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요  약  캡사이신 채널로 알려진 바닐로이드 수용체 TRPV1 (캡사이신채널, Transient Receptor Potential Vanilloid 1)

은 통증발현에서 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 하지만 TRPV1의 활성조절에 관여하는 단백질에 대하여는 

알려진 바가 많지 않다. 최근 rat TRPV1과 직접적으로 결합하는 단백질을 탐색하여 mouse Rab11-FIP3 (rab11-family 

interaction protein 3)가 rat TRPV1과 직접적으로 결합한다는 것이 보고되었다. Rab11은 여러 가지의 세포내 이동에 

관여하는 것으로 보고되었다. 그러므로 Rab11-FIP3과의 결합을 통해 TRPV1의 세포막으로의 이동에 관여할 것으로 

추측할 수 있다. 본 연구에서는 전에 보고된 연구가 mouse와 rat 이라는 다른 종의 단백질끼리의 결합이기 때문에 같

은 종에서의 상호작용을 확인하고 Rab11-FIP3의 TRPV1의 세포막으로의 이동에서의 역할을 알아보고자 현재까지 동

정되지 않은 rat의 Rab11-FIP3의 유전자를 GenBank 서열을 바탕으로 rat 뇌의 RNA 로부터 cDNA 를 클로닝하여 유

전자를 분리하고 TRPV1 과의 관계를 세포생물학적으로 알아보았다. 연구결과 rat의 Rab11-FIP3는 489개의 아미노산 

서열을 가지고 있으며 human과는 80%, mouse와는 90% 이상 아미노산 서열의 상동성을 보였다. 조직별 분포는 심장, 

뇌, 간, 콩팥, 정소에서 발현되고 있는 것을 northern blot assay와  western blot assay 로 확인하였다. rat 의 뇌조직에

서 TRPV1 과 Rab11-FIP3 단백질이 결합하여 colocalize 하는 것을 면역화학방법으로 확인하였다. 이 결합은 같은 

family 의 TRPV2 와는 결합하지 않는 특이적 결합이므로 Rab11-FIP3 가 TRPV1 과 상호작용하여 세포막으로의 이동

에 관여할 것이라는 것을 시사한다. 

Abstract  Vanilloid receptor TRPV1 (known as capsaicin channel, transient receptor potential vanilloid 1) is 

known to be a key protein in the pain signal transduction.  However, the proteins controlling the activity of the 

channel are not much known yet. Recently mouse Rab11-FIP3 (Rab11-family interaction protein 3) was found 

and reported to interact with rat TRPV1. Rab11 has been shown to play a key role in a variety of cellular 

processes including plasma membrane recycling, phagocytosis, and transport of secretory proteins from the 

trans-Golgi network. Therefore, Rab11-FIP3 was proposed to be involved in the membrane trafficking of 

TRPV1.  In this study, the unreported rat Rab11-FIP3 was yet cloned in order to show the specific interaction 

of the TRPV1 and Rab11-FIP3 in the same species of rat and to examine the membrane trafficking of TRPV1. 

The result showed  that rat Rab11-FIP3 is expected to have 489 amino acids and showed 80% identity with 

that of human and over 90% identity with that of mouse. Rab11-FIP3 was found to be expressed in heart, 

brain, kidney, testis using northern and western blot analyses. We also found that rat Rab11-FIP3 was 

colocalized with rat TRPV1 but not with TRPV2 of same family in the rat brain by using 

immunohistochemistry showing that two proteins interact specifically, suggesting the role of Rab11-FIP3 in the 

membrane trafficking.
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1. 서론

캡사이신 채널로 알려진 TRPV1은 TRP(transient 

receptor potential) family에 속해 있는 nonselective cation 

channel이다[1].  고추의 매운맛을 나타나게 하는 성분인 

캡사이신의 receptor로서, 캡사이신에 의해 활성화되면 

양이온이 세포내에 유입되어 막전압을 형성하고 자극이 

신경계에 전달되어 통증을 유발하는 것으로 밝혀졌다

[1-4]. 1997년 Julius에 의해 처음으로 클로닝되었고 

vanilloid receptor 1(VR1)으로 명명되었다[2]. 이후 VR1

은 TRP family에 분류되어 TRPV1 으로 새롭게 명명되었

다. 

