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국문요약 

 

상호작용체 분석을 통한 PDCD5 세포사멸 조절 기전 규명 

 

 PDCD5 (programmed cell death5)는 세포사멸에 중요한 역할을 

한다고 알려진 유전자이다. 평상시에는 핵과 세포질에 약하게 

존재하다가 UV 스트레스와 같은 사포사멸을 유발하는 자극이 

주어졌을 때 세포질에서 핵으로 빠르게 이동하여 기능을 한다고 

알려져 있지만 아직까지 이에 따른 PDCD5의 분자 네트워크는 

불분명한 상황이다.  

 PDCD5는 성상세포종, 유방암, 만성골수성백혈병, 위암, 간암 

등의 다양한 암 종에서 발현의 감소가 확인되었으며, 종양의 진행과 

예후에도 관련 있음이 보고되어 있다. 여러 선행 연구들을 통해 

PDCD5가 종양발달 억제 유전자로서 중요한 역할을 한다고 

보여주고 있기 때문에, 본 연구에서는 분자수준에서 PDCD5의 

세포사멸 기능을 연구하고자, yeast-two hybrid를 통하여 PDCD5의 

신규 결합단백질인 STK31 (serine/threonine kinase31)을 동정하였다. 
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Co-IP을 통하여 PDCD5와 STK31의 세포 내 결합을 확인하였고, 

STK31의 과발현 실험을 통해 PDCD5가 STK31 농도 의존적으로 

증가하는 것을 확인하였다. 이러한 STK31 과발현에 따른 PDCD5의 

안정화는 p53이 매개하는 세포사멸과 p53의 전사 활성을 

증가시켰다.  

shRNA를 이용하여 제작한 PDCD5의 저발현 세포에서 수행한 

STK31 과발현 실험을 통하여 STK31에 의한 세포사멸 증가가 

PDCD5 의존적이라는 것을 알 수 있었다.  

이러한 결과를 통하여 STK31-PDCD5-p53의 활성경로는 암세포 

사멸에 있어서 중요한 역할을 할 것으로 생각된다. 

 

 

 

 

 

                                                                           

핵심 되는 말: pdcd5, p53, stk31, 세포고사, 세포사멸, 

serine/threonine kinase 
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상호작용체 분석을 통한 PDCD5 세포사멸 조절 기전 규명 

 

<지도교수 윤 호 근> 

 

연세대학교 대학원 의과학과 

 

한 은 정  

 

 

I. 서론 

 

PDCD5 (Programmed cell death 5)는 세포사멸을 유발한다고 

알려진 유전자로서, TFAR19 (TF-1 cell apoptosis-related gene 19)으로 

처음 클로닝 되었다1
. PDCD5가 세포사멸을 유발한다는 것은 이미 

많은 보고들을 통해서 알려진 사실이다. 예를 들어, Hela 세포와 

MGC-803 세포에 PDCD5를 과발현 시킨 후 GM-CSF 또는 

serum-deprivation을 처리하여 확인 했을 때 세포사멸이 증가한 것을 
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확인하였고2
, 반대로 Hela 세포에 anti-PDCD5를 처리하거나 

PDCD5에 대한 siRNA를 처리하였을 때 세포사멸이 억제 되는 것을 

확인하였다3
. PDCD5는 세포사멸이 유도될 때 안정화되어 

세포질로부터 핵으로 빠르게 이동하여 세포의 사멸을 유도한다고 

알려져 있다4
. 또한 미토콘드리아 막으로 이동하여 BAX단백질을 

조절하여 caspase-3활성을 증가시키며5
, TAJ/TROY에 의한 

pro-apoptosis like cell death를 일으킨다고 보고되었다6
.  

PDCD5의 mRNA와 단백질 양의 분석을 통해 성상세포종7
, 

유방암8
,
 위암9

, 간암10
, 만성골수성백혈병11

,
 난소암12

, 폐암13
, 

연골육종14, 과 같은 다양한 종양에서 발현이 감소 된 것을 확인 

하였고, PDCD5를 재결합 단백질 또는 adenovirus를 통해 발현시켰을 

때 화학치료에 민감성을 증가시킴이 보고되었다15
.
 이러한 보고들에 

기반하여 감소된 PDCD5의 발현은 종양의 형성과 환자의 예후와 

관여하며, PDCD5가 종양 발달 억제인자로서 암 치료의 중요한 표적 

단백질이 될 수 있음을 보여준다.  

