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분열효모 핵공단백질인 Nup184의 기능에 필요한 
부위 분석 및 SUMO 변성
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The Nup188 protein is one of the largest evolutionally conserved nucleoprins (Nups) that compose the inner ring of 
nuclear pore complex (NPC). The Nup184 protein, fission yeast Schizosaccharomyces pombe ortholog of Nup188p, 
is required for normal growth and mRNA export in nutrient-rich medium (YES). Here, we identified a carboxyl 
region (482 to 1628) of Nup184 protein that was enough to complement the defects of both growth and mRNA 
export when the Δnup184 knock-out mutant was grown in YES medium. This region is also required for localization 
of GFP-Nup184 fusion to the nuclear periphery. In addition, we found that ORF of Nup184 (predicted 1564 
amino-acid protein) registered in S. pombe GeneDB (hosted by Sanger Institute, UK) is 64 amino-acid residues 
shorter than that predicted by our sequence data. This carboxy-terminal region is necessary for the functions of 
Nup184p. We further demonstrated that Nup184 protein was conjugated with SUMO in vivo. 
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유전정보를 저장하고 있는 DNA가 들어있는 핵(nucleus)은 

진핵생물에서 가장 중요한 세포소기관으로, 이중 막으로 된 핵

막에 의해 둘러싸여 있어 세포질과 격리되어 있다. 이러한 구획

은 유전자 전사가 일어나는 핵과 단백질 합성이 일어나는 세포

질을 구분함으로써 유전물질의 안정적 저장과 유전자 발현의 주

요한 조절기전을 제공하지만, 단백질과 RNA와 같은 거대분자

들의 핵과 세포질 사이의 이동을 필요로 한다. 이러한 거대분자

들의 선택적인 이동은 핵막에 존재하는 유일한 통로인 핵공복합

체(Nuclear Pore Complex, NPC)를 통해 이루어진다. 핵공복합

체는 진핵생물에 존재하는 가장 크고 복잡한 단백질 중합체 중

의 하나로, 분자량이 효모에서는 60 MDa, 척추동물에서는 120 

MDa에 달하는 것으로 추정된다(Reichelt et al., 1990; Rout et 

al., 2000). 생물 종에 따라 크기는 매우 다양하지만, 핵공복합체

의 전체 구조는 모든 진핵생물에서 도우넛 모양으로 비슷하다. 

핵막을 관통하는 중심구조는 8개의 spoke들이 중앙 통로를 둘러

싸고 있는 대칭적인 구조를 이루고 있으며, 이 통로를 통해 거대

분자들의 능동수송이 이루어진다. 또한 중심구조로부터 핵 쪽의 

nuclear basket과 세포질 쪽의 cytoplasmic filaments가 돌출되

어 나와있는데, 이들은 모두 이동할 거대분자를 수반하는 수송

운반체(transport receptors)가 결합할 수 있는 자리를 제공한다

(Stoffler et al., 1999; Suntharalingam and Wente, 2003; Hoelz 

et al., 2011; Aitchison and Rout, 2012). 핵공복합체는 진화적으로 

잘 보존된 핵공단백질(nucleoporin)이라 불리는 30여 종의 단백

질로 구성되어 있으며, 각각의 핵공단백질은 다수(8, 16, 또는 32

개)로 존재하여 핵공복합체 1개는 약 500-1,000개의 핵공단백질

이 모여 형성되는 것으로 추정된다(Rout and Aitchison, 2001; 

Cronshaw et al., 2002). 지금까지의 생화학적 연구와 직접적인 

구조 연구 및 컴퓨터 분석을 통해 핵공복합체는 모듈 방식으로 

전체구조를 형성하며, 핵공단백질들은 주로 몇 가지 접힘(fold) 

