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국문요약

세포 스트레스로 유발되는

마이토파지(mitophagy)에서 HMGB1의 역할

HMGB1은 대부분의 진핵세포에 존재하는 핵 단백질이며 DNA의

minor groove에 결합하여 유전자 전사를 조절한다. 핵 안에 존재하는

HMGB1은 다양한 면역적 자극에 의해 활성화된 대식세포

(macrophage) 등에서 능동적으로 분비되거나, 세포 괴사(necrosis) 등

에 의해 수동적으로 세포 밖으로 분비된다. 분비된 HMGB1은 만성

(chronic) 혹은 급성(acute) 염증반응에 관여하는 손상 관련 분자 패

턴(damage-associated molecular patterns, DAMP)으로 작용한다.

자가포식이란 악조건 속에서 세포가 살아남으려는 반응 중 하나

로 다양한 스트레스에 의해 유발되는 세포손상에 대한 방어 기작

이라고 할 수 있는데, 크게 샤페론매개자가포식(chaperone-mediated 

autophagy), 미세자가포식(microautophagy), 거대자가포식

(macroautophagy) 세 가지로 나눌 수 있다. 이 중 마이토파지는 거대

자가포식에 해당하며 마이토콘드리아가 손상을 받았을 때 세포 내

항상성 유지를 위해 손상된 마이토콘드리아를 제거하는 역할을 수

행한다. 

HMGB1이 이러한 자가포식과 관련이 있다는 내용이 보고되고 있

으며 핵, 세포질 그리고 세포 밖으로 분비된 HMGB1이 자가포식을

조절한다고 보고되고 있다.

본 연구는 스트레스에 의해 마이토파지가 유발 될 때 HMGB1의

역할을 규명한 연구로서, HMGB1WT이 핵에서 세포질로 이동 한 후
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일부가 마이토콘드리아로 위치하고, 스트레스 상황에서 자가포식의

한 종류인 마이토파지의 진행에 필수적인 연관 단백질 Parkin, p62와

HMGB1WT이 각각 결합함을 확인하였다. 또한 HMGB1DVVKA HEK293T 

세포(HMGB1 아미노산 No. 175-178 부위의 유전자를 결손한 세포)

에서 자가포식 및 마이토파지의 유도 정도가 증가함을 확인 하였으

며, HMGB1DVVKA HEK293T 세포에 HMGB1을 재발현 시켰을 때

HMGB1WT HEK293T 세포와 마찬가지로 자가포식 및 마이토파지의 유

도 정도가 감소함을 확인 할 수 있었다. 이러한 결과들을 토대로

본 연구에서는 HMGB1의 과발현이 자가포식 및 마이토파지를 감소

시키며 HMGB1DVVKA에 의하여 자가포식 및 마이토파지가 증가함을

알 수 있었다. 그러나 HMGB1DVVKA 단백질이 관여하는 자가포식에

대한 분자적인 기전은 추후에 좀 더 연구 되어야 할 부분이다.

핵심되는 말: HMGB1, mitochondria, mitophagy, cellular stress 
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세포 스트레스로 유발되는

마이토파지(mitophagy)에서 HMGB1 의 역할

<지도교수 신 전 수>

연세대학교 대학원 의과학과

정 장 빈

Ⅰ. 서 론

High mobility group box 1 (HMGB1)은 215 개의 아미노산으로 이루어진

단백질로 대부분의 진핵세포에 존재하는 핵 단백질이며, 포유동물에서는

99%의 상동성을 갖고 있다.1 HMGB1 은 크게 세 부위로 나뉘어지며, 

DNA 에 결합하는 도메인인 A box 와 B box, 그리고 산성을 띄고 있는 C-

말단 도메인으로 구성되어진다. HMGB1은 non-histone DNA 결합 단백질로, 

뉴클레오좀(nucleosome)을 안정화 시키고 DNA 의 minor groove 에

결합하여 핵 내에서 다양한 유전자 발현에 영향을 끼치는 전사조절인자로

작용한다.2-4 HMGB1 결핍 생쥐의 경우 glucocorticoid receptor-responsive 

gene 의 활성화가 결여되어 출생 후에 죽게 된다.5 핵 내에 존재하는
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HMGB1은 lipopolysaccharide (LPS), tumor necrosis factor-α (TNF-α), reactive 

oxygen species (ROS), interferon-γ (IFN-γ) 등 다양한 면역적 자극에 의해

활성화된 대식세포에서 아세틸화, 인산화, 메틸화와 같은 전사 후 번역

과정을 거쳐 DNA 에서 분리 된 후 능동적 과정을 통해 세포 밖으로

분비되거나,6-10 괴사(necrosis)를 일으키는 세포에 의해 수동적으로

분비된다. 분비된 HMGB1 은 세포 외 공간에서 감염 없이 나타나는 염증

반응인 멸균면역(sterile inflammation)에 관여하는 손상 관련 분자

패턴(damage-associated molecular pattern, DAMP)으로 작용한다. 손상 관련

분자 패턴에는 HMGB1, heat shock proteins (HSPs), S100 단백질, IL-1α 등이

있으며, 병원균 관련 분자 패턴(pathogen-associated molecular pattern, 

PAMP)과 유사하게 염증반응을 촉진시킨다.11-14

자가포식이란 영양 결핍, 열 충격, 노화, 산화 스트레스, 외부 독소 등에

의해 손상 받은 세포 소기관 또는 단백질 등을 세포 내 구성성분인

라이소좀(lysosome)을 매개로 분해하여 세포의 항상성을 유지하는

기전이다. 이러한 자가포식은 크게 세 가지로 나뉠 수 있는데 손상된

단백질과 샤페론에 의해 유도되는 샤페론매개자가포식, 

자가포식체(autophagosome)를 형성하지 않고 라이소좀과의 직접적인

결합을 통해 진행되는 미세자가포식, 세포 소기관 등과 같이 비교적 큰

물질을 분해하는 거대자가포식 세 가지로 나뉘며,15 널리 알려져 있는

자가포식의 개념은 거대자가포식에 해당한다고 할 수 있다.16,17
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자가포식 과정을 살펴보면, 먼저 일반적인 상황에서는 자가포식을

억제하는 분자들에 의해 자가포식이 저해 되어 있다. 외부 자극에 의해

세포가 손상을 입게 되면 손상 받은 세포 소기관, 응집된 단백질 등에

유비퀴틴(ubiquitin)이 결합하게 되고, light chain 3-Ⅰ (LC3-Ⅰ)이

phosphatidylethanolamine (PE)에 의해 lipidation 되어 light chain 3-Ⅱ (LC3-

Ⅱ) 형태로 바뀌게 되는데, 이때 p62의 LC3-interacting region (LIR)을 통해

LC3 와 결합하고 ubiquitin-associated binding domain (UBA)을 통해

유비퀴틴과 결합할 수 있는 가교역할에 의해 연결되어 자가포식이

진행되게 된다.18-20

제 기능을 하지 못하는 마이토콘드리아가 적절히 제거 되어야만

세포가 정상적인 기능을 수행 할 수 있는데, 마이토콘드리아는

동물세포에서 산화적 인산화와 에너지 생산의 중요한 역할을 수행하고

있으며 reactive oxygen species (ROS)의 생산에도 중요한 역할을 하는

기관이다. ROS 는 정상적인 신호전달의 중간 생성물 이지만 과도한

ROS 의 생성은 세포 기능에 악영향을 미친다. 마이토콘드리아의 기능

이상은 노화 및 질병에 연관되어 있는데 그 중에서도 제 기능을 하지

못하는 마이토콘드리아가 적절히 제거되지 못하고 남아 있을 때 여러

가지 질병을 유발하게 되며 특히 신경 질환 중 하나인

파킨슨병(Parkinson’s disease)의 발병에 연관되어 있다.21,22 거대자가포식 중

마이토콘드리아 특이적인 자가포식을 마이토파지(mitophagy)라 한다.23
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정상적인 마이토콘드리아의 경우 마이토콘드리아 내막 내에 존재하는