최근 논문에 따르면, PDCD5가 p53과 직접적으로 결합하여 cell 

cycle arrest와 세포사멸을 유도하고16
,
 
p53의 안정화에 중요한 역할을 
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하는 히스톤 아세틸화 효소인 Tip60와 결합하여 p21, bax와 같은 p53 

표적유전자들의 활성화 및 세포사멸을 증가시킨다는 연구가 

보고되었다17
. 또한 종양억제자로 알려진 von-Hippel-Lindau가 

PDCD5를 매개로 하여 Mdm2를 degradation 시켜 p53을 안정화 

시킨다는 것이 알려졌다18
. 이는 p53과의 상호작용을 통한 PDCD5의 

활성기전 연구가 활발히 진행되고 있음을 보여주고 있다. 하지만 

아직까지 세포사멸이 일어 날 때, PDCD5 자체의 조절에 관한 기전 

연구는 미흡한 상황이다. 

p53은 cell cycle, DNA repair, apoptosis, senescence, angiogenesis를 

조절하는 전사인자로써 대표적인 종양억제인자로 알려져 있다19
. 

정상적인 상황에서는 Mdm2, Pirh2, COP1과 같은 E3 ligase와 

결합하여 p53이 계속적으로 degradation 되지만, DNA damage와 같은 

세포의 스트레스 상황이 주어지면 안정화되어 표적 유전자들을 

조절하는 전사인자로서의 기능이 활성화 된다20-22
. p53의 기능은 

다른 단백질과의 상호작용과 phosphorylation, acetylation, 

ubiquitination과 같은 post-translational modification에 의해 조절된다고 

알려져 있다23
. 
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이번 연구에서, PDCD5와 결합하는 신규 단백질을 동정하여 

세포사멸이 일어날 때 PDCD5의 기능을 밝히고자 yeast-two hybrid 

screening을 수행하였다. 그 결과로, serine/threonine kinase 31(STK31)이 

PDCD5와 결합하는 단백질로 동정되었다. STK31은 PDCD5의 단백질 

양을 증가시키고, STK31에 의해 안정화된 PDCD5는 p53을 활성화 

시켜 p53 표적 유전자들을 증가 시킴으로써 세포사멸을 유도함을 

알 수 있었다. 결과적으로, 본 연구는 STK31에 의한 PDCD5의 

안정화를 통해 p53을 매개로 한 세포사멸을 촉진시키는 PDCD5의 

새로운 조절기전을 제시하였다. 
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II. 재료 및 방법 

 

 1. 세포 배양 및 시약 

실험에 사용된 A549 세포와 HCT116 세포는 ATCC (American Type 

Culture Collection)에서 구입하여 사용하였다. 이들 세포는 DMEM 

(Dulbecco's modified Eagle's medium) 배지에 10% FBS (Fetal bovine 

serum), 100 units/ml penicilin과 0.1 mg/ml streptomycine을 첨가하여 

37℃, 5% CO2 공기조성에서 배양하였다. Etoposide는 (Calbiochem 

Darmstadt, Germany) 로부터 구입하였다. 과발현 실험은 polyexpress 

(Excel gene, Rockville, MD, USA)를 사용하여 수행하였다. 

 

2. 플라스미드 (Plasmids) 

PCR에 의해 증폭된 PDCD5, STK31 constructs를 pSG5-KF2M1-FLAG  

또는 -HA  plasmid vector에 cloning하였다(Sigma-Aldrich). 모든 DNA 

construct들은 DNA sequencing을 통해 확인하였다.  

 

3. Yeast two-hybrid screening 
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Yeast two-hybrid screening이 Matchmaker
TM 

Gold Yeast Two-Hybrid System 

(Clontech Laboratories, Mountain View, CA, USA) 제품의 protocol에 따

라 사용되었다. PDCD5 (pGBKT7-PDCD5)를 yeast strain Y2H GOLD에 

transformation 시켰다. Bait plasmid를 포함하고 있는 transformant를 인

간 Ovary & Plate cDNA library와 교배 시킨다. Tryptophan, leucine, 

adonosine, histidine이 빠져있고, -galactosidase와 Aureobasidin A 

selection이 포함된 최소배지에 positive clone을 성장시켜 DNA를 추출

하였다. 추출된 DNA는 DNA sequencing을 통하여 동정하였다. 

