
Journal of Life Science 2009 Vol. 19. No. 5. 620~624 ⓒJLS / ISSN 1225-9918

인체혈구암세포 U937의 D-Ala2-Leu5-enkephalin처리에 의한 세포 주기 억제 효과
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Cell Cycle Arrest by Treatment of D-Ala2-Leu5-enkephalin in Human Leukemia Cancer U937 Cell. 
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- D-Ala2-Leu5-enkephalin (DADLE), a hibernation inducer, can induce hibernation-like state in vivo 
and in vitro. We treated U937 human leukemia cancer cells with DADLE and investigated its possible 
effect on transcription and proliferation. Treatment of U937 cells with DADLE resulted in growth in-
hibition and induction of apoptotic cell death on high-dose as measured by MTT assay and DNA flow 
cytometer analysis. Bcl-XL, c-IAP-2 and survivin genes especially showed decreases in mRNA levels. 
DADLE treatment also inhibited the levels of cyclooxygenase (COX)-2 mRNA without alteration of 
COX-1 expression. DNA flow cytometer analysis revealed that DADLE caused arrest of the cell cycle 
on low-dose, which was associated with a down-regulation of cyclin E at the transcriptional level. 
DADLE treatment induced a marked down-regulation of cyclin-dependent kinase (Cdk)-2, -4 and -6. 
In addition, treatment with DADLE decreased telomere associated genes such as, c-myc and TERT, 
and increased TEP-1 in U937 cells. These results suggest that DADLE can be an inhibition agent in 
the cell cycle of the human leukemia cancer U937 cell.
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서   론

암은 여러 다양한 치료 기술의 진보에도 불구하고 완전히 

정복되지 못하고 있는 치사율 높은 질병 중의 하나로 우리나

라에서도 높은 사망률을 가진 질병이다. 다양한 방법으로 암

의 치료와 예방에 많은 연구자들이 노력을 쏟고 있으며, 이 

중 세포 사멸은 중요한 접근방법으로 널리 연구되고 있다

[13]. 세포 사멸은 DNA 손상, 바이러스 감염 등에 의한 유전

적 조절 하에서 일어나는 정교한 방어기전이며, 개체보존의 

수준에서 손상된 세포들의 제거 수단이기도 하다. 세포 사멸

의 유발에는 Bcl-2 family, IAP family 등 여러 중요한 인자들

이 존재하며, 이들은 여러 신호들에 의해 활성화되고 또한 그 

신호를 표적 단백질의 분해가 이루어지는 신호전달체계를 전

달하는 것에 대해 많은 연구가 이루어지고 있다[5,12,15].

암의 증식과 발생 측면에서 세포 주기 조절의 교란은 중

요한 치료 및 예방의 한 기법으로 각광받고 있다. 세포 주기

에 대한 개념은 Swift 및 Howard에 의해 G1, S, G2/M기에 

대한 정의가 내려지면서 성립되었으며, 그 후 진보된 실험 

방법에 의해 cyclin과 cdk가 동정 되었고, 이들이 세포주기

에 다양하게 존재하고 여러 복합체를 이루는 것을 발견하였

다[11,19,22]. 또한, cdk들은 cdk inhibitor에 의해 활성이 억

제되며 이들 inhibitor는 선택적으로 세포주기의 진행을 억

제하는 것으로 알려져 있다[16]. 따라서 세포주기의 조절은 

특정 물질의 항암성 기전 해석의 기초적인 과정으로 인식되

고 있다.

일부 포유류들 즉, 다람쥐, 박쥐, 곰 등은 추운 겨울을 동

면이라는 특이한 적응 형태로 생존하고 있다. 동면의 주된 

목적은 온도의 감소, 먹이의 부족 등으로 인한 생존의 위협

을 받을 때 체내 생리적 조절에 의한 물질대사의 감소 및 에

너지 요구량을 줄이는데 목적이 있는 것으로 보인다. 

