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Actinomycin D is a natural antibiotic that is used in anti-cancer chemotherapy and is known as a tran-
scription inhibitor. Interestingly, actinomycin D induces phosphorylation of signal transducers and ac-
tivators of transcription 3 (STAT3) in renal cancer Caki cells. In this study, we examined the molecular
mechanism of actinomycin D-induced STAT3 phosphorylation. Treatment with actinomycin D induced
phosphorylation of STAT3 (Tyr705) in a dose- and time-dependent manner. However, actinomycin D
did not induce phosphorylation of STAT3 (Ser727), STAT1 (Tyr701) and STAT1 (Ser727). Moreover,
actinomycin D-induced STAT3 phosphorylation was caused by decreased protein and mRNA levels
of SOCS3, but not by JAK2 and SHP-1. In addition, other transcription inhibitor (5,6-dichloro-1-b-D-ri-
bofuranosyl benzimidazole; DRB) also induced phosphorylation of STAT3 (Tyr705). Taken together,
the present study demonstrates that transcriptional inhibitors (actinomycin D and DRB) induce phos-
phorylation of STAT3 (Tyr705) in Caki cells by down-regulation of SOCS3.  
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서 론

Actinomycin D는 Actinomycins group에 속하는 항생물질

로 dactinomycin 또는 cosmegen 이라고도 한다. 세포 독성과

항종양성을 가진다고 알려져 있으며 암세포의 DNA에 작용하

는 항암제로 알킬화제에 포함된다[12,13]. Actinomycin D는

세포자멸사(apoptosis)를 일으키는 강력한 유도물질로 DNA

에 결합하여 유전 정보 전사를 저해한다[8, 13]. 이들 유사 약물

은 생식세포종양(germ cell tumors), 연조직육종(soft-tissue

sarcoma), 흑색종(melanoma), 융모암종(choriocarcinoma) 등

의 치료에 사용되는 항암 화학 치료 약물이다. Actinomycin

D의 작용기전은 낮은 농도(0.01-0.05 μg/ml)에 서는 전사작용

을 억제 하지만 높은 농도(>1 μg/ml)에서는 세포자멸사

(apoptotic cell death)를 유도 한다[6,21]. 또한 actinomycin D

는 매우 낮은 농도(1 nM)에서 Shc/Grb2의 상호작용을 제해하

므로 G1기의 arrest를 유도 하였다[10]. 하지만 Shc/Grb2의

상호 작용의 저해는 10 nM actinomycin D에서 관찰 되므로

새로운 다른 기전의 존재함을 제시하여 준다.

Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)

은 STAT family 중 하나로 세포질 내에서 비활성형으로 존재

하다가 여러 가지의 사이토카인(cytokine)이나 성장인자

(growth factor), 호르몬의 자극 등에 의해 인산화가 일어난

뒤 이합체(dimer)를 형성한 후 핵 내로 이동하여 신호를 전달

하는 전사조절인자(transcription factor)이다[7,9,19]. STAT3

는 다양한 종류의 유전자 발현을 조절함으로써 세포의 분화,

생존, 증식, 사멸 등을 유발시키며, 특히 많은 종양세포에서

발현이 증가하는 것으로 알려져 있다[16]. STAT3의 활성은

STAT3 인산화를 촉진하는 STAT의 upstream kinase인 Janus

kinase 2 (JAK2)의 인산화와 JAK2와 결합하여 활성을 억제하

는 suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3) 단백질 발현정

도와 tyrosine phosphatase인 SH2 domain-containing protein

tyrosine phosphatase (SHP-1)의 활성에 의해서 조절 된다 [1].

JAK2는 interferon-γ (IFN-γ)의 신호전달에서 중요한 역할

을 하며 사이토카인 수용체의 하류에서 세포의 기능 조절에

중요한 전사인자인 STAT의 인산화를 유도한다[17,18,22].

SOCS3는 STAT를 억제하거나 JAK 활성과 관련된 수용체를

억제하고 사이토카인 신호 전달계 조절에 중요한 역할을 한

다. 또한 SOCS3 유전자는 interleukin-6 (IL-6)의 중요한 조절

인자로 IL-6에 의한 STAT3의 활성을 억제한다고 알려져 있다

[3,15,18,23,25]. SHP-1은 tyrosine잔기의 인산기의 탈인산화를

통해 신호전달을 음성적으로 조절한다[5,18,20,24].

