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Abstract

Amino acid transporters are essential for the growth and proliferation in all living cells.  Among the amino 
acid transporters, the system L amino acid transporters are the major nutrient transport system responsible 
for the Na+-independent transport of neutral amino acids including several essential amino acids. The L-type 
amino acid transporter 1 (LAT1), an isoform of system L amino acid transporter, is highly expressed in cancer 
cells to support their continuous growth and proliferation. 2-Aminobicyclo-(2,2,1)-heptane-2-carboxylic acid 
(BCH) is a model compound for the study of amino acid transporter as a system L selective inhibitor. We 
have examined the effect and mechanism of BCH on cell growth suppression in HEp2 human head and neck 
squamous cell carcinoma. The BCH inhibited the L-leucine transport in a concentration-dependent manner 
with a IC50 value of 51.2±3.8 μM in HEp2 cells. The growth of HEp2 cells was inhibited by BCH in the time- 
and concentration-dependent manners. The formation of DNA ladder was not observed with BCH treatment 
in the cells. Furthermore, the proteolytic processing of caspase-3 and caspase-7 in the cells were not detected 
by BCH treatment. These results suggest that the BCH inhibits the growth of HEp2 human head and neck 
squamous cell carcinoma through the intracellular depletion of neutral amino acids for cell growth without 
apoptotic processing. 
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서   론

아미노산은 단백질 합성의 기질이 되며, 효소, 호르몬 및 

신경전달물질들의 합성에 필수적이다. 세포 안에서 필요한 

아미노산의 수송은 세포막에 위치한 아미노산 수송체를 통

하여 이루어진다(1). 아미노산 수송계 L은 중성아미노산을 

수송하는 세포막 단백질로서 암세포를 포함한 대부분의 세

포에서 중성아미노산의 주경로가 되는 아미노산 수송체로 

알려져 있으며(1,2), 상피세포의 기저측 막에 존재하여 소장 

상피세포를 통한 중성아미노산의 흡수에 중요한 기능을 한

다(3). 

Kanai 등(4)에 의해 아미노산 수송계 L의 첫 번째 아형인 

L-type amino acid transporter 1(LAT1)이 동정되었다. 

LAT1은 12회 세포막을 관통하는 막 단백질로서 leucine, 

isoleucine, valine, phenylalanine, tyrosine, tryptophan, me-

thionine 및 histidine 같은 구조가 큰 중성아미노산을 수송하

는 특징을 가지고 있다(4-6). LAT1은 4F2 heavy chain 

(4F2hc)이라는 1회 세포막을 관통하는 막 단백질과 결합된 

heterodimer형 단백질이며, LAT1이 기능을 나타내기 위해

서는 보조인자 4F2hc의 존재가 필수적이다(4,5,7,8). 또한 

LAT1은 암세포와 같이 세포 내 대사가 특이적으로 항진되

거나 계속적인 증식과 성장이 필수적인 세포에서 과발현되

어 세포의 계속되는 성장에 중요한 역할을 한다고 알려져 

있다(4,5,9,10). LAT1의 분자적 동정 후에 LAT1과 구조적

으로 관련이 있는 아미노산 수송계 L의 두 번째 아형인 

L-type amino acid transporter 2(LAT2)가 동정되었다

(3,11-13). LAT1이 암세포에 과발현된다고 알려진 것과는 

달리, LAT2는 많은 정상조직에서 발현을 보이며, 구조가 

큰 중성아미노산뿐만 아니라 구조가 작은 중성아미노산도 

모두 수송한다(12-14). 
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아미노산 수송체 LAT1과 LAT2의 특성을 살펴보면, 암

세포에서 과발현되는 LAT1의 조절을 통해 암세포 성장억

제의 방법을 제시할 수 있다. 암세포에서 LAT1의 활성을 

억제하여 세포 내 중성아미노산의 고갈을 유도한다면 암세

포 성장억제를 유도할 가능성이 있을 것으로 사료된다.

