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세포사멸을 유도하는 새로운 단백질인 MCL-1ES BH3M의 
클로닝 및 기능연구
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ABSTRACT : BCL-2 family members are essential protein for the regulation of cell death and survival consisting both anti- 
apoptotic and pro-apoptotic proteins. In the present study, we designed and cloned a new apoptotic molecule MCL-1ES 
BH3M coding a modified protein of MCL-1L. Compared to MCL-1L protein, MCL-1ES BH3M lacks the PEST motifs 
known to be involved in MCL-1L protein degradation and has seven mutated residues in BH3 domain critical for 
dimerization with BCL-2 family members. Overexpression of MCL-1ES BH3M induced death of different cells, and its cell 
killing effect was not blocked by forced expression of the pro-survival protein MCL-1L. Expression of MCL-1ES BH3M 
protein led to the activation of caspase 9 and caspase 3, suggesting apoptotic cell death, and confocal fluorescent microscopic 
analyses showed that MCL-1ES BH3M was partially localized in mitochondria. In conclusion, we reported a new apoptotic 
molecule and determined its cell death activity in cells. 

Key words : Apoptosis, MCL-1L, MCL-1ES BH3M, BH3 domain, BCL-2 family.

요  약 : 본 논문은 인공적인 단백질인 MCL-1ES BH3M에 관한 것으로 MCL-1ES BH3M를 과발현시 세포사멸을 유도한

다. MCL-1L을 주형으로 재조합 PCR을 통해서 MCL-1ES BH3M를 클로닝하였다. 새롭게 클로닝한 단백질인 MCL-1ES 
BH3M 단백질은 안정성을 유지하기 위해서 PEST 도메인이 제거되어 있으며, 다른 BCL-2 패밀리 단백질과의 결합을 조절

하기 위해서 BH3도메인의 Leu-Arg-Arg-Val-Gly-Asp-Gly 서열을 7개의 Ala 잔기로 인위적으로 돌연변이를 유도하였다. 
MCL-1ES BH3M를 293T 세포에서 과발현할 경우 세포사멸을 유도하였고, 항-세포사멸 단백질인 MCL-1L을 같이 과발현

하더라도 세포사멸을 유도하였다. 또한, 과발현시 Caspase 9과 3를 활성화하였으며 면역염색법을 통해서 MCL-1ES 
BH3M 과발현시 미토콘드리아에 MCL-1ES BH3M 단백질이 부분적으로 위치하는 것을 확인하였다. 이상의 결과로 MCL- 
1ES BH3M는 Caspase 9과 3의 활성을 통해서 세포사멸을 유도한다. 결론적으로 본 연구는 세포사멸을 유도하는 새로운 

molecule을 클로닝하였고, 이 molecule에 의한 세포사멸 기능을 확인하였다. 
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서  론
세포사멸(programmed cell death 또는 apoptosis)은 세포

교체, 조직 리모델링, 상해를 입은 세포의 제거에 있어 중요

한 메커니즘이다(Thompson, 1995). BCL-2 패밀리 단백질이 

이러한 세포사멸에 중추적인 역할을 담당하며, 이러한 bcl-2 유
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전자는 B-cell 림프종과 연관된 at(14, 18)염색체 전좌

(chromosomal translocation)의 중단 점에서 초기 암유전자

로서 발견되었다(Tsujimoto, 1984). BCL-2 패밀리 단백질

은 세포사멸 억제와 촉진의 두 가지 효과로 나누어진다. 세
포사멸 촉진 단백질(pro-apoptotic protein)로는 BAX, BAK, 
BIM, BID, HRK, NOXA이 있으며, 세포사멸을 억제하는 

항-세포사멸 단백질(anti-apoptotic protein)로는 BCL-2, MCL- 
1L, BCL-xL, BCL-W, Bfl-1이 있으며, 세포사멸이 비정상

적으로 조절되면 암, 자가면역 질환(autoimmune diseases), 
퇴행성 신경이상(neurodegenerative disorders), 바이러스 감

