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urpose：：：：The subcellular localization of E1B-19k has been known cytosol or nuclear membrane by immuno-
histochemical staining and could dimerize with Bax to regulate cell death also known by the in-vitro immuno-

precipitation. We planed to confirm this dimerization of E1B-19k with Bax in vivo in Cos-7 cells by using green 

fluorescent protein. 

Material and Method：：：：We cloned E1B-19k and Bax into C3-EGFP. C3-EGFP-E1B-19k, C3-EGFP-Bax, and C3-
EGFP-E1B-19k and pcDNA3-Bax were transfected into Cos-7 cells. We explored location of E1B-19k and Bax, 

and confirmed its dimerization with Bax in transfected living healthy Cos-7 cells by following green fluorescent 

protein of E1B-19k on the confocal microscope. 

Results：：：：E1B-19k was located diffusely in cytoplasm and in nucleus but not in mitochondria. It prevented cell 
death from the apoptosis by staurosporine but its location was not changed. GFP-E1B-19k is not changed its 

intracellular location with Bax even with staurosporine. 

Conclusion：：：：These results support that E1B-19k does not localize in mitochondria nor dimerize with Bax even with 
staurosporine. We could anticipate E1B-19k prevent cell death via the other dimerizing partner or pathways. 
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서     론 
 

바이러스가 세포에 침입하게 되면 감염된 세포내에서의 

증식을 위해서 E1A 단백질을 생산하고 이를 세포질내로 방

출하게 된다. 이때 감염된 세포내에서 E1A 단백질에 의해 

P53이 활성화되어 apoptosis가 일어나게 되고 세포내에 침

입한 바이러스의 증식이 차단되어 더 많은 세포의 바이러스 

감염이 방지되게 된다3). 그러나 세포내에 감염된 바이러스

는 활성화 된 P53에 대한 대응 단백질인 E1B 단백을 일시

적으로 생산하여 세포의 apoptosis를 막게되므로 세포내 바

이러스 증식에 필요한 시간을 확보하게 된다. 이러한 현상은 

일정 시간후 E1B 생산을 중단하게되어 세포는 apoptosis가 

되나 충분히 증식한 바이러스는 다른 세포로 퍼져나가게 된

다23). E1B는 Bcl-2와 homology를 가지며4) 아데노바이러

스에 의해서 만들어지는 anti-apoptotic 단백질로서 55k와 

19k로 나눌 수 있는데, 이중에서 E1B-19k는 Bax에 결합

하여 Bax의 활성을 직접 차단하여 apoptosis를 막거나8), 

p53에 의한 apoptosis를 방어할 수도 있고18), Fasmediated 

apoptosis를 억제할 수 있다고 보고되어 있다15). 

PPPP    
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그러나 최근에 Bax와 Bcl-XL 뿐만 아니라 대부분의 Bcl-

2 family의 dimerization이 실험방법상의 문제에서 기인한

다는 사실이 발표된 현실에서 E1B-19K와 Bax의 dime-

rization에 대한 보고7)는 다시 재고하지 않을 수 없게 되었다. 

E1B-19K의 세포내 위치는 면역화학 염색을 이용한 경우 

세포막8), 핵막과 세포막15), 세포핵막과 endoplasmic retic-

ulum16), 또는 핵막23) 등 존재위치에 있어서 서로 다른 결과

가 보고되어 있어 생체내에서 위치에 대한 연구도 필요한 실

정이다. 한편, Bax는 주로 세포질 내에 균일하게 분포하고 

있으며, staurosporine이나 Tumor Necrosis Factor-α

(TNF-α)에 의해서 Bax가 활성화되면 mitochondria로 이

동한다고 보고되어 있다24). 따라서 만일 E1B-19K가 Bax

와 dimerization 한다면 E1B-19K가 staurosporine이나 

TNF-α에 의해서 Bax와 같이 mitochondria로 이동할 것

이라는 가정이 성립한다. 이에 저자는 살아있는 세포에서 특

정 단백질의 이동을 추적하기 위해서 사용되는 Green fluo-

rescent protein24)(이하 GFP)을 Bax와 E1B-19K에 각

각 붙여서 이들의 위치를 각각 확인하고 apoptosis 유발시 

이들의 이동을 confocal microscope를 이용하여 실제 살아

있는 세포에서 관찰함으로서 in vivo 상태에서 E1B-19K

의 세포내 위치 획인과 Bax와의 dimerization 여부에 대해

서 재정립하고자 하였다. 