방식으로 이루어졌다는 조성의 단순함이 밝혀졌다(Devos et al., 

2004, 2006; Hoelz et al., 2011; Aitchison and Rout, 2012). 핵

공단백질들은 복합체 내에서의 대략적인 위치와 예상되는 구조

적 접힘 방식에 따라 몇 개의 그룹으로 나눌 수 있다(Devos et al., 

2006; Alber et al., 2007; Aitchison and Rout, 2012). Transmembrane 

그룹에 속하는 핵공단백질들은 transmembrane 나선과 cadherin 
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Strains Genotype Source
AY217 h- leu1-32 ura4-d18 Yoon et al. (2000)

972 h- (wild type) Leupold (1950)
NU1 h- leu1-32 ura4-d18 Δnup184::kanr This study
NU2 h-  leu1-32 ura4-d18 nup184-gfp::ura4+ This study

NU6~NU13 h- leu1-32 ura4-d18 Δnup184::kanr /pZU184 ~ pZU184Δ7 This study
PUX2 h- leu1-32 ura4-d18 nup184-gfp::ura4+ Δpmt3::kanr /pREP41X-pmt3GG This study

Table 1. S. pombe strains used in this study 

접힘으로 구성되어 있으며, 핵막에 핵공복합체를 고정시키는 역

할을 담당한다. 주변 FG 그룹에 속하는 핵공단백질들은 FG 

repeats와 coiled-coil 접힘으로 구성되어 있으며, 핵공복합체의 

중앙 통로에 자리하거나 nuclear basket 또는 cytoplasmic filaments

에 존재하여 수송운반체와 직접적인 결합부위를 제공할 뿐만 아

니라 비특이적 물질이동을 막는 물리적인 장벽의 역할을 담당하

는 것으로 여겨진다. 중심 scaffold 그룹에 속하는 핵공단백질들

은 β-propeller와 α-solenoid 접힘으로 구성되어 있으며, 앞의 두 

그룹을 연결하며 핵공복합체의 중심구조를 형성한다.

SUMO (small ubiquitin-like modifier)는 진핵생물에서 진화

적으로 잘 보존된 작은 폴리펩티드(10-11 kDa)로, 표적 단백질

을 변형시킨다. SUMO의 가공된 C-말단 글리신 잔기가 표적 단

백질의 리신 잔기의 ε-아미노 그룹과 isopeptide 결합을 형성함

으로써 표적 단백질은 SUMO 변형된다. 또한 SUMO 폴리펩티

드가 다른 SUMO의 리신 잔기에 결합하여 SUMO 사슬을 형성

하기도 한다. 이러한 SUMO 변형 과정은 ubiquitin 변형과 비슷

하게 E1-활성화 효소, E2-접합효소, E3-연결효소 등의 연속적인 

활성을 필요로 하며, 탈 SUMO (desumoylation)와 SUMO 사슬

편집(chain-editing)에 SUMO-protease가 관여한다(Dohmen, 

2004; Mukhopadhyay and Dasso, 2007). 이렇게 SUMO 변형

(SUMOylation)된 표적 단백질은 성질(세포 내 위치 결정, 다른 

단백질과의 결합 능력 등)이 변하게 되어 전사, DNA 복제, 

DNA 손상 반응, 세포주기, 핵과 세포질 사이의 물질이동 등 수

많은 세포 기능에 영향을 미친다(Zhao, 2007; Geiss-Friedlander 

and Meichior, 2007). SUMO 변형된 단백질로 최초로 알려진 

RanGAP1 (Ran GTPase activating protein 1)은 핵공복합체의 

cytoplasmic filaments에 위치하여 핵과 세포질 사이의 물질이동에 

중요한 역할을 담당한다. RanGAP1의 SUMO 변형은 이 단백질

이 핵공복합체의 cytioplasmic filaments에 위치하는데 중요하다

는 것이 밝혀졌다(Matunis et al., 1996; Mahajan et al., 1997). 

이후 SUMO 변형에 관여하는 효소들이 핵공복합체에 위치하는 것

이 알려지면서, 핵공복합체에서의 sumoylation-desumoylation 

과정이 핵과 세포질 사이의 물질이동뿐만 아니라 앞서 언급한 

생물학적인 기능을 발휘하는데 매우 중요하다는 것이 알려지고 

있다(Palancade and Doye, 2008).

