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NF-κB acts as a critical transcription factor for the survival of cells via the induction of antiapoptotic 
genes. Constitutive activation of NF-κB in many types of solid tumors suggests that the inhibition of 
NF-κB might prevent or inhibit tumorigenesis. Although a number of studies demonstrated that 
Hsp70 regulated NF-κB activity, the exact mechanism is not clear. This study investigated the func-
tional relationship of Hsp70 and IKKγ in the regulation of NF-κB activation using expression plasmids 
of components of the IKK complex. Wild-type and deletion mutants of IKKγ were expressed together 
with Hsp70, and the combined regulatory effect of Hsp70 and IKKγ on NF-κB activation was assayed. 
Hsp70 suppressed the activation of NF-κB in a reporter plasmid assay. Hsp70 also suppressed the 
phosphorylation and degradation of IκBα. The suppressive effect of Hsp70 on NF-κB activation was 
synergistically elevated by IKKγ. The N-terminal IKKβ binding site, C-terminal leucine zipper, and 
zinc finger domains of IKKγ were not necessary for the suppressive effect. Furthermore, Hsp70 and 
IKKγ synergistically suppressed the induction of COX-2 expression by lipopolysaccharides in RAW264.7 
cells. These results suggest that overexpression of Hsp70 and IKKγ may be a strategic method for in-
hibition of NF-κB and related diseases.
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서   론

NF-κB (Nuclear Factor-kappa B)는 모든 세포유형에서 광

범위하게 발현되는 유도성 전사인자로 세포외부로부터 가해

지는 TNF-α, lipopolysaccharide (LPS), irradiation, reactive 

oxygen species (ROS) 등 다양한 자극에 대한 방어 작용과 

면역세포의 활성화를 일으키며 세포의 증식 및 사멸, 염증반

응 등에 관련된 다양한 유전자의 발현을 조절하는 것으로 알

려져 있다[8, 10, 22]. 또한 NF-κB는 암의 발생, 암세포의 증식

과 사멸, 혈관생성, 전이 등과 연관성이 밝혀지면서 암 치료의 

표적으로 관심을 끌고 있다[5, 7, 23, 32]. 

NF-κB는 유도자극이 없는 경우 IκB에 결합되어 세포질 속

에 머물러 있다. 세포를 TNF-α, LPS, IL-1β 등으로 자극하면 

IκB가 인산화 되고 IκB의 분해가 일어나서 NF-κB의 신호전달

회로가 활성화된다[10]. IκB는 IκB kinase인 IKKα와 IKKβ에 

의해 serine 잔기가 인산화 되는데 인산화 된 IκB는 ubiquiti-

nation이 촉진되어 세포질 내의 26S proteosome에 의해 분해

된다. 따라서 남은 NF-κB는 자유로이 핵 안으로 이동하여 tar-

get DNA에 결합함으로써 전사를 촉진한다[9, 11, 20, 29]. 

IκB의 인산화는 IKK complex에 의해 일어난다. IKK com-

plex (700~900 kDa)는 catalytic subunit인 IKKα (87 kDa), IKK

β (85 kDa)와 효소활성은 없지만 NF-κB활성에 필수적 조절 

역할을 하는 IKKγ (NEMO, 48 kDa)를 포함한다. 그 외 HSP90, 

CDC37, ELKS 등과 아직 밝혀지지 않은 protein들이 IKK 

complex를 구성하고 있다[10]. IKKα/IKKβ의 heterodimer의 

형성은 leucine zipper (LZ) domain에 의해 이루어지며, IKKα

는 IKKβ보다 낮은 활성을 보인다. 또한 이들 IKK의 활성화에

는 IKK 자신의 인산화가 필요하며 NIK, MEKK 등의 up-

stream kinase가 여기에 작용하는 것으로 알려져 있다[6, 19, 

25, 26]. 

