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Abstract

Cell migration is essential for diverse cellular processes including wound healing, immune 
response, development, and cancer metastasis. Pi3-kinase (PI3K) is a key regulator for actin 
cytoskeleton and phosphorylates phosphatidylinositol (4,5)-diphosphate (PIP2) to phosphatidylinositol 
(3,4,5)-trisphosphate (PIP3). High levels of PIP3 by PI3Ks are associated with increased levels of 
F-actin and pseudopod extension at the leading edge of migrating cells such as neutrophils and 
Dictyostelium. LY294002 is a well-known PI3K specific inhibitor. Here, we investigated the effect of 
LY294002 on cell migration. First, we evaluated the appropriate concentration of dimethyl sulfoxide 
(DMSO) for using as a solvent for LY294002. DMSO is a highly polar organic reagent and one of 
the most common solvent for organic and inorganic chemicals. Cell morphology and cell migration 
were unaffected at the concentrations less than 0.1 % DMSO. Therefore, stock solution of LY294002 
was prepared so that the final concentration of DMSO was 0.1 % or less when treated. When cells 
were treated with LY294002, cell migration was increased in a concentration-dependent manner. 
The maximum speed was detected in the presence of 30 µM LY294002. These results suggest that 
PI3Ks play a inhibitory role in regulating cell migration in our experimental conditions.
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1. 서론
4)

세포 이동은 배아 발달, 상처 치유, 염증 반응, 
암 종양의 침습 및 전이를 포함한 많은 생물학적 
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및 병리학적 과정에 관여한다[1][2][4]. 세포가 주화성 
인자에 반응하여 일정한 방향으로 이동하기 위해서
는 세포골격과 세포 내부 신호전달 물질들의 비대
칭적 배열에 의한 세포 극성화가 일어나야 한다. 세
포 박의 외부 주화성 인자는 세포막에 위치하는 
G-protein-coupled-receptors (GPCRs)에 의해 감
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지된다. 주화성 이동을 하는 동안, 세포는 세포골격
을 조절하는 단백질들의 비대칭적 분포로 인해 가
늘고 긴 모양이 된다. 이러한 세포는 극성을 갖게 
되고, 방향성을 감지하는 시스템을 통하여 세포가 
주화성 인자를 향하게 되고 농도 차에 따라 이동한
다[5]. 세포 이동 시 앞쪽 부분에서는 액틴 중합이 
일어나고, 뒤쪽에서는 미오신 중합이 일어난다고 알
려져 있다[6].

Dictyostelium에서 주화성 이동을 하는 과정으로 
주화성 인자인 cAMP (cyclic AMP)에 반응하는 많
은 신호전달 경로가 알려져 있다. cAMP는 세포막
의 G-protein coupled receptor인 cAR1 수용체
에 의해 인지되어 G-protein 해체를 유도하며, Gα
와 Gβγ-dimer로 분리된다. 이 중 Gβ는 Ras family 
protein의 도움으로 인해 phosphat idylinositide 
3-kinases (PI3Ks) 를 활성화시킨다. 활성화된 PI3Ks
에 의해 세포막 안쪽에서 phosphatidylinositol 4,5 
-bisphosphate (PIP2)는 phosphatidylinositol 3,4,5 
-triphosphate (PIP3)로 합성되고, 반대로 phosphatase 
and tensin homolog (PTEN)에 의해 PIP3가 PIP2
로 분해된다. 주화성 인자에 반응하여 빠르게 PI3Ks
는 세포 앞쪽에 PTEN은 세포의 뒤쪽과 옆쪽에 위
치한다. 세포에 주화성 인자와 같은 외부 자극이 주
어졌을 때, PI3Ks와 PTEN의 비대칭적 배열에 의해 
세포 앞쪽에 PIP3가 축적하게 된다[7][2][9]. PIP3는 
PH-domain을 가진 단백질들에 의해 인식된다. CRAC, 
PhdA, Akt/Pkb와 같은 PH-domain containing 
단백질들은 자극이 없을 때는 세포질에 고르게 분
포하고 있지만 자극이 주어지면 축적된 PIP3를 감
지하여 세포 앞쪽에 비대칭적으로 재배열하게 된다. 
이러한 단백질은 최종적으로 액틴 세포골격 조절을 
통해 세포이동에 영향을 미친다. PI3Ks가 결핍된 
호중구는 야생형 세포보다 느리게 움직이지만 
Dictyostelium의 pi3k knockout 세포는 주화성 이
동에서 방향감지에 결함을 나타낸다.

