomycin 

(Hyclone, Logan, UT, USA)이 첨가 된 Dulbecco's modified Eagle's medium 

(DMEM)배지를 이용하여 37℃에서 5% CO2의 조건으로 배양하였다. 

MG-132와 etoposide (AG scientific, Darmstadt, Germany)는 DMSO 

(Sigma-Aldrich, Missouri, USA) 에 녹여 각각 10 μM, 50 μM의 농도로 사

용하였다. Transient transfection reagent는 TransIT® -2020  (Mirus Bio LLC, 

Madison, WI, USA)와 Polyexpress (Excel gene, Rockville, MD, USA)을 사

용하였다. 

 

3. Cloning 

Wild type의 PDCD5, PDCD5-S119A, Ubiquitin, CK2와 PPEF-1, PPP1C, 

PPP1CA, PPP2CB, PPP3CB, PPP3CC, PPP6C, PPM1A, PPM1B, PPM1D, 

PPM1G, PPM1K 탈인산화효소의 construct는 PCR을 이용하여 증폭하였

고, 플라즈미드 벡터인 pSG5-KF2M1-FLAG, -HA (Sigma-Aldrich, Missouri, 

USA)와 pcDNA-Myc
TM 

3.1 myc-His(-) (Invitrogen, Grand Island, NY, USA)

에 cloning 하였다. 모든 플라즈미드 construct는 DNA sequencing을 통

해 확인하였다.  

 

4. Western blotting 분석 

세포는 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.2% Triton-X100, 0.3% NP-40, 1 

mM EGTA, 1 mM EDTA, 2 mM Na3VO4, 2 mM NaF, 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (USB, Cleveland, OH, USA), protease 

inhibitor cocktail 로 구성된 pH 7.5의 lysis 완충용액으로 용해시켰다. 용

해된 세포를 초음파 분쇄기로 세포벽을 깬 후 4℃에서 13,000 rpm으로 
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15 분간 원심 분리하였다. 용해된 세포들의 상등액만 모아 새로운 튜

브에 옮겨 세포내의 단백질을 추출하였다. 단백질의 정량은 660 nm 

protein assay reagent (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)를 이용하였다. 

동일한 양의 단백질을 SDS-polyacrylamide gel에 전기영동 하였고, 

nitrocellulose transfer membranes (Whatman, Dassel, Germany) 에 transfer 

하였다. Membrane 은 0.1% (v/v) Tween 20 (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) 

이 포함된 PBS 와 5% (v/v) non-fat Difco
TM 

skim milk (BD Biosciences, 

Sparks, MD, USA)에 30 분간 blocking 하고 4℃에서 overnight으로 1차 

항체와 반응시켰다. 항체는 PDCD5 (Proteintech, Chicago, IL, USA), p53 

(DO-1), p21, HA tag (Santa Cruz Biothechnology Inc., CA, USA), Bax 

(AbCam, Cambridge, MA, USA), Flag tag, β-actin (Sigma-Aldrich, Missouri, 

USA), Myc (Cell Signaling, Danvers, MA, USA)을 3% BSA에 희석하여 사

용하였다. 2차 항체는 5% skim milk에 희석하여 실온에서 1 시간 반응

시켰다. 결과 분석은 Western Blotting Substrate (Thermo Scientific) 제품의 

사용법에 따라 수행하였다.  

 

5. 면역침강법 (Immunoprecipitation, IP) 

세포는 western blotting 분석과 동일한 방법으로 단백질을 추출 및 정

량 하였다. 500 μg의 단백질에 1 ㎍의 HA, Myc (Santa Cruz 

Biothechnology Inc., CA, USA)의 항체와 50% slurry 상태의 15 ㎕의 G 

plus/protein A-agarose (Santa Cruz Biothechnology Inc., CA, USA) 또는 8 ㎕의 

Flag-specific M2 agarose (Sigma-Aldrich, Missouri, USA)를 첨가하여 4℃ 

에서 rotator로 overnight 반응 시켰다. 다음 날, bead를 4℃ 에서 2,000 

rpm에 2 분씩 3번 washing buffer로 washing 하였다. 마지막 washing 후, 

bead를 침전 시킨 후, 상등액을 제거한 뒤 5X SDS loading buffer를 12 

㎕ 넣은 후 5 분간 95 ℃ 에 끓인 후 western blotting을 수행하였다.  
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6. 유비퀴틴 assay 

HCT116 세포를 100 mm dish에 confluency가 50% 되도록 배양하였다. 