PTEN-induced putative kinase 1 (PINK1)은 mitochondrial processing peptidase 

(MPP), presenilin-associated rhomboid-like protease (PARL), m-AAA 그리고

ClpXP 등 네 가지 프로테이즈(protease)에 의해 지속적으로 분해되고

있지만, 마이토콘드리아가 스트레스 상황에 처하게 되면 분해가 중단되고

마이토콘드리아 표면에 존재하며 카이네이즈(kinase)로 작용하게 된다.24

PINK1 단백질이 마이토콘드리아 바깥쪽 막에 축적되게 되고, 이 PINK1 

단백질은 E3 유비퀴틴 ligase 인 Parkin 을 마이토콘드리아로 모여들게

하고 (PINK1 과 Parkin 의 직접적인 상호작용 또는 PINK1 에 의한

Parkin 의 linker 부위 중 175 번 Thr, T 의 직접적인 인산화로 Parkin 의

이동이 매개 25-27) 인산화시킨다. 활성화 된 Parkin 이 마이토콘드리아에

존재하는 VDAC (voltage-dependent anion channel), MFN (mitofusin), NF-κB 

essential modulator (NEMO) 등의 단백질들을 유비퀴틴화(ubiquitination)

시키면 자가포식 수용체로 불리는 p62 단백질은 UBA 도메인을 이용해

다유비퀴틴화(polyubiquitination)된 단백질을 인식해 결합하고, p62 의 LIR 

도메인을 통해 LC3-Ⅱ와 결합하여 막(phagopore)을 형성하면서

마이토파지를 개시한다.28,29

최근에는 HMGB1 이 이러한 자가포식과 관련이 있다는 내용의 연구가

많이 진행되고 있는데, 크게 세 가지 기작을 통해 자가포식에 관여

한다고 알려져 있다. 첫 번째로 핵 내에서 HMGB1 은 자가포식을 유도할
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수 있는 heat shock protein beta-1 (HSPB1)의 발현을 증가시킨다.30 두

번째로 산화 스트레스, 영양 결핍 등의 자극에 의해 산화환원반응(redox) 

기전을 통하여 세포질로 이동한 HMGB1 은 자가포식의 진행 초기에

관여하는 단백질인 Beclin-1 과 결합하여 Beclin-1 억제 단백질인 Bcl-2 를

Beclin-1 으로부터 분리되게 함으로써 자가포식 조절에 중요한 역할을

한다.31-33 마지막으로 세포 밖으로 분비된 HMGB1 은 이것의 수용체인

receptor for advanced glycation end products (RAGE)와 결합하여 자가포식을

저해하고 있는 mammalian target of rapamycin (mTOR)를 억제함으로써

자가포식을 유도하게 된다.30

본 연구에서는 세포의 열 충격 등의 스트레스에 의해 HMGB1WT 이

핵에서 세포질로 분비되어 마이토콘드리아로 이동하는 것을 확인하여

마이토파지에 미치는 영향을 확인하고자 하였다. 이를 위하여 HMGB1WT

과 마이토파지 연관 단백질과의 결합을 관찰하였고, HMGB1WT HEK293T 

세포 및 CRISPR-Cas9 시스템으로 구축한 HMGB1DVVKA HEK293T 변이

세포를 이용하여 HMGB1이 마이토파지에 미치는 영향을 확인하였다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 세포배양 및 자가포식(autophagy) 유도

인간 배아 신장 세포(human embryonic kidney, HEK293T)와 HMGB1DVVKA

HEK293T 세포를 사용하였다. 이는 10% 우태아혈청(fetal bovine serum, 

FBS)(Gibco, Rockville, MD, USA)이 첨가된 Dulbecco's modified eagle medium 

(DMEM)에 5% CO2를 공급하며, 37℃에서 배양하였다. 

자가포식을 유도하기 위하여 위 세포를 하룻밤 동안 배양한 후

confluency가 70-80% 의 배양 상태에서 열 충격(43℃, 30분) 또는 carbonyl 

cyanide m-chlorophenyl hydrazone (CCCP)(20 μM, 6시간)를 처리하였다.

2. Western blot 분석

스트레스에 의해 마이토파지가 유도되는지 확인하기 위하여, HEK293T 

세포에 열 충격, CCCP를 처리한 후 마이토콘드리아와 세포질을 분리하여

SDS-PAGE를 시행하였다. 이후 nitrocellulose membrane (Amersham Bioscience, 

Piscataway, NJ)에 transfer한 후 자가포식 유도 확인을 위해 rabbit anti-LC3

의 항체(Sigma, USA)로 검출하였다. 

스트레스에 의해 HMGB1이 마이토콘드리아로 이동하는지 확인하기 위

하여, HEK293T 세포에 열 충격, CCCP를 처리한 후 마이토콘드리아와 세

포질을 분리하여 SDS-PAGE를 시행하였다. 이후 nitrocellulose membrane에
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transfer한 후 rabbit anti-HMGB1 항체(Abcam, Cambidge, UK)로 검출하였다. 

3. 면역침강법(immunoprecipitation) 

Protein G가 결합된 Dyna-bead에 HMGB1 항체(Abcam)를 25°C에서 1시간

반응시킨 후 스트레스를 주지 않은 세포와 스트레스를 준 세포에서 분리

한 마이토콘드리아 용해물과 4°C에서 하룻밤 반응시켰다. 이 후 bead를

침전하여 마이토파지 연관 단백질인 Parkin, p62와의 결합 여부를 각각의

항체(rabbit anti-Parkin, Millipore, Massachusetts, USA)(mouse anti-p62, Abnova, 

Taoyuan City, Taiwan)를 사용하여 western-blotting을 통해 확인하였다.

4. 형질주입(transfection) 

자가포식이 진행 될 때 LC3의 lipidation에 의한 puncta의 확인을 통해

자가포식의 표지로 사용하여 공초점현미경 이미지를 얻기 위해 GFP-LC3 

플라스미드와 polyexpress(Excellgen, Rockville Maryland, USA)를 1:3 비율로

혼합하여 HMGB1WT HEK293T 세포 및 HMGB1DVVKA HEK293T 세포에 일

시적으로 16시간 동안 과발현(transient transfection) 시켰다. 

