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Membrane proteins are involved in many common diseases, including heart disease and cancer. In 
various disease states, such as cancer, abnormal signaling pathways that are related to the 
membrane proteins cause the cells to divide out of control and the expression of membrane 
proteins can be altered. Membrane proteins have the hydrophobic environment of a lipid bilayer, 
which makes an analysis of the membrane proteins notoriously difficult. Therefore, this study 
evaluated the efficacy of two different methods for optimal membrane protein extraction. 
High-speed centrifuge and reagent-based method with a -/+ filter aided sample preparation 
(FASP) were compared. As a result, the high-speed centrifuge method is quite effective in analyzing 
the mitochondrial inner membranes, while the reagent-based method is useful for endoplasmic 
reticulum membrane analysis. In addition, the function of the membrane proteins extracted from 
the two methods were analyzed using GeneGo software. GO processes showed that the 
endoplasmic reticulum-related responses had higher significance in the reagent-based method. 
An analysis of the process networks showed that one cluster in the high-speed centrifuge method 
and four clusters in the reagent-based method were visualized. In conclusion, the two methods are 
useful for the analysis of different subcellular membrane proteins, and are expected to assist in 
selecting the membrane protein extraction method by considering the target subcellular 
membrane proteins for study.
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서  론

세포막은 모든 세포의 구성성분으로써, 세포의 외부와 내부

를 구분하고, 신호전달, 세포와 세포의 연결, 세포의 물질이동 

및 효소의 작용에 중요한 역할을 한다[1]. 막 단백질은 세포막 전

체 질량의 약 50%를 차지하며 단백질의 양과 종류는 세포마다 

조금씩 차이가 있다[2]. 막 단백질의 종류는 크게 세가지로 분류 

할 수 있다. 내재성 막 단백질(integral membrane protein), 외
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재성(표재성) 막 단백질(peripheral protein), 고정 막 단백질

(anchored membrane protein)이 해당된다. 내재성 막 단백질

은 인지질 이중층 사이에 한 가닥 또는 다수의 가닥으로 존재하

여 소수성(hydrophobic) 성질을 가지고, 외재성 막 단백질은 

소수성인 세포막과 직접적으로 연결되지 않기때문에 부분적으

로만 소수성을 가진다. 마지막으로, 고정 막 단백질의 경우 지질 

이중층과 접촉하지는 않지만 이중층에 공유 결합된 지질기를 

고정하여 막의 양측에 부착된다.

세포막 단백질체학(membrane proteomics)은 정상 또는 

비정상 세포에 존재하는 전체적인 막 단백질을 분석하는 학문

이라고 정의 할 수 있다[3-5]. 세포막 단백질체학에 관한 연구로

는 질병 조기 진단을 위한 진단 생체표지자 발굴 및 치료 적용을 

위한 약물 표적연구 등이 연구되고 있으며, 최근에는 암 전이 인

자를 세포막 단백질체학을 통해 발굴하는 연구가 활발히 진행 

중이다[4, 6-8]. 전이성 암의 특징으로는 세포의 증식, 세포와 

세포의 결합, 그리고 암세포의 이동이 있으며 세포막 단백질은 

이들 특징에 관여한다[9, 10].

막 단백질 연구에 중요성이 높아지면서 큰 규모의 액체크로

마토그래피-텐덤질량분석기(liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry; LC-MS/MS)를 활용하는 방법은 막 단백

