
Journal of the Korea Academia-Industrial 

cooperation Society

Vol. 12, No. 7 pp. 3096-3102, 2011

DOI : 10.5762/KAIS.2011.12.7.3096

3096

바닐로이드 수용체 TRPV1의 막수송과정에서의 Rab11의 역할
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요  약  바닐로이드 수용체 TRPV1(transient receptor potential vanilloid 1)은 캡사이신, pH, 열 등의 통증 유발물질에 
의해 활성화되는 비특이적 양이온 채널로서 통증발현에 핵심적인 막 단백질이다. TRPV1의 막 수송에 관한 연구가 
미미한 가운데 FIP3(family of Rab11 interacting protein 3)가 TRPV1 채널과 결합하여 막수송에 관여한다고 보고되었
다. FIP3는 Rab11과 결합하는 단백질인데 최근 Rab11 단백질이 여러 채널 단백질의 막수송에 직접적으로 또는 간접
적으로 중요하다고 보고되었다. 그러므로 본 연구에서는 Rab11이 TRPV1의 막 수송에서의 역할을 알아보기 위하여 
세포 생물학적, 생화학적으로 알아보았다. 공촛점 현미경을 통하여 확인한 결과 Rab11은 실제로 세포내에서 TRPV1

과 동일한 위치에서 발현되어 있음을 확인하였다. 하지만 생화학적인 방법인 GST-pulldown을 실시하였을 때 TRPV1

과 Rab11간에는 서로 직접적인 결합은 하지 않는 것으로 나타났다. 비록 직접적인 결합은 하지 않지만 Rab11이 
TRPV1의 막 수송에 관여한다고 가정하고 Rab11의 TRPV1의 막수송에서의 역할을 더 자세히 알아보기 위하여 세포
내 Rab11a의 발현을 siRNA를 사용하여 Rab11a의 발현을 50%수준으로 저해한 후 TRPV1의 세포막으로의 이동을 알
아본 결과 Rab11 발현 저해 시 세포막에 이동된 TRPV1이 현저히 감소함을 확인할 수 있었다. 이 결과로 부터 
Rab11이 아마도 FIP3을 포함하는 방법으로 TRPV1의 막 수송에 영향을 주는 것으로 결론지을 수 있다.  

Abstract  Vanilloid receptor, TRPV1 (transient receptor potential vanilloid 1) is a non-selective cation channel 
that responds to a variety of pain-eliciting material including capsaicin, pH, heat. Although, membrane trafficking 
of TRPV1 was not much known so far, TRPV1 was reported to interact with FIP3 (family of Rab11 interacting 
protein 3). FIP3 was identified as one of Rab11 interacting proteins that is recently reported important in 
membrane trafficking of several channel proteins directly or indirectly. Therefore, in this study, we examined the 
role of Rab11 in the membrane trafficking of TRPV1 using cell biological and biochemical techniques. Rab11 
was found really colocalized with TRPV1 based on the result of confocal microscopy. However, GST-pulldown 
assay, one of biochemical technique, found that Rab11 did not interact with TRPV1. Although Rab11 does not 
interact with TRPV1 directly, we hypothesized that Rab11 is indeed involved in the membrane trafficking of 
TRPV1. In order to examine further the role of Rab11 in the membrane trafficking of TRPV1, the expression 
of TRPV1 on the membrane was examined when the expression of Rab11 was decreased down to about 50% 
by siRNA technique and found decreased significantly. From this result, we can conclude that Rab11 is 
involved in the membrane trafficking of TRPV1 in a way of including FIP3. 
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1. 서론

TRPV1은 TRP(transient receptor potential) family에 속
해있는 비특이적 양이온 채널로서 고추의 매운 성분인 
캡사이신(capsaicin)에 의해 활성화되어 양이온이 유입되
고 막 전압을 형성하여 자극이 신경계에 전달되어 통증
을 유발하는 것으로 밝혀진 막단백질이다[1-3]. 1997년 
Julius에 의하여 유전자가 클로닝 되었고 Vanilloid 
Receptor 1 (VR1)으로 명명되었다[4].  이 후 VR1은 TRP 
(transient receptor potential) family 에 분류되어 TRPV1
으로 새롭게 명명되었다[5]. TRPV1 채널은 캡사이신 뿐
만 아니라 다른 통증을 유발하는 원인이 되는 산이나 열
에 의해서도 활성화가 되는 것으로 알려져 있어 통증발
현 연구에 매우 중요한 역할을 하는 채널로 알려지고 있
다[6,7]. 그러므로 TRPV1 채널은 진통제를 개발하고자 
하는 타겟으로 주목받고 있다[8]. 

