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인간 hnRNP A1 단백질에 포함된 RGG 상자의 기능 분석
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선문대학교 BT융합 제약공학과  

Analysis of the Role of RGG box of human hnRNP A1 protein

Mieyoung Choi
Department of BT-Convergent Pharmaceutical Engineering, Sun Moon University

요  약  본 연구는  hnRNP A1 단백질에 포함되어 있는 RGG 상자가 이 단백질의 세포내 위치에 미치는 영향 및 이 단백질의 
안정화에 미치는 영향을 분석하는 것을 목적으로 하며  2014년 10월부터 약 3년 동안 수행되었다. 이를 위해 먼저, RGG
상자 내의 6개의 아르기닌을 라이신으로 돌연변이를 만든 다음 pcDNA1-HA-hnRNP A1(6R/K)를 재조합하였다. 다음, 이 플
라스미드 DNA를 HeLa 세포에 형질주입하여 HA-hnRNP A1(6R/K) 단백질의 세포내 위치에 미치는 영향을 면역형광현미경
법으로 분석하였다. 그 결과 hnRNP A1(6R/K) 단백질은 (wt 단백질처럼 핵에 위치하지 못하고) 핵과 세포질 모두에 퍼져 
있는 것을 확인하였다. hnRNP A1(6R/K)의 안정성을 조사하기 위해서는 pcDNA1-HA-hnRNP A1(6R/K)를 HeLa 세포에 형질
주입시킨 다음 발현된 단백질을 웨스턴 블랏 실험으로 분석하였는데, 그 결과 HA-hnRNP A1(6R/K)는 (잘려서) 크기가 작아
진 것을 확인할 수 있었다. 이 결과들로부터 HA-hnRNP A1(6R/K)가 핵과 세포질 모두에 퍼져 있는 것은 6R/K 돌연변이가 
hnRNP A1의 핵 위치 능력에 영향을 미쳤기 때문이 아니라 6R/K 돌연변이가 일어난 부위 또는 그 부근이 절단되어 hnRNP
A1의 핵 위치 신호(nuclear localization singal)인 M9 도메인이 들어있는 C-말단 부위를 잃었기 때문이라는 점을 확인 할 수 
있었다. 본 연구의 결과들은 hnRNP A1에 있는 RGG 상자의 아르기닌이 hnRNP A1의 안정성에 중요한 역할을 한다는 것을 
제시한다. 세균에서 발현시켜서 정제된 hnRNP A1(6R/K)의 RNA-결합 능력에 대한 영향 분석은 추후 과제로 남겨둔다.

Abstract  This study analyzed the effects of RGG box of hnRNP A1 on its subcellular localization and stabilization
of hnRNP A1 over a three year period from October 2014. First, a 6R/K mutation in RGG box was generated, and
pcDNA1-HA-hnRNP A1(6R/K) was constructed. The subcellular localization of hnRNP A1(6R/K) from the HeLa 
cells transfected with this plasmid DNA was analyzed by immunofluorescence microscopy. HA-hnRNP A1(6R/K) was
found to exhibit nuclear and cytoplasmic fluorescence. The stability of hnRNP A1(6R/K) was checked by Western 
blot analysis using the expressed protein from the HeLa cells transfected with the pcDNA1-HA-hnRNP A1(6R/K). 
The results show that HA-hnRNP A1(6R/K) has a smaller size. These confirm that HA-hnRNP A1(6R/K) is localized
both in the nuclear and cytoplasm, not because 6R/K mutation affects the nuclear localization of hnRNP A1, but 
because 6R/K mutation causes hnRNP A1(6R/K) to cleave at the mutation or near the mutation site. The cleaved 
protein fragment, which lacks the M9 domain (i.e. nuclear localization signal of hnRNP A1), did not exhibit nuclear 
fluorescence. This suggests that the arginines of RGG box in hnRNP A1 play an important role in stabilizing hnRNP
A1. An analysis of the RNA-binding ability of hnRNP A1(6R/K) expressed and purified from bacteria will be a 
subsequent research project.

