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G-단백질은 α, β, γ의 3개의 소단위체로 구성되어 있다. 이

중 소단위체는 현재까지 16종류가 알려져 있으며 (Birnbaumer,

1992), 이들은 모두 동일한 βγ복합체와 결합한다. 호르몬이나

신경전달물질이 G-단백질과 연결된 수용체와 결합하면, G-

단백질의 α 소단위체는 βγ로부터 떨어져 나와 adenyl cyclase

나 phospholipase C 활성에 영향을 주어 세포내 2차 신호전달

물질(secondary messenger)의 양을 변화시킨다. 뇌조직에 매우

풍부한 것으로 알려진 Go는 다른 종류의 G-단백질과는 달

리, 이와 연관된 2차 신호전달물질이 아직 밝혀지지 않은 상

태이며, 세포내에서 어떠한 기능을 갖고 있는지도 분명하지

않다. 다만 Go는 Gi와 마찬가지로 PTX (pertussis toxin)에 대

해 민감하게 반응하는 것으로 알려져 있다 (Birnbaumer 등,

1991). 즉, 신경세포에 있어서 신경전달물질이 해당 수용체와

결합하면 세포막의 이온투과성이 변하게 되며 이는 PTX에

의해 억제되므로 이러한 과정이 Go에 의해 조절될 것으로

예상하고 있을 뿐이다 (Moises 등, 1994).

G-단백질은 동일한 βγ를 공유하고 있기 때문에 수용체와

G-단백질의 상호작용에 특이성을 부여하는 것은 α라고 할

수 있다. 그러나 최근에 α 뿐만 아니라 βγ에 의해서도 세포

내 신호전달과정이 활성화된다는 보고가 있어 (Clapham,

1996) G-단백질이 이중적인 작용방식을 가지고 있을 것으로

예상된다. 즉 α를 활성화시키는데 필요한 농도보다 훨씬 높

은 농도의 리간드가 존재하게 되면 G-단백질로부터 유리되

어 나온 βγ는 phospholipase C나 adenyl cyclase를 활성화시킬

수 있다. Phospholipase C는 phospholipid를 1,4,5-inositol

triphosphate와 diacylglycerol로 분해하는데 이들은 세포내에

서 2차 신호물질로 작용하여 미토콘드리아 및 세포질세망에

저장되어 있는 칼슘을 세포질로 분비하게 함으로써 protein

kinase C 등을 활성화시킨다. 또한 adenyl cyclase가 활성화 되

면 세포내의 cAMP의 농도가 증가하며 이는 결과적으로

protein kinase A를 활성화시킨다. 아직 신경세포에서는 확인

되지 않았지만 βγ는 ras의 GTP 치환인자인 sos를 활성화시킴

으로써 ras를 활성화시키고 이는 다시 MAPK (mitogen acti-

vated protein kinase)를 활성화시킨다는 보고도 있다 (Lopez-
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<초 록>

G-단백질은 신경전달물질과 호르몬에 의해서 생성되는 세포신호전달을 중개하는 단백질중의 하나로 잘 알려져 있다. 그

중 Go는 뇌조직에 많은 양이 존재하지만, 그 정확한 기능에 대해서는 아직까지 잘 알려지지 않고 있다. 특히 Go는 신경세포

의 성장원추 (growth cone)의 세포막에서 많이 발현되기 때문에 Go의 활성화는 신경축삭의 성장조절에 중요한 역할을 할 것

으로 예상된다. 

본 연구에서는 신경축삭의 성장과정에서 Go의 역할을 규명하고자 Go 단백질의 α 소단위체 (αo)를 신경모세포종 세포주

의 하나인 F11 세포에 과잉발현시킨 후 dibutyryl cAMP로 세포분화를 유도하였을 때 αo가 신경돌기 (neurite)의 성장에 어떠

한 영향을 미치는지 조사하였다. 

