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i 

 

국문 요약 

 

소포체에서 합성되는 막 단백질들은 물질 수송, 세포 접착, 신호 전달, 효소 

활성, 면역 반응을 포함한 광범위한 생물학적 과정에 관여한다. 이들 단백질의 

생합성은 열역학적으로 불안정한 소수성 막 횡단 도메인(transmembrane 

domain, TMD)의 저조한 막 삽입 효율에 의해 쉽게 교란되는 경향이 있다. 이는, 

손상된 막 삽입을 교정해, 구조 결함을 억제하는, 막 단백질 특이적 샤페론의 

기능적 중요성을 시사한다. 본 연구에서는, 소포체 막 복합체(ER membrane 

complex, EMC)와 막 단백질 특이적 샤페론(coiled-coil domain containing 47, 

CCDC47)과의 기능적 상호 작용의 입증을 통해, 새로 합성된 Sec63 단백질에 

특이적인 품질관리 기전을 규명하였다.  

 

EMC 의 신규 기능 규명을 위해 시도한 TAP-tag 기반 친화도 정제와 단백질 

질량 분석으로 소포체 막 상주 샤페론인 CCDC47 를 EMC 와 상호 작용하는 

신규 단백질로 식별할 수 있었다. CRISPR/Cas9 기술로 제작된 CCDC47 결핍 

세포에 소포체 특이적 근접기반 라벨링을 적용하여 CCDC47 의존적 소포체 막 

단백질들을 발굴할 수 있었으며, 이중, 소포체 단백질 채널 복합체의 중요한 

구성 성분인 Sec63 의 발현 수준이 CCDC47 결핍 세포에서 명확하게 감소함을 

알 수 있었다. 

 

결과적으로, CCDC47 의 결손은 소포체 스트레스에 의해 활성화되는, 

Sec63/BiP 관련 신호전달 체계를 교란하였으며, EMC 와 CCDC47 간의 상호 

작용이 Sec63 의 구조적 기능적 무결성에 협력적으로 기여함을 시사한다. 



 

ii 

 

따라서, 본 연구는 소포체 막 매개 단백질 품질관리 기전의 신규 아이디어를 

제공했다는 점에서 학문적 의미가 큰 것으로 판단된다  

  

중심 단어: EMC, CCDC47, Sec63, 단백질 품질관리, 소포체 막 
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１ 

 

서론 

 

소포체 (ER, endoplasmic reticulum)는 단백질 합성, 접힘, 번역 후 변형 및 

지질 대사를 포함한 다양한 세포 과정에 관여하는 중요한 세포 소기관이며[1], 

기능 장애는 다양한 인간 질환, 특히 단백질 접힘 및 지질 대사와 관련된 질병의 

병인과 밀접한 연관성이 있다[2]. 따라서, 소포체 기능을 이해하고 유지 및 

관리하는 소포체 항상성 기전 연구는 다양한 질병에 대한 치료법 개발에 있어 

중요한 연구 분야다. 예를 들어 소포체에서 UPR (unfolded protein response) 

및 샤페론 (chaperone) 단백질을 표적으로 삼는 것은 신경 퇴행성 장애 및 

당뇨병과 같은 질병에서 소포체 스트레스의 영향을 완화하기 위해 적극적으로 

고려되고 있는 전략이다[3, 4]. 

 

막 단백질 (membrane protein)은 신호 전달, 물질 수송 그리고 항원 인식과 

같은 필수적인 세포 활동에 참여한다[5]. 진핵 세포 내 모든 단백질의 약 20-

30%는 막 단백질이며, 지질 이중층 (lipid bilayer)에 삽입될 막 횡단 영역 

(TMDs, transmembrane domains)을 가지고 있다. 막 단백질은 최종 목적지에 

도달하기 전, 소포체 막에 공동 번역 (co-translationally) 또는 번역 후 삽입 

(post-translationally inserted) 된다[6]. 이 중, 소포체 막 단백질은 단백질의 

접힘 뿐 아니라 소포체 내 단백질의 구조결함을 인식하여 핵에 정보를 전달하고, 

필요한 샤페론 유전자의 전사 촉진을 유도한다는 점에서 막 단백질의 구조적, 

기능적 무결성 보장은 소포체의 기능 유지를 위한 필수 요소라 할 수 있다[7]. 

또한, 세포질과는 달리 소포체는 지질 이중층 (lipid bilayer)에 쌓여 구획화되어 

있는데[8], 소포체 막에 결합해 기능을 하는 막 단백질들은 다중 막 단백질 

복합체 (multisubunit membrane protein complexes)의 형태로, 제한적인 
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공간에서 다양한 기능을 시기적절하게 발휘할 수 있다[9]. 예를 들어, 소포체 

단백질의 공동 번역적 (co-translational), 접힘 (folding), 수식 (modification) 

그리고 조립 (assembly) 과정에 관여하는 막 단백질들은 단백질 유입 통로인 

Sec61 복합체를 중심으로 거대 다중 막 단백질 복합체를 형성하고 있다[10, 11]. 

이는 세포가 다양한 환경에 적응하고 진화하는 과정에서 단백질의 무결성을 

보장하기 위한 가장 효율적인 전략으로, 소포체가 복잡하고 다양한 기능을 

발휘하는데 효율성, 정밀도, 그리고 조절 및 적응성 측면에서 많은 이점을 

제공한다. 

 

일정 이상의 세포 외 자극으로 인해 소포체 항상성 유지가 어려워진다면, 

세포는 소포체 스트레스를 통해 UPR을 활성화하게 된다[12]. UPR이 활성화되면, 

IRE1 (inositol-requiring enzyme 1), PERK (protein kinase-like ER kinase) 

그리고 ATF6 (activating transcription factor 6)와 같은 신호 전달자가 단백질 

합성을 줄이고, BiP 과 같은 샤페론의 생성을 촉진하여 잘못 접힌 단백질을 

제거하거나 정상화한다[13]. 하지만 소포체 스트레스가 지속되면 UPR 은 제대로 

기능하지 못하는 세포를 제거하기 위해 세포 자살을 시작한다[14]. UPR 에 의한 

정확한 소포체 항상성 조절은 당뇨, 암과 같은 질병과 관련이 있다고 알려져 

있어, UPR 의 조절에 관한 연구는 필수적이다[15].  

 

최근 다양한 연구를 통해 EMC (ER-membrane protein complex)는 

단백질들의 정교한 생합성에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다[16-23]. 하지만 

EMC 의 기능을 규명하기 위한 연구 범위는 시험관 내 무세포 시스템을 이용한 

소포체 막 단백질의 삽입 과정에 국한된 단일 분자 수준의 연구와 구조적 

역동성 연구에 국한되어 왔다. 최근 다양한 연구를 통해 EMC 가 세포의 생리 

활성에 다양한 방법으로 기여하고 있음을 시사하는 증거들이 제시되고 있다[24-
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26]. 이는 EMC 의 핵심 기능인 단백질 삽입 촉진 효과가 EMC 와 상호 작용하는 

단백질의 기능과 조합되어 신규 기능을 발휘할 가능성을 시사한다. 

 

CCDC47 (coiled-coil domain-containing protein 47)은 소포체 막 

단백질이며, Ca2+의 농도 센서로서 알려져, Ca2+의 항상성 조절과 관련된 연구가 

진행되어 왔다[27]. 하지만 Asterix와 함께 PAT complex의 구성 성분임이 최근 

연구를 통해 발견되었으며, 특히 PAT complex 의 단일 막 단백질을 제외한 

다중 막 단백질의 생합성에 선택적으로 관여하는 기전에 관련한 CCDC47 의 

역할을 밝히기 위한 연구가 함께 이루어져 왔다[28, 29]. 본 연구에서의 결과는 

기질 단백질에 선택적으로 활성화되는 소포체 막 단백질 품질 관리 기전에 대한 

단서를 제공하여 소포체 항상성 연구에 도움을 줄 것이라 기대한다. 

