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세포사멸 조절 단백질인 IEX-1의 새로운 결합단백질로서의
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ABSTRACT : Previously, we identified that the overexpression of IEX-1 induces apoptosis in ovarian cancer cells. Herein 

we report a new binding partner of IEX-1, CATHEPSIN B, as a lysosomal enzyme which contributes to the various 

apoptotic signaling in tumor cells. To investigate how IEX-1 regulates cellular survival and death event, we performed yeast 

two-hybrid screening of rat ovarian cDNA library using IEX-1 as the bait and found CATHEPSIN B. In the present study, 

CATHEPSIN B and IEX-1 proteins were overexpressed in 293T cells and their specific association was determined by 

immunoprecipitation and immunoblot analysis. In addition, the endogenous interaction between CATHEPSIN B and IEX-1 

was confirmed in HeLa cells. The current finding of lysosomal CATHEPSIN B as the IEX-1-binding partner implies that 

IEX-1 may involve in lysosome-mediated apoptotic signaling pathways.
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요  약 : 선행연구에서 본 연구자는 IEX-1 단백질이 난소 암세포에서 세포사멸(apoptosis)을 유도하는 기능을 수행함을

확인하였으나, 세포사멸과 세포생존의 여러 단계에서 어떠한 신호전달 체계로 IEX-1이 작용하는지는 정확히 알지 못하고

있다. 따라서 IEX-1 단백질과 결합하는 새로운 단백질을 찾기 위해 yeast two-hybrid system을 이용하였다. 그 결과 IEX-1

이 여러 다양한 인간 암 세포에서 세포사멸을 유도하는 CATHEPSIN B 단백질과 결합함을 밝혔다. 본 연구에서는 리소좀

프로테아제의 일원인 CATHEPSIN B 단백질과 IEX-1 단백질의 결합을 면역침강법과 western blot 분석으로 확인하였다. 

그러므로 이 결과들을 통해서 IEX-1과 CATHEPSIN B는 세포 내에서 서로의 기능에 영향을 미칠 것으로 예상되며, 세포

사멸을 유도하는 IEX-1 단백질이 lysosome-mediated apoptotic pathway에 관여할 가능성을 시사한다. 
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서  론  

Immediate early gene X-1(IEX-1, 또는 Dif2, murine 

orthologs gly96, PRG1)은 세포의성장과세포사멸(apoptosis)

을 조절하는 중요한 단백질로 알려져 있으며(Charles et al., 

1993; Kumar et al., 2004), 방사선조사(X-, UV-irradiation), 

stress 혹은 성장인자(epidermal growth factor), inflammatory 

stimuli(lipopolysaccharide, ceramide) 등의 요인에 의해 초

기에 발현이 조절되어지는 것으로 알려져 있다(Kobayashi 

et al., 1998; Kondratyev et al., 1996). 또한 steroid hormones 

(1α, 25-dihydroxyvitamin D3), p53의 과다 발현에 의해

IEX-1의 발현양이 감소하는 것으로 알려져 있다(Im et al., 

2002; Kobayashi et al., 1998). IEX-1의 발현증가는 kera-

tinocytes와 HeLa 세포의 성장률 증가와 관련이 있으며(Arlt 

et al., 2001; Schilling et al., 2001), 발현감소는 hepatocyte

와 293T 세포의 생장증식 감소에 관련 있다고 보고되었다. 
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(Arlt et al., 2003; Yoon et al., 2009). 이와는 다르게, 세포

생장신호의 억제 효과를 나타내는 것이 보고되었다. 예를 들

어, IEX-1 단백질은 TNF-α 신호전달 체계억제와 PI3K 

(phoshatidylinositol 3-kinase)와 AKT의 활성화 억제, 그리

고 anti-apoptotic BCL-2 family member인 MCL-1의 발현

억제를 유도하는 것으로 보고되었다(Osawa et al., 2003; 

Schilling et al., 2001; Zhang et al., 2003; 김 등, 2011). 즉, 

IEX-1은 세포의 사멸을 유도하거나, 세포의 성장을 촉진하

는 신호체계에 관여하는 등 서로 상반된 기능을 동시에 가지

는 단백질이다(Arlt et al., 2001; Arlt et al., 2003). 또한

IEX-1은난소에서중요한기능을수행하는유전자이며, fertility

에 밀접하게 관여한다고 보고되었다(Schilling et al., 2001; 

Tilly et al., 1991).