2-Aminobicyclo-(2,2,1)-heptane-2-carboxylic acid(BCH)

는 아미노산 수송체 연구에 주로 이용되는 아미노산 수송계 

L의 선택적 억제제이다(4-6,13,15,16). 아미노산 수송계 L이 

leucine, isoleucine, valine, phenylalanine, methionine 및 

histidine 등의 필수아미노산을 포함한 중성아미노산을 수송

하기 때문에, 만약 세포에서 수송계 L이 BCH 같은 억제제에 

의해 차단된다면 세포는 세포성장과 증식에 필수적인 필수

아미노산이 고갈됨으로 큰 손상을 입을 가능성이 있을 것이

다. 그러나 이러한 아미노산 수송억제에 의한 세포성장 억제

기전에 관한 실험적 자료는 거의 없다. 

타액선, 구강, 인두 및 후두를 포함하는 두경부 암은 다른 

암에 비해 그 발생기전 등 분자생물학적 접근이 가장 되어있

지 않은 암 중의 하나이다. 게다가 정상 두경부 상피세포뿐

만 아니라 두경부 편평세포암종 세포에서 세포 내 필수영양

물질인 아미노산을 수송할 수 있는 아미노산 수송체의 연구 

또한 부족한 실정이다. 따라서 본 연구자들은 사람 두경부 

편평세포암종 HEp2 세포를 이용하여 아미노산 수송계 L 억

제제인 BCH의 암세포 성장억제에 미치는 효과와 세포성장 

억제기전을 밝히고자 하며, 아울러 아미노산 수송체 LAT1

의 억제를 통한 암치료의 효용성을 제시하고자 한다. 

재료 및 방법

실험재료

L-[14C]leucine은 Perkin Elmer Life Science Inc.(Boston, 

MA, USA)로부터 구입하여 사용하였고, BCH와 N-meth-

ylthiotetrazole(MTT)는 Sigma(St. Louis, USA)에서 구입

하여 사용하였으며, ECL detection kit는 Amersham Bio-

sciences Corp.(Piscataway, NJ, USA)에서 구입하여 사용

하였다. Fetal bovine serum(FBS)과 DMEM 배지는 

Invitrogen Co.(Carlsbad, CA, USA)에서 구입하였다. 아미

노산 및 기타시약들은 analytical grade를 구입하여 사용하

였다. 

사람 두경부 편평세포암종 HEp2 세포는 American Type 

Culture Collection(ATCC, Rockville, MD, USA)에서 제공

받아, 10% FBS가 포함된 DMEM 하에서 배양하면서 사용

하였다. 

L-[14C]Leucine uptake 측정실험

HEp2 세포에서 중성아미노산 수송에 영향을 미치는 

BCH의 특성을 조사하기 위해 Kim 등(15)의 방법을 이용하

여 아미노산 uptake 실험을 시행하였다. HEp2 세포를 37oC

의 성장배지(10% FBS가 포함된 DMEM 배지) 하에서 배양

하였다. 배양접시(10 cm)의 바닥에 세포가 약 90% 정도 채

워져 있을 때, 트립신을 이용하여 세포를 수집하여 24 well 

plate에 심고(1×105 cells/well), 48시간 후 uptake 실험을 

시행하였다. 성장배지를 흡수기를 이용하여 제거한 뒤, 세포

를 Na+-free uptake 용액(125 mM choline-Cl, 4.8 mM KCl, 

1.3 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 25 mM HEPES, 1.2 mM 

KH2PO4, 5.6 mM glucose, pH 7.4)을 이용하여 3회 세척한 

후 37
oC에서 10분간 전배양 하였다. 그 후, 용액을 L- 

[14C]leucine(3 μCi)이 존재하는 uptake 용액으로 교체하여 

1분 배양시켰다. 반응의 정지를 위해 4oC의 같은 용액으로 

3회 세척하였다. 세포를 0.1 N NaOH에 녹여 세포 안으로 

uptake 된 방사능을 liquid scintillation spectrometry(β- 

counter)로 측정하였으며, 측정한 방사능을 pmol/mg pro-

tein/min으로 산출하였다. 본 논문의 uptake 실험에서 각 실

험군으로 HEp2 세포가 존재하는 4～6개의 well을 이용하였

으며, 각각의 결과를 mean±SEM으로 표시하였다. 각 결과

의 재현성을 확인하기 위하여 3회 이상 반복실험을 수행하

여 결과를 산출하였다. HEp2 세포에서 L-leucine의 수송을 

억제하는 BCH의 IC50(최대 억제량의 50%를 유발시키는 농

도)은 L-[
14C]leucine의 농도 1 μM(3 μCi) 존재 하에 BCH 

농도 0, 1, 3, 10, 30, 100, 300 및 1000 μM에서 uptake(1분)를 

수행하여 산출하였다. 