Transfection reagent인 Polyexpress (Excel gene, Rockville, MD, USA)로 1 

㎍의 HA-ubiquitin, 2 ㎍의 wild type Flag-PDCD5 또는 PDCD5-S119A, 2 

㎍의 Myc-CK2를 transfection 시켰다. Transfection 30 시간 후, MG-132 

를 10 μM의 농도로 6 시간 처리 한 후 anti-Flag으로 IP를 수행하고, 

anti-HA를 통해 western blotting을 수행하였다.  

 

7. Lentiviral shRNA를 이용한 CK2 knockdown 안정세포주 제작 

293 FT세포를 confluency가 60% 되도록 100 mm dish에 배양하였다. 

Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent (Invitrogen, Grand Island, NY, 

USA)을 이용하여 packaging 벡터인 VSVG (PMDG) 4 μg, RSV-REV 4 μg, 

PMDLg/pPRE 4 μg와 표적 shRNA 12 μg을 transfection하였다. Transfection 

48 시간 후, 세포배양액만 걷어서 0.45 ㎛ filter Unit Durapore PVDF 

membrane으로 필터링하여 virus를 생성하였다. CK2 knockdown 시킬 

표적 세포인 MCF7, HepG2, A549 세포의 confluency가 70% 되도록 배

양한 뒤 배지 1 ㎖을 제거하고 Lenti-virus 1 ㎖과 8 μg/㎖ 농도의 

polybrene를 첨가하였다. 다음 날, 새로운 배지로 갈아주고 virus 

infection 72 시간 후, selection marker 인 1 μg/㎖ 농도의 puromycin을 통

해 knockdown 세포만을 선별하였다. 최종적으로 RT-PCR과 western 

blotting을 통해 CK2가  knockdown됨을 확인하였다.  

 

8. RNA 추출과 RT-PCR 

세포를 Trizol 시약 (TaKaRa BIO, Shiga, Japan) 500 ㎕을 이용하여 

harvest하여 용해시켰다. Chloroform 100 ㎕을 넣어 다시 15 초 동안 

vortexing 한 후 5 분 동안 ice에서 incubation 하였다. 4℃에서 13,000 
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rpm으로 20분간 원심분리 한 후, 상등액의 투명한 층만 200 ㎕를 취

해 새 튜브에 옮기고 1대 1의 비율로 isopropanol 200 ㎕씩 넣어 

inverting하여 실온에 10분간 반응시켰다. 4℃에서 13,000 rpm으로 15 

분간 원심분리 한 후 상등액은 제거하고 pellet에 70% EtOH의 1 ㎖을 

넣어준 뒤, 다시 4℃에서 13,000 rpm으로 15 분간 원심 분리하였다. 상

등액을 제거하고 5 분간 air dry한 뒤, 50 ㎕의 RNA elution buffer를 넣

어 RNA를 얻었다. 추출한 RNA의 2 μg을 사용하여 cDNA 합성하였고, 

다음과 같은 primer를 사용하여 RT-PCR을 수행하였다.  

GAPDH: F-5’-GATGGCATGGACTGTGGTCA-3’ 

GAPDH: R-5’-GCAATGCCTCCTGCACCACC-3’ 

CK2: F-5’-CGAAAATTAGGCCGAGGTAA-3’ 

CK2: R-5’-CGAAAATTAGGCCGAGGTAA-3’ 

PDCD5: F-5’-AAAGCACAGGGAAGCAGAAA-3’ 

PDCD5: R-5’-TTGTCCATATCTTGCCATCTG-3’ 

p21: F-5’-GTGGAGAGCATTCCATCCCT-3’ 

p21: R-5’-TGGATGCAGCTTCCTCTCTG-3’ 

Bax: F-5’-TCTACTTTGCCAGCAAACTGGTGC-3’ 

Bax: R-5’-TGTCCAGCCCATGATGGTTCTGAT-3’ 

 

9. MTT 측정 

A549 세포를 24-well plate에 well 당 3x10
4의 세포로 DMEM 배지를 사

용하여 배양하였다. 50 ng의 pSG5-KF2M1-FLAG 과 Flag-PPEF-1를 

transfection 시켰다. Transfection 24 시간 후, 50 μM의 농도로 etoposide 

를 24 시간 처리하였고, MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 

-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) 시약을 5 ㎎/

㎖로 50 ㎕씩 넣은 후 차광시킨 뒤 37℃에서 2 시간 동안 반응 시켰
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다. 반응으로 인해 보라색으로 변한 것이 확인되면 100% DMSO 200 

㎕씩 넣어 반응을 멈추고, 96-well plate에 150 ㎕씩 옮겨 Microplate 

reader (Molecular Devices, Orleans Anenue, CA, USA)를 이용하여 570 nm

에서 살아있는 세포의 농도를 측정하였다.  
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III. 결과 

1. PDCD5-S119의 인산화를 인지하는 특이항체 제작 및 검증 

PDCD5의 인산화의 기능적 중요성을 연구하기 위해 CK2에 

의하여 인산화 된다고 알려진 serine 119번째 잔기에 특이적인 

phospho-peptide를 이용하여 항체를 제작 및 정제하였다 (그림1, 가). 