분열효모인 S. pombe의 nup184 유전자는 중요한 mRNA 

export 인자인 Rae1의 온도민감성 대립유전자 rae1-167과 합성

치사(synthetic lethality)를 보이는 돌연변이체로 처음 분리되었

으며, 출아효모 Saccharomycer cerevisiae와 인간의 핵공단백질

인 Nup188과 유사성을 보였다(Whalen et al., 1999). 이 핵공단

백질은 효모에서 인간까지 진화적으로 보존되어 있으며, 전체적

인 α-helical 접힘구조가 수송운반체인 karyopherin과 유사한 

S-like 모양을 이루는 것으로 밝혀졌다(Amlacher et al., 2011; 

Flemming et al., 2012). 출아효모의 Nup188을 포함한 커다란 구

조 핵공단백질들(Nup157, Nup170, Nup192)은 핵공복합체 중심구

조의 inner ring을 구성할 것으로 예측되었으며, transmembrane 

그룹에 속하는 Pom152과 연결되어 있을 뿐만 아니라 linker 핵

공단백질인 Nic96와 연결을 통해 핵공복합체의 다른 내부 구조

와도 유전적, 물리적으로 연결되어 있다고 알려졌다(Aitchison 

et al., 1995; Fabre and Hurt, 1997; Aitchison and Rout, 2012). 

최근, 호열성 곰팡이인 Chaetomium thermophilum의 핵공단백

질을 이용한 재구성 실험을 통해 커다란 구조 핵공단백질

(Nup170, Nup188, Nup192)들이 핵공복합체 중심구조의 inner 

ring을 구성하며 linker 핵공단백질(Nic96, Nup53)과 연결되어 

있음이 밝혀졌다(Amlacher et al., 2011). 

출아효모의 Nup188는 생장에 필수적이지는 않지만 결실돌연

변이(null mutant)는 온도에 민감성을 보이며 단백질의 import와 

핵막의 모양에 결함을 나타낸다(Nehrbass et al., 1996; Zabel et 

al., 1996). 이종상동체(ortholog)인 분열효모의 Nup184도 생장에 

필수적이지는 않지만, Nup188와는 달리 Δnup184 결실돌연변이

는 온도 민감성을 보이지 않았고 단백질의 import와 핵막의 모양도 

정상이었다(Whalen et al., 1999). 하지만 Δnup184 결실돌연변이는 

완전배지인 YES 배지에서 생장과 mRNA export에 결함을 보였

다(Whalen et al., 1999). 본 연구에서는 분열효모인 S. pombe 

Nup184의 연속적인 부분 결실돌연변이체들을 제작하여, 이 단

백질의 기능과 위치 선정에 N-말단 부위는 필요치 않으며 C-말단 

부위가 중요함을 밝혔다. 이 과정에서 S. pombe의 유전체 database 

(Sanger Center, UK)에 존재하는 Nup184의 DNA 염기서열에

는 G가 하나 결실되어 종결코돈 위치가 잘못됐음을 밝혔다. 또

한 Nup184 단백질이 multi-sumoylation되어 있음을 보였다.

재료  방법

균주, 배지 및 배양조건

본 실험에 사용된 효모 S. pombe 균주는 Table 1에 정리하였

으며, 기본적인 유전적 그리고 세포배양 기술은 S. pombe 표준 

방법을 사용하였다(Moreno et al., 1991; Alfa et al., 1993). 재조

합 플라스미드의 증폭과 선별을 위한 형질전환용 균주로 E. coli 
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Fig. 1. Nucleotide and deduced amino acid sequences of the region 
showing a difference in nup184 gene. The predicted translation stop 
codon (TGA) is underlined and the position of amino acid residues 
is shown by the numbers under amino acid sequence. (A) The data 
obtained from S. pombe GeneDB (Sanger center). (B) The altered 
Nup184 ORF confirmed by direct DNA sequencing with genomic 
DNA from wild-type strain 972 and AY217. The inserted position of 
additional G is denoted by arrowhead above the underlined bold G. 