 

4. Western blot analysis 

세포들을 (1% triton X-100, 20 Tris-Cl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1.5% MgCl2, 

1 mM EDTA 1mM Na2VO4, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)와 

protease inhibitor cocktail)로 구성된 완충용액으로 용해시켰다. 용해된 

세포들은 4℃에서 13,000 rpm으로 30분간 원심 분리하였다. 상등액만 

모아서 새로운 튜브에 옮겨 담고 peirce 660 nm protein assay kit 

(Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) 를 이용하여 단백질 정량을 하

였다. 같은 양의 단백질을 SDS (Sodium dodecyl sulfate)-polyacrylamide 
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gel에 전기영동 하였고, nitrocellulose transfer membranes (Whatman, 

Dassel, Germany) 에 transfer하였다. Membrane은 0.1% Tween 20 

(Sigma-Aldrich) 이 포함된 PBS와 5% nonfat Difco
TM 

skim milk (BD 

Biosciences, Sparks, MD, USA)에 blocking하고, 1차 항체를 붙였다. 사

용한 1차 항체는 PDCD5 (Rabbit) (Proteintech, Chicago, IL, USA), HA tag 

(Rabbit)(Santa Cruz Biotechnology Inc. CA, USA), p53 

(DO-1)(Mouse)(Santa Cruz Biotechnology Inc. CA, USA), p21 

(Rabbit)(Santa Cruz Biotechnology Inc. CA, USA), STK31 (Rabbit)(Santa 

Cruz Biotechnology Inc. CA, USA), Myc tag(Rabbit) )(Santa Cruz 

Biotechnology Inc. CA, USA), BAX (Rabbit)(AbCam), Flag tag(Mouse) 

(Sigma-Aldrich), β-actin(Mouse)(Sigma-Aldrich)이다. 결과 분석은 

Western Blotting Substrate (Thermo Scientific) 제품의 protocol에 따라 수

행하였다.  

 

5. 면역침강법 (Immunoprecipitation) 

세포를 완충용액을 이용하여 용해시킨 뒤 4℃에서 13,000 rpm으로 

30분간 원심 분리했다. 상등액을 peirce 660 nm protein assay kit 
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(Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)를 이용하여 단백질 정량을 하였

다. 그리고 500 ug으로 맞추어 G plus/protein A-agarose bead (Santa 

Cruze)와 항체를 넣고 4℃에서 16시간 반응시켰다. 반응이 끝난 후 

4℃, 2000 rpm, 2분간 원심분리 후 IP washing buffer로 세 차례 washing 

한 후 SDS sample buffer을 10 ul 넣고 5분 동안 끓인다. IP를 통해 얻

은 단백질은 western blotting 분석을 수행한다.  

 

6.  Lentiviral shRNA를 이용한 knock down 세포주 제작 

Stable knock down 세포주 확립을 위하여, target MISSON shRNA 

(Sigma-Aldrich)를 구입하였다. Lentiviral particles를 만들기 위하여 

pLKO. 1-PURO PDCD5를 MDLg/pRRE, envelope pRSV-REV와 pMD2. G 

plasmid와 함께 Mirus2020 (Mirus, USA)을 사용하여 293FT 세포에 

transduction 시킨 후, 48시간 동안 배양한 뒤 상등액을 걸러냈다. 

HCT116 또는 A549 세포에 lentivirus particle을 transfection시켰다. 이

틀 동안 배양한 후에 1 ug/ml puromycine (Sigma-aldrich)을 처리하여 

선별하였다. Lentivirus PURO shRNA를 대조군으로 사용하기 위하여 

제작하였다.  
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7. RNA 분리와 cDNA 합성 

 RNA는 Trizol 시약 (TaKaRa BIO, Shiga, Japan)을 사용하여 분리하였

다. 60 mm dish에 배양한 세포들을 Trizol 500 ul씩 넣고 1.5 ml tube에 

모아 세포들이 시약에 잘 녹아 들도록 한 후 chloroform 100 ml 넣어 

다시 vortexing하여 4℃에서 13,000 rpm으로 15분간 원심분리 한 후 

상등액 200 ul를 취해 새 튜브에 옮기고 isopropanol 200 ul씩 넣어 

inverting하여 실온에 10분간 반응시켰다. 반응이 끝난 후 다시 4℃에

서 13,000 rpm으로 15분간 원심 분리 한 뒤 상층액은 버리고 RNA 

침전물을 얻었다. 75% ethanol 1 ml넣어 4℃에서 13,000 rpm으로 5분간 

원심 분리하는 과정으로 RNA 침전물을 세척하고 실온에서 건조시

켰다. 건조된 침전물은 DEPC로 처리된 증류수 50 ul에 잘 녹인 후 

농도를 측정하여 사용하였다. 

cDNA를 합성하기 위하여 1.5 ug의 RNA를 10 pM oligo dT와 2.5 mM 

dNTP로 4 ul가 되도록 혼합하여 65℃에서 5분간 열처리 후 역전사 

효소와 반응 완충용액, 증류수의 부피가 10 ul가 되도록 첨가한 다음 

42℃에서 60분 65℃에서 10분 동안 역전사 반응을 시켜 단일 가닥
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의 cDNA를 합성하였다. 

