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The baculovirus/insect cell expression system is of great value for the large-scale production of normal and mutant 

mammalian passive glucose-transport proteins heterologously for structural and functional studies. In most mammalian 
cells that express HepG2, this transporter isoform is predominantly located at the cell surface. However, it had been 

reported that heterologous expression of other membrane proteins using the baculovirus system induced highly vacuolated 

cytoplasmic membranes. Therefore, how a cell responds to the synthesis of large amounts of a glycoprotein could be an 
interesting area for investigation. In order to examine the subcellular location of the human HepG2 transport proteins when 

expressed in insect cells, immunofluorescence studies were carried out. Insect cells were infected with the recombinant 

baculovirus AcNPVHIS-GT or with wild-type virus at a MOI of 5, or were not exposed to viral infection. A high level 
of fluorescence displayed in cells infected with the recombinant virus indicated that transporters are expressed 

abundantly and present on the surface of infected Sf21 cells. The evidence for the specificity of the immunostaining was 

strengthened by the negative results shown in the negative controls. Distribution of the transporter protein expressed in 
insect cells was further revealed by making a series of optical sections through an AcNPVHIS-GT-infected cell using a 

confocal microscope, which permits optical sectioning of cell sample. These sections displayed intense cytoplasmic 

immunofluorecence surrounding the region occupied by the enlarged nucleus, indicating that the expressed protein was 
present not only at the cell surface but also throughout the cytoplasmic membranous structures. 
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포유동물 세포의 주요 대사 에너지원은 포도당이며, 

이 당의 세포 내 영입은 passive glucose transport 단백질

에 의해 이루어진다 (Wood and Trayhurn, 2003). 염기서

열 비교분석 결과에 따르면 박테리아를 포함한 미생물

들의 당 수송체와 포유동물 당 수송체 사이에는 염기서

열의 상동성이 존재하며, 또한 이들은 커다란 당 수송체 

집단 (sugar transporter family)을 이루고 있음을 보여주었

다 [(Mueckler et al., 1985; Wheeler and Hinkle, 1985; James et 

al., 1989; Seatter and Gould, 1999; Joost and Thorens, 2001; 

Wood and Trayhurn, 2003)]. 이러한 사실들은 당 수송체들

이 공동의 조상으로부터 진화되었음을 암시하고 있어 이

들 집단 중 어느 한 수송 단백질의 당 수송 기전이나, 

삼차원적인 구조를 정확히 밝혀 낼 수 있다면 이는 당뇨

병 예방 및 치료약물 개발에도 크게 이바지 할 수 있을 

것이다. 

단백질의 구조와 기능의 상관관계를 위한 유전공학적 

연구와 3차원적 구조 분석을 위한 결정화 (crystallization)

와 같은 생물리학적 연구에는 비교적 많은 양의 단백질

이 필요하다. 하지만 사람의 뇌, 적혈구 등에서의 포도당 

수송을 담당하는 적혈구형 또는 HepG2형 포도당 수송체 

(Bell et al., 1993; Vannucci et al., 1997)가 세포막 내에는 

위와 같은 연구에 충분치 않은 양으로 존재하고 있으

며, 또한 nucleoside 수송체와 같은 물질들로 오염 (Jarvis 

and Young, 1981)되기 쉬워 순수한 HepG2형 수송체만을 

분리, 정제하기가 쉽지 않다. 이러한 연유로 당 수송체들

을 유전공학적 방법을 이용하여 많은 양 생산하고자 하
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는 노력들이 꾸준히 진행되어 왔으며, 그 예로서 E. coli 

(Sarkar et al., 1988; Thorens et al., 1988), Xenopus oocytes 

(Gould and Lienhard, 1989; Keller et al., 1989), mammalian 

cells (Asano et al., 1989; Gould et al., 1989; Harrison et al., 

1990), transgenic mice (Liu et al., 1992) 등을 이용한 이성

질적 발현 노력들이 있었다. 그러나 아쉽게도 막 단백

질 (membrane proteins)들이 갖는 특성으로 인해 단지, 소

량의 기능성 있는 단백질 발현만을 보여주었을 뿐이다. 

이러한 어려움을 극복하기 위한 노력의 일환으로 최근 

baculovirus와 곤충세포를 이용한 사람 당 수송체의 이성

질적 발현 노력이 있었으며 (Cope et al., 1994; Lee, 2010) 

고무적인 결과를 보여주었다. 그러나 단백질 발현 양과 

그 활성에는 차이가 있었으며, 이 시스템의 효율적 활용

을 위해서는 당 수송체와 같은 glycoprotein의 다량 생산 

시 발현 패턴, 발현 수송체의 직접적 당 수송능력 입증 

등과 같은 보다 많은 연구를 필요로 하고 있다. 