HMGB1DVVKA HEK293T 세포에서 과발현된 HMGB1에 의해 마이토파지

가 HMGB1WT HEK293T 세포와 같은 수준으로 회복되는지 확인하기 위해

Myc-HMGB1 플라스미드와 polyexpress(Excellgen)를 1:3 비율로 혼합하여

HMGB1DVVKA HEK293T 세포에 일시적으로 16시간 동안 과발현시켰다. 
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또한 면역침강법을 이용하여 Parkin과 HMGB1WT의 결합 여부를 확인하

기 위해 Flag-parkin과 Myc-HMGB1 플라스미드를 각각

polyexpress(Excellgen)와 1:3 비율로 혼합하여 HMGB1WT HEK293T 세포 및

HMGB1DVVKA HEK293T 세포에 일시적으로 16시간 동안 과발현시켰다. 

5. 면역세포형광염색

다양한 스트레스 상황에서 핵에서 세포질로 이동한 HMGB1WT이 마이토

콘드리아로 이동하는지 확인하기 위하여 면역세포형광염색법을 실시하였

다. 마이토파지를 유도하기 위해 열 충격은 43℃에서 30분 처리하였을 때

HMGB1WT의 세포 내 혹은 마이토콘드리아로의 위치를 확인하였다.

이를 위해 HEK293T 세포를 LabTek2 4-wells chambers (Nunc, Roskilde, 

Denmark)에 1.5x105 세포/chamber로 배양한 뒤 스트레스 처리 후 배지를

제거하고 PBS로 한 차례 세척하였다. 4% paraformaldehyde(Biosesang, 

Seongnam, Korea)로 상온에서 30분간 고정한 후 0.2% Triton X-100으로 10 

분 동안 permeabilization 수행 하였고 PBS로 세척하였다. 항체의 비 특이

적인 결합을 방지하기 위하여 1% BSA로 1 시간 blocking 한 뒤, 1% BSA

에 희석한 뒤 마이토콘드리아를 염색하기 위해 mouse anti-COX Ⅳ 항체

(Abcam, Cambidge, UK), rabbit anti-HMGB1 항체(Abcam)를 넣어주고 4°C

cold room chamber에서 하룻밤 반응시켜 주었다.  1% BSA에 rabbit Alexa 

488이 conjugate된 2차 항체(Life Technologise, Carlsbad, CA, USA)를 희석하
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여 넣어준 뒤, 25°C에서 1시간 동안 반응시켰다. 핵을 염색하기 위하여

DAPI가 포함된 마운팅 용액(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)을 이

용하여 슬라이드를 만들어준 뒤, 공초점현미경(Olympus Optical, Tokyo, 

Japan)을 이용하여 관찰하였다.

또한 GFP가 표지 된 LC3를 HMGB1WT HEK293T 세포 내로 transfection 

시킨 후 여러가지 스트레스 상황에서 HMGB1WT이 마이토콘드리아로 이동

하여 마이토파지와 공존하는지 확인하기 위하여 같은 방법을 통하여 실시

하였다.

6. CRISPR-Cas9 시스템을 이용한 HMGB1DVVKA HEK293T 변이 세포주 구

축

HMGB1WT의 기능을 조사하기 위하여, HMGB1이 변이된 세포주를 구축

하고자 하였다. HMGB1을 선택적으로 돌연변이 시키기 위해서 CRISPR-

Cas9 시스템을 이용하여 유전자 편집을 하였다.34 CRISPR-Cas9 시스템은

Cas9을 발현하는 벡터에 대상 유전자 염기서열과 상보적으로 일치하는

sgRNA insert를 삽입한 후 세포에 형질주입 시켜주고, 형질주입 된 세포만

을 선택하여 유전자 돌연변이 세포만을 얻을 수 있는 방법이다.35

Cas9을 원하는 대상 유전자 부위로 이동시키기 위해서는 대상 유전자의

염기서열과 상보적으로 일치하는 guide RNA의 도움이 필요하다. 이를 위

해서 online CRISPR Design Tool (http://tools.genome-engineering.org)을 이용하
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여 HMGB1 3번째 exon부위(5’- CCGTTACCCTGATTTGCCCCGGGAAGGAA

GCAGCAGGCAATGTTACCATTCACTGGGTGTACTC-3’)를 표적으로 top (5’-

CACCGAGCAAAAAAGGGAGTTGTCA-3’, 25 bp), bottom (5’- AAACTGACAA

CTCCCTTTTTTGCTC-3’, 25 bp) guide RNA를 제작하였다. 이 부위는

HMGB1 아미노산 No. 175-178 (Val-Val-Lys-Ala, VVKA)에 해당하는 부위이

다. Guide RNA를 제작 할 때에는 genomic DNA 상에서 한 exon내에서 연

속된 20염기를 기준으로 PAM 염기서열(5’-NGG)을 포함 시켰고, online 프

로그램 상에서 계산 된 off-target이 가장 적은 염기서열을 선택 함으로서

off-target을 최소화하였다. 

제작한 top과 bottom guide RNA를 100 μM 농도로 녹여 각각 1 μl씩, T4 

ligase 1 μl, T4 PNK 1 μl, 3차 증류수 6 μl를 섞은 후 37℃에서 30분, 95℃에

서 5분 후 25℃가 될 때까지 분당 5℃씩 온도를 낮춰주어 sgRNA oligo 

insert를 만들어 준 후 3차 증류수에 1:200으로 희석하였다. Oligo 제작이

완료 되면, pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) (Addgene, Cambridge, MA. U.S.A) 

벡터 0.77 μl(100 ng), 희석된 oligo 2 μl, NEB 2.1 buffer(10X)(New England 

Biolabs, Ipswich, United Kingdom) 2 μl, DTT(10 mM) 1 μl, ATP(10 mM) 1 μl, 

Fast Digest BbsⅠ (New England Biolabs) 1 μl, T4 ligase 0.5 μl, 3차 증류수

11.73 μl를 섞은 후 37℃에서 5분, 21℃에서 5분을 한 cycle로 6 cycle 총 1 

시간 동안 반응시키어 벡터의 절단과 oligo insert의 삽입하였다. 이후 E. 

Coli DH5α에 transformation시키어 mini-prep (Qiaprep spin miniprep kit)하였고
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insert가 삽입되면 사라지게 되는 BbsⅠ 효소의 특성을 활용하여 BbsⅠ과

AgeⅠ (New England Biolabs, Ipswich)을 사용해 37℃에서 2시간 동안 절단

시킨 후 2% agarose gel에 electroparation시켜 DNA 크기를 확인하였다. 최종

적으로 U6-Fwd primer를 사용하여 염기서열 결정법을 시행하여 construct의

제작을 확인하였다.

12well에 seeding 된 HEK293T 세포에 제작 완료된 construct(1.2 μg) 1.7 

μl, polyexpress(Excellgen) 1.2 μl를 1:1 비율로 섞은 후 형질주입 시켰다. 사

용한 pSpCas9(BB)-2A-Puro 벡터는 puromycin 저항성 유전자를 포함하고

있기 때문에 2 μg/ml 농도의 puromycin을 72시간 동안 처리하여 형질주입

된 세포만을 선택적으로 분리하였다. 