MTT 실험

BCH에 의한 세포성장 억제효과를 관찰하기 위해, 24 well 

plate에 5×103 cells/well의 HEp2 세포를 심었다. 24시간 배

양한 후, BCH를 다양한 농도와 시간에서 처리하여 37oC에

서 반응시킨 후, 살아있는 세포를 MTT 실험으로 측정하였

다. MTT 실험은 HEp2 세포에 MTT 용액(MTT 최종농도 

0.5 μg/μL)을 37
oC에서 4시간 처리한 후, MTT 용액을 제거

하고 0.04 N HCl이 함유된 isopropanol로 녹여내어 570 nm

에서 흡광도를 측정하여 시행하였다. 

DNA fragmentation 분석

세포사멸의 기전 중 apoptosis의 지표가 되는 DNA frag-

mentation 분석을 시행하였다. BCH에 의한 세포 DNA 

fragmentation 효과를 관찰하기 위해, 10 cm 배양접시 당 

5×105개의 HEp2 세포를 심었다. 24시간 배양한 후 BCH 

50 mM을 처리하고, 24시간 또는 48시간 동안 37oC에서 배양

한 후, 세포를 수집하여 lysis buffer(0.1 M NaCl, 0.001 M 

EDTA, 0.3 M Tris-HCl(pH 7.5), 0.2 M Sucrose)를 이용한 

통상의 phenol-chloroform extraction법으로 DNA를 추출

하였다(17). 추출한 DNA를 1.5% agarose gel에서 전기영동

(50 volts, 1시간) 하였으며, ethidium bromide로 염색하여 

관찰하였다. 

Immunoblotting

세포 apoptosis의 지표가 되는 caspase-3와 caspase-7 분

석을 위해 immunoblotting을 시행하였다. 10 cm 배양접시 
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Fig. 1.  Concentration-dependent inhibition of L-[
14
C]leu-

cine uptake by BCH in HEp2 cells. The L-[14C]leucine uptake 
(1 μM) was measured for 1 min in the presence of various BCH 
concentrations (0, 1, 3, 10, 30, 100, 300 and 1000 μM) in the HEp2 
cells, and was expressed as a percentage of the control-L-leucine 
uptake in the absence of BCH. Each data point represents the 
mean±SEM for three experiments. 

당 5×105개의 HEp2 세포를 심고 24시간 배양한 후 BCH 

50 mM을 다양한 시간에서 처리하여 37oC에서 반응시킨 후 

세포를 수집하였다. 세포를 4oC의 PBS로 2회 세척한 후 4oC

의 lysis buffer(1% Triton X-100, 0.5 mM EDTA, 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride, 5 μg/mL aprotinin 및 5 μg/ 

