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Metallothioneins (MT) are a group of low-molecular weight, cysteine-rich, intracellular proteins that
are encoded by a family of genes containing at least 10 functional isoforms in human. The expression
and induction of these proteins is associated with protection against DNA damage, oxidative stress,
and apoptosis. Many studies have shown increased expression of MT in various human tumors,
whereas MT is down-regulated in certain tumors such as hepatocellular carcinoma and liver
adenocarcinoma. Hence, the expression of MT is not universal to all human tumors but may depend
on the differentiation status and proliferative index of tumors, along with other tissue factors and
gene mutations. Using Northern blot analysis, we found that laminin induced expression of MT-1 in
HSG and PC12 cells, which can be differentiated by laminin, but had no effect on MB-231, MDA-435,
and PC-3 cells, which cannot be differentiated by laminin. In addition, we analyzed the expression
level of the MT-1 gene in five prostate cancer cell lines possessing different metastatic potential. The
expression of MT-1 in normal and less malignant cells (RWPE-1 and WPE1-NA22) was high and
up-regulated by laminin, whereas the expression of MT-1 in WPE1-NB14, WPE1-NB11, and
WPE1-NB26 cells (malignant) was extremely low and not elevated by laminin. These results suggest
that the MT-1 gene is involved in laminin-mediated differentiation and affects the metastatic potential
of tumor cells.
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서 론

Metallothioneins (MT)는 세포 내에 존재하는 작은 분자량의

cysteine이 많은 단백질로 인간에서 10가지 이상의 아형이 존재

하는 것으로 보고되고 있다[6]. MT는 금속과 결합하는 능력을

지니고 있으며 DNA 손상, 산화적인 스트레스나 세포사멸기

작으로부터 세포를 보호하는 것과 밀접한 관계가 있다고 알려

져 있다[6]. 최근의 연구결과로는 MT가 특정 전사유도인자의

아연에 작용하여 전사인자의 활성화에 영향을 끼칠 것으로

보고 되었으며[26] 세포질 내에 존재하던 MT가 세포의 증식과

분화과정에서 핵으로 이동하는 것이 관찰되어 전사유도작용

에 관여 할 것으로 보고된 바 있다[19]. 여러 암에서 MT의 발현

에 관해 많은 연구가 되어 있는데 유방(breast), 대장(colon),

신장(kidney), 간(liver), 폐(lung), 코인두(nasopharynx), 난소

(ovary), 전립선(prostate), 침샘(salivary gland), 정소(testes),

갑상샘(thyroid), 방광(urinary bladder)에서 형성된 암에서 그

발현이 늘어나는 것이 관찰되었다. 하지만 간암

(hepatocellular carcinoma), 간 선암(liver adenocarcinoma)등

몇몇 암에서는 그 발현이 낮아지는 것이 관찰되었으며 MT의

발현은 암의 종류 및 분화 상태, 증식 능력에 따라 다른 것으로

보고되고 있다[6].

라미닌(laminin)은 기저막(basement membrane) 당 단백질

(glycoproteins)의 일종으로 외피세포와 내피세포의 결합, 이

동, 증식 및 분화에 중요한 역할을 하는 단백질로서 15종 이상

의 다른 isoform이 존재하는 것으로 보고되고 있다[8,13]. 이중

라미닌-1은 인간 침샘세포(human salivary gland cell line,

HSG)의 샘꽈리 유사 형태(acinar-like structures)로 형태적 분

화를 유도하며 PC-12 세포를 신경으로 분화 유도시키는 것으

로 보고되고 있다[10]. 라미닌-1에 의한 HSG 세포의 분화유도

과정에서 마이크로어레이 분석을 실시한 결과 MT 유전자가

분화과장에서 과다 발현되는 것이 관찰되었으며 이를 노던블

럿으로 분석하였을 때 라미닌-1 처리 6시간 전후로 5배에서

10배의 MT 유전자가 증폭됨이 관찰되었다[11].