항체는 토끼에 peptide를 주사하여 면역반응을 통해 제작하였다. 

채혈을 통해 혈청에 포함된 항체를 얻은 뒤, SulfoLink®  Coupling Resin 

(Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)을 사용하여 항체 정제를 

수행하였다. 정제방법은 peptide의 thiol group이 resin과 thioether bond를 

형성하는 원리를 사용하였다. Peptide가 고정된 resin에 항체가 제작된 

혈청을 반응시킨 뒤, Glycine-HCl로 용출하고 PBS로 투석 

(dialysis)함으로써 항체를 정제하였다.   

정제된 항체의 특이성을 확인하기 위해 HCT116 세포에 

Flag-PDCD5의 wild type 또는 inactive mutant form인 PDCD5-S119A를 

과발현시킨 후, 제작한 항체를 사용하여 western blotting을 수행하였다 

(그림1, 나). pPDCD5-S119 항체가 PDCD5의 mutant form에는 반응하지 

않고, wild type에 작용하는 것을 확인하였다. 다음은 anti-flag을 통해 

IP를 수행한 후, western blotting을 수행하여 항체의 특이성을 

확인하였다 (그림1, 다). (가) 와 동일하게, pPDCD5-S119 항체가 wild 

type의 PDCD5에 특이적으로 반응하는 것을 확인하였다. 

위의 결과를 통해, 제작된 항체가 인산화된 PDCD5 119번째 serine 

잔기에 특이적으로 작용하는 것을 알 수 있었다. 
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그림 1. PDCD5-S119의 인산화 항체 제작 및 검증. (가) 항체제작 및 

정제를 위해 그림과 같은 특이적인 phospho-peptide를 제작하였다. (나) 

HCT116 세포에 transfection reagent인 Polyexpress로 2 ㎍의 

pSG5-KF2M1-FLAG, Flag-PDCD5, Flag-PDCD5-S119A를 transfection 

시켰다. Transfection 30 시간 후, western blotting을 수행하였다. (다) 

HCT116 세포에 Polyexpress로 2 ㎍의 Flag-PDCD5와 

Flag-PDCD5-S119A를 transfection 시켰다. Transfection 30 시간 후, 

anti-Flag으로 Immunoprecipitation (IP)를 수행하고, 제작한 항체를 통해 

western blotting을 수행하였다.   
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2. CK2의 과발현으로 인한 PDCD5 인산화 및 발현 증가  

제작한 항체를 통해 CK2의 발현이 PDCD5의 발현에 미치는 

영향에 대해 알아보고자 Myc-CK2를세포에과발현시킨 후 

PDCD5의 인산화와 발현변화를 western blotting을 통해 관찰하였다 

(그림2, 가). CK2의 발현이 증가함에 따라 PDCD5-S119의 인산화와 

PDCD5의 발현이 모두 증가되었음을 확인하였다. CK2에 의한 

PDCD5의 발현 증가가 PDCD5의 전사를 조절함으로써 나타난 

결과인지 확인하고자 CK2를 과발현시킨 후 RT-PCR을 수행하였다. 

그 결과, CK2의 발현이 증가하여도 PDCD5의 mRNA의 양은 변화가 

없음을 확인하였다 (그림2, 나). 이를 통해, CK2는 PDCD5를 mRNA 

수준이 아닌 단백질 수준에서 조절한다는 것을 알 수 있었다.  

반대로 CK2가 저발현되는 경우 PDCD5의 발현 변화를 관찰하기 

위해 Lentiviral vector-mediated shCK2를 유방암 세포주인 MCF7, 간암 

세포주인 HepG2, 폐암세포주인 A549에 infection시킴으로써 CK2 

knockdown 안정세포주를 확립하였다. 확립된 세포주를 RT-PCR을 

통해 CK2가 knockdown됨을 확인하였다 (그림2, 다). 확립된 

CK2knockdown 안정세포주를 이용하여 CK2의 저발현에 따른 

PDCD5의 발현변화를 western blotting을 통해 관찰하였다 (그림2, 라). 