질 연구에 많은 도움을 주었다[11, 12]. 실제로, Liu (2010)은 전

이성 췌장암세포와 비전이성 췌장암세포의 막 단백질 발현 차

이를 통해 막 단백질이 췌장암 진단 생체 표지자로 활용될 수 있

음을 보고하였으며[3], 전이성 유방암세포와 비전이성 유방암

세포의 막 단백질 분석을 토대로 세포결합에 관여하는 막 단백

질 integrins, ICAM-1 (CD54), CD44, MUC18 (CD146)의 발

현에 차이가 있는 것을 증명하였다[3, 10]. 이처럼, 질량분석기

는 단백질을 연구하는데, 유용한 도구이다. 앞서 소개한 바이오

마커 연구를 위한, 단백질 정성 및 정량, 뿐만 아니라 단백질 변

형을 확인하는 연구, 단백질 구조 연구, 신호전달 연구도 가능하

다[12, 13]. 하지만, 막 단백질을 연구하는데 있어서, 세포질 내 

단백질을 연구하는 것과는 달리 몇가지 어려움이 존재한다

[14]. 왜냐하면, 막 단백질은 소수성의 성질을 가지기 때문에, 

세포 내에서 막 단백질을 분리 정제하는 것에 어려움이 있기때

문에, 세포질 단백질로부터 순수한 막 단백질만을 추출해 내는 

것이 중요하다[14].

LC-MS/MS를 이용하여 막 단백질을 동정하기 위해서는 세

포 내에 존재하는 순수 세포막 단백질을 추출하는 것이 중요하

다[15]. 하지만, 막 단백질은 생체 내 적은 량 존재하고 소수성 

성질을 가지기 때문에 추출에 어려움이 있다. 이러한 문제점 극

복하기 위해서는 LC-MS/MS분석 전에, 막 단백질 샘플 전 처리

에 해당되는 농축(enrichment), 가용화(solubilization), 단백

질 분해(digestion) 그리고 분획 분류(fractionation)과정이 더 

세심하게 진행되어야 하는 노력이 필요하다[11, 16]. 따라서, 

본 연구에서는 막 단백질의 효율적 동정을 위해 가장 빈도 높게 

사용되고 있는 high-speed centrifuge를 이용한 방법과, 

chemical reagent를 이용한 방법 두 가지를 비교하였다. 첫 번

째 방법은 동결 및 해동 방법으로 세포를 용해하여 high-speed 

centrifuge로 막 단백질을 추출하는 방법이며, 두 번째 방법은 

chemical reagent를 통해서 세포막을 가용화시켜 막 단백질을 

추출하는 방법이다. Chemical reagent를 이용한 방법에는 상

용화된 키트가 사용되었다. 연구에 사용된 질량분석기는 고 해

상도 액체크로마토그래프의 한 종류인 Nano-Chip-LC/QTOF- 

MS를 사용하였다.

재료 및 방법

1. 세포배양

사람 전립선 암 세포 주인 Du145 (안드로젠 비 의존성) 74번

째 계대 배양하였으며, T-75 플라스크에 10% 소태아혈청

(Fetal bovine serum, FBS), 100 g/mL penicillin, 그리고 

100 g/mL streptomycin이 함유된 RPMI1640 배지에 5% 

CO2와 37°C 환경에서 배양되었다. 세포 계대 및 수확 단계는 

0.25% trypsin/EDTA를 사용하였으며, high-speed centri-

fuge방법의 경우 참고 논문에서 명시 된 1×107 세포를, 

reagent-based 방법의 경우 키트에 명시 된 5×106 세포 수를 

측정하여 준비하였다.

2. 막 단백질 추출

수확한 세포로부터 막 단백질 농축을 위해 두 가지 방법을 사

용하였다. 첫 번째 high-speed centrifuge방법은 high-speed 

centrifuge를 사용한 보고에서 제시된 막 단백질 농축법대로

[17] 1×107 세포를 모은 후 200 ×g에서 2분 동안 원심분리 한 

후 침전 된 세포에 500 L 증류수를 첨가하고 충분히 섞어 준 후 

얼음 위에서 10분간 유지한다. 그 후, 액화질소에서 1분간 얼린 

후, 실온에서 녹이는 과정을 두 번 반복하고 4°C에서 100,000 

×g에서 20분 동안 원심분리 후, 상층액을 제거하는 과정을 3번 

반복한다. 마지막으로 상층액을 제거한 후 남은 침전물에 7 M 

urea/2 M thiourea (lysis buffer)를 첨가하였다[17]. 두 번째 방

법으로는 reagent-based 방법을 적용하기 위해서, 상용화된 

Membrane Protein Extraction Kit (Thermo, Rockford, IL, 

USA)를 사용하였다. 본 키트에서 제시하는 진행과정에 따라 막 
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단백질을 수확하였다. 간략하게 설명하면, 5×106 세포를 모은 