TRPV1은  캡사이신 외에 통증을 유발하는 산이나 열

에 의해서도 활성화되기 때문에 통증유발에 중요한 물질

로 자리매김을 하였다[5, 6].  TRPV1의 중요한 특징 중 

하나는 인산화와 탈 인산화에 의하여 그 활성이 조절되

는 것으로 현재까지 PKA(protein kinase a), PKC(protein 

kinase c), calcineurin에 의하여 활성이 조절되는 것으로 

알려져 있다[7]. 특히 탈인산화에 의한 채널의  탈감작 현

상은 약학적으로도 매우 중요하여 많은 연구가 진행되었

다.   

TRPV1이 phorbol ester나 metabotropic glutamate 

receptor에 의하여 활성화된  PKC의 신호에 의해 적어도 

부분적으로 SNARE 의존성에 의해 세포외배출 

(exocytosis)됨이 보고되었다[8]. 하지만 막 수송 기전에 

관해서는 아직 알려져 있지 않다. 최근에 mouse의 

Rab11-FIP3가 TRPV1과 결합한다는 연구 결과가 보고되

었다[9]. 

Rab11-family interaction protein 3 (Rab11-FIP3)은 

Rab11과 결합하는 단백질로  Eferin이라고도 불린다.  

Rab11은 endocytic recycling compartment 에서 plasma 

막으로의 단백질 수송을 조절하는 역할과 trans-Golgi 

network를 조절하는 역할을 하는 작은 GTPase이다. 또한 

Rab11은 모든 조직 내에 ubiquitous하게 존재하면서 목적 

단백질을 운반소체로 하여금 trafficking을 조절하는 역할

을 한다[10-12]. 

Rab11- FIP3은 C-말단(terminus)쪽에 20개의 보존된 

아미노산 모티프를 가지는데 이것이 Rab11-binding 

domain(RBD)이다[10, 13]. 서열의 상동성을 기반으로 

Rab11-FIPs는 세 가지로 분류된다. 첫 번째 부류로는 N

말단 쪽에 C2 도메인을 가진 Rip11/FIP5,RCP FIP2가 있

고 두 번째 부류로는 두 개의 EF hands를 포함하는 FIP3 

and FIP4가 있다. 마지막으로 보존된 도메인을 가지고 있

지 않은 FIP1이 있다[12,13]. 

Rab11 이 단백질 수송에 관여하기 때문에 TRPV1이  

Rab11-FIP3과 결합한다는 것은  TRPV1의 막 trafficking

에 영향을 끼칠지도 모른다는 것을 의미한다.  이미 

Rab11이 같은 TRP family인 TRPV5, 6의 막 trafficking에 

관여한다는 결과가 보고되었다[14]. 하지만 TRPV1의  막 

trafficking은 아직 정확히 알려지지 않았다. TRPV1이 어

떻게 해서 세포막까지 수송되는지에 대한 기전을 알아낸

다면 통증신호전달의 기전을 이해하는데 도움을 줄 수 

있을 것임으로 진통제연구의 기초연구가 될 것이라 생각

된다.  

본 연구는 Rab11-FIP3가 TRPV1의 막 trafficking에 관

여하는지를 알아보고자 현재까지 동정되지 않은 rat 

Rab11-FIP3의 유전자를 클로닝하고 rat 에서의 조직 발현

을 조사하였다.  또한 면역화학 (immunohistochemistry) 

방법을 이용하여 뇌 조직에서 TRPV1 와 Rab11-FIP3 가 

특이적으로 결합하는지를 조사하였다. 

2. 재료 및 방법

2.1 세포배양 및 시약

세포배양의 기본적인 배지로는  Dulbecco's Modified 

Eagle Medium(Invitrogen, USA)을 사용하였고, HEK 

293T cell 배양 시에는 10% (V/V) fetal bovine serum 

(TerraCell, Canada), 1% (V/V) Penicillin/Streptomycin 

(Invitrogen, USA) 그리고 3.7 g/L의 NaHCO3가 첨가된 

DMEM growth medium을 사용하였다. 