본 연구에서는 전사억제제(transcription inhibitor)로 알려

져 있는 actinomycin D를 처리 시 특이적으로 STAT3가 인산

화 되는 것을 확인하였다. Actinomycin D에 의해 유도되는

STAT3 인산화는 JAK2 활성을 저해하는 SOCS3 단백질의 발

현 감소에 의하여 야기됨을 확인하였고, STAT3의 탈인산화를

유도한다고 알려진 tyrosine phosphatase인 SHP-1 발현과 무

관하였다. 또한 다른 전사 저해제에서도 동일한 현상을 확인

하였다.
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재료 및 방법

세포 배양 및 시약

본 연구에 사용한 신장암세포주인 Caki는 American Type

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

였다. 세포주 배양을 위한 배지는 10% 태아우혈청(fetal bo-

vine serum, Hyclone laboratories, Lagan, Utah, USA)과 1%

Antibiotics, 0.2% Gentamycin을 첨가한 DMEM (Dulbecco’s

Modified Eagle’s Medium, Gibco BRL, Grand Island, NY)을

사용하였으며 37oC로 유지되는 5% CO2 배양기를 이용하여

배양하였다. 실험에 사용된 약제인 actinomycin D와 DRB는

Sigma (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다.

Western blotting

단백질의 발현을 알아보기 위해서 Western blot을 실시하

였다. 세포를 0.45×10
6

cells/well로 12시간 배양 후에, FBS를

첨가하지 않은 무혈청 배지로 교체하여 시약을 처리하여 배

양 후, 세포를 모아 32 μl lysis buffer (137 mM NaCl, 15 mM

EGTA, 0.1 mM sodium orthovanadate, 15 mM MgCl2, 0.1%

Triton X-100, 25 mM MOPS, 100 mM phenylmethylsulfonyl

fluoride, and 20 mM leupeptin, pH 7.2)를 첨가하고 5분 간

격으로 15초 동안 3번 vortex하여 세포를 파쇄한 후 13,000

rpm, 4
o
C, 15분간 원심분리하여 시료를 준비하였다. 시료는

562 nm에서 흡광도를 측정하여 단백질을 정량하였으며, 10%

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

(SDS-PAGE)에서 단백질을 분리한 후, immobilon mem-

brane (Milipore, Bedford, MA, USA)으로 transfer하였다.

Membrane은 5% milk/TBST (20 mM Tris-HCl, 137 mM

NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.4)로 실온에서 1시간 유지한 후,

p-STAT3, STAT3, p-STAT1, STAT1, SOCS3, p-JAK2, SHP-1,

ERK (Santa Cruz, CA, USA)를 희석한 5% milk/TBST로 실

온에서 12시간 유지하였다. Anti-mouse 또는 rabbit Ig horse-

radish peroxidase/TBST (Amersham Buckinghamshire,

England)로 1시간 반응 후 Enhanced Chemiluminoscence

(ECL, Pierce, IL, USA)용액을 가하여 발색시켜서 단백질 발

현을 확인하였다.

역전사 중합효소 연쇄반응(RT-PCR)

세포를 0.45×10
6

cells/well로 12시간 배양 후에, FBS를 첨가

하지 않은 무혈청 배지로 교체하여 시약을 처리하여 배양 후,

세포를 모아 Trizol 700 μl를 첨가하고 chloroform 140 μl을 첨

가하여 13,000 rpm, 4
o
C, 15분간 원심분리하여 시료를 준비하

였다. 상층액을 취한 후 동량의 isopropanol을 처리하여 -20oC

에서 1시간 방치한 뒤 13000 rpm, 4oC, 15분간 원심분리하여

RNA를 침전시킨다. 70%의 에탄올로 세척하고 DEPC-DW

(Diethylpyrocarbonate-distilled water) 25 μl로 녹였다. 260

nm에서 흡광도를 측정하여 RNA를 정량하였으며 MMLV RTase

와 RNase inhibitor를 이용하여 cDNA를 합성한 후, STAT3,

SOCS3, Actin primer와 cDNA 2 μl를 이용하여 STAT3는 95
o
C에

서 45초, 51
o
C에서 45초, 72

o
C에서 45초간 23 cycles으로 합성하

였고 SOCS3는 95
o
C에서 25초, 55

o
C에서 25초, 72

o
C에서 25초간

27 cycles로 합성하였다. 합성된 STAT3와 SOCS3는 1% Agarose

gel에서 전기영동하여 확인하였다. 본 실험에 사용한 primer se-

quences (SOCS3; Forward-5'-CTGCGGGCTGGCGAAGG

AAA, Reverse-5'-GCTGGCTTGGTGCCCTCCAG, STAT3;

Forward-5'-GGAGCAGAGATGTGGGAATG, Reverse-5'-

CTTGGTGGTGGAGGAGAACT, Actin; Forward- 5'-GGCAT

CGTCACCAACTGGGAC, Reverse-5'-CGATTTC CCGCT

CGGCCGTGG)을 사용하였다.