그 결과, 공통적으로 CK2가 저발현되는 세포주에서 PDCD5의 

인산화 및 발현이 감소되는 것을 확인하였다. 
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위의 결과들을 통해, CK2의과발현은 PDCD5-S119의 인산화와 

PDCD5의 발현양을 단백질 수준에서 증가시킨다는 것을 알 수 

있었다.  
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그림 2. CK2의 발현이 PDCD5에 미치는 영향. (가) A549 세포에 

Myc-CK2를 dose-dependent 하게 농도 별로 transfection 시킨 후, 

transfection 36 시간 후 세포를 회수하여 lysis buffer 에 용해시켰다. 

용해 시킨 세포 lysate 중 pPDCD5-S119를 확인 하기 위해 30 ㎍의 

단백질로 western blotting을 수행하였다. PDCD5, Myc-CK2, -actin을 

확인하기 위해 10 ㎍의 단백질로 western blotting을 수행하였다. (나) 

(가)와 동일하게 Myc-CK2를 transfection 시킨 후, transfection 36 시간 

후 trizol을 이용하여 세포를 걷어 RNA를 추출한 후 RNA 2 ㎍을 

cDNA으로 합성하였다. 합성된 cDNA에 D.W 30 ㎕을 넣어 희석한 후 

2 ㎕을 이용하여 RT-PCR을 수행하였다. (다) MCF7, HepG2, A549에 

Lentiviral vector를 매개로한 shRNA를 이용하여 CK2knockdown 안정 

세포주를 확립한 뒤 CK2가 knockdown 되었는지 확인하기 위해 

RT-PCR을 수행하였다. (라) CK2 knockdown 안정세포주를 

hemocytometer 방법으로 세포 수를 세어 5x10
5
 세포로 60mm에 

배양하였다. 세포가 안정화됨을 확인 후 western blotting을 수행하였다.  
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3. CK2에 의한 PDCD5단백질의 안정화  

앞의 실험을 통해 CK2의 과발현이 PDCD5-S119의 인산화와 

발현을 증가시킨다는 것을 확인하였다. CK2과발현에의한PDCD5의 

안정화는 PDCD5의 유비퀴틴화와 관련이 있을 것이라 예상하여, CK2 

과발현시킨 후 유비퀴틴 assay를 수행하였다 (그림3, 가). 그 결과, 

CK2가과발현됨으로써PDCD5의 유비퀴틴화가 감소되는 것을 

관찰하였다.  

이러한 CK2과발현에의한PDCD5의 유비퀴틴화 억제가 CK2가 

PDCD5의 119번째 serine 잔기를 특이적으로 인산화시킴으로써 

일어나는지 알아보고자 Flag-PDCD5의 wild type과 inactive mutant form 

인 PDCD5-S119A를 Myc-CK2와 과발현 시킨 후 PDCD5의 유비퀴틴 

assay를 수행하였다 (그림3, 나). 그 결과, wild type 의 경우 CK2가 

PDCD5-S119를 인산화 시킴으로써 PDCD5의 유비퀴틴화가 

감소되었지만, mutant form의 경우 CK2 가 PDCD5-S119를 

인산화시키지 못하여 PDCD5 의 유비퀴틴화가 억제되지 못함을 

확인하였다. 

위의 결과들을 통해, CK2는 특이적으로 PDCD5-S119를 

인산화시키고, PDCD5의 유비퀴틴화를 억제하여 PDCD5 단백질을 

안정화시킨다는 것을 알 수 있었다.  
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그림 3. CK2 과발현에 따른 PDCD5의 유비퀴틴화 변화. (가) HCT116 

세포를 100 mm dish에 배양한 뒤, 1 ㎍의 HA-Ubiquitin (Ub), 2 ㎍의 

Flag-PDCD5, 1 ㎍ 또는 2 ㎍의 Myc-CK2를 co-transfection 시켰다. 

Transfection 30 시간 후, DMSO에 용해된 MG-132 (10 μM)을 6 시간 

처리하였고, western blotting을 수행하였다. (나) HCT116 세포에 1 ㎍의 

HA-ubiquitin (Ub), 2 ㎍의 Flag-PDCD5 또는 Flag-PDCD5-S119A, 2 ㎍의 

Myc-CK2를 co-transfection 시켰다. Transfection 30 시간 후, DMSO에 

용해된 MG-132 (10 μM)을 6 시간 처리하였고, western blotting을 

수행하였다. 
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4. CK2의 저발현에 의한 PDCD5의 인산화, 발현 및 세포고사신호 

감소 

PDCD5는 세포고사에 중요한 역할을 하는 단백질로 알려져 있기 

때문에 세포고사 유도 시 CK2의발현이 PDCD5의 세포고사 조절 

기능에 미치는 영향을 알아보았다. 우선, etoposide 를 50 μM의 

농도로 6 시간 처리하여 세포고사 유도 후 western blotting을 통해 

pPDCD5-S119, PDCD5, p53, p21, Bax의 발현이 모두 증가하는 것을 

확인하였다 (그림4, 가).  