 

현대 생물학에서 중요한 목표 중 하나는 단백질 간의 상호 작용을 알아내는 

것이다. 서로 상호 작용하는 단백질은 일반적으로 유사한 기능을 공유하기 

때문에[30], 단백질의 기능을 규명하기 위해서는 상호 작용하는 단백질을 알아낼 

필요가 있다. 질량 분석법 (mass spectrometry)은 이를 위한 중요 기술로 

여겨졌다. 질량 분석법과 친화 정제법 (affinity purification)은 직접 상호 

작용하는 단백질을 분리해내어 분석할 수 있게 하였고, 이는 단백질의 기능을 

규명하는데 큰 단서가 되었다. 하지만 일시적이거나 약한 단백질 간의 상호 

작용은 관찰할 수 없고, 일부 단백질은 상호 작용 후 다른 기관으로 이동하기 

때문에[31] 새로운 방법이 필요하였다. 근접 표지 (proximity labeling) 전략은 

이를 극복하기 위해 만들어진 방식으로, 바이오틴 혹은 HRP (horseradish 

peroxidase)와 같은 물질을 근처의 단백질에 비특이적으로 표지시키는 효소를 

이용하는 것이다. 예를 들어, TurboID 는 주변의 단백질을 바이오틴으로 

비특이적 표지시켜 TurboID 가 위치한 곳의 단백질을 모두 식별할 수 있게 



 

４ 

 

해준다. 이 방법은 일시적이거나 약한 상호 작용에도 적용할 수 있으며, 다른 

소기관으로 가더라도 알 수 있다는 장점이 있다. 하지만, 비특이적으로 표지하여 

수천개의 단백질이 식별되기 때문에 비교군을 필요로 한다[32]. 근접 표지 전략은 

단백질 상호 작용을 연구하는데 중요한 방식 중 하나로 다양한 상황에 적용 

가능하며, 이는 분자생물학, 발생학, 신경생물학 등의 다양한 생물학 분야 

연구에 필수적이다. 

 

본 연구에서는 친화 정제법, 질량 분석법 그리고 근접 표지 전략 등을 통해 

소포체 막 단백질 품질 관리 기전을 밝혀내는데 필요한 단서를 제시하여, 이를 

통한 소포체 기능 보장, 소포체 항상성 유지, 단백질 응집 방지 그리고 소포체 

기능 손상에 의한 질병에 대한 실마리를 제공할 수 있을 것으로 기대된다. 
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연구 방법 

 

항체 및 시약 

본 연구에 사용된 항체 (antibody)는 다음과 같다. 

Antibody Company 

BiP BD Bioscience (East Rutherford, New Jersey, USA) 

CANX Cell signaling (Danvers, Massachusetts, USA) 

CCDC47 Bethyl (Montgomery, Texas, USA) 

Sec63 Proteintech (Boulder, Colorado, USA) 

EMC4 Proteintech (Boulder, Colorado, USA) 

EMC5 Bethyl (Montgomery, Texas, USA) 

EMC7 Proteintech (Boulder, Colorado, USA) 

EMC8 Proteintech (Boulder, Colorado, USA) 

EMC9 Proteintech (Boulder, Colorado, USA) 

EMC10 Abcam (Cambridge, UK) 

HSP90 Cell signaling (Danvers, Massachusetts, USA) 

IRE1α Cell signaling (Danvers, Massachusetts, USA) 

Streptavidin-HRP Thermo Scientific (Waltham, Massachusetts, USA) 

V5 Invitrogen (Carlsbad, California, USA) 
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 TRAPalpha (cysteine plus residue 272-286)와 Sec61beta (residues 2-

10 plus a cysteine)는 Lampire Biological Laboratories (Pipersville, 

Pennsylvania, USA)를 통해 keyhole limpet hemocyanin이 붙은 peptide를 

토끼에 주입하여 회수한 항혈청으로 검출하였다. 

Peptide N-glycosidase (PNGase F)를 포함한 수식 및 제한 효소들은 New 

England Biolabs (Ipswich, Massachusetts, USA)에서, Thapsigargin은 

MiliporeSigma (Burlington, Massachusetts, USA)에서, Protease Inhibitor 

Cocktail Mini-tablet은 MedChemExpress (Monmouth Junction, New Jersey, 

USA)에서 구입하였다. 

분자생물학 실험 

Flp-In 293T-Rex 세포와 Hela 세포에게서 Favorgen (Changzhi Township, 

Pingtung County, Taiwan)에서 구입한 Tissue total RNA purification mini 

kit를 이용해 RNA를 추출한 후, Invitrogen (Waltham, Massachusetts, 

USA)에서 구입한 Superscript II Reverse transcriptase을 이용하여 cDNA를 

합성하였다. Flp-In 293T-Rex 세포의 cDNA를 주형으로 FDFT1 (표 1의 

#1/#2 primer 이용)과 Sec61β (표 1의 #3/#4 primer 이용), Hela 세포의 

cDNA를 주형으로 Cb5 (표 1의 #5/#6 primer 이용)를 각각의 primer와 함께 

PCR로 증폭시켜 KpnI/XhoI으로 절단하였다. pcDNA5-FRT/TO-MCS-Tec-

HA plasmid 또한 KpnI/XhoI으로 절단하여 앞서 만든 FDFT1, Sec61β, Cb5를 

삽입해 각 단백질의 C 말단에 Tev-HA가 붙는 plasmid를 제작하였다. 이 

plasmid를 주형으로 PCR을 이용해 FDFT1-Tev-HA (표 1의 #7/#8 primer 

이용), Sec61β-Tev-HA (표 1의 #7/#9 primer 이용), Cb5-Tev-HA (표 

1의 #7/#10 primer 이용)를 만들어 HindIII/XhoI으로 절단한다. 그리고 

pcDNA5-FRT/TO plasmid를 XhoI/EcoO109I로 절단하여 Opsin (표 1의 
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#11/#12을 이용하여 PNK annealing)을 삽입해 pcDNA5-FRT/TO-Opsin 

plasmid를 제작한 후 이 plasmid를 HindIII/XhoI으로 절단하여 앞서 만든 

절단된 FDFT1, Sec61β, Cb5-Tev-HA를 삽입하면 pcDNA5-FRT/TO-

Opsin-FDFT1, Sec61β, Cb5-Tev-HA plasmid가 만들어진다. 

Flp-In 293T-Rex 세포의 cDNA를 주형으로 CCDC47 (표 1의 #13/#14 

primer 이용), Hela 세포의 cDNA를 주형으로 EMC5 (표 1의 #15/#16 primer 

이용)를 각각의 primer와 함께 PCR로 증폭시켜 HindIII/XhoI으로 절단한다. 

그리고 pcDNA5-FRT/TO plasmid를 XhoI/EcoO109I로 절단하여 2xSTRPtag 

(표 1의 #27/#28을 이용하여 PNK annealing)을 삽입해 pcDNA5-FRT/TO-

2xSTRPtag plasmid를 제작한 후 이 plasmid를 HindIII/XhoI으로 절단하여 

앞서 만든 절단된 CCDC47과 EMC5를 삽입하면 pcDNA5-FRT/TO-CCDC47, 

EMC5-2xSTRPtag plasmid가 만들어진다. 이 plasmid들이 CRISPR/cas9 

guide RNA에 영향을 받지 않게 하기 위해, CCDC47은 (표 1의 #17/#18, 

#19/#20, #21/#22) primer를 이용해 세 번의 위치 유도 돌연번이법 (site-

directed mutagenesis, SDM), EMC5는 (표 1의 #23/#24, #25/#26) 

primer를 이용해 두번의 위치 유도 돌연변이법을 하여 각각의 결핍 세포에서 

정상적으로 과발현 할 수 있도록 만들었다. 

Flp-In 293T-Rex 세포의 cDNA를 주형으로 BiP의 신호 서열 (표 1의 

#29/#30 primer 이용)을 PCR로 증폭시켜 HindIII/BamHI으로 절단하고, V5-

TurboID-NES_pcDNA3 (Addgene, plasmid#107169)를 주형으로 V5-

TurboID-KDEL (표 1의 #31/#32 primer 이용)을 PCR로 증폭시켜 

BamHI/XhoI으로 절단하여 이 두개의 절편들을 HindIII/XhoI으로 절단된 

pcDNA5-FRT/TO plasmid에 삽입하면 pcDNA5-FRT/TO-rBiP(45)-V5-

TurboID-KDEL plasmid가 만들어진다.  
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CCDC47 (표 1의 #17-22), EMC4 (표 1의 #33-38), EMC5 (표 1의 

#23-26), EMC7 (표 1의 #39-44), EMC8 (표 1의 #45-50), EMC9 (표 1의 

#51-56), EMC10 (표 1의 #57-62)의 결핍세포를 위한 guide RNA는 

pSPCas9(BB)-2A-Puro (PX459) (Addgene, plasmid#52963)을 BsmBI 

절단 부위에 들어가도록 미리 디자인된 3가지 표적 서열 

(https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-

design)을 삽입하여 제작하였다. 