TOP10 (Invitrogen, USA)을 사용하였다. E. coli의 배양을 위해

서는 일반적으로 사용되고 있는 Luria-Bertani (LB: 0.5% yeast 

extract, 1% bacto-tryptone, 1% NaCl) 액체 배지를 사용하였고, 필

요시에는 ampicillin을 100 μg/ml로 첨가하여 37℃에서 키웠다. 

효모 균주의 배양을 위해 EMM (Edinburgh minimal medium), 

PMG (Pombe Glutamate Medium), YES (Yeast extract with 

supplements: 0.5% yeast, 3% glucose, supplements: 225 mg/L 

adenine, leucine, uracil) 배지를 사용하였고, kanamycine-저항 

균주의 선별을 위해서 항진균제인 G418을 YE 배지에 100 μg/ml

로 첨가하였다. nmt1 프로모터의 억제를 위해서는 EMM 배지에 

비타민 B1인 티아민(thiamin)을 15 μM로 첨가하여 사용하였으

며, 고형 배지는 2% 한천을 첨가하였다.

플라스미드 및 결실, 삽입돌연변이체의 제조

Δnup184::kanMX4 결실돌연변이는 double-joint PCR (Yu et 

al., 2004)에 의해 형질전환시킬 DNA 절편을 증폭한 다음, 

AY217 균주에 one-step gene disruption 방법을 사용하여 제조

하였으며, genomic DNA를 분리하여 PCR을 통해 결실돌연변

이를 확인하였다. Nup184-GFP 삽입균주는 다음과 같이 제작하

였다. 먼저 81X-Nup184-GFP 벡터에서 N-말단 일부가 제거된 

Nup184-GFP 부위를 PstI, SacI으로 잘라내어 삽입용 벡터인 

pDW234에 클로닝하였다. pDW234-Nup184GFP를 KpnI로 절

단하여 AY217에 형질전환한 후, 염색체 상의 nup184 유전자 위

치로 삽입된 것을 Southern blotting으로 확인하였다. nup184 유

전자의 연속적인 부분결실 돌연변이(pZU184Δ1-pZU184Δ9) 제

조를 위해서, SalI 제한효소 인식부위와 ATG 코돈을 삽입한 프

라이머와 BamHI 제한효소 인식부위와 STOP 코돈을 삽입한 프

라이머를 이용하여 각각의 nup184 유전자 부위를 PCR 증폭한 

후 pZA69U 벡터의 XhoI과 BamHI 자리에 클로닝하였다. 

pREP41X-pmt3GG 벡터는 N-말단 부위에 Myc-tag되고 C-말단

이 GG로 종결되는 pmt3 유전자를 PCR 증폭한 후 pREP41X 벡

터의 XhoI과 BamHI 자리에 클로닝하여 제조하였다. 이렇게 제

작된 벡터들은 제노텍(Korea)에 DNA 염기서열 분석을 의뢰하

여 확인하였다. 

In situ hybridization

세포 내의 poly(A)+ RNA의 분포를 알아보기 위한 in situ 

hybridization은 이전 논문에 서술되어 있다(Yoon et al., 2000). 

혼성화 탐침으로는 3’ 말단에 α-digoxygenin을 붙인 Oligo-(dT)50

을 사용하였다. 형광현미경으로 혼성화 탐침을 관찰하기 위해서

는 FITC-anti-digoxygenin Fab 항체(Roche Applied Science, 

Germany)를 사용하였다. DNA 염색을 위해서는 4’, 6-Diamidino- 

2’-phenyindole (DAPI)을 사용하였다. 

단백질 추출, 면역침강(immunoprecipitaion) 및 Western blot

이전 논문(Caspari et al., 2000; Yoon et al., 2000)에 서술되

어있는 방법에 따라 면역침강 및 Western blot 분석을 위한 단백

질을 분열효모에서 추출하였다. GFP-tagged 단백질의 면역침강

을 위해서 단일클론 anti-GFP mouse 항체(Abcam, England)와 

protein A/G plus beads (Santacruze Biotechnology, USA)를 사

용하였다. GFP-tagged 단백질의 Western blot 분석을 위해서는 

폴리클론 anti-GFP goat 항체(AbD Serotec, England)를, 

Myc-tagged 단백질의 분석에는 폴리클론 anti-GFP rabbit 항체

(Abcam, England)를 사용하였으며, ECL (GE healthcare, USA)

을 사용하여 Kodak image station 4000MM PRO (Kodak, 

USA)에서 신호를 감지하였다.