F11세포에 대한 dibutyryl cAMP의 분화유도 효과를 신경돌기의 길이측정을 통해 조사한 결과, 신경돌기의 길이는

dibutyryl cAMP의 농도가 0.1 mM에 이를 때까지 급격히 증가하다가 이후 완만한 증가양상을 보였으며 0.5 mM의 농도에 이

르면 세포의 분화가 완전히 일어나 전형적인 신경세포의 특징을 나타내었다. αo가 과잉발현된 F11세포에서 분화유도에 의

해 형성된 신경돌기의 길이는 38.9±12.5µm로 대조군의 172.3±25.9µm에 비해 77.4% 감소한 반면 세포당 형성된 신경돌

기의 수는 5.6±0.4개로 대조군의 2.5±0.2개에 비해 2.2배 증가하였다. 

이러한 결과는 αo가 신경세포의 분화과정에 있어서 축삭의 지속적인 성장을 억제하는 단계에 관여할 가능성이 높음을

보여주었다.

찾아보기 낱말 :  F11 세포, 신경돌기, cAMP, G-단백질
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Ilasaca 등, 1997). 신경전달물질이 신경영양인자로서 작용한다

는 점이 알려지면서 opioid, carbacol 등과 같은 신경전달물질

이 metabotrophic receptor와 결합하면 Go가 활성화된다는 사

실이 전기생리학적 연구를 통해 보고된 바 있는데 (Kleuss 등,

1991) 이러한 결과는 Go가 신경축삭의 성장을 조절할 것이라

는 가능성을 간접적으로 보여주는 것이다. 또한 Go를 중심으

로 하는 신호전달경로 사이의 상호작용 (cross talk)에 관한 연

구는 신경축삭의 성장에 있어서 성장원추 (growth cone)의 형

성과 이동을 이해하는데 중요할 것으로 생각된다. 

본 연구는 신경축삭의 형성과 성장에 관여하는 신호전달경

로를 밝히기 위한 기본실험으로서 Go 단백질의 α 소단위체

(Goα)를 F11세포에 인위적으로 과잉발현시켰을 경우, cAMP

에 의해 F11세포가 신경세포로 분화되는 과정에서 신경돌기

(neurite)의 형성이 어떠한 영향을 받는지를 조사하였다. 

재료 및 방법

1. 재료

본 연구에 사용한 세포는 F11 세포로서 뒤뿌리신경절세포

와 신경모세포종인 N18TG-2 세포를 융합시켜 얻은 것이다.

세포배양에 사용된 Dulbecco's  modified  Eagle's  medium

(DMEM)과 0.25% trypsin-EDTA은 Gibco-BRL (Grand Island,

N.Y, USA), fetal bovine serum (FBS)은 HyClone (Logan, UT,

USA)에서 구입하였다. αo 발현에 사용한 벡터는 pRC/CMV

(Invitrogen, De Schelp, Netherlands)에 αo의 cDNA를 연결한

것으로 (pRC/CMV-αo) 미국 Mount Sinai 의과대학의 Iyengar

박사로부터 제공받았다 (Kroll 등, 1992). pEGFP는 Clontech

(Palo Alto, CA, USA), FuGENE6 transfection kit는 Boehringer

Mannheim(Mannheim, Germany), N6, 2′-o-Dibutyryladenosine

3′, 5′-cyclic monophosphate (dibutyryl cAMP)는 Sigma (St.

Louis, MO, USA), anti-Goα 단세포군 항체는 NEN (Boston,

MA, USA), 그리고 Texas red가 부착된 anti-mouse IgG와

avidin biotin-peroxidase complex (ABC)는 Vector (Burlingame,

CA, USA)로부터 구입하여 사용하였다. 

2. 연구방법

1) F11세포의 배양 및 분화 유도

F11세포는 37�C, 5% CO2 조건에서 10% FBS와 100 units/ml

penicillin 및 100µg/ml streptomycin이 포함된 DMEM에서 배

양하였으며, 3, 4일에 한번씩 Hank's balanced salt solution

(HBSS)으로 씻어낸 후 0.25% trypsin-EDTA 용액을 사용하여

세포를 배양용기의 바닥으로부터 분리시킨 다음 계대배양 하

였다. F11세포를 신경세포로 분화시키기 위해서는 1% FBS가

포함된 DMEM에 dibutyryl cAMP를 농도를 달리하여 첨가하

였다.