GAPDH: F-5’-GATGGCATGGACTGTGGTCA-3’ 

GAPDH: R-5’-GCAATGCCTCCTGCACCACC-3’ 

PDCD5: F-5’-AAAGCACAGGGAAGCAGAAA-3’ 

PDCD5: R-5’-TTGTCCATATCTTGCCATCTG-3’ 

 

8. Site-direct ed mutagenesis 

다양한 mutants를 QuickChange kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

USA)를 사용하여 제작하였다. PCR cycling 은 18 cycle로 다음과 같은 

조건에 따라 진행되었다. 94℃에서 30초 동안 denaturation 과정을 거

치고, 55℃에서 1분 동안 annealing 과정을 거친 뒤 68℃ 에서 10분 

동안 extension 과정을 거친다. 증폭된 PCR 산물에 Dpn1 (Agilent 

Technologies)를 처리한 뒤 37℃에서 한 시간 반 동안 incubation한 뒤 

competent E.coli를 사용하여 transformation하였다. 모든 construct는 

DNA sequencing을 통해 확인하였다.  

 

9.  Colony formation assay 
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1000개의 세포를 60 mm culture dish에 분주하고 DMEM 배지로 10일

동안 배양하였다. Colony를 PBS로 washing한 뒤 0.5% crystal violet을 

혼합하여 염색하였다. colony들의 수를 세어 수치화 하였다. 

  

10. 통계분석 

T-test를 사용하여 실험의 통계적 유의성을 확인하였다. 두 그룹을 

비교하여 standard deviation 으로 나타냈다. P values 값이 0.05 이하를 

갖을 때 유의하다고 판단하였다.
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III. 결과 

 

1. Yeast-two hybrid를 통한 PDCD5의 신규 결합 단백질 동정 

세포사멸 기전 시 PDCD5의 조절네트워크를 규명하고자, 

yeast-two hybrid를 수행한 후 PDCD5의 결합 단백질을 동정하였다. 

pGBKT7 vector에 cloning 된 PDCD5를 bait로 사용하고 (그림 1, 가), 

인간 ovary cDNA library를 사용하여 교배시킨 후 sequence 분석을 

통해 후보 유전자들이 동정되었다 (표 1). PDCD5와 후보 유전자들 

사이의 세포 내 결합을 확인하고자, HCT116 세포에 PDCD5와 

동정된 유전자들을 co-transfection 시켜 면역침강법을 수행하였다 

(그림 1, 나). 그 결과 Pim2, STK31, TES, MRPL3와의 결합을 

확인하였고, 반복 된 실험을 통해 STK31과 PDCD5의 강한 

상호작용을 관찰함으로써 최종적으로 STK31을 선택하여 다음 

실험을 진행하였다.  
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그림 1. PDCD5 결합 단백질 선별. 

가, Yeast-two hybrid를 인간 ovary cDNA library를 사용하여 수행하였다. 

pGBKT7-PDCD5를 Gal4 DNA-binding domain을 갖고있는 Y2H Gold 

yeast strain에 transformaiton시켰다. Bait과 library 융합 단백질이 

결합할 경우 파란색 colony가 선택배지 plate에 보인다. 각각의 

colony를 배양하여 DNA를 추출하고, PCR로 증폭한 뒤 sequencing을 

수행하였다. 나, Flag-tagging이 달린 후보 단백질들과 HA-PDCD5를 

HCT116 세포에 co-transfection시켜 HA 항체로 면역침강법을 수행한 

뒤 Flag 항체로 immunoblotting 하여 확인하였다. 대조군으로는 같은 

단백질 sample에서 immunoblotting을 수행하여 -actin의 단백질 양을 

확인하였다. 
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2. STK31 과발현에 의한 p53 활성화 유도 