Enkephalin family에 속하는 D-Ala2-Leu5-enkephalin 

(DADLE)라는 peptide는 동면을 유도하는 요소(hibernation 

induction factor)로 in vivo와 in vitro 상에서 유사 동면 상태

를 야기한다[2]. 또한 DADLE는 조직, 신경 그리고 세포의 

생존율을 증가시키며[8], 외부 자극으로부터 간을 보호하거

나 신경을 세포 죽음으로부터 보호하기도 하는 물질로 알려

져 있다[14,20].

본 연구에서는 동면 개시 인자로 알려진 DADLE의 처리

에 의한 U937 인체혈구암세포의 세포 사멸 및 세포 주기에 

대한 영향을 MTT assay, DNA flow cytometer 그리고 

RT-PCR 등을 이용하여 살펴보았으며 나아가 DADLE가 항

암조절 연구에서 유의적인 물질로써 life-time 증가와 연관성

을 알아보았다.
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재료 및 방법

DADLE 및 세포배양

본 실험에 사용된 DADLE는 Sigma (St. Louis, MO, USA)에

서 구입하였으며 최대 10 µM의 농도로 세포에 처리하였다. 

U937 인체 혈구암세포는 한국세포주은행(KRIBB, Taejeon, 

Korea)에서 분양 받았으며, 세포의 배양을 위해 RPMI-1640 

배지(Gibco BRL, Grand Island, NY USA)와 10%의 우태아혈

청(fetal bovine serum, FBS, Gibco BRL)과 1%의 pen-

icillin-streptomycin (Gibco BRL) 등이 포함된 배지를 사용하

였다. 세포는 37oC, 5% CO2 조건하에서 배양하였고, 배지는 

매 48시간마다 교환 해주었고, 세포수의 증식에 따른 과밀도 

현상을 해소하기 위하여 성장배지에 세포를 부유시킨 다음 

적정한 수의 배지를 분주하여 재 배양하였다.

MTT assay를 이용한 세포 증식률의 측정

세포 배양용 6 well plate에 5X105개/ml로 암세포를 분주하

고 DADLE를 배지에 희석하여 10 µM의 농도까지 처리하였

다. 72시간 동안 처리한 후 배지를 제거하고 tetrazolium bro-

mide salt (MTT, Amresco, Solon, Ohio, USA)를 0.5 mg/ml의 

농도가 되게 성장 배지로 희석하여 반응시킨 후 MTT 시약을 

원심분리기를 이용하여 제거하고 dimethylsulfoxide (DMSO, 

Amresco)를 처리하여 생성된 formazan을 녹인 후 ELISA 

reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)로 540 nm

에서 각각의 흡광도를 측정하였다.

DNA flow cytometer에 의한 세포 주기의 분석

정상 및 DADLE를 처리한 배지에서 72시간 동안 배양시킨 

U937 암세포주를 phosphate-buffered saline (PBS)로 씻어 내

고 CycleTEST Plus DNA Reagen Kit (Becton Dickinson, San 

Jose, CA, USA)를 사용하여 고정 및 propidium iodide (PI) 

염색을 실시하였다. 염색 후 DNA flow cytometer (Becton 

Dickinson, San Jose, CA, USA)에 대조군 및 DADLE 처리군

을 적용시켜 형광반응에 따른 histogram을 ModiFit LT 

(Becton Dickinson) program을 사용하여 각 처리농도별로 분

석하였다.

Reverse transcription polymerase chain reaction 

(RT-PCR)에 의한 mRNA발현의 분석

정상 및 DADLE가 처리된 U937 인체 혈구암세포를 원심분

리한 후 TRIzol B (Invitorgen, Carlsbad, CA, USA)를 이용하

여 total RNA를 분리하였다. 분리된 RNA를 정량한 후, ONE 

STEP RT-PCR PreMix Kit (Intron, Biotechnology, Korea)를 

이용하여 2 ug의 RNA에서 cDNA를 합성하였다. 이 cDNA를 

template로 사용하여 polymerase chain reaction (PCR) 방법

으로 증폭하였다. 이때 house keeping 유전자인 glycer-

aldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)를 internal 

control로 사용하였다. 각 PCR product를 1% agarose gel을 

이용하여 전기영동하고 ethidium bromide (EtBr, Sigma)로 염

색한 후 ultra violet (UV) 하에서 확인하였다.