Keywords : HA(hemagglutin) epitope, hnRNP A1, immunofluorescence microscopy, M9 domain, nuclear localization
signal, RGG box
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1. 서론

사람 세포에 있는 hnRNP A1 단백질은 320개의 아미
노산으로 구성되어 있으며 pre-mRNA에 결합하는 주요 
단백질들 중의 하나이다[1]. 이 단백질은 RNA-결합 활
성(RNA-annealing activity)을 가지며 pre-mRNA의 3' 
스플라이스 자리(splice site)와 5' 스플라이스 자리에 잘 
결합하고 대체 스플라이싱(alternative splicing)을 조절
하는 성질이 있다고 알려져 있다[2,3]. 또한 이 단백질은  
번역과정과 mRNA의 안정성 조절 등에 작용할 것으로 
제시되었다[4,5] hnRNP A1은 핵단백질이지만 핵에만 
머물러 있지 않고 핵과 세포질 사이를 왕복한다. hnRNP 
A1에서 핵 표적(nuclear targeting)을 하는 부위는 C-말
단기 (C-terminal domain, CT)에 있는 M9 도메인
(domain)이며 이 부위는 핵방출 활성(export activity)도 
가지고 있다고 알려져 있다[1,6]. hnRNP A1은 2개의 
RNP (ribonucleoprotein)-CS (consensus) RNA –

binding domain (RBD)과 글리신이 풍부한 C-말단기를 
포함하고 있는데, C-말단기 안에 RGG(arg-gly-gly) 상자
와 M9 도메인이 들어 있다[1](Fig. 1).

RGG 상자는 hnRNP U 단백질의 RNA-결합 부위
(RNA-binding domain)로 소개되었고[7,8] RNA-결합 
능력과 단백질-단백질 간의 상호작용(protein-protein 
interaction)에 관여한다고 보고되었다[1,9]. RGG box는 
RGG----GRGG의 아르기닌과 글라이신의 3중 반복으로 
이루어져 있다. RGG 상자는 hnRNP 단백질 뿐 만 아니
라 여러 종류의 RNA-결합 단백질에서도 발견이 되는데, 
이 RGG 상자에서 흥미로운 점은 RGG 상자는 강한 양 
전하 (+3∼+9)를 갖지만 모두 아르기닌만을 포함하고, 
라이신은 전혀 발견되지 않는다는 점이다. 이것은 이 모
티브(motif)에서 아르기닌이 근본적으로 중요하게 작용
한다는 것을 제시한다. 더욱 흥미로운 점은 hnRNP A1 
단백질의 R194이 이중메틸화(dimethylated) 되어 있다
고 알려져 있고 hnRNP A1은 NG, NG-dimethylarginine 
(DMA, 이중메틸 아르기닌)을 포함한다고  보고되었다
[10]. 또한 hnRNP A1 단백질에 적어도 2개 이상의 아르
기닌이 메틸화되어 있다고 알려져 있다[9,10]. NG, NG-
이중메틸 아르기닌의 기능에 대해서는 알려져 있지는 않

으나 단백질의 안정성(stability)에 영향을 줄 것으로 추
측되고, 단백질-핵산 간의 결합과 단백질-단백질 간의 상
호작용에도 영향을 줄 수 있다는 것이 제시되었다[11]. 

이러한 연구들을 바탕으로 RGG 상자의 아르기닌은 
hnRNP A1 단백질의 세포내 위치(subcellular localization)에 
영향을 미칠 수 있을 것으로 사료되었다. 
본 연구는 hnRNP A1에 있는 RGG 상자가 이 단백질

의 세포내 위치에 미치는 영향과 이 단백질의 안정화에 

미치는 영향을 분석하는 것을 목적으로 한다. 이를 위해 
6R/K 돌연변이 hnRNP A1을 만들고, 이 돌연변이 단백
질의 세포내 위치가 wt 단백질과 어떤 차이가 있는지, 
그 결과가 어떤 기제에 의해 나타나는지를 분석하고자 

한다. 또한 6R/K 돌연변이가 이 단백질의 안정성에 미
치는 영향을 분석한다.

