
hCG-induced Endoplasmic Reticulum Stress Leads to Activation of the 
IRE1/XBP1 Pathway in Mouse Leydig Tumor Cells (mLTC-1)

Sun-Ji Park
1
, Tae-Shin Kim

2
 and Dong-Seok Lee

1
*

1
School of Life Science and Biotechnology (BK 21 plus program), Kyungpook National University, Daegu 702-701, Korea 

2Department of Reproductive Medicine, University of California, San Diego, 9500 Gilman Drives, La Jolla, California 92093, USA

Received July 17, 2014 /Revised August 11, 2014 /Accepted August 11, 2014

This study analyzed whether human chorionic gonadotropin (hCG) induces ER stress via the 
IRE/XBP1 pathway in mouse Leydig tumor (mLTC-1) cells. In a previous study, we demonstrated 
that the unfolding protein response (UPR) plays an important role in the expression of steroidogenic 
enzymes by modulating the ATF6 pathway, as well as ER stress-mediated apoptosis in hCG-stimu-
lated Leydig cells. Although UPR signaling has been reported to regulate the IRE1/XBP1 pathway, 
it is not known whether hCG-induced ER stress in Leydig cells can activate the pathway. To inves-
tigate the activation of the IRE1/XBP1 pathway in mLTC-1 cells after hCG treatment, we performed 
a Western blot analysis to detect the phospho-IRE1 protein and an RT-PCR analysis to validate splic-
ing of XBP1 mRNA. We used ER stress-activated indicator (ERAI) constructs for monitoring the activ-
ity of IRE1 and then analyzed by fluorescence microscopy and flow cytometry. The expression levels 
of the phospho-IRE1 protein markedly increased in response to the hCG treatment. In the mLTC-1 
cells transfected with an F-XBP1-venus/F-XBP1△DBD-venus construct, the hCG treatment led to the 
appearance of green fluorescent cells and detectable fluorescence in the nucleus and cytosol, 
respectively. In addition, splicing of XBP1 mRNA significantly increased after the hCG treatment. 
Taken together, these results indicate that hCG-induced ER stress leads to activation of the IRE1/XBP 
pathway in Leydig cells. 
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서   론

소포체(endoplasmic reticulum, ER)는 단백질의 합성과 폴

딩(folding), 조립(assembly) 등의 과정이 일어나는 중요한 장

소이다. 하지만 소포체내에 과도한 단백질 합성과 미성숙된 

단백질의 축적, 칼슘이온의 항상성 이상 등으로 인해 소포체 

기능에 장애가 발생하는데 이를 소포체 스트레스(ER stress) 

라고 한다[3]. 세포는 이 스트레스에 대항하여 생존하기 위한 

방어기전으로 UPR (unfolding protein response) 경로를 활성

화 시킨다. 

UPR 경로는 소포체 막에 존재하는 세 가지 신호전달체계

인 protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase (PERK), in-

ositol- requiring protein 1 (IRE1) 그리고 activating tran-

scription factor 6 (ATF6)에 의해 매개되어 소포체의 항상성을 

회복시킨다[6]. PERK, IRE1, ATF6는 스트레스가 없는 상태에

서는 소포체 샤페론인 Grp78/Bip과 결합하여 비활성상태로 

존재하지만 소포체 스트레스가 발생하게 되면 Grp78/Bip과

의 결합으로부터 분리되어져 활성화된다[14]. 먼저 PERK는 

이량체(dimer) 형성 후 자가인산화(autophosphorylation)에 

의해 활성화되고, 활성형의 PERK는 eukaryotic translation 

initiation factor 2α (eIF2α)를 인산화시켜 mRNA에서 단백질

로 번역(translation)되는 과정을 감소시킨다[16]. 두 번째로 

IRE1은 PERK와 마찬가지로 이량체 형성 후 자가인산화되면 

endonuclease로써 작용하여 X-box binding protein 1 (XBP1) 

mRNA를 splicing시켜 활성형의 XBP1 단백질로의 발현을 유

도하고, 이는 전사인자로 작용하여 소포체 스트레스 관련 유

전자의 ER stress response element (ERSE) 부위에 결합하여 

전사를 증가시킨다[6, 11]. 마지막으로 glucose-regulated pro-

tein (Grp78/ Bip) 에서 분리된 비활성형 ATF6 (p90)는 소포체

에서 골지체(Golgi apparatus)로 운반된 후 절단되어 활성형 

ATF6 (p50)로 바뀌고 핵 속으로 이동하여 전사인자로 작용하

여 샤페론의 발현을 유도한다[11]. 

