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Rat의 후근 신경절 세포에서의 Rab11-FIP3 단백질 발현 저해가

TRPV1 채널의 세포막으로의 이동에 미치는 영향
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Effect of Inhibited Rab11-FIP3 Expression on Membrane Trafficking of TRPV1 in Dorsal Root Ganglion of

Rat. Kim, Miran1 and Soon-Youl Lee2*. 1Bioneer Corporation, Daejeon 306-220, Korea, 2Department of Bio-
technology, Hankyong National University, Anseong 456-749, Korea - Not much is known about the membrane

trafficking of TRPV1, a key player in pain transduction. Rab11-FIP3, which plays a role in various intracellular

transportation pathways, has been reported to interact with TRPV1. In this study, in order to examine the role of

Rab11-FIP3 in the membrane trafficking of TRPV1, Rab11-FIP3 expression in dorsal root ganglion (DRG) was

inhibited using a siRNA technique. Transportation of TRPV1 to membranes was found to decrease when Rab11-

FIP3 expression was inhibited, consistent with the results obtained with TRPV1-transfected HEK cells. Taken

together, these results indicate that Rab11-FIP3 plays a role in the membrane trafficking of TRPV1.

Keywords: TRPV1, Rab11-FIP3, small interfering RNA (siRNA), membrane trafficking, dorsal root gan-
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고추의 매운맛을 나타나게 하는 성분인 캡사이신의 수용

체이며 통증 신호전달에 중요한 역할을 하는 것으로 알려진

캡사이신 채널 TRPV1은 TRP (transient receptor potential)

family에 속해 있는 비선택적 양이온 채널로서 캡사이신, 산

또는 열에 의하여 활성화되면 양이온이 세포 내에 유입되어

막전압을 형성하고 자극이 신경계에 전달되어 통증을 유발

하는 중요한 채널로 알려져 있다[3, 5, 14]. TRPV1이 기능

을 못하는 mouse는 유해한 자극에 반응을 하지 못한다는 결

과로부터 TRPV1이 통증 발현에 중추적인 기능을 한다고 알

려진[4] 이후 TRPV1 antagonists를 이용하여 진통제 개발을

위한 임상 시험까지 많은 연구가 진행되었다[for review, 6].

TRPV1 채널의 활성 조절에 관한 기작은 인산화/탈인산화를

포함하여 많은 연구가 진행되었으나[20, 13] 막 수송 기전에

관해서는 아직 알려져 있는 것이 많지 않다. TRPV1이

phorbol ester나 metabotropic glutamate 수용체에 의하여 활

성화된 PKC의 신호에 의해 적어도 부분적으로 SNARE에

의존하는 세포외배출(exocytosis) 된다는 것이 보고되었고

[13] Phosphoinositide 3-kinase가 TRPV1에 결합하여 NGF

에 의해 활성화된 TRPV1의 세포막 수송에 관여한다고 보

고된 정도이다[16].

그러나 같은 transient receptor potential (TRP) 그룹인

TRPV5, 6의 막 수송에 Rab11이 관여한다는 결과가 보고되

었는데[18] Rab11은 모든 조직 내에 어디나 존재하는 작은

GTPase로서 세포 내 재활용 부위(endocytic recycling

compartment)에서 세포막으로의 단백질 수송 및 트랜스-골

지 체계 사이의 수송을 조절하는 역할을 한다고 알려져 있

다[2, for review, 10]. 본 연구진은 HEK293 세포에

TRPV1을 상시 발현시킨 세포주에서 TRPV1이 Rab11과 결

합하는 Rab11-family interaction protein 3 (Rab11-FIP3)과

특이적으로 결합한다는 연구 결과를 최근 보고하였다[11, 12].

Rab11이 단백질 수송에 관여하기 때문에 TRPV1이

Rab11-FIP3과 결합한다는 결과로부터 Rab11-FIP3이 TRPV1

의 막 수송에 역할을 할 것이라는 가정을 할 수 있다. 본 연

구에서는 Rab11-FIP3가 TRPV1의 막 수송에 관여하는지를

이제까지 사용하였던 TRPV1을 HEK293 세포에 발현한 세

포주가 아닌 Rattus norvegicus (Sprague Dawley 신생 랫트)

의 후근 신경절 세포 (dorsal root ganglion, DRG)를 분리,

배양하여 실험을 수행하였다. DRG에서 상시 발현되는

Rab11-FIP3의 유전자 발현을 siRNA를 이용한 발현 저해 기

법으로 저해하고 TRPV1의 세포막으로의 이동을 조사하였

다. 실험 결과 rat의 후근 신경절 세포에서의 Rab11-FIP3 단

백질 발현 저해는 TRPV1 채널의 세포막으로의 이동을 의

미 있는 만큼 감소시킨다는 것을 면역형광법을 이용하여 확

인하였다.