IKK complex의 구성성분인 IKKγ는 kinase 활성을 가지지 

않으며 IKKβ와 IκBα의 interaction을 증가시키고 IKKβ의 kin-

ase 활성 증가 및 IKK complex 형성에 중요한 역할을 한다고 

보고되었다[18, 34]. 또한 IKKγ는 과다 발현되었을 때 오히려 

NF-κB의 활성을 억제하는 것으로 알려져 있다[1, 14]. 그러나 

아직 IKKγ가 다른 protein과 결합하는 부위와 결합하는 pro-

tein의 종류, N-말단과 C-말단을 포함한 부위별 기능, NIK 또

는 MEKK와 같은 upstream kinase에 의해 NF-κB가 활성화되

었을 때 IKKγ가 NF-κB pathway에 작용하는 역할 등에 대해

서는 상세히 알려져 있지 않다.
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한편, 1962년부터 Heat shock response라고 불리는 자기방

어 현상이 연구되어 갑작스런 heat stress가 생체 내에서 단백

질 발현을 유발함을 알게 되었고 이들을 Heat shock protein 

(Hsp)라 부르게 되었다[28]. Hsp는 분자량의 크기에 따라 

small Hsps, Hsp60, Hsp70, Hsp90 등으로 구분된다. Hsp70는 

정상 환경에서는 새로 합성된 protein folding에 관여하고 복

수의 단백질을 단백질 복합체로 조합하는 등의 기능을 가지는 

것으로 밝혀져 있으며, 스트레스 상황에서는 스트레스로 인한 

protein folding 및 변성을 방지하여 세포의 정상기능을 유지

시키는 역할을 하는 것으로 알려져 있다[2, 3, 30, 31]. 이러한 

Hsp70의 세포 보호 기능은 세포 내 대사에 관련된 필수 단백

질들의 분해 및 파괴를 방지함으로써 이루어지는 것으로 알려

져 있다. 

본 연구는 Hsp70가 NF-κB 활성조절 과정에서 어떠한 역할

을 하는지 규명하고자 하였다. 특히 Hsp70에 의한 NF-κB의 

활성조절에서 IKKγ의 연관성을 규명하고자 IKKγ의 wild 

type 및 deletion mutant을 이용하였으며, IKKβ의 활성형 

mutant인 IKKβ-EE를 사용하여 Hsp70에 의한 NF-κB활성 조

절에서 upstream kinase의 연관성을 검토하였다.

재료 및 방법

세포 배양 및 transfection

African green monkey kidney cell에 SV40의 T항원이 발현

되고 있는 COS-7 세포와 RAW264.7 macrophage세포를 실험

에 사용하였으며 이들 세포의 배양은 Fetal bovine serum 

(FBS)이 10% 함유된 Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM)을 사용하여 37℃, 5% CO2 의 incubator에서 배양하

였다. FBS와 DMEM배지는 Gibco BRL Co. (Grand Island, 

NY. USA)제품을 사용하였다. 세포에 plasmid DNA를 도입하

기 위한 transfection은 FuGENE HD (Roche, Basel, Switzer-

land)를 사용하였으며 sample 당 10~20 μg의 DNA를 serum 

free DMEM과 FuGENE HD의 혼합액에 섞고 실온에서 20분

간 반응시켜 lipid와 DNA의 복합체를 형성시킨 다음 recipi-

ent cell에 적하하고 배양하였다. recipient 세포는 10-cm plate

에 세포가 70~80%의 밀도로 배양된 것을 사용하였다.

세포추출물(whole cell extract) 및 세포질추출물(cyto-

plasmic extract)의 제조

세포추출물(whole cell extract)은 세포를 PBS로 두 번 세척 

후 harvest 하고 1,500 rpm, 4℃, 5분 동안 원심분리하여 상등

액을 제거한 후, Total lysis buffer (20 mM hepes (pH 7.9), 

25% glycerol, 450 mM Nacl, 0.4 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 

1% NP-40)로 suspension 하고 on ice 1시간 동안 반응시켰다. 

이 후 12,000 rpm, 4℃, 15분 동안 원심분리하여 상등액을 수거

하였다[14, 34]. 세포질추출물(cytoplasmic extract)은 세포를 

PBS로 두 번 세척 후 harvest하고 1,500 rpm, 4℃, 5분 동안 

원심분리하여 상등액을 제거하고, buffer A (10 mM hepes 

(pH 7.9), 1 mM EDTA, 10 mM KCl, 1 mM DTT)로 suspen-

sion 후 on ice 15분 동안 반응시켰다. 이 후 1 ml 주사기에 

25G needle을 이용해 20번 stroke 하여 세포막을 파괴시키고, 

14,000 rpm, 4℃, 15분 동안 원심 분리하여 상등액을 수거하였

다[14, 34]. 

