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G-단백질은 신경전달물질이나 호르몬에 의해서 생성되는

다양한 신호를 중재하는 역할을 하며, α , β, γ 소단위체

(subunit)로 구성된 삼량체 (heterotrimer) 구조를 갖고 있다. 호

르몬이나 신경전달물질이 수용체와 결합하면, 그와 연결된

G-단백질의 삼량체 구조가 분해되면서 α 소단위체가 βγ 복

합체로부터 유리된다. 이때에 α 소단위체에 결합되어 있던

GDP가 GTP로 치환되어 α 소단위체는 활성을 띠게 된다. α
소단위체의 GTP는 GDP와 인산으로 분해되면서 α 소단위체

가 다시 불활성화되면 αβγ 삼량체 구조가 복원되고 다른 신

호에 대비하게 된다 (Conklin과 Bourne 등, 1993).

G 단백질 중에 Gs의 α 소단위체인 αs는 adenylyl cyclase

(AC)의 활성을 증가시키며, Gi 단백질의 αi는 AC의 활성을

감소시킴으로써 세포내의 cAMP의 농도를 조절하게 된다

(Brinbaumer 등, 1991; Neer, 1995). α 소단위체에서 유리된 βγ
복합체는 phospholipase C를 활성화 시키고 Ras, mitogen-acti-

vated protein kinase (MAPK)의 활성을 조절한다 (Clapham,

1996; Lopez-Ilasaca 등, 1997). Go의 α 소단위체인 αo는 αi와

구조적으로 매우 유사하여 αo와 αi는 같은 그룹으로 분류되

고 있다. 하지만 αo는 AC의 활성에 전혀 영향을 주지 않는

등 그 기능에 대해서는 거의 알려지지 않고 있다.

흥미롭게도 Go는 성장원뿔 (growth cone)의 막을 이루고

있는 단백질중의 하나이며 (Strittmatter 등, 1990), 뇌조직 막성

분의 0.5% 정도에 해당하는 높은 비율을 차지하고 있다

(Huff 등, 1985). 이와 관련하여 Go가 신경세포에서 신경돌기

의 형성과정에 관여할 것이라는 증거들이 보고 되었다. 1)

Go와 Gi의 활성제인 mastoparan을 닭의 배아 (embryo) 교감

신경세포에 처리하면, 성장원뿔이 위축 (collapse)되고, 이러한

작용은 Gi와 Go의 억제제인 pertussis toxin (PTX)에 의해서

방지된다 (Igarashi 등, 1993). 2) Go와 Gi를 활성화시키는 신경

전달물질인 세로토닌과 도파민은 성장원뿔의 운동성을 억제

한다 (Haydon 등, 1984;  Lankford 등, 1988;  Rodrigues와

Dowling, 1990). 3) Go의 GTPase 활성을 증가시키는 것으로

알려진 GAP43는 PC12 세포에서 신경성장인자에 의한 신경

돌기의 성장을 더욱 증가시켰다 (Yankner 등, 1990). 4) 이러한

현상은, GAP43에 대한 항체를 세포내부에 미세주하였을 때

관찰되지 않았다 (Shea와 Benowitz, 1995). 본 연구팀은 선행
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Goα를 영구적으로 발현하는 세포에서의 신경돌기 성장 억제

길 성 호, 서 해 영*

아주대학교 의과대학 해부학교실

<초 록>

G 단백질은 신경전달물질과 호르몬에 의해서 발생되는 신호를 세포내부로 중개하는 신호전달물질이다. G 단백질 중 Go

는 뇌조직의 막에 상당량 발현되는 단백질이지만, 아직까지 그 기능이 정확히 알려져 있지 않다.

본 연구팀은 선행연구에서 Go의 α 소단위체인 αo를 신경모세포종인 F11세포에 일시적으로 과발현시키면, 신경돌기의

형성에 큰 영향이 있음을 보고한바 있다. 본 연구에서는 이러한 변화가 유전자의 일시적 과발현에 의해서 생기는 비특이

적 현상인지, 아니면 αo에 의해서 일어나는 특이적 현상인지를 규명하기 위하여 F11 세포에 αo를 영구적으로 발현하는

세포를 제작한 후, αo가 지속적으로 발현될 때 신경세포의 분화과정에서의 변화를 조사하였다.

