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The plasma membrane plays a crucial role in relaying signals from the outside environment to the 
inside of the cells. In eukaryotic cells, the inner leaflets of the plasma membrane are composed mostly 
of phospholipids, including phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylserine (PS), and phosphati-
dylinositides (PIs). In this study, we tried to analyze the morphological changes induced by EGFP- 
fused membrane binding proteins, which are targeted to the plasma membrane via specific phospholi-
pids binding. As a result, we found that overexpression of EGFP-P4M-SidM, a specific PI4P binding 
protein, or EGFP alone, did not induce any morphological changes. On the other hand, overexpression 
of EGFP-PLCδ1(PH), which is a specific PI(4,5)P2 binding protein, EGFP-AKT1(PH) which binds to PI 
(3,4,5)P3, or EGFP-OSH2(PH)×2 which binds to PI4P and PI(4,5)P2, could induce the filopodia and lam-
ilapodia formation as well as cell shrinkage. Overexpression of Lact-C2-EGFP which is a specific PS- 
binding probe, EGFP fused Aplysia phosphodiesterase 4 (ApPDE4) long-form (L(N20)-EGFP) which is 
localized to the plasma membrane via hydrophobic interaction, or EGFP fused Aplysia PDE4 short- 
form (S(N-UCR1-2)-EGFP) which is localized to the plasma membrane via electrostatic interaction, could 
induce cell shrinkage, but not filopodia or lamilapodia formation. Taken together, our data support 
that the different phospholipid bindings in the plasma membrane could induce different characteristic 
morphological changes. Thus, we can analyze, characterize, and classify the cellular morphological 
changes induced by the various phospholipid binding proteins.

Key words : Cellular morphology, HEK293, Phosphoinositide, Phospholipid, Plasma membrane

*Corresponding authors

*Tel : +82-54-530-1213, Fax : +82-54-530-1218

*E-mail : jangdj@knu.ac.kr (Deok-Jin Jang)

*Tel : +82-42-629-8785, Fax : +82-42-629-8789

*E-mail : mailto:leeja@hnu.kr (Jin-A Lee)

This is an Open-Access article distributed under the terms of   

the Creative Commons Attribution Non-Commercial License 

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0) which permits 

unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction 

in any medium, provided the original work is properly cited.

ISSN (Print) 1225-9918
ISSN (Online) 2287-3406

Journal of Life Science 2016 Vol. 26. No. 8. 875~880 DOI : http://dx.doi.org/10.5352/JLS.2016.26.8.875

서   론

원형질막은 세포를 주위환경으로부터 보호하고 격리하여 

정보를 교환하는 중요한 기능을 수행한다. 이러한 원형질막 

이중층에는 다양한 지질들이 포함되어 있다. 주요 막지질로

는 포스포글리세리드(Phosphoglyceride), 스핑고리피드(Sp-

hingolipid), 콜레스테롤(Cholesterol, Ch)으로 나눠진다[2]. 

진핵세포의 원형질막 바깥층과 안쪽층의 인지질 성분들이 서

로 다른 구성요소로 이루어져 있는데, 안쪽층에 존재하는 지

질 구성성분으로 크게 포스파티딜에탄올아민(Phosphatidyle-

thanolamine, PE), 포스파티딜세린(Phosphatidylserine, PS), 

포스파티딜이노시타이드(Phosphatidylinositide, PI)로 이루

어져 있다. 이러한 지질 구성 성분들은 특정 단백질과 결합하

여 원형질막의 내막으로 위치되도록 도와주는 역할을 한다

[3]. 예를 들어, Phospholipase Cδ1 (PLCδ1)의 Pleckstrin ho-

mology (PH) domain은 원형질막의 내막에 존재하는 PI 

(4,5)P2와 결합하여 원형질막으로 위치하고[3], 또한 Serine- 

threonine protein AKT1의 PH domain은 PI(3,4,5)P3에 결합

하여 원형질막으로 위치한다[5]. 게다가 PI4P결합에 의해서도 

원형질막으로 위치 될 수 있으며[7], PIs를 제외하고도 다른 

인지질 구성성분인 PS에 결합하여 원형질막에 위치하는 단백

질도 있다[17]. 이는 세포내 존재하는 막중 가장 음성을 띠는 

지질층이며, 정전기적으로 양성을 띠는 단백질들이 정전기적

인 힘을 통해 원형질막에 위치하기도 한다[11, 14]. 또한, 소수

성결합에 의해서도 원형질막에 위치될 수 있다[11]. 이처럼 

인지질에 결합하는 단백질들이 다양한 기전에 의해 원형질막

에 위치 될 수 있다.

