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The prostate-apoptosis-response-gene-4 (Par-4) protein has been identified as an effector of cell death 
in response to various apoptotic stimuli in prostate cancer cells. We found that overexpression of 
Par-4 by stable transfection inhibits cell migration and invasion in Caki cells. The expression of vari-
ous matrix metalloproteinases (MMPs) has been implicated in the invasion and metastasis of cancer 
cells. In this study, we investigated whether ectopic expression of Par-4 modulates MMP-2 expression 
and activity in human renal carcinoma Caki cells. We found that overexpression of Par-4 markedly 
inhibited MMP-2 activity, but not MMP-9 activity. However, loss of the leucine zipper domain of 
Par-4 (Par-4 ΔLZ#1 and #2) did not inhibit MMP-2 activity. Further, knock-down of Par-4 with the 
corresponding siRNA resulted in increased invasion and metastasis of renal carcinoma Caki cells. 
Interestingly, overexpression or knock-down of Par-4 did not affect the expression levels of MMP-2 
mRNA. Taken together, our findings suggest that Par-4 may inhibit MMP-2 activity through its 
post-transcriptional regulation in renal carcinoma Caki cells. 
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서   론

Prostate apoptosis response-4 (Par-4)는 세포 내 경로와 세

포 외 경로를 통하여 세포사멸을 유도할 뿐만 아니라 암세포

의 성장과 전이를 억제하고 생존에 관련된 전사 인자를 불활

성화시키는 강력한 종양 억제 유전자로서의 기능을 가진다[6, 

7]. Par-4 단백질은 N말단(N-terminal region)에 두 종류의 nu-

clear localization sequences (NLS1, NLS2)와 C말단(C-termi-

nal region)에 leucine zipper (LZ) domain과 nuclear export 

sequences (NES), selective for apoptosis in cancer cells (SAC) 

domain을 함유하고 있다[6, 7]. Par-4는 LZ domain을 통하여 

다른 단백질과 결합하여 세포사멸을 조절하는데, Bcl-2의 전사

를 증진시키는 Wilm's tumor protein (WT1)와 결합함으로써 

Bcl-2의 발현 감소를 통하여 세포사멸을 증진시킨다[1, 8]. 

Matrix metalloproteinases (MMPs)는 암세포의 전이 과정

에서 세포외 기질을 분해시키는 중요한 효소이고 아연/칼슘

의존성으로 기질 특이성에 따라 30 종류가 있다[9, 14]. 암세포

의 침윤과 전이 과정에 gelatinase 할성을 가진 MMP-2와 

MMP-9가 밀접한 관련이 있다[3, 13]. 한편 MMP-2와 MMP-9

의 효소활성은 세포 내 자연적으로 발생된 내생적 억제인자로 

알려진 tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs)의 발

현 증가에 의해 억제되는 것으로 알려져 있다[11, 15].

본 연구에서는 Par-4 단백질 과발현이 신장암 Caki 세포의 

이동성과 침윤과정에 관련하는 MMP-2와 MMP-9 활성조절 

기전에 대하여 연구 하였다. 또한 Par-4의 과발현과 knock- 

down에 의한 MMP-2 mRNA 발현 정도를 확인하고, 세포 이

동에 영향을 주는지에 대해 연구하였다. 

재료 및 방법

세포 배양 및 시약

본 연구에 사용한 인간 신장암 세포주인 Caki 세포는 

American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, 

USA)에서 구입하였다. 세포주 배양을 위한 배지는 10% 태아

우혈청(fetal bovine 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, USA)을 사용하였으며 37°C로 유지되는 

5% CO2 배양기를 이용하여 배양하였다. 실험에 사용된 약제

인 PMA는 Calbiochem (San Diego, CA, USA)에서 구입하였

다. Par-4 siRNA와 Par-4 antibody는 Santa Cruz Biotechnol-

ogy (Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하였다. 

Gelatin substrate gel zymography

MMP-2와MMP-9의 활성에 Par-4가 미치는 영향을 알아보

- Note -
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기 위하여 Caki세포에 다양한 Par-4 발현 plasmid를 trans-

fection한 후 stable 세포주를 구축하였다. Par-4와 leucine zip-

per domain이 결실된 Par-4 (Par-4 ΔLZ) 과발현 세포주에

PMA를 처리하여 gelatin zymography를 시행하였다. 6-well 

plate에 0.4×106의 세포를 분주 한 후 시약을 처리하여 24시간 

배양 한 후 세포 배양액을 거두어 2% geletain이 함유된 10% 

SDS polyacrylamide gel에서 전기영동을 실시하였다. 2.5% 

Triton X-100으로 1시간 동안 gel을 세척하여 SDS를 제거한 

다음, 5 mM CaCl2과 ZnCl2가 포함된 완충액에 넣고 37℃에서 

24시간 동안 배양하였다. 0.25% Coomassie blue를 이용하여 

30분 동안 Gel을 염색한 후, acetic acid와 methanol이 포함된 

탈색 완충액을 처리하여 흰색 밴드를 관찰하였다.