2.2 항체

TRPV1의 C말단 부위를 Rabbit에 주입하여 항혈청을 

취하였고, human Rab11-FIP3의 C말단을 mouse에 주입

하여 항혈청을 획득하였다.  두 항체 모두 western blot시

에는 1:500으로 차단완충액에 희석하여 사용하였다. 기

타 일반적인 시약은 Sigma에서 구입하여 사용하였다.

2.3 형질전환

Transfection은 Invitrogen(USA)사의  Lipofectamine 

PLUS reagent를 사용하여 제조회사의 protocol 대로 

HEK293T cell에 수행하였다. 

2.4 RT-PCR (Reverse transcriptional PCR)

과 재조합 벡터 구축

생후 3주된 Sprague-Dawley rat 수컷의 뇌 조직에서 

TRIzol reagent(Invitrogen, USA)를 이용하여 제조회사의 

protocol 대로 실험을 수행하여  total RNA를 획득하였다. 
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획득한 total RNA는 Superscript first strand synthesis 

system for RT-PCR kit(Invitrogen, USA)를 이용하여 

RT-PCR을 실시하였다. 만들어진 cDNA를 predicted rat 

Rab11-FIP3(Genbank No: RGD1308952)를 코딩하는 

primer를 제작하여 PCR을 실시하였다.  사용한 primer 는 

forward, 5'-CGC GGA TCC ATG GGG TCA GAG AGC 

ACC TAT-3'; reverse, 5'-CCG CTC GAG CTA CTT 

GAC CTC TAG GAT GGA-3'이며  PCR 조건은 94℃ 5

분, 94℃ 1분, 48℃ 1분, 72℃ 2분, 72℃ 7분으로 35주기

로 실시하였고 PCR 산물은 pGEM-T-easy vector에 

subcloning한 뒤 pCMV tag2B expression vector 

(Invitrogen, USA)에 최종적으로 클로닝하였다. 클로닝한 

유전자의 염기서열은 자동염기서열 분석 방법으로 결정

하였다.

2.5 northern blot 분석

Reverse transcriptional PCR을 이용하여 만든 rat 

Rab11-FIP3 cDNA를 탐침으로 제작한 뒤 rat MTN 

blot(Takara, Japan)을 이용하여 northern blot을 실시하였

다. 탐침 제작은 DIG high Prime DNA Labeling and 

Detection Starter KitⅡ(Pierce, USA)의 protocol대로 실시

하였다. Phenol/chloroform extraction방법으로 rat 

Rab11-FIP3 cDNA가 재조합되어 있는 pGEM-rRab11- 

FIP3 vector를 정제한 뒤 제한 효소 처리로 Rab11-FIP3만

을 획득하여 탐침으로 사용하였다.  northern blot 방법은 

Takara에서 추천하는 protocol 방법으로 수행하였다. 

Positive control로는 β-actin cDNA를 탐침으로 제작하여 

northern blot을 실시하였다. 

  

2.6 western blot 분석

western blot 분석은 일반적으로 사용되는 방법을 사용

하였다[15]. SDS-PAGE시에는 15% 용해겔을 사용하였고 

영동한 단백질을 nitrocellulose 막(Bio-Rad, USA)에 

transfer하였다. 1차 항체로는 anti-rat TRPV1과 anti-human 

Rab11-FIP3을 사용하였고 각각에 해당하는 2차 항체를 

처리한 후 마지막으로 ECL western blotting analysis 

system(GE health care, UK)을 이용하여 결과를 확인하였

다.  

2.7 면역화학  

면역화학방법은 일반적으로 사용되는 방법을 사용하

였다[16]. 간단히 기술하면, 생후 3주된 수컷 Sprague- 

Dawley rat의 뇌를 적출하여 1 X PBS로 세척한 후 고정

은 4% paraformaldehyde 를 사용하였다. 30% sucrose : 

OCT embedding medium이 2:1의 비율로 섞인 mixture에 

30분 동안 조직을 embedding하였다. 준비된 조직을 

cryo-mold에 OCT compound(Sakura, Japan)를 얇게 깔아

준 뒤 가운데 원하는 모양으로 놓고 OCT compound를 채

워준 뒤 mold를 액체 질소에 중탕한 isopentane에 넣고 

급속 냉동시켰다. 급속 냉동시킨 블록은 -80℃ 초저온냉

장고에 보관하거나 바로 실험에 사용하였다. 