TRPV1은 여러 경로를 통해 활성이 조절되는데 인산
화효소 A (PKA) [9-11], 인산화효소 C (PKC) [12-15], 
CamKII 와 Src 인산화 효소[16,17]를 포함하는 인산화와 
탈인산화에 의해 활성이 조절 되는 것으로 알려졌다.  또
한 인산화 외에 전사 후 조절 기작에 의해 조절된다
[18,19]. 이러한 조절과정에는 단백질-단백질 상호작용을 
포함하지만, 아직까지 TRPV1과 상호작용하는 단백질은 
매우 적은 수만이 알려져 있다. 

막 단백질인 TRPV1 의 막수송에 관해서도 알려진 것
이 많지 않은 실정이다.  TRPV1은 PKC의 신호에 영향을 
받으며 적어도 부분적으로 SNARE를 포함하는 방법으로 
세포막으로 이동됨이 보고되었다[20]. 또한 TRPV1은 
FIP3(family of Rab11 interacting 단백질 3, Rab11-FIP3)
이라고 하는 Rab 결합 단백질과 특이적으로 직접 결합함
이 보고되었다[21].  Rab11 결합단백질인 FIP3가 TRPV1
과 결합한다는 결과는 흥미로운 결과로서 최근 Rab11이 
막 단백질인 채널단백질의 막수송에 관여하다는 연구결
과와 연관이 있는 결과이다[22-26]. 특히 Rab11이 
TRPV1의 family 에 속하는 TRP channel인 TRPV5와 
TRPV6과 직접적으로 상호작용하여, 막 수송에 관여하는 
것으로 알려졌다[22].  Rab11을 포함하는 막수송 과정에
서 FIP3은 Rab11에 결합하여 Rab11-FIPs 복합체를 이루
어 여러 막 수송인자들을 모집하고 막 수송을 조절하는 
역할을 하는 것으로 보인다[27-29].

그러므로 본 연구에서는 Rab11이 TRPV1에서도 
TRPV5와 TRPV6처럼 직접 상호작용하여 막수송에 관여
하는지, 아니면 FIP3을 포함하며 간접적으로 관여하는지
를 알아보기 위하여 Rab11과 TRPV1의 세포 내의 위치
를 조사 하였으며, Rab11과 TRPV1의 직접적인 상호작용 

여부를 GST-pulldown 방법을 이용하여 실험하였다. 또
한, Rab11의 발현이 저해 되었을 때의 TRPV1의 세포내 
분포 특히 막에 발현된 TRPV1의 양을 조사하여, Rab11
이 TRPV1의 막수송에 관여한다는 것을 확인하였다.

2. 재료 및 방법

2.1 세포배양 및 시약

2.1.1 세포 배양과 형질주입 (transfection)

HEK293T cell의 배양에는 Dulbecco's modified Eagle's 
medium (10% FBS 와  penicillin과  streptomycin 함유된)
을 사용하였다. 형질주입은 Lipofectamine™ Reagent 
(Invitrogen, Carlsbad, USA)를 사용하여 제조사의 추천 
방법으로 실행하였다.

2.2 GST-pulldown 분석

TRPV1 발현벡터 pcDNA3-myc-his-TRPV1 벡터를 
HEK293T 세포에 형질주입하였다. 36시간 형질주입한 
세포를 RIPA buffer (1% sodium deoxycholate, 0.1% 
SDS, 1% Triton X-100, 1 mM PMSF, 10 mM Tris, 140 
mM NaCl, 0.5% NP-40)로 분쇄하여 cell lysate를 얻었다. 
융합 단백질 GST-Rab11과 GST-FIP3은 각각의 cDNA를 
클로닝 하여 pGEX-5X-3(Amersham, Buckinghamshare, 
UK) 벡터에 서브클로닝하고 발현하여 GST 융합 단백질
을 획득하고 Emarson 등의 방법을 이용하여 
GST-pulldown 분석을 실시하였다[30].  GST-pulldown 하
여 얻어낸 시료는 western blot을 실시하여 ECL과정을 통
하여 밴드를 확인하였다.

2.3 siRNA 형질도입

Rab11의 저해를 위해 Dharmacon의 siGENOME™ 
Rab11a의 siRNA를 사용하였다(표 1). 위의 형질도입과 

[표 1] Rab11a siRNA 서열
[Table 1] Rab11a siRNA sequence
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동일하게 HEK293T 세포 내에 Lipofectamine™ Reagent 
(Invitrogen, Carlsbad, USA)를 이용하여 제조사가 추천하
는 방법대로 6 well plate의 한 well당 400 nM의 siRNA를 
처리하였으며, siRNA처리 이후 75시간을 배양하여 
Rab11a의 knock down을 유도하였다.