결과 및 고찰

DADLE의 처리에 의한 U937 혈구암세포의 증식에 대한 

영향

인체혈구암세포인 U937을 5×105개/ml로 6 well에 분주한 

후 DADLE를 0～10 µM의 농도로 처리하였다. 72시간 동안의 

배양 후 MTT assay를 이용하여 정상 및 DADLE 처리집단의 

증식 억제의 정도를 분석하였다. Fig. 1에서 보는 바와 같이 약 

6 µM의 농도까지는 DADLE가 U937 암세포주의 cell viability

에 큰 영향성을 가지지 않지만, 8 µM과 10 µM 처리집단에서는 

정상집단과 비교하여 급격한 cell viability의 감소를 보였다. 즉, 

농도가 낮은 경우와 농도가 높은 경우에 DADLE의 처리에 따

른 영향성에 있어서 다소 차이가 있음을 알 수 있었다.

DNA flow cytometry에 의한 DADLE의 영향성 평가

세포주기에 DADLE가 미치는 영향성을 알아보기 위하여 

정상 및 DADLE 처리집단을 72시간동안 배양시킨 후 DNA 

flow cytormeter를 통하여 실험해보았다. Fig. 2에서 보는 바와 

같이 0～6 µM과 같은 낮은 농도의 DADLE 처리집단의 경우 

G1기와 G2/M기가 다소 증가하는 arrest 현상을 관찰할 수 

있었으며, 세포의 죽음을 의미하는 Sub-G1 집단은 낮은 농도

에서는 그다지 큰 유의성을 찾아볼 수 없었으며, 8 µM과 10 

µM과 같은 비교적 높은 농도인 경우 Sub-G1 집단이 증가하였

Fig. 1. Anti-proliferative effects of DADLE in U937 human leu-

kemia cell line. Cells were treated with various concen-

trations of DADLE for 72 hrs and MTT assay was 

performed. Results are expressed as average from three 

separate experiments.
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Fig. 2. Fractions of each cell cycle phase of U937 human leuke-

mia cell line cultured in the presence or absence of vari-

ous concentrations of DADLE. Each phase was analyzed 

by DNA flow cytometer after 72 hrs treatment with 

DADLE.

으며, 이는 세포의 죽음이 어느 정도 발생하였다는 사실을 알 

수 있었다. 이는 DADLE를 U937 암세포주에 처리하였을 경우 

낮은 농도에서는 cell cycle arrest를 야기 시키며 비교적 높은 

농도를 처리하였을 경우에는 세포 사멸을 야기시키는 것을 

알 수 있다.

DADLE의 처리와 세포 사멸의 연관성

U937 암세포주에서 낮은 농도와 높은 농도의 DADLE처리

에 따른 영향성을 검증하고자 세포의 사멸과 관련된 유전자들

을 mRNA 수준에서 발현 정도를 관찰하였다. 세포 사멸에 가

장 대표적인 Bcl-2 집단에 속하는 유전자에는 anti-apoptotic 

유전자로 알려진 Bcl-2와 Bcl-XL, 그리고 pro-apoptotic 유전자

로 알려진 Bax가 있다[1]. Bcl-2 집단의 상대적인 발현양의 차

이는 세포 사멸의 유발을 예측하고 검증하는 척도로 사용되어 

지고 있다. 세포사멸 신호체계를 억제하는 IAP 집단의 발현 

변화 역시 세포 사멸 유발의 또 다른 척도로 사용된다[9,12].

Fig. 3에서 보는 바와 같이 0～6 µM과 같은 낮은 농도의 

DADLE 처리집단에서는 그다지 큰 Bcl-2 집단의 변화가 관찰

되지 않았지만, 8～10 µM과 같은 높은 농도의 DADLE 처리집

단에서는 다른 유전자에 비해 Bcl-XL 유전자가 크게 감소하였

으며 이는 세포 죽음과 연관성이 높은 것으로 생각된다. 아울

러 IAP 집단에서는 높은 농도의 처리집단에서만 c-IAP-1 및 

survivin의 발현감소가 관찰되었으며 이것 역시 높은 농도에

서의 세포 죽음 유발과 연관성이 큰 결과로 생각된다. 하지만, 

낮은 농도의 DADLE 처리집단에서는 그 어떤 변화도 관찰되

지 않았는데, 낮은 농도의 DADLE 처리집단은 다른 경로를 

통하여 세포에 영향성을 미친다는 것으로 사료된다.