2) F11세포에서 αo의 발현

F11세포의 수를 4×104이 되도록 35 mm 배양용기에 분주

하고 18~24시간 후에 혈청이 들어있지 않은 DMEM 97µl에

FuGENE6 transfection reagent 3µl와 DNA를 혼합하여 5분간

상온에서 방치한 후 세포가 있는 배양용기에 혼합하여 trans-

fection을 시행하였다. 이때 αo가 transfection된 세포를 확인

하기 위해 αo 발현벡터와 함께 표지물질로서 green fluores-

cence protein (GFP)을 발현하는 pEGFP를 3 : 1의 농도비율로

동시에 transfection시켰다. 다음날 HBSS로 세포를 세척한 후,

dibutyryl cAMP를 처리하여 세포의 분화를 유도한 후 형광현

미경하에서 관찰하였다.

3) 신경돌기 성장의 측정

신경돌기의 길이를 측정하기 위해서는 GFP를 발현하는 세

포를 형광현미경으로 확인하고 현미경상을 Quanticell soft-

ware (Applied Imaging International, Sunderland, U.K)를 이용

하여 컴퓨터에 입력시킨 후 Designer 4.0 software를 이용하여

각각의 세포에서 가장 긴 신경돌기의 길이를 측정하였다. 신

경돌기의 수의 측정을 위해서는 형광현미경법 대신 anti-αo

항체를 이용한 ABC 면역염색을 시행하였고 여기에서 얻어진

현미경상을 위와 동일한 컴퓨터 프로그램을 이용하여 분석하

였다.

4) αo의 면역조직화학염색

슬라이드 위에서 배양된 세포를 0.05 M phosphate-buffered

saline (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2HPO4.7H2O, 1.4

mM KH2PO4, pH 7.4; PBS)로 세척하고 4% paraformaldehyde

로 고정한 후 10% normal goat serum을 30분간 처리하여 항

체의 비특이적인 반응을 제거하였다. Anti-αo 항체를 1 : 250

으로 희석하여 4�C에서 12~16시간 반응시키고 PBS로 3번

세척한 다음 이차항체로서 1 : 250으로 희석한 biotinylated

anti-mouse IgG를 상온에서 1시간 반응시켰다. 반응이 끝난

세포를 PBS로 세척한 다음 상온에서 30분간 ABC 희석액으

로 처리하고 0.05% diaminobenzidine과 0.003% H2O2로 3~8

분간 발색시켰다. αo에 대한 면역형광염색은 세포를 일차항

체로 처리한 후 이차항체로서 Texas-red가 부착된 anti-

mouse IgG를 1 : 150으로 희석하여 사용하였다.

결 과

1. Dibutyryl cAMP에 의한 F11세포의 분화유도

본 연구에서는 F11세포의 분화를 유도하기 위하여 cAMP

의 유사물질인 dibutyryl cAMP를 사용하였는데 이는 cAMP

와는 달리 세포내 침투가 용이하고, 세포질에서 분해가 잘 되

지 않는 장점을 갖고 있다. Dibutyryl cAMP가 세포분화에 미

치는 효과와 분화유도에 적합한 dibutyryl cAMP의 농도를 결

정하기 위해 배양액내 dibutyryl cAMP의 농도를 변화시키면



서 세포에서 형성되는 신경돌기 길이를 측정, 비교하였다(Fig.

1). Dibutyryl cAMP를 처리하지 않았을 경우 신경돌기는 거

의 형성되지 않았고 (Fig. 2A) 신경돌기의 길이는 dibutyryl

cAMP의 농도가 0.1 mM에 이를 때까지 급격히 증가하다가

이후 완만하게 증가하는 양상을 나타내었다. 0.5 mM의 dibu-

tyryl cAMP 농도에서 세포분화는 거의 완전히 일어나 전형적

인 신경세포의 특징을 나타내었다 (Fig. 2B). 이 결과를 토대

로 본 실험에서는 0.5 mM 농도의 dibutyryl cAMP을 사용하여

F11세포의 분화를 유도하였다. 

2. αo의 발현이 F11세포의 분화에 미치는 영향

F11세포에서 αo 발현벡터의 transfection이 올바로 이루어

졌는지를 확인하기 위해 αo 발현벡터 (pRC/CMV-αo)와 함께

transfection marker로서 GFP를 발현하는 벡터 (pEGFP)를 동

시에 transfection 시켰다. 본 실험에서는 pEGFP와 pRC/

CMV-αo를 1 : 3의 비율로 사용하였는데 이는 pEGFP의 농도

가 pRC/CMV-αo보다 훨씬 낮은 조건이라야 GFP를 발현하

는 모든 세포가 αo를 발현할 가능성이 높아지기 때문이다.