선택된 세포는 genomic DNA prep (QIAamp DNA Mini Kit No.51304)하여

forward, reverse primer [Fwd 5’-AAAGGAGTGAGTTGTGTACAGGG-3’, Rev 5’-

CCTCCCTTTGCTTTGGAAGGATA-3’ (Primer set 1) 또는 [Fwd 5’-

CAGGACAGGGCTATCTAAAGACACA-3’, Rev 5’-TCCCTACTGTTTTATCCTC 

CCTTT-3’ (Primer set 2)]를 각 1 μl, Ex Taq polymerase 10 μl, DNA template(2 

ug/μl) 1 μl, 3차 증류수 7 μl를 섞은 후 95℃에서 2분, 95℃에서 20초, 60℃

에서 20초, 72℃에서 30초를 한 cycle로 40 cycle, 72℃에서 3분 polymerase 

chain reaction (PCR)반응을 진행하였다. PCR 결과물에 loading star를 섞어 2% 

agaroge gel에 electroporation시키어 원하는 크기의 DNA만을 추출한 후 얻

어진 DNA를 95℃에서 2분, 85℃까지 초당 2℃씩 온도를 낮추어 준 후 25℃



14

까지 초당 0.1℃씩 온도를 낮추어 주어 heteroduplex를 형성하였다. 형질주

입 된 세포에서 Cas9이 제대로 기능하는지 확인하기 위함이며 Cas9이 기

능을 하였다면 돌연변이가 생성되었을 것이고 heteroduplex를 형성 할 때

unmatch되는 DNA가닥이 생겼는지 확인하기 위하여 heteroduplex 10 μl, 

T7E1 0.5 μl, NEB 2.1 buffer 2 μl, 3차 증류수 7.5 μl를 섞어 준 후 37℃에서

20분간 반응시켜 2% agaroge gel에 electroporation하여 확인하였다. 

추가적으로 SDS-PAGE 방법을 사용하여 HMGB1DVVKA HEKJ293T 세포에

서 HMGB1WT 보다 작은 크기의 HMGB1이 탐지 됨을 확인한 후, genomic 

DNA prep (QIAamp DNA Mini Kit No.51304)하여 2% agarose gel에

electroporation하여 원하는 DNA만을 추출해 낸 후 TA (pGEM-T easy) 벡터

에 클로닝하였다. 클로닝된 플라스미드는 DH5α에 transformation시킨 후

Mini prep하여 EcoRⅠ (New England Biolabs)으로 절단하여 insert를 확인하

였고 T7 primer로 염기서열 결정법을 시행하여 최종적으로 HMGB1DVVKA

를 확인하였다.

단일 클론을 얻기 위해서는 puromycin에 의해 선택된 세포를 96well에

순차적으로 희석하여 seeding한 후 단일 세포에서 유래한 colony를 6well, 

100mm dish, 75T flask로 점차 증식시켰다. 
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Ⅲ. 결 과

1. 스트레스에 의한 HMGB1WT의 마이토콘드리아로 이동 확인

스트레스로 사용한 열 충격은 산화적 스트레스와 유사하게 ROS를 유

발하고 마이토콘드리아 손상을 유도하며,36 CCCP는 마이토콘드리아 선택

적인 손상을 유도한다. 자가포식에 관여하는 HMGB1WT이 자가포식의 한

종류인 마이토파지에 관여하는지 확인하기 위하여 우선적으로 열 충격 또

는 CCCP 처리 시 HMGB1WT이 마이토콘드리아로 이동하는지 관찰하였다. 

HMGB1WT HEK293T 세포에 43℃, 30분의 열 충격과 20 μM, 6시간의

CCCP 처리 후 마이토콘드리아 와 세포질을 분리하여 HMGB1 항체를 사

용하여 SDS-PAGE 방법으로 분석하였다. 그 결과 대조군에서는 HMGB1WT

이 마이토콘드리아로 이동하지 않는 것을 확인하였으나, 스트레스군 에서

는 마이토콘드리아로 HMGB1WT이 이동함을 확인할 수 있었다 (그림 1A).

대조군과 스트레스군에서 마이토콘드리아로 HMGB1WT의 이동 부위 면

적을 Image J 프로그램을 이용하여 수치화하였을 때에도 HMGB1WT의 이

동이 유의하게 증가되어있음을 확인할 수 있었다 (그림 1B).

다음으로 마이토콘드리아와 HMGB1WT의 공존을 확인하고자 열 충격을

처리한 후 마이토콘드리아를 염색하기 위해 COX Ⅳ 항체와 HMGB1 항

체를 이용하여 면역형광염색법을 실시하였다. 그 결과 대조군과 비교하여

열 충격 처리군에서 HMGB1WT이 마이토콘드리아로 이동함을 확인할 수
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있었다 (그림 1C). 

그림 1. 스트레스에 의한 HMGB1WT의 마이토콘드리아로 이동 확인. (A) 

HEK293T 세포를 43℃에서 30분간 열 충격 처리하거나 CCCP를 20 μM 

농도로 6시간 처리한 후 HMGB1 항체를 사용하여 SDS-PAGE 방법을 수

행함. (B) Image J 프로그램을 이용하여 loading control인 VDAC에 상대적인

HMGB1WT의 band intensity를 구함. (C) 4 chamber에 HEK293T 세포를

seeding하여 열 충격 처리 후 COX Ⅳ, HMGB1 항체를 이용하여 면역세포

형광염색법을 실시함.
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2. CRISPR-Cas9 시스템을 이용한 HMGB1DVVKA HEK293T 변이 세포주 구

축

HMGB1WT의 기능을 조사하기 위하여, CRISPR-Cas9 시스템을 이용하여

HMGB1DVVKA HEK293T 세포주를 구축하였다 (그림 2A).

온라인 디자인 도구를 사용하여 HMGB1 세 번째 exon부위(HMGB1 아

미노산 No. 175-178에 해당하는 유전자 부위)를 표적으로 하는 sgRNA를

제작 한 후 구입한 pSpCas9(BB)-2A-Puro 벡터에 삽입시켰다. 제작된

construct를 HEK293T세포에 형질주입 시킨 후 형질주입 된 세포만을 선택

하여 HMGB1DVVKA HEK293T 세포를 구축하였다 (그림 2B). 

sgRNA를 삽입할 때 사용하는 BbsⅠ효소 위치는 insert가 삽입 되었을

때 사라진다는 점을 이용하여 construct 제작 확인을 위해 BbsⅠ과 AgeⅠ

을 사용하여 DNA 절단 후 agarose gel상에서 크기를 확인하였을 때, insert

를 삽입하지 않은 벡터의 경우 BbsⅠ과 AgeⅠ으로 절단되어 약 1.2 kb 크

기의 밴드(화살표로 표시)가 관찰된 반면 sgRNA가 insert된 경우 BbsⅠ효

소 위치가 사라지게 되어 AgeⅠ만으로 절단되어 약 9.2 kb의 단일 밴드(화

살표로 표시)만 관찰됨을 확인할 수 있었다 (그림 2C). 형질주입 된

construct가 기능하는지 확인하기 위해 genomic DNA를 통해 heteroduplex를

생성하였고, construct가 작용하여 DNA의 결손이 일어났을 때 정상 DNA 

가닥과 결손이 일어난 DNA 가닥의 unmatch되는 부위를 절단하는 T7E1을
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처리한 후 agarose gel상에서 크기를 확인한 결과 gRNA를 형질주입 한 후

2.5 units의 T7E1을 37℃에서 20 분간 처리한 샘플에서 잘린 DNA 밴드를

관찰하여 Cas9이 기능하고 있음을 확인하였다. 알 수 없는 이유로 때때로

gRNA가 없는 공벡터 샘플에서 잘린 DNA 밴드가 관찰되기도 하지만 표

적 밴드와 크기가 다를 시 문제되지 않는다 (그림 2D). 