Fig. 1. Amino acid sequences of human hnRNP A1. 
The two big boxes indicate RBDI and RBDII 
domains. The arginines of RGG box were 
marked with black oval. The M9 domain was 
underlined.

2. 재료 및 방법 

2.1 위치지정 돌연변이 유발(Site-directed 

    mutagenesis) 및 플라스미드 제조

인간 hnRNP A1 cDNA가 클로닝된 플라스미드인 
pcDNA3-myc-hnRNP A1[12]로 중합효소연쇄반응
(polymerase chain reaction, PCR)하여 얻은 hnRNP A1 
cDNA를 M13mp19에 삽입하여 pSMC101을 만들었다. 
이것을 주형으로 사용하고 R194, 196, 206K 돌연변이
(mutation)를 포함하는 3R/K-1 올리고뉴클레오타이드
(oligonucleotide)를 프라이머(primer)로 사용하여 M13 
DNA를 사용한 위치지정 돌연변이 유발(site-directed 
mutagenesis with M13 DNA) 실험을 실시하였고[13], 
아미노산 194, 196, 206 부위의 아르기닌이 라이신으로 
돌연변이된(mutated) pSMC103을 얻었다. DNA 염기서
열 분석으로 돌연변이를 확인하였다(Bionex, Korea). 그 
다음, pSMC103을 주형으로 활용하고 R218, 225, 232K 
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돌연변이를 포함하는 3R/K-2 올리고뉴클레오타이드를 
프라이머로 사용하여 위치지정 돌연변이 유발 실험을 하

였고, 아미노산 194, 196, 206, 218, 225, 232 부위의 아
르기닌이 라이신으로 돌연변이된 pSMC105를 얻었다. 
DNA 염기서열 분석으로 돌연변이를 확인하였다
(Bionex, Korea).

pSMC101 플라스미드와 R194, 196, 206A 돌연변이
를 포함하는 3R/A-1 올리고뉴클레오타이드를 사용하여 
앞에서와 동일한 방법으로 아미노산 194, 196, 206 부위
의 아르기닌이 알라닌으로 돌연변이된 pSMC113을 만
들었고[13] DNA 염기서열 분석으로 돌연변이를 확인하
였다(Genotech, Korea). pSMC113 플라스미드와 R218, 
225, 232A 돌연변이를 포함하는 3R/A-2 올리고뉴클레
오타이드를 사용하여 동일한 방법으로 위치지정 돌연변

이 유발 실험을 하였고, 아미노산 194, 196, 206, 218, 
225, 232 부위의 아르기닌이 알라닌으로 돌연변이된 
pSMC115를 얻었다. DNA 염기서열 분석으로 돌연변이
를 확인하였다(Genotech, Korea). 위치지정 돌연변이 유
발 실험에 사용된 올리고뉴클레오타이드의 서열은 아래

와 같다(Table 1).

3R/K-1 

5’CCTCGAGCAGCCAAAAAGGTAAAAGTGGTTCTGG
AAACTTTGGTGGTGGTAAAGGAGGTGGTTTCGGTG 
3’

3R/K-2 
5’AATGACAACTTCGGTAAAGGAGGAAACTTCAGTG
GTAAAGGTGGCTTTGGTGGCAGCAAAGGTGGTGGT
GGATATG 3’

3R/A-1 
  

5’CCTCGAGCAGCCAAGCCGGTGCCAGTGGTTCTGG
AAACTTTGGTGGTGGTGCUGGAGGTGGTTTCGGTG 
3’

3R/A-2 
5’AATGACAACTTCGGTGCUGGAGGAAACTTCAGTG
GTGCUGGTGGCTTTGGTGGCAGCGCUGGTGGTGGT
GGATATG 3’