이러한 조건으로 transfection한 후, αo에 대한 항체를 사용하

여 면역형광염색을 시행한 결과, GFP에 의해 녹색의 형광을

띠고 있는 세포들은 αo를 함께 발현하고 있음을 확인하였다

(Fig. 3A, B).

αo의 발현이 세포의 분화과정에서 신경돌기의 형성에 미

치는 영향을 조사하기 위해 pEGFP와 pRC/CMV-αo가

transfection된 세포를 0.5 mM dibutyryl cAMP로 처리하고 4일

후 형광현미경으로 관찰하였다. pEGFP만을 transfection하고

분화를 유도했을 경우 세포들의 신경돌기는 매우 길게 형성

되었지만 (Fig. 4A) pEGFP와 pRC/CMV-αo를 동시에 trans-

fection시키고 분화를 유도했을 경우는 신경돌기 형성이 뚜렷

하지 않았다 (Fig. 4B). 또한 F11세포의 분화에 따른 신경돌기

형성을 ABC 방법을 이용한 면역세포화학적 염색을 통해 관

찰한 결과, αo를 transfection하지 않은 대조군의 세포에서는

세포당 2~3개의 신경돌기가 길게 형성되었으나 (Fig. 5A), αo

를 transfection한 세포에서는 신경돌기가 매우 짧아진 반면

돌기의 수는 증가한 양상을 나타내었다 (Fig. 5B). 이러한 차

이를 정량적으로 계측한 결과, αo가 발현된 세포의 신경돌기

길이는 38.9±12.5µm로 대조군 세포의 172.3±25.9µm에 비

해 77.4%의 감소를 보였으며, 신경돌기의 수는 αo가 발현된

세포의 경우는 5.6±0.4개로 대조군 세포의 2.5±0.2개에 비

해 2.2배 증가하였다 (Fig. 6).

고 찰

Go는 뇌조직에 상당량 존재하는 G-단백질로서 신경세포

분화과정에서 축삭의 형성과 성장에 관여하는 것으로 알려져

왔다 (Strittmatter 등, 1990). 본 실험은 축삭의 형성과정에 있

어서 Go에 의한 신호전달경로를 연구하기 위한 일차적 실험

으로 배양신경세포에서 Goα의 과잉발현이 신경돌기 (neurite)

의 형성에 미치는 영향을 조사하였다. 

본 연구에 사용된 F11세포는 뒤뿌리신경절과 신경모세포

길성호, 김범준, 이영돈, 서해영 939

Fig. 1.Effect of dibutyryl cAMP on neurite outgrowth of F11 cells.

Fig. 6.Measurement of neurite length (A) and neurite number per cell (B) in overexpressing F11 cells.
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종이 융합된 세포주로,  bradykinin,  prostaglandin 수용체

(Francel 등, 1987a), L형과 N형 전압의존성 칼슘채널 (Boland

와 Dingledine, 1990) 및 µ, δ형 opioid 수용체 등을 갖고 있다

(Cruciani 등, 1993; Francel 등, 1987b; Fan 등, 1992). F11세포를

opioid로 처리하면 Go의 작용을 통해 N형 칼슘채널의 기능

이 억제되고 이 과정은 PTX (pertussis toxin)에 민감하다고 알

려져 있다 (Nah, 1995). 이는 F11세포가 감각신경세포의 특성

을 지니고 있음을 보여주는 것으로 Go가 신경축삭 형성에

미치는 영향을 조사하고자 하는 본 연구의 목적에 적합한 세

포로 판단되었다. 

본 실험에서 F11세포의 분화는 cAMP 유사물질인 dibutyryl

cAMP에 의해 농도의존적으로 일어났으며 dibutyryl cAMP의

농도가 0.5 mM에 이르게 되면 형태적으로 거의 완전한 신경

세포의 특징을 나타내었다.