염(viral infection) 등의 각종 질환이 유발된다.
세포사멸은 항-세포사멸 단백질 또는 친-세포사멸 단백질

간의 결합을 통해서 조절이 되며 BH3 도메인을 매개로 서로 

이종이합체(heterodimerization)를 형성함으로써 세포의 생존

과 사멸을 조절하는 것으로 알려져 있다(Kim et al., 2006). 
특히, 친-세포사멸 BCL-2 패밀리 단백질들은 MCL-1L과 같

은 항-세포사멸 BCL-2 패밀리 단백질들과 결합하여 항-세포

사멸 단백질들을 격리(sequester)시킴으로써 세포사멸을 유

도하는 것으로 보고되었다(Wang et al., 2007). 이에, 항-세
포사멸 BCL-2 패밀리 단백질에 친-세포사멸 BCL-2 패밀리 

단백질들의 결합을 막음으로써 세포사멸을 유도하는 항암치

료제들이 개발되고 있다(Labi F, 2008; Adams & Cory, 2007). 
또한, 최근 연구 동향에 의하면 새로운 항암제이자 세포사멸 

유도물질인 세플라토닌(Ceflfatonin)은 임상연구 결과 Caspase 
9 또는 3를 활성화 시키며, 항-세포사멸 단백질인 MCL-1L
의 전환을 일으킨다. 이는 항암치료제로서 세포사멸 유도 물

질이 쓰일 수 있으며 MCL-1L의 전환이 세포사멸에 중요한 

역할을 할 수 있다는 것을 알 수 있었다. 
MCL-1L 단백질은 항-세포사멸 BCL-2 패밀리 단백질로, 

인간 골수성 백혈병 세포주의 분화과정에서 초기 유도 유전

자로 발견되었다(Kozopas et al., 1993). MCL-1L 단백질은 

다른 BCL-2 관련 단백질에서 발견되는 BH(BCL-2 homology) 
도메인인 BH1, BH2, BH3와 C-말단의 transmembrnae 도메

인(TM)을 공통적으로 가지고 있으며, 다른 BCl-2 패밀리와

는 특이적으로 N-말단에 프롤린, 글루탐산, 세린, 트레오닌 

잔기가 많은 PEST 서열을 가진다. 또한 MCL-1S(myeloid 
cell leukemia-1 short)은 이러한 MCL-1 gene의 alternative 
splicing variant이며, MCL-1L과 비교하여 볼 때, C-말단의 

BH1, BH2, TM 도메인이 결여되어 있고, BH3 도메인만 가

지고 있으며 세포사멸 촉진의 기능을 수행한다(Bae et al., 
2000). 

또한, MCL-1L의 과발현(upregulation)은 세포의 불멸화

(immortalization)와 암세포 전환(tumorigenic conversion)을 

통해 각종 암을 유발하며, 또한 항암제의 내성유발, HIV 감
염, 류머티스성 관절염(rheumatoid arthritis)과 연관되어 있

음이 보고되었다(Warr & Shore, 2008; Hill et al., 2005). 따
라서 본 연구는 이러한 MCL-1L의 발현양상과 상관없이 세

포사멸을 유도하는 새로운 단백질인 MCL-1ES BH3M에 대

한 연구를 통해서 세포사멸 유도 기능이 있는 MCL-1ES BH3M 
인공적인 단백질의 기능적 단위 클로닝을 통해서 새로운 항

암치료제 개발을 모색하고자 본 연구를 수행하였다. 

재료 및 방법
1. 플라스미드 제작 및 클로닝 
MCL-1L의 플라스미드를 주형으로 하여 pc Flag MCL-1L 

정방향 프라이머(5'-AGTGGATCCATGGACTACAAAGA 
CGACGACGACAAATTTGGCCTCAAAAGAAAC-3') 및 

MCL-1L BH3 7AA mutant 역방향 프라이머(5'-GAGCA 
CCAACGCGACGTGACGACGACGACGACGACGACG
CCAGAGGTCGCGGAAGGACGA)를 이용하여 PCR을 수

행하여 PCR 산물을 얻고, 플라스미드 pc MCL-1L를 주형으

로 하여 MCL-1L BH3 7AA mutant 정방향 프라이머(5'-GG 
TCTCCAGCGCCTTCCTGCT)와 pc MCL-1L 역방향 프라

이머(5'-CTAGAATTCTTACAGTAAGGCTATCTT)를 이용 
PCR을 수행하여 PCR 산물을 얻었다. 얻어진 두 개의 PCR 
산물을 재조합 PCR 방법을 수행하여 pc Flag MCL-1L 정방

