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Abstract — Protein phosphorylation is one of most important post-translational modifications (PTMs) and plays an import-

ant role in regulation of protein function. Here we develop a method for a global identification of phosphopeptides and phos-

phorylation sites using nano-LC MS/MS. We compared two separation methods, C4 and strong cation ion exchange (SCX).

Before phosphopeptides enrichment with TiO2, total proteins from Rat 1 cells have been separated using C4 column or tryp-

tic peptides of proteins from the cells have been separated using SCX column. Finally, we have detected 52 phosphorylation

sites on 41 proteins from SCX method and 375 phosphorylation sites on 252 proteins from C4 method, and determined the

function and localization of identified phosphoproteins using DAVID software. In particular, we showed new phosphorylation

sites from membrane proteins related to various cell signaling mechanisms. This method may contribute to study global sig-

nal networks induced by various signals including ligands and drugs.
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단백질 인산화는 가역적인 반응으로, 세포 신호 전달, 이동, 세

포내 정보 교환, 생존, 대사, 항상성 등 대부분의 세포 반응에 관

여하는 주요 조절 기전이다.1-3) 단백질 인산화 연구에서 중요한

부분중의 하나로써, 인산화가 일어난 단백질의 아미노산 위치를

찾는 것은 여러 가지 연구에 도움을 준다. 하지만, 이 연구가 중

요함에도 불구하고, 여전히 단백질 내 인산화 위치를 찾는 연구

는 어려움이 있다.

최근에 포스포 프로테오믹스(phosphoproteomics) 분야가 각광

을 받기 시작했다.4,5) 질량분석기를 이용하여 인산화 위치를 한

꺼번에 찾는 연구 분야이다. 질량 분석기로 분석하기 전에 인산

화 펩타이드를 우선 분리 농축하는 것이 중요하다. 인산화 펩타

이드를 농축하는 방법은 여러 가지가 있는 데, 예를 들어 화학

반응을 이용해서 인산화기를 변형시키는 화학적인 방법과6) 인산

화 잔기에 친화성을 갖는 금속 이온을 이용하는 방법7-10)들이 있

다. 화학반응을 이용하는 방법은 아주 선택적인 반면, 부반응과

재현성이 떨어지는 단점이 있다. 따라서 Ga(III), Fe(III) 등을 이

용한 IMAC 방식이 주로 이용된다.

최근에는 티타늄 다이옥사이드(TiO2)를 이용한 크로마토그래

피법이 IMAC과 함께 이용되고 있다.11-13) 이 방법은 아주 간단

하고 쉽게 진행할 수 있는 장점이 있다.

질량분석기는 단백질을 동정하는 데 가장 강력한 기술 중의

하나로 떠오르고 있고, 더불어, 이는 단백질 인산화와 같은 번역

 

#Corresponding Author

Moon-Chang Baek

Department of Molecular Medicine, School of Medicine, Kyung-

pook National University, 101 Dongin-dong, Jung-gu, Daegu 700-

422, Korea

Tel.: 053-420-4948 Fax.: 053-426-4944

E-mail: mcbaek@knu.ac.kr

종설
Short Report



114 김혜정 · 백문창

J. Pharm. Soc. Korea

후 수식(post translational modification)을 밝히는 데 아주 중요

한 역할을 하고 있다.14) 질량분석기를 이용하여 인산화 펩타이

드를 동정하는 동시에 인산화 위치를 동시에 찾아내는 것이다.

세포내의 모든 단백질의 인산화 위치를 한꺼번에 분석하는

것은 신호전달반응을 한꺼번에 알아내는 아주 혁신적인 방법이

다.15-17) 하지만, 세포내에 있는 많은 인산화 펩타이드를 한 번의

질량분석기 분석에 의해 모두 동정하기는 어렵다. 따라서, 세포

내의 단백질들을 여러 가지 칼럼을 이용하여 분리한 후, 각 분획

들을 분석하는 방법이 필요하다.