Plasmid transfection assays

Par-4에 의한 MMP-2 유전자의 전사제어에 대한 영향을 분

석하기 위하여 Par-4 발현 plasmid을 사용하였다. 6-well plate

에 12시간 배양한 세포에 Par-4 plasmid을 lipofectamine 방법

에 따라 transfection을 하였고, 24시간 배양 후 mRNA를 추출

하였다. 

RNA isolation and reverse transcriptase-polymerase 

chain reaction (RT-PCR) 

Par-4에 의해 증가한 MMP-2 mRNA발현 변화를 알아보기 

위해서 RT-PCR을 이용하여 MMP-2의 mRNA 발현을 분석하

였다. 시료를 처리한 세포에 Trizol reagent (Invitrogen Co., 

Carlsbad, CA, USA)를 처리하여 total RNA를 분리 한 후, 

M-MLV 역전사효소(Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA)를 

이용하여 cDNA를 합성 하였다. 합성된 cDNA를 MMP-9 pri-

mer를 이용하여 유전자를 증폭시켰다. PCR에 사용한 MMP-2 

primer sequence는 forward: 5'-ATG ACA GCT GCA CCA 

CTG AG-3', reverse: 5'-TGA TGT CAT CCT GGG ACA 

GA-3'이고, actin 의 primer sequence는 forward: 5‘- GGC 

ATC GTC ACC AAC TGG GAC-3’, reverse: 5‘- CGA TTT 

CCC GCT CG GCC GTG G-3’이다. 그 양적 차이를 비교하기 

위해서 1.5% agarose gel에 각각의 PCR 산물을 loading 하여 

전기영동을 한 다음 ethidium bromide (EtBr)로 염색 한 후 

UV 상에서 발현의 정도를 확인하였다. 

Western blotting

Par-4단백질 발현을 확인하기 위하여 Western blotting을 

실시하였다. 세포를 모아 40 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 phenyl-

methylsulfonyl fluoride, and 20 mM leupeptin, pH 7.2)를 

첨가하고 5분 간격으로 15초 동안 3번 vortex하여 세포를 파쇄

한 후 13,000 rpm, 4°C, 15분간 원심 분리하여 시료를 준비하였

다. 시료는 BCA 단백질 정량 kit를 사용하여562 nm에서 흡광

도를 측정하여 단백질을 정량 하였으며, 10% sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)에서 

단백질을 분리한 후, immobilon membrane (Milipore, Bed-

ford, MA)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, Par-4 (Santa Cruz, CA, USA)과 

actin (Sigma, Louis, MO)을 희석한 5% milk/TBST로 실온에

서 12시간 유지하였다. Anti-mouse 또는 rabbit Ig horseradish 

peroxidase/TBST (Amersham Buckinghamshire, England)로 

1시간 반응 후 Enhanced Chemiluminoscence (ECL, Pierce, 

IL, USA)용액을 가하여 발색시켜서 단백질을 확인하였다. 

Invasion Assay

Caki세포의 침투 분석은 Boyden chambers (6.5 mm diam-

eter filters, 8 μm pore size)를 사용하여 측정하였다. Chamber 

바깥쪽 바닥에는 세포 배양액 200 μl 에 PMA를 넣고, 위쪽에

는 세포(5×104/well) 200 μl 분주하였다. 5% CO2, 37°C에서 

24시간 동안 배양한 다음, 메탄올로 1분간 고정시킨 후 crystal 

violet으로 염색한 후 현미경으로 관찰 하였다.

Wound healing assay

PMA에 의한 Caki 세포의 이동에 Par-4의 효과를 확인하기 

위하여, Caki 세포를 12 well plate에 12시간 동안 배양한 후, 

white tip을 이용하여 세포에 wound를 준다. 무혈청 배지로 

교체하고, PMA를 24시간 처리하여, 현미경을 이용하여 확인

하였다(Carl Zeiss microscope, Jena, Germany).

결   과

Par-4 과발현 세포주 확인

본 실험에서는 Par-4의 과발현이 세포의 이동성과 침윤의 

영향을 조사하였다. Par-4 및 leucine zipper domain이 결실된 

Par-4(Par-4 ΔLZ)를 Caki세포에 transfection 한 후 G418인 함

유한 배지에서 성장할 수 있는 Par-4 과발현 세포주를 구축하

였다. Par-4 및 Par-4 ΔLZ 발현 정도를 Western blot으로 확인

하였다(Fig. 1). 