mL leupeptin이 포함된 PBS)에서 30분 반응시켰다. 세포 

용해물을 12,500×g에서 20분간 원심분리한 후 단백질 시료

를 정량하였다. 단백질 시료를 2배의 SDS sample buffer(60 

mM Tris-HCl, pH 6.8, 4% SDS, 25% glycerol, 14.4 mM 

2-mercaptoethanol, 0.1% bromophenol blue)에 넣고 100oC

에서 5분간 변성시킨 후, 12% SDS-polyacrylamide gel에 

120 volt에서 2시간 전기영동 한 다음, 단백질 transfer를 이

용하여 nitrocellulose membrane(Millipore Co., Billerica, 

MA, USA)으로 이동시켰다. Membrane을 5% fat-free dry 

milk-PBST buffer(PBS, 0.2% Tween-20)에서 2시간 동안 

blocking하였고, PBST buffer로 15분간 3회 세척하였다. 일

차항체로 anti-caspase-3 antibody와 anti-caspase-7 anti-

body 및 anti-β-actin antibody를 Cell Signaling Technol-

ogy, Inc.(Danvers, MA, USA)으로부터 구입하여, anti- 

caspase-3 antibody와 anti-caspase-7 antibody는 1,000배 

희석하여 사용하였으며, anti-β-actin antibody는 2,000배 

희석하여 사용하였다. 이차항체로 horseradish peroxidase 

conjugated anti-rabbit IgG를 5,000배 희석하여 사용하였으

며, ECL detection kit를 사용하여 X-ray 필름에 현상한 후 

분석하였다.

실험 자료의 통계학적 검정

모든 실험성적은 mean±SEM으로 나타내었고, 각 실험

군 간의 유의성 검정은 ANOVA 후에 Student's t-test를 

하였으며, p value가 0.05 미만(p<0.05)의 경우에서 통계적 

유의성이 있는 것으로 간주하였다. 

결   과

L-leucine수송에 대한 BCH의 효과

HEp2 세포에서 L-[14C]leucine의 수송에 미치는 BCH의 

특성을 조사하기 위하여, BCH 존재 하에서 [14C]이 표지된 

L-leucine uptake 실험을 시행하였다. L-[14C]Leucine(1 μM)

을 여러 농도의 BCH(0, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 μM)와 

함께 처리한 결과, BCH는 농도 의존적으로 leucine의 세포 

내 수송을 억제하였으며, 그 IC50은 51.2±3.8 μM로 산출되

었다(Fig. 1).

세포성장에 대한 BCH의 효과

HEp2 세포에서 BCH에 의한 세포성장 억제효과를 조사

하기 위해 MTT 분석을 시행하였다. BCH를 0, 0.3, 1, 3, 10, 

20 및 50 mM의 다양한 농도로 3일 동안 HEp2 세포에 투여

한 후 MTT 검사를 시행한 결과, BCH 0.3 mM과 1 mM의 

농도에서는 대조군과 비교하였을 때 세포성장 억제의 차이

를 볼 수 없었다(Fig. 2). 그러나 BCH 3, 10, 20 및 50 mM에

서는 대조군과 비교하여 볼 때 뚜렷한 세포성장 억제효과를 

볼 수 있었으며, 이 효과는 시간과 농도에 의존적임을 확인

할 수 있었다(Fig. 2). HEp2 세포성장 억제에 대한 BCH의 

IC50(BCH를 처리하지 않은 대조군과 비교하여 최대 억제량

의 50%를 유발시키는 농도)은 BCH 처리 1일째는 50 mM 

이상이었고, 2일째는 약 11.9 mM이었으며, 3일째는 약 5.7 

mM이었다(Table 1).  
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Fig. 2.  Time-dependent effect of BCH on the cell viability 
in HEp2 cells. The HEp2 cells were treated with 0, 0.3, 1, 3, 
10, 20 and 50 mM BCH for 0～3 days. The cell viabilities were 
determined by the MTT assays. The percentage of cell viability 
was calculated as a ratio of A570 nm of BCH treated cells and 
untreated control cells. Each data point represents the mean± 
SEM for three experiments. 

*
p<0.05 vs. control, 

**
p<0.01 vs. con-

trol and ***p<0.001 vs. control (the control cells measured in the 
absence of BCH). 
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Table 1.  Antiproliferative effect of BCH in HEp2 cells

Days IC50 (mM)

1 day
2 days
3 days

> 50
11.9±1.4
 5.7±3.1

DNA fragmentation 분석

BCH에 의한 HEp2 세포의 성장억제 기전을 확인하기 위

하여 DNA fragmentation 분석을 시행하였다. BCH 50 mM

을 24시간 또는 48시간 처리한 HEp2 세포의 DNA를 추출하

여 전기영동으로 확인한 결과, 대조군 및 BCH 처리 실험군

에서 DNA fragmentation 현상을 볼 수 없었다(Fig. 3).