이런 UPR signaling에 대한 연구는 인슐린(insulin)을 분비

하는 췌장의 베타세포[8], 콜라겐(collagen)을 분비하는 조골

세포[4]와 gonadotropin을 분비하는 gonadotrope 세포[2] 등

과 같은 특정 단백질을 생산하는 분비 세포에서 많이 이루어

졌다. 정소의 레이디히 세포(leydig cell)는 세정관 간극에 위치
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하며 황체형성호르몬(luteinizing hormone; LH)의 자극을 받

아 남성호르몬인 테스토스테론(testosterone)을 생산하는 또 

다른 유형의 분비세포이다. 레이디히 세포는 LH의 자극을 받

아 테스토스테론 합성을 위해 성호르몬합성효소들(steroido-

genic enzymes)을 지속적으로 발현시켜야 하므로 UPR sig-

naling이 레이디히 세포에서 중요한 조절작용을 할 것으로 생

각된다. 이전 연구를 통하여 마우스 레이디히 세포인 mLTC-1

세포와 10주령 수컷 마우스에 LH 유사호르몬인 사람 융모성 

성선자극호르몬(human chorionic gonadotropin; hCG)을 처

리하였을 때 소포체 스트레스가 야기되어 UPR signaling이 

활성화되고 특히 활성형 ATF6 (p50)에 의해 성호르몬합성효

소의 발현이 직접적으로 조절되는 것을 처음으로 증명하였다

[9]. 또한 이 hCG를 고농도 혹은 장시간 처리 할 경우 소포체 

스트레스 매개의 세포자멸사가 유도되는 것을 in vivo와 in vi-

tro level의 레이디히 세포에서 모두 확인하였다. 이 연구를 

통하여 레이디히 세포 역시 다른 분비세포와 같이 소포체 스

트레스가 발생하여 UPR signaling의 조절을 받는다는 것을 

확인 할 수 있었다. 하지만 아직 레이디히 세포에서 hCG처리

에 의해 증가된 세가지 UPR경로가 각각 어떤 역할을 하는지 

다 밝혀지지 않았으며 각 UPR 관련 유전자의 세포 내 역할에 

대한 연구가 좀 더 필요한 단계이다.

따라서 본 연구에서는 mLTC-1세포에 hCG를 다양한 농도

와 시간으로 처리하여 IRE1 유전자의 활성 여부 및 활성 IRE1

의 endonuclease 기능에 의한 XBP1 mRNA의 splicing 유도를 

확인하기 위하여 다양한 실험방법을 이용하여 분석하였다. 이 

결과를 통하여 향후 정소의 레이디히 세포에서 IRE1/XBP1유

전자의 역할을 연구에 적용 및 응용 가능성을 조사하고자 하

였다. 

재료 및 방법

시약 

본 연구에서 사용된 Human chorionic gonadotropin (hCG)

는 Intervet 社 (Chorulon, Milton Keynes, Buckinghamshire, 

UK)으로부터, 8-Bromo-cAMP (8-Br-cAMP)는 Sigma (St. 

Louis, MO, USA)에서 그리고 Tunicamycin (Tm)은 Calbio-

chem (La. Jolla, Cal., USA)에서 각각 구입하였다. 

세포배양 

실험에 사용한 생쥐 라이디히 세포주인 mLTC-1 세포는 

ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, 

USA)에서 구입하였다. mLTC-1 세포는 RPMI 1640배지에 

10% FBS (fetal bovine serum, Hyclone, Thermo Scientific, 

Inc.)와 1% penicillin/streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA) 그리고 10mM Hepes를 첨가한 배지를 사용하였으

며 37℃, 5% CO2 세포배양기에서 배양하였다. 

Western blot

hCG를 농도별, 시간별로 처리한 후 PRO-PREP buffer 

(iNtRON Biotechnology Inc.)를 넣어 파쇄한 후 13,000rpm으

로 10분간 원심분리 하여 단백질 상층액을 얻어 사용하였다. 