Luciferase assay 

Luciferase activity를 측정하기 위하여 Nano-Glo Substrate 

(Promega, Madison, WI, USA)를 Nano-Glo buffer (Promega)

에 100배 희석하여 사용하였으며 cell lysate는 96-well plate에 

20 μl씩 분주하여 사용하였다. Substrate는 luminometer pro-

gram (Microwin assay reader 2000, Centro LB960 Berthold 

Technologies, Bad Wildbad, Germany)을 이용하여 노즐을 

70% Ethanol로 50회 wash하고 멸균 증류수로 50회 wash 한 

후 투여하였다. 효소반응은 20 μl씩 substrate가 분주되도록 

하였으며 luciferase activity를 10초 간격으로 측정하였다.

Western blotting

시료단백질을 10% SDS polyacrylamide gel에서 전기영동

한 후 Gel상의 단백질을 실온에서 90 V로 2시간 동안 nitro-

cellulose membrane (GE Healthcare Life Science, Germany) 

membrane에 electrotransfer 한 뒤 membrane을 5% 탈지분유

를 포함한 TBS-T (20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 137 mM NaCl, 

0.1% Tween-20) 용액으로 1시간 동안 실온에서 blocking 하였

다. Membrane을 1차 항체와 실온에서 2시간 반응시키고 

TBS-T용액으로 3번 세척한 후 peroxidase-conjugated 2차 항

체로 다시 1시간 동안 실온에서 반응시켰다. 반응시킨 mem-

brane을 TBS-T용액으로 3번 세척한 후 enhanced chem-

iluminescence (ECL, Amersham Corp. Arlington Heights, IL, 

USA)로 발광시킨 후 Amersham Imager 600 (GE Healthcare)

을 이용하여 결과를 확인하였다. Membrane의 strip은 strip-

ping buffer (6.25 mM Tris-HCl (pH 6.7), 2% SDS, 100 mM 

2-mercaptoethanol)에 membrane을 넣고 50℃에서 30분간 처

리한 뒤 TBS-T 용액으로 10분씩 3회 세척하였다. 항체는 an-

ti-IĸBα polyclonal antibody (C-21), anti-actin polyclonal anti-

body (I-19), anti-HA monoclonal antibody (F-7), anti-cMyc 

monoclonal antibody (9E10), anti-COX-2 polyclonal anti-

body (C-20) (Santa Cruz Bio Technology, CA, USA)와 an-

ti-Flag antibody (Sigma, St. Louis, MO, USA)를 제조사의 사

용법에 따라 사용하였다.

Raw264.7 세포의 COX-2발현유도

COX-2의 발현 유도를 위해 RAW264.7 macrophage 세포를 

5×106 cells로 60-㎜ plate에 seeding한 후 LPS (Lipopolysac-
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B

Fig. 1. Effect of Hsp70 and IKKγ on the activation of NF-κB. 

The COS-7 cells were co-transfected with pNL3.2.NF-κ

B-RE reporter plasmid and the expression plasmids of 

IKKβ, NIK, IKKβ-EE, Hsp70, wild type (WT) IKKγ as 

indicated. Luciferase assay was performed after 32 hr 

of transfection. (mean ± SD, n=3, *p<0.001, **p<0.0001)

charides from Escherichia coli 055:B5, Sigma)를 무혈청 

DMEM배지에 희석하여 0.5 μg/ml의 농도로 처리 하였다. 

COX-2의 발현은 Western blotting으로 확인하였다.

통계처리

실험은 3회 반복하였고, 평균(mean) ± 표준편차(SD)로 나

타내었다. Student's t-test를 이용하여 통계적으로 분석하였으

며, p값이 0.05 이하이면 유의성이 있다고 판단하였다.