조직을 붙인 슬라이드글라스에 0.3% Triton X 100 in 

PBS를 처리하고  5분간 반응시켰다. 그 후에 1 X PBS로 

5분씩 세 번 세척하였다.  다음으로는 10% normal goat 

serum in PBS로 상온에서 60분 동안 blocking처리를 하

였다. 1차 항체는 1% BSA가 첨가된 PBS에 희석한 후 조

직에 처리하고 상온에서 3시간 동안 반응시켰다. 1 X 

PBS로 5분씩 다섯 번 세척하고 2차 항체를 1% BSA가 

첨가된 PBS에 희석한 후 상온에서 1시간 반응시켰다. 그

리고 1 X PBS로 5분씩 4번 세척한 뒤 DAPI(4'-6- 

Diamidino-2-phenylindole, Pierce, USA) 작용 용액 (1 ㎍

/ml in ultrapure water)을 조직에 완전히 덥히도록  뿌려

주고 빛을 차단할 수 있게 호일로 샘플을 덮은 뒤 상온에

서 10분 동안 반응시켰다. 마지막으로 PBS로 5분씩 6번 

세척하고 물기를 잘 제거한 뒤, gel mounting solution을 

조직위에 뿌리고 커버글라스로 덮었다. 완성된 샘플을 

Nikon C1si Laser Confocal Microscope를 이용하여 관찰

하였다.

3. 결과

3.1 rat Rab11-FIP3 shows high homology 

with those of human and mouse

rat Rab11-FIP3를 동정하기 위해 rat 뇌 조직에서 추출

한 total RNA를 이용하여 rat Rab11-FIP3 cDNA를 만들

었다. cDNA는 Genbank 상의 예상되는 rat Rab11-FIP3 

서열 정보를 바탕으로 제작한 primer로 PCR하였다. 증폭

된 단편은 약 1.5 Kb의 크기였고 이것을 pGEM-T-easy 

vector system을 이용하여 sub-cloning한 뒤 최종적으로 

pCMV-tag2b 발현 벡터에 삽입시켰다. 재조합 벡터에 삽

입된 rat Rab11-FIP3의 DNA 염기 서열은 시퀀싱을 이용

하여 알아보았다. rat Rab11-FIP3는 총 1470 base pair의 

DNA서열을 가지며 489개의 아미노산 서열을 가지는 것

으로 나타났다. 사람과 mouse 그리고 rat 의 Rab11-FIP3

는 세 가지 종 모두 Rab11 binding domain을 공통적으로 

가지고 있었으나, rat 의 Rab11-FIP3의 경우 사람이 가지

고 있는 EF-hands motif는 가지지 않고 대신에 글루탐산

이 풍부한 영역 (Glutamic acid rich region)이 있는 것으
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로 예측되었다(그림 1). rat과 다른 종의 Rab11-FIP3 아미

노산 서열의  상동성을 알아보기 위해 human, mouse, rat

의 Rab11-FIP3 아미노산 서열을 Clustal W 프로그램을 

이용하여 alignment한 결과 mouse와는  서열의 상동성이 

90%이상 이었고 human과는 80% 이상이었다.  그림1은 

세 가지 종에서의 Rab11-FIP3을 비교 분석한 것을 간단

히 도식화한 것이다.

[그림 1] 인간, mouse, 그리고 rat 의 Rab11-FIP3 의 상호 

비교. PRR, proline rich region; EF, EF hand; 

RBD, RBD domain; MTR, myosin tail region; 

ERM, ERM motif; ERR, glutamate rich region 

3.2 Tissue distribution of rat Rab11-FIP3

rat의 Rab11-FIP3 의 조직별 mRNA 발현량을 알아보

고자 동정한 rat Rab11-FIP3 cDNA를 탐침으로 제작하여 

rat MTN blot에 northern blot을 한 결과 심장, 뇌, 간, 콩

팥, 정소에서 발현되고 있는 것을 확인하였다(그림 2A). 

특히 뇌 조직에서의 높은 발현이 인상적이었다.  콩팥에

서의 작은 크기의 band 가 검출이 되었는데 이는 splicing 

variant 가 아닐까 추측한다.

