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ABSTRACT

The function of Dynamin II in NIH3T3 cell migration

KKKiiimmm,,,SSSaaannnggg---YYYeeeooolll
AAAdddvvviiisssooorrr:::PPPrrrooofff...KKKiiimmm,,,HHHaaakkk---KKKyyyuuunnn,,,DDDDDDSSS,,,PPPhhh...DDD...
DDDeeepppaaarrrtttmmmeeennntttooofffDDDeeennntttiiissstttrrryyy,,,
GGGrrraaaddduuuaaattteeeSSSccchhhoooooolllooofffCCChhhooosssuuunnnUUUnnniiivvveeerrrsssiiitttyyy

Dynaminhasbeenreportedtheresponsibilitytoformationofnascent
vesiclein theendocyticand secretory pathways.Previously study,we
shownintheRastransformedNIH3T3cellsthatDynaminIIactsasan
intermediatemessengerintheRassignaltransductionpathwayleadingto
membraneruffling andcellmigration.Also,theplatelet-derivedgrowth
factortreatmentinducedDynaminIIinteractedwithMyosinIIinNIH3T3
cells.However,theseresultswerenotenoughtheevidenceforrelatingto
between Dynamin IIand Ras signaltransduction pathway leading to
membranerufflingandcellmigration.Therefore,immunoprecipitationwas
carried outto identify the potentialrelationship between Dynamin II
interactedwithMyosinIIandotherRassignalingmoleculerelatingofcell
migrationsuchasPI3K andFAK.Ourresultㄴ showedthattheDynamin
IIassociationwithMyosinIIasasignalingmoleculeinvolvedinNIH3T3
cellmigration through the Ras/PI3K signaling pathway and this is
associationwithp85subunitofPI3K.Also,FAK ishighlyexpressedwith
Myosin IIin NIH3T3 (Ras)compared with NIH3T3 cells and lower
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expressed with Dynamin II.Confocalmicroscopy also showed theco-
localization between Dynamin IIand paxillin by PDGF stimulation in
NIH3T3cells.Also,DynaminIIwasco-localizedwithactinfilamentin
immunofluorescenceresults.AfterstimulatedornotPDGF andtreatment
ofactininhibitorsuchascytochalasinDinNIH3T3cellshaveshownthat
DynaminIIwithMyosinIIcomplexinhibitedbindingtotheactin.This
resultsuggestthatDynamin IIwas localized in focaladhesion when
triggeredcellmigrationandbindtoactinfilamentcomponent.

KeyWords:Dynamin II,Myosin II,Rassignal,cellmigration,platelet-
derivedgrowthfactor(PDGF),NIH3T3cells
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I. 서  론

Dynamin은 GTPase단백질로서 세포내이입시 소포의 절단과,caveolae의
세포내 이동 및 골지체에서의 단백질 이동과 관련된 다양한 소포체의 budding
과정에 기여한다고 알려져 있다(1).하지만 최근 여러 가지 연구를 통해 Dynamin
II가 세포 내 이입 기능 외에 actin의 운동원,세포질분열(cytokinesis),중심
체응집(centrosomecohesion),MAPkinase신호전달 그리고 면역에 관련된
시냅스에서의 신호전달을 조절하는 능력을 가지는 것으로 밝혀졌다(2-7).
DynaminII는 GTPase영역,PH(pleckstrinhomology)영역,GTPase단백질
과의 결합능을 높이기 위한 GED(GTPaseeffector)영역이 있고 C-말단에는
SH3영역을 가지는 수많은 다른 단백질들과 결합하기 위한 PRD(proline/
arginine-rich)영역으로 이루어져 있다(3).
세포골격은 동력 단백질인 MyosinII와 actin세사가 결합함으로써,스트레