결   과

NF-κB의 활성화에 대한 Hsp70 및 IKKγ의 영향

NF-κB활성화에 대한 Hsp70의 영향을 검토하기 위해 IKK

β, NIK, Hsp70, IKKγ 발현 plasmid와 pNL3.2.NF-κB-RE re-

port plasmid (Promega, code N1111)를 COS-7세포에 co- 

transfection 시킨 후 32시간 후에 세포를 수거하여 luciferase 

assay를 실시하였다. pNL3.2.NF-κB-RE는 5개의 NF-κB결합

부위를 가진 luciferase assay reporter plasmid이다. 실험 결과 

Fig. 1A에 나타난 바와 같이 NF-κB를 활성화시키는 NIK (NF-

κB inducing kinase)에 의해 NF-κB가 활성화 되어 luciferase

활성이 증가하였으며 여기에 Hsp70를 발현시켰을 때 NF-κB

의 활성이 감소하는 것으로 나타났다. 또한 IKKγ를 발현시켰

을 때에도 NIK에 의한 NF-κB의 활성화가 억제되는 것으로 

나타났다. 이 결과로부터 Hsp70와 IKKγ는 각각 NIK에 의한 

NF-κB의 활성화를 억제한다는 것을 알 수 있었다. 또한, Hsp 

70와 IKKγ를 동시에 첨가하였을 때에는 각각 첨가한 경우보

다 NIK에 의한 NF-κB의 활성화가 더욱 억제되어 Hsp70와 

IKKγ가 NF-κB의 활성화를 상호협력적(synergistically)으로 

억제할 가능성을 보여주었다. 다음은 Hsp70와 IKKγ에 의한 

NF-κB의 활성화 억제가 NIK에 의한 활성화에 특이적으로 작

용하는 것인지 알아보기 위해 IKKβ의 활성형 mutant인 IKKβ- 

EE를 이용하여 Hsp70와 IKKγ가 NF-κB의 활성에 각각 어떠

한 영향을 미치는지 검토 하였다. IKKβ-EE는 IKKβ의 activa-

tion loop의 Ser177과 Ser181부위를 glutamate로 교체시켜 

NIK, MEKK 등 upstream kinase가 없어도 항상 활성화된 상

태를 나타내는 IKKβ의 변이형이다[19]. COS-7 세포에 각각 

IKKβ, IKKβ-EE, Hsp70, IKKγ 발현 plasmid와 pNL3.2.NF-κ

B-RE report plasmid를 co-transfection 시킨 후 32시간 후에 

세포를 수거하여 luciferase assay로써 NF-κB활성에 미치는 

Hsp70와 IKKγ의 영향을 검토하였다. 그 결과 Fig. 1B에 나타

난 바와 같이 IKKβ-EE는 예상대로 NIK이 없어도 NF-κB를 

활성화시킴을 확인하였고, Fig. 1A의 NIK에 의한 활성화의 

경우와 마찬가지로 Hsp70와 IKKγ는 각각 IKKβ-EE에 의한 

NF-κB의 활성화를 억제하였고, Hsp70와 IKKγ를 동시에 첨가

하였을 때 NF-κB의 활성은 더욱 많이 억제되었다. 이 결과로

부터 Hsp70와 IKKγ에 의한 NF-κB활성억제는 NIK에 의한 

NF-κB의 활성화에만 특이적으로 작용하는 것이 아니라 IKKβ

를 경유하는 NF-κB의 활성화 경로 모두에 작용함을 알 수 있

었다. 

IKK complex에 의한 IκBα의 분해에 미치는 Hsp70 및 

IKKγ의 영향

NF-κB는 비활성화 상태에서는 NF-κB의 세포 내 저해제인 

IκBα에 결합되어 세포질에 머물러 있다가 활성화 될 때는 IκB

α가 IKK complex에 의해 인산화되어 분해됨으로써 IκBα로부

터 유리되어 핵 속으로 이동하여 작용하게 된다. 그러므로 NF-

κB의 활성화 회로는 대부분의 경우 IκBα의 분해과정을 거치

게 된다[8, 18, 22]. 본 연구의 경우도 Hsp70와 IKKγ에 의한 

NF-κB 활성화 저해가 IκBα의 분해억제를 통해 일어나는지를 
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Fig. 2. Inhibitory effect of Hsp70 or IKKγ on the degradation 

of endogenous IκBα. Each expression plasmid was 

co-transfected into COS-7 cells and after 32 hr, the cells 

were harvested and the endogenous IκBα in the cyto-

plasmic extracts was assayed by Western blotting using 

anti-IkBα monoclonal antibody.