단백질을 분리하기 위하여 10% SDS- polyacrylamide gel을 

이용하여 전기영동 하였다. 그런 다음 분리된 단백질은 nitro-

cellulose membrane (Pall Life sciences, NY, USA)으로 이동

시키고 5% skim milk에 1시간 동안 blocking 하였다. 이후 

membrane을 anti-Grp78/Bip, anti-IRE1 (Cell Signaling, MA, 

USA), anti-phospho-IRE1 (Abcam, MA, USA), anti- β-actin 

(Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) 각 1차 antibody로 4℃

에서 12시간 배양한다. 1ＸTBST buffer로 washing 한 후 anti- 

mouse/ rabbit IgG (Thermo, Scientific, MA, USA)로 각 2차 

antibody로 실온에서 1시간 배양한다. 다시 1ＸTBST buffer로 

washing 한 후 ECL 용액(abfrontier, Seoul, Korea)으로 감광

시킨 후 암실에서 X-선 필름에 노출시킨 후 인화하였다. 

In vitro transient transfection

mLTC-1 세포에 소포체 스트레스-활성 표지자(ER stress- 

activated indicator, ERAI)인 pCAX-F-XBP1-venus 혹은 pCAX- 

F-XBP1△DBD-venus 플라스미드[10]를 Effectene transfection 

reagent (Qiagen, Valenica, CA, USA)를 이용하여 세포에 도

입하였다. 이후 48시간 뒤에 FBS가 들어있지 않은 RPMI1640

배지에 12시간 배양한다. 그런 다음 5 IU hCG, 500 uM cAMP 

그리고 2 μg/ml Tm을 12시간 처리한다.

Flow cytometry 분석 

pCAX-F-XBP1-venus 혹은 pCAX-F-XBP1△DBD-venus 

vector를 도입한 mLTC-1세포에 hCG, cAMP를 처리하고 난 

후 0.05% trypsine-EDTA (Invitrogen)을 이용하여 세포를 수

확한다. 이후 세포를 phosphate-buffered saline (PBS, pH7.4)

로 두 번 washing 하고 DMEM (-Phenol red)에 현탁시켰다. 

세포현탁액을 green fluorescence 신호로 FACSCalibur (BD 

Biosciences, NJ, USA)를 이용하여 분석하였다. 

형광현미경을 이용한 세포관찰

pCAX-F-XBP1-venus 혹은 pCAX-F-XBP1△DBD-venus 플

라스미드를 도입한 세포에 소포체 스트레스가 유도되면 녹색 

형광이 핵 혹은 세포질에서 발현된다. mLTC-1세포에 이 플라

스미드를 각각 도입한 뒤 hCG, cAMP, Tm을 처리하고 형광현

미경으로 관찰하였다. 배지를 제거하고 PBS로 두 번 washing 

하고 methanol로 고정한 뒤 1 μg/ml Hoechst 33258로 핵을 

염색시켰다. 염색 10분 후에 형광현미경(Leica DMIL micro-

scope, DFC420C digital camera)을 이용하여 소포체 스트레스

가 핵 혹은 세포질에서의 발현 여부를 관찰하였다. 
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Table 1. Primer sequence for reverse-transcription PCR 

Gene Accession number Forword (5'-3') Reverse (5'-3')