스섬유와 국소부착반(focaladhesions)형성에 필요한 세포 내부에서의 수축
력을 일으키는 동적인 시스템이다(8,9).최근에는 DynaminII와 MyosinII의
결합체가 Ras/Grb2와 PDGF 신호전달 과정에서 신호전달 분자로써 기능을
한다고 보고되었다(10).세포이동 신호전달 과정에 관련된 단백질로는 phospho-
inositideKinase-3(PI3K),focaladhesionkinase(FAK)그리고 paxillin등이
있으며 이 단백질들은 SH2또는 SH영역을 가지고 있어서 DynaminII와 결
합할 가능성이 있고 PI3K를 통한 신호전달은 세포이동과도 관련이 있다고
알려져 있다(11).PI3K는 촉매소단위 p110과 조절소단위인 p85로 이루어진
이형이합체이다(12).p85조절소단위는 SH2/SH3영역을 가지고 있어서 세포
수용체에 있는 인산화된 tyrosine잔기 및 세포 내 다른 분자들과 결합하고 어
떤 경우에는 촉매소단위의 결합 친화력을 변화시키기도 한다(13).그리고
NIH3T3세포에서 PDGF신호는 Rac분자를 통한 Ras신호전달과 관련이 있는
것으로 알려져 있다(14).
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Focaladhesionkinase(FAK)은 non-receptorproteintyrosinekinase로서
국소부착반에 위치하고(15)세포의 생존,주기과정과 운동신호 생성에 관련이
있는 것으로 알려져 있다(16).FAK 신호는 국소부착반의 생성 또는 소멸을
통해 세포이동을 조절하는 것으로 알려졌다(17,18).FAK 단백질의 392번째
tyrosine부분이 자극에 의해 인산화되면 SH2영역이 만들어지는데 이것은
세포이동을 촉진하는 FAK 단백질의 기능에 필요하다(19).FAK은 세포 외
기질에 있는 인테그린(integrin)과 연결되어 있고 PDGF자극에 의해 세포 이
동을 촉발하는 내부 신호에도 연결되어 있다(20).Paxillin은 뼈대 역할을 하
고 68-kDa의 크기를 가지는 국소부착 단백질로서 처음 알려졌는데 단백질
상호간의 결합을 매개하고,N-말단에 5개의 LD 모티프와 C-말단에 4개의
LIM 영역 및 SH2와 SH3영역에 결합할 수 있는 부위가 있다(21-23).
따라서 본 연구에서는 이전 연구에서 밝혀진 세포이동관련 단백질의 가능

성을 지닌 DynaminII의 구체적인 기능을 규명하고자 DynaminII와 PI3K,
FAK,paxillin그리고 F-actin과의 상호 연관성에 대해서 알아보고자 하였다.
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Ⅱ. 실험 재료 및 방법

111...세세세포포포배배배양양양
NIH3T3세포와 H-Ras가 형질전환된 NIH3T3세포는 10% 농도의 FBS(fetal

bovineserum,FBS;Gibco-BRL,GrandIsland,USA),penicillinG(100U/ml),
streptomycinsulfate(100µg/ml),amphotericinB(0.25µg/ml)그리고 2-merca-
ptoethanol(50µM)을 첨가한 Dulbecco’smodifiedEagle’smedium(DMEM)을
배양액으로 사용하였고,5% 농도로 CO2가 유지되는 배양기에서 배양하였다.
H-Ras가 형질전환된 NIH3T3세포는 Dr.J.S.Gutkind(NationalInstitutes
ofHealth,Bethesda,USA)로부터 제공받아 사용하였다.
 

222...PPPDDDGGGFFF,,,CCCyyytttoooccchhhaaalllaaasssiiinnnDDD처처처리리리
NIH3T3세포는 6well또는 100mm 배양접시에 미리 넣어둔 커버글래스

위에서 60%까지 배양한 후 실험에 사용하였다.24시간 후에 배양액을 새
DMEM 으로 바꾸고 18시간 동안 혈청이 없는 상태를 유지 하였다.18시간
후,PDGF-BB(Sigma,St.Louis,USA),100 nM cytohalasin D(Aldrich
ChemicalCompany,Inc,Milwaukee,USA)를 37℃ 에서 30분간 각각 처리
하였다.