후, 300 ×g에서 5분 동안 원심분리 하였다. 3 mL의 cell wash 

solution으로 세척한 후 300 ×g에서5분 동안 원심분리 한 후, 

상층액을 제거하였다. 세포를 1.5 mL cell wash solution으로 

풀어 준비한 후, 2 mL튜브로 옮겨서 300 ×g에서 5분간 원심분

리하한 후에 상층액을 제거하였다. 그 후 0.75 mL permea-

bilization buffer를 세포에 첨가하여, 세포가 buffer에 작용하

도록 잘 섞어주었다. 10분동안 4°C에서 믹싱한 후에, 세포를 15

분동안 16,000 ×g에서 원심분리하였다. 이때, 세포질 단백질

이 포함된 상층액은 따서, 새로운 튜브에 옮겨 담았으며, 세포 

덩어리에는 0.5 mL의 solubilization buffer를넣고, 잘 섞어준 

후, 4°C에서 30분 동안 혼합하였다. 그 후 16,000 ×g에서 15분 

동안, 4°C에서 원심분리하였다. 이때, 얻어진 상층액은 막 단백

질을 포함하는 것으로, 분석전까지 −80°C에서 보관하였다.

3. Nano-Chip-LC/QTOF-MS를 위한 tryptic 단백질 분해

수확된 막 단백질에 5 mM Tris (2-carboxyethyl) pho-

sphine (TCEP) (Pierce, Rockford, IL, USA)를 처리하여 단백

질 환원을 유도한 후, 37°C, 300 rpm에서 30분간 교반하였다. 

Reagent-based 방법의 경우 추가적으로 filter aided sample 

preparation (FASP)과정이 추가되는데 이는 계면활성제(de-

tergent)를 제거하기 위한 과정으로 필터 튜브(Microcon, 

Millipore Corp, Bedford, MA)를 이용하여 진행하였다. 단백

질 환원 후에 15 mM iodoacetamide (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) 100 L를 첨가한 후 25°C, 300 rpm 에서 1시

간 동안 암실에서 교반하였다. 이후 단백질 1 mg 당 trypsin 

(Promega, Madison, WI, USA) 20 g을 처리하여 37°C, 300 

rpm으로 16시간 유지하였다. 이렇게 처리된 샘플은 C18 cart-

ridge (Waters, Milford, MA, USA)를 사용하여 세척 단계를 진

행하였다. 이후 샘플은 Speed Vacuum Concentrator (Scan-

vac, Labogene, Denmark)을 이용하여 완전 동결건조 한 후 

10% formic acid를 첨가하여 샘플을 준비하였다.

4. Nano-Chip-LC/QTOF-MS 분석 

모든 샘플에 0.1% formic acid 20 L 첨가하고 1200 series 

HPLC system (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA)

에 HPLC-chip (large capacity chip, 150 mm, 300 A, C18 

chip, 160 nL 농축컬럼) (Agilent Technologies, Wilmington, 

DE, USA)을 사용하였으며 나노 유속(nano-flow) 펌프를 사용

하였다. 샘플의 유속은 4 L/min으로 A 이동상(mobile phase)

용액으로는 0.1% formic acid, B 이동상 용액으로는 90% 

acetonitrile/0.1% formic acid를 사용하였고 물은 HPLC 등급

을 사용하였다. 이동상 B 용액 10∼45%로 순차적으로 35분간 

로딩하였고, 90% 이동상 B 용액으로 10분 더 처리하였다. 

Agilent 6520 Accurate-Mass Quadrupole Time-of-Flight 

Liquid chromatography-mass spectrometry (Q-TOF/LC- 

MS) system (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA)에 

HPLC-chip cube를 사용하여 질량 분석하였다. 데이터의 질량

범위(mass range)는 양이온을 100∼3000 m/z에서 얻었으며, 

3.7 V의 충돌에너지(collision energy)를 사용하였다.

5. 단백질 데이터베이스(database) 검색

Tandem mass spectrometry (MS/MS) 스펙트럼은 펩타이

드 단편이온(peptide fragment ions)을 단백질의 아미노산 서

열로 동정하였다. 데이터베이스 검색은 합리적인 제한적 파라

미터를 이용하여 수행하였으며 모든 펩타이드 동정은 Spectrum 

Mill (B.04.00 version of Agilent) 소프트웨어로 진행하였다. 