본 연구에서는 Rat 1 세포로부터 단백질들을 얻은 후, 이들 단

백질을 C4 역상 칼럼(reverse phase chromatography) 또는 트

립신에 의해 절단 된 펩타이드를 양이온 교환(strong cation

exchange chromatography, SCX) 칼럼을 이용하여 분리하였다.

그 후, 각 분획을 TiO2를 이용하여 인산화 펩타이드를 분리 농

축한 후, 각각을 나노 초고성능 액체 크로마토그래피(Nano-Ultra

Performance Liquid Chromatography) 질량분석기(Nano-Electron

Spray Ionization Quadruple-Time Of Flight Mass spectrometry)

를 이용하여 분석하였다.

실험방법

세포 배양 및 단백질 추출

Rat 1 세포는 10% FBS를 포함한 DMEM 배지에서 5% CO2

를 함유하는 37oC 항온기에서 배양하였다. 세포가 97% 가량

자랐을 때, 0.1 mM ammonium bicarbonate 및 phosphatase

inhibitor cocktail을 포함한 완충액에서 분쇄기를 이용하여 세포

를 파쇄시켰다. 이들을 원심분리(4,000 g, 15 min, 4oC)하여 깨지

지 않은 세포들을 제거하고, 상등액을 얻은 후, 이를 스핀 필터

(0.22 μm)를 이용하여 나머지 작은 불순물들을 제거하였다.

FPLC 시스템을 이용한 두 가지 칼럼(SCX와 C4)에 의한 분리

Rat 1 세포에서 얻어진 단백질을 AKTA FPLC system(GE

Healthcare, Piscataway, NJ)을 이용하였다. C4 역상 칼럼(4.6

mm×250 mm)을 이용하였고, 분석 조건은 0.1% triflouroacetic

acid(TFA)를 포함하는 0% acetonitrile(ACN)에서 60% ACN까

지 80분 동안 분석하였고, 용매는 분당 0.3 ml로 흘려 보냈다.

UNICORN control software(GE Healthcare, Piscataway, NJ)를

이용하여 조정된 결과를 얻었다. UV 흡광도를 기준으로 하여 여

러 개의 분획들을 합쳐서 총 9개의 시료를 만들었다. 펩타이드

분리를 위해, 강 양이온교환수지의 경우 RESOURCE S 칼럼(6.4

mm×30 mm)를 이용하였고, 분석 조건은 인산완충액(pH 3.0)를

시작으로 NaCl이 1 M이 될 때까지 20분 동안 분석하였고, 용매

는 분당 1 ml로 흘려 보냈다. 마찬가지로 UV 흡광도를 기준으로

하여 여러 개의 분획들을 합쳐서 종 16개의 시료를 만들었다.

FPLC 분획들에 존재하는 단백질의 트립신 절단

FPLC를 통해 분리된 분획들은 감압 건조기(speed vac. dryer)

를 이용하여 건조시킨 후, 50 mM ammonium bicarbonate를 넣

어 재 용해시켰다. 이 용액을 10 mM dithiothreitol(DTT)로 56oC

에서 20분간 환원을 시킨 후에, 100 mM iodoacetamide(IAA)를

이용하여 암조건에서 20분간 처리하여 알킬화를 시켰다. 이어서

트립신(Promega, Madison, WI. USA)을 넣어 37oC에서 12 시간

반응 시킨 후 감압 건조기에서 건조시켰다.