결과 및 고찰

신장암 Caki 세포주에서 actinomycin D에 의한 STAT3

의 인산화 조절

Actinomycin D에 의한 신장암세포주에서 STAT3의 인산화를

확인하기 위하여 Caki 세포주에 actinomycin D를 농도별, 시간

별로 처리하고 STAT3의 인산화를 확인하였다. Actinomycin D

를 농도별로 1, 3, 5 μg/ml을 4 시간 동안 처리한 후 Western

Blotting 으로 STAT3의 Tyr705과 Ser727의 인산화를 확인하

였다. 그 결과 actinomycin D를 농도별로 처리 했을 때, STAT3

의 Tyr705의 인산화가 유도되는 것을 확인하였다(Fig. 1A).

Actinomycin D를 5 μg/ml을 시간별로 1, 2, 4 시간 동안 처리

한 후 Western Blotting으로 STAT3의 Tyr705과 Ser727의 인산

화를 확인한 결과, 시간별로 STAT3의 Tyr705 인산화가 유도

되는 것을 확인하였다(Fig. 1B).

Actinomycin D에 의한 STAT1의 인산화 조절 여부

Actinomycin D가 STAT family 중 STAT1의 인산화에 미치

는 영향을 조사하기 위하여 actinomycin D를 농도별로 1, 3,

5 μg/ml을 4 시간 동안 처리한 후, Western Blotting으로 확인

하였다. IFN-γ를 STAT1의 활성화에 대한 positive control로

사용하였다. Actinomycin D에 의해 Tyr701 잔기의 인산화가

유도되지 않았지만 positive control인 IFN-γ에 의한 인산화

는 확인 하였다. STAT1의 Ser727의 인산화는 basal level에서

인산화를 확인 하였으나 actinomycin D 농도별 처리에 따른

인산화 증가를 확인 할 수가 없었다. 하지만 IFN-γ 처리 시

STAT1의 Ser727 잔기의 인산화 정도가 더욱 증가함을 확인

하였다(Fig. 2). IFN-γ를 astrocyte 세포에 처리 시 STAT1과

STAT3의 인산화를 유도 한다[2]. 따라서 이상의 결과는 acti-

nomycin D에 의한 STAT의 인산화 유도가 STAT3의 Tyr705

잔기 특이적으로 유도되고 IFN-γ와 다른 양상의 STAT 인산

화 과정을 보여준다.
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Fig. 1. Actinomycin D induces STAT-3 (Tyr705) phosphorylation in Caki cells. (A) Caki cells were incubated with 1, 3, 5 μg/ml

actinomycin D for 4 hr. Cell lysates (50 μg) were analyzed by SDS-PAGE and detected with specific antibodies, anti-p-STAT3

(Tyr705), anti-p-STAT3 (Ser727), and anti-STAT3 (total form). Equal protein loading was confirmed by ERK expression. (B)

Caki cells were incubated with actinomycin D (5 μg/ml) for 1, 2, 4 hr. Cell lysates (50 μg) were analyzed by SDS-PAGE

and detected with specific antibodies, anti-p-STAT3 (Tyr705), anti-p-STAT3 (Ser727), and anti-STAT3 (total form). Equal pro-

tein loading was confirmed by ERK expression.

Fig. 2. Actinomycin D has no effect on STAT-1 phosphorylation

in Caki cells. Caki cells were incubated with 1, 3, 5 μg/ml

actinomycin D or IFN-γ (100 IU) for 4 hr. Cell lysates(50

μg) were analyzed by SDS-PAGE and detected with spe-

cific antibodies, anti-p-STAT1 (Tyr701), anti-p-STAT1

(Ser727), and anti-STAT1 (total form). Equal protein load-

ing was confirmed by ERK expression.

Actinomycin D 처리에 의한 STAT3의 인산화 조절에서

의 SOCS3, SHP-1, JAK2의 관련성 여부

Actinomycin D 처리로 인해 STAT3의 Tyr705의 인산화가

증가한다는 것을 확인하였고, 이러한 actinomycin D에 의한

인산화 조절에 어떤 인자가 관여하는지 알아보고자 하였다.