Etoposide에 의해 세포고사가 유도되는 조건하에 shCK2를 

이용하여 CK2를 저발현 시킨 후 western blotting을 수행하였다 

(그림4, 나). A549 shCK2 세포에서 etoposide에 의해 증가되었던 

pPDCD5-S119, PDCD5, p53, p21, Bax의 발현 정도가 A549 ShControl 

세포에 비해 감소하는 것을 확인하였다.  

위의 결과를 통해, CK2가 저발현되면서 PDCD5-S119의 인산화와 

PDCD5의 단백질양이 감소되고 p53의 활성화가 저해되어 p21, Bax의 

발현양이 감소된다는 것을 알 수 있었다.  
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그림 4. CK2의 저발현이 세포사멸 유도시 PDCD5와 p53 활성화에 

미치는 영향. (가) 세포의 confluency가 80% 되도록 배양한 뒤, 

etoposide를 DMSO에 녹여 50 μM의 농도로 6 시간 처리한 뒤 

western blotting을 수행하였다. (나) A549 shControl 과 shCK2 안정 

세포주를 hemocytometer 방법으로 세포 수를 세어 6x10
5
 세포를 60mm 

에 배양하였다. 세포가 안정화된 것을 확인한 후, 50 μM의 농도로 

etoposide를 6 시간 처리한 뒤 western blotting을 수행하였다.  
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5. PDCD5-S119의 인산화를 탈인산화시키는 효소 단백질 동정 

단백질 인산화는 탈인산화효소에 의해 가역적으로 제어되므로 
21

, 

PDCD5-S119의 탈인산화를 주도하는 효소 단백질을 동정하였다. 

Serine/threonine 탈인산화효소 중 phosphoprotein phosphatase (PPP)계열의 

PPEF-1, PPP1C, PPP1CA, PPP2CB, PPP3CC, PPP6C와 metal-dependent 

protein phosphatases (PPM)계열의 PPM1A, PPM1B, PPM1D, PPM1G, 

PPM1K을 대상으로 Myc-PDCD5와 과발현시킨 후 IP를 수행한 결과 

(그림5, 가), PPEF-1, PPP1CA, PPP6C, PPM1K가 PDCD5와 결합하는 

것을 확인하였다. 이를 탈인산화효소 단백질들 중 PDCD5-S119의 

인산화를 직접적으로 억제하는 효소 단백질을 선별하고자 

탈인산화효소들을 과발현시킨 후 PDCD5의 인산화변화를 관찰하였다 

(그림5, 나). 그 결과, 다른 PPP1CA, PPP6C, PPM1K에 비해 PPEF-1의 

과발현에 의해 pPDCD5-S119, PDCD5 및 p53의 발현이 가장 현저히 

감소됨을 확인하였다.  

위의 결과를 통해, PPEF-1이 PDCD5와 상호작용하고 PDCD5-S119 

인산화, PDCD5 및 p53의 발현양을 감소시키는 것으로 보아, PPEF-1 

효소 단백질이 PDCD5-S119 인산화 제어와 세포고사 조절기능을 

규명하는 데 있어 중요한 역할을 할 것으로 예상하였다.  
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그림 5. PDCD5-S119의 인산화를 탈인산화시키는 효소 단백질 동정. 

(가) 탈인산화효소들을 동정하기 위해 13 개의 serine/threonine 탈인산

화효소들을 pSG5-KF2M1-FLAG 에 cloning하였다. HCT116 세포에 1 ㎍

의 Myc-PDCD5와 2 ㎍의 Flag으로 태그된 인산화효소들을 과발현시킨 

후, anti-Myc으로 IP를 수행하였고, anti-Flag으로 western blotting 을 수행

하였다. (나) 실험 (가)를 통해 PDCD5와 결합하는 동정된 탈인산화효

소들을 A549세포에 2 ㎍씩 과발현시킨 뒤 western blotting을 수행하였

다.  
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6. PPEF-1에 의한 PDCD5-S119 인산화 감소 

앞의 실험을 통해 동정된 PPEF-1 (protein phosphatase with EF 

calcium-binding domain)가 PDCD5와 결합하고 pPDCD5-S119를 

감소시킴으로써 PDCD5의 세포사멸 기능 제어에 관여할 것이라 

예상하였다. 또한 PPEF-1의 발현양상과 관련한 논문으로 최근 

N-terminus가 없는 PPEF-1의 variant가 림프종세포 (lymphoma cell)에서 

과발현되어있다는 보고가 있다 
22

. 이를 바탕으로 PPEF-1이 

PDCD5-S119의 인산화를 감소시키고, 종양형성 (tumorigenesis)과 

관련되어 있는 것으로 보아 PPEF-1이 PDCD5를 탈인산화 시킴으로써 

세포고사를 억제하는 역할을 할 것이라 가설을 설정하였다.  