F11 세포를 일시적으로 transfection시키면 일반적으로 10~

20% 정도의 세포만이 transfection되므로 이들을 선별할 수

있는 방법이 요구된다. 이를 위해 본 연구에서는 αo와 GFP

(green fluorescence protein) DNA를 동시에 transfectiont시키는

방법과 αo에 대한 항체를 이용한 면역조직화학법을 함께 사

용하였다. 면역조직화학법은 세포를 고정하므로 죽은 세포만

을 관찰할 수 밖에 없으나 세포의 형태를 상세히 관찰할 수

있다는 장점을 갖는다. 반면 GFP를 이용하는 경우는 형광이

약한 신경돌기를 상세히 관찰하는데 어려움은 있으나 살아있

는 상태의 세포를 관찰할 수 있다는 장점을 갖고 있다. 또한

본 실험에서는 GFP 발현벡터보다 3배 높은 양의 αo 발현벡

터를 사용하여 co-transfection을 시행한 결과, GFP가 발현되

지 않는 일부 세포에서 αo가 발현되었지만 GFP를 발현하는

모든 세포에서는 αo가 발현되어 본 연구에 cotransfection 방

법을 적용하는데 아무런 문제가 없음을 확인하였다. 이에 따

라 본 연구에서 세포의 분화 유무를 확인하기 위해서는 GFP

를 co-transfection시키는 방법, 그리고 신경돌기의 수를 측정

하기 위해서는 면역조직화학염색법을 이용하였다. 본 연구결

과에 의하면 αo를 과잉발현시키면 F11세포의 신경돌기의 길

이는 짧아진 반면 세포당 형성된 신경돌기의 수는 증가하였

다. 이는 cAMP에 의해서 신경돌기가 형성될 수 있는 잠재력

은 증가되지만 신경돌기의 길이성장은 αo에 의해 억제되기

때문인 것으로 생각된다.

성장하는 축삭의 첨단부위인 성장원추 (growth cone)는 축

삭이 뻗어나가는 방향과 길이성장을 결정한다. 축삭이 표적세

포와 접촉하여 신경연접을 형성하게 되면 성장원추는 위축되

고 축삭의 성장이 정지된다. 이러한 과정에 성장원추의 세포

막 단백질인 GAP (growth associated protein)-43이 중요한 작

용을 하는 것으로 알려져 있다 (Strittmatter 등, 1991). Go는 성

장원추의 세포막 단백질의 약 5% 정도로 많은 양이 존재하

며 (Strittmatter 등, 1990), G-단백질과 결합하는 GDP가 GTP

로 치환되는 속도는 GAP-43에 의해서 증가한다 (Strittmatter

등, 1990, 1994). 이러한 연구결과는 Go가 축삭형성과정에서

성장원추의 위축에 중요하게 관여할 것이라는 가능성을 높여

주고 있다. 

현재까지 여러 종류의 리간드들이 G-단백질과 연결된 수

용체와 결합하면 성장원추와 축삭의 성장에 영향을 미치는

것으로 보고되어 있다. 5-HT는 신경돌기의 성장속도를 감소

시키며 (Haydon 등, 1984), dopamine은 망막의 수평세포에서

diacylglycerol과 PKC의 작용을 통해 신경돌기의 성장을 억

제하며 (Lankford 등, 1988; Rodrigues와 Dowling, 1990) throm-

bin은 G-단백질과 연결된 수용체에 작용하여 neuroblastoma

세포의 신경돌기 성장을 억제한다 (Suidan 등, 1992). 또한 발

생중인 닭의 뇌 추출물이나 쥐 중추신경계의 수초단백질 혹

은 Go, Gi의 활성을 증가시키는 mastoparan을 각각 닭의 뒤

뿌리신경절세포에 처리하면 성장원추가 소실되는데 (Higa-

shijima 등, 1990) 이 경우 배양세포를 PTX로 전처리하면 이

러한 효과는 감소된다 (Igarashi 등, 1993). 

그러나 이와는 상반된 연구결과도 많이 보고되어 있다.