333...총총총 단단단백백백질질질 추추추출출출
PDGF-BB,cytochalasin D를 처리한 세포를 원심분리를 통해 모은 후,

phosphate-buffered saline (PBS;137 mM NaCl,2.7mM KCl,4.3 mM
Na2HPO4,and1.4mM KH2PO4,pH 7.4)으로 두 번 세척 하였다.PBS를 제
거 한 후,세포용해액(lysisbuffer;50mM HEPES,pH 7.5,10% glycerol,
1% NonidetP-40,0.5mM EDTA,5mM Na3VO4,10mg/mlleupeptine
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andaprotinin,5 µg/mlpepstatinand0.5mM phenylmethylsulfonylfluoride)
1ml을 넣고 세포를 파괴 하였다.용해된 세포가 들어있는 용해질은 60분간
얼음 위에서 놓아둔 후 12,000rpm 에서 10분간 원심분리하고 분리된 단백질
이 포함된 상등액을 취하여 실험에 사용하였다.

444...면면면역역역침침침강강강법법법과과과 단단단백백백질질질 검검검출출출
단백질 추출 후,사용할 농도는 분석 kit(Bio-Rad,Hercules,USA)를 이용

하여 결정하였다.면역침강법에 사용할 proteinGbead는 PBS를 이용하여 세
번 세척하고 여기에 정량 한 총 단백질 500 µl를 첨가하였다.추출한 총 단
백질과 proteinG bead는 DynaminII항체(Hudy-2;UpstateBiotech,Lake
Placid,USA)또는 MyosinII항체(hSM-V;Sigma)와4℃에서 2시간씩 각각
반응하였다.반응 후,단백질-bead-항체 복합체는 PBS로 세척하고,10,000g에
서 5분간 원심분리 하였다.원심 분리 후 이 복합체는 1X reducingsodium
dodecylsulfate-polyacrylamidegelelectrophoresis(SDS-PAGE)samplebuffer
를 넣고 5분간 가열하였고,원심분리 후 상등액을 SDS polyacrylamide
gel(15%)에 전기영동 하였으며,nitrocellulose(NC)membranes(Amersham
PharmaciaBiotech,Amersham,UK)에 단백질을 옮겼다.
단백질이 옮겨진 NCmembrane은 PBS-T(phosphate-bufferedsaline-tween-20)

에 5% 농도로 희석된 탈지분유 용액에 blocking하였다.Blocking후,1차 항
체로서 Dynamin II,PI3K-85(UpstateBiotech)그리고 FAK-125(Upstate
Biotech)항체를 18시간 동안 처리 하였다.1차 항체 반응 후,horseradish
peroxidase가 연결되어 있는 2차 항체(UpstateBiotech)를 1시간 동안 반응
시키고,단백질 밴드를 시각화시키기 위해 chemiluminescence (ECL)kit
(Amersharm pharmaciaBiotech)를 사용하였다.나타난 단백질 밴드는 NIH
ScionImagesoftware(version1.1;Scion,Frederick,USA)를 이용하여 정량
화 하였다.
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555...공공공초초초점점점레레레이이이저저저주주주사사사현현현미미미경경경 관관관찰찰찰
PDGF를 처리한 NIH3T3세포와 처리하지 않은 세포에서 DynaminII와

paxillin의 겹쳐진 위치(co-localization)를 보기 위해 DynaminII와 paxillin
항체(TransductionLaboratories,Lexington,USA)를 같이 사용하여 면역형
광염색을 수행 하였다.DynaminII와 paxillian단백질을 구별하기 위해 fluo-
rescein이 연결된 goatanti-mouseIgG와 TRITC가 연결된 goatanti-mouse
IgG 2차 항체(Biosource,Camarillo,USA)를 각각 사용하였다.커버 글래스
위에서 자란 NIH3T3세포는 PDGF처리 후 PBS로 세척하고,4% parafo-
rmaldehyde를 이용해 37℃에서 20분 동안 고정과정을 거쳤으며,0.1% Triton
X-100을 이용하여 permiabilization을 수행하였다.Permiabilization후,PBS
에 1.0% 농도로 희석된 bovineserum albumin을 이용하여 blocking을 했고,
같은 용액에 DynaminII와 paxillin항체를 희석하여 37℃에서 1시간 동안
반응시켰다.1차 항체 반응 후,PBS로 세척하고 2차 항체를 처리 하였다.
F-actin과 DynaminII의 위치를 확인하기 위해 0.1% TritonX-100으로 5

분간 permiabilization 하고,blocking 용액에 10분간 반응시킨 후 FITC–
phalloidin(AldrichChemicalCompany,Inc)을 처리하였다.PBS를 이용해 세
번 세척하고 세포가 있는 커버 글래스에 DynaminII항체와 rhodamin이 연
결된 2차 항체를 처리하였다.PBS로 세 번 세척하고,fluorescentmounting
medium 을 이용해 커버 글래스에 mounting하여,공초점레이저주사현미경
(TCS400;Leica,Wetzlar,Germany)으로 관찰하였다.Mounting후 나타난 상
은 ScanWare5.0(Leica)를 이용하여 확인 하였고,AdobePhotoshopsoftware
(version7.0,AdobePhotoSystems,MountainView,USA)소프트웨어를
이용하여 디지털화 하였다.