Grp78/Bip

XBP1

GAPDH

NM_022310.2

NM_013842.2

NM_008084.2

TGCAGCAGGACATCAAGTTC

AAACAGAGTAGCAGCGCAGACTGC

ACCACAGTCCATGCCATCAC

CAGCTGCTGAGGCTCATTG

TCCTTCTGGGTAGACCTCTGGGAG

TCCACCACCCTGTTGCTGTA

Total RNA 추출 및 cDNA 합성 

5 IU hCG, 500 uM cAMP 그리고 2 μg/ml Tm을 시간 별로 

처리한 mLTC-1 cell에 PBS washing 2번 후 1 ml의 Trizol sol-

ution(Bio science Technology, korea)을 넣고 cell scrapper를 

이용하여 cell을 수확하였다. 1.5 ml tube에 옮겨서 ice에서 5분

간 반응시킨 후 수층과 유기용매층으로 분리시키기 위해 200 

μl chloroform을 첨가하여 5분간 반응시킨다. 12,000rpm에 15

분간 원심분리 한 뒤, total RNA가 들어있는 상층액을 500 

μl의 Isopropanol이 들어있는 새 tube에 옮기고 가볍게 invert-

ing 하였다. 원심분리하여 total RNA pellet을 down 시킨 후, 

1 ml의 75% EtOH를 이용하여 2차례 washing 한 다음 상온에

서 건조시켰다. 추출된 RNA는 50 μl의 RNase-free water인 

DEPC에 희석하였다. 추출한 1 μg의 total RNA와 Oligo-dT 

그리고 AccuPower® RT-PCR premix (Bioneer, korea)을 이용

하여 cDNA를 합성한 뒤 -20℃에 냉동보관 하였다.

RT-PCR 및 XBP1 mRNA의 splicing 분석

합성된 cDNA를 주형으로 특정 primer (Table 1)를 첨가하

여 AccuPower® PCR premix (Bioneer)를 이용하여 PCR을 

수행하였다. PCR 조건은 95℃에서 5분, 95℃에서 30초, 55℃에

서 30초, 72℃에서 30초, 72℃에서 5분 총 30 cycle 수행하였다. 

대조군으로 GAPDH 유전자를 사용하였다. XBP1 mRNA의 

splicing 분석하기 위해서 먼저 2X PCR Premix (Enzynomics, 

Seoul, Korea)와 XBP-1 primer (Table 1)를 이용하여 위의 조

건과 동일하게 PCR을 수행하였다. 이 PCR 산물에 Pst1 제한

효소를 첨가하여 37℃에서 90분간 반응시킨다. 그런 다음 EtBr

이 포함된 2% agarose gel에 전기영동하여 UV상에서 band를 

확인하였다. 

결   과

hCG처리 후 p-IRE1 단백질 발현량 분석

마우스 레이디히 세포에서 hcg처리에 의해 p-IRE1의 발현 

패턴을 확인하기 위하여 mLTC-l 세포에 hCG를 농도별, 시간

별로 처리하여 실험을 진행하였다. 먼저 주요한 소포체 스트

레스 표지자인 Grp78/Bip의 단백질의 발현 패턴을 확인한 결

과 hCG처리에 의해 Grp78/Bip단백질의 발현량이 급격히 증

가하는 것을 통하여 이전 연구결과[9]와 같이 mLTC-l 세포에 

hCG처리시 소포체 스트레스가 증가하는 것을 확인하였다

(Fig. 1). hCG에 의해 유도된 소포체 스트레스가 IRE1경로를 

활성화 시키는지 확인하기 위하여 p-IRE1와 Total IRE1의 단

백질 발현량을 western blot을 통하여 확인하였다. Fig. 1A에

서 보듯이 hCG의 농도가 증가함에 따라 p-IRE1의 발현이 점

점 증가하였다(p<0.001). 또한 5IU/ml의 hCG을 시간별시 처

리하였을 때, 3시간 후부터 p-IRE1이 급격히 증가하여 24시간 

까지 꾸준히 유지되었다(Fig. 1B). 이 결과를 통하여 마우스 

레이디히 세포인 mLTC-1세포에 hCG처리에 의해 유도되는 

소포체 스트레스는 IRE1을 인산화시키는 것을 단백질 수준에

서 확인 할 수 있었다. 