이때 사용된 데이터베이스는 Universal Protein Resource 

(UniProt, http://www.uniprot.org)을 사용하였고, Spectrum 

Mill Software에 사용된 false discovery rate (FDR)은 1.2%이

며 위양성률은 최소 1%로 진행하였다. 

6. 단백질 기능 및 네트워크 분석

단백질들의 네트워크의 시각화를 위한 도구(visualization 

tool)로는 MetaCore version 6.4 (GeneGo Inc. St. Joseph, 

MI, USA) (www.genego.com))와 PANDORA 4.2 (http:// 

www.pandora.cs.huji.ac.il)를 이용하였다. Pandora서버에

서는 막 단백질 그룹의 세포 구성 요소(cellular component)를 

분류하였고, MetaCore 네트워크 분석에 사용된 알고리즘(al-

gorithm)은 일반적인 Shortest path, 유전자 온톨로지(Gene 

Ontology, GO) process 등을 사용하였다. 

결  과

1. 막 단백질 동정 

LC-MS/MS 분석 결과 high-speed centrifuge법에서만 동

정된 단백질이 113개, reagent법에서만 동정된 단백질이 119

개 그리고 양쪽에서 모두 동정된 단백질은 104개 확인되었다

(Figure 1A). 동정된 순수 막 단백질은 high-speed centrifuge

법에서 101개로 전체 중에서 47%를 차지하였고, reagent법에

서는 79개로 35%가 차지하였다(Figure 1B). 전체적으로 막 단

백질은 high-speed centrifuge법에서 약 12% 더 많은 막 단백
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Figure 1. Identified total proteins in 
high-speed centrifuge and reagent- 
based method. (A) Venn diagram of 
identified total proteins in high- 
speed centrifuge and reagent-based 
method. (B) The number of membrane 
protein and total proteins that were 
identified using Spectrum Mill software.
Slash green bar represent the num-
ber of membrane protein and green 
bar represent the total proteins.

Figure 2. Selection of subcellular 
localization of identified membrane 
proteins through Pandora server. 
Identified membrane proteins were 
classified as subgroup. Red bar rep-
resents the membrane proteins that 
were extracted using high-speed 
centrifuge method and blue bar rep-
resent the membrane proteins that 
were extracted using reagent-based 
method.

질이 동정된 것을 확인함으로써 high-speed centrifuge법이 

reagent법에 비해서 추출 효율이 높음을 확인하였다. high- 

speed centrifuge법과 reagent법의 세포 구성 요소 차이를 분

석하기 위해서 Pandora 서버를 이용하여 분석한 결과, high- 

speed centrifuge법에서 막 단백질이 44개, 내재성 막단백질

(integral to membrane)이 20개, 원형질막(plasma membrane)