향 프라이머와 pc MCL-1L 역방향 프라이머를 사용 PCR하

여 최종 PCR 산물을 얻었다. pcDNA3(Invitrogen, Calsbad, 
CA, U.S.A.)의 다중 클로닝 부위를 제한효소 BamHl/EcoRl
으로 처리한 다음, 앞서 얻어진 PCR 산물을 클로닝하여 재

조합 플라스미드 pc Flag MCL-1L BH3M를 얻었다. 이후 

Sanger 방법을 통해 서열분석을 수행한 결과, 재조합 플라스

미드 pc Flag MCL-1L BH3M 염기서열을 갖는 DNA를 포

함하고 있음을 확인하였다. pc Flag MCL-1L BH3M의 플라

스미드 DNA를 주형으로 pc Flag MCL-1L 정방향 프라이머

와 MCL-1L ΔPEST 역방향 프라이머(5'-CCGGTGGCCAA 
AAGTC)를 사용 PCR 산물을 얻고 pc MCL-1L 역방향 프
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라이머와 MCL-1L 정방향 프라이머(5'GACTTTTGGCCACCGG)
를 사용 PCR 산물을 얻어 위의 MCL-1L BH3M 플라스미드 

제작에 사용한 재조합 PCR 방법을 이용 pcDNA3의 다중 클

로닝 부위에 BamHl/EcoRl의 제한효소로 클로닝하였다. 

2. 세포주 및 세포배양
본 실험에서는 인간 배아 신장세포인 293T을 사용하였다. 

세포배양액은 Dulbecco's Modified Eagle's Medium(Welgene, 
Daegu, Korea)을 사용하였으며, 10% fetal bovine serum 
(Welgene)을 첨가하여 37℃ 5% CO2의 환경 하에서 배양하

였다.

3. 면역 형광 염색(Immunofluorescence)
MCL-1ES BH3M가 세포내에서 어느 위치에 존재하는지 

알아보기 위해서 면역형광염색을 실시하였다. 24-well 배양

접시에 각 well마다 cover slip을 깔고 세포의 부착을 위해 

0.1% poly-L-Lysin(Sigma, St, Louis, MO, U.S.A.) 300 ㎕ 
넣고 15분간 반응 후 phosphate-buffered saline(PBS)를 이

용하여 3회 세척하였다. 이후 293T 세포를 2.0×104 숫자로 

분주하여 37℃ 5% CO2의 환경 하에서 배양하였다. 배양 후 

Welfect-EX(Welgene)를 이용하여 100 ng의 pc Flag MCL-1ES 
BH3M plasmid DNA를 형질감염시켰다. 37℃ 5% CO2의 

조건에서 24시간 배양 후 4% paraformaldehyde를 넣고 실온

에서 15분간 고정 후 PBS로 3회 세척 후 0.2% triton-X100
을 넣은 PBS에 15분간 반응시켰다. 이후 2% FBS가 함유된 

PBS에 1시간 반응하여 비 특이적 반응을 억제하였다. Anti 
Flag 항체(Sigma)와 MitoTracker(Invitrogen)을 1:100으로 

PBS-Tween 20 용액에 희석하여 실온에서 1시간 반응 하였

다. PBS-Tween 20으로 3회 세척한 후 2차 항체인 anti- 
mouse 546 IgG(Invitrogen)을 1:1,000으로 희석하여 실온에

서 30분간 반응 후 PBS-Tween 20으로 3차례 세척 후 mount-
ing gel로 슬라이드 글라스에 고정하여 Zeiss LSM 510 META 
conforcal fluorescence microscopy(Carl Zeiss, Gottingen, 
Germany)를 이용하여 세포를 관찰하였다.

4. Western Blot 
293T 세포를 1×106 세포의 양으로 60 ㎜ 배양접시에 37℃

에서 24시간 동안 배양한 후 pc Flag MCL-1ES BH3M를 3 
㎍을 형질감염하고 pc Flag MCL-1L과 pc Flag MCL-1ES 

BH3M을 각각 1.5 ㎍씩 Welfect-EX(Welgene)를 이용하여 

형질감염시켰다. 37℃에서 24시간 동안 배양한 후 scraper를 

이용해 세포를 모은 다음, 모아진 세포를 4℃ 5,000 rpm 3분

간 원심분리 후 PBS로 세척하였다. 모아진 세포에 100 ㎕ 
NP-40 용해 완충액(50 mM Tris-HCl at pH 8.0, 0.15 M 
NaCl, 1% NP-40; Sigma)을 이용하여 단백질을 샘플링하였

다. Bicinchoninic acid(BCA)TM protein assay(Pierce, Rock-
ford, IL, U.S.A.)을 이용하여 각 샘플을 정량하였다. 총 단백

질을 SDS sample buffer(Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 50% 
glycerol, 0.1% bromophenol blue, 14.4 mM 2-mercaptoethanol; 
Sigma)와 혼합하여 100℃에서 10분간 끓인 후, SDS-PAGE 
전기 영동을 실시하였다.