Dictyostelium은 세포 이동, 세포 분열 및 다세
포 발달 과정과 같은 세포 과정을 연구하기에 좋은 
모델 생물이다. Dictyostelium은 지난 40년 동안 
주화성 이동(화학적 유인물질에 의한 방향성 세포 
이동)의 강력한 모델 시스템으로 사용되고 있다. 

Dictyostelium은 박테리아를 먹고 사는 자유 생활 
토양 아메바이다. 박테리아에 의해 분비되는 엽산에 
대한 주화성 이동은 대식세포나 호중구와 매우 유
사하다[3][4]. 기아 상태에서 Dictyostelium은 cAMP
를 분비하고 주화성 이동을 통해 중앙으로 응집 이
동하여 최종적으로 자실체를 형성하는 체계적인 다
세포 발달 과정을 가진다[3].

Dimethyl sulfoxide (DMSO)는 주로 세포를 보
관하기 위한 Stock을 만들거나, 화합물의 용매로 
주로 쓰이는 물질이다. Dictyostelium 세포에 5% 
DMSO가 처리되었을 때, 세포가 둥근 모양이 되었
으며, DMSO가 제거된 후 20분 만에 세포의 운동
성이 회복했다고 보고되었다[10]. 이러한 DMSO는 
Dictyostelium에 독성을 가지고 있으며 세포 이동에 
영향을 준다. 본 연구에서는 DMSO를 LY294002 
용액을 만들기 위한 용매로 사용하기 위하여, 먼저 
독성을 나타내며 세포이동에 영향을 미치는 DMSO
의 농도를 확인하였다. LY294002는 잘 알려진 
PI3K 특이적 억제제이다. 우리는 세포 이동에서 
PI3K의 역할을 이해하기 위하여 LY294002를 농도
별로 처리 후 세포이동에 미치는 영향을 조사하였다.

2. 재료 및 방법

2.1 세포 배양 및 시약

Dictyostelium의 야생형 세포주인 KAx3 
(DBS0236487) 를 22 °C의 HL5 배지에서 무균배양
했다. DMSO는 Duchefa Biochemie (CAS No. 
67-68-5)에서 LY294002는 Invitrogene (#PHZ1144)
에서 구입하였다. LY294002는 DMSO에 50 mM 
stock 용액을 준비하였으며 DMSO의 최종 농도가 
0.1 % 이하가 되도록 처리하였다.

2.2 무작위 이동 실험

무작위이동 실험은 Litschko et al., (2018)[11] 에
서 발표한 방법을 따라 실험하였다. 무작위 이동 실
험은 100 mm 세포 배양 접시에서 완전히 성장한 
세포를 모아 24-well plate에 연속 희석법을 사용
하여 희석하였다. 부착한 세포를 다음 날 Development 
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buffer (DB; 5 mM Na2HPO4, 5 mM KH2PO4, 2 
mM MgCl2 and 1 mM CaCl2)를 사용하여 3번 씻
어준 후, 3시간 동안 DB에서 배양하였다. LY204002
를 각 농도별로 30분 동안 처리하였으며, 이후 카
메라 (DS-Fil, Nikon)가 장착된 도립현미경 (IX71; 
Olympus)을 사용하여 30분 동안 1분 간격으로 무
작위 세포 이동을 촬영하였다.