Table 1. Sequence of oligonucleotides 

6R/K 돌연변이가 hnRNP A1 단백질의 세포내 위치
에 미치는 영향을 조사하기 위하여 포유동물세포 발현벡

터인 pcDNA1에 HA (hemagglutin, 혈구웅집소) epitope 
(항원결정부)과 연결된[14] hnRNP A1 cDNA가 클로닝
된 pSMC131 플라스미드를 아래와 같은 방법으로 만들었
다. 먼저 PCR-증폭하여 얻은 hnRNP A1 cDNA(2∼320)를 
pcDNA1의 EcoRI BamHI 부위에 삽입하여 pSMC129를 
만들었다. HindIII-Met-HA epitope (GYPYDVP DYASL) 
-EcoRI을 포함하는 + 가닥의 올리고뉴클레오타이드 
(5’-AAGCTTATGGGCTACCCCTACGACGTGCCCG

ACTACGCTAGCCTGAATTCC-3’)와 이에 대한 – 가

닥의 올리고뉴클레오타이드 (5’-GGAATTCAGGCTAG 
CGTAGTCGGGCACGTCGTAGGGGTAGCCCATAA
GCTT-3’)의 합성을 의뢰하였다 (Genotech, Korea). +, - 
가닥의 두 가지 올리고뉴클레오타이드를 결합(annealing)한 
다음 HindIII와 EcoRI으로 절단하여 얻은 DNA 조각을 
pSMC129의 HindIII와 EcoRI 부위에 끼워넣어 
pSMC131을 재조합하였다. 
플라스미드 pSMC105에 NdeI BamHI을 처리하여 

hnRNP A1(6R/K)의 62∼320 aa 를 포함하는 DNA 조
각을 얻었다. 이것을 pSMC131의 NdeI-BamHI 부위에 
바꿔 삽입하여 pcDNA1-HA-hnRNP A1(6R/K)를 만들
었다. pSMC115 플라스미드 DNA에 NdeI BamHI을 처
리하여 hnRNP A1(6R/A)의 62∼320 aa 를 포함하는 
DNA 조각을 얻은 다음 pSMC131의 NdeI-BamHI 부위
에 바꿔 넣어 pcDNA1-HA-hnRNP A1(6R/A)를 재조합
하였다. 

2.2 세포배양 및 형질주입(transfection)

HeLa 세포를 페니실린과 스트렙토마이신의 항생제와 
10% FCS(fetal calf serum, 송아지 태아혈청)가 들어있
는 Dulbecco's modified medium (GIBCO BRL)으로 유
리커버 위에서 37℃와 5% CO2를 유지하며 배양하였다. 
HBS(Hepes-buffered saline, Hepes-완충 식염수 : 
140mM NaCl, 1.5mM Na2HPO4, 25mM Hepes, pH 
7.05)를 이용하여 인산칼슘(calcium phosphate) 방법으
로 형질주입 하였다[12,15].

2.3 면역형광현미경 분석

    (Immunofluorescence microscopy)

형질주입 된 HeLa 세포를 PBS(phosphate –buffered 
saline, 인산-완충 식염수)로 씻고 2% 포름알데하이드
(formaldehyde)로 고정시켰다. 그 다음에 100% 아세톤
으로 투과성이 생기도록 만들고 12CA5 단일클론항체
(monoclonal antibody) (anti-HA epitope, 항-HA 항원결
정부)로 반응시켰다[14,16]. FITC-결합된 염소 항-생쥐 
항체( FITC-conjugated goat anti-mouse antibody) 
(Advanced Biochemicals, Inc., Korea)로 1차 항체와 반
응시킨 후 형광현미경(Axiolab, Zeiss)으로 관찰하고 촬
영(MC80DX, Zeiss)하였다[12,15].  
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2.4 웨스턴 블랏(Western blotting)