TiO
2
를 이용한 인산화 펩타이드의 농축

기존에 인산화 펩타이드 농축을 위해 먼저 Top Tip TiO2

(Glygen, Columbia, MD. USA)을 20 μl의 3 g/l DHB를 포함한

80% ACN/0.1% TFA, 암모니아수를 포함한 40% ACN(pH

10.5), 0.1% TFA 완충액으로 각각 씻어준 후 마이크로칼럼에 로

딩하고, 절단된 펩타이드를 30 g/l DHB를 포함한 80% ACN,

0.1% TFA 완충액에 녹여 resin과 상온에서 한 시간 정도 결합

을 시킨다. 그 다음 10% ACN을 포함한 in 0.1% TFA, 80%

ACN, 0.1% TFA로 각각 세척하고 암모니아수를 포함한 20%

ACN(pH 10.5), 암모니아수를 포함한 40% ACN(pH 10.5)로 용

출한 다음 0.1% formic acid를 첨가하여 산성화시켰다.

나노 초고성능 액체 크로마토그래피(Nano-Ultra Performance

Liquid Chromatography)

모든 시료는 C18 나노칼럼(75 μm id, 250 mm length, 1.7 μm

particle size, Waters Corporation, Milford, MA)으로 분리하였

으며, A 용액(0.1% formic acid 수용액)과 B 용액(0.1% formic

acid를 포함한 ACN)의 농도구배에 따라 분리하였다. 각 용액들

은 분당 0.3 μl의 유속으로 1% B 용액에서 5% B 용액(5분)으로,

후에 25% B 용액(45분), 60% B 용액(95분), 85% B 용액(95~

100분) 차례로 증가시킨 후 다시 처음의 농도인 1% B 용액(100~

105분)으로 흘려주었다.

질량분석기

분석은 nanoUPLC와 연결된 nano-ESI quadrupole TOF 질량

분석기를 사용하여 이루어졌다(Q-TOF Premier, Waters). 모든

분석은 양이온 모드로 분석하였다. 각각의 이온들은 순차적으로

Z 형태의 이온화 부분을 통해 질량 분석기 내부로 들어간다. 들

어간 이온은 사극자에 도달하여 MS scan을 통해 선구 이온

(precursor ion)의 m/z를 확인한다. 사극자에는 직류전하와 라디

오 전자기파가 동시에 흐르게 되는데 양전하를 띈 펩타이드 이

온들은 사극자 내의 전자기장 내에서 회전하며 이동하는데 이를

바탕으로 각 이온을 정렬하여 선구 이온의 m/z를 얻을 수 있다.

데이터는 충돌관(collision cell) 에서 낮은 에너지에서 높은 에너

지로 주기적으로 충돌 에너지를 변환시킬 때 사극자에서 모든 이
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온을 방출하게 되는 MSE(Expression) mode로 받아졌다. 1초 간

격으로 스캔하여 MS spectra는 m/z 50에서 m/z 1990까지 얻었

다. Mass의 정확도는 LockSpray에서 reference인 GFP(Glu-

Fibrinopeptide B, Sigma)를 이용하여 30초 간격으로 스캔 함으

로써 유지하였다.

데이터 변환

질량분석기로 얻은 데이터는 Mascot Distiller(Matrix Science;

version 2.3.2, Boston, MA)를 이용하여 피크 리스트(mgf 파일)

로 변환하였다. Mgf 파일을 Mascot(Matrix Science; version

2.2.1, Boston, MA) 프로그램을 이용하여 단백질을 동정하였다.

이때 rat 단백질 분석을 위해 IPI rat 데이터베이스(version 3.70;

39,579 sequences; 20,816,731 residues)를 사용하였다. 단백질 동

정을 위한 파라미터로는 fixed modification에 carbarmidomethyl

C, variable modification 에 oxidation M을 선택하였고 트립신

missed cleavage는 2개, 이온 허용 한계는 0.1 Da으로 설정하고

분석결과는 >95%의 정확도를 가지는 2개 이상의 펩타이드로부

터 얻어진 단백질만을 최종 결과로 얻었다. 또한 질량분석기 분

석을 통해 단백질을 DAVID 소프트웨어(http://david.abcc.ncifcrf.

gov/conversion.jsp)를 이용하여 어떠한 세포내 위치 카테고리 및

생물학적 작용 카테고리에 속하는지 분석하였다.