이 16개, 내재성 원형질막(integral to plasma membrane) 12

개, 소포체막(endoplasmic reticulum membrane) 6개, 미토

콘드리아 내막(mitochondria inner membrane) 12개, 미토콘

드리아 외막(mitochondria inner membrane) 3개, 외막 단백

질(outer membrane)이 3개로 확인되었다. 반면에 reagent법

인 경우 막 단백질이 34개, 내재성 막단백질(integral to mem-

brane)이 14개, 원형질막(plasma membrane)이 13개, 내재성 

원형질막(integral to plasma membrane) 8개, 소포체막

(endoplasmic reticulum membrane) 7개, 미토콘드리아 내

막(mitochondria inner membrane) 5개, 미토콘드리아 외막

(mitochondria inner membrane) 2개, 외막 단백질(outer 

membrane)이 2개로 확인되었다(Figure 2). 하위 막단백질 분

류에서도 high-speed centrifuge법이 reagent법 보다 분류 효

율이 높은 것을 확인할 수 있었다. 각 방법론에서 추출된 막단백

질 리스트를 비교 분석한 결과, 미토콘드리아 내막 단백질의 경

우 reagent법에서 동정된 막단백질은 모두가 high-speed 

centrifuge법에서도 동일하게 동정할 수 있었으나, high-speed 

centrifuge법에서 동정된 8개의 막 단백질의 경우는 reagent법

에서 동정되지 않았다. High-speed centrifuge법에서 동정된 

8개의 단백질은 ATP synthase O subunit, mitochondrial 

precursor, NAD(P) transhydrogenase, mitochondrial pre-

cursor, prohibitin-2, prohibitin, ubiquinol-cytochrome-c 

reductase complex core protein I, ubiquinol-cytochrome 

c reductase complex 14 kDa protein, succinate dehydro-
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Figure 3. Venn diagram of identified 
membrane proteins that were classi-
fied as subcellular localization th-
rough Pandora server. Membrane 
proteins were classified into outer 
membrane, mitochondrial outer mem-
brane, endoplasmic reticulum mem-
brane, integral to plasma membrane, 
plasma membrane, integral to mem-
brane and membrane (A∼H). Gray 
circle represents the membrane pro-
teins that were extracted using high- 
speed centrifuge method and blue 
circle represents the membrane pro-
teins that were extracted using 
reagent-based method.

genase [ubiquinone] flavoprotein subunit, import inner 

membrane translocase subunit TIM50이고, 두 가지 방법론

에서 모두 동정된 단백질 4개는 ADP/ATP translocase 3, ade-

nine nucleotide translocator 2, ATP synthase alpha chain, 

ATP synthase beta chain, phosphate carrier protein이다. 반

면에, 소포체 막 단백질에서는 high-speed centrifuge법에서 

동정된 막단백질은 모두가 reagent법에서도 동일하게 동정할 

수 있었으나, reagent법에서 동정된 5개의 막단백질의 경우는 

high-speed centrifuge법에서 동정되지 않았다(Figure 3). 두 

가지 방법론에서 모두 동정된 단백질 2개는 ribophorin I, 

ribophorin II이고, reagent-based method법에서만 동정된 

5개의 단백질은 aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase, 

oligosaccharyl transferase 48 kDa subunit thioredoxin, 

main-containing protein 1 precursor, reticulon-4, neurite 

outgrowth inhibitor, translocon-associated protein delta 

subunit precursor이다. 이를 통해서 미토콘드리아 내막 단백

질을 분석하고자 할 때에는 high-speed centrifuge법을 사용

하는 것이 유용하고, 소포체 막단백질을 분석하고자 할 때에는 

reagent법을 사용하는 것이 유용함을 확인하였다.

2. 전체 막단백질 기능분석

본 연구는 동정된 단백질들의 기능분석을 위해 MetaCore 

6.4 소프트웨어를 사용하였다. 벤 다이어그램의 결과 중 high- 

speed centrifuge법에서 동정된 217개와 reagent법에서 동정

된 223개의 단백질을 분석하였다. GO process 분석 결과 10개

의 기능들 중에서 SRP 의존 공 번역(SRP-dependent cotran-

slational protein targeting to membrane), 소포체로의 단백

질이동(protein localization to endoplasmic reticulum)과 관

련된 유전자 온톨로지가 high-speed centrifuge법에 비해서 

reagent법에서 통계적 유의성이 높은 것을 확인하였다(Figure 

4). 이는 앞선 결과에서, high-speed centrifuge법에서 소포체 

막단백질이 reagent법에 비해서 분석 가능한 막단백질을 더 많

이 추출한 것과 연관되어 이들의 GO를 나타내는 것으로 해석된

다. 또한, 단백질 기능 분석은 전반적인 네트워크의 차이점 분석

을 위해 프로세스 네트워크분석을 진행하였다. high-speed 

Centrifuge법에서는 하나의 클러스터(cluster)가 전반적으로 

모여 있는 것을 확인 할 수 있었던 반면에 reagent법에서는 네 

가지 클러스터가 하나로 네트워크 하는 것을 확인 할 수 있었다

(Figure 5). 이는 두 가지 추출법에 의해서, 추출된 막 단백질에 

의해서 서로 다른 프로세스 네트워크를 그리는 것을 보여주는 

결과이다.