666...통통통계계계분분분석석석
통계적 차이를 확인하기 위해 Origin version 7.5 statisticalsoftware
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(MicrocalSoftware,Northampton,USA)를 이용하여 t-test또는 ANOVA
분석을 수행 하였다. <0.05는 통계학적으로 유의적 차이가 있음을 의미한다.
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Ⅲ. 실험 결과

111...NNNIIIHHH333TTT333및및및 NNNIIIHHH333TTT333(((RRRaaasss)))세세세포포포에에에서서서 DDDyyynnnaaammmiiinnnIIIIII와와와 MMMyyyooosssiiinnn
IIIIII의의의 PPPIII333KKK 및및및 FFFAAAKKK과과과의의의 연연연관관관성성성
신호전달 과정에서 PI3K주변에서 일어나고 있는 DynaminII와 MyosinII의

관계를 알아보기 위해 PI3K와 FAK에 대하여 면역침강법(immunoprecipitation,
IP)을 이용한 면역단백질검출법을 수행하였다.IP결과 DynaminII와 결합한
PI3K의 발현은 정상 NIH3T3세포에서 보다 Ras가 과발현된 NIH3T3(Ras)
세포에서 좀 더 증가하였다(Fig.1A).하지만 MyosinII에 결합한 PI3K의 양은
NIH3T3세포에서 보다 NIH3T3(Ras)세포에서 크게 증가하였다(Fig.1A).
PI3K는 NIH3T3세포에서 MyosinII와 결합과 비교했을 때 DynaminII의 결
합이 더 증가되어 발현되었다(Fig.1A).FAK은 Ras가 과발현된 NIH3T3(Ras)
세포에서 MyosinII와 결합할 때 발현이 높이 증가했지만,DynaminII와 결
합할 때는 그 발현 수준이 더 낮았다(Fig.1B).이것은 NIH3T3와 NIH3T3(Ras)
세포에서 MyosinII와 결합된 PI3K의 단백질발현 결과와 유사하였다(Fig.1A).

222...AAAccctttiiinnn억억억제제제제제제를를를 처처처리리리한한한 NNNIIIHHH333TTT333세세세포포포에에에서서서 DDDyyynnnaaammmiiinnnIIIIII와와와
MMMyyyooosssiiinnnIIIIII의의의 결결결합합합감감감소소소
면역형광염색은 NIH3T3세포에 PDGF자극을 주었을 경우 Dynmin II가

paxillian과 같은 위치에 존재하는지 여부를 알아보기 위해 수행 되었다(Fig.
2A2).PDGF를 처리하지 않은 NIH3T3세포에서 DynaminII와 paxillian은
세포막 주변부를 따라 가장자리에 함께 위치 하는 것을 관찰할 수 있었다
(Fig.2A2).또한 PDGF를 처리하면 NIH3T3세포가 운동성을 띠는 세포처럼
극성 모양으로 변화하는 것을 관찰 할 수 있었다(Fig.2B).형태적인 변화로
인해 세포내 DynaminII와 paxillin의 재 분포는 세포의 주름 잡힌 모서리 부
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분으로 집중되었다(Fig.2B).
또한 다음으로 세포이동 시 나타나는 세포골격의 재구성에서 DynaminII와

세포골격 단백질 중에 하나인 actin이 함께 위치하는지를 알아보기 위해 면역
형광염색 실험을 수행하였다.세포 전체에 걸쳐 잘 발달된 섬유성 actin을 관
찰할 수 있었고(Fig.3A),DynaminII는 세포질에 골고루 분포하는 것을 알
수 있었다(Fig.3B).DynaminII와 F-actin의 동일한 위치 분포는 겹친상에서
세포질 막의 가장자리에 나타나는 것을 알 수 있었다(Fig.3C).
다음으로 DynaminII와 세포골격 단백질의 직접적인 관계를 알아보기 위해