전기영동 후 gel을 PVDF membrane(Amersham, Little 
Chalfont, Buckinghamshire, U.K.)에서 100 V 전압 하에서 

90분간 transfer를 실시하였다. Transfer가 끝난 후 5% Skim 
milk PBS-Tween 20으로 2시간 blocking하였다. Blocking 
후 3% Skim milk PBS-Tween 20에 anti-Flag-M2 monoclonal 
antibody(Sigma)를 1:1,000 비율로 처리 후 4℃에서 12시간 

반응 후 PBS-Tween 20으로 3회 세척하였다. 2차 항체인 anti- 
goat-mouse IgG-horseradish peroxidase(Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, CA, U.S.A.)로 6시간 반응 후 PBS- 
Tween 20으로 3회 세척한 후 Luminescence image analyzer 
(Fujifilm Life Science, Stamford, CT, U.S.A.)에서 단백질 

발현을 관찰하였다.

5. 세포생존율 검사 
293T 세포주를 3.5×104 

세포량으로 48-well 배양접시에

서 37℃에서 24시간 동안 배양한 후, pc Flag MCL-1ES 
BH3M을 단독으로 혹은 pc MCL-1L과 함께, 총 DNA가 

10, 30, 50 및 100 ng이 되도록 Welfect-EX(Welgene)를 사

용하여 형질감염시켰다. 이때, 10 ng의 녹색형광 단백질(green 
fluorescent protein, GFP)을 발현하는 플라스미드(Clontech, 
Mountain View, CA, U.S.A.)를 함께 형질감염시켜 24시간 

후 GFP를 발현하는 세포만 카운팅하여 세포의 사멸정도를 

측정하였다.

6. 통계학적 분적(Statistical Analysis)
세포생존율(cell viability)의 변화는 각 실험시 triplecate로 

3회 반복 실시하여 평균값 및 표준 오차를 계산하였다. 각 실
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험에서 통계학적 분석은 Student's t-test를 통해 분석하였으

며, p-value 0.05 미만일 때 유의성이 있는 것으로 해석하였

다.

결  과
1. MCL-1ES BH3M의 클로닝
MCL-1ES BH3M를 클로닝하기 위해서 프라이머를 제작

하였으며, pc MCL-1L 플라스미드를 주형으로 사용하였다. 
재조합 단백질의 제작에 있어서 PEST 도메인은 MCL-1L 단
백질의 반감기에 중요한 역할을 하며, 이를 제거함으로써 MCL- 
1ES BH3M 단백질의 안정성을 높여주고자 하였다. 또한, 다
른 BCL-2 패밀리와 결합하는 도메인으로 알려진 BH3도메

인의 Leu-Arg-Arg-Val-Gly-Asp-Gly 아미노산 서열을 7개

의 Ala 아미노산 서열로 인위적인 돌연변이를 유도하여 다른 

BCL-2 패밀리 단백질과의 결합능력을 조절하고자 하였다. 
이렇게 제작된 재조합 단백질인 MCL-1ES BH3M는 MCL-1L
과 비교하여 PEST 도메인이 부분적으로 제거되어 있으며 재

조합 PCR 방법을 통해서 BH3 도메인에 7개의 Ala 돌연변이

를 인위적으로 유도되어 있다(Fig. 1).

2. MCL-1L와 MCL-1ES BH3M의 Caspase 9, 3 활성 
확인

MCL-1ES BH3M의 Caspase 9과 3의 활성을 측정하기 위

해서 MCL-1ES BH3M를 293T 세포에서 과발현하였고, 이
를 Western blot 실험방법을 사용하여 Caspase 9의 활성과 

Caspase 3의 활성을 측정하였다(Fig. 2). 실험결과 MCL-1ES 
BH3M을 발현시킨 세포에서 정상적으로 25 KDa의 위치에

서 MCL-1ES BH3M 단백질이 안정적으로 발현하는 것을 

확인하였다(Fig. 2). MCL-1ES BH3M만 발현시킨 세포 역시 

Fig. 1. Diagrammatic representation of the human MCL-1L 
and MCL-1ES BH3M. In comparison with MCL-1L, 
MCL-1ES BH3M lacks the PEST motifs and has seven
mutated residues to alanines in BH3 domain.