hCG와 cAMP 처리에 의한 IRE의 활성 분석

소포체 스트레스에 의해 인산화된 IRE1읠 활성화 되어 en-

donuclease 활성을 가지게 된다. hCG처리에 의해 증가된 p- 

IRE1이 활성화되어 endonuclease의 기능을 수행하는지 확인

하기 위하여 IRE1의 활성을 분석할 수 있는 소포체 스트레스-

활성 표지자(ER stress-activated indicator, ERAI)인 pCAX-F- 

XBP1-venus 혹은 pCAX-F-XBP1△DBD-venus vector를 mLTC- 

1 세포에 도입하여 실험을 진행하였다[10]. 소포체 스트레스 

환경에서 이 vector에 삽입되어 있는 XBP1 유전자가 splicing 

되면, splicing된 XBP1 mRNA는 XBP1-venus fusion protein

으로 번역되어 녹색 형광이 발현되어 세포 내 활성 IRE1을 

표지 할 수 있다. pCAX-F-XBP1-venus는 활성 IRE1에 의해 

splicing 되어 만들어진 XBP1-venus fusion protein이 핵 에 

위치하게 되며, pCAX-F-XBP1△DBD-venus 로부터 만들어진 

XBP1△DBD-venus fusion protein은 세포질에 위치하게 된다

[5]. Figure 2에서 mLTC-1 세포에 각각 pCAX-F-XBP1-venus, 

pCAX-F-XBP1△DBD-venus을 transfection 한 뒤 hCG와 

hCG 자극에 의한 이차 전달자인 cAMP를 12시간 처리하여 

형광현미경으로 관찰하였다. pCAX-F-XBP1-venus vector가 

도입된 세포에 hCG와 cAMP 처리 시 녹색 형광을 띄는 세포

들이 control에서 보다 많이 증가 되었으며(Fig. 2A), 세포를 

확대해서 관찰하니 녹색형광이 핵에서 발현되는 것을 확인 

할 수 있었다(Fig. 2B). pCAX-F-XBP1△DBD-venus를 도입한 

세포에서도 역시 hCG와 cAMP 처리 시 녹색 형광의 세포들이 

많이 발견 되며, 녹색 형광 단백질 XBP1△DBD-venus fusion 

protein이 세포질에서 발현하는 것을 관찰 할 수 있었다(Fig. 

2C and 2D). hCG와 cAMP 처리에 의해 증가되는 녹색 형광을 

띄는 세포 수는 positive control로써 사용한 소포체 스트레스 

유도제인 Tunicamycin (Tm) 처리 한 경우와 비슷한 수준으로 

발견되는 것을 확인 하였다.



A B

Time (hr)

Time (hr)

Fig. 1. hCG treatment cause ER stress and leads to IRE1 activation in mLTC-1 cells. Western blot analysis of Grp78/Bip, phospho-IRE1, 

total IRE1, β-actin protein in treated MLTC-1 cells with variant hCG concentrations. mLTC-1 cells were incubated with dose 

dependent manner of hCG for 12 hr (A). mLTC-1 cells were incubated with  5 IU/ml hCG for different incubation times 

(B). phospho-IRE1 protein were quantified and normalized by total IRE1 for Western blot analysis. Data in bar graph are 

the means ± SEM of three independent measurements. 

A B

C D

 Cont          500 μM cAMP       5 IU/ml hCG        2 μg/ml Tm

 Cont          500 μM cAMP       5 IU/ml hCG        2 μg/ml Tm

5 IU/ml hCG

5 IU/ml hCG

Fig. 2. hCG and cAMP induce the activation of IRE1. Fluorescence (green) image in mLTC-1 cells were transfected with indicator 

plasmids and treated with cAMP, hCG and Tm. mLTC-1cells were transfected with pCAX-F-XBP1-venus (A, B) and 

pCAX-XBP1△DBD-venus (C,D) for 48 hr. After transfection, mLTC-1 cells were pre-incuated with serum free medium for 

12 hr, and then cells treated with cAMP (500 μM), hCG (5 IU/ml), and Tm (2 μg/ml) as positive control for 12 hr. Cells 

were fixed with methanol and stained with 1 μg/ml Hoechst 33258 for 10 min (B,D) And then, cells were visualized and 

analyzed under a fluorescence microscope. Scale bar, 200 μm. 
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A

B

     500 μM cAMP                      5 IU/ml hCG

      500 μM cAMP                     5 IU/ml hCG

Fig. 3. hCG and cAMP induce the ER stress- dependent splicing of XBP1. Quantification of green fluorescent cells by flow cytometry. 

After transfected mLTC-1 cells with pCAX-F-XBP1-venus (A) and pCAX-XBP1△DBD-venus (B) were treated with cAMP 

(500 μM), hCG (5 IU/ml) for 12 hr, and then cells were analyzed with flow cytometry. The black and red lines indicate 

non-treated mock transfectants (pCAX, control) and treatments in pCAX-F-XBP1-venus and pCAX-XBP1△DBD-venus, 

respectively. The mean fluorescence from three experiments is expressed per group of cells; intensities are expressed relative 

to the level in the each treatment cells. Asterisks indicate a statistically significant difference (p<0.05) between control (Cont) 

and treated cells using Student’s t-test.