HepG2를 발현하는 대부분의 포유동물 세포에서는 

HepG2형 당 단백질 (glycoprotein)들은 세포 표면 (cell 

surface)에서 현저히 발현된다 (Bell et al., 1993). 그러나 

recombinant baculovirus를 이용한 곤충세포에서의 이성질

적 당 단백 발현은, 그 당 단백질의 높은 수준 생산으로 

인해 폭넓은 세포질 공포형성 (cytoplasmic vacuolation)을 

초래한다고 보고되었다 (Matsuura et al., 1987). 뿐만 아니

라 사람 다약재 내성 수송체와 같은 당 단백질이 발현된 

곤충세포에서는 정상 발현 부위가 아닌 곳에서의 발현을 

보고하기도 하였다 (Germann et al., 2000). 그러므로 본 연

구에서는 사람 포도당 수송체와 같은 glycoprotein의 곤충

세포 발현 시 발현 단백질의 subcellular location을 면역형

광법과 immunoblotting 방법을 이용하여 조사해 보았다. 

간략히 방법을 소개하면, 사람 HepG2 당 수송체 유전

자를 포함하고 있는 recombinant baculovirus인 AcNPVHIS-

GT (Lee, 2010) 또는 야생주 바이러스를 이용하여 Sf21 

세포를 5 MOI로 감염시킨 후 28℃에서 배양시킨 후 이

틀 뒤에 세포를 수확하여 TC100 배양액에 (밀도 4 × 

104 cells/ml) 다시 부양시켰다 (Summers and Smith, 1987). 

그 후에 세포액 25 μl를 multispot microscope slides에 옮겨 

Fig. 1. Images of confocal and phage-contrast microscopy of non-infected and baculovirus-infected Sf21 cells. Two-days post-infection 
cells were collected, fixed and incubated first with affinity-purified anti-HepG2 transporter antibody (50 μg/ml) and then a fluorescein 
conjugate of goat anti-rabbit IgG, before examination using a confocal laser scanning microscope. The panels show immunofluorescent
images of cells infected with (A) recombinant AcNPVHIS-GT, (B) wild-type AcNPV (C) no virus or (D) cells infected with recombinant 
AcNPVHIS-GT and stained as for the other panels except with omission of the primary antibody. The corresponding phage-contrast 
images are shown in panels A' - D'. Scale bar 50 μm. 

A' A B' B 

C' C D' D 
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기류식 무균실험대 (laminar flow cabinet) 공기를 이용하

여 건조시키고, -20℃ 아세톤으로 2분간 고정시킨 후 기

류식 무균실험대에서 짧게 건조시켰다. 이 과정을 통해 

세포고정을 시키고 아울러 세포 내부에 항체 접근을 허

용케 하는 세포막 침투성을 높였다. Affinity-purified anti-

HepG2 수송체 항체 C-terminus 특이 항체 25 μl (50 μg/ 

ml)를 이용하여 37℃에서 1시간 staining 시켰다. 그 후 

세포를 10분간 세 차례에 걸쳐 PBS 용액으로 magnetic 

stirrer를 이용하여 가볍게 움직이며 세척한 후, 80배 희석

시킨 fluorescein 접합된 goat anti-rabbit IgG (Pierce, USA) 

25 μl로 37℃에서 1시간 배양하여 immunolabelling 시켰

다. 그 후 confocal laser scanning 현미경을 사용하여 조사

하였다. 결과는 Fig. 1에서 보듯이 recombinant AcNPVHIS-

GT로 감염시킨 세포에서만 밝은 형광이 나타났고 (panel 

A) 야생 주 AcNPV 바이러스로 감염시킨 세포에서는 

(panel B) 형광 염색이 측정되지 않았다. 또한 negative 

대조군인 감염시키지 않은 세포에서는 형광이 관찰되지 

않았다 (panel C). Immunostaining의 특이성은 recombinant 

바이러스 (AcNPVHIS-GT)로 감염시킨 세포의 다른 시료

에서 1차 항체를 의도적으로 제외하고 염색시켜 봄으로

써 입증하였다 (panel D). 또한 panel D'에서는 recombinant 

바이러스의 성공적 감염을 입증하는 좋은 단서인 viral 

occulusion body 즉 Polyhedrin의 발현이 관찰되었다 (panel 

D'). 이러한 관찰 결과로 미루어 볼 때 곤충세포가 사람 

당 수송체를 사람세포처럼 합성하고 처리하여, 단백질을 

올바르게 plasma membrane에 이송, 삽입하고 있음을 나

타내고 있다. 또한 강력 억제제인 cytochalasin B binding 

assay (Gorga and Lienhard, 1981)를 통해 발현 단백질의 생

물학적 활성도 검증되었다 (Table 1). 