단백질분해효소(Protease: peptidase)는 catalytic mechanisms

에 따라 aspartic, cysteine, glutamic, metallo, threonic, 그리

고 serine proteases로 구분되어진다(Barrett, 1994). Caspases

는 가장많이연구된 cysteine proteases로세포사멸조절에여

러 기작을 통해 관여하는 것으로 알려져 있다. 다른 cysteine 

protease 중 하나인 CATHEPSIN은 1920년도에 처음으로 보

고되었으며, ‘lysosomal proteolytic enzyme’로 알려져 있다. 

11개의 human CATHEPSIN이보고되었으며(CATHEPSIN B, 

H, L, S, F, K, C, W, X, V, 그리고 O), 그 중 많은 양의

CATHEPSIN B와 L이리소좀에존재하며(Turk et al., 2002), 

CATHEPSIN은 불활성 형태인 preproenzyme으로 합성되어

성숙한활성형인형태로리소좀에서세포질로분비된다(Felbor 

et al., 2000). 

세포사멸은 specific nuclease의활성에의해, 세포의 plasma 

membrane 내에서 발생하는 세포가 죽어가는 방식의 한 형

태이다. 세포사멸의 신호전달은 death receptor와 ligand 결

합에 의한 caspase-8 또는 caspase-10 그리고 caspase-3의

활성이 유도되는 extrinsic pathway와 미토콘드리아 의존

적인 cytochrome c 분비를 이용한 intrinsic pathway가 존

재한다. 분비된 cytochrome c에 의해 caspases-9/-3의 활성

화는 membrane blebbing, cell shrinkage 그리고 DNA 

fragmentation과 같은 세포사멸의 형태적 특징을 유발한다

(Green & Reed, 1998). 또한 세포사멸은 다양한 기작으로, 

다양한 proteolytic enzyme을 통해 작용된다. 최근 발표된

논문에 cell damage 또는 특정 stimulation 조건에서 caspase- 

mediated proteolysis에 의한 세포사멸 조절에 CATHEPSIN

과 같은 다른 proteases가 관여한다고 보고되었으며, 또한

그 중 CATHEPSIN B, L 그리고 D가 세포사멸 조절에 중

요한 역할을 하는 것이 밝혀졌다(Koblinski et al., 2000). 일

단 세포질로 CATHEPSIN B가 분비되면 세포사멸 기작을

활성화 시키거나 증가시키는것으로 알려져 있다. Caspase-2/ 

-8에 의해서 CATHEPSIN B는 리소좀에서 분비되고, 미

토콘드리아에서 cytochrome c 분비를 촉진하여 caspase-3/ 

-9의활성화를유도하는것으로알려져있다. 또한 CATHEPSIN 

B는 procaspase-1과 procaspase-11의 processing에도 관여하

여 nuclear apoptosis를유도하는것이보고되었다(Vancompernolle 

et al., 1998). CATHEPSIN B의 세포 내 발현양 증가 및 감

소 현상은 많은 종양(tumor) 종류에서 다양하게 나타났으며, 

이는 세포의 전이과정에 직접적으로 연관이 있음을 시사한

다(Tait et al., 1999). 최근 이러한 과정이 ‘lysosomal path-

way of apoptosis’로 명명되었다(Li et al., 2000). 그러나

CATHEPSIN B의 직접적인 target protein-substrate는 아

직 밝혀지지 않았다. 또한 이러한 기작은 CATHEPSIN B 

inhibitor인 Spi2A에 의해 발현 유도되어지는 전사 인자인

NF-κB에 의해 억제되어 지는 것이 보고되었으며, 이 억제

기작은 death receptor를 매개로 하는 세포사멸 임이 확인되

었다(Li et al., 2003; Manna et al., 1998). 본 연구에서는

IEX-1이 세포 종류에 따라 어떻게 다양한 기능을 가질 수

있는지, 어떻게 세포사멸을 유도할 수 있는지 확인하고자

새로운 결합 단백질을 찾고자 하였다. 선행연구에서 본 연

구자들은 yeast two-hybrid 시스템으로 IEX-1을 bait로 하