 

표 1. Primer sequence 

primer Sequence (5’ – 3’) 

#1. hFDFT1-Fw-KpnI GCT TGG TAC CAT GGA GTT CGT GAA ATG 

CCT T 

#2. hFDFT1-Rv-EcoRV GCT GGA TAT CTC AGT GTT CTC CAG TCT 

GAA C 

#3. hSec61b-Fw-Kpn1 CCA GGG TAC CAC CAT GCC TGG TCC GAC 

CCC C 

#4. hSec61b-Rv-XhoI AGA CTC GAG CTA CGA ACG AGT GTA CTT 

GCC 

#5. hCB5-Fw-Kpn1 GCT TGG TAC CAT GGC AGA GCA GTC GGA 

CGA G 

#6. hCB5-Rv-Xho1 AGA CTC GAG TCA GTC CTC TGC CAT GTA 

TAG 

https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-design
https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-design
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#7. P6 CGC CAT TTA GGT GAC ACT ATA GAA GAG 

GTC TAT ATA AGC AGA GC 

#8. FDFT1dSTOP-Rv TAG ACT CGA GGT GTT CTC CAG TCT GAA 

CAT A 

#9. hSec61b-Rv-dST-XhoI AGA CTC GAG CGA ACG AGT GTA CTT GCC 

CCA 

#10. hCB5-Rv-Xho1(dST) AGA CTC GAG GTC CTC TGC CAT GTA TAG 

GCG 

#11. Opsin-S-XhoI TCG AGA TGA ACG GTA CCG AAG GTC CAA 

ACT TCT ACG GTC CAT TCT CCA ACA AGA 

CCG TTG ATT AA 

#12. Opsin-AS-Eco0109I GCC CTT TAA TCA ACG GTC TTG TTG GAG 

AAT GGA CCG TAG AAG TTT GGA CCT TCG 

GTA CCG TTC AT 

#13. CCDC47-HindIII-Fw ACT TAA GCT TAC CAT GAA AGC CTT CCA 

CAC TTT C 

#14. CCDC47-XhoI-Rv TAG ACT CGA GCA TGG CTT TCA CTT TGA 

TTT G 

#15. EMC5-HindIII-Fw CTT AAG CTT ACC ATG GCG CCG TCG CTG 

TGG AAG 

#16. EMC5-XhoI-Rv TAG ACT CGA GAC GAC GCA GTG ATT CGA 

GTT T 

#17. CCDC47-#1S TAC TGA ATC TCC TCA GAG GGT TAT AAT 
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CAC TGA AGA T 

#18. CCDC47-#1AS ATC TTC AGT GAT TAT AAC CCT CTG AGG 

AGA TTC AGT A 

#19. CCDC47-#2S TCC TGC ACA CCT CCA AAA TAG TTG GGA 

GAG TTA TTA T 

#20. CCDC47-#2AS ATA ATA ACT CTC CCA ACT ATT TTG GAG 

GTG TGC AGG A 

#21. CCDC47-#3S GTT TAA CAC TCA TAG AGA GCT TTT GGA 

GAG C 

#22. CCDC47-#3AS GCT CTC CAA AAG CTC TCT ATG AGT GTT 

AAA C 

#23. EMC5-#2S GGC CTT TGC AGT TAC TTG TTA CGG TAT 

AGT T 

#24. EMC5-#2AS AAC TAT ACC GTA ACA AGT AAC TGC AAA 

GGC C 

#25. EMC5-#3S CAT CGG TCT CTT TGC TCT AGC CCA CGC 

CGC C 

#26. EMC5-#3AS GGC GGC GTG GGC TAG AGC AAA GAG ACC 

GAT G 

#27. Twin-STRP-Tag_II 

-S-XhoI 

TCG AGT CTG CCT GGA GCC ACC CCC AGT 

TCG AGA AGG GCG GCG GCA GCG GCG GCG 

GCA GCG GCG GCA GCG CCT GGA GCC ACC CCC 

AGT TCG AGA AGG CCT AAG 
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#28. Twin-STRP-Tag_II-

AS-Eco0109I 

GCC CTT AGG CCT TCT CGA ACT GGG GGT 

GGC TCC AGG CGC TGC CGC CGC TGC CGC CGC 

CGC TGC CGC CGC CCT TCT CGA ACT GGG 

GGT GGC TCC AGG CAG AC 

#29. rGRP78-Fw-H3 CCA AGC TTA CCA TGA AGT TCA CTG TGG TG 

#30. rBiP-Rv-BmH1 CTA GTG GAT CCG AAT ACA CCG ACG CAG 

GAA TAG 

#31. V5-BamH1-Fw GCT CGG ATC CGG CAA GCC CAT CCC CAA 

CCC CCT G 

#32. TurboID-KDEL-XhoI-

Rv 

TAG ACT CGA GCT ACA ACT CAT CTT TTT 

CTG ACT TTT CGG CAG ACC GCA GAC T 

#33. sgEMC4-#1S CACCGGCTTGTCCAAGTAACCGACT 

#34. sgEMC4-#1AS AAACAGTCGGTTACTTGGACAAGCC 

#35. sgEMC4-#2S CACCGGGGGGCCTGGTGGCTAACCG 

#36. sgEMC4-#2AS AAACCGGTTAGCCACCAGGCCCCCC 

#37. sgEMC4-#3S CACCGTCATACACACCATCATAGTA 

#38. sgEMC4-#3AS AAACTACTATGATGGTGTGTATGAC  

#39. sgEMC7-#1S CACCGCGAAGTGATATCCACTCGAA 

#40. sgEMC7-#1AS AAACTTCGAGTGGATATCACTTCGC 

#41. sgEMC7-#2S CACCGTTTATTAAAAGGGAATCGTG 

#42. sgEMC7-#2AS AAACCACGATTCCCTTTTAATAAAC  
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#43. sgEMC7-#3S CACCGTTCTCCGTCTACCAGCACTC 

#44. sgEMC7-#3AS AAACGAGTGCTGGTAGACGGAGAAC 

#45. sgEMC8-#1S CACCGGTGGCCTCCAGAATCGCCGA 

#46. sgEMC8-#1AS AAACTCGGCGATTCTGGAGGCCACC  

#47. sgEMC8-#2S CACCGAGACAACACCAAGTTTACGA 

#48. sgEMC8-#2AS AAACTCGTAAACTTGGTGTTGTCTC 

#49. sgEMC8-#3S CACCGAGGGGGAGGTGCTCCTTACG 

#50. sgEMC8-#3AS AAACCGTAAGGAGCACCTCCCCCTC  

#51. sgEMC9-#1S CACCGCCATAATAAGTACTGCATCA 

#52. sgEMC9-#1AS AAACTGATGCAGTACTTATTATGGC 

#53. sgEMC9-#2S CACCGCAAAAACAGCCCGTTGACTG 

#54. sgEMC9-#2AS AAACCAGTCAACGGGCTGTTTTTGC 

#55. sgEMC9-#3S CACCGATGCAGCTGTGAACGATCAG 

#56. sgEMC9-#3AS AAACCTGATCGTTCACAGCTGCATC  

#57. sgEMC10-#1S CACCGAGTGCCAACTTCCGGAAGCG 

#58. sgEMC10-#1AS AAACCGCTTCCGGAAGTTGGCACTC  

#59. sgEMC10-#2S CACCGGTCGGTGGTGACGCACCCCG 

#60. sgEMC10-#2AS AAACCGGGGTGCGTCACCACCGACC 

#61. sgEMC10-#3S CACCGCCCGACACCAACTCACCGCA 
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#62. sgEMC10-#3AS AAACTGCGGTGAGTTGGTGTCGGGC 