 

대상 및 방법 
 

1. 대상 및 재료 

Cos-7 cell은 ATCC에서 구입하여 사용하였으며, 모든 

primer는 GIBCO BRL에서 주문하여 제작하였다. pcDNA3 

mammalian expression vectors는 Invitrogen(Carlsbad, 

CA)에서 구입하였으며, C3-EGFP plasmid는 Clontech 

Laboratories Inc.(Palo Alto, CA)에서 구입하였다. Lipofe-

ctamine은 Life Technologies(GIBCO BRL, Gaithe-

rsburg, MD)에서 구입하였고, E1B-19K는 adeno-virus 

type2에서 EcoR1 효소부위 및 다수의 clonning site가 삽입 

제작된 것을 Dr. Castelli JC(SNB, NINDS, NIH, MD, USA)

에게서 공여 받았으며(유전자 지도는 White와 Cipriani 논

문22 참조), Bax는 Dr. Hsu YT에게서 제공받았다. 기타재료

는 Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO)에서 구입하였다. 
 

2. 방  법 
 

1) Plasmid 제작 

E1B-19K와 C3EGFP 또는 pcDNA-3 vector를 EcoR1 

digestion한 다음 gel electrophoresis에 의해서 분리하고 

다시 ligation시켜서 C3-EGFP-E1B-19K와 pcDNA-3 

E1B-19K를 만들었다. 같은 방법으로 Bax를 PCR에 의해서 

3’과 5’에 모두 EcoR1 site를 붙이고나서 C3EGFP 또는 

pcDNA-3 vector를 EcoR1으로 digestion한 다음 gel ele-

ctrophoresis에 의해서 분리하고 다시 ligation시켜서 C3-

EGFP-Bax와 pcDNA-3 Bax를 만들었다. 
 

2) Cell transfection 

Cos-7 cell을 바닥이 유리로 되어 있는 4.3cm2 chamber 

slide(Lab-Tek chambered coverglass system；Na-

lge Nunc Inc., Naperville, IL)에 24시간 배양한 후에 상기

한 plasmid를 Lipofectamine을 이용하여 temporary tran-

sfection 시켰다. 단일 DNA transfection시에는 0.5μg을 사

용하였으며, C3-EGFP plasmid와 pcDNA-3을 같이 tran-

sfection하는 경우에는 각각을 0.5μg, 2.0μg으로 1：4의 비

율로 사용하였다. Transfection시 Lipofectamine 3μl를 100

μl의 Optimem solution에 섞고, 100μl Optimem solution

에 각 DNA를 섞은 다음, 두 개의 solution을 다시 섞고 45분간 

기다린 후, Optimem solution 1.3ml에 다시 섞은 다음 Cos-

7 세포에 배양액으로 가하고 5시간동안 CO2배양기 내에서 

배양하였다. Optimem solution을 제거하고 Cos-7의 배양액

인 10% FBS DMEM을 이용하여 세포를 배양하였다. 
 

3) Confocal microscopy 

4.3cm2 chamber slide에 키운 Cos-7 세포를 각 DNA로 

transfection후 16∼24시간에 confocal microscope으로 관

찰하였다. 만약 mitochondria 염색이 필요한 경우에는 mi-

tochondria-specific dye(Mitotracker Red CMXRos；

Molecular Probes Inc., Eugene, OR)를 20ng/m가 되도록 

투여하고 약 20분 후에 confocal microscope(a model LSM 

410 confocal, Carl Zeiss, Thornwood, NY))를 이용하여 

관찰하였다. Chamber slide의 온도유지는 35∼37℃를 air 

stream incubator를 이용하여 유지하였다. GFP 추적을 위해

서는 580nm 파장을 사용하였으며, mitotracker를 추적하기 

위해서는 420nm 파장을 사용하였다. staurosporine을 추

가한 경우에는 0.5μM 농도를 사용하였으며, confocal mi-

croscope에서 매 5∼10분 간격으로 4∼6시간 정도 사진을 

계속 촬영하였다. 

 

결     과 
 

1. GFP-E1B-19K의 세포 내 위치 

살아있는 Cos-7 monkey kidney epithelial cell에서 

GFP-E1B-19K는 주로 세포질과 핵에 미만성으로 균등히 
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분포하였으며, mitochondria의 특정 염색을 위한 Mitotra-

cker의 위치와 일치하지 않았다. 따라서 E1B-19K 단백질

은 mitochondria에 특별히 더 많이 분포하는 것으로 보이지 

않았다(Fig. 1-A). 