원형질막으로 위치하는 특정 단백질은 세포의 형태적인 

모양변화를 유발한다고 알려져 있다[10]. 그 중에서도 주로 

연구가 수행된 것은 PI(4,5)P2와 PI(3,4,5)P3이다. PI결합에 대

한 이전 보고에 따르면 PI(4,5)P2와 PI(3,4,5)P3는 세포의 액틴
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Table 1. Summary of DNA characteristics

DNA list Mechanism of plasma membrane targeting Source

GFP-P4M-SidM

OSH2(PH)x2

EGFP-PLCδ1(PH)

EGFP-AKT1(PH)

Lact-C2-EGFP

ApPDE4 L(N20)-EGFP

ApPDE4 S(N-UCR1-2)

PI4P binding

PI4P, PI(4,5)P2 binding

PI(4,5)P2 binding

PI(3,4,5)P3 binding

PS binding

Hydrophobic interaction

Electrostatic interaction

Addgene (Plasmid #51469)

from Tamas Balla[1]

from Bong-Kiun Kaang[12]

Addgene (Plasmid #21218)

Addgene (Plasmid #22852)

From Deok-Jin Jang[9, 11]

From Deok-Jin Jang[9, 11]

필라멘트(Actin filament)의 형성 및 조립을 조절한다고 보고

되어 있다. PI(4,5)P2는 Neuronal Wiskott-Aldrich syndrome 

protein (N-WASP)과 actin-related protein 2/3 (Arp2/3)에 

결합을 해서 이들의 활성을 향상시켜 액틴중합화를 향상시킬 

수 있다[15]. 또한, PI(4,5)P2는 Gelsolin 또는 ADF/Cofilin in 

actin depolymerizing factor에 결합해 이들의 활성을 줄임으

로써 액틴탈중합화(Actin depolymerization)를 억제하여 액

틴중합화를 향상시킬 수도 있다[13]. 반면에 PI(3,4,5)P3는 작

은 GTPases의 Rho family 단백질의 활성을 통하여 액틴세포

골격을 자극하거나 액틴필라멘트의 구조를 조립 및 조절하게 

된다. 즉 PI(4,5)P2와 PI(3,4,5)P3는 액틴필라멘트에 관련된 연

결단백질의 활성 및 불활성을 통하여 액틴필라멘트의 형성을 

자극 및 유도하고 세포골격과 원형질막의 상호작용에 매개하

는 단백질로써 작용한다고 보고되어있다[8]. 따라서, 원형질

막에 PI(4,5)P2와 PI(3,4,5)P3의 양이 증가하면 액틴필라멘트의 

조립이 유도되고, 반대로 PI(4,5)P2와 PI(3,4,5)P3가 억제되면 

액틴골격의 손실을 유도하게 된다. 

본 연구에서는 원형질막의 인지질 구성요소 중 PS, PI4P, 

PI(4,5)P2 혹은 PI(3,4,5)P3와 선택적으로 결합하여 원형질막으

로 위치하는 단백질들과 소수성 또는 정전기적인 상호작용에 

의해 원형질막에 위치하는 단백질을 세포내에 과발현시켜 세

포의 형태적 모양변화를 관찰하였다. 본 연구를 통해 특정 인

지질과 결합하여 원형질막으로 위치하는 단백질들이 고유의 

세포 모양변화를 유발할 수 있음을 알게 되었다. 