HMGB1DVVKA 를 확인하기 위해서 세포 용해물을 이용하여 SDS-PAGE 

방법을 수행하여 Cas9 공벡터가 형질주입된 세포에서 HMGB1이 탐지됨을

확인하였고, Cas9 벡터에 HMGB1 sgRNA를 삽입한 construct를 형질주입한

세포에서는 Cas9 공벡터를 삽입한 세포의 HMGB1보다 작은 크기의

HMGB1이 탐지 되는 것을 확인하였다 (그림 2E). 세포에서 최종적으로

genomic DNA를 TA 벡터에 클로닝 한 후 T7 primer를 사용하여 DNA 염기

서열 결정법을 수행 하였고 HMGB1WT의 B box 도메인과 C-말단을 잇는

연결 부위의 521-523 bp 위치 즉, B box 도메인과 C-말단 도메인을 연결하

는 linker 부위인 175-178번 아미노산(Val-Val-Lys-Ala)이 결손된 HMGB1 단

백질(HMGB1DVVKA)을 확인하였다 (그림 2F). 
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그림 2. CRISPR-Cas9 시스템을 이용한 HMGB1DVVKA HEK293T 변이 세포

주 구축. (A) CRIPSPR-Cas9 시스템을 모식도로 나타냄. (B) CRISPR-Cas9 시

스템을 이용하여 HMGB1 돌연변이를 만들기 위한 실험 진행 과정을 모식

도로 나타냄. (C) Cas9을 발현하는 벡터에 HMGB1을 표적으로 하는

sgRNA 를 삽입시킨 후 construct 제작 확인을 위해 BbsⅠ과 AgeⅠ 효소를

사용하여 37℃에서 2시간 동안 절단 하여 삽입을 확인함. (D) HEK293T 세

포에 (C)에서 제작한 construct를 형질주입 시킨 후 정상적으로 기능하는지

확인하기 위하여 genomic DNA를 PCR방법으로 증폭 시킨 후 heteroduplex

를 형성하여 T7E1으로 unmatch된 DNA를 절단하여 돌연변이의 생성 여부

를 확인함. (E) HMGB1의 돌연변이를 확인하기 위하여 세포 용해물을 사

용해 SDS-PAGE 방법을 수행하여 HMGB1 항체를 사용하여 HMGB1을 탐

지함. (F) TA 벡터와 genomic DNA를 1:3 비율로 클로닝 한 후 TA 벡터를

T7 primer를 사용하여 DNA 염기서열 결정법을 수행함. M, 1kb DNA marker; 

Emp, pSpCas9(BB)-2A-Puro empty vector; gRNA, pSpCas9(BB)-2A-Puro  vector 

+ HMGB1 guide RNA; Primer set 1, Fwd 5’-AAAGGAGTGAGTTGTGTACAG

GG-3’, Rev 5’-CCTCCCTTTGCTTTGGAAGGATA-3’; Primer set 2, Fwd 5’-

CAGGACAGGGCTATCTAAAGACACA-3’, Rev 5’-TCCCTACTGTTTTATCCTC 

CCTTT-3’.
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3. HEK293T 및 HMGB1DVVKA HEK293T 세포에서 자가포식 및 마이토파지

유도의 차이

HEK293T 및 HMGB1DVVKA HEK293T 세포에서 자가포식 유도 정도를 확

인하기 위하여 SDS-PAGE 방법을 사용하여 실험을 수행하였다. 열 충격은

43℃에서 20, 40, 60, 90, 120분 후 37℃에서 3시간 동안 회복하였고, CCCP

는 0, 5, 10, 15, 20, 25 μM 농도로 5시간 동안 처리하였다 (그림 3A). 세포

용해물을 가지고 SDS-PAGE 을 수행한 결과 HMGB1WT HEK293T 세포에

비해 HMGB1DVVKA HEK293T 세포에서 상대적으로 많은 양의 LC3-Ⅱ를 탐

지할 수 있었다 (그림 3B).

그 후 마이토콘드리아와 세포질을 분리하여 SDS-PAGE 방법을 수행하

였다. 마이토콘드리아 부위를 확인했을 때, HMGB1WT HEK293T 세포에 비

해 HMGB1DVVKA HEK293T 세포에서 상대적으로 많은 양의 LC3-Ⅱ가 탐지

됨을 확인할 수 있었다 (그림 3C). GFP-LC3와 마이토콘드리아를 표적으로

하는 pDsRed2-Mito(Clontech, Mountain View, CA, USA)를 형질주입하고

CCCP를 6시간 처리한 후 형광현미경을 통하여 관찰하였을 때, HMGB1WT

HEK293T 세포에 비해 HMGB1DVVKA HEK293T 세포에서 상대적으로 많은

양의 자가포식이 진행됨을 LC3 puncta로 확인할 수 있었으며, 마이토콘드

리아와 LC3 puncta의 co-localization을 관찰하여 HMGB1WT HEK293T 세포

에 비해 HMGB1DVVKA HEK293T 세포에서 마이토파지 역시 상대적으로 많

이 진행 되고 있음을 확인할 수 있었다 (그림 3D).
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CCCP를 처리하였을 때 HMGB1WT HEK293T 세포, HMGB1DVVKA

HEK293T 세포에서 각각 LC3 puncta의 변화를 확인하기 위하여 공초점현

미경을 사용하여 각 100개의 세포를 관찰한 후 puncta의 수를 집계하여

그래프로 나타낸 결과 HMGB1WT HEK293T 세포의 control의 경우 단일 세

포당 0.74+0.20개, CCCP 처리군의 경우 8.97+0.91개의 puncta를 확인할 수

있었으며 HMGB1DVVKA HEK293T 세포의 control의 경우 0.75+0.17개, CCCP 

처리군의 경우 19.24+2.78개의 puncta를 확인할 수 있었다. HMGB1WT

HEK293T 세포의 control 그룹에서의 LC3 puncta 개수를 1로 기준 잡았을

때, 상대적으로 HMGB1WT HEK293T 세포의 CCCP 처리군에서는 12.1배, 

HMGB1DVVKA HEK293T 세포의 CCCP 처리군에서는 26배의 puncta가 관찰

되었다 (그림3E).
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그림 3. HEK293T 및 HMGB1DVVKA HEK293T 세포에서 자가포식 및 마이

토파지 유도의 차이. (A) 열 충격은 43℃에서 20, 40, 60, 90, 120분 후 37℃

에서 3시간 동안 회복하였고 CCCP는 5, 10, 15, 20, 25 μM 농도로 5시간

동안 처리함. (B) 열 충격과 CCCP 처리 후 세포 용해질을 사용하여 SDS-

PAGE 방법을 수행하여 LC3 항체를 사용하여 LC3-Ⅱ의 정도를 확인하기

위해 SDS-PAGE 방법을 수행함. (C) 43℃에서 30분간 열 충격, CCCP 20 μ

M농도로 6시간 처리 후 마이토콘드리아와 세포질을 분리하여 SDS-PAGE 

방법을 수행함. (D) HMGB1WT HEK293T과 HMGB1DVVKA HEK293T세포에

CCCP 20 μM 을 6시간 동안 처리한 후 형광현미경을 사용하여 관찰함. 