여 human ovarian cDNA library에서 IEX-1과 결합하는

단백질을 확인하였다. 그 중에서 ‘lysosomal pathway of 

apoptosis’에서 중요한 역할을 하는 cystein protease member

인 CATHEPSIN B가 IEX-1과 강하게 결합력을 나타냄을

확인하였으며, yeast two-hybrid 결과를 바탕으로 인간 암

세포주에서 두 단백질이 직접적으로 결합하는 것을 확인하

였다. 이 두 단백질의 결합은 IEX-1 단백질의 카복시 말단

부위를 통해 이루어짐을 예측하였다. 이런 결과를 통해 세포

사멸이 진행되는 동안 lysosomal protease에 의해 특이적으

로 분해되는 기질 연구와 같은 lysosomal permiabilization

의 작용 기작과 signaling pathway에 관한 연구는 apoptosis 

pathway에 앞선 연구를 제시할 수 있으며, lysosome dys-

function과 관련된 질병의 치료에 적용할 수 있는 큰 잠재

성이 있음을 시사하였다.
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재료 및 방법

1. 세포주 및 세포배양

본 연구에서 293 세포주와 HeLa 세포주를 사용하였다. 세

포배양을위해 DMEM(Welgene) 배지를이용하였으며, 10% 

fetal bovine serum(Welgene)과 1% penicillin streptomycin 

(Welgene)을 첨가하여 사용하였다. 37℃, 5% CO2 환경의

세포 배양기를 이용하여 배양하였다.

2. 프라이머 제작 및 클로닝

pcDNA3-HA-IEX-1 플라스미드 DNA 클로닝 방법은 기

존에 발표된 논문에 설명되었다(Yoon et al., 2009). Human 

ovarian cDNA 로부터 Pfu DNA polymerase(Takara)를 이

용한 PCR을 통해 Human CATHEPSIN B(BC010240) open 

reading frame을증폭시켰다. 사용된프라이머는 CTSB-(SfiI)- 

F (5'- ATG GCC ATG GAG GCC ATG TGG CAG CTC 

TGG GCC TCC), CTSB-(XhoⅠ)-R (5'-ACC TCG AGA 

TTA GAT CTT TTC CCA GTA CTG)이다. PCR product

는 제한효소 XhoІ과 SfiІ(Takara)을 이용하여 pCMV-Myc 

vector로 클로닝하여 염기분석하였다. 

3. Immunoprecipitation과 Western Blot

배양 세포를 수거하여 4℃, 8,000 rpm에서 원심분리하여

PBS(phosphate buffered saline)를 이용해 세포를 세척하였

다. NP-40 lysis용액(50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 0.15M 

NaCl, 1% NP-40)을 이용하여 세포 내 전체 단백질을 추출

하였다. 추출된 단백질의 정량을위해 Bradford protein assay 

(Bio-rad)를 실시하였다. 50 μg의 단백질을 10% 또는 15% 

SDS 단백질 전기영동을 실시하였다. NC membrane에 단백

질을 transfer한 후 anti-IEX-1(Yoon et al., 2009) 또는 anti- 

CATHEPSIN B, anti-HA(Satacruz), anti-Myc 항체를 이용

하여단백질을확인하였다. 세포에서 IEX-1과 CATHEPSIN B 

단백질의 결합을 확인하기 위해서 면역침강법(Immunopreci-

pitation)을 실시하였으며, 실험방법은 기존에 발표된 논문에

설명되었다(Yoon et al., 2009). 

결과 및 고찰

IEX-1이 어떻게 세포의 생장과 사멸을 유도하는지 알아

보기 위한 방법으로, IEX-1의 세포 내 새로운 파트너를 찾기

위해 선행연구에서 yeast two-hybrid assay를 수행하였다. 

IEX-1과 결합하는 DNA insert를 염기 분석하였고, NCBI 

blast search를 수행한 결과, IEX-1과 강한 결합을 보이는

cystein protease인 CATHEPSIN B를 최종 검출하였다.