Pheochromocytoma 세포인 PC12의 경우, 신경돌기의 형성은

신경영양인자 (neurotrophic  factor)보다 NCAM (neural  cell

adhesion molecule)과 N-cadherin에 의해 더 빨리 유도되는데

이 현상은 PTX에 의해서 억제된다 (Doherty 등, 1991). 또한

Go를 활성화시킴으로써 축삭의 형성을 조절하는 것으로 알

려져 있는 GAP-43를 과잉발현시켰을 때, 신경돌기는 신경성

장인자에 의한 것보다 더 잘 형성되었으며(Yankner 등, 1990),

NB2a/d1 neuroblastoma 세포를 항GAP-43항체로 처리하면

신경돌기의 성장이 억제된다 (Shea 등, 1991). 이처럼 Go가 신

경축삭의 성장에 관여하고 있다는 사실은 명백하지만 신경축

삭의 형성을 억제 또는 유도시키는지에 관해서는 연구자에

따라 서로 상이한 결과를 보이고 있다. 이는 아마도 그들이

사용한 신경세포의 분화 조건이 다르고, 세포에 따라 분화에

관여하는 신호전달경로가 다르기 때문이라고 생각된다. 

본 연구에서 신경세포의 분화를 유도하기 위해 사용한

cAMP는 세포내에서 PKA를 활성화시킨다고 알려져 있다. 장

의 신경절세포를 8-bromo-cAMP 또는 dibutyryl cAMP로 처

리하면 신경돌기의 성장이 증가하면서 동시에 MAP (micro-

tubule association protein) 2와 α-tubulin의 mRNA가 증가하였

다. 이러한 현상은 PKA의 억제제에 의하여 감소하는데 이는

cAMP에 의하여 활성화된 PKA가 신경돌기의 성장과정에 관

여함을 간접적으로 보여주는 것이다 (Simeone 등, 1994). 

신경세포의 분화를 유도하는 물질로는 cAMP외에 NGF,

retinoic acid 등이 있다. NGF는 신경세포의 분화과정에서 수

용체 tyrosine kinase를 통해 Ras, MAPK (mitogen activated

protein kinase)를 경유하는 신호전달경로를 거치는 반면,

cAMP는 cAMP-의존성 protein kinase, 즉 PKA를 거쳐 신호

가 전달된다고 알려져 있다. 아직까지 cAMP가 신경축삭의

성장을 유도하는 기작은 완전히 밝혀지지 않았지만, 이것 역



시 MAPK를 통한 신호전달경로를 거치며 이 과정에 분자량

이 작은 GTP결합 단백질인 Rap1과 serine/threonin kinase인

B-Raf가 관여할 것으로 추측되고 있다 (Vossler 등, 1997).

cAMP는 신경세포에 있어서 MAPK의 활성을 증가시키지만

비신경세포에서는 반대로 그 활성을 감소시키는데 (Burgering

등, 1993; Yao 등, 1998) 이러한 결과는 cAMP와 MAPK의

cross talk가 세포내 생리적 환경에 따라 달라질 수 있음을 의

미한다. 또한 MAPK는 전압의존성 칼슘채널을 통해서 들어

온 칼슘이온에 의하여 활성화되기도 하며 이 과정은 Src에

의해 중개되는 것으로 보고되어 있다 (Rosen  등,  1994;

Rusanescu 등, 1995). 결국 여러 신호전달경로를 거쳐 활성화

된 MAPK는 축삭말단에서 NCAM을 인산화시켜 신경연접의

가소성 (synaptic plasticity)을 유도하거나, 혹은 세포핵으로 이

동하여 CREB (cAMP response elements binding protein)을 비

롯한 여러 전사인자 (transcription factor)들을 인산화시킴으로

써 유전자발현을 변화시켜 신경축삭의 성장이 조절되는 것으

로 생각할 수 있다 (Kornhauser와 Greenberg 1997; Bito 등,

1997). 

아직 신경세포에서는 확인되지 않았지만 근육세포의 L형

전압의존성 칼슘채널은 PKA에 의해 활성화되면서 세포내

칼슘이온 농도가 높아진다 (Rohrkasten 등, 1988). 이러한 점에

서 본다면 cAMP는 직접적으로는 PKA를 통하여, 간접적으로

는 칼슘채널이나 MAPK를 경유하는 신호전달경로를 통하여

신경축삭의 형성을 유도할 가능성도 있다. 따라서 αo에 의한

신경돌기의 성장억제는 αo가 cAMP가 관여하는 여러 신호전

달경로 중 일부를 방해함으로써 일어나는 것으로 생각되며,

실제로 αo에 의해 위에서 언급한 신호전달체계들이 어떻게

변화하는지를 확인하는 것이 중요할 것이다.