이전의 보고에 의하면 STAT3의 인산화는 포스파타아제인

SOCS3, SHP-1에 의해 조절된다고 알려져 있으며, STAT의

upstream kinase인 JAK2의 인산화에 의해 STAT3의 인산화가

조절된다고 알려져 있다[1]. Actinomycin D를 농도별로 1, 3,

5 μg/ml을 4 시간 동안 처리한 후 Western Blotting으로

SOCS3와 SHP-1의 발현정도와 JAK2의 인산화를 확인한 결과

SHP-1의 발현과 JAK2의 Tyr1007의 인산화 정도에는 변화를

확인 할 수가 없었다. 하지만 특이적으로 SOCS3의 발현이 ac-

tinomycin D 농도별로 감소하는 것을 확인하였다(Fig. 3A).

SOCS3의 단백질 발현 감소가 전사단계인 mRNA 발현 정도를

RT-PCR 방법으로 확인한 결과 SOCS3의 mRNA 발현정도가

감소되는 것을 확인하였다(Fig. 3B). SOCS는 SOCS1-SOCS7이

알려져 있고 JAK와 결합하여 촉매작용을 억제하기도하고 cy-

tokine receptor의 tyrosine 잔기의 인산화를 억제한다[18].

SOCS1과 SOCS3이 염증반응 및 IFN-γ 신호전달계의 STAT1

과 STAT3의 인산화 과정에 결정적인 역할을 한다[4]. STAT3

의 mRNA 발현에는 actinomycin D가 아무런 영향을 주지 않

았다. 그렇지만 SOCS3의 전사 억제력이 1 μg/ml actinomycin

D 농도에서 야기됨을 확인하였다(Fig. 3B). 이는 actinomycin

D에 의한 유전자의 전사억제가 특이적으로 일어남을 제시하

여 준다.

전사억제제인 DRB에 의한 STAT3의 인산화 조절 여부

다른 전사억제제 처리 시에도 actinomycin D와 같이

STAT3의 인산화 조절을 유도하는지를 확인하기 위해 전사억

제제인 DRB (5, 6-dichloro-1-b-D-ribofuranosyl benzimida-

zole)를 처리하여 실험을 진행하였다[7,10,18]. Caki 세포에

DRB를 농도(5-20 μM)별로 4 시간 동안 처리한 후 세포를 수확

하여 Western Blotting으로 확인한 결과에서도 Fig. 4에서 ac-

tinomycin D에 의한 STAT3의 인산화 조절과 유사하게

STAT3의 Tyr705의 인산화가 증가하였다. 하지만 SHP-1과

STAT3 단백질 발현량에서는 변화가 없는 것을 확인하였다

(Fig. 4). 또한 SCOS3 단백질의 발현에는 actinomycin D가 유

사하게 감소함을 확인하였다. 이상의 결과는 유전자의 전사

억제제인 actinomycin D와 DRB에 의하여 특이적인 유전자의

전사 과정의 억제를 통하여 새로운 세포의 기능조절에 관여

할 수 있다는 가능성을 제시하여 준다. 또한 보다 더 추가적인
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Fig. 3. Actinomycin D inhibits protein and mRNA expression of SOCS3. (A) Caki cells were incubated with 1, 3, 5 μg/ml actinomycin

D for 4 hr. Cell lysates (50 μg) were analyzed by SDS-PAGE and detected with specific antibodies, anti-SOCS3, anti-p-JAK2,

and anti-SHP-1. Equal protein loading was confirmed by ERK expression. (B) Caki cells were incubated with 1, 3, 5 μg/ml

actinomycin D for 4 hr. Total RNA was prepared and RT-PCR analysis was performed using STAT3- and SOCS3-specific

primer. Equal mRNA loading was confirmed by actin expression.

Fig. 4. DRB induces STAT-3 (Tyr705) phosphorylation in Caki

cells. (A) Caki cells were incubated with 5, 10, 20 μM

DRB for 4 hr. Cell lysates (50 μg) were analyzed by

SDS-PAGE and detected with specific antibodies, an-

ti-p-STAT3 (Tyr705), anti-STAT3 (total form), an-

ti-SOCS3, and anti-SHP-1. Equal protein loading was

confirmed by ERK expression.

실험을 통하여 전사억제제의 다른 기능적 연구가 필요할 것으

로 생각된다.
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초록：신장암 세포주에서 actinomycin D에 의한 SOCS3 발현 감소를 통한 STAT3 활성화

우선민․박은정․권택규*

(계명대학교 의과대학 면역학교실)
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