결과 및 고찰

표준 단백질을 이용하여 TiO
2
 방법에 의한 인산화 펩타이드

농축방법 예비 실험

본 연구는 Rat 1 세포로부터 단백질들을 얻은 후에, 이들 중

에서 인산화되어 있는 펩타이드의 동정 및 인산화 위치를 대량

으로 밝혀내는 방법을 확립하는 것을 목표로 한다.

대량으로 인산화 위치 규명하기 전에, 표준 인산화 단백질인

α-casein을 이용하여 예비 연구를 진행하였다. 인산화 펩타이드

를 선택적으로 농축하는 방법은 여러 가지 알려져 있다. Ga(III),

Fe(III) 등을 이용한 IMAC 방법과 TIO2 방법이 잘 알려져 있고,

최근에는 Sequential elution from IMAC(SIMAC)과 칼슘을 이

용한 침전 방법10)까지 알려져 있다. 이 중에서 본 연구실에서 잘

정립된 TiO2를 이용하여 인산화 펩타이드를 농축하는 방법을 이

용하였다.

카제인(casein)을 트립신으로 절단 한 뒤에 이들 펩타이드를

건조시킨 후, TiO2 로딩 버퍼(loading buffer)로 녹이고, TiO2

resin과 반응시킨 후에 인산화되지 않은 펩타이드를 제거하고, 인

산화 펩타이드만을 용출한 후, 이를 질량분석기를 이용하여 분

석하였다.

분석결과, 총 이온 크로마토그램(total ion count)를 얻었고, 이

를 noise peak을 제거하고 실제 count만을 보여주는 BPI(base

peak intensity)를 얻었다. 이를 PLGS 2.2.5 소프트웨어를 이용

하여 pkl file을 얻고, 이를 Mascot search를 통하여 인산화 펩

타이드들을 동정하게 되었다. 결과에서 보이는 것처럼 기존에 알

려진 모든 인산화 위치를 확인할 수 있었고, α- 및 β-카제인에

존재하는 인산화 펩타이드 및 인산화 위치를 Table I에 보였다.

이 결과는 TiO2를 이용한 인산화 펩타이드의 농축과 질량분석기

를 통한 인산화 펩타이드 및 인산화 위치 동정하는 방법이 효과

적으로 진행되고 있음을 예비 실험으로 잘 보여주고 있다.

C4 칼럼 및 양이온 교환 수지를 이용한 분리

세포내에는 수 많은 다른 인산화 단백질들이 존재하기 때문에

이를 한번의 질량분석기 분석으로 많은 인산화 위치를 찾는 것

은 어렵다. 따라서, 질량분석기로 분석하기 이전에 이들을 분획

하는 것이 요구된다.

Nano-LC-MS/MS를 이용하여 인산화 펩타이드를 분석하게 되

는데, 이때 이용되는 nano-LC는 C18 역상 성질을 가지고 있다.

Table I − Identification of phosphopeptides from casein by TiO
2
 method

Protein (Swiss-Prot)a Start Ent Peptide sequence Number of phosphate group (M+H)+ (Da)