NIH3T3세포에 PDGF와 cytochalasinD를 처리한 후 MyosinII항체를 이
용하여 IP 실험을 수행하였다(Fig.4).PDGF 를 처리한 NIH3T3 세포에
MyosinII항체를 이용하여 IP를 수행하고 DynaminII발현 정도를 확인한
결과 PDGF를 처리하지 않은 대조군에 비해 발현 양이 증가했음을 알 수 있
었다.하지만 cytochalasinD를 처리한 NIH3T3세포에서 DynaminII발현
수준은 대조군 및 PDGF를 처리한 군에 비해 급속히 감소했음을 알 수 있었다.
또한 PDGF와 cytochalasinD를 같이 처리한 NIH3T3세포는 cytochalasinD
만 처리한 군에 비해 DynaminII발현 수준이 증가하는 결과를 나타냈다.
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Ⅳ. 총괄 및 결론

앞선 연구에서 NIH3T3세포 및 Ras가 형질전환 된 NIH3T3세포를 이용한
Ras신호전달 기전연구에서 DynaminII의 중간 매개체 역할을 확인 하였으며,
Ras신호전달과정에서 Grb2,DynaminII그리고 MyosinII등은 상호 연관
에 의해 막의 주름형성과 세포이동에 관여하였다(10).하지만 세포이동과 관련
된 Ras신호전달체계에서 다른 분자들과의 관계 규명이 필요하였다.따라서,
NIH3T3세포에서 Ras신호에 의해 세포이동과 골격형성에 관여하는 분자들
과 DynaminII와의 관계를 규명하고자 하였다.
Ras는 아래쪽 분자인 PI3K의 촉매소단위인 p110α에 GTP를 이용하여 직접

적으로 결합한다고 알려져 있다(24).PI3K의 농도는 휴지기에 있는 세포에서
는 낮게 나타나지만 PDGF(plateletderivedgrowthfactor)같은 성장인자를
처리하면 증가하는 것으로 보고 되었다(25,26).중간엽세포에 PDGF-BB를
처리한 후 PI3K 억제제인 LY294002를 첨가하면 세포의 이동이 방해를 받는
다고 알려졌다(27).또한 Rakhit등은 PDGF가 기도평활근세포(airwaysmooth
musclecells,ASMs)에서 Grb2유도 단백질인 Gab1의 Gi-mediatedtyrosine
인산화를 자극하고,이러한 인산화는 Gab1-Grb2결합과 PI3K1a가 연결되는
데 필요하다고 발표 하였다.그리고 PI3K가 다음 과정으로 DynaminII와의
연결을 촉진할 이라고 언급 하였다(28).본 연구의 IP실험 결과,DynaminII
와 MyosinII는 PI3K의 p85구조체와 연결되고,Ras/PI3K 신호 체계에 관련
이 있을 것으로 나타났다.따라서 DynaminII는 Ras/PI3K 신호체계와 관련
된 신호물질 임을 알 수 있었다.
다음으로 주목한 신호분자는 FAK(focaladhesionkinase)이다.몇몇 연구

그룹은 tyrosine이 인산화된 pp125FAK가 Grb2의 SH2영역에 직접적으로 결
합하고 사람의 단핵구(monocyte)에서 이러한 결합체는 GTPaseDynamin과
연관이 있는 것으로 보고하였다(29).섬유모세포에서 FAK의 tyrosine인산화
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는 세포가 세포외기질에 부착하는데 필요하다고 알려져 있으며(30),국소적
현상에 의해 증가된 표면 접촉이 FAK와 MyosinII의존적 기작을 통해 국
소 부착 및 수축을 조절함으로써 NIH3T3세포이동을 유도할 것이라고 제안
했다(31).또한 FAK은 골격 또는 유도 기능을 가지고 있어서 PI3K와 같이
구조와 신호에 관련된 수 많은 분자들을 끌어 들이고 세포부착 변화와 actin
세포골격의 재 조합을 촉진시킨다(32).이러한 여러 연구들을 바탕으로 우리
는 신호전달 과정에서 FAK주변에서의 DynaminII또는 MyosinII와의 연관
성을 조사하기 위하여 IP방법을 통해 FAK의 발현 양상을 알아보았다.
최근에 한 연구 그룹은 A375와 MCF7과 같은 다양한 암세포에서 actin의