형질주입하고 24시간 정도 배양한 HeLa 세포를 PBS
로 2번 씻은 다음 세포를 모은다. 음파처리(sonication) 
(10 sec, 3X)한 후 SDS-PAG에서 전기영동하고 단백질 
밴드를 니트로셀룰로스(nitrocellulose) 필터종이에 옮긴
다. 5% 무지방 우유가 든 PBS로 니트로셀룰로스 막 위
의 단백질을 차단(blocking) 한 다음 12CA5 단일클론항
체 (항-HA 항원결정부)로 반응시켰다[14]. 니트로셀룰
로스 막에 결합된 1차 항체를 퍼록시데이즈-결합된 염소 
항-생쥐 IgG 항체(peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG 
antibodies) (Jackson Immuno Research Laboratories, 
USA)로 반응시키고 ECL Western blotting detection kit 
(Amersham Corp. USA)으로 단백질 밴드를 시각화하였
다[17].

3. 결과 및 고찰

3.1 6R/K 돌연변이가 hnRNP A1 단백질의 세

포내 위치(subcellular localization)에 미

치는 영향에 대한 분석
hnRNP A1 단백질 내의 RGG 상자의 아르기닌이 이 

단백질의 세포내 위치에 미치는 영향을 연구하기 위하여 

HA-epitope-hnRNP A1(6R/K) cDNA를 가진 포유동물
세포 발현벡터를  HeLa 세포에 형질주입 시킨 다음 
HA-hnRNP A1(6R/K) 단백질의 세포내 위치를 조사하
였다. 발현된 HA-hnRNP A1(6R/K) 단백질을 anti-HA 
항체로 반응시키고 FITC-표식된 2차 항체로 염색한 다
음 면역형광현미경으로 세포내 위치를 분석한 결과 

6R/K 단백질은 핵과 세포질 모두에 퍼져 있는 것을 확
인하였다(Fig. 2). 대조군으로서 HA-hnRNP A1(wt) 
cDNA를 가진 포유동물세포 발현벡터를  HeLa 세포에 
형질주입 시킨 다음 HA-hnRNP A1(wt) 단백질의 세포
내 위치를 조사하였을 때, HA-hnRNP A1(wt) 단백질은 
핵에 있는 것이 확인되었다(Fig. 2). HA-hnRNP 
A1(6R/K) cDNA를 가진 pcDNA1을 COS 세포에 형질
주입 시킨 다음 이 단백질의 세포내 위치를 분석하였을 

때에도 HeLa 세포에서와 동일한 결과를 얻었다. 이 결
과는 6R/K 돌연변이가 hnRNP A1 단백질의 M9의 핵 
위치(nuclear localization) 능력에 영향을 미쳐서 나타난 
결과라고 생각할 수 있으나, 6R/K 돌연변이가 이 단백
질의 안정성에 이상을 초래하여 나타난 결과라고도 유추

해 볼 수 있었다. 결론을 내리기 전에 먼저 포유동물세포
에서 발현된 6R/K 돌연변이된 hnRNP A1 단백질의 안
정성을 확인하는 것이 필요하다고 판단하여 다음의 실험

을 수행하였다.

Fig. 2. Subcellular localization analysis of hnRNP A1(6R/K) 
by immunofluorescence detection. HeLa cells 
were transfected with the pcDNA1-HA-hnRNP 
A1(6R/K) cDNA. The subcellular distribution of 
expressed proteins was determined by a 24hr 
post-transfection by immunofluorescence using a 
anti-HA antibody (12CA5). Cells exhibited either 
nuclear fluorescence (in pcDNA1-HA-hnRNP 
A1(wt)) or nuclear and cytoplasmic fluorescence 
(in cDNA1-HA-hnRNP A1(6R/K)).