(E) 각 100개의 세포의 LC3 puncta를 집계하여 단일 세포당 puncta의 수를

그래프로 나타냄. One-way ANOVA로 분석한 후, Bonferroni로 보정함

(*P<0.0001).
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4. 마이토파지 연관 단백질과 HMGB1WT의 결합

스트레스 상황에서 마이토콘드리아로 이동한 HMGB1WT이 스트레스 받

은 마이토콘드리아에서 일어나는 현상에 (마이토파지) 어떠한 방식을 통

해 관여 하는지 확인하고자 HMGB1WT과 마이토파지 연관 단백질과의 결

합을 확인하는 실험을 수행하였다. HMGB1WT HEK293T 세포에 Flag-parkin

과 Myc-HMGB1을 형질주입 한 후 열 충격을 주고, 마이토콘드리아와 세

포질을 분리하여 마이토콘드리아에서 Flag를 사용하여 면역침강법을 수행

하였다. 그 결과 대조군과 비교 하였을 때, 열 충격 상황에서 Parkin과

HMGB1WT의 결합이 증가함을 확인할 수 있었다 (그림 4A). 

HMGB1WT HEK293T 세포에 열 충격을 준 후 마이토콘드리아와 세포질

을 분리하고, 마이토콘드리아에서 HMGB1WT 단백질을 사용하여 면역침강

법을 수행하였다. 그 결과 대조군과 비교 하였을 때, 열 충격 상황에서

p62와 HMGB1WT의 결합이 증가함을 확인할 수 있었다 (그림 4B). 

이를 바탕으로 HMGB1WT이 마이토파지를 조절 할 때 Parkin과 결합 한

후 175-178번 아미노산 부위를 통해 Parkin의 E3 유비퀴틴 ligase 활동을

돕거나 p62와 결합하여 p62로 인해 매개되는 LC3-Ⅱ와 유비퀴틴의 연결

을 활발하게 하여 결과적으로 마이토파지를 조절 하는 역할을 할 가능성

을 제시하는 바이다.  
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그림 4. 마이토파지 연관 단백질과 HMGB1WT의 결합. (A) HMGB1WT

HEK293T 세포에 Flag-parkin과 Myc-HMGB1을 2.5 μg씩 형질주입 한 후, 

43℃에서 30분간 열 충격을 준 후 마이토콘드리아와 세포질을 분리하여

면역침강법을 수행함. (B) HMGB1WT HEK293T 세포에 43℃에서 30분간 열

충격을 준 후 마이토콘드리아와 세포질을 분리하여 HMGB1WT 단백질을

사용하여 면역침강법을 수행함.
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5. HMGB1DVVKA HEK293T 변이 세포에 HMGB1 과발현에 따른 자가포식

및 마이토파지 저해효과의 회복

HMGB1DVVKA HEK293T 세포에 HMGB1을 과발현시켜 주었을 때 자가포

식 및 마이토파지 저해 정도가 HMGB1WT HEK293T 세포와 같은 정도로

회복되는지 확인하기 위하여 HMGB1WT HEK293T 세포와 HMGB1DVVKA

HEK293T 세포에는 pDsRed2-Mito(Clontech)와 GFP-LC3 플라스미드를

polyexpress (Excellgen)와 1:3비율로 혼합하여 형질주입하여 배양하였고, 

HMGB1DVVKA HEK293T 세포에는 pDsRed2-Mito(Clontech), GFP-LC3, Myc-

HMGB1 플라스미드를 polyexpress(Excellgen)와 1:3비율로 혼합 하여 형질

주입 한 후 20 μM농도의 CCCP를 6시간 동안 처리하였다. 이 후

HMGB1 항체를 사용하여 면역세포형광염색법을 실시 한 후 공초점현미경

을 사용해 관찰하였다. HMGB1DVVKA HEK293T세포에서 HMGB1WT

HEK293T 세포 보다 많은 양의 자가포식 및 마이토파지가 진행됨이 확인

되었으나, HMGB1DVVKA HEK293T 세포에 HMGB1을 과발현한 결과

HMGB1WT HEK293T 세포와 유사한 정도로 자가포식 및 마이토파지 유도

정도가 감소되었다 (그림5A). 

GFP-LC3를 형질 주입 한 후 CCCP를 처리하였을 때 HMGB1WT

HEK293T 세포, HMGB1DVVKA HEK293T 세포, HMGB1DVVKA HEK293T 세포

에 Myc-HMGB1을 형질주입한 세포에서 각각 LC3 puncta의 변화를 확인하

기 위하여 공초점현미경을 사용하여 각 100개의 세포를 관찰한 후 puncta
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의 수를 집계하여 그래프로 나타낸 결과 HMGB1WT HEK293T 세포의

control의 경우 단일 세포당 0.56+0.09개, CCCP 처리군의 경우 7.14+0.65개

의 puncta를 확인할 수 있었으며 HMGB1DVVKA HEK293T 세포의 control의

경우 0.46+0.05개, CCCP 처리군의 경우 19.62+1.79개의 puncta를 확인 할

수 있었고 HMGB1DVVKA HEK293T 세포에 Myc-HMGB1을 형질주입한 세포

의 control의 경우 0.47+0.1개, CCCP 처리군의 경우 8.37+0.78개의 puncta

를 확인할 수 있었다. HMGB1WT HEK293T 세포의 control 그룹에서의 LC3 

puncta 개수를 1로 기준 잡았을 때, 상대적으로 HMGB1WT HEK293T 세포

의 CCCP 처리군에서는 12.8배, HMGB1DVVKA HEK293T 세포의 CCCP 처리

군에서는 35.0배, HMGB1DVVKA HEK293T 세포에 Myc-HMGB1을 형질주입

한 세포의 CCCP 처리군에서는 14.9배의 puncta가 관찰됨을 확인하였다

(그림5B). 