2.4 realtime-PCR

siRNA가 도입된 HEK293T 세포를 Trizol Reagent 
(Invitrogen, Carlsbad, USA)를 사용하여 total RNA를 추
출하였고, 추출한 5 ㎍의 RNA를 SuperScript™ 
First-Strand Synthesis System For RT-PCR (Invitrogen, 
Carlsbad, USA)를 사용하여 제조사가 추천하는 방법대로
reverse transcript-PCR을 수행하여 total cDNA를 얻어냈
다. 이후 얻어낸 cDNA의 10 ng를 최소량으로 하여 
realtime PCR을 수행하였다. Rab11a의 realtime PCR에 
사용된 primer의 제작은 Genescript  
(https://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer)를 이용하
여 표 2 와 같이 설계하였고, 이중 667∼762 부위를 주형
으로 하는 primer를 realtime PCR에 사용하였다. PCR은 
SYBR green PCR master mix (Applied biosystems, 
Warrington, UK)를 사용하였으며, 50℃에서 2분간 1회, 
95℃에서 10 분간 1회, 이 후 40 회의 (95℃에서 15초, 5
8℃에서 1분) PCR을 수행하였고, ABI relative 
quantitative manager version 1.2 (Applied Biosystems, 
California, USA)프로그램을 이용하여 발현정도를 측정하
였다. 

[표 2] 실시간 PCR 프라이머
[Table 2] Realtime PCR primer

2.5 막에 존재하는 TRPV1 의 탐지

TRPV1이 stable하게 형질주입된 HEK293T 세포에 
Rab11a siRNA를 형질주입하여 75시간 동안 배양한 세포
를 2000 rpm 1분 원심 분리하여 cell을 ice cold 1 X PBS
에 3회 세척한다. 약 25 X 106 cell/ml의 농도가 되도록 
1X PBS에 세포를 재부유 한 뒤 sulfo-NHS-LC-Biotin 
(PIERCE, Rockford, USA)을 2 mM처리하여 실온에서 30

분 반응시킨다. 이후 10 mM glycin이 첨가된 PBS로 세
포를 세척한 뒤 1 X IP buffer (1% Triton X-100, 150 mM 
NaCl, 10 mM Tris, pH 7.4, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 
0.2 mM sodium orthovanadate, 0.2 mM PMSF, 0.5% 
NP-40, 50 mM sodium fluoride, 30 mM sodium 
pyrophosphate, protease inhibitor tablet)로 세포를 용해하
여 막에 고정된 streptavidin (PIERCE, Rockford, USA)으
로 biotin-표지 세포 표면 단백질을 분리해 내어 western 
blot을 실시하였다. TRPV1의 C-terminal 세포질 꼬리부
위를 재조합하여 만든 재조합 단백질을 이용하여 토끼에
서 제작한 토끼 항혈청 항체 anti-CVR1을 1:500의 비율
로 1차 항체 처리를 한 뒤에 anti-rabbit HRP (Amersham, 
Buckinghamshare, UK) 항체를 1:1000의 비율로 2차 항체 
처리를 한 뒤 ECL과정을 통하여 TRPV1의 밴드를 확인
하였다.

2.6 면역 형광 현미경 방법

각각의 발현 벡터 pEGFP-TRPV1과 pcDNA-myc-his- 
Rab11을 poly-L lysin 처리한 cover slip에 배양한 
HEK293T 세포에 cotransfection하여 24시간동안 발현시
켰다.  이후 cell을 1 X PBS (pH 8.0)로 세척 한 뒤 4% 
formaldehyde로 고정하였다. 0.2% Triton X-100을 처리한 
세포에 5% BSA (in 1 X PBS)로 blocking한 세포를 면역
형광 방법으로 염색하였다. 1차 항체는 anti-c-myc 항체
를 1:300의 비율로 사용하였고, 2차 항체는  
Cy3-conjugated goat anti-mouse (Zymed, California, 
USA)를 사용하였다.

3. 결과

3.1 TRPV1과 Rab11의 colocalization의 확인

Rab11은 세포막에 존재하면서 TRPV5와 TRPV6과 상
호작용하면서 막수송에 직접적으로 영향을 주는 것[22]
처럼 다른 막 단백질의 수송에도 영향을 줄 수 있다는 가
능성을 보여준다. 그러므로 Rab11이 TRPV1과도 직접적
으로 결합하여 막수송에 관여하는지를 알아보기 위하여 
세포 내의 TRPV1과 Rab11의 분포를 공촛점 현미경을 
이용한 면역화학법을 실시하여 알아보았다[그림 1]. 