PDCD5는 p53과의 직접적인 결합을 통해 p53을 안정화 

시킴으로서 세포사멸을 유도한다는 것이 이미 알려져 있다. 따라서 

PDCD5의 발현량을 증가시켜 p53과 표적 유전자인 p21, bax의 

단백질 양을 확인한 결과 p53을 매개로 한 세포사멸 경로가 활성화 

되는 것을 확인하였다 (그림2, 가). PDCD5와 결합하는 STK31에 

의한 p53 경로 활성의 변화를 관찰하기 위하여, STK31을 HCT116 

세포에 농도별로 과발현 시켜 immunoblot 분석을 수행하였다. 그 

결과 STK31은 p53과 표적단백질인 p21, bax의 단백질 양을 농도 

의존적으로 증가시켰다. 흥미롭게도, STK31의 과발현은 PDCD5의 

단백질 양 자체에도 농도 의존적으로 증가시킴을 확인하였다 (그림2, 

나). 앞선 실험 결과를 통해 PDCD5와 STK31 모두 p53 경로를 

활성화 시킨다는 것을 확인하였다. 이러한 영향은 PDCD5와 

STK31를 동시에 과발현 시켜 확인했을 때 더욱 증가됨을 

확인하였다 (그림2, 다). 이를 통해 STK31은 PDCD5와 함께 p53 

경로 활성화에 영향을 미치는 양성조절자 역할을 할 것이라고 

생각하였다. PDCD5의 증가가 전사수준에서 조절되는 것인지 
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번역수준에서 조절되는 것인지 알아보고자 Flag-STK31을 농도별로 

과발현 시켜 PDCD5의 mRNA level을 reverse transcription PCR 

(RT-PCR)을 통해 확인하였다. 그 결과 PDCD5의 mRNA의 변화는 

확인 할 수 없었다. 이와 같은 결과들로부터 STK31은 PDCD5의 

단백질을 안정화 시킴으로써 p53을 매개로한 세포사멸 경로를 

활성화 시켜 표적 유전자들인 p53, p21, bax의 단백질 level을 

향상시킨다는 것을 알 수 있었다.  
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그림 2. STK31의 과발현을 통한 p53 경로의 활성화. 

가, Flag-PDCD5를 HCT116 세포에 농도별로 과발현 시켜 36시간 

동안 배양한 뒤 단백질을 추출하여 immunoblot으로 확인하였다. 

대조군으로 -actin의 단백질 양을 확인하였다. 나, Flag-STK31을 

HCT116세포에 농도별로 과발현 시켜 36 시간동안 배양한 뒤 

단백질을 추출하여 immunoblot으로 확인하였다. 대조군으로 

-actin의 단백질 양을 확인하였다. 다, Flag-STK31과 Flag-PDCD5를 

co-transfection시켜 36시간 동안 배양한 뒤 단백질을 추출하여 

immunoblot으로 확인하였다. 대조군으로 -actin의 단백질 양을 

확인하였다. 라, Flag-STK31을 농도별로 과발현 시켜 36시간 동안 

배양한 뒤 RNA를 추출하여 cDNA를 합성한 뒤 RT-PCR을 수행하여 

PDCD5의 유전자 양을 측정하였다. 대조군으로는 같은 RNA 

sample에서 RT-PCR을 수행하여 GAPDH의 유전자 양을 확인하였다. 
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3.  PDCD5 의존적 STK31의 p53 활성화 유도 

STK31에 의한 p53 경로의 활성화가 PDCD5를 통한 작용인지 

확인하기 위하여 PDCD5 knockdown 세포주를 제작하였다. Western 

blot과 RT-PCR을 수행하여 PDCD5의 knockdown을 확인하고 (그림3, 

가), shPDCD5와 shControl- A549 세포주에 STK31을 과 발현 시켰다. 

그 결과 PDCD5 knockdown 세포에서 control 세포에 비하여 p53과 

target 단백질의 현저하게 낮은 단백질 양을 확인 하였다 (그림3, 나). 

같은 방법으로 SKT31을 농도별로 증가시켜 확인하였을 때도 

control세포에 비하여 PDCD5 knockdown 세포에서 증가되지 못함을 

확인하였다. 이러한 결과를 통하여 STK31이 PDCD5를 매개로 하여 

p53 활성경로를 촉진시키는 것을 알 수 있었다.  
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그림 3. STK31의 과발현은 PDCD5를 경유하여 p53 경로를 활성화. 

가. 왼쪽 그림은 shcontrol-A549와 shPDCD5-A549 세포를 western 

blot을 한 뒤 PDCD5 항체를 이용하여 PDCD5의 knockdown을 

확인한 것이고, 오른쪽 그림은 RNA를 추출하여 cDNA를 합성한 뒤 

RT-PCR을 수행하여 PDCD5의 유전자 양을 측정하였다. 