Go-단백질의 αo는 Gβγ와 heterotrimer를 형성한다. 최근

연구에 의하면 Gβγ는 2차 신호전달물질로 작용하여 PLC나

adenylyl cyclase를 활성화시키는 것으로 알려져 있는데 (Birn-

baumer, 1992) PLC에 의해 생성되는 1,4,5-inositol triphos-

phate와 diacylglycerol은 세포질내 칼슘농도를 높여 PKC 등

을 활성화시킨다. 또한 아직 신경세포에서는 확인되지 않았지

만, Gβγ는 ras의 GTP 치환인자인 sos를 통해 ras를 활성화시

키고 그 결과 MAPK를 활성화시킬 수 있다고 보고된 바 있

다 (van Biesen 등, 1995). 따라서 본 실험에서 얻은 결과는 과

잉발현된 αo가 Gβγ와 복합체를 형성함으로써 Gβγ의 기능을

억제하여 나타날 수 있다는 것을 제시한다고 할 것이며, 이를

확인하기 위해서는 Gβγ와 결합하는 능력을 상실한 돌연변이

αo 또는 Gβγ의 발현에 따른 축삭성장의 변화가 체계적으로

조사되어야 할 것이다. 
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Legends for Figures

Fig. 2.Differentiation of F11 cells by dibutyryl cAMP. (A) F11 cells untreated with dibutyryl cAMP; (B) F11 cells treated with 0.5mM dibutyryl

cAMP. Neurites are elongated in differentiated F11 cells. Bar = 50µm

Fig. 3.Co-localization of GFP and αo. (A) expression of GFP; (B) expression of αo. Arrows indicate the cells showing coexpression of GFP and

αo. Bar = 50µm

Fig. 4. Inhibition of neurite outgrowth by Go. (A) pEGFP transfected F11 cells; (B) pEGFP and pRC/CMV-αo co-transfected F11 cells. A

prominent inhibition of neurite growth is shown in o overexpressed F11 cells. Bar=50µm

Fig. 5. Immunocytochemistry of differentiated F11 cells using anti-αo antibody. (A) Untransfected F11 cells (control); (B) pRC/CMV-αo

transfected F11 cells. Short and numerous neurites are noted in αo overexpressing F11 cells. Bar=50µm
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── Abstract ──

Inhibition of Neurite Outgrowth by Overexpression of Goα

Sung-Ho Ghil, Bum-Jun Kim, Young-Don Lee, Hae-Young Suh

Department of Anatomy, Ajou University, School of Medicine, Suwon 442-749, Korea

G proteins mediate signal transductions generated by neurotransmitters and hormones. Among G proteins, Go is

found in a large quantity in brain, but its precise role in the nervous tissue is not fully understood. In addition, Go is one

of the major proteins in growth cone membranes, which implies an important role of Go in the regulation of axon

outgrowth.

In this study, we attempted to determine the role of Go in axon outgrowth. We overexpressed the α subunit of Go

(αo) in F11 neuroblatoma cells and examined the effect of αo on the neurite outgrowth. In F11 cells, dibutyryl cAMP

increased neurite outgrowth remarkably upto 0.1 mM in a concentration dependent manner, but in a less degree at

higher concentration. In the presence of 0.5 mM dibutyryl cAMP, the differentiation of F11 cells was almost saturated

and the cells exhibited a typical neuronal morphology. Overexpression of αo caused a reduction of neurite outgrowth

by 77.4% in length while increasing the number of neurites by 2.2 fold. The average neurite length was 38.9±12.5µm

in the αo-overexpressing F11 cells but 172.3±25.9µm in the untransfected cells The total number of nurites per cell

was 5.6±0.4 in the αo-overexpressing cells but 2.5 0.2 in the untransfected cells. 

This result suggests that Go may play an important role in growth cone collapse during neuronal cell differentiation. 

Key words : F11 cells, Neurite, cAMP, G proteins
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