PDCD5의 세포고사조절 기능에 있어 PPEF-1의 역할을 

알아보고자 etoposide를 이용하여 세포고사를 유도하고, PPEF-1을 

과발현시킨 후 western blotting을 수행하였다 (그림6, 가). 그 결과, 

세포고사 유도로 증가되었던 PDCD5, p53, p21, Bax의 발현이 과발현된 

PPEF-1에 의해 감소되는 것을 확인하였다.  

PPEF-1의 발현이 PDCD5의 전사에 영향을 주는지 알아보기 

위하여 (가)와 동일한 조건으로 RT-PCR을 수행하여 PDCD5, p21, 

Bax의 mRNA 변화를 관찰하였다 (그림6, 나). 그 결과, PDCD5의 

mRNA에는 영향을 주지 않았고, p53의 표적 유전자인 p21, Bax의 

mRNA가 감소되는 것을 확인하였다. 위의 실험을 통해 세포고사 

유도시 PPEF-1의 과발현이 PDCD5의 발현과 p53의 활성을 

감소시키는 것을 확인하였다.  



33 

 

PPEF-1의 과발현이 PDCD5의 세포고사조절 기능을 저해한다는 

것을 바탕으로, PPEF-1에 의한 PDCD5 조절기전을 규명하고자 

PDCD5가 PPEF-1의 어느 부분과 결합하는 지 알아보았다. PPEF-1를 

(그림6, 다)와 같이 IQ domain, catalytic domain, Full-length domain으로 

나눈 후, IP를 수행하였다 (그림6, 라). 그 결과, 모든 domain들이 

PDCD5와 결합하는 것을 확인하였다. Domain 1과 2는 공통적으로 

1-120 아미노산을 포함하고 있어 이 부분이 PDCD5와 PPEF-1가 

결합하는 데 있어 중요한 부분이라고 추측하였다. 위의 실험결과를 

바탕으로 1-120 아미노산의 domain을 다시 IQ motif를 포함한 1-60 

아미노산과 포함하지 않은 61-120 아미노산으로 나누어 추가적인 

상호작용 기작을 수행해야 할 것이다.  
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그림 6. PDCD5와 PPEF-1의 상호작용 기작. (가) A549 세포에 2 ㎍의 

pSG5-Flag 또는 Flag-PPEF-1를 과발현시켰다. Transfection 30 시간 후, 

50 μM의 etoposide를 6 시간 처리하였고, western blotting을 수행하였다. 

(나) 실험 (가)와 동일한 조건으로 RT-PCR을 수행한 후, PDCD5, p21, 

Bax의 mRNA 변화를 관찰하였다. (다)  Flag-PPEF-1을 domain에 따라 

나눈 그림이다. (라) HCT116 세포에 2 ㎍의 Flag-PPEF-1 domain들과 1 

㎍의 HA-PDCD5를 과발현시킨 후 IP를 수행하였다.  
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7. PPEF-1 과발현에 의한 약물저항성 증가 

이전 실험을 통해 PPEF-1을 과발현시킴으로써 PDCD5-S119의 

인산화와 PDCD5, p53, p21, Bax의 발현이 감소되는 것을 확인하였다. 

이는 PPEF-1이 PDCD5의 세포고사기능 조절을 감소시키기 때문에 

세포에 손상을 주었을 때 세포의 생존력 (cell viability)을 증가시킬 

것이라 예상하였다. 이를 확인하기 위해 A549 세포에 PPEF-1을 

과발현 시키고, etoposide를 24 시간 동안 50 μM의 농도로 처리한 후, 

MTT를 수행하였다 (그림7, 가). 그 결과, 세포의 etoposide에 의한 

세포사멸이 대조군에 비해 PPEF-1을 과발현시킨 군에서 감소됨을 

확인하였다.  