 

세포 배양 실험 

Flp-In T-Rex 293 세포는 Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, 

USA)에서 구입하였고, Corning (Corning, New York, USA)에서 구입한 10 % 

fetal bovine calf serum을 포함한 Wellgene (경산시, 경상북도, 대한민국)에서 

구입한 Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)에서, 5 % CO2, 

37 ℃에서 배양하였다. DNA의 세포내 도입은 Invitrogen (Waltham, 

Massachusetts, USA)에서 구입한 Lipofectamine 2000을 이용하였으며, 

doxycycline (10 ng/ml) (약 16시간)에 의해 발현이 안정적으로 유도 

(induction) 되는 293 기반 세포주를 제작하였다. 제작된 세포주에 세가지의 

PX459 (v2.0)-sgCCDC47-puro와 pcDNA-Cas9을 혼합하여 도입하고, 

puromycin에 저항성을 나타내는 세포를 선별하여 CCDC47 결핍 세포주를 

제작하였다. EMC4, EMC5, EMC7, EMC8, EMC9, EMC10 결핍 세포주 또한 

동일한 방식으로 제작하였다. 또한, EMC5와 CCDC47의 결핍세포에 guide RNA 

표적 서열 인식 부위를 위치 유도 돌연변이법 (SDM)을 통해 바꾼 EMC5와 

CCDC47-STRP plasmid를 도입하여 각각의 복구 세포주를 제작하였다. 

 

공초점 현미경 

세포 내 TurboID, 바이오틴화된 단백질 그리고 Sec61β의 위치를 확인하기 

위해 4 % formaldehyde, 1x PHEM 으로 고정시켰고, methanol 로 세포벽에 

구멍을 내 항체를 처리하였다. 이후 공초점 현미경 (confocal microscope) 
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(Zeiss LSM880; Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)으로 가시화한 후, 

ZEN2012 프로그램을 이용해 분석하였다. 

 

면역블러팅 

단백질의 축적된 양은 웨스턴 블롯 (western blot)을 통해 분석하였다. 

200 ul Lysis buffer (1 % SDS, 100 mM Tris-HCl, pH 7.5)에 용해된 총 

단백질을 SDS-PAGE sample buffer 와 섞은 후, 10 ul 을 10 % Tricin gel 에 

전기영동 (SDS-PAGE, Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis)으로 분리시켰다. 그리고 Bio-rad (Hercules, California, 

USA)에서 구입한 nitrocellulose (NC) membrane 을 이용해 wet transfer 

system 하였다. Membrane 은 30 분 동안 5 % skim milk in PBS-T (1 X PBS, 

0.1 % Tween-20)에서 blocking 시킨 후 (IRE1α와 streptavidin-HRP 는 

skim milk 대신 3% BSA 를 사용하였다.), 1 차 항체 1 시간, 30 분 세척, 

horseradish peroxidase (HRP)가 결합된 2 차 항체 1 시간, 1 시간 세척하였다. 

그리고 Thermo fisher scientific (Waltham, Massachusetts, USA)에서 구입한 

SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate 에 3 분간 반응시킨 

후, C-DiGit Blot Scanner (LI-CDR)를 이용해 확인하였다. 

 

공동 정제 

세포질 단백질은 semi-permeabilize buffer (0.015 % digitonin, 110 mM 

KoAC, 20 mM HEPES, 2 mM MgAC)을 이용하여 선택적으로 제거하였으며, 막 

단백질을 포함한 잔류물은 lysis buffer (2 % digitonin, 50 mM HEPES, 1 mM 

DTT, 150 mM NaCl, 2 mM MgAC)으로 용해하였다. Strep-tactin bead (iba)와 
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2 시간 동안 결합시켜 침강하였다. bead는 0.2 % digitonin buffer 로 5 회 세척한 

후, 30 ul 1x Buffer BXT (iba)로 회수하였다. 7.5 ul 5x sample buffer 를 추가해 

10 분간 끓이고, 10 % Tricine gel 에 분리 시킨 후, 항체로 웨스턴 블러팅하였다. 

 

소포체 제한적 근접 표지 

ER-BioID 세포주를 150 mm dish 에서 doxycycline 10 ng/ml 처리하여 

24 시간 동안 과발현시킨 후, 바이오틴 50 µM 을 30 분간 처리하였다. 세포의 

세포질 단백질은 semi-permeabilize buffer (0.015 % digitonin, 110 mM KoAC, 

20 mM HEPES, 2 mM MgAC)을 이용하여 선택적으로 제거하였으며, 막 

단백질을 포함한 잔류물은 RIPA buffer (50 mM Tris-HCl ph 7.5, 150 mM 

NaCl, 0.1 % SDS, 1 % TX-100, 0.5 % Na-deoxycholate)로 용해하였다. 

Streptavidin-bead (MCE)로 3 시간 동안 결합시켜 침강시켰다. Bead 는 RIPA 

buffer 2 분 2 회, 1M KCl 2 분, 0.1M Na2CO3 10 초, 2M Urea(in 10 mM Tris-

HCl ph 8.0) 10 초, RIPA buffer 2 분 2 회 세척한 후 마지막 세척 과정에서 1 ml 

RIPA buffer 에 풀어놓은 bead 중 50 ul 를 면역 블러팅에 사용하였다. 

면역블러팅을 위해 분리해낸 50 ul 를 30 ul 3x Sample buffer(containing 2 mM 

biotin)로 회수하였다. 이후 10분간 끓이고, 그 중 well당 10 ul를 10 % Trcine 

gel 에 전기영동 후 SYPRO Ruby Protein Stain gel (Invitrogen)로 염색하였고, 

Streptavidin-HRP 로 웨스턴블럿 하였다. 나머지 bead 는 50 mM Tris pH 

7.5 로 1 회 세척한 후 bead 만 남겨 질량분석법을 위해 Clinical Proteomics 

Core (서울아산병원)에 의뢰하였다. 
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펄스 (pulse) 

세포주를 serum-free & methionine/cysteine-free media 로 30 분간 

starvation 한 후, PerkinElmer (Watham, MA, USA)에서 구입한 trans-

labeling mixture ([35S]-methionine/cysteine)로 30 분 동안 단백질에 

동위원소를 표지 하였다. 각 세포는 DPBS 로 세척한 후, lysis buffer (1 % SDS, 

100 mM Tris-HCl, pH 7.5)를 넣고 끓이면서 용해하였다. 그리고 IP buffer (1 % 

TritonX-100, 50 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic 

acid (HEPES), pH 7.5, 150 mM NaCl)로 10 배 희석하였다. HA bead (Thermo 

scientific)와 4 ℃ 90 분 동안 결합시켜 침강하였다. Bead 는 IP buffer 로 5 회 

세척한 후, 30 ul 2 X SDS-PAGE sample buffer 로 회수하였다. 10 ul 의 샘플을 

10 분간 끓이고, 10 % Tricine gel 에 분리시킨 후, 자기 방사법 

(autoradiography)으로 x-ray 필름에 노출시켰다. 
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연구 결과 

 

EMC 의 구조적/기능적 핵심 구성 성분으로 EMC5 를 도출함 

EMC 는 소포체 내 널리 보존되어 있는 단백질 복합체이며, 정확한 막 

단백질의 생성을 시작하는데 필수적이다[33]. 하지만 EMC 는 모든 막 단백질의 

삽입에 기여하는 것이며, 이러한 기질 특이성에 주목하고 있다. 최근 Cryo 

EM 을 통해 EMC 의 3 차원 구조가 밝혀졌다 (그림 1)[34]. EMC 는 9 개의 구성 

성분으로 이루어져 있으며, 2 개의 세포질 단백질과 7 개의 필수적인 막 단백질이 

강하게 결합되어 있는 형태이다[33]. 이들 복합체 간의 역할 분담을 통해 특정 막 

단백질에 대한 특이성을 획득하는 것이라 추정한다. 본 연구는 EMC 의 기질 

특이성과 기능을 수행하는데 새로운 구성 성분이 그 역할을 할 것이라는 

가설에서부터 시작되었다.  