전립선 외피 세포주인 RWPE-1 세포의 경우 메트리젤

(matrigel)을 사용한 3D 배양을 실시하면 샘꽈리(acini) 유사형

태로 분화가 유도되는 반면 악성 전립선 암세포주인

WPE1-NB26의 경우 이러한 샘꽈리 형태의 분화가 진행되지

않는 것이 관찰되었다[3]. 라미닌-1 항체로 이러한 전립선 유

래 정상 세포의 샘꽈리 형태 분화가 농도의존적으로 저해하는

결과를 통해 라미닌-1이 전립선 유래 세포의 샘꽈리 형태 분화

에 관여하는 것이 보고되었으며 악성화된 전립선 암 세포에서

는 라미닌-1에 의한 분화 능력이 상실되었음이 밝혀 졌다[3].

본 연구에서는 악성화 정도가 다른 5종류의 인간 전립선 세포
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및 암세포에서 라미닌-1에 의해 MT유전자의 발현 유도현상이

어떻게 차이가 나는가를 조사함으로 MT 유전자가 라미닌-1에

의한 분화 유도와 관련이 있는지를 조사하고자 하였다. 더불

어 MT 유전자의 라미닌-1에 의한 유도와 암세포의 악성 정도

의 상관성을 조사하여 MT 유전자의 암화 과정에서의 역할을

조사하고자 하였다.

재료 및 방법

세포배양

HSG 세포는[21] 5% fetal bovine serum이 첨가된

DMEM/Ham’s F-12 (1:1) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

에 100 units/ml penicillin와 100 μg/ml streptomycin

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 첨가한 배지에서 배양하

였다[13]. PC-12 세포는 10% fetal bovine serum이 포함된

DMEM에 100 units/ml penicillin와 100 μg/ml streptomycin

을 첨가한 배지에서 배양하였다[10]. 유방암 세포인 MDA-231,

MDA-435 세포와 전립선 암인 PC-3는 10% fetal bovine se-

rum이 포함된 RPMI1640에 100 units/ml penicillin와 100 μg

/ml streptomycin을 첨가한 배지에서 배양하였다[1,16].

악성화 정도가 다른 다섯 종류의 전립선 세포 및 암세포인

RWPE-1, WPE1-NA22, WPE1-NB14, WPE1-NB11,

WPE1-NB26는 complete KSFM 배지[4] (K-SFM 배지에 50

mg/ml bovine pituitary extract (BPE), 5 ng/ml epidermal

growth factor (EGF)와 1% antibiotic/antimycotic mixture

(PSF)를 첨가한 배지) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)에서

배양하였다[3]. 각 세포는 라미닌-1이 코팅된 100 mm 배양접

시에 1시간, 4시간, 16시간 배양 후 관찰하였다.

Northern blot analysis

Stratagene사의 RNA mini-prep kit (Stratagene, La Jolla,

CA, USA)을 사용하여 각 세포의 total RNA를 분리하였으며

10 μg의 RNA를 formaldehyde–agarose gel에 전기영동 한

후 Nytran membrane (Schleicher and Schuell, Keene, NH,

USA)에 transfer하고 [
32

P] dCTP로 표지 된 MT 유전자의

cDNA probe로 hybridization하여 관찰하였다[5].

결 과

라미닌-1에 의해 분화가 유도되는 것으로 알려져 있는 HSG

및 PC-12 세포를 대상으로 라미닌-1이 MT 유전자를 유도하는

지를 노던블럿 방법에 의해 조사하였다. 라미닌-1에 의해 HSG

및 PC-12 두 세포에서는 MT 유전자의 발현이 1시간 처리 후부

터 증가하기 시작하여 4시간 처리 시 최고를 이루며 16시간

처리 시에는 원래의 수준으로 감소하는 것이 관찰되었다(Fig.

1). 반면 분화 역량을 지니지 않은 암세포인 유방암(MDA-231,

Fig. 1. Expression of MT in cultured HSG and PC-12 cell lines

treated with laminin-1. Northern blot analysis was con-

ducted to analyze the expression of MT in HSG and

PC-12 cells treated with laminin-1 for 1, 4, and 16 hr.

The amount of total RNA in all lanes was almost the

same and was confirmed with 28S and 18S RNA (bottom

panel).