대조군으로는 같은 RNA sample에서 RT-PCR을 수행하여 GAPDH의 

유전자 양을 확인하였다. 나. PDCD5 knockdown 세포를 사용하여 

Flag-STK31을 과발현 시켜 36시간 후에 immunoblot을 수행하여 

단백질 양을 확인하였다. 대조군으로는 같은 단백질 sample에서 

immunoblotting을 수행하여 -actin의 단백질 양을 확인하였다. 다. 

PDCD5 knockdown 세포를 사용하여 Flag-STK31을 농도별로 처리한 

뒤 immunoblot을 수행하여 단백질 양을 확인하였다. 대조군으로는 

같은 단백질 sample에서 immunoblotting을 수행하여  -actin의 단백질 

양을 확인하였다.  
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4. PDCD5를 안정화를 통한 STK31의 p53-의존적 세포사멸 신호기전 

촉진 

PDCD5의 안정화는 DNA damage와 같은 스트레스 상황에서 

유도된다고 알려져 있으므로, 세포사멸을 유도할 수 있는 cytotoxic 

agent인 etoposide를 사용하여 실험을 수행하였다. 앞선 실험 

결과에서 STK31의 과발현은 p53을 활성경로를 촉진시켰기 때문에 

genotoxic stress 상황에서의 변화를 관찰하고자 HCT116 세포에 

Flag-STK31을 농도별로 과발현 시킨 뒤 etoposide를 처리하여 

확인하였다. 그 결과 p53과 target 단백질인 p21이 농도별로 

증가하였고, PDCD5의 단백질 양 또한 농도별로 증가하였다 (그림4, 

가). STK31의 과발현을 통한 p53 경로의 신호전달 증가가 PDCD5를 

매개로 한 것인지 확인하고자 PDCD5의 knockdown 세포주에서 

확인하였다. STK31의 과발현 시킨 뒤 etoposide를 처리하였을 때 p53 

경로의 활성화가 control 세포에 비하여 PDCD5 knockdown 세포에서 

낮은 증가를 보였다 (그림4, 나). p53 신호전달 기전 활성화가 

PDCD5와 STK31의 결합과 관련이 있는지 확인하고자 PDCD5와 

STK31을 동시에 과발현 시켜 etoposide를 처리하고 면역침강법을 



 28 

수행하여 결합의 변화를 확인한 결과 etoposide를 처리하였을 때 

PDCD5와 STK31의 결합이 증가하였다. 이 결과를 통하여 DNA 

damage 상황에서 STK31과 PDCD5의 결합이 증가되어 p53을 매개로 

한 세포사멸 신호 기전을 더욱 활성화 시킨다는 것을 알 수 있었다 

(그림4, 다). 
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그림 4. STK31은 PDCD5를 매개로 하여 etoposide에 의한 p53 

신호전달 활성 조절 

가, HCT116 세포에 Flag-STK31을 농도별로 과발현 시켜 36시간동안 

배양한 뒤 25 mM의 etoposide를 4시간 처리하여 immunoblotting 

분석하였다. 나, PDCD5 knockdown A549 세포주와 control A549 

세포주를 이용하여 Flag-STK31을 과발현 시키고 25 mM etoposide를 

처리하여 immunobloting으로 확인하였다. 다, HCT116 세포에 

HA-PDCD5와 Flag-STK31을 co-transfection 시켜 50 mM의 etoposide를 

처리한 뒤 4시간 뒤에 harvest하였다. HA로 IP 하여 Flag으로 

immunobloting을 수행하여 확인하였다. 대조군으로 -actin을 

사용하였다. 
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5. PDCD5 의존적 STK31의 세포고사 촉진 

앞선 결과를 통해 STK31의 과발현이 PDCD5의 단백질 양을 

증가시키고, 안정화된 PDCD5로 인한 p53 경로의 활성화를 

확인하였다. 최종적으로 PDCD5의 생물학적 기능을 확인하기 위해 

Colony formation assay를 수행하여 세포의 증식을 측정하였다. 

HCT116 Control세포와 shPDCD5 세포에 STK31을 과발현 시켰을 때 

Control 세포의 증식이 다소 감소하였지만, PDCD5의 knockdown 

세포에서는 증식이 전혀 감소하지 않았다. 이 결과를 통해 STK31이 

PDCD5 의존적으로 세포고사를 촉진시키는 것을 증명하였다. 
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그림 5.  세포증식에서 STK31의 영향. 