Fig. 2. MCL-1ES BH3M-induced activation of caspase 9 and 3.
293T cells (1.0×106) were transfected with 1.5 ㎍ of 
plasmids coding Flag MCL-1ES BH3M, or Mcl-1L. The
cell lysates were prepared after 24 h of incubation. Acti-
vation of caspases was assessed by immunoblot analyses 
with anti-caspase 9 and anti-caspase 3. Expression of 
Flag-MCL-1L and Flag MCL-1ES BH3M proteins were
determined by Western blotting with anti-Flag antibody.

Caspase 9과 Caspase 3가 활성화 된 것을 확인하였으며, MCL- 
1L와 MCL-1ES BH3M를 같이 발현시킨 세포에서도 Caspase 
9와 Caspase 3가 활성화 된 것을 확인하였다(Fig. 2). 또한, 
항-세포사멸 역할을 하는 MCL-1L과 같이 과발현 시 MCL-1ES 
BH3M만 독립적으로 발현한 세포보다 더 많은 MCL-1ES 
BH3M 단백질이 발현되었음을 확인하였으며, Caspase 9과 

Caspase 3의 활성에 변화가 없는 것을 확인하였다. 이는 MCL- 
1L의 발현이 MCL-1ES BH3의 Caspase 9과 Caspase 3의 활

성에 영향을 주지 못하며, 이는 MCL-1L의 항-세포사멸 역할

과 상관없이 MCl-1ES BH3M가 세포사멸을 유도하는 것을 

확인하였다. 또한, MCL-1ES BH3M에 대한 Caspase의 활성

은 세포괴사가 아닌 세포사멸(Apoptosis)을 유도하는 단백질

임을 확인할 수 있다. 

3. 293T 세포주에서의 MCL-1ES BH3M의 위치확인
미토콘드리아와 MCL-1ES BH3M의 세포에서 위치를 확

인하기 위해서 세포면역염색실험을 진행하였다. MCL-1ES 
BH3M를 293T 세포에서 과발현하였고 confocal fluorescent 
microscopy를 사용하여 MCL-1ES BH3M과 미토콘드리아

의 세포 내 위치를 알아보았다. 미토콘드리아를 염색하기 위



Dev. Reprod. Vol. 12, No. 3 (2008) 세포사멸을 유도하는 새로운 단백질인 MCL-1ES BH3M의 클로닝 및 기능연구 301

Fig. 3. Intracellular localization of MCL-1ES BH3M in 293T 
cells. 293T cells(1.5×104) were transfected 100 ng of Flag-
MCL-1ES BH3M. After 24 h of incubation, the cell were
fixed, stained with anti-Flag antibody and MitoTractor,
and visualized using 488 goat anti-rabbit IgG.

해서 미토콘드리아의 마커인 MitoTracker를 사용하였으며, 
Flag MCL-1ES BH3M을 염색하기 위해서 Flag tag을 사용

하였다. Confocal fluorescent microscopy를 이용하여 위치

를 확인해본 결과 MCL-1ES BH3M는 부분적으로 미토콘드

리아에 존재하고 있는 것으로 확인되었다(Fig. 3). 따라서 다

른 BCL-2 패밀리들과 같이 받은 신호를 통하여 세포사멸 신

호를 미토콘드리아에 직간접적으로 전달 세포사멸을 유도하

는 것으로 보여진다.