αo의 야생형과 돌연변이형을 지속적으로 발현하는 F11 세포를 모두 제작하였다. 각 세포에 dibutyryl cAMP를 처리한 후

신경돌기의 길이를 측정하였다. 정상적인 F11 세포의 경우, 신경돌기의 길이는 57.9±7.0 µm이었으며, 야생형과 돌연변이

αo가 지속적으로 발현된 세포의 경우, 신경돌기의 길이는 각각 34.4±5.1 µm와 30.5±3.6 µm이었다. 이는 정상 F11 세포에

비하여 각각 40.6%, 47.3% 감소한 것으로서, αo가 지속적으로 발현되는 경우에, 일시 과발현되는 경우와 마찬가지로 신경

세포의 분화과정 중 특히 신경돌기의 형성과정을 조절한다는 사실을 의미한다. 나아가 두 가지 다른 접근법에 의하여 동

일한 결과를 얻었으므로 신경돌기 형성과정의 변화는 αo에 특이적으로 일어남을 알 수 있었다. 

찾아보기 낱말 : F11 세포, 신경돌기, cAMP, G-단백질
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연구에서 신경모세포종인 F11 세포에 αo를 일시적으로 과발

현시켰을 때, 신경돌기의 성장이 감소함을 관찰한 바 있다

(Ghil 등, 1998; Ghil 등, 2000).

F11 세포는 신경모세포종 (neuroblastoma)인 N18TG-2와

뒤뿌리신경절세포 (dorsal root ganglionic cells)를 융합시켜 얻

은 세포로서, cAMP 혹은 prostaglandin에 의해서 신경세포로

분화된다. F11 세포에는 통증을 전달하는 것으로 알려진

bradykinin의 수용체가 발견되며 (Francel 등, 1987), N, L형 칼

슘채널과 아편 (opioid) 수용체가 존재한다 (Fan 등, 1992;

Cruciani 등, 1993). F11 세포에 아편계 약제를 처리하면 N형-

전압의존성 칼슘채널이 억제되는데, 이 과정을 Go가 매개한

다고 보고된 바 있다 (Nah, 1995). 이처럼 F11 세포는 아편 수

용체와 칼슘채널이 기능적으로 연결되어 있어, 그 두 가지

단백질을 연결시키는 매개자로 여겨지는 Go를 연구할 수 있

는 좋은 시스템이다. 따라서 본 연구에서는 선행연구에서 αo

에 의해 나타난 결과가 αo에 특이적인 현상이며 유전자의

일시적 과발현에 의한 세포의 비특이적 반응이 아님을 확인

하고자 하였다. 이를 위하여 본 연구에서는 αo를 안정적, 영

구적으로 발현하는 F11 세포를 제작하고, 신경세포로 분화하

도록 하였을 때, 신경돌기의 형성에 αo가 미치는 영향에 있

어서, αo의 지속적인 발현과 일시적인 발현이 동일한 결과를

보임을 관찰하였다.

재료 및 방법

1. 재 료

F11 세포는 뒤뿌리신경절세포와 신경모세포종인 NT18TG

-2 세포를 융합시켜 제작되었으며, M. Fishman 박사 (Harvard

University, U.S.A.)로부터 제공받았다. 세포배양에 사용된

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), HBSS (Hank’s

balanced salt solution), G418, Penicillin-Streptomycin은 Gibco-

BRL (Grand Island, NY, U.S.A.), FBS는 Hyclone (Logan, UT,

U.S.A.)에서 구입하였다. αo 발현벡터는 R. Iyengar 박사 (Mt.