가. Flag-STK31을 과발현 시킨 shControl과 shPDCD5-HCT116세포를 

1X10
3 으로 심은 후 10일 동안 배양한 다음 0.5% crystal violet을 

이용하여 염색하고 colony개수를 측정하였다.  Error bars, SD (n=3), *P 

values<0.05
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IV. 고찰 

세포고사는 비정상정인 세포 또는 손상된 세포를 선택적으로 

제거함으로써 세포의 수를 유지하며 조직의 항상성을 유지시켜 

준다 
24

. 정상적인 경우 세포사멸을 유도하는 유전자들과 세포의 

생존을 유도하는 유전자들간의 균형을 유지하지만 이러한 균형이 

깨지게 되면 암, 신경퇴화, 면역결핍과 같은 질환이 발생할 수 있다. 

일반적으로 암세포의 경우에는 이러한 균형이 비정상적으로 

조절되어 생존을 유도하는 유전자들이 증가되어 있고, 세포고사를 

유도하는 유전자들이 변이가 있거나 감소되어 있는 것이 발견된다 

25
. 대표적인 종양억제 인자로 알려진 p53은 DNA damage와 같은 

여러 스트레스 상황에서 세포고사를 유도하지만 
26

, 다수의 종양에서 

p53의 변이가 관찰되고 
27

, 이는 종양의 진행과 전이를 유도한다는 

것이 잘 알려져 있다 
28

.  따라서 세포고사 관련 유전자들을 통한 

정교한 세포사멸의 조절은 종양의 발생과 치료에 있어서 

중요하다는 것을 알 수 있다.  

세포고사를 유도한다고 알려진 또 다른 유전자인 PDCD5는 

세포고사가 일어나는 과정에서 안정화되어, 세포질에서 핵으로 
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빠르게 이동한다4
. 이미 여러 암종에서 PDCD5의 낮은 발현이 

확인되었고, PDCD5의 낮은 발현은 종양의 형성과 예후와 관련이 

있음이 보고되어 되었다7-14
. 또한 PDCD5는 일반적으로 쓰이는 

항암제인 cisplatin에 유도되는 세포고사의 민감도를 높여준다는 여러 

보고를 볼 때29-31
, PDCD5가 종양발달 억제자로서 중요한 역할을 할 

것을 알 수 있다. 하지만, PDCD5의 중요도에 비하여 지금까지 

밝혀진 PDCD5의 조절기전은 PDCD5가 genotoxic stress를 받았을 때 

세포질에서 미토콘드리아 막으로 이동하여 BAX 단백질의 조절을 

통한 세포고사를 유도한다는 것과5
, p53과 직접적으로 결합하여 cell 

cycle arrest와 세포고사를 유도 한다는 것16
, p53 안정화에 중요한 

역할을 하는 아세틸화 효소인 tip60와 결합하여 apoptosis유도한 다는 

것17
 외에 PDCD5 자체의 조절기전 연구에 대해서는 보고된 것이 

없다.   

본 연구에서는 Yeast-two hybrid를 통하여 PDCD5의 신규 결합 

단백질인 STK31을 동정하였고, co-immunoprecipitation를 통하여 세포 

내 결합을 확인하였다. 다양한 실험을 통해 STK31은 PDCD5를 

안정화 시키며 세포사멸을 촉진하는 것을 확인할 수 있었다.  
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먼저 PDCD5는 p53과 결합하여 p53 경로에 양성조절자 역할을 

한다고 알려져 있기 때문에, PDCD5를 농도 별로 과발현 시켰을 때 

p53과 타겟 유전자들이 농도 별로 증가한 것을 확인하였고, STK31를 

과 발현 시켰을 때에도 p53 경로를 활성화 시켰기 때문에 STK31과 

PDCD5를 모두 과 발현 시켜 p53 활성화에 synergistic 영향을 

확인하였다. PDCD5의 mRNA를 측정한 결과 변화가 없었기 때문에 

STK31과 PDCD5의 상호작용은 번역수준에서 조절되는 것을 알 수 

있었다. PDCD5가 저발현 되어있는 knockdown 세포주를 사용한 

실험에서 STK31 과발현에 의한 p53 경로활성의 감소를 확인하여, 

STK31이 PDCD5를 매개로 한 세포사멸을 유발할 것이라고 

생각하였다. PDCD5는 DAN damage와 같은 자극이 왔을 때 

세포고사를 유도한다고 알려져 있기 때문에, 세포고사를 유발할 수 

있는 cytotoxic reagent인 etoposide를 사용한 실험에서 PDCD5를 

매개로 STK31이 p53 경로를 활성화 시키는 것을 확인하였다. 