또한 pCAX-F-XBP1-venus, pCAX-F-XBP1△DBD-venus 를 

각각 도입한 세포에 hCG와 cAMP 처리하여 증가하는 녹색형

광의 강도를 조사하고 정량화 하기 위하여 Flow cytometry를 

이용하여 분석하였다. Fig. 3에서 확인 할 수 있듯이 control에 

비하여 hCG와 cAMP 처리한 세포에서 형광 강도가 많이 증가

하였다. 세 번의 반복 실험을 통하여 얻은 평균값을 통계처리 

하여 그래프화 한 결과 control에 비하여 hCG와 cAMP 처리 

하였을 때 유의적으로 형광 강도가 증가하는 것을 확인 할 

수 있었다(p<0.05). 이 실험들을 통하여 hCG와 2차 전달자인 

cAMP 모두 IRE1을 활성화 시키고, 활성화된 IRE1은 endonu-

clease 기능을 수행하여 도입된 pCAX-F-XBP1-venus 와 pCAX- 

F-XBP1△DBD-venus의 XBP1 mRNA 영역을 splicing 시키는 

것을 확인할 수 있었다.

hCG와 cAMP 처리에 의한 XBP1 mRNA의 splicing 분석

hCG와 cAMP 처리에 의해 활성화된 IRE1이 세포 내에서 

발현되는 XBP1 mRNA의 splicing을 유도하는지 확인 하기 

위하여 RT-PCR을 수행하여 분석하였다. XBP1 mRNA는 소포

체 스트레스에 의해 활성화된 IRE1에 의해 26개의 nucleotide

가 splicing 된다. RT-PCR을 통하여 증폭한 unspliced XBP1 

(uXBP1)과 spliced XBP1 (sXBP1)는 26개의 nucleotide 밖에 

차이가 나지 않아 바로 전기영동으로 분리하여 확인 하기가 

어렵다. 따라서 splicing 되는 26개의 nucleotide 영역 안에 존

재하는 Pst1 제한효소 절단 부위를 이용하여 uXBP1와 sXBP1

를 구별하였다[1]. mLTC-1 세포에 cAMP와 hCG를 시간별로 

처리한 뒤 sXBP1의 발현 량을 확인 하였다. cAMP 처리 후 

4시간부터 sXBP1의 발현이 증가하기 시작하며(p<0.01), 처리 

시간이 길어 질수록 발현 량이 점점 더 증가하여 8시간에 가장 

많이 증가하였다(p<0.001). hCG 역시 처리 후 3시간부터 

sXBP1 발현이 증가하며(p<0.01), 6시간 후부터 급격히 증가하

는 것을 확인 할 수 있다(p<0.001). cAMP와 hCG 모두 처리 

시간의존적으로 sXBP1의 발현이 점점 증가하는 경향을 보이

다가 12시간부터는 조금씩 감소하기 시작한다. 하지만 소포체 

스트레스 유도물질인 Tm 처리 한 경우, 처리 초반인 4시간 

때부터 sXBP1의 발현이 급격히 증가하였다(p<0.001). 이 결과

들을 통하여 cAMP와 hCG 처리는 mLTC-1 세포에 소포체 스

트레스를 유발하며 IRE1/XBP1 경로를 활성화 시키는 것을 

확인 할 수 있었다. 

고   찰

마우스 정소의 레이디히 세포인 mLTC-1 세포에 hCG와 

cAMP를 처리하여 Grp78/Bip의 발현 증가를 통하여 소포체 

스트레스가 유도되었음을 확인하였고 이에 대한 방어기작으

로 UPR signaling 중 활성 IRE1이 증가하며 XBP1 mRNA의 

splicing이 유도되는 것을 통하여 IRE1/XBP1 경로가 활성화 

됨을 확인 할 수 있었다. 본 연구에서는 이 IRE1/XBP1 경로를 

분석하기 위하여 여러 가지 실험방법을 사용하였다. 먼저 소
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Fig. 4. hCG and its Second messenger cAMP induces ER stress via IRE1/XBP1 pathway in mLTC-1 cells. RT-PCR analysis of spliced 

XBP1 (sXBP1) and unspliced XBP1 (uXBP1) in 500 μM cAMP (A), 5 IU/ml hCG (B) and 2 ug/ml Tm (C) for indicated 

times. The sXBP-1 mRNA were quantified and normalized by GAPDH for RT-PCR. Data in the bar graph represent mean  

± S.E.M. of three independent measurements. **, p<0.01; ***, p<0.001, compared with control (0 hr).