결과  고찰

nup184 유전자의 열린읽기틀(open reading frame, ORF) 수정

분열효모인 S. pombe에서 중요한 mRNA export 인자 중의 

하나인 rae1과 합성치사(synthetic lethality)를 보이는 유전자로 

nup184는 처음 클로닝되었다(Whalen et al., 1999). S. pombe의 

유전체 database (Sanger Center, UK) 자료에 의하면, nup184 

유전자는 1564개 아미노산으로 이루어진 분자량 176.9 kDa의 

핵공단백질을 암호화하고 있다. 하지만 이 자료의 ORF에 따라 

Nup184의 C-말단에 Green fluorescence protein (GFP) 유전자

를 붙여 발현시키면 아무런 형광신호를 관찰할 수 없었으며(자

료 미제시), nup184 유전자가 결실된 균주(knock-out mutant)의 

여러 결함을 상보(complementation)하지도 못하였다(Fig. 2B). 

이 유전자의 ORF를 확인하기 위하여 S. pombe의 유전체 염기

서열 분석에 사용된 야생형 균주인 972 균주 또는 본 실험실에

서 사용하는 AY217 균주의 염색체 DNA로부터 nup184 유전자 

부위를 PCR 증폭하여 염기서열을 분석하였다. 분석 결과, 유전

체 database (Sanger Center)에는 Fig. 1과 같이 염기서열 자리

4751에 G가 하나 결실되어 있었다(시작코돈 ATG의 A를 1로 

시작하여 72 염기쌍의 인트론 서열도 포함하여 번호를 매김). 결

과적으로 열린 읽기틀(open reading frame)이 변하여 1560 위치

의 글루탐산(E)부터 달라진다(Fig. 1). 그러므로 1564개가 아닌 

1628개의 아미노산 잔기로 구성된 단백질이 만들어질 것으로 

예측되었다. 실제로 확인된 ORF를 기준으로 C-말단에 GFP 단

백질을 붙인 Nup184-GFP를 제조하여 발현시키면 핵막 위치에 

점점이 형광신호를 볼 수 있었으며, YES 배지에서의 생장 결함

도 상보하였다(Figs. 2 and 4A).
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Fig. 2. Complementation of the growth retardation of Δnup184 null 
mutant by Nup184 deletions. (A) Schematic drawings of full-length 
Nup184 protein and the partially deleted Nup184 protein are 
shown. The nup184 open reading frame is denoted by open box. 
The putative SUMO consensus sequences (ψKxE/D, where ψ
represents large hydrophobic residue) are shown and their positions 
are indicated by thick lines and the numbers pointing the potential 
SUMO conjugation residue, lysine (K). The location of the wrong 
nonsense codon is noted by dashed thick line. The numbers at the 
beginning and the end of the fragments indicate the first and the last 
amino acid numbers, respectively. (B) Growth of Δnup184 null 
mutants transformed with different plasmids. Cells were spotted in 
10-fold serial dilutions onto EMM and YES plates and incubated 
for 4 days and 3 days at 29℃. 

Fig. 3. Localization of poly(A)+ RNA. Cells transformed with various
plasmids as indicated were grown to the mid-log phase in appropriately
supplemented EMM at 29℃. The cells were then shifted to EMM 
medium or YES medium, were grown for 18 h, and stained for poly(A)+

RNA. Coincident DAPI staining is shown in the right panels.

기능을 갖는 Nup184 단백질의 최소 영역 분석 

Nup184는 핵공복합체의 중심구조를 구성하는 핵공단백질이

지만 생장에 필수적이지 않다. 하지만 nup184 유전자가 결실된 

균주는 야생형 균주에 비해 특히 YES 배지에서 생장이 많이 늦

었으며, mRNA export에도 결함을 보였다(Whalen et al., 1999). 