Sinai School of Medicine, U.S.A.)로부터 제공받아 사용하였

다. 그리고 αo 다세포군 항체는 Santa Cruz Biotechnology

(Santa Cruz, CA, U.S.A.), Super Signal West Pico Chemilumine-

scent Substrate는 Pierce (Rochford, IL, U.S.A.)에서 구입하였

으며, 나머지 재료들은 Sigma (St. Louis, MO, U.S.A.)에서 구

입하여 사용하였다. 

2. 연구방법

1) F11 세포의 배양 및 분화유도

F11 세포는 37�C, 5% CO2 조건에서 10% FBS와 100 units/ 

ml penicillin 및 100 µg/ml streptomycin이 포함된 DMEM에서

배양하였으며, 3, 4일에 한번씩 HBSS로 씻어낸 후 0.25%

trypsin-EDTA 용액을 사용하여 세포를 배양용기의 바닥으로

부터 분리시킨 다음 계대배양하였다. F11 세포를 신경세포로

분화 시키기 위해서는 0.5% FBS가 포함된 DMEM에 0.5 mM

dibutyryl cAMP (db-cAMP)를 첨가하여 위와 동일한 배양조

건에서 4일 동안 배양하였다. 

2) Western 분석

단백질은 sample buffer (0.0625 M Tris-HCl, pH 6.8, 2%

SDS, 10% glycerol, 5% β-mercaptoethanol, 0.001% pyronin Y)

를 첨가하고, 끓인 후, electrophoresis buffer (183.8 mM glycine,

119 mM Tris, 0.2% SDS) 에서 100~150 volt로 1~2시간 전기

영동하였다. gel상의 단백질을 Immobilon-P Teflon membrane

으로 옮겨주기 위하여 transfer buffer (25 mM Tris-base, 192

mM glycine, 15% methanol)에서 70 volt로 1시간 transfer하였

다. 10% BSA로 membrane의 비특이적 결합을 제거한 후, αo

다세포항체 (1 : 1000)를 상온에서 2시간 반응시킨 후, TTBS

(20 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20)로 10분씩

3번 씻어준 후, HRP-conjugated anti-rabbit IgG (1 : 10000)와

상온에서 1시간 동안 반응시키고, Super Signal West Pico

Chemiluminescent substrate를 사용하여 효소의 활성을 필름

에 감광시켜 측정하였다. 

3) αo가 영구적으로 발현되는 F11 세포의 제작

F11 세포의 수를 4×105이 되도록 100 mm 배양용기에 분

주하고 18~24시간 후에 약 70~80% confluent하게 되면,

Calcium-phosphate 방법을 사용하여 transfection하였다. 간략

히 정리하면, αowt과 αoQ205L의 DNA를 각각 10 mg을 2 M

CaCl2 62 µl와 함께 혼합한 후, 동량의 2X HBS (50 mM Hepes

pH 7.1, 280 mM NaCl, 1.5 mM Na2HPO4)를 섞어주었다. 이

DNA 용액을 30분간 상온에 방치하고, 세포배양액에 넣어 반

응시켰다. 4시간 후, 배양액을 제거하고, 15% glycerol로 1분

간 반응시키고, HBSS로 두 번 씻어준 후, 배양액을 첨가하였

다. 다음날 배양액에 600 µg/ml의 G418을 처리하고 약 7일

후에, G418이 포함되어 있는 배양액에서 살아남은 세포만을

선택, 배양하여 αo가 영구적으로 발현되는 F11 세포의 클론

을 얻었다.

4) 신경돌기 성장의 측정

신경돌기의 길이를 측정하기 위해서 광학현미경을 통해서

보여지는 상을 Quanticell software (Applied Imaging Interna-

tional, Sunderland, U.K.)를 이용하여 컴퓨터에 입력시킨 후,

Designer 4.0 software를 이용하여 각각의 세포에서 가장 긴

신경돌기의 길이를 측정하였다. 