EMC 의 새로운 구성 성분을 찾아내기 위해서는 순수한 EMC 를 분리하여 

이와 결합하고 있는 단백질을 분석해야 한다. 이를 위해 EMC 의 구조적 핵심 

구성 성분을 찾아낼 필요가 있었다. 그래서 CRISPR/cas9 을 이용해 EMC 구성 

성분의 유전자를 편집한 세포주를 만들어 나머지 구성 성분의 변화를 

면역블러팅 (immunoblotting)을 통해 관찰하였다. 그 결과, EMC5 의 결핍 

세포에서 나머지 EMC 구성 성분 제거가 가장 두드러졌다 (그림 2). 이는 

EMC5 가 EMC 의 구조적 핵심 구성 성분이라는 것을 의미한다. 

EMC 는 꼬리 고정 단백질 (Tail Anchored protein, TA protein)의 삽입에 

중요한 역할을 한다고 알려져 있다[35]. 앞서 확인한 것처럼, EMC5 가 결핍되어 

EMC 구성 성분에 의해 EMC 구조가 파괴되었다면, EMC 의 기능은 손상되어야 

한다. 이를 확인하기 위해, 정상 세포와 EMC5 결핍 세포, 그리고 EMC5 결핍 

세포에 Streptactin 태그가 붙은 EMC5 를 과발현한 세포를 사용하였고, 삽입 
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여부를 확인할 수 있는 Opsin 을 C 말단에 붙인 꼬리 고정 단백질을 각 세포에 

발현시켰다. 그 결과, EMC5 가 결핍된 세포에서 당화된 꼬리 고정 단백질의 

비율이 줄어든 것을 확인할 수 있었고, EMC5 를 다시 과발현 시켰을 때, 그 

비율이 정상세포만큼 돌아온 것을 확인할 수 있었다(그림 3). 따라서 EMC5 는 

구조적 핵심 구성 성분일 뿐 아니라 기능적으로도 핵심 구성 성분임을 알 수 

있다. 

 

EMC 와 상호 작용하는 CCDC47 을 발견함 

EMC 의 새로운 구성 성분을 발견하기 위해, EMC 의 핵심 구성 성분인 

EMC5 를 이용한 신규 단백질 도출 전략을 수립했다. Streptactin 이 결합되어 

있는 EMC5 의 안정적 과발현을 유도하는 세포를 제작하였고, 세포질과 같이 

불필요한 부분을 제거하여 친화 정제 (affinity purification)를 최적화했다 

(그림 4). 이를 이용하여 얻어낸 단백질을 질량 분석법 (mass spectrometry)을 

통해 분석했다. 그 결과, 과발현된 EMC5 와 기존에 알려진 EMC1-10 을 

확인할 수 있었고, 이 외에 신규 단백질인 RpnI/II, CCDC47, BiP 이 EMC 와 

함께 공동 정제되어 회수되었다 (그림 5). 이 중, 최근 소포체 막 단백질 특이적 

샤페론 (chaperone)으로 알려진 CCDC47 을 본 연구에서 다루고자 한다. 

EMC 와 CCDC47 이 실제로 상호 작용하는지 알아보기 위해, EMC5 특이적 

항체를 이용한 면역 침전물에서 CCDC47 이 공동 침전되어 회수되는지 

확인하고자 하였다. 그 결과, EMC4, 5, 8 이 나오는 EMC 면역 침전물에서 

CCDC47 이 회수된 것을 볼 수 있다 (그림 6). 따라서 세포 수준에서 

CCDC47 은 EMC 와 명백히 상호 작용함을 알 수 있었다. 또한, 앞서 EMC5 가 

결핍되었을 때, EMC 구성 성분이 감소하는 것처럼 새롭게 발견된 상호인자인 

CCDC47 이 EMC 의존적인지 확인해 본 결과, EMC 결핍 세포에서 CCDC47 의 
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양이 감소하는 것을 알 수 있었다 (그림 7). 정리하면 CCDC47 이 EMC 의존적 

막 단백질인 것으로 추정할 수 있다. 

EMC 의 구조적 상호인자인 CCDC47 이 기능적으로도 연관되어 있는지 

확인하기 위해, Crisper/Cas9을 이용해 CCDC47 결핍 세포를 제작하였고 (그림 

8), CCDC47 결핍 세포와 EMC 결핍 세포를 이용해 꼬리 고정 단백질의 막 

삽입 효율을 비교하였다. 그 결과, 정상 세포와 CCDC47 결핍 세포에서 꼬리 

고정 단백질의 막 삽입 효율이 거의 동일했다 (그림 9). CCDC47 의 결핍이 

EMC 의 기능에는 영향을 주지 않는다는 결론을 얻을 수 있었다. 

 

CCDC47 의 기질 발굴을 위한 소포체 제한적 근접 표지 전략 

CCDC47 의 기질 발굴을 위해 CCDC47 결핍 세포에서 특이적으로 감소하는 

소포체 단백질을 도출할 전략인 소포체 제한적 근접 표지 (ER-restricted 

proximity labeling) 전략을 수립하였다 (그림 10). 우선 인접한 단백질을 

바이오틴화 (biotinylation) 시키는 TurboID 에 V5 를 붙여 식별할 수 있게 

하였고, BiP 의 신호서열 (signal sequence)과 KDEL 을 각각 N 말단과 C 말단에 

결합시켜 ER 내에 머무르도록 하여 결과적으로 소포체 단백질이 특이적으로 

바이오틴화 되도록 하였다. 이후 바이오틴화 된 단백질을 streptavidin으로 친화 

정제하여 얻어내 질량분석법으로 분석하여 분류한다. 

이 전략이 정상적으로 작동하는지 확인하기 위해, 우선 TurboID 의 발현과 

기능 여부를 확인하였다. 세포에 TurboID 를 발현시키고 바이오틴을 처리했을 

때, TurboID 에 붙였던 V5 를 통해 발현되는 것을 확인하였고, streptavidin 

항체를 이용하여 바이오틴화 된 단백질을 발견할 수 있었다 (그림 11). 

결과적으로 TurboID 는 발현되었고, 단백질을 바이오틴화 시킨 것을 확인할 수 
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있었지만, 이 발현된 TurboID 가 기능하고 있는 위치는 알 수 없었다. 이를 

위해 몇 가지 추가 실험을 진행하였다. 

우선 공초점 현미경을 이용해 TurboID 와 바이오틴화 된 단백질이 같은 

위치에서 시각화 되는지 확인하였다. 소포체 표지인 Sec61β를 이용해 

TurboID 의 위치가 동일한 것을 확인할 수 있었고, 바이오틴을 처리했을 때 

나타나는 단백질의 위치 또한 동일한 것을 알 수 있었다 (그림 12). 이를 통해 

TurboID 가 소포체 단백질에 특이적임을 확인할 수 있었지만, 소포체 내강 

단백질에 특이적인지는 알 수 없다. 그래서 바이오틴화 된 단백질 친화 정제를 

이용하여 소포체 내강에 바이오틴화 될 수 있는 부위를 노출한 단백질만 있는지 

확인하였다. 실험 결과 BiP, CANX 그리고 TurboID-V5 와 같이 바이오틴화 될 

수 있는 부위가 ER 내에 존재하는 단백질만 선택적으로 바이오틴화 되어, 

streptavidin bead 로 회수되었다 (그림 13). 따라서 소포체 제한적 근접 표지를 

위해 설계한 TurboID 가 ER 내에 머물러 정확히 기능하는 것을 확인하였다. 