이러한 Nup184의 기능을 갖는 영역(region)들을 알아보기 위해 

Nup184의 N-말단과 C-말단 부위의 연속적인 부분결실 돌연변

이체를 제작하였다(Fig. 2A). 이를 위해 N-말단에 GFP를 붙여 

발현시키는 pZA69U 벡터를 이용하였다. Nup184의 영역을 각

각 PCR 증폭하여 pZA69U 벡터에 클로닝한 후, 제한효소의 절

단분석 및 DNA 염기서열 분석을 통하여 각각의 부분결실 돌연

변이체가 제대로 제작되었음을 확인하였다. 이렇게 제작된 벡터

들을 nup184 유전자가 결실된 균주에 형질전환시킨 후, 형질전

환체들의 생장 정도를 EMM 배지와 YES 배지에서 spot assay

로 비교하였다. Fig. 2B에서 보는 바와 같이 N-말단 부위의 481

개 아미노산을 제거하여도(Nup184Δ2) 온전한 Nup184와 마찬

가지로 생장 지체를 완전히 상보하였다. 하지만 N-말단 부위의 

555개의 아미노산이 제거된 부분 결실돌연변이(Nup184Δ3)부

터는 생장 지체를 거의 상보하지 못했다. C-말단의 경우는 단지 

160개만 짧아져도(Nup184Δ7) 생장 지체를 상보하지 못했다. 

유전체 database (Sanger Center)의 자료처럼 1564개의 아미노

산 잔기만을 가진 Nup184(Nup184Δ6)도 생장 지체를 상보하지 

못했다. 이러한 결과들은 N 도메인(아미노산 잔기 1에서 481까

지)은 Nup184의 주요 기능에 중요하지 않고, Nup184의 C 도메

인(아미노산 잔기 482에서 1628까지)이 주요 기능을 발휘하는

데 필요충분함을 의미한다.

nup184 유전자가 결실된 균주는 생장이 지체되는 것과 함께 

야생형 균주에 비해 mRNA export에도 결함을 보인다(Whalen 

et al., 1999). 각각의 부분 결실돌연변이 Nup184가 mRNA 

export의 결함도 상보하는지 알아보고자 in situ hybridization을 

수행하여 poly(A)
+ RNA의 세포 내 분포를 알아보았다. Fig. 3에

서 보는 바와 같이 온전한 Nup184가 존재하면 야생형과 마찬가

지로 poly(A)
+ RNA가 세포 전체에 고루 퍼져있었다. 빈 벡터인 

경우는 Δnup184 결실돌연변이 균주와 똑같이, EMM 배지에서

도 약 25% 정도의 세포들이 핵 안에 poly(A)+ RNA의 농도가 높
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Fig. 4. Localization of Nup184 proteins fused to GFP. (A) Nup184 
was tagged with GFP at its carboxy-terminal end. Localization of 
Nup184p-GFP fusions expressed at endogenous level from its own 
promoter. Cells were grown to the mid-log phase in appropriately 
supplemented EMM medium at 28℃. Coincident differntial 
interference contrast (DIC) images are also shown in the right 
panels. (B) GFP was fused to full-length Nup184 and to proteins 
with deletions as indicated to the amino termini and expressed from 
the thiamine-repressible nmt promoter on pZA69U in Δnup184 
cells. Cells were grown in appropriately supplemented EMM 
medium in the presence of thiamine to mid-log phase, and the 
localization of the GFP fusion proteins were examined in live cells.

Fig. 5. SUMO modification of Nup184 protein in vivo. Multi-sumoylated
GFP-Nup184 protein was identified by immunoprecipitation (IP) 
using the anti-GFP antibody followed by Western blot using the 
anti-GFP antibody (which recognizes GFP-tagged Nup184 or 
Nup211) and the anti-Myc antibody (which recognizes Myc-tagged 
SUMO).