세포배양의 기본적인 배지로는 Dulbecco’s Modified

Eagle Medium (Invitrogen, USA)을 사용하였고, HEK293T
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세포 배양 시에는 10% (V/V) fetal bovine serum (TerraCell,

Canada), 1%(V/V) Penicillin/Streptomycin (Invitrogen, USA)

그리고 3.7 g/L의 NaHCO3가 첨가된 DMEM 배지를 사용하

였다. 기타 일반적인 시약은 Sigma에서 구입하여 사용하였

다. rat TRPV1의 C말단 부위를 rabbit에 주입하여 rat

TRPV1에 대한 항혈청(anti-ratTRPV1)을 취하였고, 인간

Rab11-FIP3의 C말단을 mouse에 주입하여 인간 Rab11-FIP3

(anti-hRab11-FIP3) 항혈청을 획득하였다[11, 12]. 일반적인 벡

터 형질전환은 Invitrogen (USA) 사의 Lipofectamine PLUS

reagent를 사용하여 제조회사가 추천하는 방법으로 HEK293T

세포에 수행하였다. siRNA 도입은 6-well plate에서 5시간

배양한 rat 후근신경절(DRG) 신경세포에 oligofectamine

(Invitrogen, USA)을 이용하여 제조사의 프로토콜을 바탕으

로 수행하였다. 간단히 기술하면 혈청과 항생제가 들어가지

않은 DMEM 145 µL에 rat Rab11-FIP3 siRNA 20 µM

stock을 40 µL씩 첨가하여 희석시켰다. 다른 tube에는 11 µL

의 DMEM에 oligofectamin 4 µL를 희석하고 실온에서 10분

동안 반응시켰다. 다음으로 siRNA 희석물과 oligofectamine 희

석물을 섞은 뒤 실온에서 30분 동안 반응시켰다. 반응 시키

는 동안 5시간 배양한 rat 후근신경절 신경세포의 배지를

DMEM 800 µL로 교체하였다. siRNA-oligofectamine 용액

을 각 well에 조심스럽게 첨가해 준 뒤 37oC, 5% CO2 조건

에서 54시간 배양하였다. 실험에 쓰인 rat Rab11-FIP3

siRNA 서열은 표 1에 나타내었다. Total RNA는 Superscript

first strand synthesis system for RT-PCR kit (Invitrogen,

USA)를 이용하여 반정량적 reverse transcriptional PCR을 실

시하였다. total RNA에서 만들어진 cDNA를 예상되는 rat

Rab11-FIP3 (Genbank No: RGD1308952)서열을 바탕으로

primer를 제작하여 25-30 cycles로 PCR을 실시하였다.

Western blot 분석은 일반적으로 사용되는 방법을 사용하였

다[15]. SDS-PAGE 시에는 8~15% 용해겔을 사용하였고 1

차 항체로는 anti-rat TRPV1과 anti-human Rab11-FIP3

(anti-hRab11-FIP3)을 사용하였고 각각에 해당하는 2차 항체

를 처리한 후 마지막으로 ECL western blotting 분석 시스

템(GE health care, UK)을 이용하여 결과를 확인하였다.

면역화학방법은 일반적으로 사용되는 방법으로 수행하였

는데[12] mounting된 시료에 사용한 1차 항체는 mouse

anti-hRab11-FIP3를 1:50으로, rabbit anti-TRPV1은 1:100의

비율로 희석하여 사용하였다. 2차 항체로는 Cy3-conjugated

goat anti-mouse (Pierce, USA)를 1:50, Alexa fluor488-

conjugated goat anti rabbit (Invitrogen, USA)을 1:150의

비율로 희석하여 사용하였다. 대비염색으로는 세포의 핵을

염색시키는 DAPI solution (Pierce, USA)을 10분 동안 처리

하였다. 완성된 시료는 Nikon C1si 레이저 공촛점 현미경을

이용하여 관찰하였다.

분리한 후근신경절 신경세포에서 TRPV1이 발현됨을 확

인하고(data not shown) 분리한 후근신경절 신경세포에

Rab11-FIP3의 발현을 저해할 siRNA 형질주입하였다.

siRNA는 Thermo Fisher Scientific (USA)의 Dharmacon

siRNA technology에서 제공하는 추천 siRNA 4종류를 사용

하였다. Rab11-FIP3의 발현 저해 여부를 mRNA 수준에서

알아보기 위하여 전체 RNA를 추출하여 Rab11-FIP3 특이

프라이머를 이용한 반정량적 reverse transcriptional PCR 방

법으로 mRNA 세포 내 농도를 조사하였다. PCR 결과, 3종

류의(#1, 2, 3) siRNA에 대하여 Rab11-FIP3 mRNA 세포

내 농도가 현저히 감소한 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 1). 그

중 siRNA 3번을 처리한 신경세포에서 Rab11-FIP3의

mRNA 농도가 가장 많이 감소하였으므로 이 후 실험에서는

siRNA 3번으로 실험을 수행하였다.

mRNA 수준에서 농도가 감소하는 것을 확인한 후 웨스턴

블로팅으로 Rab11-FIP3 단백질 발현이 감소되는 것을 확인

하였다. 후근신경절 신경세포의 용해물의 웨스턴 블로팅 결

과를 보면 siRNA를 처리하지 않은 대조군보다 siRNA 3번

을 처리한 것이 Rab11-FIP3 발현량이 줄어든 것을 확인할

수 있었다(Fig. 2A). 웨스턴 블로팅의 결과는 Scion image

(Scion cooperaton, USA) 프로그램을 이용하여 정량하였고

Fig. 2. Protein expression of Rab11-FIP3 and TRPV1 in the

DRG neuron cell lysate transfected with Rab11-FIP3 siRNA.