HMGB1DVVKA HEK293T 세포에 Myc-HMGB1 플라스미드를

polyexpress(Excellgen)와 1:3비율로 혼합 하여 형질주입 한 후 20 μM농도

의 CCCP를 6시간 동안 처리하였다. 이 후 LC3 항체를 사용하여 SDS-

PAGE 방법으로 분석하였다. 그 결과 HMGB1DVVKA HEK293T세포에서

HMGB1WT HEK293T 세포에서 보다 많은 양의 자가포식이 유도됨을 확인

하였으며, HMGB1DVVKA HEK293T 세포에 HMGB1을 과발현시켜 주었을 때

HMGB1DVVKA HEK293T 세포에 비해 상대적으로 자가포식이 감소됨을 확

인하였다 (그림5C). HMGB1DVVKA HEK293T 세포에 Myc-HMGB1 플라스미
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드를 polyexpress(Excellgen)와 1:3비율로 혼합 하여 형질주입 한 후 20 μ

M농도의 CCCP를 6시간 동안 처리하였다. 이 후 마이토콘드리아와 세포

질을 분리하여 LC3 항체를 사용하여 SDS-PAGE 방법으로 분석하였다. 그

결과 세포질에서와 마찬가지로 마이토콘드리아에서 또한 HMGB1DVVKA

HEK293T세포에서 HMGB1WT HEK293T 세포에서 보다 많은 양의 마이토파

지가 유도됨을 확인하였으며, HMGB1DVVKA HEK293T 세포에 HMGB1을 과

발현시켜 주었을 때 HMGB1DVVKA HEK293T 세포에 비해 상대적으로 마이

토파지가 감소됨을 확인하였다 (그림5D). HMGB1WT HEK293T 세포에 Myc-

HMGB1을 polyexpress (Excellgen)와 1:3비율로 혼합 하여 형질주입 한 후

20 μM농도의 CCCP를 6시간 동안 처리하고 마이토콘드리아와 세포질을

분리하여 LC3 항체를 사용하여 SDS-PAGE 방법으로 분석하였다. 그 결과

HMGB1WT HEK293T 세포에 Myc-HMGB1을 과발현시켜 주었을 때

HMGB1WT HEK293T 세포에 비해 상대적으로 자가포식이 감소됨을 확인하

였다 (그림5E). 결과적으로 HMGB1WT HEK293T, HMGB1DVVKA HEK293T 세

포 모두 Myc-HMGB1을 과발현시켜 주었을 때 과발현시키지 않은 세포에

비해 자가포식 정도가 상대적으로 감소함을 확인할 수 있었다. 

HEK293T 세포에 열 충격 또는 CCCP를 처리하면 HMGB1WT은 핵에서

세포질로 이동하게 되고, 이 중 일부는 마이토콘드리아로 이동하여 Parkin, 

p62와 결합하게 되며 HMGB1WT은 자가포식 및 마이토파지를 저해한다

(그림 6A). 반면 No. 175-178 부위의 유전자를 결손한 HMGB1DVVKA단백질
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은 자가포식 및 마이토파지를 저해하고 있던 VVKA의 결손 효과 또는 구

조변형의 효과로 인해 결과적으로 자가포식 및 마이토파지를 유도한다

(그림 6B).
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그림 5. HMGB1DVVKA HEK293T 변이 세포에 HMGB1 과발현에 따른 자가

포식 및 마이토파지 저해효과의 회복. (A) HMGB1WT HEK293T 세포와

HMGB1DVVKA HEK293T 세포에 GFP-LC3, Mito-Red 플라스미드를 형질주입

하였고, HMGB1DVVKA HEK293T 세포에는 GFP-LC3, Mito-Red, Myc-HMGB1 

플라스미드를 각 0.2 μg씩을 polyexpress를 이용하여 형질주입 함. 20 μM 
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농도의 CCCP를 6시간 동안 처리 후 HMGB1 항체를 사용하여 면역세포

형광염색하여 공초점현미경을 사용해 관찰함. (B) 각 100개의 세포의 LC3 

puncta를 집계하여 단일 세포당 puncta의 수를 그래프로 나타냄. One-way 

ANOVA로 분석한 후, Bonferroni로 보정함 (*P<0.0001). (C) HMGB1WT

HEK293T 세포와 HMGB1DVVKA HEK293T 세포, HMGB1DVVKA HEK293T 세포

에 Myc-HMGB1을 형질주입한 세포에 20 μM 농도의 CCCP를 6시간 동

안 처리한 후 LC3 항체를 사용하여 SDS-PAGE 방법을 수행함. (D) 

HMGB1WT HEK293T 세포와 HMGB1DVVKA HEK293T 세포, HMGB1DVVKA

HEK293T 세포에 Myc-HMGB1을 형질주입한 세포에 20 μM 농도의

CCCP를 6시간 동안 처리 후 마이토콘드리아와 세포질을 분리하여 LC3 

항체를 사용하여 SDS-PAGE 방법을 수행함. (E) HMGB1WT HEK293T 세포

에 Myc-HMGB1을 형질주입한 세포에 20 μM 농도의 CCCP를 6시간 동

안 처리한 후 마이토콘드리아와 세포질을 분리하여 LC3 항체를 사용하여

SDS-PAGE 방법을 수행함.  
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그림 6. HMGB1 에 의한 자가포식 및 마이토파지의 조절 모델. (A)

HMGB1WT HEK293T 세포에 열 충격 또는 CCCP를 처리하면 핵 내에 존재

하던 HMGB1WT은 세포질로 이동한 후, 일부는 마이토콘드리아로 이동하

여 Parkin, p62와 결합하게 됨. HMGB1WT 단백질은 마이토파지를 저해함. 

(B) HMGB1DVVKA HEK293T 세포에서는 HMGB1 단백질의 구조 변형 혹은

HMGB1의 VVKA 아미노산 부위 결손의 영향으로 결과적으로 마이토파지

가 유도되기 때문에 HMGB1WT HEK293T 세포에 비해 많은 LC3-Ⅱ가 관찰

된다. 
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Ⅳ. 고 찰

HMGB1은 대부분의 진핵세포에서 핵 내에 존재하고 있으며, 핵 내

DNA와 결합함으로써 뉴클레오좀을 안정화시키고 전사를 조절하는 인자

로 작용을 한다.37-39 하지만 여러 가지 자극에 의해 세포 외 공간으로 분

비되게 되고, 분비 된 HMGB1은 전 염증성 사이토카인으로써 기능을 수

행한다.37 이러한 HMGB1은 산화 환원 반응 상태에 따라 염증반응이나 자

가면역 질환에 다양한 역할을 수행한다.40 이 뿐만 아니라 HMGB1은 핵에

서 세포질로 이동하여 자가소화작용(autophagy)의 조절자로서의 역할도 수

행한다.32,41

자가포식이란 불필요하거나 제 기능을 하지 못하는 세포 구성성분들을

라이소좀 매개로 하여 분해시키는 과정인데,42 HMGB1이 자가포식 과정에

관여한다. HMGB1은 핵 내에서 자가포식에 관여하는 HSPB1의 전사를 조

절하기도 하고, 세포질에서는 자가포식의 초기 단계에 관여하는 Beclin-1

과 결합을 통해 조절하며, 세포질 밖으로 분비된 HMGB1은 RAGE와 결합

하여 자가포식을 조절한다.30 즉 HMGB1은 다양한 곳에서 다양한 기전을

통해 불필요한 세포 구성성분을 분해시켜 세포 생존을 촉진시킨다. 

스트레스를 받은 세포에서 HMGB1은 핵에서 세포질 혹은 세포 밖으로

분비된 후 위험 신호를 보낸다.43 본 연구에서는 HMGB1이 열 충격과

CCCP 처리에 의해 발생하는 마이토콘드리아 손상에서 마이토파지가 유
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발 될 때 어떠한 역할을 수행하는지 확인해 보고자 하였다. HMGB1WT

HEK293T 세포에 열 충격과 CCCP를 처리하였을 때 HMGB1WT은 세포질

로 분비된 후 마이토콘드리아로 이동하게 됨을 확인하였다(그림 1). 