  

CCDC47 의 기질 발굴 

 EMC 의 상호 작용 인자로서 발견한 CCDC47 의 기능을 찾기 위해, 앞서 

검증한 최적화된 소포체 제한적 근접 표지 방법 (그림 13)을 CCDC47 결핍 

세포 (그림 8)에 적용하여 CCDC47 의존적 단백질을 발굴 전략을 수립하였고 

(그림 14), 이를 통해 얻어낸 단백질은 질량분석법을 통해 식별하였다 (그림 

15). 이후 기질로서 초점을 맞춘 막 단백질이며 p-value 가 높은 단백질을 

우선적으로 선별하였고 (그림 16), 이 중 Sec63 는 최근 소포체 항상성과 

소포체 막 스트레스에 의해 일어나는 UPR 에 밀접한 관련이 있다고 알려져 

기질로서 연구 가치가 있다고 판단하였다. 
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CCDC47 결핍에 따른 UPR 교란 

CCDC47 결핍 세포와 CCDC47 결핍 세포에 CCDC47 을 다시 과발현 시킨 

세포에서 Sec63 의 단백질 양이 어떻게 변하는지 알아보기 위해 면역 블러팅을 

진행하였다. 그 결과, 앞선 질량분석법을 통한 분석 결과와 동일하게 CCDC47이 

결핍되었을 때, Sec63 의 양이 줄어드는 것을 확인할 수 있었고, CCDC47 을 

다시 과발현시켰을 때, Sec63 의 양이 다시 정상 세포만큼 돌아오는 것을 확인할 

수 있었다. 따라서 Sec63는 CCDC47의 기질임을 확인할 수 있었다 (그림 17).  

Sec63 의 결핍은 BiP 을 통한 IRE1α의 안정화를 불가능하게 하고, 소포체 

스트레스 상황에서 UPR 경로 중 하나인 IRE1α가 활동 과잉 (hyperactive) 

상태가 되어 결국 올리고머화 (oligomerization) 되고 기능을 잃어버리게 

된다고 알려져 있다 (그림 18)[36]. Sec63 를 기질로 가지고 있는 CCDC47 이 

결핍되었을 때, IRE1α에 변화가 생기는지 알아보았다. 그 결과, p-IRE1α의 

형성이 정상 세포에 비해 늦는 것을 확인할 수 있었고, BiP 또한 정상 세포에 

비해 더 많은 양이 생성되어 있는 것을 확인할 수 있었다 (그림 19). 따라서 

CCDC47 의 결핍은 UPR 에 대한 교란을 야기한다. 

 

CCDC47 결핍에 의한 Sec63 구조 변화 

CCDC47 의 결핍은 Sec63 의 발현 수준을 낮추어 UPR 교란을 일으키게 

된다 (그림 17). CCDC47 의 결핍과 Sec63 의 발현 수준과의 관계를 알기 위해, 

정상 세포와 CCDC47 결핍 세포에서 C 말단에 HA 가 결합된 Sec63 를 

과발현시켰다. 그 결과, 내인성 Sec63 와는 반대로 CCDC47 결핍 세포에서 

과발현된 Sec63-HA 의 양이 더 많은 것을 확인할 수 있었다 (그림 20). 이는 

CCDC47 결핍 세포에서 과발현된 Sec63-HA 의 양을 조절하지 못하여 막에 

축적되는 것이라 추측하였다. 과발현된 Sec63-HA 가 축적되었는지 확인하기 

위해, 디지토닌을 이용해 상층액과 침전물로 나누어 양을 비교하였다. 예상한 
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바와 같이 침전물에서 과발현된 Sec63-HA 가 더 많이 나오는 것을 확인할 수 

있었다 (그림 21). CCDC47 결핍 세포에서 Sec63-HA 는 정상적인 형태가 

아닌 것을 확인할 수 있었다. 
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그림 1. Cryo EM 을 통해 밝혀진 EMC 의 3 차원 구조 (ref.)[34] 

(A) Cryo EM 을 통해 밝혀낸 EMC 의 3 차원 구조다. 두 가지 시점에서 EMC 의 

형태를 보여준다. (B) EMC 는 9-10 개의 구성 인자로 이루어져 있으며, 이 중 

EMC8/9 는 기능적 유사체이다. 
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그림 2. EMC 의 구조적 핵심 구성 성분 도출 

293T-rex 세포에 CRISPR/cas9 을 이용하여 EMC4, 5, 7, 8, 9, 10 이 결핍된 

세포주를 만들어, 각각의 EMC 구성 성분 항체를 이용하여 면역블러팅 

(immunoblotting)한 후 EMC 구성 성분의 변화를 관찰하였다. EMC5 가 결핍된 

세포에서 대부분의 EMC 구성 성분의 단백질 양이 떨어졌다. 
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그림 3. EMC5 결핍에 의한 EMC 의 기능 손상 

EMC5 결핍 세포와 EMC5 가 결핍된 세포에서 EMC5-STRP 를 발현하는 

세포주 (stable cell line)를 만들고, OPT 가 삽입된 꼬리 고정 단백질을 도입하여 

발현시켜 면역블러팅 하였다. 당화 결핍 (-gly), 단일 당화 (+gly or 1xgly), 

2 중 당화 (2xgly)를 표시하였다. PNGase F 를 처리하여 당화되었음을 

확인하였다. 정상 세포와 달리 EMC5 가 결핍된 세포에서 당화된 꼬리 고정 

단백질의 비율이 적은 것을 확인할 수 있었고, EMC5-STRP 를 과발현 시켰을 

때 원래의 비율로 돌아오는 것을 확인할 수 있었다. 
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그림 4. EMC 와 상호 작용하는 신규 단백질 도출 전략 

EMC5-STRP 를 과발현하는 세포주를 제작하여 이를 과발현 시켰다. 0.015% 

디지토닌 (digitonin)을 사용해 세포질을 제거한 후, 남은 것을 2% 

디지토닌으로 용해하여 strep-tactin bead 로 공동 정제하여 단백질을 

회수하였다. 
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그림 5. EMC 와 공동 정제되는 소포체 막 단백질 CCDC47 발견 

그림 4 의 전략으로 얻어낸 단백질을 전기영동법으로 분리하여 ruby staining 

하였다. 공동 정제하는데 사용된 strep-tactin bead 와 결합한 EMC5 가 

확인되었고, EMC1-10 이 함께 회수되었다. 이 외에 CCDC47, RpnI/II, HSP70 

등의 단백질이 EMC 의 추가로 함께 회수되었다. 
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그림 6. EMC와 CCDC47의 상호 작용을 검증함 

그림 3에서 이용한 EMC 결핍 세포와 EMC 과발현 세포에 doxycycline을 

10ng/ml 16시간 처리한 후 strep-tactin bead로 공동 정제하여 면역블러팅 하

였다. 이미 알려진 EMC 구성 성분과 CCDC47 모두 검출되었다. 
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그림 7. EMC5 결핍에 의한 상호인자 CCDC47 감소 

정상 세포와 EMC5 결핍세포에서 CCDC47 항체를 이용하여 면역블러팅 하였다. 

EMC5 가 결핍되었을 때, 다른 EMC 구성 성분과 같이 줄어드는 것을 확인할 수 

있었다. TRAPα로 양이 같음을 증명하였다. 
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그림 8. CCDC47 결핍 세포주 제작 

CRISPR/cas9 과 guide RNA 를 이용해 CCDC47 결핍 세포를 만들었고, 이를 

면역블러팅으로 확인하였다. 
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그림 9. EMC 의존적 TA protein 삽입은 CCDC47 과 무관함 

정상 세포와 CCDC47 결핍 세포 그리고 EMC5 결핍 세포에 N 말단에 HA, C 

말단에 opsin 이 달린 꼬리 고정 단백질을 과발현 시켜 펄스를 진행했다. 그 

결과, CCDC47 결핍 세포는 정상 세포와 삽입 정도가 비슷했으며, EMC5 결핍 

세포와 차이를 보여주었다. 
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그림 10. 소포체 제한적 근접 표지 전략 

소포체 내의 단백질만 제한적으로 얻어내기 위해 TurboID를 사용하였다. V5를 

이용해 TurboID의 발현을 확인할 수 있도록 하였다. TurboID는 근접한 단백질

을 바이오틴화 시키는데, 이와 같은 과정이 소포체 내에서 일어나게 하기 위해, 

N 말단에 BiP의 신호 서열 그리고 C 말단에 KDEL을 가진 복합체를 만들었다. 
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그림 11. TurboID 발현과 단백질의 바이오틴화를 확인함 

Doxycycline과 바이오틴 처리 조건을 나누어 면역블러팅을 진행하였다. 