앞의 실험결과들을 토대로 PPEF-1의 과발현이 단백질 수준에서 

PDCD5의 탈인산화를 통해 단백질 안정성을 감소시키고, 그 결과 

p53에 의한 세포고사가 줄어들어 세포의 생존력이 증가한다는 결론을 

얻을 수 있었다. 
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그림 7. PPEF-1 과발현이 세포사멸에 미치는 영향. (가) A549 세포를 

24-well plate에 well 당 3x10
4 
cells로 배양한 뒤, 50 ng의 Flag-empty 또는 

Flag-PPEF-1를 transfection 하였다. Transfection 24 시간 후, 50 μM의 

etoposide를 24 시간 처리하였다. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide)시약을 5 ㎎/㎖로 50 ㎕씩 넣은 후 

차광시킨 뒤 37℃에서 2 시간 동안 반응 시킨 후, 100% DMSO를 200 

㎕씩 넣어 반응을 멈추고, 96-well plate에 150 ㎕씩 옮겨 Microplate 

reader를 이용하여 570 nm에서 살아있는 세포의 농도를 측정하였다. 
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IV. 고찰  

 PDCD5의 119번째 serine 잔기의 인산화가 세포고사를 

증가시킨다는 것이 밝혀졌는데 
19

, 이는 PDCD5-S119의 가역적 

인산화가 세포고사조절기능에 있어 중요한 역할을 할 것이라 

예상하였다. PDCD5의 가역적 인산화기전을 규명하기 위해 

pPDCD5-S119을 특이적으로 인지하는 항체를 제작 및 정제하였다.  

정제된 인산화 특이적 항체를 이용하여 CK2의과발현이 

PDCD5-S119의 인산화와 PDCD5의 발현을 증가시키는 것을 

확인하였다. 이러한 조절은 CK2를 과발현시킨 후 RT-PCR을 

수행하여 PDCD5의 mRNA가 변하지 않는 것으로 보아 CK2가 

PDCD5의 발현을 단백질 수준에서 조절한다는 것을 알았다. 단백질의 

안정화에는 유비퀴틴화가 관여함이 널리 알려져 있기에, 이를 

확인하기 위해 CK2를 과발현시킨 후 PDCD5의 유비퀴틴화의 변화를 

관찰하였다. CK2의 과발현으로 인해 wild type의 PDCD5의 

유비퀴틴화는 감소하고, inactive mutant form인 PDCD5-S119A의 

유비퀴틴화는 감소되지 못하는 것을 확인하였다. 위의 실험을 통해 

CK2가 PDCD5의 119번째 serine 잔기를 인산화시킴으로써, PDCD5의 

유비퀴틴화가 억제되고 그 결과 PDCD5가 안정화된다는 결론을 얻을 

수 있었다.  

CK2는세포의 survival에 관여하는 oncogene으로 알려져 있다 
23

. 

CK2가 IP6K2를 인산화시킴으로써 세포고사기전을 억제하여 세포의 

survival를 촉진하는 기전이 보고되었다 
24

. 이는 이번 연구를 통해 
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얻은 CK2가 PDCD5를 인산화시킴으로써 세포고사를 강화시킨다는 

결론과 반대되는 결론이다. CK2의 경우 인지하는 기질이 300개가 

넘게 존재한다 
25

. 수많은 기질 중 CK2와반응하는기질은자극 

(stimuli)에 따라 결정된다 
26

. 즉, 자극과 기질에 따라 CK2가 

관여하는 기전이 달라지게 되는 것이다. CK2가 세포고사를 

촉진시키는 기전에 관여한다는 연구로 CK2가 p53을 

인산화시킴으로써 p53이 DNA에 결합하는 것을 강화시켜 세고포사를 

촉진한다는 보고가 있다 
27

. 이처럼 CK2는 세포고사와 세포증식 

모두에 관여하는 bifunctional 효소이다. 추후 연구를 통해 CK2가 

어떠한 기전에 의해 활성화되어 PDCD5의 인산화를 촉진시키는 지 에 

대해 규명할 필요가 있다.  

PPEF-1은 Drosophila retinal degeneration C (rdgC) 유전자와 높은 

유사성을 지닌 sensory neuron differentiation에 관여하는 serine/threonine 

탈인산화효소로 처음 발견되었다 
28

. PPEF-1은 N-terminus에 IQ motif, 

가운데 부분에는 catalytic domain, C-terminus에 3개의 EF-hand domain로 

구성되어있으며, Ca
2+를 통해 두 가지 방법으로 조절 될 수 있다. 

하나의 방법은 N-terminal domain의 IQ motif에 calcium-binding 

messenger인 calmodulin이 결합함으로써 Ca
2+의 조절을 받을 수 있고, 

다른 하나의 방법은 C-terminal domain의 Ca
2+

-binding domain을 통해 

조절 받을 수 있다 
29

. 다른 탈인산화효소들에 비해 PPEF-1 기능에 

대해 많이 보고되지 않았다. PPEF-1은 Drosophila retinal degeneration C 

(rdgC) 유전자와 유사한 구조로 구성되어있기 때문에 
30

, rdgC에 대한 
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연구를 근거하여 동물세포에서의 PPEF-1의 역할을 유추할 수 있다. 