염증을 포함한 다양한 생체 반응에서 prostaglandin 계열 

물질들은 세포분열이나 증식에 영향을 줌으로서 암과 같은 

인체 질병의 유발과 진행에 중요한 역할을 하는 것으로 알려

져 있고 Prostaglandin의 합성에는 두 가지의 COX isoform

이 관여하는데, COX-1은 인체의 항상성 유지와 연관된 기능

을 수행하며, COX-2는 성장인자, cytokines, 암유발인자 등

에 의해 유도되는 isoform으로 알려져 있다. COX-2가 과발

Fig. 3. Effects of DADLE treatment on the levels of Bcl-2 family, 

IAP family, COX family and Fas/FasL pathway in U937 

human leukemia cell line. After 72 hrs incubation with 

DADLE, total RNAs were isolated and RT-PCR analyses 

were performed using indicated primers, and the re-

action products were subjected to electrophoresis in 1% 

agarose gel and visualized by EtBr staining. GAPDH was 

used as an internal control.

현 될 경우 혈관신생 및 전이능력이 높아지고 세포 사멸을 

억제함으로 암 예방전략에 많이 이용되고 있다[21]. U937 암

세포주에서 DADLE의 처리집단에서는 이런 COX-2의 발현

이 높은 농도에서 크게 감소하나 0～6 µM과 같은 낮은 농도

에서는 별다른 변화가 관찰되지 않았다.

Fas와 FasL는 세포 사멸과 관련된 death receptor 경로의 

한 부분으로서, 세포 사멸과 관련된 신호들을 세포 내부로 전

달하는 역할을 하며, PCNA의 경우 세포 증식과 관련된 마커 

역할을 하고 있다[7,10]. DADLE의 처리에 의한 Fas 유전자 

변화는 관찰되지 않았지만, FasL의 경우 높은 농도에서 감소

하는 것을 관찰할 수 있었다. 이는 높은 농도에서 세포 사멸이 

Fas와 FasL 경로를 어느 정도 경유하는 것으로 유추해 볼 수 

있다. 세포 증식과 관련한 PCNA의 발현 역시 높은 농도의 

DADLE 처리 집단에서 감소하는 것을 관찰할 수 있었다. 따라

서 0～6 µM의 DADLE 처리집단의 경우 death receptor 경로

와는 별개로 그 영향성을 발휘하는 것으로 사료된다.

DADLE의 처리와 세포 주기의 연관성

DADLE의 처리에 의해 U937 암세포주에서의 세포 주기 

변화를 더욱 자세히 알아보고자 RT-PCR에 의해 세포 주기와 

관련된 여러 유전자들의 발현을 알아보았다. 세포주기의 조절

인자는 크게 cyclin과 cdk가 알려져 있으며, cyclin은 각각의 

세포주기 조절 단백질이며 cdk는 각각의 세포주기의 cyclin과 

결합하여 다양한 조합을 만들어서 각 세포주기 단계를 조절 

한다[19,22]. Cyclin은 A, B, C, D1, D2, D3, E의 7종이 알려져 

있으며, cdk는 2, 3, 4, 5, 6 그리고 cdc2가 알려져 있다[3,17]. 

Fig. 4에서 보는 바와 같이 cyclin E 또는 cyclin A와 결합하여 

세포 주기를 조절하는 것으로 알려진 cdk2의 발현이 감소하였
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Fig. 4. Effects of DADLE treatment on the levels of cyclin family, 

cdk family, cdk inhibitor and telomere associated genes 

in U937 human leukemia cell line. After 72 hrs incubation 

with DADLE, total RNAs were isolated and RT-PCR 

analyses were performed using indicated primers, and 

the reaction products were subjected to electrophoresis 

in 1% agarose gel and visualized by EtBr staining. 