(A) Western blotting with anti-Rab11-FIP3, as an internal control,

β-actin was used. (B) Western blotting with anti-TRPV1 of total

cell lysate.

Fig. 1. Rat Rab11-FIP3 mRNA is knocked down by siRNA.

Semiquantitative PCR using the cell lysates of control DRG and

DRG transfected with different kinds of siRNAs. Control, PCR

performed with DRG not any siRNA was introduced; #1~#4, PCR

performed with DRG 4 different siRNAs were introduced.
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내부 기준 단백질인 β-actin의 발현량을 기준으로 하여

Rab11-FIP3 단백질 발현양을 비교하였다. siRNA 3번을 처

리한 경우 단백질 발현이 약 30% 정도 감소한 것을 알 수

있었다(Fig. 2A).

이렇게 낮은 효율로 발현이 저해된 이유는 siRNA 도입의

효율이 매우 낮은 primary cell인 DRG를 사용한 때문으로

보인다. siRNA inhibition 방법은 유전자 발현저해에 널리

사용되는 방법으로 adherent 세포주에는 아주 높은 효율을

보이지만 primary cell 이나 non-adherent 세포주에는 낮은

효율을 보인다고 보고된 바 있다[19].

Rab11-FIP3의 발현 감소에 의하여 세포 내 TRPV1 단백

질 발현에 어떠한 영향을 주는지 알아보았다. 그림 2B에서

보듯이 Rab11-FIP3의 저해는 세포 전체에 발현되는 TRPV1

단백질의 양에는 영향을 미치지 않았다. 그 다음 면역형광

법을 이용하여 세포 내 TRPV1의 분포 성향을 알아보았다.

실험 결과 siRNA를 처리하지 않은 대조군에서는 TRPV1이

세포막 쪽에 분포를 더 많이 존재하고 있었다(Fig. 3A). 하

지만 siRNA3를 첨가하여 Rab11-FIP3 발현을 저해하니

TRPV1은 세포막에 위치하는 양 보다는 세포질에 더 많이

존재하고 있는 것을 관찰하였다(Fig. 3B). 즉 Rab11-FIP3의

발현저해는 세포 내 TRPV1의 총량에 영향을 주지 않는 반

면 TRPV1의 세포막으로의 막 수송에 영향을 미치는 것을

알 수 있었다. 이는 최근 발표한 Rab11의 저해가 TRPV1의

세포막 수송에 저해가 된다는 보고[17]와 일맥상통하는 결

과로 TRPV1의 세포막으로의 수송에 Rab11과 Rab11-FIP3

가 관여한다는 결론을 내릴 수 있다.

선행연구에서 Rab11이 TRPV1과 직접적으로 결합하지는

않지만 Rab11의 발현 저해는 TRPV1의 막수송에 영향을 미

치므로[17] TRPV1에 특이적으로 결합하는 Rab11-FIP3이

Rab11 사이에서 가교역할을 하며 TRPV1의 막수송에

Rab11, Rab11-FIP3 둘 다 관여하는 것으로 가정할 수 있다.

이러한 발견은 같은 family의 수용체라 하더라도 막 수송

에 서로 다른 기전을 사용한다는 것을 시사하고 있다. 즉,

여러 종류의 Rab에 결합하는 FIP 들이 존재하여 서로 각각

다른 막 수송에 관여한다는 최근 연구 발표[9]를 지지하는

결과이다. 예를 들면 TRPV1과 TRPV2 각각의 막 수송에 서

로 다른 Rab 단백질과 FIP가 사용될 수 있다는 것을 시사

하고 있다. 이는 rat의 Rab11-FIP3가 TRPV1과 주로 세포막

부분에서 같은 곳에서 발현되지만 TRPV2와는 특이적으로

결합하지 않는다는 보고와 같은 맥락으로 볼 수 있다[12].

나아가 TRP family인 TRPV5, 6에서는 막 수송에 Rab11이

직접 관여한다고 발표되었다[18]. 그 외 TRPV5의 경우는 N

말단이, TRPV4는 C 말단이 세포막으로의 수송에 중요하다

고 최근 발표된 바 있다[8, 1]. TRPV4의 경우 endosomal

recycling에 필요한 PACSIN3이 세포막으로의 이동에 필요

하다고 발표되었다[7].

하지만 본 연구결과 TRPV1의 경우에는 특이적으로 결합

하는 Rab11-FIP3과의 직접적인 상호작용과 나아가 Rab11과

의 연합작용으로 TRPV1이 세포막으로 이동되는 것으로 보

아 같은 family의 TRPV 채널이라도 세포막으로의 수송 기

전은 서로 다를 수 있다고 결론지을 수 있다.
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