아져 있었고 YES 배지에서는 대부분의 세포에서 poly(A)+ 

RNA가 핵 안에 축적되어 있고 세포질에는 줄어있는 심한 

mRNA export 결함을 보였다. 생장 지체를 완전히 상보하는 

Nup184Δ2인 경우 심한 mRNA export 결함은 거의 보이지 않았

지만, 핵 안에 poly(A)
+
 RNA 농도가 약간 높았다. 생장 지체를 

거의 상보하지 못했던 Nup184Δ3–Nup184Δ7들이 형질전환된 세

포들은 Δnup184 결실돌연변이와 마찬가지로 대부분 poly(A)+ 

RNA가 핵 안에 강하게 축적되어 있으므로, mRNA export 결함

도 거의 상보하지 못하는 것으로 사료된다.

Nup184은 핵공단백질로 핵공복합체에 위치하여 mRNA 

export가 정상적으로 일어나도록 작용한다. 그러므로 각각의 부

분 결실돌연변이들이 핵공복합체에 위치하는지를 살펴보았다.  

먼저GFP 유전자를 nup184 유전자의 3’ 뒤에 붙인 DNA 절편을 

제작하여 염색체의 nup184 유전자 위치에 삽입한 균주를 만들

었다. 이 균주에서는 Nup184-GFP 융합단백질이 자신의 프로모

터에 의해 발현된다. YES 배지에서 생장과 mRNA export가 정상

이므로, Nup184-GFP 융합단백질은 정상적인 기능을 한다고 추

정된다. 이 균주에서 Nup184-GFP 융합단백질의 형광신호는 핵

공단백질의 전형적인 패턴처럼 핵막 주변에 점점이 보였다(Fig. 

4A). pZA69U 벡터에 클로닝된 nup184 유전자는 N-말단에 

GFP가 융합하게 된다. pZA69U-Nup184 벡터를 nup184 결실돌

연변이에 형질전환시키면, nup184 결실돌연변이의 결함을 완전

히 상보하므로 GFP-Nup184 융합단백질도 정상적으로 기능을 보이

는 것으로 추정할 수 있으며, Nup184-GFP 융합단백질과 마찬

가지로 정상적으로 핵공복합체에 위치하는 것으로 보였다(Fig. 

4B). GFP-Nup184Δ2인 경우도 역시 예상대로 핵공복합체에 위

치하였다. 하지만 GFP-Nup184Δ4~GFP-Nup184Δ7들은 형광신

호가 세포질에 퍼져있었고 핵막 주변에는 거의 발견되지 않았다. 

단지 GFP-Nup184Δ3의 경우는 대부분 세포질에 존재하지만 일

부분의 세포에서는 핵막 주변에도 형광신호를 볼 수 있었다. 이

러한 결과들은 Nup184 단백질은 핵공복합체에 위치해야만 정

상적인 기능을 할 수 있음을 암시하며, Nup184 단백질이 핵공복

합체에 위치하기 위해서는 N 도메인보다는 C 도메인(아미노산 

잔기 482부터 C-말단까지)이 중요하다는 것을 시사한다. 