결 과

1. Goα를 영구적으로 발현하는 세포의 제작

본 연구에서는 αo를 영구적으로 발현하는 F11 세포를 제

작하기 위하여, αo의 발현벡터들을 (αowt, αoQ205L) 공여받아

사용하였다 (Kroll 등, 1992). 본 연구에서 사용된 αo의 발현

벡터들은 두가지이다. 하나는 αo의 야생형 (αowt)이 삽입되어

있는 벡터이며, 다른 하나는 αo 야생형 아미노산 서열 중

205번째 아미노산인 glutamine이 leucine으로 치환된 형태의

돌연변이다 (αoQ205L) (Fig. 1A). 이 과정에서 205번째 아미노

산에 해당되는 DNA의 염기서열이 A에서 T로 치환되면서

αowt에는 없었던 제한효소인 DraII가 인식하는 부위가 새로

이 생성된다. 그 결과 이 돌연변이는 G 단백질 고유의 기능

인 GTPase의 활성이 사라지게 되어 Gβγ와 결합하지 않기

때문에 constitutively active한 것으로 알려져 있다. 야생형과

돌연변이형을 확인하기 위하여 각각의 DNA를 DraII 제한효

소로 절단하고 agarose gel로 전기영동 한 결과 약 700 bp 정

도의 αowt에는 보이지 않는 band가 나타나는 것을 관찰하였

다 (Fig. 1B).

αo를 영구적으로 발현하는 세포를 제작하기 위하여 600

µg/ml의 G418을 배양액에 처리하여, 이 약물의 존재하에서

성장할 수 있는 클론을 선택하였다. 이렇게 얻어진 클론중에

서 αo를 정상보다 많이 발현하는 클론을 선택하기 위하여,

각각의 세포 추출물을 얻어 αo에 특이적인 다세포항체를 사

용하여 Western 분석을 하였다 (Fig. 2). αowt 또는 αoQ205L 발현

하는 여러 개의 클론 중 정상 F11에 비하여 발현량이 높은

한 개의 클론을 각각 선택하여 다음 실험에 사용하였다.

2. Goα를 영구적으로 발현하는 세포의 분화

F11 세포의 분화를 유도하기 위해서 cAMP의 유사물질인

dibutyryl cAMP (db-cAMP)를 사용하였는데 이는 cAMP와는

달리 세포내로 침투가 용이하고, 세포질에서 분해되지 않는

특징을 가지고 있다. 대조군 세포와 영구적인 αo의 발현에

의해서 얻어진 클론들을 각각 0.5 mM db-cAMP가 있는 조

건에서 배양하여 신경세포로의 분화를 유도하고, 4일 후에

세포에서 나타나는 신경돌기의 길이를 측정하였다. 정상적인

F11 세포에서는 db-cAMP 처리 후, 신경돌기가 길게 형성되

는 반면 (Fig. 3A), αowt (Fig. 3B) 또는 αoQ205L (Fig. 3C)를 영구

적으로 발현하는 세포는 신경돌기의 길이가 현저히 감소해

있는 것을 관찰하였다. 이를 정량적으로 분석한 결과, 정상적

인 F11 세포의 신경돌기의 길이는 57.9±7.0 µm, αowt 또는

αoQ205L를 영구적으로 발현하는 세포의 신경돌기 길이는 각

각 34.4±5.1 µm와 30.5±3.6 µm이었으며, 이는 대조군에 비

하여 각각 40.6%, 47.3% 감소한 것이다 (Fig. 4; p¤0.01). 이로

써 αo를 안정적, 지속적으로 발현 시켰을 때에도 신경돌기의

길이가 짧아졌으며, 이때 야생형과 돌연변이형의 효과는 동

일하였음을 확인할 수 있었다.

고 찰

Go는 뇌조직에 상당량 존재하는 단백질이며 (Sternweis와
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Fig. 1. Comparison of αowt and αoQ205L. Substitution of A to T intro-
duced a novel DraII restriction enzyme site, resulting in con-
version of glutamine to leucine in the mutant (A). Confirmation
of a DraII restriction enzyme site in the mutant by agarose gel
elecrophoresis (B). Lane 1, αowt; lane 2, αoQ205L

Fig. 2. Construction of αo expressing cells. F11 cells were transfected
with αowt and αoQ205L and selected in the presence of G418.
High expression of αowt and αoQ205L were confirmed by
Western analysis.
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Robishaw, 1984), 신경세포의 분화과정에 중요한 역할을 하

는 것으로 보고되고 있다. 본 연구에서는 신경세포가 분화될

때 나타나는 형태학적인 변화중의 하나인 신경돌기의 형성

에 있어서, αo의 일시적인 과발현에 의해서 나타나는 선행연

구 결과를 αo를 영구적으로 발현시킨 세포에서 확인하였다.