GAPDH was used as an internal control.

으며, cyclin D와 복합체를 이루는 cdk4 역시 발현이 DADLE 

처리 농도 의존적으로 크게 감소한 것을 관찰할 수 있었다. 

또한 cyclin D와 복합체를 이루는 cdk6의 발현도 DADLE 처

리 농도 의존적으로 감소하였다. 하지만, cyclin 집단은 E외에

는 그다지 큰 변화를 보이지 않았으며, 오직 cyclin E만 처리 

농도 의존적으로 감소하였다. 

뿐만 아니라 p53은 cyclin E/cdk2와 cyclin A/cdk2를 억제

하는 p21의 발현에 큰 영향을 주는 것으로 알려져 있다. p21과 

구조적으로 유사한 p16및 p27은 기질 단백질들이 cyclin에 결

합하지 못하도록 하는 cdk 억제자의 한 종류이다[4,18]. 

DADLE를 처리한 경우 특히 p27과 p16 유전자의 발현이 크게 

감소하였으며, 이 결과 역시 DADLE의 처리에 의한 cell cycle 

arrest와 어떤 연관성이 있는 것으로 사료된다. 아울러, telo-

mere는 세포의 노화와 수명에 밀접한 연관성을 가지고 있어

[6], 이의 발현에 관련된 c-myc 및 hTR 등의 유전자 발현을 

분석해보았다. 그 결과 telomere 재배열과 관련된 c-myc의 감

소와 telomerase reverse transcriptase인 TERT의 발현 감소를 

관찰하였으며, telomerase associated protein인 TEP-1의 발현

이 크게 증가하였다. 이는 U937에 DADLE를 처리한 경우 세

포 주기 중 G1기와 G2/M기의 억제뿐만 아니라 세포의 수명

에도 영향을 주는 것을 알 수 있었다.

이상 세포 주기의 억제를 통한 life-time을 증가시킬 가능성

에 대한 결과는 DADLE 같은 동면유발물질에 대한 생화학적, 

분자생물학적 연구가 부족한 상태에서 단정할 수 없으나 이를 

이용한 장기의 장기간 보관 기술 개발, 손상된 장기의 생존 

확률 증가 및 저온 수술 기술 개발에 의한 질병 치료 등으로 

접근하고 있다. 그리고 궁극적으로 동면 메카니즘의 구명을 

통한 수명연장 등에 대한 연구도 진행되고 있어 보다 다양한 

접근을 통한 연구가 요구되고 있다.

요   약

동면 개시인자로 알려진 DADLE는 여러 연구에 의해 in 

vivo와 in vitro 상에서 유사 동면 상태를 야기한다. 본 연구는 

인체혈구암세포인 U937 세포주의 세포 사멸과 세포 주기 둥

에 대한 DADLE의 영향을 살펴보았다. DADLE가 처리된 

U937세포는 8～10 µM의 높은 농도에서 세포 증식이 감소하

였으며, 0～6 µM의 낮은 농도에서 영향이 없었다. DNA flow 

cytometer를 이용하여 세포 주기를 분석해본 결과 DADLE에 

의한 세포 주기 억제가 관찰되었다. DADLE처리에 따른 세포 

증식률 감소 및 세포 주기 억제효과를 전사 수준에서 조사한 

결과 Bcl-XL, c-IAP-2의 발현 및 survivin의 발현 감소가 관찰

되었으며, COX-2의 발현 역시 COX-1의 변화 없이 감소함을 

확인하였다. 또한, cyclin E 와 cdk-2, -4 그리고 -6의 발현 역시 

감소하는 것을 관찰하였다. Telomere 조절 관련 유전자의 경

우도 c-myc과 TERT의 감소, 그리고 TEP-1가 증가하는 현상을 

관찰하였다. 이상의 결과는 DADLE를 U937 암세포주에 처리

했을 때 세포 주기의 억제를 통하여 life-time을 증가시킬 가능

성을 시사하며 이에 관한 지속적인 연구가 필요할 것으로 사

료된다.
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