4. 293T 세포에서의 MCL-1ES BH3M의 세포생존율 확인
293T 세포에서 MCL-1ES BH3M의 세포생존율을 측정하

기 위해서 MCL-1ES BH3M을 coding하는 플라스미드를 0, 
10, 30, 50, 100 ng 농도로 dose-dependant하게 형질감염시

켜 세포생존율을 측정한 결과 농도가 증가할수록 세포생존율

은 점차 감소하는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 4). MCL-1 유
전자의 두 가지 이성체(isoform)인 MCL-1L, MCL-1S을 100 
ng의 농도에 발현하여 세포생존율을 확인해본 결과 MCL-1L
은 control과 비교하여 항-세포사멸 효과를 확인하였으며, 세
포사멸 단백질인 MCL-1S은 MCL-1ES BH3M의 세포생존

율과 유사한 결과를 얻을 수 있었다(Fig. 4). 또한, MCL-1L 
50 ng과 Mcl1-ES BH3M을 0, 10, 30, 50 ng의 농도로 dose- 
dependant하게 같이 과발현하였을 때 세포생존율의 변화는 

MCL-1ES BH3M만 발현하였을 때의 세포생존율과 비교해

서 변화가 없으며, 이는 MCL-1L 항-세포사멸 효과와 상관없

이 세포사멸을 유도한다는 것을 보여준다. 또한, 난소암 세포

주인 SK-OV3에서 같은 방법으로 세포생존율을 측정하여 본 

결과 293T 세포주의 결과와 유사한 것을 확인하였다(data 
not shown).

Fig. 4. Cell death activity of MCL-1ES BH3M. 293T cells (3.5×
104) were transfected with increasing amounts of plasmids
coding MCL-1ES BH3M (0, 10, 30, 50 and 100 ng) 
MCL- 1L (100 ng) and MCL-1S (100 ng). GFP-positive
cells were counted under the fluorescence microscope 
after adding Trypan blue. Three independent experiments
in triplicate were performed. Data are expressed as the 
percentage (mean±S.E.M) of viable cells relative to the 
control transfected with 100 ng of pcDNA3 empty vector.
Asterisks represent statistical significance relative to the
control (p<0.05).

고  찰
BCL-2 패밀리 단백질들은 세포의 생존에 관여하는 효과

에 따라 세포사멸을 촉진하는 단백질과 세포사멸을 억제하

는 단백질로 나눌 수 있다. BCL-2 패밀리는 크게 항-세포사

멸 조절자와 친-세포사멸 조절자로 나눠진다. 이러한 BCL-2 
패밀리들은 미토콘드리아에서 작용을 하게 되는데 친-세포

사멸 조절자는 cytochrome c의 유출에 관여함으로써 Apaf-1 
복합체를 형성하여 세포사멸을 유도하게 되고, 항-세포사멸 

조절자는 반대로 유출을 막아 세포사멸을 막는 역할을 한다

(Cozzolino et al., 2006). 이러한 BCL-2 패밀리 단백질들은 

보존된 BH도메인을 가지고 있으며, BH1, BH2, BH3, BH4
로 정의되어 있다. 이 중 BH1, BH2 도메인은 세포사멸을 억

제하는 기능을 하며, BH3 도메인은 세포사멸을 유도하는 단

백질로 알려져 있다(Klein et al., 2004). BH3 도메인을 가진 

단백질들은 세포사멸을 유도하는 외부 신호를 받게 되면 친 

양쪽성(amphipathic)인 BH3 도메인이 다른 BCL-2 패밀리 

단백질들의 소수성 부위와 결합하게 된다. BH3-only 단백질

이 세포에서 BCL-2 패밀리와 결합하느냐에 따라 BAX 또는 

BAK의 활성화 과정이 2가지로 구분된다. 첫 번째로 이들 단

백질이 BAX 또는 BAK이 활성을 억제하고 있는 친-세포사
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멸 계열의 BCL-2 패밀리 단백질을 억제함으로써 BAX와 

BAK이 자유롭게 활성화 될 수 있도록 유도하는 과정(de- 
repression)과 두 번째로 BAX 또는 BAK이 단백질과 직접적

으로 결합하여 BAX 또는 BAK이 단백질의 미토콘드리아 이

동을 촉진하는 과정(direct activation)이 있다(Kuwana et al., 
2005). 이러한 BCL-2 패밀리의 결합양상에 따라 활성화 된 

BAX와 BAK은 세포질 내로 미토콘드리아 내의 cytochrome 
c를 분비하여 Caspase 9과 3를 활성화 시키며 이는 최종적으

로 세포사멸을 유도하게 된다.
BCL-2 패밀리 중 하나인 MCL-1은 alternative splicing에 

따라 MCL-1L과 MCL-1S의 두 가지 이성체 형태로 발현된

다. MCL-1L은 세포 생존(cell survival)을 증진시키지만 MCL- 
1S는 세포사멸을 유도한다. 두 가지 이성질체를 가진 MCL-1 
유전자는 서로 상반된 기능을 가지고 있으며, 이를 바탕으로 