MDA-435) 세포와 전립선 암인 PC-3 세포에서는 라미닌-1의

처리가 MT 유전자의 변화에 영향을 미치지 못하는 것이 관찰

되었다(Fig. 2). 이러한 결과를 통해 라미닌-1은 정상적인 세포

의 분화유도를 일으키며 라미닌-1에 의해 분화가 유도될 때

MT 단백질의 발현이 증가하며 라미닌-1에 의해 분화가 유도

되지 않는 암세포의 경우 MT 유전자의 발현 역시 유도되지

않는 것으로 추정할 수 있었다.

라미닌-1에 의해 분화가 유도되는 현상 및 이에 따른 MT

유전자의 발현증가가 암의 전이 능력 및 악성화와 관계가 있

Fig. 2. Expression of MT in cultured breast cancer (MDA-231

and MDA-435) and prostate cancer (PC-3) cell lines

treated with laminin-1. Northern blot analysis was con-

ducted to analyze the expression of MT in MDA-231,

MDA-435 and PC-3 cells treated with laminin-1 for 1,

4, and 16 hr. The amount of total RNA in all lanes was

almost the same and was confirmed with 28S and 18S

RNA (bottom panel).
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Fig. 3. Expression of MT in cultured prostate epithelial cells

(RWPE-1) and prostate cancer cells (WPE1-NA22,

WPE1-NB14, WPE1-NB11, and WPE1-NB26) treated

with laminin-1. Northern blot analysis was conducted

to analyze the expression of MT in RWPE-1, WPE1-

NA22, WPE1-NB14, WPE1-NB11, and WPE1-NB26 cells

treated with laminin-1 for 1, 4, and 16 hr. The amount

of total RNA in all lanes was almost the same and was

confirmed with 28S and 18S RNA (bottom panel).

는지를 관찰하기 위해 정상에서부터 전이 및 악성 정도가 다

른 5가지 종류의 전립선 암을 대상으로 라미닌-1에 의한 MT

유전자의 발현 변화를 관찰하였다. 정상적인 전립선 외피세포

인 RWPE-1과 전이 및 악성화가 낮은 WPE1-NA22의 경우

HSG 및 PC-12 세포와 유사하게 라미닌 처리 1시간부터 MT

유전자의 발현이 증가하기 시작하여 4시간 처리 시 최고를

이루며 16시간째에는 감소하는 것이 관찰되었다. 하지만 전이

능력 및 악성화 정도가 높은 WPE1-NB14, WPE1-NB11, 및

WPE1-NB26에서는 라미닌-1의 처리에도 MT 유전자의 발현

이 증가하지 않는 것이 관찰되었다. 이러한 결과를 통해 라미

닌-1은 정상 세포의 분화를 유도하며 이에 따라 MT 유전자를

유도하며 분화가 유도되지 않는 악성 암에서는 MT 유전자의

발현이 유도되지 않는 것으로 밝혀졌다.

고 찰

기저막은 얇은 세포외기질(extracellular matrix) 층으로 구

성되어 있으며 많은 성분들이 생물학적으로 중요한 작용을

담당하고 있다[14,15]. 이러한 기저막 층의 세포외기질 단백질

에는 파이브로넥틴, 타입 4 콜라겐, 라미닌 등 여러 단백질들

로 이루어 져 있는데 이 중 하나인 라미닌-1은 800 kDa의 당

단백질(glycoprotein)로 암을 이용하여 인위적으로 만들어진

기저막 성분인 메트리젤의 주요 성분 중의 하나로 알려져 있

다[22,23]. 라미닌-1은 많은 기능들이 알려져 있는데 세포 간의

결합, 이동, 증식, 분화, 신경돌기의 성장 및 암의 성장에 영향

을 미치는 것으로 보고되고 있다[18]. 라미닌-1의 여러 기능

중 발생에 미치는 영향을 보면 라미닌-1은 배아 발생과정에

처음으로 합성되는 세포외기질 단백질로 특히 선(glandular)

의 발달에 중요한 역할을 담당하는 것으로 보고되어 있다

[18,25]. 침샘세포인 HSG의 및 전립선 상피세포가 세포외기질

인 메트리젤에 의해 샘꽈리 형태로 분화되고 이러한 현상이

라미닌-1을 저해하는 라미닌-1 항체를 처리하였을 때 억제되

는 것은 라미닌-1이 이러한 분화 활동에 중요한 역할을 담당하

는 것을 입증해준다[12,24].