Par-4 와 Par-4 ΔLZ 과발현 세포에서 PMA 처리 시 세

포 이동성과 침윤 효과 확인 

Protein kinase C (PKC) 활성 물질인 phorbol myristate 

acetate (PMA)에 의해 다양한 세포에서 MMPs의 활성화를 유

도하는 것으로 알려져 있다[17]. Fig. 2A 및 2B의 결과 에서 

알 수 있듯이 control인 vector 세포에서 PMA 처리 시 세포의 

이동과 침윤이 현저히 증가함을 보였다. 흥미롭게도 Par-4 과

발현 세포에서는 세포의 이동 및 침윤이 억제됨을 알 수 있다. 
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Fig. 1. Expression levels of Par-4 in Caki cells. The protein ex-

pression levels of Par-4, Par-4 ΔLZ and actin were de-

termined by Western blotting. The level of actin was 

used as the loading control.

A

B

Fig. 2. Effect of Par-4 on PMA-induced Caki cell migration and invasion. (A) Confluent monolayer of Caki cells was wounded 

and images were taken immediately (control-0 hr). After washing with PBS, Caki cells were cells were treated with 70 nM 

PMA for 24 hr. Wound gap was observed and cells were photographed using a Carl Zeiss microscope. The data represent 

three independent experiments. (B) Caki cells were treated with 70 nM PMA for 24 hr and the migrating cells were counted. 

Cell invasion was determined using Boyden Chamber.

하지만 leucine zipper domain이 결실된 Par-4 ΔLZ 과발현 

세포주에서는 control인 vector세포와 비슷한 결과를 보였다. 

Par-4와 Par-4 ΔLZ 과발현 세포에서 PMA 처리 시 

MMP-2 및 MMP-9 활성측정 

Par-4 와 Par-4 ΔLZ 과발현 세포에서 PMA를 24시간 처리

한 후 세포 배양액을 이용하여 MMP-2와 MMP-9의 활성을 

측정하였다(Fig. 3). PMA가 존재하지 않는 상태에서는 MMP- 

9의 활성은 측정한 모든 세포주에서 미약하였다. 하지만 Par-4

가 과발현된 세포주에서는 MMP-2의 basal 활성이 감소됨을 

확인하였다. MMP-2의 basal 활성감소는 leucine zipper do-

main이 결실된 Par-4 ΔLZ 과발현 세포에서 확인 되지 않았다. 

PMA처리 시 MMP-9의 활성은 증가 하였으나 각 세포주에서

의 차이점을 확인 할 수 가 없었다. 

Par-4 knock-down에 의한 PMA 처리 시 세포 이동성과 

침윤 효과 확인 

Par-4에 의한 세포 이동 및 침윤의 영향을 더 확인 하기 

위하여 Par-4 siRNA를 처리하여 Par-4 발현을 knock-down한 

후 PMA처리 시 세포의 이동성과 침윤을 조사하였다(Fig. 4A, 

4B). Par-4 knock-down시 PMA처리에 의한 세포의 이동 및 

침윤이 control siRNA 처리군 보다 증가됨을 확인 하였다. 

Par-4 siRNA처리 시 Par-4 mRNA 발현 정도가 현저히 감소 

함을 RT-PCR로 확인하였다(Fig. 4C). Par-4 siRNA처리 시 
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Fig. 3. Effect of Par-4 on PMA-induced MMP-2 and MMP-9 activity. (A) Various Caki cells were treated with 70 nM PMA for 

24 hr. Conditioned media were collected, and MMP-2 and MMP-9 activity were analyzed using gelatin zymography. The 

data represent three independent experiments. 

A

B

Fig. 4. Effect of knock-dwon of Par-4 protein on PMA-induced cell migration and invasion. (A) Caki cells were transfected with 

a control siRNA or Par-4 siRNA. Twenty-four hours after transfection, cells were wounded and images were taken immediately 

(control-0 hr). After washing with PBS, Caki cells were cells were treated with 70 nM PMA for 24 hr. Wound gap was 

observed and cells were photographed using a Carl Zeiss microscope. The data represent three independent experiments. 

(B) Caki cells were treated with 70 nM PMA for 24 hr and the migrating cells were counted. Cell invasion was determined 

using Boyden Chamber. (C) Caki cells were transfected with either control siRNA or Par-4 siRNA, and then treated with 

70 nM PMA for 24 hr. Par-4 mRNA and MMP-2 mRNA expression were determined using RT-PCR. (D) Caki cells were 

transiently transfected with Par-4 expression plasmid, and then further cultured for 24 hr. Par-4 mRNA and MMP-2 mRNA 

expression were determined using RT-PCR.

PMA 존재 유무와 관계 없이 MMP-2 mRNA 발현 변화를 확

인 할 수 가 없었다. 또한 Par-4 발현 plasmid를 농도별로 

transfection 하였을 때 MMP-2 mRNA 발현에 변화를 확인 

할 수가 없었다(Fig. 4D). 