본 연구에서는 자가포식 및 마이토파지에서 HMGB1WT의 역할을 규명하

고자 유전자 편집 도구인 CRISPR-Cas9 시스템을 사용하여 인간 HMGB1 

유전자를 표적으로 하여 HMGB1DVVKA 단백질을 발현하는 HEK293T 변이

세포를 구축하였으며(그림 2), HMGB1WT HEK293T 세포와 HMGB1DVVKA

HEK293T 세포를 이용하여 자가포식 유도 정도를 관찰해본 결과, 

HMGB1DVVKA HEK293T 세포의 경우 HMGB1WT HEK293T에 비해 자가포식

과 마이토파지 모두 상대적으로 많이 유도하고 있음을 확인할 수 있었다

(그림 3). HMGB1DVVKA HEK293T 세포는 HMGB1WT 대신 HMGB1DVVKA 단백

질이 발현되어 있는데, 위와 같은 자가포식과 마이토파지의 상대적인 유

도 증가가 HMGB1WT의 경우 VVKA(175-178번 아미노산)부위를 통해 마이

토파지 연관 단백질들의 활동을 억제할 가능성, 즉 기존에 보고되고 있었

던 자가포식 과정에서의 HMGB1WT의 역할과 관련하여 HMGB1WT이 마이

토콘드리아로 이동, 마이토파지 연관 단백질과 결합함을 확인함으로서

HMGB1WT의 VVKA(175-178번 아미노산)부위에 의해 마이토파지 연관 단

백질들의 활동을 억제하는 역할을 하여 스트레스를 받은 세포내의 마이토

파지 진행과정을 저해 할 수 있다는 가능성이 있다. 반면 VVKA(175-178

번 아미노산)를 결손한 HMGB1DVVKA 의 경우 HMGB1WT에 비해 많은 양의
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자가포식 및 마이토파지를 유도한다 (그림 6). HMGB1 단백질 서열에서

Val-Val-Lys-Ala(175-178번 아미노산)의 결손이 일어난 부위는 HMGB1WT

의 B Box 도메인과 C-말단을 잇는 loop 부위(163-185번 아미노산)에 위치

하여 도메인과 도메인을 연결하는 부위이다. 이 부위는 굴곡성(flexibility)

이 있으며, 소수성(hydrophobicity) 아미노산들의 공간상 거리에 영향을 받

는다.44,45 따라서 HMGB1WT 의 175-178번 아미노산 부위가 HMGB1WT 이

Parkin, p62와 결합할 때 이 단백질들의 자가포식 및 마이토파지 개시 기

능을 억제하는 역할을 하는 부분이며 이 부위의 결손은 자가포식 및 마이

토파지의 저해 기능이 변화하였을 가능성을 제시하며 소수성 아미노산인

V의 결손은 loop의 굴곡성 변화로 인한 단백질 구조의 변형을 초래하여

자가포식을 유도하는 단백질과의 결합력이 증가하여 높은 수준의 자가포

식 및 마이토파지가 유도되었을 가능성이 또한 제시하는 바이다.

HMGB1DVVKA HEK293T 세포에 HMGB1을 형질주입 시켰을 때

HMGB1DVVKA에 의해 상대적으로 증가되었던 자가포식 및 마이토파지가

HMGB1WT HEK293T와 유사한 정도로 감소함을 확인하였다(그림 5). 스트

레스 상황에서 마이토콘드리아로 이동한 HMGB1WT이 마이토파지에 어떠

한 방식으로 역할 하는지 확인해 보고자 마이토파지 연관 단백질과 결합

을 확인한 결과(그림 4) Parkin 및 p62와 각각 결합함을 확인하여

HMGB1WT이 이들 단백질의 역할에 어떤 영향을 주는지 여부에 대해서는

추후 연구가 더 필요하다. 
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또한 HMGB1DVVKA HEK293T 세포(HMGB1 아미노산 No. 175-178 부위의

유전자를 결손한 세포)에서 자가포식 및 마이토파지의 유도가 HMGB1WT

HEK293T 세포에 비해 증가되어 있음을 확인 하였으며, HMGB1DVVKA

HEK293T 세포에 HMGB1을 재발현 시켰을 때 HMGB1WT HEK293T 세포와

마찬가지로 자가포식 및 마이토파지가 감소됨을 확인 할 수 있었다.

본 연구에서는 HMGB1과 자가포식에 대한 상호 관련성을 제시하였으나

HMGB1DVVKA 단백질에 의한 자가포식의 유도에 대한 분자적인 기전은 추

후에 좀 더 연구 되어야 할 부분이다.
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Ⅴ. 결 론

세포의 핵 내에 존재하는 HMGB1은 다양한 세포 스트레스에 노출되었

을 때 세포질로 이동하며, 자가포식에 관여한다고 알려져 있다. 또한, 단

백질의 구조 변형은 다른 단백질과의 결합이나 단백질 기능에 영향을 미

친다. 따라서, 본 연구에서는 HMGB1의 Val-Val-Lys-Ala (aa 175-178) 부위를

유전적으로 결손시킨 HMGB1DVVKA HEK293T 변이 세포주를 구축하여

HMGB1의 마이토파지 유도에 미치는 영향을 확인하고, 마이토파지 연관

단백질들과의 상관관계를 확인해 보았다. 그 결과 HMGB1WT은 열 충격

및 CCCP 처리에 의해 핵에서 세포질내 마이토콘드리아로 이동하고, 마이

토파지 연관 단백질인 Parkin 및 p62와 결합함을 관찰하였다. 또한 동일한

환경에서 HMGB1DVVKA HEK293T 세포에서 마이토파지가 HMGB1WT

HEK293T 세포에 비해서 저해되는 것을 확인하였다. HMGB1DVVKA 단백질

에 의해 마이토파지가 증가 되는 이유에 대해서는 추가적인 연구가 필요

하다.
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Abstract

The roles of HMGB1 in mitophagy

as a targeted defense against cellular stress

Jang Bin Jeong

Department of Medical Science

The Graduate School, Yonsei University

(Directed by Professor Jeon-Soo Shin)

High mobility group box 1(HMGB1), an abundant non-histone nuclear 

protein is translocated to cytosol under cellular stresses like oxidative stimuli.

Translocated HMGB1 has been reported as a kind of regulator of autophagy, 

which is a process where eukaryotes degrade various intracellular materials 

such as damaged mitochondria. In this study, we show that HMGB1WT could 

translocate to cytoplasm and migrate to mitochondria in stress condition. And, 

we also found that HMGB1WT interact with Parkin and p62 that are mitophagy 

related protein. To determine the roles of HMGB1 in mitophagy, we 

confirmed the difference in degree of mitophagy induction between wild type 

and HMGB1DVVKA cell line under stress condition. We demonstrated that 

HMGB1DVVKA cells showed higher rate of mitophagy induction than wild type 

cells did. And in case of HMGB1 overexpression to HMGB1DVVKA cell line 

the degree of autophagy and mitophagy induction is recovered as much as
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wild type cell did. In summary, we suggest the possibility that the deleted 

amino acids of HMGB1 might be critical to negative regulate mitophagy 

induction or that of HMGB1’s flexibility change caused by deletion of 

hydrophobic amino acids could increase the binding with proteins relating to 

mitophagy induction and as a result it could induce higher mitophagy in cells 

in response to stress. 
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