Alpha-S1-casein 58 73 DIGSESTEDQAMEDIK 1 1847.7438

Alpha-S1-casein 58 73 DIGSESTEDQAMEDIK 2 1927.711

Alpha-S1-casein 74 94 QMEAESISSSEEIVPNSVEQK 2 2497.428

Alpha-S1-casein 74 94 QMEAESISSSEEIVPNSVEQK 3 2561.133

Alpha-S1-casein 74 94 QMEAESISSSEEIVPNSVEQK 5 2721.348

Alpha-S1-casein 52 73 VNELSKDIGSESTEDQAMEDIK 2 2598.0684

Alpha-S1-casein 52 73 VNELSKDIGSESTEDQAMEDIK 3 2693.9875

Alpha-S1-casein 121 134 VPQLEIVPNSAEER 1 1660.7983

Alpha-S2-casein 141 151 EQLSTSEENSK 1 1331.5355

Alpha-S2-casein 153 164 TVDMESTEVFTK 1 1642.4973

Alpha-S2-casein 61 85 NANEEEYSIGSSSEESAEVATEEVK 3 2928.1057

Alpha-S2-casein 61 85 NANEEEYSIGSSSEESAEVATEEVK 4 3008.0476

Beta-casein 33 48 FQSEEQQQTEDELQDK 1 2061.8467

Beta-casein 17 40 ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR 4 2966.166

aStandard casein contains alpha S1, alpha S2, and beta-casein. The phosphorylation sites are underlined.
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따라서 그 이전에 분리를 위해서는 이와 성질이 다른 칼럼을 이

용하여 분리하는 것이 효율을 높일 수가 있다.

Fig. 1은 본 연구에서 진행한 전체적인 연구의 흐름도를 보여

주고 있다. 질량분석기 분리 전에 분석 시료들을 더 분리하기 위

해 2개의 다른 칼럼을 사용하는 두 가지 전략을 이용하였다. 특

히, 트립신을 처리하는 단계가 다른 데, 즉, 양이온 교환 수지를

이용할 경우에는 칼럼에 의한 분리 전에 트립신을 처리하고, C4

를 이용할 경우에는 분리 후에 트립신을 처리하는 것이 다르다

는 것이 본 연구의 중요한 분리 전략이다.

먼저 nano-C18 칼럼과 성질이 다른 양이온 교환 수지를 이용

하여 펩타이드를 분리하는 방법을 이용하였다. 이를 위해 우선

Rat 1 세포로부터 1 mg의 단백질을 얻은 후, 이를 트립신을 처

리하여 펩타이드화하였다. 이들 펩타이드를 FPLC 시스템을 이

용하여 양이온 교환수지 칼럼으로 분리하였고 그에 해당하는 UV

흡광도 프로파일을 얻었다. 얻어진 UV 프로파일을 기준으로 양

이 적은 분획들은 많이 합치고 양이 많은 분획들은 적게 합쳐서

총 9개의 분획을 만들었다(Fig. 2A). 다른 한편, nano-C18 칼럼

이전에 C4 칼럼을 이용한 경우, C4 칼럼은 nano-C18 칼럼과 마

찬가지로 역상 칼럼으로 그 성질이 거의 유사하다. 따라서, 본 연

구에서는 Rat 1 세포로부터 단백질을 얻은 후, 펩타이드가 아닌

단백질(1 mg) 상태에서 먼저 C4 칼럼으로 분리한 후, 위와 같은

방법으로 하여 UV 프로파일을 기준으로 양이 적은 분획들은 많

이 합치고 양이 많은 분획들은 적게 합쳐서 총 16개의 분획을

만들었다(Fig. 2B). 이 후에 이들 분획들을 트립신을 처리하여 펩

타이드화 하였다.

일반적으로 역상 칼럼이 양이온 교환수지 칼럼을 이용한 것

보다 분리능이 좋다고 알려져 있다. 본 실험에서는 물론 두 개의

시료 중 하나는 펩타이드이고 다른 하나는 단백질이므로 동일하

게 비교할 수는 없지만, 역상 칼럼을 이용한 것이 분리 피크가

좁고 높게 나와 좀 더 효과적으로 분리가 된 것처럼 보인다.

TiO
2
를 이용한 인산화 펩타이드의 농축 및 nano-LC-MS/MS

를 이용한 분석

양이온 교환수지로부터 얻어진 시료들은 이미 펩타이드 상태

Fig. 1 − Experimental scheme to identify phophopeptides and map

the sites of phosphorylation using two different methods.