공 초점 현미경 (Confocal microscope)은 세포나 두꺼운 

조직을 광학적으로 절단할 수 있는 능력을 가지는데 Fig. 

2는 이 특성을 활용하여 곤충세포에 발현된 사람 당 수

Table 1. Assay of cytochalasin B binding to Sf21 cells with D-glucose 

Cytochalasin B Binding (B/F) 
Sample (1 mg/ml) 

(-) D-glucose (+) D-glucose *Specific B/F 

Sf21 cells infected with    

- no virus 0.051 0.050 0.001 

- wild-type virus 0.053 0.052 0.001 

- recombinant virus (AcNPVHIS-GT)☆ 1.495 0.142 1.353 

The assay for cytochalasin B binding activity of membrane samples was performed by equilibrium dialysis using 40 nM-[3H]cytochalasin
B, in the absence (-) or presence (+) of 400 mM D-glucose, as described in Zoccoli et al. (1978). Cytochalasin B binding activity (*) was
calculated as described previously (Gorga and Lienhard, 1981). B/F = [bound cytochalasin B] / [free cytochalasin B]. ☆: preparation
from the Sf21 cells infected with AcNPVHIS-GT virus containing the entire human HepG2 gene. 

Fig. 2. Sequential display of confocal optical 
sections through AcNPVHIS-GT-infected Sf21 cells. 
Sf21 cells were infected with the recombinant virus. 
At 2 days after infection, the cells were collected, fixed
and then fluorescently-labelled. as described before. A
series of optical images were obtained at section planes
spaced regularly (0.6 μm) through the fluorescently-
labelled, AcNPVHIS-GT-infected cells, using a con-
focal laser scanning microscope. Some of these images
were then recalled individually from an image file. 
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송 단백질의 subcellular 분포를 보여주고 있다. Sf 세포를 

0.6 μm 두께로 sectioning한 절단면에서는 발현된 HepG2 

수용체가 실제 plasma membrane에 발현되고 있음을 나타

내는 cell surface에서의 많은 형광이 관찰되었다. 뿐만 아

니라 바이러스 감염으로 인해 커진 세포의 핵 (nucleus)

이 차지하는 부분을 제외한 세포질 (cytoplasm) 전반에서

도 강한 형광 표지가 탐지되었다. 그러므로 이것은 사람 

당 수송체가 세포 표면뿐만 아니라 세포질 전반에 걸친 

세포소기관 (organelles)에도 많은 양 발현되고 있음을 보

여주고 있다. Fig. 3은 세포질 전반에 걸쳐 보이는 형광, 

즉 발현 단백질들이 cytosol이 아닌 세포질의 막 구조물 

(membranous structures)에만 존재한다는 사실을 확실히 

보여주고 있다. 따라서 곤충세포에서의 과도한 단백질 합

성은 대부분 포유동물들 세포에서는 세포 표면에서 발현

되는 HepG2형 당 단백을 세포막뿐만 아니라 세포소기

관 막 구조물 전반에 걸쳐 발현을 초래한 것으로 보인다. 

그러나 본 연구에서는 당 단백질의 다량 발현으로 인

해 초래될 수도 있다는 폭넓은 세포질 vacuolation 현상 

(Matsuura et al., 1987)은 관찰되지 않았다. 

Baculovirus와 곤충세포를 이용한 발현 체계에서의 유

전자 발현율은 다른 이성질적 발현법에 비해 높은 것으

로 알려지고 있다. 비록 일부 non-membrane 단백질에서 

polyhedrin에 맞먹는 총 세포 단백질의 35~50%에 해당

하는 수위까지도 발현된 적이 있다고 보고된 바 있으나 

(O'Reilly et al., 1993), 외부 유전자가 실제 얼마나 효율적

으로 baculovirus 시스템에서 발현될 것인지를 일반화하

는 것은 어려운 일이다. 왜냐하면 baculovirus를 이용한 

발현 시스템에서 외부 유전자의 발현 수위를 결정하는 

요소들이 아직까지도 완전히 알려져 있지 않기 때문이다 

(O'Reilly et al., 1993). 따라서 실제 발현 단백질의 합성 수

준은 오로지 실험관찰을 통해서만 결정되어질 수 있다. 

그렇지만 대부분의 경우에는 잘 구축된 세포주들에서 발

현율은 vector 구축 시의 세부사항과 외부 유전자 발현 

단백질의 고유 특성에 큰 영향을 받게 되며 또한 숙주세

포가 발현 단백질을 얼마나 잘 수용할 수 있는가 하는 

점 등에 깊은 영향을 받게 된다 (O'Reilly et al., 1993). 그

러므로 어떤 세포가 높은 수위의 glycoprotein 합성에 어

떻게 반응할 것인지는 좀 더 많은 연구를 필요로 하고 

있다. 
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