Doxycycline을 처리한 세포에서 V5 항체를 이용하여 V5-TurboID가 검출되는 

것을 확인할 수 있고. 바이오틴을 10분 정도 처리하였을 때 바이오틴화 되는 단

백질을 확인할 수 있었다. 
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그림 12. 공초점 현미경을 이용한 TurboID 와 바이오틴화 된 단백질 위치를 

확인함 

TurboID 를 과발현한 세포에 바이오틴을 처리 후 Sec61β, V5 그리고 

Streptavidin 항체를 붙여 공초점 현미경을 통해 시각화하여 TurboID 의 위치와 

바이오틴화된 단백질이 소포체에 위치하는지 소포체 표지인 Sec61β의 위치와 

비교하였다. TurboID 와 Sec61β의 위치가 동일하여 위치를 확인하였고, 

바이오틴을 처리했을 때 나타나는 단백질들 또한 위치가 동일한 것을 확인할 수 

있다. 
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그림 13. 바이오틴화의 공간적 특이성 검증 

소포체 내의 단백질만 특이적으로 표지 되는 것을 확인하기 위해 바이오틴화 된 

단백질을 streptavidin 으로 공동 정제하여, 소포체 내 바이오틴화 될 수 있는 

부위를 가진 BiP 과 CANX 이 정제된 산물에 존재하는지, 그리고 소포체 내 

바이오틴화 될 수 있는 부위가 없는 HSP90 과 Sec61β가 정제된 산물에 

존재하지 않는지를 면역블러팅으로 확인하였다. 
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그림 14. 소포체 제한적 근접 표지 사용한 CCDC47 기질 발굴 

정상 세포와 CCDC47 결핍 세포에 그림 11-13 을 단서로 제대로 작동함을 

확인한 TurboID 복합체를 과발현 시켰다. 소포체 내 단백질 특이적으로 

반응시키기 위해 0.015% 디지토닌으로 세포질을 제거하였고, 남은 소포체를 2% 

디지토닌으로 용해하여 streptavidin bead 로 공동정제하였다. 
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그림 15. Volcano plot 으로 나타낸 CCDC47 의 기질 목록 

그림 14 를 통해 얻어낸 단백질을 질량분석법 (mass spectrometry)을 통해 

분석하여 Volcano plot 으로 정리한 표다. 세로 축은 높을수록 p-value 가 

높다는 것을 나타내고, 가로축은 좌측으로 갈수록 CCDDC47 결핍 세포에서 

줄어드는 것, 우측으로 갈수록 CCDC47 결핍 세포에서 늘어나는 것을 뜻한다. 
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그림 16. 표로 나타낸 CCDC47 의 기질 목록 

그림 15 에서 p-value 가 높으며, 막 단백질인 것들을 정리한 표다. 당연하게도 

CCDC47 결핍 세포에서 CCDC47 이 더 적다고 판별되었다. 
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그림 17. CCDC47 결핍에 따른 Sec63 변화 

CCDC47 결핍 세포에서 Sec63 의 양이 실제로 줄어드는지 면역블러팅을 통해 

확인하였고, CCDC47 결핍 세포에 CCDC47 을 다시 과발현 시켰을 때, Sec63 의 

양이 다시 돌아오는 것을 확인할 수 있었다. 
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그림 18. UPR 경로에서 Sec63 기능 (ref.)[35] 

Sec63 는 소포체 막에 존재하는 막 단백질이며, Sec61, IRE1α와 함께 소포체 

스트레스 비의존적인 복합체를 형성하고 있다. Sec63 의 J-domain 은 BiP 을 

IRE1α에 결합시켜 안정화를 시키고, 소포체 스트레스 상황에서 또한 초과 

발현된 BiP 을 IRE1α에 결합시켜 IRE1α을 비활성화 시킨다. Sec63 가 결핍된 

상황에서는 BiP 이 초과 발현되어도 IRE1α에 결합을 시켜줄 수 없어 결국 

IRE1α이 활동 과잉 (hyperactive) 상태가 되어 올리고머화 (oligomerization) 

된다. 
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그림 19. CCDC47 결핍에 따른 IRE1α의 변화 

CCDC47 의 기질인 Sec63 가 IRE1α에 영향을 준다는 사실을 바탕으로 

CCDC47 과의 연관성을 면역블러팅을 통해 확인하였다. 타프시가진 

(thapsigargin)을 0.5uM을 처리하고 0, 1, 2, 4, 6, 8 시간이 되었을 때, IRE1α의 

변화를 살펴보았다. CCDC47 결핍 세포에서 p-IRE1α가 생성되는 시간이 

늦어지는 것을 확인할 수 있다. 또한, BiP 의 양도 CCDC47 이 결핍된 세포에서 

타프시가진을 처리하였을 때, 더욱 더 많이 증가한 것을 확인할 수 있다. 
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그림 20. CCDC47 결핍 세포에서 과발현된 Sec63-HA 의 발현 수준 증가 

정상 세포와 CCDC47 결핍 세포에 N 말단에 HA 가 결합된 Sec63 를 과발현 

시켜 펄스를 진행했다. 그 결과, CCDC47 결핍 세포에서 과발현된 Sec63-

HA 가 정상 세포에 비해 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 
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그림 21. CCDC47 결핍 세포에서 과발현된 Sec63-HA 의 용해성 차이 

정상 세포와 CCDC47 결핍 세포에 N 말단에 HA 가 결합된 Sec63 를 과발현 

시켜 1% 디지토닌으로 용해하여 총량 (T)을 얻어내었고, 이후 원심분리기를 

이용하여 상층액과 침전물로 나누어준 후, 상층액 (S)을 얻어내고, 남은 

침전물을 1% 디지토닌과 sample buffer 로 용해하여 침전물 (P)를 얻어내었다. 

그 결과, CCDC47 결핍 세포의 침전물에서 과발현된 Sec63-HA 가 더 많이 

나오는 것을 확인할 수 있었다. 
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그림 22. EMC 와 CCDC47 의 상호 작용을 통한 막 단백질 품질 관리 기전 
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고찰 

  

본 연구는 어떤 단백질의 기능이 상호 작용하는 단백질과 관계가 있다는 

연구를 배경으로 친화 정제를 이용해 EMC (ER-membrane complex)의 새로운 

구성 성분인 CCDC47 을 찾아내었고, 근접 표지 전략을 이용해 CCDC47 의 

기질인 Sec63 를 찾아 EMC 와 UPR (unfolded protein response)과의 관련성을 

실험적 근거를 통해 제시하였다. 본 연구를 통해, EMC 의 새로운 구성 성분을 

통한 기전을 찾고 이해하는데, 몇 가지 중요한 단서와 의문점을 제시한다. 

 

첫째, 친화 정제법과 근접 표지 전략을 이용한 이유는 무엇인가? 

EMC 의 기능을 규명하기 위해 EMC 와 상호 작용하는 단백질을 알아내야 

했다. 이때, 친화 정제법은 상호 작용하는 단백질을 분리해 낼 수 있는 방법이기 

때문에, EMC 와 상호 작용하는 신규 단백질을 찾아내는데 적합하였다. 하지만 

CCDC47 의 기질을 밝힐 때는 적합하지 않았다. 친화 정제법은 상호 작용하는 

단백질을 분리해 낼 수 있지만, 상호 작용이 약하거나 일시적으로 일어날 경우, 

함께 분리해내기 어렵기 때문이다. 이 단점을 극복하기 위해 근접 표지 전략을 

사용하였다. 근접 표지 전략은 주변을 비특이적으로 표지시키는 효소를 이용하는 

것으로 효소가 위치한 곳의 단백질을 모두 식별할 수 있게 한다. 또한 근접 표지 

전략을 사용하면 이전에 위치했던 단백질도 모두 식별할 수 있다. 예를 들어, 본 

연구에서 사용한 소포체 제한적 근접 표지 방법은 TurboID 가 소포체 내에 

머무르도록 하여 소포체 내의 단백질을 모두 바이오틴으로 표지되도록 하는데, 

소포체 내 짧은 시간 존재하더라도 표지되고 이후 다른 세포 소기관으로 

이동하여도 표지된 상태가 유지되어 소포체에 존재했던 단백질을 모두 분리해낼 

수 있다. 하지만 이에 따른 한계 또한 존재한다. 우리가 찾아낼 단백질이 

바이오틴화 될 수 있는 부위를 가지고 있어야 한다. 본 연구에서 소포체 내 
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단백질만 제한적으로 표지되는지 알아보기 위해 사용하였던 Sec61β는 소포체 

내 노출 부위가 소수 존재하지만, 바이오틴화 되지 않았다. 