재료 및 방법

시약처리 방법

Antimycin A, Phosphate-buffered saline (PBS), Rapamy-

cin, Wortmannin은 Sigma (St. Louis, Mo, USA)사에서 구입

하였다. Antimycin A의 처리 농도는 PBS에 200 nM로 녹여 

40분간 처리하였고, Rapamycin은 세포배양 MEDIA에 1 μM

으로 녹여 1분간 처리했고, Wortmannin은 DMEM에 200 nM

으로 녹여 40분간 처리하여 사용하였다.

실험에 사용한 DNA 정보

List of DNA and Addgene accession numbers (Table 1). 

세포 배양 및 DNA transfection

HEK293T 세포는 10% Fetal bovine serum (FBS) + 1% 

Penicillin/streptomycin + DMEM 배양액에서 37℃ (w/ 5% 

CO2) 세포 배양기를 이용해 배양하였다. DNA transfection은 

Invitrogen (1600 Faraday Avenue, PO Box 6482, Carlsbad, 

California 92008, USA)사에서 제공되는 설명서를 기반으로 

수행되었고, Transfection 후 다음날에 Carl Zeiss (Carl-Zeiss- 

Strasse 22, 73447 Oberkochen, Germany)사의 Zeiss LSM 700 

laser scanning confocal microscope을 이용하여 GFP ex-

citation (488 그리고 508-543 nm)과 GFP emission (500-550 

nm) 필터로 설정 후 ZEN software로 영상을 획득하였다.

결과 및 고찰

특정 인지질에 결합하는 단백질들의 세포내 위치 및 ATP 

합성 억제제인 Antimycin A 처리에 의한 세포내 단백질 위

치 변화

원형질막의 내층에 존재하는 인지질과 결합하여 세포의 

원형질막에 위치되는 단백질들의 과발현이 세포의 형태적 변

화를 유도하는 효과를 알아보기 위하여, 원형질막에 존재하

면서 인지질에 결합한다고 알려진 단백질들을 HEK293T 세

포에 과발현시켰다(Fig. 1A). OSH2(PH)x2는 PI4P와 PI(4,5)P2

에 결합하고[16], PLCδ1(PH)는 PI(4,5)P2에만 결합하고, 

AKT1(PH)는 PI(3,4,5)P3 그리고 P4M-SidM은 PI4P에 특정적

으로 결합한다고 보고되고 있다[6, 7, 17]. 또한, Lact-C2는 PS

에 결합하여 원형질막으로 위치되는 것으로 보고되었다[17]. 

군소의 PDE4 long-form의 N말단 20개의 아미노산으로 이루

어진 ApPDE4 L(N20)은 소수성 상호작용에 의해 원형질막으

로 위치되고, ApPDE4 short-form (ApPDE4 S(N-UCR1- 2))은 

정전기적 상호작용에 의해서 원형질막으로 위치된다고 보고

되었다[11]. 본 연구에서는 이러한 인지질에 결합하여 원형질

막에 위치되는 단백질들을 살아있는 세포내에서 과발현 시켰

을 때 유도되는 세포의 형태적 변화에 영향을 있는지 확인하
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Fig. 1. Dissection of molecular mechanism of the plasma membrane targeting of GFP-fused proteins. (A) Plasma membrane local-

ization of GFP-fused proteins and effects of PI depletion by antimycin A treatment on the targeting. Various GFP-fused 

proteins are expressed in HEK293T cells. Images are acquired before and after 200 nM antimycin A (Am) treatment for 

40min. Scale bar, 20 μm. (B) Plasma membrane localization of EGFP-OSH2(PH)x2, EGFP-PLCδ1(PH) or EGFP-P4M-SidM 

is changed by the depletion of PIs by the pseudojanin (PJ) system. EGFP-OSH2(PH)x2, EGFP-PLCδ1(PH) or EGFP-P4M-SidM 

was co-expressed with Lyn11-FRB and mRFP-FKBP-PJ/Inpp5e/PJ-Sac/PJ-DAED in HEK293T cell. (C) Plasma membrane 

localization of EGFP-AKT1(PH) is changed by wortmannin, a PI3K inhibitor treatment. Scale bar, 20 μm. (D) Plasma mem-

brane localization of S(N-UCR1-2)-EGFP is changed by treatment with sphingosine, one of the basic lipids. Images obtained 

at X 40 magnifications. Scale bar, 20 μm.