고   찰

본 연구에서는 신장암세포인 Caki세포에서 tumor sup-

pressor 단백질인 Par-4가 암 전이 및 침윤에 미치는 영향에 



618 생명과학회지 2016, Vol. 26. No. 5

대하여 조사 하였다. Par-4 단백질의 과발현에 의하여 암세포 

이동 및 침윤이 억제되었으며 이는 암세포 전이 중요하게 작

용하는 단백질 분해효소인 MMP-2의 활성화 억제에 기인함을 

확인하였다. 

Par-4 단백질은 4개의 특이적인 domain을 함유하고 있다. 

2개의 nuclear localization sequences (NLS1, NLS2), leucine 

zipper (LZ) domain과 selective for apoptosis in cancer cells 

(SAC) domain을 함유하고 있다[6]. Par-4 단백질의 과발현은 

PMA 유도의 세포 이동 및 침윤을 억제 하였으나, LZ domain

이 결실된 Par-4 단백질 과발현은 억제 현상을 보이지 않았다. 

또한 MMP-2 활성 저해 현상도 확인 할 수가 없었다. 이 결과

는 Par-4의 MMP-2 활성 저해에 LZ domain이 중요한 역할을 

함을 제시 하여 준다. LZ domain은 40개의 아미노산으로 구성

되어 있으며, 단백질-단백질간의 상호작용에 관여한다. LZ 

domain은 Par-4 단백질의 homodimer를 형성할 뿐만 아니라 

Wilm's tumor protein (WT1) [8], Dlk [10], PKC [2], Akt [4, 

5]와 heterodimer를 형성하여 Par-4의 기능 조절에 중요한 역

할을 한다. 따라서, Par-4에 의한 신장암세포에서 MMP-2 활성

화 억제에 LZ domain의 작용 기전에 대한 추가적인 연구가 

더 필요하다. 

이전 보고에서 withaferin A 유도체인 3-azido withaferin 

A가 HeLa세포 와 PC-3세포에서 MMP-2의존적으로 침윤을 

억제한다[12]. 3-Azido withaferin A 는 세포외부로 Par-4 분비

를 촉진하여 MMP-2의 활성을 저해한다고 알려져 있다[12]. 

본 연구에서는 Par-4 siRNA를 이용한 knock-down 실험에서 

PMA유도의 세포 이동 및 침윤을 증가시켰다. Par-4 siRNA 

처리 시 MMP-2 mRNA의 발현 증가를 확인 할 수 없었다(Fig. 

4). 또한 Par-4 발현 유전자 transfection 실험에서도 MMP-2 

mRNA 발현 감소를 확인 할 수 없었다(Fig. 4). 이는 Par-4 

매개의 MMP-2 활성 억제는 MMP-2 전사 단계의 조절 보다는 

전사 후 조절에 의하여 야기됨을 암시 한다. 또 다른 가능성은, 

MMP-2 및 MMP-9은 세포 내에 존재하는 내생적 억제인자인 

TIMP-1과 -2에 의해 발현 및 활성이 조절되는 것으로 알려져 

있다[16]. 따라서 Par-4에 의한 신장암세포에서 MMP-2 활성

화 억제가 전사조절 외 다른 작용 기전에 대한 추가적인 실험

이 필요하다.

최근 국내외에서도 MMPs 저해제 개발에 대한 연구가 활발

히 수행되고 있다. 그러나 Par-4 단백질을 표적으로 하여서 

암세포 침윤과 전이에 주요한 인자인 MMP-2에 대한 억제 효

과는 아직 일반적으로 확인되지 않아 이 연구결과의 의미가 

더욱 중요할 것이라 판단된다.
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초록：인간 신장암 Caki세포에서 Par-4에 의한 MMP-2 활성 저해를 통한 세포 이동 조절 

우선민․ 권택규*

(계명대학교 의과대학 면역학 교실)

Par-4는 다양한 세포사멸 자극에 세포 사멸을 조절하고, 종양 억제기능을 가지고 있다. 그러나, Par-4에 의한 

암세포의 이동 및 침윤에 대한 연구는 수행되지 않았다. 본 연구에서 Par-4단백질의 과발현이 인간 신장암 Caki세

포에서 MMP-2의 활성화를 억제하지만 MMP-9 활성에는 영향을 주지 않았다. Par-4에 의한 MMP-2의 활성 억제

는 leucine zipper domain이 결실된 Par-4 에서는 확인되지 않았다. Par-4 siRNA를 이용한 knock-down 실험에서 

PMA 처리 시 세포이동 및 침윤 증가함을 확인하였다. Par-4의 과발현과 knock-dwon에서 MMP-2 mRNA 발현의 

변화를 확인 할 수 없었다. 이 점은 Par-4 매개의 MMP-2 활성 억제는 전사 후 조절을 통하여 야기됨을 추측 할 

수 있다. 
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