2.3 무작위 이동 분석

무작위 세포이동을 촬영한 동영상의 마지막 10분 
동안의 세포이동을 분석하였다[12]. 1분 간격으로 이
동한 세포를 ImageJ (National Institutes of Health) 
프로그램을 이용하여 Tracking하였으며 ‘chemotaxis 
and migration tool’을 이용하여 세포가 이동한 
trajectory와 이동 속도를 계산하였다. ‘Trajectory 
speed’는 세포가 이동한 총 거리를 시간으로 나눈 
값이다. 각 실험은 세 번 이상 반복하였으며 평균값
과 표준편차 값을 그래프로 나타내었다.

3. 결과

Dictyostelium에 PI3K 억제제인 LY294002를 처
리하여 세포의 이동성을 조사하기 위하여 화합물의 
대표적인 용매인 DMSO의 효과를 먼저 알아보았다. 
세포에 DMSO의 최종 농도가 0.05%, 0.1%, 
0.25%, 0.5%가 되도록 처리한 후 세포의 이동성을 
분석하였다. 아무것도 처리되지 않은 Control 세포
는 평균 2-3 µm/min의 속도를 보였으며, 0.05%와 
0.1 %의 농도에서는 세포 이동 속도가 Control과 
큰 차이를 보이지 않았다. 하지만 그보다 높은 농도
인 0.25%에서는 Control보다 이동성이 유의미하게 
감소하였으며 0.5% DMSO에서는 거의 움직이지 않
았다(그림 1). 이 결과는 0.1% 이하의 DMSO 농도
에서는 세포의 이동성이 영향은 받지 않지만 그 이
상의 농도에서는 세포이동이 영향은 받는다는 것을 
나타내 준다. DMSO를 용매로 할 경우, DMSO의 
최종 농도가 0.1% 이하가 되도록 화합물 용액을 준
비하여 실험해야 한다는 것을 시사해 준다. 

LY294002가 세포이동에 미치는 영향을 조사하기 

위하여 LY294002를 5 µM부터 15 µM, 30 µM, 50 
µM로 30분 동안 처리하였다. 이후 30분 동안 세포
이동을 촬영 분석하였다. 아무것도 처리하지 않은 
Control 세포는 2-3 µm/min 속도로 이동하였고, 
LY294002를 처리하였을 때 30 µM까지 농도 의존
적으로 비례하여 이동 속도가 증가했다. 30 µM의 
LY294002가 처리되었을 때 이동 속도가 6-7 
µm/min로 가장 증가하였다. 하지만 50 µM 
LY294002를 처리하였을 때는 30 µM 처리하였을 
때 보다는 감소한 이동 속도를 보였다(그림 2). 이
러한 결과는 PI3K 억제제인 LY294002에 의해 세포
이동이 증가함을 보여 주는 것이다. 또한 PI3K가 
LY294002에 의해 억제되면 세포의 이동성이 증가

그림 1. DMSO 농도에 따른 세포 이동성
(A) 다양한 농도에서 DMSO를 처리 후, Wild-type 
KAx3 세포의 이동 속도 분석. DMSO를 그래프에 
적혀있는 농도로 30분 동안 처리 후, 10분간의 
세포이동 속도를 정량화하였다. (B) Wild-type 
KAx3 세포의 DMSO 농도별 세포 이동 궤적. 30
마리의 세포를 분석하였으며 10분 동안 세포가 
이동한 궤적을 표시하였다. 데이터는 ± S.E.M을 
의미한다. 세 번의 독립적인 실험에서 얻은 결과
를 통계적 분석하여 Student's t-test, *P<0.05, 
**P<0.01을 사용하여 표시하였다.
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한다는 것을 나타내는 결과로서 PI3K는 본 실험 조
건에서는 세포이동성을 억제하는 역할을 한다는 것
을 나타내준다.