G 단백질을 영구적으로 발현하는 세포를 제작한 까닭은 G

단백질이 안정적, 지속적으로 발현되기 때문에, 일시적인 발

현에 의한 세포의 비특이적 반응과 같은 인위적인 요소를

배재하기 위한 것이었다. 본 연구의 결과로서 αo가 신경돌기

형성에 미치는 영향이 αo에 의한 특이적 반응임을 확인할

수 있었다. 

본 연구에서 Go는 cAMP에 의한 분화를 억제하는 것으로

나타났다. cAMP는 PC12와 F11과 같은 신경모세포종에서

protein kinase A (PKA)를 활성화시킴으로써 신경돌기의 형성

을 촉진하는 것으로 알려졌다. PC12세포에서 PKA는 Extra-

cellular-signal regulated kinase (Erk)의 활성을 증가시킴으로

써 분화를 촉진시키는 것으로 알려져 있다 (Vossler 등, 1997;

York 등, 1998). 반면에 F11 세포에서는 Erk가 분화에 필수적

인 요소가 아니며 PKA는 섬유모세포 (fibroblast)와 유사하게

오히려 Erk의 활성을 억제한다 (Burgering 등, 1993; Ghil 등,

2000). F11세포에서 cAMP가 분화를 촉진하는 것은 cAMP-

responsive element binding protein (CREB)의 활성을 촉진하기

때문으로 알려져 있다 (Ghil 등, 2000). 

본 연구에서 사용된 αoQ205L은 αowt의 아미노산중에 205번

째 아미노산인 glutamine을 leucine으로 치환한 형태의 돌연

변이로써 (Kroll 등, 1992), GTPase 활성이 결여되어 있어서 항

상 활성을 띄고 있으며, Gβγ와 결합하지 않는 상태로 존재

한다. αowt과 αoQ205L이 영구적으로 발현된 두 종류의 세포에

서 신경돌기 형성이 억제되었다는 사실은 αo가 βγ와 결합하

여 삼량체 구조를 복원시켜 βγ의 기능을 억제함으로써 나타

나는 간접적인 결과가 아님을 의미한다. 이와 같은 결과는

일시적으로 αo를 발현시켰을 때, 신경돌기의 길이가 현저히

감소하는 선행연구에서와 일치한다 (Ghil 등, 2000). 일반적으

로 α 소단위체의 야생형과 βγ와 결합하지 못하는 돌연변이

형은 다르게 작용하는 것으로 알려져 있다 (Edamatsu 등,

1993; Antonelli 등, 2000; Ram 등, 2000). 하지만 본 연구에서

와 같이 야생형과 돌연변이 형태의 α 소단위체가 동일한 기

능을 갖는 경우도 일부 보고되어 있다. 3T3-L1 섬유모세포에

서 αiwt과 αiQ205L은 모두 섬유아세포를 지방세포로 분화시키

는 효과가 있으며 (Su 등, 1993), F9 기형암세포종 (teratocarci-

noma)의 원시내배엽 형성이 αiwt과 αiQ205L에 의해서 동일하

게 억제된다 (Gao와 Malbon, 1996). 본 연구를 포함한 이러한

연구결과들은 Gβγ의 기능과 무관하게 α 소단위체가 단독적

인 기능을 지닌 것을 의미하며, 그런 차원에서 본 연구의 결

과는 앞으로 알려지지 않은 αo의 기능을 규명하는 중대한

발판이 되리라 여겨진다.