A

B

Fig. 3. Effect of Hsp70 and IKKγ on the degradation of overex-

pressed IκBα. Each expression plasmid was co-trans-

fected into COS-7cells and after 32 hr, the cells were har-

vested and the IκBα in the cytoplasmic extracts was de-

tected by Western blotting using anti-Flag antibody. The 

proteins expressed by transfected plasmids were de-

tected by Western blotting using antibodies against tags.

알아보기 위해 COS-7세포에 NIK, IKKβ, IKKβ-EE 및 Hsp70

와 IKKγ 발현 plasmid를 co-transfection시켜 32시간 후에 cell 

lysate를 제작하고 Western blotting을 통해 세포 내

(endogenous) IκBα의 분해를 검토하였다. 그 결과 IKKβ는 

NIK의 첨가에 의해 활성화되어 IκBα를 분해시키는 것을 확인 

하였다(Fig. 2A, lane 1, 2). 이와 비교하여 Hsp70와 IKKγ를 

각각 첨가한 경우에서는 NIK에 의한 IκBα의 분해증가가 저해

됨을 확인하였으며(Fig. 2A, lane 3, 4), 특히 IKKγ와 Hsp70을 

함께 첨가하였을 때 IκBα의 분해가 가장 크게 저해됨을 알 

수 있었다(Fig. 2A, lane5). 이 결과로부터 Hsp70와 IKKγ가 

IκBα의 분해를 저해함으로써 NF-κB의 활성을 저해함을 알 수 

있었다. 이어서 IKKβ의 활성형 mutant IKKβ-EE를 이용하여 

같은 검토를 실시하였다. 그 결과 IKKβ-EE가 첨가되었을 때 

IKKβ보다 IκBα의 분해가 증가되어 IKKβ-EE가 활성을 나타냄

을 확인하였고(Fig. 2B, lane 1, 2), Hsp70와 IKKγ는 각각 IKKβ

-EE에 의한 IκBα분해를 저해하였으며(Fig. 2B, lane 3, 4), 

Hsp70와 IKKγ를 동시에 첨가했을 때 IκBα의 분해저해가 더욱 

크게 나타났다(Fig. 2B, lane 5). 그러나 Fig. 2의 endogenous 

IĸBα의 분해시험에서는 Hsp70와 IKKγ의 저해효과가 두드러

지게 크지 않았으므로 이 결과를 더욱 명확히 확인하기 위해 

IκBα의 발현 plasmid를 이용하여 IkBα를 overexpression시킨 

후 Hsp70와 IKKγ의 IκBα의 분해에 미치는 영향을 검토하였

다. Fig. 3에 나타난 바와 같이 overexpression된 Flag-tagged 

IkBα는 NIK에 의해 활성화된 IKKβ (Fig. 3A, lane 1, 2)와 활성

형 mutant IKKβ-EE (Fig. 3B, lane 2)에 의해 분해되었으며, 

이 분해는 Hsp70와 IKKγ에 의해 저해되었고(Fig. 3A, B, lane 

3, 4),  Hsp70와 IKKγ를 동시에 첨가하였을 때 가장 많이 저해

되었다(Fig. 3A, B, lane 5).  

IκBα는 IKK complex의 활성에 의해 인산화 된 후 분해되기 

때문에 이 실험 결과로부터 Hsp70와 IKKγ는 IKK complex의 

활성을 억제시켜 IκBα의 분해를 저해하고 이로 인해 NF-κB의 

활성도 저해됨을 알 수 있었다. 또한 IKK complex에는 IκBα를 

인산화 시키는 IKKα와 IKKβ가 존재하며 Fig. 2와 Fig. 3의 

결과로부터 Hsp70와 IKKγ의 overexpression은 IKKβ의 활성



Journal of Life Science 2016, Vol. 26. No. 9 995

Fig. 4. The structure of wild-type and N- terminal, C- terminal 

deletion mutants of IKKγ. IKKβ binding domain at 

N-terminal and Leucine Zipper domain (LZ), Zinc finger 

domain (ZF) at C-terminal were shown. The numbers 

indicate the number of amino acids.