BCH에 의한 caspase-7의 degradation

Caspase-3와 caspase-7이 세포 apoptosis의 지표가 되

므로, procaspase-3와 procaspase-7의 발현분석을 위해 

immunoblotting을 시행하였다. BCH 50 mM을 24시간 또

는 48시간 처리한 HEp2 세포의 단백질을 추출하여 확인한 

결과, 대조군 및 BCH 처리 실험군에서 procaspase-3와 

procaspase-7의 proteolytic cleavage 현상을 볼 수 없었다

(Fig. 4).

Time (days)

     0    1    2

Fig. 3.  Agarose gel electrophoresis of DNA extracted from 
HEp2 cells. The cells were treated with BCH of 50 mM for in-
dicated time periods and nuclear DNA was subjected to 1.5% 
agarose gel electrophoresis. 

Caspase-7 (35 kDa)

β-actin (43 kDa)

0     1     2
Time (days)

Caspase-3 (32 kDa)

Caspase-7 (35 kDa)Caspase-7 (35 kDa)

β-actin (43 kDa)β-actin (43 kDa)

0     1     2
Time (days)
0     1     2
Time (days)

Caspase-3 (32 kDa)Caspase-3 (32 kDa)

Fig. 4. Immunoblotting of caspase-3 and caspase-7 in HEp2 
cells. The cells were treated with BCH of 50 mM for indicated 
time periods. The cell lysate was prepared and analyzed by 
Western blot analysis. The amount of proteins was 30 μg per 
each lane and the 12% SDS-polyacrylamide gels were used. 

고   찰

본 연구자들은 이전 연구에서 여러 암세포들을 이용하여 

아미노산 수송계 L의 발현과 역할을 조사하였다. 사람 두경

부 편평세포암종 HEp2 세포의 세포막에는 아미노산 수송계 

L 중 LAT1과 그 보조인자 4F2hc가 발현하고 있었으나, 아

미노산 수송계 L의 또 다른 아형인 LAT2는 발현하지 않았

다(논문투고 중). 따라서 본 연구에서 HEp2 세포를 이용하

여 아미노산 수송계 L 억제제인 BCH의 암세포 성장억제에 

미치는 효과와 세포성장 억제기전을 조사하였다. 

중성아미노산 중의 하나인 L-leucine 수송실험에서 BCH

는 L-leucine uptake를 농도 의존적으로 억제하였으며, 그 

IC50은 약 51 μM로 산출되었다. 본 실험결과는 비슷한 특성

을 지닌 사람 방광암 세포주 T24 세포에서 LAT1과 4F2hc 

발현 및 BCH에 의한 L-leucine 수송억제를 확인한 다른 문

헌들의 결과와 일치하는 것이었다(5,15). 따라서 HEp2 세포

를 이용한 본 실험에서의 결과와 T24 세포를 이용한 본 연구

자들의 이전 문헌에서의 결과(5,15) 및 LAT1이 종양세포에

서 과발현되고 세포의 계속되는 성장에 중요한 역할을 한다

고 보고한 이전의 문헌들(4,5,9,10)의 결과를 같이 고찰하여 

볼 때, 사람 두경부 편평세포암종 HEp2 세포에서는 아미노

산 수송계 L 중에서 LAT1이 세포 내 필수적인 중성아미노

산들의 수송에 중요한 기능을 하고 있다고 말할 수 있다. 

세포성장 억제효과를 조사하기 위한 MTT 실험에서 

BCH는 시간과 농도에 의존적으로 HEp2 세포의 성장을 억

제시켰다. 이는 시간과 농도에 의존적으로 암세포의 성장을 

억제시키는 항암효과를 지닌 여러 화합물들([6]-paradol, 

norcantharidin, baccatin 등)에서의 연구결과(17-19)와 일

치하는 것이었다. HEp2 세포에서는 아미노산 수송계 L 중에

서 LAT1이 존재하여 이를 통해 중성아미노산이 수송되며, 

또 BCH는 시간과 농도에 의존적으로 HEp2 세포의 성장을 

억제시켰다. 이러한 결과를 종합하여 볼 때, HEp2 세포에서 

BCH에 의한 세포성장 억제는 중성아미노산을 수송하는 

LAT1의 활성을 BCH가 억제하여 세포성장에 필수적인 필

수아미노산을 다수 포함하는 중성아미노산들의 세포 내 고

갈을 유도함으로써 HEp2 세포성장의 억제를 유도할 가능성

이 있는 것으로 사료된다. 