고  찰

고해상 질량분석기는 세포 내 존재하는 전체적인 막 단백질

을 동정하여 분석하는데 매우 유용한 정보를 제공한다[18]. 본 

연구에서는 고해상 질량분석기로 Nano-Chip-LC/QTOF-MS

를 사용하였으며 막 단백질의 추출 단계의 중요성을 근거로 가

장 일반적으로 사용되는 막 단백질 추출 방법인 high-speed 

centrifuge법과 reagent법의 추출 효율을 비교 분석하였다. 결

과적으로, 두 가지 방법에서 전체적으로 high-speed centrifuge

법에서 막 단백질 추출 효율이 높은 것을 확인할 수 있었으며, 하

위 막 단백질 구성성분 분석에서, 미토콘드리아 내막 단백질 분

석에는 high-speed centrifuge법이 유용한 반면 소포체막 단
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Figure 4. Functional analysis for total extracted membrane proteins using GeneGo. GO processes were analyzed using GeneGo. Red bar 
represents the GO processes that are associated with membrane proteins extracted using high-speed centrifuge method and blue bar 
represents the GO processes that are associated with membrane proteins extracted reagent-based method. The most associated GO
processes was viral process in both high-speed centrifuge and reagent-based methods.

Figure 5. Process networks of total extracted membrane proteins in high-speed centrifuge and reagent-based method. The network was
generated by a shortest paths algorithm of GeneGo software using the total extracted membrane proteins. (A) GeneGo process networks
of total extracted membrane proteins using high-speed centrifuge method. (B) GeneGo process networks of total extracted membrane proteins
using reagent-based method.

백질에서는 reagent법이 유용한 것을 확인할 수 있었다. 기능분

석 결과에서는 전반적인 프로세스 네트워크를 비교했을 때, 두 

가지의 추출법에서 서로 다르다는 것을 확인할 수 있었다. 

Reagent법에서 high-speed centrifuge법에 비해서 세포막의 

signal recognition particle (SRP) 의존 공번역 단백질(SRP- 

dependent cotranslational protein targeting to membrane)

에 관여하는 유전자 온톨로지가 통계적으로 유의하게 나왔다. 

이는 막 단백질의 소수성 단백질이 SRP를 매개로 소포체 내에 

저장되는 친수성 단백질이 되거나 소포체 막 단백질로 되는 과

정이라 사료된다[19]. 

본 연구에서는 몇가지 한계점이 있다. 첫째, DU145 전립선 

암 세포 주를 사용하여, 막 단백체 분석을 진행하였다. 하지만 

세포 주마다 하위 단백질의 비율 등이 다르기 때문에, DU145 

전립선 암 세포 주 이외의 다른 암 세포 주와 정상 세포 주에서도 

동일하게 실험을 진행하여, 같은 결과를 얻을 수 있는지 검증하

는 실험을 후속 연구로 진행할 필요가 있다고 생각한다. 둘째, 
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본 연구의 경우의 경우 막단백질을 추출하는 두가지 방법을 비

교하기 위해서, 질량분석기를 통한 순수 막 단백질의 동정 효율

성 및 각 분석법에서 효율적인 하위 막단백질을 확인하는 것에 

초점에 두고 진행하였다. 이 과정에서, 단백질 변성 및 안정상태

를 최적화하기 위해서, 막 단백질 추출과정에서 ‒4°C를 유지하

여 진행하였으며, 분석전까지 추출된 막 단백질은 ‒70°C의 초

저온냉장고에서 보관하거나 막단백질 추출 직후 분석을 진행하

였다. 이번 연구에서는 질량분석기를 통해서 막단백질을 분석

하는 방법론을 비교하는 것이지만, 추후 연구를 통해서, 막 단백

질의 구조 연구가 필요한 경우에는 변성 및 응집에 의한 구조변

화를 확인하는 방법론이 추가되어야 할 것이다. 마지막으로는, 

이번 연구에서는 Nano-Chip-LC/QTOF-MS 기기를 사용하여 

분석을 진행하였다. 하지만, Nano-Chip-LC/QTOF-MS 이외

에도 다양한 질량분석기기로 막 단백질 분석 연구가 진행 중이

다. 예를 들면, Multiple reaction monitoring (MRM)과 같은 

질량분석 장비를 사용하여 정성 분석, 뿐만 아니라 절대적 정량 

값 분석을 통한 발현 패턴의 분석도 진행되고 있다[18, 20]. 