단백질 수준에서 본 각 조직별 Rab11-FIP3의 분포를 

알아보았다. rat의 심장, 뇌, 지라, 폐, 간, 콩팥 조직을 용

해완충액를 이용하여 균질화 시킨 뒤 western blot을 실시

하였다. 그 결과, 심장, 뇌, 간, 콩팥에서 rat Rab11-FIP3

가 발현되고 있음을 알 수 있었다(그림 2B). 단백질 수준

에서도 mRNA 와 같은 양상으로 뇌 조직에서 다른 조직

에 비하여 많은 양이 발현되는 것을 알 수 있었다.  

[그림 2] Rab11-FIP3 의 조직 발현 양상. A) northern blot 

분석.  B) western blot 분석.

3.3 Detection mouse and rat Rab11-FIP3 

by anti-human Rab11-FIP3

Anti-human Rab11-FIP3 항체가 mouse의 Rab11-FIP3

를 인식한다는 것은 선행 연구에서 이미 확인되었다[9]. 

본 연구에서 클로닝한 유전자의 산물을 heterologous 하

게 발현 시킨 Rab11-FIP3 을 Anti-human Rab11-FIP3 항

체가 인식할 수 있는 지 알아보기 위해 본 연구에서 클로

닝하여 제작한 발현 벡터  pCMV-tag2b-rRab11-FIP3 재

조합 벡터를 HEK293T cell에 transfection시킨 뒤 24～48 

시간 후에 세포를 수집하여 세포용해질을 이용해 western 

blot으로 확인했다. 결과적으로 anti-human Rab11-FIP3 

항체는 mouse 뿐만 아니라 클로닝한 rat 유전자 

Rab11-FIP3의 단백질 산물도 인식하는 것으로 확인되었

다(그림 3A). 항체는 또한 mouse 와 rat 의 뇌 조직을 이

용하여 확인해 보았을 때도 동일한 크기의, 같은 양상의 

밴드가 검출되었다(그림 3B).

[그림 3] A) 인간 Rab11-FIP3 에 대한 항체의 HEK293 세

포에 발현된 rat Rab11-FIP3 와 mouse Rab11-FIP3 

검출 확인. B) 인간 Rab11-FIP3 에 대한 항체의 

rat 과 mouse 뇌조직의 Rab11-FIP3 검출 확인. 

3.4 rat Rab11-FIP3 was colocalized with 

rat TRPV1, not with TRPV2 in brain 

tissue

rat Rab11-FIP3가 TRPV1과 결합하여 세포내에서 

colocalization하는지 알아보기 위하여 뇌 조직을 이용하

여 면역화학 실험을 실시하였다. 대비 염색으로는 DAPI

를 처리하여 세포의 핵을 염색시켰다. 실험결과 rat 

Rab11-FIP3는 TRPV1과 colocalization하여 merge된 사진

에서 노랗게 된 것을 볼 수 있었다(그림 4A). 특히 세포

막 부분에서 colocalize 되는 것을 볼 수 있다. 이는 rat의 

Rab11-FIP3도 뇌 조직 내에서 TRPV1과 직접적으로 결

합한다는 것을 시사한다.

rat Rab11-FIP3와 TRPV1와의 결합이 특이적인 결합
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인지의 여부를 알아보기 위하여 TRPV1과 같은 TRP 

family에 속하는 TRPV2 채널과의 colocalization 여부를 

rat 뇌 조직을 이용하여 알아본 결과, rat Rab11-FIP3는 

같은 family에 속하는 유사한 채널 TRPV2와는 

colocalization하지 않았다(그림 4B).

즉, Rab11-FIP3가 TRPV2와는 결합하지 않으면서 

TRPV1과 뇌 조직에서 결합하여 colocalization 한다는 것

은 이 두 단백질이 특이적으로 결합한다는 것을 시사한

다.

[그림 4] 뇌 조직에서의 TRPV1 과 Rab11-FIP3 의 

colocalization. A) merge 그림에서 노란색은 

Rab11-FIP3 (적색) 와 TRPV1 (녹색)가 합쳐져 

나타난다. B) merge 그림에서 rat Rab11-FIP3 

(적색)과 rat TRPV2(녹색)가 합쳐지는 것을 볼 

수가 없다.