MCL-1L 단백질의 재조합을 통해 세포사멸을 유도하는 새

로운 세포사멸 물질을 만들어내게 되었다. 재조합 PCR 방법

으로 MCL-1L 단백질의 반감기에 관여하는 PEST 도메인을 

제거하여 단백질의 세포에서의 안정적인 발현을 유도하였으

며, 다른 BCL-2 패밀리와 결합하는 도메인으로 알려진 BH3 
도메인의 Leu-Arg-Arg-Val-Gly-Asp-Gly 아미노산 서열에 

인위적으로 7개의 Ala 잔기 돌연변이를 유도하여, BCL-2 패
밀리들과 결합하지 않으리라고 예상되는 세포사멸 단백질을 

유도하는 신규한 펩타이드 단백질을 클로닝하였다.
본 연구를 통해서 MCL-1ES BH3M은 세포에서 안정적

으로 발현하며 세포사멸을 유도한다. 또한, 다른 친-세포사

멸 단백질과 결합하여 세포사멸을 막아줌으로써 항-세포사

멸 단백질 역할을 하는 MCL-1L의 발현양상과 상관없이 세포

사멸을 유도한다는 것을 확인할 수 있었다. 또한, MCL-1ES 
BH3M은 미토콘드리아에 부분적으로 위치해 있으며, 이는 미

토콘드리아가 관련된 세포사멸을 유도하는 것으로 확인되었

다. 또한, 세포사멸에 중심적인 역할을 담당하는 Caspase 9 
또는 3를 활성화하여 세포사멸을 유도하는 것을 확인하였다.

현재 암세포치료제로 알려진 시스플라틴(cisplatin)이나 캄

포테신(camptothecin)은 항암치료와 병용 사용하면서 통상

적으로 쓰이는 항암제의 양을 줄여주어 부작용을 막아주는 

형태로 암세포치료에 공헌하고 있다(Damsma et al., 2007). 
그러나 이러한 암세포 치료제는 암세포와 건강한 세포를 구

분하지 못하여 모든 세포에 손상을 주며 암세포가 내성을 획

득하게 됨으로써 암세포 치료에 어려움을 가지고 있다. 새롭

게 계발되어진 암세포 치료제 후보물질인 ABT-737은 종양 

또는 암세포에서 과다하게 발현하는 BCL-2와 결합하여 항-
세포사멸 작용을 억제하여 기존의 암세포와는 달리 급성 골

수성 백혈병 모세포(blast)를 비롯해 전구세포(progenitor cell), 
심지어 줄기세포(stem cell)까지 파괴시킴으로써 치료제로서

의 효과를 보여주었다(Delft et al., 2006). 이렇게 최근 암세

포 치료제 연구는 BCL-2 패밀리의 상호 결합에 관여하는 

BH3 domain에 대한 agonist와 antagonist 개발에 중점을 두

고 있으며, 암세포 특이적 암세포 치료제를 계발하고자 하고 

있다.
본 연구에서의 MCL-1ES-BH3M의 BH3 도메인에 돌연변

이를 유도하였으며, PEST domain을 제거하여 신규한 세포

사멸 단백질을 클로닝하였다. 이러한 신규한 단백질인 MCL- 
1ES BH3M는 293T세포 또는 난소암세포에서 안정적으로 

세포사멸을 유도하였으며, 항-세포사멸 단백질인 MCL-1L
과 같이 과발현하더라도 세포사멸을 유도하였다. 본 연구 결

과로서 MCL-1ES BH3M 단백질은 세포사멸 유도제의 역할

을 할 수 있으며, 항-세포사멸 단백질인 MCL-1L이 과발현하

는 암세포내에서 세포사멸을 MCL-1L에 대한 내성 없이 효

과적으로 유도할 수 있는 가능성을 보여준다. 앞으로의 연구

를 통하여 MCL-1ES BH3M 단백질의 최소기능적 단위를 

찾아 내어서 다른 재조합 단백질 개발의 주요한 화학적 틀을 

제공하여야 하며, 관련 치료제 개발을 위해서 세포사멸 유도

기작에 대한 심도 있는 연구가 필요하다고 사료된다.
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