BCH에 의한 HEp2 세포 성장억제의 특성을 확인하기 위

하여 DNA fragmentation 분석을 시행한 결과, BCH를 처리

한 어떤 실험군에서도 DNA fragmentation 현상은 볼 수 없

었다. 이는 항암효과를 지닌 여러 화합물들([6]-paradol, 

norcantharidin, baccatin 등)이 DNA fragmentation을 유도

하는 apoptosis 과정에 의해 세포를 사멸시킨다는 연구결과

(17-19)와 다른 결과로서, BCH에 의해 유도되는 HEp2 세포 

성장억제의 과정에는 apoptosis 과정이 포함되지 않는 것으

로 사료된다.

Caspase라 불리는 세포 내 cysteine protease들의 활성은 
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apoptosis 과정에 중요한 역할을 하며, 그 중 caspase-3과 

caspase-7은 apoptosis에 의한 세포사멸의 effector caspase

로 알려져 있다(20,21). Caspase-3과 caspase-7은 각각 32 

kDa과 35 kDa의 불활성 proenzyme으로 합성되며, 다양한 

자극에 의해 apoptosis가 일어날 때 proteolytic cleavage 현

상이 일어난다(20-22). 본 연구에서 proenzyme인 procas-

pase-3과 procaspase-7의 발현분석을 위해 immunoblot-

ting을 시행한 결과, BCH 처리 실험군에서 procaspase-3과 

procaspase-7의 proteolytic cleavage 현상을 볼 수 없었으

며, 이 결과는 BCH에 의해 유도되는 HEp2 세포 성장억제의 

과정에 apoptosis 과정이 포함되지 않음을 시사한다. 그러나 

BCH가 유도하는 암세포 성장억제에 관한 세포 및 분자적 

기전연구는 더 추구하여야 할 과제로 생각된다. 

결론적으로, 사람 두경부 편평세포암종 HEp2 세포에서 

아미노산 수송계 L 억제제 BCH는 LAT1 활성을 억제하여 

세포성장에 필수적인 L-leucine 등 중성아미노산의 세포 내 

고갈을 유도함으로써 HEp2 세포의 성장을 억제시킬 가능성

이 있는 것으로 사료된다. 또한 본 실험의 결과로, LAT1 

억제제를 이용한 암세포 성장억제에 관한 또 하나의 방향을 

제시할 수 있을 것으로 생각된다. 

요   약

사람 두경부 편평세포암종 HEp2 세포를 이용하여 아미노

산 수송계 L 억제제인 BCH의 암세포 성장억제에 미치는 

효과와 세포성장 억제기전을 밝히기 위해 HEp2 세포에서 

uptake 실험, MTT 분석, DNA fragmentation 분석 및 im-

munoblotting 등을 시행하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

아미노산 수송계 L 억제제인 BCH는 L-leucine uptake를 농

도 의존적으로 억제하였으며, 그 IC50은 51.2±3.8 μM로 산

출되었다. BCH는 HEp2 세포의 성장을 시간과 농도에 의존

적으로 억제하였다. BCH를 처리한 실험군에서 DNA frag-

mentation 현상은 볼 수 없었다. BCH를 처리한 실험군에서 

procaspase-3과 procaspase-7의 proteolytic cleavage 현상

은 볼 수 없었다. 본 연구의 결과로서 사람 두경부 편평세포

암종 HEp2 세포에서 아미노산 수송계 L 억제제 BCH는 

LAT1 활성을 억제하여 세포성장에 필수적인 L-leucine 등 

중성아미노산의 세포 내 고갈을 유도함으로써 HEp2 세포의 

성장억제를 유도할 가능성이 있는 것으로 사료된다.
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