라미닌-1에 의한 분화활동에서 중요한 역할을 하는 유전자

를 찾기 위해 라미닌-1에 의한 침샘 세포 분화 유도 과정의

유전자 프로파일을 조사한 결과 MT 유전자가 특이하게 증가

되는 것이 관찰되었다[11]. 실제 MT 단백질은 포유류 발생과

정에 초기에 발현되는 것이 면역화학기법 연구를 통해 밝혀졌

으며[2] 발생초기 태아의 간, 소장, 이자, 신장 등에서 발현이

관찰되었다[7,9,20]. 최근 여러 연구들이 MT 등에 의한 금속

조절하는 기능이 세포의 분열이나 분화현상에 중요한 역할을

담당할 것으로 시사되고 있으며[6,17] 이러한 결과들을 통해

세포 증식 및 분화에 MT 단백질이 중요한 역할을 담당할 가능

성을 추정할 수 있다. 세포의 증식과 분화는 암의 악성화 및

grade에도 밀접한 연관이 있다. 악성 암은 정상세포에 비해

분화 유도가 되지 않고 증식이 촉진되는 특징을 지니고 있으

며 이러한 암을 강제로 분화를 유도하여 암을 치료하고자 하

는 연구가 이루어 지고 있다. 따라서 MT 단백질의 발현 양상

과 라미닌-1 등에 의한 분화유도능력은 암의 악성 단계와 밀접

한 연관이 있을 수 있으며 본 과제에서는 전이 능력이 다른

5종류의 전립선 상피 및 전립선 암 세포에서 라미닌-1에 의한

MT 유전자의 발현을 조사 함으로서 이러한 상관관계를 밝히

고자 하였다. 라미닌-1에 의해 꽈리샘으로 분화가 가능한 정상

세포인 RWPE-1 및 악성화 정도가 낮은 WPE1-NA22에서는

MT 유전자가 라미닌-1에 의해 유도되는 반면 분화가 유도되

지 않는 악성 암인 WPE1-NB14, WPE1-NB11, WPE1-NB26에

서는 라미닌-1에 의해 MT 유전자가 유도되지 않았으며 이러

한 결과를 통해 전립선 암의 악성화는 분화유도 가능성 및

분화 유도에 따른 MT 유전자 발현과 밀접한 연관이 있음을

확인하였다.
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초록：악성 단계별 인간 전립선 암세포에서 라미닌에 의한 metallothionein 유전자 발현유도 현상 연구
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라미닌-1에 의해 분화가 유도되는 것으로 알려져 있는 HSG 및 PC-12에서는 라미닌-1에 의해 MT 유전자의

발현이 유도되었지만 반면 분화 역량을 지니지 않은 암세포인 유방암(MDA-231, MDA-435) 세포와 전립선 암인

PC-3 세포에서는 라미닌-1의 처리가 MT 유전자의 변화에 영향을 미치지 못하는 것이 관찰되었다. 라미닌-1에

의해 분화가 유도되는 현상 및 이에 따른 MT 유전자의 발현증가가 암의 전이 능력 및 악성화와 관계가 있는지를

관찰하기 위해 정상에서부터 전이 및 악성 정도가 다른 5가지 종류의 전립선 암을 대상으로 라미닌-1에 의한 MT

유전자의 발현 변화를 관찰한 결과 정상적인 전립선 외피세포인 RWPE-1과 전이 및 악성화가 낮은 WPE1-NA22

의 경우 라미닌-1에 의해 MT 유전자의 발현이 증가하였으며, 악성화 정도가 높은 WPE1-NB14, WPE1-NB11, 및

WPE1-NB26에서는 라미닌-1의 처리에도 MT 유전자의 발현이 증가하지 않는 것이 관찰되었다. 이러한 결과를

통해 라미닌-1은 정상 세포의 분화를 유도하며 이에 따라 MT 유전자를 유도하며 분화가 유도되지 않는 악성 암

에서는 MT 유전자의 발현이 유도되지 않는 것으로 확인되었다.