Fig. 5. Inhibition of NF-κB activation by IKKγ mutants and 

Hsp70. COS-7 cells were co-transfected with pNL3.2. 

NF-κB-RE reporter plasmid and the expression plas-

mids as indicated. Luciferase assay was performed after 

32 hr of transfection. (mean ± SD, n=3, *p<0.001, **p<0.0001)

을 저해할 것으로 추정할 수 있다. 또한 IKKβ-EE에서도 같은 

결과가 나온 것으로 보아 Fig. 1B의 결과와 마찬가지로 Hsp70

와 IKKγ는 NIK에 의한 NF-κB의 활성화 뿐만 아니라 IKKβ를 

경유하는 모든 NF-κB의 활성화 경로를 억제할 것으로 추정할 

수 있다.

IKKγ의 mutant를 이용한 Hsp70 및 IKKγ의 NF-κB 활

성 조절 기전 검토  

위의 결과에서 IKKγ는 Hsp70의 NF-κB 활성억제작용을 더

욱 증가시키는 것으로 나타났다. 그러므로 Hsp70와 IKKγ의 

NF-κB활성억제작용의 기전을 더욱 상세히 검토하기 위하여 

IKKγ의 deletion mutant를 사용하였다. 사용한 IKKγ의 dele-

tion mutant는 mouse IKKγ의 N-말단의 IKKβ결합부위 100아

미노산이 결손된 ΔN과 C-말단의 Leucine Zipper (LZ) 부위와 

Zinc Finger (ZF)부위를 포함하는 100아미노산이 결손된 ΔC 

mutant를 사용 하였다[14](Fig. 4). C-말단의 LZ와 ZF는 IKKγ
의 결합을 유도하여 고분자 복합체 형성에 필요한 부위이다

[17]. pNL3.2.NF-κB-RE reporter plasmid와 IKKβ, NIK, 

Hsp70, IKKγ-ΔN, IKKγ-ΔC의 발현 plasmid를 COS-7세포에 

co-transfection시킨 후 cell lysate를 제작하여 luciferase assay

로 NF-κB 활성을 검토 하였다. 그 결과 Fig. 5에 나타난 바와 

같이 NIK은 NF-κB를 활성화 시켰고(Fig. 5, lane 2), IKKγ-ΔN

과 IKKγ-ΔC에 의해 NF-κB 활성이 저해 되어(Fig. 5, lane 3, 

5) IKKγ-ΔN과 IKKγ-ΔC는 wild type IKKγ와 마찬가지로 NF-

κB를 억제하는 것으로 나타났다. 또한 이들 IKKγ mutants는 

Hsp70와 함께 첨가되었을 때 NF-κB 활성 저해 효과가 더욱 

크게 나타나는 것을 확인 할 수 있었다(Fig. 5, lane 4, 6). 이 

결과로부터 IKKγ의 N말단에 의한 IKKγ와 IKKβ의 결합 및 

C-말단에 의한 IKKγ의 고분자 형성은 NF-κB의 활성저해에 

필요하지 않음을 알 수 있었다.