Etoposide를 처리하였을 때 PDCD5와 STK31의 결합이 증가하였기 

때문에 p53 신호전달 경로 활성에 PDCD5와 STK31의 결합이 

중요하다는 것을 확인하였다. 



 37 

최종적으로 colony formation assay를 통한 세포의 증식을 

확인하였을 때 STK31이 과발현 된 세포의 증식이 감소를 확인한 

반면 PDCD5의 저발현 세포 주에서는 감소가 보이지 않았다. 

본 연구에서 STK31은 PDCD5-p53-세포고사 경로의 

양성조절자로서 기능을 하며, STK31, PDCD5, p53이 ternary 복합체를 

형성하고, interregulatory network의 가능성을 제시하였다. 결과적으로, 

STK31-PDCD5-p53의 새로운 molecular pathway가 암 세포 사멸의 

치료적 타겟이 될 수 있을 것이라고 생각한다. 더 나아가 STK31이 

어떠한 기전으로 PDCD5의 stability를 조절하는지의 연구가 

필요하다.  

Serine-threonine kinase31(STK31)은 tudor domain과 kinase domain이 

보존되어 있어 다양한 기능을 할 것으로 예상되지만 아직까지 

암세포에서 STK31의 기능은 불분명하다32
. 최근 STK31이 colon 

cancer 세포의 undifferentiated state를 조절한다는 보고가 있었고33
, 

또한 STK31의 과 발현은 암세포의 전이와 침윤이 가속화 시키고 

STK31을 knockdown시켰을 때 apoptosis가 증가된다는 보고가 

있었다34
. 
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비록 이전의 보고들이 STK31가 종양형성에 기여한다는 

내용이지만, 본 연구에서 PDCD5 결합단백질로서 p53 signaling 

pathway를 통한 세포사멸의 조절을 밝혀 STK31의 pro-apoptosis 

조절자로서 기능을 증명하였고, STK31이 p53이 정상적인 상황에서 

PDCD5를 경유한 활성화는, 최종적으로 세포사멸을 유도함을 

증명하였다.  
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V. 결론 

 p53을 매개로 한 암 세포 사멸에서, PDCD5의 기전을 연구하기 

위해 PDCD5와 결합하는 새로운 단백질인 STK31을 yeast-two 

hybrid를 통해 발굴하였다. STK31은 PDCD5의 단백질 양을 

증가시키며, STK31에 의한 PDCD5 단백질의 양적 증가는 p53을 

활성화 시켜 p53을 매개로 하는 세포고사를 촉진시킨다. 이번 

연구를 통해 밝혀진 STK31-PDCD5-p53의 분자네트워크는 암세포 

사멸에 있어서 중요한 역할을 할 것이라고 생각된다.  
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Abstract (in English) 

 

Unraveling the apoptotic role of PDCD5 by analysis of interactome 

Eun-Jeong Han 

Department of Medical Science 

The Graduate School, Yonsei University 

 

(Directed by Professor Ho-Geun Yoon) 

 

Programmed cell death 5 (PDCD5) plays a significant role in cellular 

apoptosis. When Apoptosis in induced, PDCD5 is translocated from the 

cytoplasm to the nucleus. Decreased PDCD5 expression has beed reported in 

various human tumor, such as astrocytic glioma, breast cancer, chronic 

myelogemous leukemia, gastric cancer, hepatocellular carcinoma, and it is 

associated with tumor formation and malignat progression. Previous studies 

showed that PDCD5 plays significant role as a tumor suppressor However, the 

molecular mechanism of PDCD5 is still unclear.  
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In this study, PDCD5-binding proteins were screened using yeast two 

hybrid assay to examine the function of PDCD5 in the regulation of cell death, 

and finally STK31 (serine/threonine kinase31) was identified as a novel 

protein that interacts with PDCD5. 

The interaction between PDCD5 and STK31 was confirmd by  

immunoprecipitation in vivo cell system. Increased STK31 expression 

upregulate level of PDCD5. Upregulation of PDCD5 expression by STK31 

stabilizes p53 mediated apoptosis and increase activation of p53 transcription. 

In PDCD5 knocking-down cells, p53 and expression of target proteins were 

not changed even with overexpression of STK31. Therefore, colony formation 

assay showed that overexpression of STK31 could not affect cell proliferation 

in PDCD5 knocking-down cells. These results suggest that STK31 promotes 

p53 pathway via PDCD5. This novel STK31-PDCD5-p53 signaling pathway 

plays significant role in apoptotic cell death in cancer cells.   

 

 

                                                               

Key words: pdcd5, stk31, p53, apoptosis, cell death, serine/threonine kinase 