1. 인간 암 세포주에서 IEX-1과 CATHEPSIN B 단백질 

결합력 조사

Yeast two-hybrid system의 결합을 다시 한번 확인하기

위해서인간암세포주에서면역침강법을수행하였다. 두단백질

을 암 세포주에서 과다발현(overexpression)시킨 후 결합을 확

인하기위해 pCDNA3-HA-IEX-1과 pCMV-Myc-CATHEPSIN 

B 두 플라스미드를 리포좀 방법을 이용하여 293T 세포주에

transfection하였다. 12시간 배양 후 수거한 전체 세포 lysate 

250 μg에 anti- HA 또는 anti-Myc 항체를 이용하여 면역침

강법을 수행하고, anti-Myc 항체 또는 anti-HA항체를 이용

하여 western blot를 실시하였다. Fig. 1처럼, 과다 발현된

IEX-1과 CATHEPSIN B 두 단백질이 인간 세포주에서 직

Fig. 1. IEX-1 interacts with the CATHEPSIN B in vivo. 293T 

cells were transfected with 3 μg of pcDNA3-HA-IEX-1 

and pCMV-MYC-CATHEPSIN B and incubated for 18 

h. Cell lysates were used for immunoprecipitation with 

the anti-HA (A) or anti-MYC (B) antibodies followed 

by western blots with anti-MYC or anti-HA antibodies. 
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접적으로 결합함을 확인할 수 있었다. 이 결과를 바탕으로

하여 HeLa 세포에서 endogenous IEX-1과 CATHEPSIN B

의 결합을 알아보기 위해 전체 세포 lysate 500 μg에 anti- 

rabbit IgG 또는 anti-IEX-1(Yoon et al., 2009) 그리고 anti- 

goat IgG 또는 anti-CATHEPSIN B로 4℃ 조건에서 면역침

강시킨 후 anti-CATHEPSIN B 또는 anti-IEX-1을 이용하여

western blot를 수행하였다. 그 결과, endogenous level의 두

단백질이 직접적으로 결합하는 것을 확인하였다(Fig. 2A, 

B). Fig. 2를 통해 두 단백질은 세포 내에서 기능적으로 상관

관계의 가능성이 있음을 암시할 수 있다.

IEX-1은 156개의 아미노산(amino acid)로 이루어져 있으

며, 여러 부위에 ERK phosphorylation site(인산화 부위)를

가지고 있으며(Garcia et al., 2002), PEST like sequence와

nuclear localization sequence(NLS) (Kruse et al., 2005), 

transmembrane domain(TM) 그리고 N-linked glycosylation 

site(NLG)를포함하고있다. 그러나아직까지알려진 consensus 

domain은 존재하지 않으며, 종간에 염기서열이 잘 보존되어

있는 것으로 알려져 있다. IEX-1 단백질의 CATHEPSIN B 

Fig. 2. Enodgenously expressed IEX-1 protein interacts with 

CATHEPSIN B in vivo. (A) To identify the interaction 

between endogenous IEX-1 and CATHEPSIN B proteins, 

HeLa cell lysates were immunoprecipitated with the 

anti-IEX-1 antibodies or normal IgG rabbit (B) anti- 

CATHEPSIN B antibodies or normal IgG mouse followed 

by western blots with anti-CATHEPSIN B or anti-IEX-1 

antibodies.

단백질과의 결합도메인을 결정하기 위해 IEX-1 돌연변이체

단백질을 사용하였다. 2종류의 돌연변이체, pCDNA3-HA- 

IEX-1-ΔNLS(Δ58-64), pCDNA3-HA-IEX-1-ΔTM(Δ83-99) 

(Fig. 3A)을 사용하여 pCMV-Myc-CATHEPSIN B 유전자

와 함께 세포에 과다 발현시켰다. 12시간 배양 후, anti-HA 

항체로 면역침강법을 수행한 후 및 anti-Myc 항체 western 

blot을실시하였다. 그결과, CATHEPSIN B 단백질은 IEX-1- 

ΔNLS와 IEX-1-ΔTM 모두에 결합함을 확인하였다(Fig. 3B). 