3.2 6R/K 돌연변이가 hnRNP A1 단백질의 

    안정성에 미치는 영향에 대한 분석

6R/K 돌연변이가 hnRNP A1 단백질의 안정성에 미
치는 영향을 조사하기 위하여 HA-hnRNP A1(6R/K) 
cDNA를 가진 pcDNA1을 HeLa 세포에 형질주입 시킨 
다음 발현된 단백질을 웨스턴 블랏 실험으로 분석하였

다. Fig. 3에서 보듯이 HA-hnRNP A1(6R/K) 단백질은 
예상 보다 크기가 작아진 것이 발견되었다. 대조군으로 
사용한 HA-hnRNP A1(wt) 단백질은 정상적인  크기를 
나타내는 것을 확인하였다(Fig. 3). 이 결과는  HA-hnRNP 
A1(6R/K) 단백질에서는 잘리는 이상(변성)이 생겼다는 
것을 제시한다. COS 세포에 형질주입 시킨 다음 발현된 
단백질의 안정성을 웨스턴 블랏 실험으로 분석하였을 때

에도 HeLa 세포에서와 동일한 결과를 얻었다. Fig. 3에
서 나타난 크기로 보아서 잘리는 부위는 돌연변이가 일

어난 곳 혹은 아주 가까운 곳이라는 것을 추정할 수 있

었다.
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Fig. 3. Identification of the protein product of HeLa 
cells transfected with pcDNA1-HA-hnRNP 
A1(wt) (in lane 1), pcDNA1-HA-hnRNP 
A1(6R/K) (in lane 2), pcDNA1-HA -hnRNP 
A1(6R/A) (in lane 3), and no DNA (in lane 4). 
Total cellular proteins from HeLa cells 24hr 
post-transfection were resolved by SDS-PAGE, 
transferred to nitrocellulose membrane and 
probed with anti-HA antibody (12CA5 
monoclonal antibody).

Fig. 2에서 hnRNP A1(6R/K) 단백질이 더 이상 핵 위
치를 나타내지 못하는 이유는 6R/K 돌연변이로 핵유입
(nuclear import) 활성이 변화되거나 손상을 입게 되어서
가 아니고 돌연변이가 일어난 부위 (혹은 그 부근)가 절
단되어 hnRNP A1의 핵 위치 신호(nuclear localization 
singal)인 M9 도메인(Fig. 1)이 들어있는 C-말단 부위를 
잃어버렸기 때문이라는 것을 알 수 있었다. 이 결과들은 
RGG 상자의 아르기닌이 hnRNP A1의 안정성에 중요한 
역할을 한다는 것을 제시한다. 
이런 절단(cleavage) 현상이 라이신에 의해 유발되는 

것인지 아닌지를 조사하기 위하여 pcDNA1-HA-hnRNP 
A1(6R/A)를 HeLa 세포에 형질주입 시킨 다음 발현된 
단백질의 안정성을 웨스턴 블랏 실험으로 분석하였다. 
그 결과 HA-hnRNP A1(6R/A) 단백질도 잘려서 크기가 
작아진 것을 확인할 수 있었다(Fig. 3). 이 결과는 이런 
절단 현상이 라이신 (혹은 알라닌)에 의해 유발된 것이 
아니라는 것을 제시한다. 대장균 세포에서는 6R/K 돌연
변이가 되더라도 이런 절단 현상이 나타나지 않았으며 

효모 S. pombe 세포에서도 6R/K 돌연변이가 되더라도 
절단되지 않았다(data not shown; 미 출간 논문). 즉 이
런 현상은 포유동물 세포에서만 나타나는 것으로 추정된

다. 포유동물 세포에서 hnRNP A1의 RGG 상자의 아르

기닌이 단백질 변형(protein modification) 등과 연관되
어 있다고 제시되었는데[9,10], 이 부위가 다른 아미노산
으로 치환(substitution)이 되면 아르기닌-특정 변형
(arginine-specific modification)이 일어나지 못하여 단
백질가수분해 절단(proteolytic cleavage)의 공격을 받게 
되는 것으로 추정된다. 본 연구는 포유동물 세포에서 
hnRNP A1의 6R/K 돌연변이가 hnRNP A1(6R/K) 단백
질에 절단을 유발한다는 것을 밝혔고 이 결과는 hnRNP 
A1 단백질에 있는 RGG 상자의 아르기닌이 이 단백질
의 안정화에 중요한 역할을 한다는 것을 제시한다. 
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