고자 하였다.

이를 위해 실험에 사용한 단백질들의 원형질막 위치 매커

니즘이 보고된 것과 일치하는지 확인하기 위해 ATP 합성을 

억제하는 약물인 Antimycin A (Am)을 처리해 보았다. 일반

적으로 원형질막의 Phosphatidylinositide (PIs)는 다양한 인

산화 효소에 의해서 인산화된 형태이다. 즉 ATP를 사용하여 

PI의 Inositol ring에 효소에 의해서 인산화가 되어 PIs가 된

다. 원형질막에 위치하는 PIs를 제거하기 위하여 ATP 합성을 

억제하는 약물인 Am을 처리하면, PIs결합에 의해 원형질막

으로 위치하는 EGFP-OSH2x2(PH), EGFP-PLCδ1(PH), 

EGFP-AKT1(PH), EGFP-P4M-SidM 그리고 정전기적 상호작

용에 의해서 원형질막으로 위치하는 S(N-UCR1-2)-EGFP은 

원형질막에서 세포질로 단백질의 위치가 바뀌는 것을 확인하

였다(Fig. 1A). 이와는 대조적으로, PS와 결합하는 Lact-C2- 

EGFP와 소수성 상호작용에 의해서 원형질막으로 위치하는 

ApPDE4 L(N20)-EGFP은 Am을 처리하여도 원형질막의 단백

질 위치에는 변화가 없었다(Fig. 1A). 

원형질막에 위치되는 단백질들이 어떤 PIs와 결합하여 원

형질막으로 위치되는지 확인하기 위해, Pseudojanin (PJ) sys-

tem을 이용하였다. PJ system은 FKBP12-rapamycin binding 

(FRB) domain과 FK506-binding protein (FKBP)의 상호작용

을 기반으로 Rapamycin이 존재할 때, FRB domain와 FKBP 

단백질이 서로 결합하는 특성을 가지고 있다[4]. 이를 응용하

여, 원형질막의 특정 PI를 제거할 수 있다. PI의 Inositol ring

의 탄소 5번째 인산기를 제거할 수 있는 Inpp5e와, PI의 

Inositol ring의 탄소 4번째의 인산기를 제거할 수 있는 PJ-Sac

과, PI의 Inositol ring의 탄소 4, 5번째의 인산기를 제거할 수 

있는 PJ와, 마지막으로 인산기를 제거할 수 없는 Negative 

control인 PJ-DEAD construct를 사용하여 직접적으로 원형질

막의 특정 PI를 제거하였을 때 EGFP-OSH2(PH)x2와 EGFP- 
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PLCδ1(PH)와 EGFP-AKT(PH)와 EGFP-P4M-SidM의 단백질 

위치 변화를 확인하였다(Fig. 1B). EGFP-PLCδ1(PH)는 원형

질막의 PI(4,5)P2와 선택적으로 결합하여 원형질막으로 위치

된다고 보고되어 있는데, 본 실험의 결과와 마찬가지로 원형

질막의 PI(4,5)P2의 5번째 인산기를 제거할 수 있는 Inpp5e와 

5번째 인산기와 4번째 인산기도 같이 제거할 수 있는 PJ를 이

용하였을 때, 원형질막에 위치하고 있는 EGFP-PLCδ1(PH)의 

단백질 위치가 Rapamycin처리에 의해 사라지는 것을 확인하

였다(Fig. 1B1). PI4P만의 결합으로 원형질막에 위치된다고 보

고된 EGFP-P4M-SidM은 원형질막의 PI4P를 제거할 수 있는 

PJ-Sac와 PJ가 발현된 경우에, 원형질막에 위치하고 있는 

EGFP-P4M-SidM의 단백질 위치가 Rapamycin처리에 의해 

사라지는 것을 확인하였다(Fig. 1B3). 반면에, PI4P와 PI 

(4,5)P2결합에 의해 원형질막에 위치된다고 알려진 EGFP- 

OSH2 (PH)x2는 PJ로 PI4P와 PI(4,5)P2를 함께 제거하였을 경

우에만 단백질의 원형질막 위치가 사라지는 것을 확인했다

(Fig. 1B2).