재구성은 FAK/PI3K/Rac-1신호를 통해 이루어진다고 보고 하였다(33).또
다른 연구 그룹은 nocodazole처리 후 FAK 및 Dynamin에 의존한 국소부착
반(focaladhesion)의 해체가 일어난다는 것을 보여 주었다.또한 해체 동안
Dynamin과 FAK은 국소부착반에 함께 위치해 있었고,Dynamin의 억제는 세
포이동 및 이동시 나타나는 세포의 국소부착반의 형태학적 변화를 방해 하였
다(34).따라서 선행된 연구들과 본 연구의 결과들로 DynaminII가 세포이동
을 위해 FAK 주변에 모이게 되어 신호분자로서 작용을 할 것이라는 것을
제시 할 수 있다.
Paxillin과 FAK같은 다영역접합 단백질(multi-domainadapter)또는 뼈대

단백질은 보통 신호전달 분자들을 모음으로써 신호의 상호연결이나 통합을
위한 다리역할을 하는 것으로 알려졌다(23).최근에는 paxillin계통의 단백질
들이 세포이동을 위한 인테그린 및 성장인자들의 신호 전달을 통합하는 역할
을 하는 것으로 밝혀졌다(23).선행된 연구에서 우리는 PDGF 자극 후
NIH3T3세포의 모양이 형태학 적으로 극성을 띠는 것을 관찰 하였는데,이
시기에 DynaminII와 MyosinII가 동일한 부위에 위치하는 것을 보고하였다
(10).또한 lysophosphatidicacid를 처리한 NIH3T3세포에서 국소부착반과
스트레스 섬유의 표지 단백질들인 paxillin과 actin이 syndecan-4와 Dynamin
II와 서로 함께 위치하고 있음을 밝혀냈다(35).Dynamin은 또한 성장인자가
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처리된 섬유모세포(36)및 대식세포(37)에서 actin이 풍부한 phagocyticcup의
피질막 주름 부위에 모여 있는 것으로 밝혀지기도 했다.우리의 연구결과도
PDGF를 처리한 NIH3T3세포에서 DynaminII와 paxillin이 재 분배 되어 위
치하는 것을 관찰 하였으며(Fig.2),또한 DynaminII는 actin과도 함께 위치
하는 것을 알 수 있었다(Fig.3).이러한 결과들은 DynaminII가 PDGF자극
에 의한 actin세포골격 형성과 함께 세포이동 과정에서 MyosinII뿐만 아
니라 paxillin과도 연관이 있으며 결국은 DynaminII가 세포골격 단백질의 조
직화에 관련이 있다는 것을 시사한다.
따라서 actin형성 억제제인 cytochalasinD를 처리한 후 DynaminII와 세포

골격 단백질들의 직접적인 연관성을 알아보았다.Cytochalasin은 진균류에서
발견되었고,actin세사의 가시모양 끝에 결합하여 필라멘트성 actin의 연결을 및
해체를 방해한다.그 결과 actin세사는 붕괴하고 actin중합이 억제된다(38).
IP실험결과로 DynaminII와 MyosinII복합체는 cytochalasinD와 PDGF를
처리한 NIH3T3세포에서 actin세포골격의 형성 과정 동안 actin과 결합 할
수 있다는 것을 제시 하였다.
결론적으로 본 연구를 통하여 DynaminII는 PDGF자극에 의한 세포골격

의 형성 시 actin과 결합하고 세포 이동을 야기하는 Ras신호에서 PI3K와
FAK과 함께 신호분자로 작용한다는 것을 규명하였다.
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국 문 초 록

NNNIIIHHH333TTT333세세세포포포 이이이동동동과과과정정정에에에서서서 DDDyyynnnaaammmiiinnnIIIIII의의의 기기기능능능

김 상 렬
조선대학교 대학원 치의학과
(지도교수:김학균)