MRM을 이용한 연구는 막단백질들에 대한 좀 더 구체적인 연구

를 진행할 수 있다. 예를 들면, 이전 논문 결과에서는, 막단백질

들 중에서 약물 전달자의 역할을 하는 막 단백질을 선정하여, 특

정 세포주에서 정량분석을 진행한 연구 결과가 있다[21, 22]. 이

러한 결과는 본 연구 논문과 같이 세포 주나 조직에서 막 단백질

을 추출하여 막단백질을 분석하는 것은 동일하나, 다른 점은 추

출된 막 단백질을 분석하는 이유와 같이, 약물반응 및 약물의 표

적으로의 연구를 좀 더 구체적으로 진행하기 위해서, 약물 반응

과 관련된 약물 전달자의 역할을 하는 단백질들만 선정하여, 표

적물질의 정량분석 연구를 진행한 것이다. 후속 연구에서는 

Nano- Chip-LC/QTOF-MS를 사용하여, 정성분석을 진행한 

연구 결과를 바탕으로, MRM분석을 통해서 실제 활용과 연결될 

수 단백체를 선정하여 검증하는 연구를 진행해야 할 것이다. 

본 연구에서는 질량분석기를 이용한 단백질 동정은 매우 안

정적인 것에 비해서, 두가지 추출법이 서로 다른 종류의 막 단백

질에 대해서 좀 더 나은 추출 효율을 보이는 것과 서로 다른 프로

세스 네트워크를 보여주는 것을 확인하였다. 이러한 결과는, 막 

단백질 분석은 추출법에 따라서 결과 해석이 달라 질 수 있는 것

을 보여주었으며, 막 단백질 추출에 있어서 소수성 단백질에 대

한 이해와 이를 극복할 수 있는 효율적 방법론 구축 및 연구에 많

은 노력이 필요하다는 것을 시사하고, 연구에 목적에 따른 막 단

백질 추출 방법을 선택하는데 도움을 줄 수 있을 것이다.

요  약

막 단백질은 심장질환, 암과 같은 우리 주변에서 흔히 발생하

는 질병에 관련되어 있다. 이러한 암과 같은 특정한 질환 상태에

서, 막 단백질과 관련된 신호 전달의 비정상은 세포분열을 통제

하지 못하고 증가시킬 수 있으며 막 단백질의 발현에 변화가 생

긴다. 막 단백질은 지질 이중층으로 이루어진 소수성 환경을 가

지고 있어 불안정하기 때문에 막 단백질을 추출해서 연구를 수

행하는데 어려움이 있다. 이번 연구에서는 최적화된 막 단백질 

추출법을 확인하고자 서로 다른 두 가지 추출법의 효율성을 평

가하였다. 두 가지 방법으로, high-speed centrifuge법과 rea-

gent법이 비교되었다. 비교 분석결과, 미토콘드리아 내막 단백

질 분석에는 high-speed centrifuge법이 효율적이고, 소포체

막 단백질 분석에는 reagent법이 유용함을 확인하였다. 게다가

유전자 온톨로지 소프트웨어를 이용해서 추출된 막 단백질의 

기능분석을 진행하였을 때, 유전자 온톨로지는 reagent법에서 

소포체 막 단백질에 연관된 반응이 활성화 되는 것을 확인할 수 

있었다. 프로세스 네트워크 분석에서, high-speed centrifuge

법에서는 하나의 클러스터를 형성화는 반면, reagent법에서는 

네 개의 클러스터를 형성하는 것을 시각화하여 확인하였다. 결

론적으로, 두 가지 분석법은 서로 다른 하위 막 단백질의 분석에 

유용함을 확인할 수 있었다. 이러한 결과를 토대로, 막 단백질을 

분석할 때, 표적의 세부 막 단백질을 고려하여 방법론을 선택하

는데 도움을 줄 것으로 기대된다.
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