PI(3,4,5)P3와 결합하여 원형질막으로 위치된다고 보고된 

EGFP-AKT1(PH)는 세포내 PI(4,5)P2의 3번째 링구조에 인산

화를 유도하여 PI(3,4,5)P3를 만들어내는 PI3 kinase를 억제하

는 약물인 Wortmannin을 처리한 조건에서 원형질막에 위치

하고 있는 단백질이 사라지는 것을 확인하였다(Fig. 1C). S(N- 

UCR1-2)-GFP는 세포막의 정전기적인 특성을 산성에서 염기

성으로 바꿀 수 있는 Sphingosine을 처리해 준 결과 막에 위

치하는 단백질이 사라지는 것으로 보아(Fig. 1D), 본 연구실의 

이전 연구에서 발견한 S(N-UCR1-2)-EGFP의 단백질 위치 메

커니즘이 특정 PIs의 결합에 의한 것이 아니라 정전기적 상호

작용에 의해서 위치된다고 이루어진다는 사실과 부합하였다

[11]. 따라서, 종합해보면 EGFP-OSH2(PH)x2는 원형질막에 

위치하는데 PI4P, PI(4,5)P2가 모두 중요하고, EGFP-PLCδ

1(PH)는 PI(4,5)P2가 중요하고, EGFP-AKT1(PH)는 PI(3,4,5)P3

가 중요하고, EGFP-P4M-SidM는 PI4P가 중요함을 확인할 수 

있었다. 

 

인지질에 결합하는 단백질의 과발현에 의한 세포의 형태적 

변화

인지질에 결합하여 원형질막에 위치되는 단백질들의 과발

현이 세포의 어떤 형태적 변화를 유도하는지 확인하기 위해

서 HEK293T 세포에 이들을 과발현시키고 장시간(24시간 이

상) 배양한 후 세포 모양을 관찰하였다(Fig. 2A). Fig. 1A에서 

보이는 세포와는 다르게 특정 단백질이 발현된 세포에서 발

현시간이 장기화 되어, 과발현되는 정도가 높아질수록 특정 

세포의 형태적 변화가 일어나는 것을 확인할 수 있었다. 예를

들어 EGFP-PLCδ1(PH)와 EGFP-AKT1(PH)가 발현된 세포에

서는 가장자리 부분에 모양이 약간 부푸는것과 얇은 가시 모

양을 형성하는 것으로 관찰되었고, Lact-C2-EGFP는 세포모

양이 줄어들면서 돌기모양을 형성하는 것으로 관찰되었다. 

이러한 세포의 모양변화가 세포사멸과정의 Artifact으로 

Lamellipodia나 Filopodia 처럼 보이게 하는 것이 아닌지 확

인하기위해, 세포사멸을 세포를 확인할 수 있는 Annexin V 

staining 실험을 진행하였다(data not shown). Annexin V 염

색 실험은 세포사멸이 진행된 세포를 구별시켜주는 방법으로 

세포사멸이 진행되었을 때 원형질막 내층에 존재하는 PS가 

외층으로 노출되면서 이를 염색시키는 원리이다. 실험결과로 

세포의 형태적 변화가 유도된 세포에서는 Annexin V의 염색

이 되지 않았다. 즉, 세포사멸에 의한 모양변화가 아니라 특정 

단백질의 과발현이 살아있는 세포에서 세포의 형태적 변화를 

유발하는 것으로 확인이 되었다.