Fig. 2 − Separation of tryptic peptides by SCX and proteins by C4 columns. (A) Tryptic peptides derived from total proteins (1 mg) in Rat 1

cell was separated on SCX column (6.4 mm ×30 mm). Fractions were pooled to 9 fractions base on UV absorbance chromatography.

(B) Total proteins (1 mg) in Rat 1 cell was separated on C4 column (4.6 mm×250 mm). Fractions were pooled to 16 fractions based

on UV absorbance chromatography. These fractions were dried by a centrifugal vacuum concentrator for the next experiment.
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로 존재하므로 이를 예비실험에서 진행한 것처럼 TiO2를 이용하

여 인산화 펩타이드 농축을 진행하였다. 하지만 C4로부터 얻은

분획들은 아직 단백질 상태이므로 이들은 트립신을 처리하여 펩

타이드화 한 후, 이들을 TiO2로 이용하여 인산화 펩타이드 농축

을 진행하였다. TiO2를 통하여 얻어진 인산화 펩타이드들을 각

각 nano-LC-MS/MS를 이용하여 분석하였다. 분석을 통해 얻어

진 데이터들은, 방법에 적은 것처럼 Mascot 소프트웨어를 이용

하여 인산화 펩타이드들과 그 인산화 위치를 밝혀내었다.

양이온 교환수지를 이용한 경우에는 41개의 단백질로부터 52

Table II − Identification of phosphopeptides and new phosphorylation sites from some membrane proteins

prot_acc gene_name prot_name pep_seq

IPI00200688 Abhd6 Abhydrolase domain-containing protein 6 SpSLDDLSIVGQVKR

IPI00231615 Anxa1 AnnexinA1 pTPAQFDADELR

IPI00231615 Anxa1 AnnexinA1 RKGpTDVNVFNTILTTR

IPI00201263 Cspg4 Chondroitin sulfate proteoglycan 4 precursor pTFNRGVLSpYLEPR

IPI00422037 Complement component 4, gene 2 GQIMAMpSREPR

IPI00196620 Cubn Cubilin precursor IDALVQKApSFR

IPI00359875 Itgal integrin alpha L VAGTVELpSEK

IPI00324585 Itga1 integrin alpha-1 precursor MoTIpSKpSEVLKR

IPI00417368 KIAA1885 protein NRQLVNWpSCpTLR

IPI00363534 Lama1 laminin, alpha 1 VKVMoVDLGSGPLTLMopTDR

IPI00191485 Pkd1 Pkd1 LLPNRPPLGGpSCR

IPI00209140 Gnas Protein ALEX QETALpSAAPLQRR

IPI00767314 Duox1 similar to dual oxidase 1 HWWKpTSGQLIR

IPI00210494 Sts Steryl-sulfatase precursor pTLRTPHIDR

IPI00210494 Sts Steryl-sulfatase precursor TLRpTPHIDRLALEGVK

Fig. 3 − Analysis of phosphoproteins and phosphopeptides identified by LC-MS/MS. The identified phosphoproteins were categorized based on

their molecular function (a) and subcellular localizations (b). The ratios of identified phosphopeptides were classified based on the

number of phosphate group per one peptide.

개의 인산화 위치를 찾아내었고, C4 칼럼을 이용한 경우에는 252

개의 단백질로부터 375개의 인산화 위치를 찾아내었다. 이 결과

를 통해 알 수 있는 것은, 양이온 교환수지의 경우, 몇 가지 단

점을 가지고 있음을 알 수 있었다. 첫째, 양이온 교환수지의 분

리능이 C4에 비해 떨어지고, 둘째, 양이온 교환수지의 경우 분획

내에 염(salt)를 포함하고 있어 이는 TiO2의 효율을 떨어뜨렸을

가능성이 커서, 인산화 펩타이드의 양을 감소시켜 질량 분석기에

의한 분석 효율을 감소시켰을 것으로 추정된다.