E1B-19K가 apoptosis가 일어나는 경우에 세포 내 특정

부위로 이동할 것인지에 대해서 staurosporine을 배양액에 

첨가해서 apoptosis를 유도하여 조사하였다. 그 결과 E1B-

19K는 apoptosis가 일어나도 Bcl-XL과는 달리 세포 내 분

포에 변화를 보이지 않았다(Fig. 1-B). 
 

2. GFP-Bax의 세포 내 위치 

면역화학 염색에서 Bax는 세포질, mitochondria, 또는 핵

등 다양한 분포가 보고되고 있지만, 살아있는 세포 내에서 

GFP를 이용한 경우 세포질과 세포핵에 미만성으로 분포되

어 있다고 보고되어 있다34). 본 실험에서도 GFP를 이용하여 

Bax의 세포 내 위치를 확인해 보았더니 세포질과 세포핵에 

미만성으로 분포되어 있었다(Fig. 2-A). 

Staurosporine에 의해서 apoptosis가 유도되자 GFP-

Bax는 E1B-19K와는 달리 Bcl-XL처럼12) 세포 내에서 mi-

Fig. 1. The subcellular location of E1B-19K in vivo is diffuse in
cytosol and nucleus in Cos-7 cells but is not changed
to mitochondria with staurosporine. Cos-7 cells transi-
ently trans-fected with GFP-E1B-19K and treated with
Mitotracker Red CMXRos to stain mitochondria were
examined by laser fluorescence confocal microscopy
at 480nm wavelength for GFP(top) and at 560 nm for
Mitotracker Red CMXRos(middle), and the two ima-
ges overlaid(bottom). A：Green color of GFP-E1B-19K
is diffuse in cytosol and nucleus and does not colo-
calize with the red color of mitochondria in cytoplasm
of Cos-7 cells. B：Green color of GFP-E1B-19K is diffuse
in cytosol and nucleus and does not colocalize with
the red color of mitochondria in the cytoplasm of
Cos-7 cells even when apoptosis is induced with sta-
urosporine (0.5μM). 

Fig. 2. The subcellular location of Bax in vivo is diffuse in cyto-
sol and nucleus in Cos-7 cells and is moved to mitochon-
dria with staurosporine. Cos-7 cells transiently transf-
ected with GFP-Bax and treated with Mitotracker Red
CMXRos to stain mitochondria were examined by laser
fluorescence confocal microscopy at 480nm wavele-
ngth for GFP(top) and at 560nm for Mitotracker Red
CMXRos(middle), and the two images overlaid (bot-
tom). A：Green color of GFP-Bax is diffuse in cytosol
and nucleus and only partially colocalize with the red
color of mitochondria in the cytoplasm of Cos-7 cells.
B：Green color of Bax is translocated to mitochondria
and colocalized precisely with the red color of mi-
tochondria in the cytoplasm of Cos-7 cells when apo-
ptosis is induced with staurosporine(0.5μM). 
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tochondria로 이동하는 변화를 보였다(Fig. 2-B). GFP-

Bax가 mitochondria로 이동하는 시점은 apoptosis를 stau-

rosporine에 의해서 일으킨 후 약 1.5∼2시간으로 Mito-

tracker에 의한 mitochondria의 염색이 사라진 직후에 가

장 뚜렷이 관찰할 수 있었다. 
 

3. pcDNA3-Bax와 동시에 transfection된 GFP-E1B-19K

의 세포 내 위치 

Bax에는 pcDNA3를, E1B-19K에는 C3-EGFP를 vec-

tor로 하여 동시에 transfection하였을 경우에도 confocal 

microscopy에서 GFP-E1B-19K는 GFP-E1B-19K를 

단독으로 transfection하였을 경우와 차이가 없이 주로 세포

질과 핵에 균등히 분포하였으며, mitochondria의 특정 염색

을 위한 Mitotracker의 위치와 일치하지 않았다(Fig. 3-A). 

세포에서 apoptosis가 일어나면서 Bax가 mitochondria

로 이동하므로 pcDNA3-Bax와 GFP-E1B-19K를 동시에 

transfection한 상태에서 apoptosis를 유도할 경우 GFP-

E1B-19K가 Bax와 dimerization한다면 GFP-E1B-19K

도 Bax와 같이 mitochondria로 이동할 것이라는 가설을 

바탕으로 이를 확인하고자하였다. 살아있는 Cos-7 monkey 

kidney epithelial cell에 pcDNA3-Bax와 GFP-E1B-19K

을 동시에 transfection시키고 staurosporine을 배양액에 

첨가해서 apoptosis를 유도하여 조사하였다. 그 결과 E1B-

19K는 apoptosis가 일어나도 세포 내 분포에 변화를 보이

지 않았다(Fig. 3-B). 