αo가 결여된 (knockout) 생쥐는 현재까지 두 연구팀에 의

Fig. 3. Neurite outgrowth in αowt and αoQ205L expressing cell lines. F11 cells (A) and αowt (B) and αoQ205L (C) expressing cell lines were incubated
with 0.5 mM db-cAMP in the presence of 0.5% serum for 4 days, Bar = 50 µm.

Fig. 4. The effect of αo on neurite outgrowth in F11 stable cell lines.
The cells were differentiated with 0.5 mM db-cAMP for 4 days
and neurite length was measured. The stable expression of αowt

and αoQ205L significantly reduced neurite length. Data are
presented average±S.E. (*p⁄0.01).



하여 독립적으로 제작되었다. αo가 결여된 생쥐는 생존률이

매우 낮으며, 통각과민 (hyperalgesia), 활동항진 (hyperacti-

vity), 심한 운동장애를 보인다 (Jiang 등, 1998). 생화학적으로

는 AC 활성에는 변화가 없었으며 (Valenzuela 등, 1997), α 소

단위체의 결여로 인해서 유리상태의 βγ복합체의 양이 증가

하지도 않았다 (Jiang 등, 1998). 그것은 α 소단위체의 감소에

맞추어 α와 삼량체를 이루는 βγ의 발현량 자체가 감소하였

기 때문으로 추정된다 (Mende 등, 1998). αo가 결여된 생쥐에

서 muscarinic 수용체가 칼슘채널의 활성을 조절하는 현상은

사라졌다 (Valenzuela 등, 1997). 그 결과 αo가 muscarinic 수용

체에서 오는 신호를 L형 칼슘채널으로 연결시키는 매개자

역할을 한다는 새로운 사실이 밝혀지기도 하였다. Go는 망

막에 존재하는 바깥핵층 이극 (ON bipolar) 세포에서 mGluR6

수용체에서 오는 신호를 매개하는 것으로 알려져 있다. αo가

결여된 생쥐의 경우 망막전위도를 측정하였을 때 A-wave는

정상이었으나 B-wave가 손실된 것으로 나타났다 (Dhingra

등, 2000). 하지만 αo가 결여된 생쥐에서 이러한 현상을 설명

할 수 있는 구조적 변이는 현재까지 보고되지 않고 있다. 본

연구에서 밝힌 바와 같이 Go가 신경세포의 분화와 신경돌기

의 형성을 조절한다는 사실은, Go가 결여된 생쥐에서 아직

알려지지 않은 신경계의 구조적 결함을 면밀히 조사할 필요

가 있음을 의미한다.
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─ Abstract ─

Inhibition of Neurite Outgrowth by Stably Expressed Goα
in F11 Cells

Sung-Ho Ghil, Haeyoung Suh-Kim

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

Heterotrimeric G proteins mediate signals generated by neurotransmitters and hormones. Among G proteins, Go is

found in a large quantity in brain and growth cone membranes of neurons. In spite of its abundance in neurons, the role

of Go is not fully understood.

In the previous study, we showed that transient expression of the α subunit of Go (αo) modulated neurite outgrowth

in F11 cells. It is possible that transient transfection may cause transient accumulation of the protein, which itself may

alter differentiation process in non-specific manner. In this study, we determined that modulation of neurite outgrowth

by αo was specific by evaluating the effect of αo in stably transformed F11 cells.

F11 cells stably expressing the wild type αo (αowt) and a constitutively active form of αo (αoQ205L) were established.

In normal F11 cells and αo-stable cell lines, the neurite length was measured in the presence of dibutyryl cAMP. In

normal F11 cells, the average length of neurites was 57.9±7.0 µm. In αowt- and αoQ205L-expressing cells, the average

length were 34.4±5.1 µm 30.5±3.6 µm, respectively. Thus, stable expression of αowt and αoQ205L caused a decrease in

neurite outgrowth by 40.6%, 47.3% respectively. This result indicates that modulation of neurite by αo was specific to

the function of αo but not due to accumulation of exogenous proteins. 

Key words : F11 cells, Neurite outgrowth, cAMP, G protein 
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