그림 2 LY294002 농도에 따른 세포 이동성
(A) Wild-type KAx3 세포의 LY294002 농도별 처리 시 
세포 이동 속도의 정량적 분석. LY294002를 그래프에 
적혀있는 농도로 30분 동안 처리 후, 10분간의 세포이
동 속도를 측정하였다. (B) Wild-type KAx3 세포의 
LY294002 농도별 세포 이동 궤적. 30마리의 세포를 분
석하였으며 10분 동안 세포가 이동한 궤적을 표시하였
다. 데이터는 ± S.E.M을 의미한다. 세 번의 독립적인 
실험에서 얻은 결과를 통계적 분석하여 Student's 
t-test, *P<0.05, **P<0.01을 사용하여 표시하였다.

4. 고찰

본 실험에서는 다음과 같은 결과를 얻었다. 
DMSO의 농도는 0.1% 이하에서 세포의 이동성에 
영향을 미치지 않는다. 0.1% 이하 농도의 DMSO가 
처리되었을 때, 이동성과 세포의 모양이 아무것도 
처리하지 않은 Control과 거의 같았다. 그와 다르
게 0.25% 이상의 농도에서 세포 이동성이 떨어졌
고, 0.5%에서는 완전히 이동성을 잃어버리는 모습
을 보여주었다. LY294002를 세포에 처리하였을 때, 
30 µM까지 농도에 비례하여 세포의 이동 속도가 

증가하였고, 30 µM 농도에서 최대속도를 보였다. 
LY294002는 PI3K 억제제이다. 그리고 PI3Ks는 
Chemotaxis에 중요한 역할을 한다고 보고되었다. 
LY294002가 처리되었을 때, Chemotaxis 능력이 
저하되어 세포의 방향성과 이동 속도가 떨어진다고 
보고되었다. pi3k1/2 결핍 세포는 주화성 세포이동
을 하는 동안 방향성과 이동 속도가 감소하였다[13]. 
앞선 연구 결과들을 토대로 우리는 LY294002를 처
리하였을 때, 세포의 무작위적인 이동성이 감소할 
것으로 예상하였으나 예상과는 반대로 세포의 이동
속도가 증가하는 것으로 관찰되었다. 기존의 발표된 
결과와 본 연구 결과의 차이가 발생한 이유는 다음
과 같은 원인에 의해 초래된 것으로 추론된다.

각 연구에서 사용한 세포의 상태가 다르기 때문
으로 생각된다. 기존의 주화성 이동 연구에서는 발
생단계가 진행된 aggregation-competent 상태의 
세포를 이용한 반면, 본 연구에서는 vegetative 상
태의 세포를 사용하였다. Dictyostelium은 세포의 
환경에 따라 다른 형태와 다른 신호전달 경로를 발
현하게 된다. Dictyostelium의 생활사를 보면, 먹이
가 풍부할 때에는 단세포 생활을 하다가 (vegetative 
state) 먹이가 부족하여 기아 상태에 빠지게 되면 
다세포체가 되기 위한 발생 단계를 거치게 된다 
(aggregation-competent state). 이때, 발생 단계 
사이에서 세포 내의 신호전달을 위해 많은 유전자
가 발현되며 세포 이동성에도 많은 변화가 일어난다.

본 연구 결과, LY294002를 처리했을 때 세포의 
이동성이 증가한 이유 중의 하나는 세포 내 Ca2+의 
증가에 의한 것일 수 있다. 일부 논문에서 정자에 
LY294002를 처리하였을 때, 세포 내 Ca2+이 증가 
한다고 보고되었다[16]. 또한, 심장 근육세포에서 
LY294002는 Ca+2을 방출시켜 근 세포를 수축시킨
다는 결과도 보고되었다[18]. 또한, 비만 세포에서 
LY294002로 인해 억제된 PI3K가 세포 내 Ca2+과 
K+에 관여하는 이온 채널의 활동을 조절한다고 보
고된 바 있다[15]. 이를 미루어 보았을 때 LY294002
에 의한 세포 내 Ca2+의 변화가 세포 이동에 영향
을 미쳤을 가능성이 있다. 세포의 발달 단계에 따른 
LY294002와 PI3Ks의 역할과 Ca2+ 신호전달 경로와 
세포이동의 연관성에 대한 추가적인 실험이 필요하다.
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