 

고     찰 
 

현재까지 Bcl-2 family에 의한 apoptosis에 관한 보고 중 

가장 잘 밝혀져 있는 apoptosis 과정은, 세포간 또는 세포내 

신호에 의해서 proapototic protein인 Bax가 활성화되었을 

때, antiapoptotic protein인 Bcl-2나 Bcl-XL이 이를 차단

하지 못하면5) Bax가 mitochondria에 작용하여20) mitoch-

ondria에서 cytochrome-C가 방출되고17) 이는 다시 cas-

pase를 활성화시켜26) 세포내 단백질 분해를 초래하여13) ap-

optosis가 진행되고14) 세포는 죽게된다는 것이다. 그런데, 

Bcl-2 family내에서 이들 각기 다른 단백질 사이에 또는 같

은 단백질 사이에 dimerization이 가능하다는 사실이 yeast 

functional assay와 immunoprecipitation 방법에 의해서 

증명되었다9)19). 이러한 두 가지 사실에서 anti-apoptotic 단

백질이 Bax와 hetero-dimerization을 하고 있고25) 자유 

Bax의 양이 많아지면 Bax의 homo-dimerization이 증가하

여 mitochondria에 docking하고6) cytochrome C가 방출되

고17), 세포내 단백질 분해를 초래하여13) 세포가 죽게된다는 

dimerization 가설이 아직까지도 믿어지고 있다. 그러나 1997

년에 Hsu 등11)에 의하여 이러한 dimerization이 일어나지 

않는다는 사실이 보고되었으며 다시 1998년에는 Hsu 등10)

이 dimerization 실험에 사용된 detergent에 따라서 Bcl-2 

family 단백질의 homo- 또는 hetero-dimerization 상태가 

결정된다고 보고하여 이제는 세포내에서 Bcl-2 family 중

에서 dimerization이 동종 또는 이종 단백질간에 이루어질 

수 있는가에 대해서는 다시 재고되어야할 시점에 이르렀다. 

Fig. 3. The subcellular location of E1B-19K in vivo is still diffuse
in cytosol and nucleus in Cos-7 cells and is not moved
to mitochondria with staurosporine when cotransfected
with Bax. Cos-7 cells transiently transfected with GFP-
E1B-19K and pcDNA3-Bax and treated with Mitotrac-
ker Red CMXRos to stain mitochondria were exa-
mined by laser fluorescence confocal microscopy at
480nm wavelength for GFP(top) and at 560nm for Mito-
tracker Red CMXRos(middle), and the two images ove-
rlaid(bottom). A：Green color of GFP-E1b-19K is still
diffusely cytosol and nucleus and generally does not
colocalize with the red color of mitochondria in the
cytoplasm of Cos-7 cells. B：Green color of E1B-19K is
not moved to mitochondria and does not colocalized
precisely with the red color of mitochondria in the
cytoplasm of Cos-7 cells when apoptosis is induced with
staurosporine(0.5μM). GFP-E1B-19K does not translo-
cates to the mitochondria when cotransfected with Bcl-
XL even on apoptosis. 
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E1B-19K도 같은 가설에 의해서 Bax에 결합하여 자유 Bax

의 양을 감소시킴으로서 Bax 끼리의 homo-dimerization

이 억제되어 Bax의 활성이 차단되어 mitochondira에 do-

cking을 억제하고 cytochrome C의 방출이 이루어지지 않

아 apoptosis를 차단한다고 보고되어 있다7)8). 그러나 이가

설 역시 Bax의 homo-dimerization, 그리고 Bax와 E1B-

19K의 hetero-dimerization 가설을 바탕으로 이루어진 

것이어서 이제는 E1B-19K와 Bax의 hetero-dimerization

에 대해서도 다시 재고하지 않을 수 없게 되었다. 