다음은 Hsp70와 IKKγ-ΔN, ΔC에 의한 NF-κB 활성 저해 

기전을 IκBα분해에 대한 영향을 통해 알아보기 위해 IκBα의 

overexpression plasmid를 이용하여 검토하였다. COS-7 세포

에 Flag-tagged IκBα, Flag-tagged Hsp70, HA-tagged IKKβ, 

Myc-tagged IKKγ를 각각 다양한 조합으로 32시간 동안 

co-transfection한 후 cell lysate를 제조하여 anti-Flag anti-

body로 IκBα의 분해 정도를 측정하였다. 그 결과 Fig. 6에 나타

난 바와 같이 IKKβ의 경우 NIK의 첨가에 의해 활성화 되어 

IκBα의 분해가 증가 하였고(Fig. 6, lane 1, 2), Hsp70가 첨가 

되었을 때 IκBα의 분해가 저해 되는 결과를 얻었으며(Fig. 6, 

lane 3), Hsp70와 IKKγ가 함께 첨가 되었을 때 IκBα의 분해가 

더욱 저해되는 것을 확인하였다(Fig. 6, lane 5). 이러한 현상은 

IKKγ의 ΔN, ΔC mutant에서도 wild type IKKγ와 같이 나타났

다(Fig. 6, lane 7, 9). 이 결과는 Fig. 5의 reporter gene을 이용

한 검토의 결과와 일치하며, 이로부터 Hsp70는 IκBα의 분해를 

억제함으로써 NF-κB를 저해하고, IKKγ는 Hsp70의 IκBα분해 

억제작용을 상승시키며, 이 작용에 IKKγ N-말단의 IKKβ결합

부위와 C-말단의 LZ, ZF부위는 필요하지 않음을 알 수 있었

다. 아울러 Fig. 6의 3번째 panel에 나타난 바와 같이 IKKγ의 

경우 wild type은 48 kDa, ΔN, ΔC는 약 35 kDa로 검출되어 

예상된 크기의 IKKγ가 발현됨을 확인 할 수 있었고, IKKγ의 

wild type과 ΔN은 C-말단의 인산화 부위를 포함하므로 인산

화 정도에 따라 넓은 범위의 band로 검출되었고, ΔC는 C-말단

의 인산화 부위가 제거되어 단일 band로 검출되어 예상한 대

로 정상적으로 발현 되었음을 알 수 있었다.

이상의 결과로부터 Hsp70는 NF-κB의 활성을 억제하며 이 

억제작용은 IKKγ가 첨가되었을 때 더욱 강해짐을 알 수 있었

다.
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Fig. 6. Combined effect of Hsp70 and IKKγ on the degradation 

of IκBα. Each expression plasmid was co-transfected into 

COS-7 cells as indicated and after 32 hr, the cells were 

harvested and the proteins in cytoplasmic extracts were 

assayed by Western blotting using antibodies against 

tags.

Fig. 7. Inhibition of COX-2 expression by Hsp70 and IKKγ. The 

RAW264.7 cells were co-transfected with expression 

plasmids of Hsp70 and wild type (WT) IKKγ as indicated 

and after 20 hr, the cells were treated with 0.5 μg/ml 

of LPS for 12 hr. The total cell extracts were assayed by 

Western blotting using anti-COX-2 polyclonal antibody.

Hsp70와 IKKγ에 의한 염증유발인자 COX-2의 발현 억제

Cyclooxygenase-2 (COX-2) 유전자는 NF-κB에 의해 발현이 

증가되는 대표적인 유전자로서 염증을 유발하고 염증성 암의 

원인이 되는 것으로 알려져 있으며 퇴행성 질환의 진행과정에

도 관여하는 유전자이다[16, 35, 36]. 앞의 실험결과 Hsp70와 

IKKγ가 상호협력적(synergistially)으로 NF-κB활성을 저해하

는 효과를 나타내었으므로 이번에는 Hsp70와 IKKγ가 NF-κB

의 target 유전자인 COX-2의 발현을 억제할 수 있는지 검토하

였다. 이를 위해 RAW264.7 macrophage cell을 이용하였으며 

RAW264.7은 LPS처리 시에 NF-κB의 활성화가 일어나 COX-2

가 유도되는 대표적인 세포로 알려져 있다[33]. 

RAW264.7세포에 Hsp70와 IKKγ의 발현 plasmid를 co- 

transfection시킨 후 20시간 뒤에 0.5 μg/ml 농도의 LPS 용액

을 12시간 처리 후 total cell lysate를 제작하여 COX-2의 발현

을 western blotting으로 확인하였다. 그 결과 Fig. 7에 나타난 

바와 같이 LPS를 처리하지 않은 RAW264.7 세포에서는 

COX-2가 매우 소량으로 검출되었고 LPS를 처리하였을 때는 

알려진 바와 같이 COX-2가 증가 하는 것으로 나타났으며, 

Hsp70와 IKKγ는 각각 COX-2발현을 억제하는 결과를 얻었다. 