특정단백질의 과발현에 의해 세포의 형태적 모양 변화를 

더 자세히 관찰하기 위해서 Confocal laser scanning micro-

scopy을 통하여 세포를 촬영하였다(Fig. 2B). 실험의 대조군

으로 EGFP가 발현된 세포는 발현 후에 특정한 모양변화가 

나타나지 않았다. EGFP와 비슷하게 PI4P와 결합하여 원형질

막으로 위치되는 EGFP-P4M-SidM의 과발현도 세포의 모양

변화를 유발하지 않았다. 반면, PI(4,5)P2와 결합하여 원형질

막으로 위치하는 EGFP-PLCδ1(PH), PI(3,4,5)P3와 결합하여 

원형질막으로 위치하는 AKT1(PH)-EGFP, PI4P와 PI(4,5)P2에 

결합하여 원형질막으로 위치하는 OSH2(PH)x2-EGFP의 세포

내 과발현은 세포의 크기가 줄어드는 세포수축 현상과 함께 

Lamellipodia (화살촉)와 Filopodia (화살표)모양으로 보이는 

모양 변화가 유발되었다. 반면에, PS와 선택적으로 결합하여 

원형질막으로 위치하는 Lact-C2-EGFP, 원형질막의 소수성 

상호작용에 의해 원형질막으로 위치하는 L(N20)-EGFP, 그리

고 원형질막의 정전기적 상호작용에 의해 원형질막으로 위치

하는 S(N-UCR1-2-)-EGFP의 세포내 과발현은 세포의 형태가 

줄어드는 현상과 이를 통해 나타나는 부분적인 돌기가 형성

되는 것을 확인하였다. 시간이 지남에 따라 세포의 본래의 모

양을 잃고 작고 둥글게 변하여 돌기부분에 분절이 일어나는 

세포사멸과 비슷한 형태적 변화가 일어나는 것을 확인하였

다. 그러나, 이들 세포에서 Lamellipodia와 Filopodia로 보이

는 모양 변화는 나타나지 않았다. 이러한 결과를 바탕으로 인

지질에 결합하여 원형질막으로 위치되는 단백질의 과발현은 

세포의 특정 모양연구 결과 특히 PI(4,5)P2 또는 PI(3,4,5)P3와 

결합하여 원형질막으로 위치되는 세포에서는 Lamellipodia

와 Filopodia가 형성되는 세포 모양과 일치했고, 원형질막으

로 위치하는 단백질의 과발현이 결합하고 있던 인지질의 고

유의 기능을 저해시킴으로써 세포의 형태변화를 유도하였다. 

이전 연구를 통해 PI(4,5)P2와 PI(3,4,5)P3는 세포의 액틴필라

멘트의 형성 및 조립을 조절한다고 보고되어 있는데, 이와 결

합하는 단백질의 과발현이 Actin polymerization과 관련되어 

있는 Lamellipodia와 Filopodia가 형성된다는 사실은 매우 흥

미로운 연구 결과이다. 
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Fig. 2. Morphological changes induced by expression of various GFP-fused proteins. Fluorescent images (top panel), DIC images 

(middle panel), and merged images (bottom panel) of cell expressing EGFP-fused proteins (A). EGFP-fused proteins are 

expressed with mRFP in HEK293T cells (B). As a control, EGFP and mRFP are used. The confocal images show the repre-

sentative cell morphology of the corresponding EGFP-fused proteins expressing cells. Except for EGFP-P4M-SidM or EGFP, 

the dramatic morphological changes are occurred in the expression of EGFP-PLCδ1(PH), EGFP-AKT1(PH), EGFP-OSH2 

(PH)x2, Lact-C2-EGFP, L(N20)-EGFP and S(N-UCR1-2)-EGFP. Images obtained at X 40 magnifications. Scale bar, 20 μm. 

Higher magnification images clearly show the fine structure of cells. The yellow arrowheads indicate lamelipodia and the 

yellow arrows indicate filopodia. Images obtained at X 100 magnifications. Scale bar, 50 μm.

본 연구를 통해 PI(4,5)P2 또는 PI(3,4,5)P3와 결합하여 원형

질막으로 위치되는 단백질들의 과발현은 세포수축과 

Lamellipodia와 Filopodia와 같은 모양변화를 유발하였고, 

PS와 소수성 또는 정전기적 상호작용에 의해서 원형질막으로 

위치되는 단백질의 과발현은 세포수축과 돌기모양의 형성을 

유발하였으나, Lamellipodia와 Filopodia와 같은 모양변화를 

유발하지는 않았다. 본 연구를 통해 원형질막의 안쪽층으로 

위치되는 단백질들의 막 결합특성에 따라 세포모양의 다른 

변화를 분석할 수 있었다.
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