Dynamin은 세포내 이입과 분비과정에서 나타나는 신생소포의 형성을 담당
하는 것으로 알려져 있다.본 연구에 앞서 수행한 연구에서 Ras유전자를 과
발현시켜 형질 전환된 NIH3T3세포를 이용한 실험 결과,세포막주름 및 세
포이동과 관련된 Ras신호전달 체계에서 DynaminII가 중간 매개체 역할을
하는 것을 밝혔다.또한 정상 NIH3T3세포주에 혈소판유래성장인자(platelet-
derivedgrowthfactor,PDGF)를 처리 했을 때 DynaminII와 MyosinII의
결합을 유도한다는 것을 밝혀냈다.하지만 이러한 결과들은 세포막주름이나
세포이동 시 DynaminII와 Ras신호전달 체계 사이의 관계를 증명하기에는
부족하였다.따라서,본 연구에서는 DynaminII와 Ras신호전달 체계에서 세
포이동과 관계가 있다고 알려진 PI3K,FAK,Paxillan그리고 actin세사와의
연관성을 밝히고자 하였다.
실험결과,Ras/PI3K신호전달 체계를 통한 NIH3T3세포의 이동에 Dynamin

II와 MyosinII결합이 신호물질로서 관여한다는 것을 알 수 있었다.또한
FAK은 정상 NIH3T3세포보다 Ras를 과 발현 시킨 NIH3T3세포에서 Myosin
II과 함께 높은 수준으로 발현 하였으나 DynaminII와는 낮은 수준으로 발
현하였다.공초점레이저주사현미경을 이용한 관찰에서는 PDGF자극에 의해
NIH3T3세포 내에서 DynaminII와 Paxillin이 같이 위치한 부분을 볼 수 있



- 13 -

었다.그리고 면역형광법을 이용한 실험에서는 DynaminII가 actin세사와 겹
쳐져 위치한 부분을 관찰할 수 있었다.actin억제 물질인 CytochalasinD를
NIH3T3세포에 사전 처리 한 후 PDGF를 처리하거나 하지 않은 실험에서는
DynaminII와 MyosinII결합체가 actin에 결합하는 것을 방해하는 것으로
나타났다.따라서 이러한 결과로 DynaminII는 세포이동에 관여하는 단백질
및 운동단백질 등을 조절하는데 관여한다고 할 수 있다.
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사진부도 설명

Fig.1(A)Western blotofPI3K-p85subunit,afterimmunoprecipitation
(IP)ofDynaminIIandMyosinIIantibodiesinNIH3T3andRas
transformed NIH3T3 [NIH3T3(Ras)] cell lines. The histogram
showstheintensityofPI3K-p85subunitexpressiononDynaminII
andMyosinII.The*<0.05versus1and3;1and3,NIH3T3cells;
2and4NIH3T3(Ras)cells.(B)Westernblot(WB)ofFAK-125,
after immunoprecipitation (IP) of Dynamin II and Myosin II
antibodiesinNIH3T3and[NIH3T3(Ras)]celllines.Thehistogram
showstheintensity ofFAK-125expression on Dynamin IIand
MyosinII.Datawererepresentedasmean±standarddeviationof
fourseparatecellpreparations.

Fig.2SubcellularlocalizationofDynaminII-paxillincomplexisincreased
and changed by treatmentofPDGF at30ng/ml.A-A2,resting
cells;B-B2,PDGF stimulationfor30min.Arrow headsindicate
colocalizationofDynaminIIandPaxillin.Scalebars,5µm.

Fig.3Co-localizationofDynaminIIandF-actinisrestrictedtonarrow
limitsofrim infrontalandrearplasmamembrane.A,FITClabeled
phalloidin;B,rhodaminconjugatedDynaminII;C,mergeimageof
A andB.Arrow headsindicatecolocalizationofDynaminIIand
F-actin.Scalebars,5µm.
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Fig.4ImmunoblottingofDynaminIIbindingtoMyosinIIinNIH3T3cells
istreatwithplatelet-derivedgrowthfactor(PDGF),cytochalasinD.
Lane1,lysateofNIH3T3cell;2,stimulationofPDGFat30ng/ml;
3,100nM cytochalasin D;4,PDGF pluscytochalasin D.The*
<0.05versus3and4.
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