그림 1A에서 보듯이 Rab11은 세포의 세포막부위를 
중심으로 분포되어 있으며 TRPV1의 경우에도 Rab11과 
세포내에서 거의 유사한 분포, 즉 세포막 부위에 분포하
는 것을 확인하였다. 그림 1C는 Rab11과 TRPV1이 세포
내에서 colocalization하고 있음을 보여 준다. 이러한 실험 
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결과는 Rab11이 세포막에 분포하면서 직접적이든 간접
적이든 세포막 단백질과 매우 밀접하게 연관되어 있음을 
시사한다. 

[그림 1] HEK293T 세포에 존재하는 TRPV1 과 Rab11의 
Colocalization. 

[Fig. 1] Colocalization of TRPV1 and Rab11 in HEK293T 

cell. 

A, Rab11 (녹색); B, TRPV1(적색); C, Rab11 (녹색)과 
TRPV1 (적색)이 colocalize하여 노란색을 보인다. 

3.2 GST pulldown assay

Rab11과 TRPV1은 결합을 생화학적으로 알아보기 위
해 GST-pulldown 분석을 실시하였다[그림 2]. 그림 2에
서 보는 바와 같이 TRPV1은 FIP3와는 상호작용하지만 
Rab11과는 단백질 간에 서로 직접적인 결합을 이루지 않
는 것으로 나타났다. FIPs 단백질이 C-terminus에 위치한 
Rab11-결합 도메인(RBD)을 이용하여 Rab11과 직접적인 
상호작용을 하는 것[22]과는 대조적으로, TRPV1에는 이
와 비슷한 도메인이 존재하지 않는 것으로 보인다. 
TRPV1과 Rab11은 서로 colocalization 하면서도 서로 직
접적인 결합을 하지 않는 것은 Rab11이 TRPV1의 기능
에 연관성이 없거나, 혹은 직접적인 단백질-단백질 상호
작용이 아닌 간접적인 매개체 등을 통하여 TRPV1의 막
수송에 영향을 미칠 것으로 생각된다. 

[그림 2] TRPV1/GST-Rab11 GST pulldown 분석.  

[Fig. 2] TRPV1/GST-Rab11 GST pulldown analysis. 

lane 1, positive control. GST-FIP3 발현  cell lysate; lane 2, 

GST 발현  cell lysate; lane 3, GST-Rab11 발현 cell lysate. 

3.3 Rab11 발현이 저해된 세포에서의 TRPV1 

의 막 발현 조사

GST-pull down 분석에서 Rab11이 TRPV1과 직접적으
로 결합하지는 않지만 Rab11이 TRPV1의 막 수송에 관
여하는지를 알아보기 위하여 Rab11a의 발현을 저해 하였
을 때  TRPV1의 세포막으로의 수송을 알아보았다. 

우선, Rab11a의 발현을 저해시키기 위해 TRPV1이 
stable하게 발현되고 있는 HEK293T cell에 Rab11a 
siRNA를 형질도입하여 발현저해를 유도하였다. Rab11a
의 발현 정도는 realtime PCR을 실시하여 확인하였다[그
림 3]. 실험 결과 Rab11a의 siRNA는 Rab11의 발현을 
control에 비하여 약 50%정도로 저해 하는 것으로 나타났
다.

    

[그림 3] siRNA에 의한 Rab11a 발현의 저해.

[Fig. 3] Inhibition of expression of Rab11a by siRNA. 

siRNA를 처리하지 않은 sample (control) 과 siRNA로 처리
한 경우 (siRNA)의 발현 정도 (n=3, p<0.05).

Rab11a의 발현이 전체의 약 50%가량 저해된 환경에
서 TRPV1의 세포내 분포 특히 막에 위치하는 양을 알아
보았다. TRPV1은 여전히 세포의 막에서 발현되지만 그 
양이 전체 세포에서 발현되는 양에 비하여 매우 낮게 (약 
40% 수준으로)발현되는 것을 확인할 수 있었다[그림 4].  
이는 Rab11a의 발현 저해는 TRPV1의 막 수송을 저해한
다는 것으로 TRPV1의 막으로의 수송에 Rab11이 필요하
다는 것을 의미한다. 