포체 스트레스에 의해 Grp78/Bip과의 결합에서 해리된 IRE1 

단백질이 인산화되는데 이를 분석하기 위하여 Western blot을 

수행하여 p-IRE1/ IRE1의 발현을 확인하였다. 다음으로 인산

화된 IRE1은 활성화되어 endonuclease 기능을 하므로 이를 

확인하기 위하여 ERAI인 pCAX-F-XBP1-venus, pCAX-F-XBP1

△DBD-venus vector를 세포에 도입하여 형광현미경과 Flow 

cytometry를 통하여 분석하였다. 그리고 소포체 스트레스에 

의한 세포 내 XBP1 mRNA의 splicing이 유도되는지 확인 하

기 위하여 total RNA를 추출하여 RT-PCR을 수행한 뒤 Pst1 

제한효소를 처리하여 unspliced XBP1과 spliced XBP1 분리하

여 발현 량을 조사하였다. 다음과 같은 실험 방법들을 이용하

여 IRE1/XBP1 경로가 활성화 됨을 판단할 수 있었으며, 본 

연구를 통하여 정립된 실험방법을 응용하여 mLTC-1 세포 내

에서 활성화된 IRE1과 XBP1의 기능을 규명하는데 기여 할 

것으로 사료된다. 이전 연구에서 활성형 ATF6 (p50)를 세포에 

과 발현 시켰을 때 테스토스테론 합성에 필수적인 성호르몬합

성 효소인 3β- hydroxysteroid dehydrogenase (3β-HSD)의 발

현을 감소시켰으나, 다른 UPR signaling의 하위 신호전달 유

전자인 sXBP1과 ATF4를 과발현 시켰을 경우 3β-HSD의 발현

에 영향을 주지 못하였다[9]. 따라서 hCG 처리에 의해 활성화 

되는 sXBP1은 성호르몬합성 효소의 발현에 직접적으로 관여

하지 않지만 ERSE 부위에 결합하여 소포체 스트레스 관련 유

전자의 전사를 증가시키고 단백질의 폴딩을 도와주는 샤페론 

기능을 할 것으로 사료되며 추가적인 실험을 통하여 이 가설

을 증명할 예정이다[7, 15]. 또한 IRE1이 활성화되면 endonu-

clease domain과 serine-threonine kinase domain을 가져 2가

지 기능을 하게 되는데, 본 연구에서는 활성 IRE1의 endonu-

clease기능에 대하여만 증명하였다. 활성 IRE1은 serine-threo-

nine kinase로써 역할을 하여 pro-apoptotic 인자인 Jun N-ter-

minal kinase (JNK)를 인산화 시켜서 소포체 스트레스 매개의 

세포자멸사를 유도한다고 알려져있다[12, 13]. 우리도 이전연

구를 통하여 5IU/ml의 hCG를 처리 뒤 12시간부터 p-JNK의 

단백질 발현량이 증가하며 이 것이 소포체 매개의 세포자멸사

를 유도할 것이라고 보고하였다. hCG 처리에 의해 증가하는 

활성 IRE1의 endonuclease domain과 serine-threonine kinase 

domain이 각각 세포에 작용하는 시기에 대하여 아직 연구가 

되지 않았다. 따라서 hCG의 처리 시간 및 농도에 따라 활성 

IRE의 어떤 domain이 활성화 되는지 본 연구에서 이용한 실

험 방법들을 이용하여 이를 분석할 수 있을 것으로 예상된다. 

본 논문을 통하여 향후 정소의 레이디히 세포 내에서 hCG 

처리에 의한 IRE과 XBP1 유전자의 역할 연구에 적용 및 응용 

할 수 있는 가능성을 제시하였으며 이 결과는 기초 연구 자료

로써 활용 할 수 있을 것으로 사료된다.
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