  

둘째, EMC 는 단백질 생합성에 어떻게 영향을 미치는가? 

EMC 의 핵심 기능은 정교한 막 단백질 삽입으로 밝혀져 왔다. 하지만 최근 

다양한 연구를 통해 EMC 는 단백질들의 정교한 생합성에 중요한 역할을 한다고 

알려졌다. 이는 EMC 가 상호 작용하는 다른 단백질의 기능과 조합되어 신규 

기능을 발휘할 가능성을 제시한다. 따라서, 상호 작용하는 단백질의 기능이 

EMC 의 밝혀지지 않은 기능이라 추측할 수 있다. 본 연구에서는 EMC 의 순수 

분리를 통해 새로운 구성 성분을 밝힌 바 있다. 새로운 구성 성분에는 본 

연구에서 주목한 CCDC47 외 RpnI/II 와 BiP 이 존재했다. CCDC47 과 BiP 은 

샤페론 (chaperone)으로 단백질 접힘과 합성에 주로 기능을 하고, RpnI/II 는 

OST 복합체에 속하며 번역 후 변형의 대표적 예인 당화 (glycosylation)에 

관련된 단백질이다. 이 단백질들은 단백질 합성과 변형 (modification)과 관련된 

기능을 한다는 공통점을 가지고 있으며, EMC 의 핵심 기능인 막 단백질 삽입과 

관련된 기능과 관련되어 있다고 알려진 바가 없다. 따라서, EMC 는 막 단백질의 

삽입에 기능한 후, CCDC47, RpnI/II, BiP 과 같은 단백질과의 상호 작용을 통해, 

단백질의 전반적인 생합성에 중요한 역할을 할 것이라 판단된다. 

 

셋째, CCDC47 의 결핍은 어떻게 Sec63 의 발현 수준을 감소시켰는가? 

CCDC47 이 결핍되었을 때, Sec63 의 발현 수준이 감소한 것을 확인할 수 

있었다 (그림 17). 그러나, 내인성 Sec63 의 발현 수준과 달리, 추가적으로 

과발현한 Sec63-HA 의 발현 수준은 CCDC47 결핍 세포에서 더 증가하였다 

(그림 20). 과발현한 Sec63-HA 의 발현 수준 증가는 두 가지 경우로 설명할 

수 있다. 첫째는 CCDC47 이 Sec63 의 분해에 기능한다는 것이다. 하지만 이는 
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CCDC47 결핍 세포에서 내인성 Sec63의 발현 수준이 감소하는 것을 증명할 수 

없다. 둘째는 CCDC47 이 Sec63 의 생성과정, 특히 접힘에 기능한다는 것이다. 

CCDC47 결핍 세포에서 과발현된 Sec63-HA 가 제대로 접히지 못하고 막에 

축적되어, 이로 인해 과발현된 Sec63-HA 의 발현 수준이 높아보이게 될 수 

있다. 이는 정상 세포와 CCDC47 결핍 세포에서 과발현된 Sec63-HA 의 

용해도를 비교해보면 더욱 더 확실하게 알 수 있다. 정상 세포에 비해 CCDC47 

결핍 세포에서 용해도가 떨어지는 Sec63-HA 가 더 많이 보이는 것을 확인할 

수 있는데 (그림 21), 이는 앞서 언급했던 CCDC47 결핍 세포에서 과발현된 

Sec63-HA 가 축적될 것이라는 추측을 뒷받침하는 근거가 된다. 따라서, 

CCDC47 은 샤페론으로서 Sec63 의 접힘에 관여할 수 있는 가능성을 제시할 수 

있다. 또한 이 연구에서 다루지는 않았지만, EMC 가 결핍된 세포에서 Sec63 의 

발현 수준 감소와 CCDC47 결핍 세포에서의 UPR 이상 패턴이 관찰되었다. 

이를 통해 제시할 수 있는 모델은 막 삽입 기능을 하는 EMC 가 Sec63 의 

삽입을 돕고, 샤페론으로서 기능을 하는 CCDC47 이 Sec63 의 접힘을 돕는다는 

것이다 (그림 22). EMC 와 CCDC47 이 결핍되어 제대로 합성되지 못한 

Sec63 가 형성된다면 분해를 통해 제거하지만, 과발현된 Sec63-HA 는 그것을 

처리할 수 있는 능력이 되지 않아 막에 쌓이게 되고, 분해를 막아 발현 수준이 

높을 수 있다는 가설을 세울 수 있다. 

 

넷째, EMC 와 CCDC47 에 의한 소포체 막 단백질 품질 관리의 중요성은 

무엇인가? 

EMC 와 상호 작용하는 CCDC47 이 결핍되면 Sec63 의 발현 수준을 

감소시킨다는 것을 실험을 통해 증명했다. Sec63 는 BiP 을 통해 IRE1α를 

안정화시켜 UPR (unfolded protein response)이 정상적으로 작동할 수 있게 

한다. 하지만 EMC 와 CCDC47 의 결핍은 이러한 Sec63 의 발현 수준을 
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감소시켜 BiP을 통한 IRE1α의 안정화를 불가능하게 하고, 결국 UPR의 교란을 

야기하게 된다. 이는 곧 EMC 와 CCDC47 의 상호 작용을 통한 소포체 막 

단백질 품질 관리가 소포체 항상성에 기여한다는 것을 의미한다. 

 

결론적으로, EMC 와 CCDC47 의 상호 작용이 소포체 항상성 유지에 중요한 

역할을 한다는 것을 밝혀냈다. 하지만 EMC 를 순수 분리하는 과정에서, 

CCDC47 외에도 RpnI/II 와 BiP 과 같은 단백질도 함께 얻어낼 수 있었다. 이는 

EMC 가 또 다른 신규 단백질과의 상호 작용을 통해 더 다양한 기능을 수행할 

가능성을 시사한다. 또한 EMC 와 CCDC47 의 상호 작용 기전에 대한 연구가 

다낭성 신장 질환과 다낭성 간 질환[33], 그리고  당뇨와 암, 신경퇴행성 질병에 

대한 치료책을 제공할 것이라 기대한다. 
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Abstract 

 

Membrane proteins synthesized in the endoplasmic reticulum (ER) play 

crucial roles in a wide range of biological processes, including substance 

transport, cell adhesion, signal transduction, enzyme activity, and immune 

response. However, their biosynthesis is often disrupted due to the 

thermodynamically unstable nature of the hydrophobic transmembrane 

domains (TMDs), leading to inefficient membrane insertion. This 

underscores the functional importance of membrane protein-specific 

chaperones in correcting faulty membrane insertion and suppressing 

structural defects. In this study, we elucidate a specific quality control 

mechanism for newly synthesized Sec63 protein through the demonstrated 

functional interaction between the ER membrane complex (EMC) and the 

membrane protein-specific chaperone, coiled-coil domain containing 47 

(CCDC47). 

To unveil novel functions of EMC, we identified CCDC47 as a novel protein 

interacting with EMC through TAP-tag based affinity purification and protein 

mass analysis. By applying proximity-based labeling specific to the ER in 

CCDC47-deficient cells generated via CRISPR/Cas9 technology, we 

discovered CCDC47-dependent ER membrane proteins, among which, a 

significant reduction in the expression level of Sec63, an essential component 

of the ER protein translocation machinery, was observed in CCDC47-

deficient cells. 

Consequently, the deficiency of CCDC47 disrupted the Sec63/BiP-
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associated signaling pathway activated by ER stress and, in conjunction with 

the inhibition of Sec63 TMD insertion observed in EMC-deficient cells, 

indicates a cooperative contribution of the interaction between EMC and 

CCDC47 to the structural and functional integrity of Sec63. Therefore, this 

study provides novel insights into the quality control mechanism of ER 

membrane protein biosynthesis, significantly advancing our understanding of 

membrane proteins' involvement in critical biological processes within the 

cell. 

Keywords : EMC, CCDC47, Sec63, Membrane protein quality control, ER 

membrane 
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