결론적으로 본 연구에서 Rab11은 TRPV1과 세포내 분
포가 유사하여 colocalize하지만 서로 직접적인 결합은 하
는 것 같지 않다. Rab11의 발현을 저해하면 TRPV1의 막
수송이 저해된다는 결과로부터 Rab11은 TRPV1의 막수
송에 관여하는 것으로 결론지을 수 있다.
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[그림 4] 막에서의 TRPV1의 발현. 

[Fig. 4] TRPV1 expression on the membrane. 

A, 전체 cell lysate 에서의 TRPV1 의 양 (lane 1)과 막 에 
존재하는 TRPV1양 (lane 2). siRNA 처리하지 않은 경우 
(control, 윗줄)와 처리한 경우 (siRNA 아랫줄). B, 대조군과 
siRNA 처리 후 세포 전체의 TRPV1의 양과 막에 발현된 
TRPV1의 양을 상대적 비율로 표시한 그래프(n=3, p<0.05). 

4. 고찰

TRPV1의 막수송에 대하여는 잘 알려진 바가 없는 가
운데 같은 TRP family에 속하는 TRPV5와 TRPV6의 경
우에는 Rab11이 직접적으로 결합하여 막 수송에 관여한
다는 것이 발표되었다[22]. TRPC 채널의 경우에는 
Rab11과 Rab9가 관여하는 것이 보고되었는데 특히 
Rab11 의 역할이 중요하여 Rab11의 과다발현은 TRPC의 
막에서의 발현을 증대시켰다[23]. 또한 ENaC 채널의 경
우도 채널의 세포내 분포가 Rab11의 영향을 받는 것으로 
보고되었다[24]. 그 외 CFTR, Kv1.5 등의 채널도 세포내 
수송에 Rab11이 관여한다고 보고되었다[25,26]. 

그러므로 본 연구에서는 TRPV1의 막 수송과정에서 
Rab11이 관여한다고 가정하고 이를 확인하고자 세포생
물학적으로 또한 생화학적으로 알아보았다.  실험결과 
TRPV1은 TPRV5나 TRPV6처럼 Rab11과 직접적으로 결
합은 하지 않았다.  하지만 TRPV1은 Rab11과 colocalize
하고 있으며 나아가 Rab11a의 발현을 저해하면 TRPV1
의 막 수송이 저해가 되는 것을 볼 때 TRPV1의 막 수송
에도 중요한 조절 작용을 하는 것을 확인하였다. 

그러면 왜 TRPV1이 TRPV5나 TRPV6과 같이 Rab11
과 직접적으로 결합하지 않는가? 이는 아마도 다른 물질
이 중간에 매개 역할을 하는 것으로 보이는데 그것이 
Rab11과 complex를 이루는 FIP3이 아닌가 생각된다.  
TRPV1은 FIP3과 직접적으로 결합하며 FIP3은 TRPV1의 
막 수송에 관여한다고 보고되었다[21]. 그러므로 Rab11
이 TRPV1과 직접적으로 결합하지는 않지만 FIP3과 결합
하여 TRPV1의 막수송에 관여하는 것으로 보인다. 그러
므로 본 실험에서 보여주듯이 Rab11의 발현 양이 줄어들
면 Rab11-FIP3 complex의 양이 줄게 되어 TRPV1의 막
수송에 지장을 준 것으로 보인다. 이는 최근의 결정구조
학으로 밝힌 연구 결과가 그 뒷받침을 하고 있다. Rab11
은 FIP와 RBD (Rab11-binding domain) 도메인을 통하여 
FIP가 이량체가 되도록 도우며 이량체인 Rab11과 결합하
여 이형 사량체를 형성하며 막 수송에 관여한다고 보고
하며 Rab11 뿐 아니라 막 수송에 FIP3이  중요함을 언급
하고 있다[31]. 또한, Rab11의 발현을 저해하는 siRNA에 
의해 Rab11의 발현이 저해됨에 따라 세포질분열 과정에
서 FIP3이 세포질에서 막으로의 이동이 저해됨을 볼 수 
있었다[27], 즉, Rab11은 FIP3과 Rab11-FIP3 복합체를 이
루며 세포막으로 표적 단백질의 이동을 조절하는 역할을 
한다고 볼 수 있다[27-29]. 

그러므로 본 연구 결과와 같이 TRPV1과 Rab11은 서
로 colocalize 되지만 직접적으로 결합은 하지 않고 
Rab11의 발현을 저해하면 TRPV1의 막에서의 발현양이 
줄어드는 것은 막수송에 큰 역할을 하는 Rab11이 FIP3과 
복합체를 이루어 TRPV1의 막수송에 영향을 주기 때문인 
것으로 보인다. 
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