4. 고찰

고추의 매운 맛 성분으로 알려진 캡사이신은 이미 진

통 목적 등으로 임상에서 사용되고 있으며 캡사이신 수

용체인 TRPV1은 통증 유발에 주요한 채널로서 진통제 

개발 연구 분야에서 주목을 받고 있다. TRPV1 에 대한 

연구가 진행될수록 TRPV1 의 작용약 (agonist) 나 길항

제 (antagonist) 역할을 하는 약물들이 신경병증에 사용될 

수 있다는 결과가 나오고 있지만 임상적 결과는 아직 부

족한 상태이다[for review, 17]. 

TRPV1 수용체의 활성화에 관하여 연구가 진행되었지

만 주로 인산화를 포함한 활성화에 관한 연구이고 수용

체의 막 수송에 관하여는 비교적 연구가 활발하지 않은 

편이다. 단지 phorbol ester나 metabotropic glutamate 

receptor에 의하여 활성화된  PKC의 신호에 의해 SNARE 

의존성에 의해 부분적으로 세포외배출 (exocytosis)된다

는 것이 보고된 정도이다[8].  

최근 rat TRPV1 이 mouse Rab11-FIP3과 결합한다고 

발표되었고[9] Rab11 과 결합하는 여러 FIP 들이 여러 가

지의 막 수송에 중요한 인자로 작용한다고 발표되었다

[18]. 그러므로 TRPV1이  Rab11-FIP3과 결합한다는 것

은  TRPV1의 막 trafficking에 영향을 끼칠지도 모른다는 

것을 의미한다. 같은 TRP family인 TRPV5, 6의 막 

trafficking에 Rab11 이 관여한다는 결과가 보고되었다

[14]. 하지만 TRPV1의 막 trafficking에 Rab11 이나 

Rab11-FIP3이 어떻게 작용하는지는 아직 정확히 알려지

지 않았다. 

본 연구는 이미 특이적으로 결합한다고 보고된 

Rab11-FIP3가 TRPV1의 막 trafficking에 관여하는지를 

정확히 알아보고자 TRPV1 이 클로닝된 rat 과 같은 종인 

rat에서 Rab11-FIP3의 유전자를 클로닝하였다. 그 서열을 

분석한 결과 이미 발표된 사람과 mouse 의 Rab11-FIP3 

와 높은 상동성을 보임을 확인하였다. 또한 면역화학 방

법을 이용하여 rat 의 뇌 조직에서 TRPV1 와 Rab11-FIP3 

가 특이적으로 주로 세포막 부분에 결합하는 것을 확인

하였다. rat의 Rab11-FIP3는 주로 세포막 부분에서 

TRPV1과 colocalize 되지만 유사한 같은 family member 

채널인 TRPV2 와는 특이적으로 결합하지 않는다는 것을 

알 수 있었다. 이러한 발견은 여러 종류의 FIP 들이 존재

하여 서로 각각 다른 막 수송에 관여한다는 최근 연구 발

표[18] 에서 보듯이 같은 family 의 수용체라 하더라도 막 

수송에 서로 다른 기전을 사용한다는 것을 시사하고 있

다. 예를 들면 TRPV1 과 TPRV2 각각의 막 수송에 서로 

다른 Rab 단백질과 FIP 가 사용될 수 있다는 것을 시사

하고 있다. 이는 같은 TRP family인 TRPV5, 6 에서는 막 

trafficking에 Rab11이 직접 관여한다는 결과가 그 가설을 

뒷받침한다고 볼 수 있다[14].

TRPV1의 경우에는 Rab11-FIP3 과의 직접적인 상호작

용으로 TRPV1 이 세포막으로 이동되는 것이 아닌가 생

각된다. 이는 Rab11 과의 직접적인 상호작용의 가능성을 

배제하지는 않는다. 이를 확인하기 위하여 Rab11-FIP3 

의 어느 부분과 결합을 하는지 Rab11 pathway에서의 

Rab11-FIP3의 역할 등 Rab11-FIP3이 TRPV1의 막 

trafficking에 어떠한 역할을 하는지, 또한 그 외의 단백질

들이 관여하는지를 연구하여야 할 것으로 보인다.  
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