특정 단백질의 세포내 위치에 대한 확인 방법중 가장 많이 

사용되는 면역화학 염색은 E1B-19K의 면역화학 염색에 의

한 세포내 위치확인에서도 조건과 방법에 따라 차이를 보이

는 경우가 많은 것이 문제이다8)15)16)23). 또한 다른 단백질과 

dimerization 할 것인가에 대한 확인은 functional assay나 

western blotting, immunoprecipitation등이 대표적인 방

법이나 이러한 in vitro 방법은 그방법에 따라 결과가 달라서 

확인이 불가능하다고 이미 상기하였다. In vivo 실험에 의한 

확인을 위해서 본연구에서는 GFP를 E1B-19K에 붙여서 

Bax와 세포내에서 같은 부위에 분포하는지를 confocal mi-

croscopy를 이용하여 dimerization 여부를 살아있는 세포

에서 확인하고자하였다. 한편, 세포가 apoptosis가 일어나기 

전에 Bcl-XL은 세포질과 mitochondria에 반반씩 분포하지

만 apoptosis가 일어나게 되면 대부분이 mitochondria로 이

동하는 세포 내 위치의 변화를 보인다고 알려져 있어12) sta-

urosporine에 의한 apoptosis 유발시 Bcl-XL처럼 pro-

survival 기능을 가진 E1B-19K도 mitochondria로 이동

할 것인가에 대해서 조사하였다. 그 결과 GFP를 추적하여 

E1B-19K는 세포내에서 세포질뿐만 아니라 세포핵에도 미

만성으로 분포하였으며, Bax와 동시에 과표현되어도 Bax와 

같이 mitochondria로 이동하지 않는 것을 관찰할 수 있었

다. Staurosporine에 의해서 apoptosis가 유도된 경우에도 

mitochondria로 이동하지 않았다. 따라서 GFP에 의해서 살

아있는 세포에서 E1B-19K를 추적해 볼 때 E1B-19K는 

Bax가 과표현되거나 apoptosis가 유도되어도 dimerization

하지 않을 것으로 추정되었다. 그러나 E1B-19K를 trans-

fection하여 세포에서 표현시키면 apoptosis 차단 효과는 

확실히 존재하며2), 이는 Bax와 같이 표현된 경우에도 Bax

만 표현된 경우보다 마찬가지로 apoptosis 차단효과가 있었

으므로(미출판 자료) E1B-19K는 apoptosis를 차단하지

만 Bax와의 hetero-dimerization에 의해서 이루어지지는 

않을 것으로 사료되었다. 

본 연구결과의 해석은 GFP 표지물질에 의한 E1B-19K 추

적에서 apoptosis를 유도하여도 Bax와 동일부위, 즉 mito-

chondria에 위치하지 않는다는 사실에서 도출된 결론이다. 

따라서, 만약 아주 적은 량의 Bax만이 E1B-19K와 dime-

rization하며 이러한 적은 량의 dimerization 만으로도 충분

히 세포를 apoptosis로부터 차단할 수 있다면 적은 량의 GFP

만이 위치가 이동되므로 현미경상에서 차이를 관찰하기가 

어려울 것임은 자명한 사실이며, 본 연구의 결론은 사실과 

다를 수 있다. 그러나, 이 경우에 적은 량의 dimerization으

로 apoptosis를 차단하는 효과를 낸다는 이론 자체가 기존의 

dimerization 가설에 위배되므로 이율배반적이다. 두 번째

의 가능성은 E1B-19K에 GFP를 붙인 결과 단백질의 구

조가 달라져 E1B-19K와 Bax와 dimerization이 일어나지 

않았을 가능성이 있다. 그러나 이것 역시 GFP를 붙여서 di-

merization이 적어지거나 많아지는 경우는 있어도 그 차이

가 적어(미출판 자료) E1B-19K와 Bax가 전적으로 dim-

erization을 이루는데도 GFP에 의해서 전혀 같은 부위에 

위치하지 않았다는 가정은 가능성이 적을 것으로 추측한다. 

 

결     론 
 

GFP추적에 의한 E1B-19K의 위치는 cytosol과 nucleus

에 미만성으로 분포하였으며, Bax와 동시에 표현되어도 Bax

와 같은 부위에 존재하지 않는다는 사실이 특히 staurospo-

rine에 의해서 apoptosis가 유도된 경우에도 동일하였다. 따

라서 E1B-19K는 cytoplasm과 nucleus에 미만성으로 분

포하였으며, Bax와는 apoptosis가 유도되어도 dimeriza-

tion하지 않으며, 따라서 E1B-19K의 apoptosis 차단 효과

는 다른 경로에 의해서 이루어질 것으로 추정되었다. 
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