그에 비해 C4 칼럼의 경우에는 nano-LC와 동일한 성질의 칼
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럼이나, 첫 번째 분석(C4)시에는 단백질 상태로, 두 번째 분석

(nano-LC) 시에는 펩타이드 상태에서 분리하였기 때문에 성질이

전혀 다른 물질들이 분리된 것과 같은 효과를 보였고, 또한 역상

칼럼의 가장 큰 특징인 효과적인 분리능을 연속해서 이용하였으

므로 보다 효과적인 인산화 펩타이드를 동정해 낸 것으로 여겨진다.

본 연구에서 확인 된 인산화 펩타이드들 중에서 특히 세포 신

호전달에 관여하는 인산화 위치를 규명하였고, 그 중에서도 기

존의 방법으로 규명하기 어려운 막단백질로부터 동정한 인산화

펩타이드들을 표로 나타내었다(Table I).

새로운 인산화 위치는 mouse, human과 rat의 알려진 거의 모

든 인산화 단백질이 함유 된 PhosphoSite(www.phosphosite.org)

를 참고 한 것이고, 만약 rat의 인산화 펩타이드가 없는 단백질

일 경우, rat sequence에서 상응되는 인산화 위치가 mouse 혹

은 human에서 확인된다면 이 사이트는 rat에서 확인된 것으로

고려하였다.

밝혀진 인산화 단백질들의 성질 분석

Rat 1 세포로부터 확인된 각각의 인산화 단백질을 세포내의

위치와 분자적 기능에 의해 분류하였다. 확인된 인산화 단백질

의 분자적 기능은 Gene ontology(GO)에 의해 분석되었다(Fig.

3A). 이것은 GO annotation terms을 사용하여 분리하였다.

Multicellular organismal process, response to wounding,

signal transduction, inflammatory response, immune system

process, mitotic cell cycle 등 세포가 살아가는 중요한 대부분의

기능에 분포되어 있음을 알 수 있다. Fig. 3B는 세포내 위치를

보여주고 있다. 대부분이 intracellular part 및 cytoplasm에 존재

하였고, plasma membrane part, intracellular organelle part,

cytoskeletal part, MHC protein complex 등에 존재하는 것으로

보여졌다. 또한 인산화 펩타이드내에 몇 개의 인산기가 있는지

를 기준으로 분류를 해 보았다(Fig. 3C). 이 경우 펩타이드당 1

개의 인산기를 포함하고 있는 것이 전체 79%에 달하였고, 이 후

로 2개(25%), 3개(3%), 4개(1%), 5개(1%)의 순으로 나타났다.

TiO2를 이용한 경우에 IMAC을 이용한 경우와 비교해서 1개 인

산화기를 포함한 펩타이드들이 좀 더 많이 농축되는 현상이 있

는데, 이 연구의 결과에서도 비슷한 특징을 보여주고 있다.

결 론

세포내에 존재하는 수많은 인산화 단백질들 및 인산화 위치를

질량분석기를 통해 전체적으로 확인하는 방법을 Rat 1 세포를

이용하여 수행하였다. 이를 위해 두 가지 분리 전략(C4 및 양이

온 교환 수지)을 이용한 결과, 단백질 상태에서 C4를 이용해서

분리 후 이를 펩타이드화 한 후, TiO2를 이용하여 농축하는 방

법이 더 효과적이었다. 규명된 인산화 펩타이드를 기반으로 인

산화 단백질의 기능 및 위치 등을 확인한 결과 분석이 어려운 막

단백질들에서 새로운 인산화 위치를 갖는 단백질들까지도 찾을

수 있음을 보여주었다. 따라서 본 연구에서 한 가지 세포를 이용

하여 전체적인 인산화 단백질을 연구하는 방법에 대한 것을 제

시하였으며 이는 여러 가지 신호를 세포에 처리한 후 변화되는

인산화 단백질들의 양적인 변화들을 확인하는 데 유용하게 적용

될 수 있을 것으로 기대된다.
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