NF-κB(Arlt et al., 2008), p53 등의 세포생장과 세포사멸에

관계된 단백질 및 여러 단백질이 결합한다고 보고되어 있는

IEX-1의카복시말단부위(C-terminal region)에 CATHEPSIN 

Fig. 3. Identification of the CATHEPSIN B binding region 

within the IEX-1. (A) Domain structure of IEX-1 protein. 

Full length IEX-1 protein is 156 amino acids. IEX-1-Δ

NLS was deleted at position 58～64 amino acids and 

IEX-1-ΔTM was deleted at 83～99 amino acids. (B) 

Identification of the interacting domain of IEX-1 and 

CATHEPSIN B. 293T cells were transfected with 3 μg 

of pcDNA3-HA-IEX-1, IEX-1-ΔNLS, IEX-1-ΔTM and 

pCMV-MYC-CATHEPSIN B and incubated for 18 h. 

Cell lysates were used for immunoprecipitation with 

the anti-HA antibodies followed by western blots with 

anti-MYC antibodies.
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B 단백질역시결합할가능성이크다고예측할수있다. Yeast 

two-hybrid 스크리닝결과, IEX-1 full length은 CATHEPSIN 

B의 카복시 말단과 결합이 확인되었으므로 두 단백질의 카

복시 말단부위에서의 직접적인 결합이 이루어질 가능성이

있다.

현재까지 난포의 성장과 생존에 세포사멸 신호가 결정적

인 역할을하는 것으로알려져 있으며(Schilling et al., 2001), 

본 연구의 주체인 IEX-1은 난포성장에필연적인 gonadotropin

에 의해 가장 현저하게 발현증가가 일어나는 것으로 밝혀졌

다. 현재 난포생장에서 BCL-2 family를 제외한 다른 인자에

관한 연구보고는 극소수에 그치고 있는 현실이다. 그러나 이

전 연구에서 IEX-1 단백질은 BCL-2 family 일원인 MCL-1 

단백질과 결합하고, 또한 난소 암 세포에서 IEX-1의 과다 발

현에 의한 세포사멸이 유도되는 것을 확인하였으며, 또한

IEX-1과 MCL-1은 세포사멸과 생존을 조절하는 서로의 기

능에 영향을 미치는 것을 밝혔다(Yoon et al., 2009). 세포의

핵 내에 존재하는 IEX-1은 세포사멸을 유도하지만(Kruse et 

al., 2005), 미토콘드리아와 같은 세포소기관에 존재할 경우, 

세포사멸을 억제할 가능성이 크다고 보고된 바 있다(Shen et 

al., 2006). CATHEPSIN B 단백질 또한 리소좀에서 분비되

어 Bax 또는 Bid와 같은 미토콘드리아 세포사멸을 촉진한다

고 보고되었다(Stoka et al., 2001). 이를 통해 두 단백질의

결합에 의해 cytochrome c 분비에 의한 세포사멸을 조절할

가능을 제시할 수 있다. 또한 CATHEPSIN B는 미토콘드리

아에서 활성산소(ROS: Reactive oxygen species) 발생을 직

접적으로 유도하여 최종적으로 lysosomal permeabilization

을 유도하게된다. 즉많은 리소좀 효소들이세포질로 분비되

게 되며, 세포에 직접적으로 영향을 미치게 된다. 그러나 세

포사멸 동안 IEX-1은활성산소의 발현을 조절하는 것으로알

려져 있다. 즉, 미토콘드리아를 통한 세포사멸 조절과정에서

두단백질은서로의기능에직접적으로영향을미칠 가능성이

크다고예측할 수있으며 이를통해 IEX-1은 CATHEPSIN B

의 새로운 기질일 가능성을 제시할 수 있다. 이번 연구를 통

해 IEX-1은 한 가지의 정해진 공통적 경로를 통하기보다는

lysosome-mediated apoptotic 경로를 포함한 여러 신호전달

경로에 의해 그 기능이 조절됨을 알 수 있다. 또한 IEX-1의

하위메커니즘을 예측할 수 있으며, 나아가 세포의 생존을 결

정하는 새로운 조절네트워크를 밝히기 위해 한발 더 나아갔

음을 의미한다. 
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