Nup184 단백질의 SUMO 변형 

GFP-Nup184 단백질들의 발현을 확인하기 위해 세포 추출물을 

SDS-PAGE (polyacrylamide gel electrophoresis)로 영동한 후 

GFP에 대한 항체를 사용하여 Western blot 분석을 하였다. 흥미

롭게도 N-말단과 C-말단에 GFP가 융합된 Nup184 단백질들 모

두 예상되는 크기 이외에 위쪽으로 끌리는 큰 분자량을 가진 것

들이 보였다(Fig. 5A). N-말단에 HA를 붙인 HA-Nup184을 HA

에 대한 항체로 Western blot 분석을 한 경우에도 같은 현상을 

관찰할 수 있었다(자료 미제시). 하지만 대조군으로 사용된 다른 

핵공단백질들에서는 이런 현상을 발견할 수 없었다. 큰 분자량

의 Nup184 단백질이 SUMO 변형되어 있는 경우인지 확인하기 

위하여 N-말단에 Myc epitope이 붙어 있고 C-말단이 GG로 가

공된 형태의 SUMO를 발현하는 pREP41X-MYC-pmt3GG 벡

터를 사용하였다. 분열효모의 SUMO를 암호화하고 있는 pmt3 

유전자가 결실되어 있고 Nup184-GFP 유전자가 염색체에 삽입

되어 있는 균주에 pREP41X-MYC-pmt3GG 벡터를 형질전환하

였다. 이 균주에서 전체 단백질 추출물을 얻은 후, GFP에 대한 

단일클론 항체를 사용하여 면역침강(Immunoprecipitation) 실험

을 수행하였다. 대조군으로 사용한 침전된 Nup211-GFP 단백질은 
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anti-Myc 항체에 반응하지 않았다(Fig. 5). 하지만 Nup184-GFP

의 경우 침전된 큰 분자량의 Nup184-GFP 단백질만 anti-Myc 

항체에 탐지되었고 SUMO 변형되지 않은 크기의 Nup184-GFP

는 예상대로 anti-Myc 항체에 반응하지 않았다(Fig. 5). 이러한 

실험 결과는 Nup184 단백질이 SUMO 변형되어 있음을 보여준

다. 또한 단일 band로 보이지 않고 퍼져있는 것처럼 보이는 것으

로 보아 poly-SUMO 또는 multi-SUMO (또는 두 경우 모두) 변

형되어 있음을 암시한다. Nup184 단백질의 예상 아미노산 서열

을 분석하면 총 7곳의 SUMO consensus 서열(ψKxE/D)이 존재

하였다(Fig. 1A). 앞서 사용한 Nup184의 부분 결실돌연변이를 

면역침강 실험한 결과 Nup184Δ2 (Fig. 5) 뿐만 아니라 모든 부

분 결실돌연변이들 역시 SUMO 변형되어 있었다(자료 미제시). 

이러한 실험결과로는 어느 부위가 SUMO 변형에 중요한 것인

지 불명확하지만, 기능이 없고 핵공복합체에 위치하지 못하는 

부분 결실돌연변이들도 SUMO 변형되는 것으로 보아 전체적인 

SUMO 변형이 반드시 Nup184의 기능에 필요한 것은 아닌 것으

로 추측된다. 하지만 여러 자리에 SUMO 변형되더라도 특정 부

위(특히 C-말단 1555 위치의 LKIE)의 SUMO 변형이 Nup184

의 기능에 필요할 가능성도 배제할 수 없다. SUMO 변형이 

Nup184의 기능에 미치는 영향은 향후 더 많은 분석 실험이 필요

할 것으로 사료된다. 

 요

Nup188 단백질은 진화적으로 보존된 가장 큰 핵공단백질 중의 

하나로 핵공복합체의 inner ring을 구성하는 인자이다. Nup188

의 이종상동체인 분열효모 S. pombe의 Nup184 단백질은 영양

분이 풍부한 완전배지(YES 배지)에서 정상적인 생장과 mRNA

의 핵에서 세포질로의 이동에 필요하다. 본 연구에서는 Δ
nup184 결실돌연변이를 YES 배지에서 배양할 때 보이는 생장 

지체와 mRNA export 결함을 상보하기 위해서 Nup184의 카르

복시 부위(아미노산 잔기482에서 1628까지)가 필요함을 알아내

었다. 또한 이 부위는 GFP-Nup184 융합단백질이 핵막에 위치

하기 위해서도 필요하였다. 이 과정에서 S. pombe GeneDB 

(Sanger 연구소, 영국)에 등록되어 있는 Nup184의 열린읽기틀

(1564개의 아미노산 잔기로 된 단백질로 예측)이 우리가 얻은 

염기서열 데이터에 비해 66개의 아미노산 잔기가 짧다는 것을 

발견하였다. 이 카르복시-말단 부위는 Nup184의 기능에 반드시 

필요하였다. 이외에도 Nup184 단백질이 세포 안에서 SUMO 변

형되어 있음을 보였다.
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