RdgC에 관한 연구로는 rdgC의 loss-of-function mutation이 

light-dependent photoreceptor 세포고사를 야기시킨다는 보고가 있다 
29

. 

즉, rdgC의 과발현으로 인해 light-dependent phosorecpetor 세포고사 

억제된다는 연구 결과이다. 이는 이번 연구를 통해 밝힌 PPEF-1 

과발현이 PDCD5-S119 인산화 및 세포고사를 감소시킨다는 결과와 

동일한 맥락으로써 PPEF-1의 과발현이 PDCD5의 세포고사조절 

기능을 억제한다는 결론을 뒷받침해준다. 이를 바탕으로 Ca
2+의 

조절을 받는 PPEF-1의 역할과 연관 지어 PDCD5가 세포고사 유도시 

Ca
2+ 신호기전에 의해 조절받는 지에 대해 연구를 진행한다면 

PDCD5의 세포내 기능을 보다 더 명확히 규명하는 데 있어 추가적 

정보를 제시할 수 있을 것이다.  



42 

 

V. 결론 

이전 논문을 통해 밝혀진 세포고사 조절에 대한 PDCD5의 

119번째 serine 잔기 인산화의 중요성을 규명하고자 pPDCD5-S119의 

항체를 제작하였다. 제작한 항체를 통해 PDCD5-S119의 인산화가 

인산화효소인 CK2에 의해 증가되며, 증가된 pPDCDD5-S119는 

PDCD5를 안정화시켜, 세포고사를 촉진시킨다는 것을 확인하였다.  

또한 단백질 상호작용 분석을 통해 PDCD5-S119의 인산화를 

탈인산화시키는 효소로서 PPEF-1를 동정하였고, PPEF-1의 과발현에 

의해 세포고사 유도시 증가되었던 pPDCD5-S119, PDCD5, p53, p21, 

Bax의 발현이 감소되는 것을 확인하였다. 최종적으로 MTT assay를 

통해 PPEF-1의 과발현이 유의성 있게 세포고사를 감소시킨다는 것을 

확인하였다.  

즉, 이번 연구를 통해 PDCD5-S119가 CK2에 의해 인산화되어 

세포고사를 촉진시키고, 실험을 통해 동정된 탈인산화효소인 

PPEF-1에 의해 탈인산화되어 세포고사를 감소시킨다는 것이 

증명되었다. 이를 바탕으로 PDCD5의 세포고사조절 기능 시 새롭게 

동정한 PPEF-1의 역할을 규명함으로써 PDCD5 기능조절의 명확한 

분자모델를 확립하는 데 기여할 것이라 판단된다.  
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Programmed Cell death 5 (PDCD5) is highly expressed in apoptosis, and 

rapidly translocated from the cytoplasm to the nucleus. Besides the nucleus, it is 

also translocated to the mitochondria and then activates Bax and caspase3, 

promoting the process of apoptosis. PDCD5 also regulates apoptosis by 

interacting with other proteins. It binds to Tip60, increases the acetylation of 

p53 and induces p53-mediated apoptosis pathway. Recently, it is reported that 

PDCD5 functions as a positive regulator by directly interacting with p53 and by 

stabilizing p53 from the degradation by MDM2. The study of the 

PDCD5-mediated apoptosis regulation by interactions with other proteins is 
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ongoing; however, the regulation by posttranslational modifications of PDCD5 

remains poorly characterized. Until now, only the phosphorylation of PDCD5 

on serine 119 is reported to enhance the apoptosis pathway. The protein 

phosphorylation is a key posttranslational modification in the regulation of 

signal transduction pathways because it determines the activation of the protein.  

According to the previous study, it is proved that the CK2 

phosphorylation of PDCD5-S119 enhances the apoptosis pathway. To 

investigate the significant role of pPDCD5-S119, the antibody specific for 

pPDCD5-S119 is established. With the pPDDCD5-S119 antibody, it is 

confirmed that the overexpression of CK2 increases the phosphorylation of 

PDCD5-S119 and the expression of PDCD5, promoting apoptosis. The 

phosphatase targeting PDCD5 at serine 119 is screened through IP experiment 

and PPEF-1 is selected. The overexpression of PPEF-1 reduces the 

phosphorylation of PDCD5-S119 and the apoptosis pathway. These data 

demonstrated that the reversible phosphorylation of PDCD5-S119 plays an 

important role in the regulation of apoptosis pathway. 
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