또한 Hsp70와 IKKγ을 함께 첨가하였을 때 COX-2의 발현 억

제효과가 가장 높게 나타나는 것을 확인 할 수 있었다(Fig. 

7, lane 5). 

본 연구에서 얻은 결과를 종합하여 보면 Hsp70와 IKKγ를 

함께 첨가 했을 때 NF-κB를 가장 효율적으로 저해할 수 있고 

아울러 NF-κB의 target유전자인 COX-2의 발현도 효과적으로 

억제할 수 있다. 그러므로 Hsp70와 IKKγ의 적절한 사용방안

을 모색한다면 COX-2를 비롯하여 NF-κB의 과다활성이 원인

이 되는 각종 염증과 암에 관해 치료적 도움을 제공 할 수 

있을 것으로 결론 내릴 수 있다.  

고   찰

NF-κB는 세포에 가해지는 다양한 stress에 대한 방어작용

과 면역세포의 활성화뿐만 아니라 세포의 사멸과 증식, 분화

와 암화 등 세포에서 일어나는 변화에 매우 광범위하게 관여

하고 있다는 사실이 밝혀지면서 NF-κB 활성의 적절한 조절이 

각종 질병의 치료에 효율적으로 이용될 수 있다는 기대와 함

께 많은 연구가 이루어지고 있다[5, 7, 15]. 

IKKγ는 IKKα, IKKβ와 함께 NF-κB의 활성화 경로에서 중

추적인 역할을 하는 IKK complex의 구성성분이다. IKKγ는 

효소활성이 없는 phosphoprotein이며 2개의 colid-coli do-

main과 C-말단에 1개의 Leucine zipper 및 Zinc finger do-

main을 가지고 있으며 N-말단에는 IKKβ와의 결합부위를 가

지고 있다[6, 14, 17]. IKKγ가 결핍된 세포에서는 IKK의 고분자

복합체가 형성되지 않으며 TNF-α, HIV의 Tax, LPS 등에 의한 

NF-κB 활성화가 일어나지 않는 것으로 알려져 있어 IKKγ는 

세포가 다양한 자극에 반응하여 NF-κB가 활성화 되는 과정에

서 중요한 중계역할 및 조절작용을 하는 것으로 생각 된다[14, 

18, 34]. 

한편, 체내 방어기전을 수행하는 물질로 알려진 열충격단백

질(Heat shock protein, Hsp)은 일시적인 열충격이나 sodium 

arsenite, 저산소증, 대사성 스트레스 등에 의해 유도되며, 그 

중에서도 분자량이 70 kDa인 Hsp70가 가장 대표적이다[3, 

31]. Hsp70는 단백질의 3차 구조를 보존하고 단백질 축적을 

방지함으로써 세포를 보호하는 chaperon기능을 하는 것으로 

알려져 있다[2, 30]. Hsp70는 스트레스요인에 의해 3차원구조
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가 풀리거나 변성된 단백질을 원래의 상태로 활성화시키는 

작용을 통해 신체 내 항상성을 유지하는 방어기전으로 작용한

다. 이러한 이유로 최근 Hsp70는 알츠하이머, 루게릭병 및 각

종 암과 관련하여 많은 연구가 진행되고 있다[3, 12, 27, 31]. 

특히, 최근에 Hsp70에 의한 NF-κB의 활성조절 기전이 활발히 

연구되어 염증을 비롯한 각종질병의 치료에서 Hsp70를 이용

한 NF-κB의 활성제어가 주목을 받고있다[4, 13, 21, 24]. 

본 연구에서는 NF-κB의 signaling pathway에서 Hsp70의 

역할을 명확히 하기 위하여 Hsp70와 IKKγ의 상호연관성을 

검토하였다. 그 결과 Hsp70와 IKKγ는 각각 NF-κB의 활성을 

억제하였으며 이 억제작용은 Hsp70와 IKKγ를 동시에 over-

expression 시켰을 때 더욱 두드러지게 나타났다. 그리고 IKK

γ의 N-말단에 존재하는 IKKβ binding domain과 C-말단의 

Leucine zipper 및 Zinc finger domain이 결손 된 mutant IKK

γ의 존재하에서도 NF-κB에 대한 활성억제효과는 wild type 

IKKγ의 경우와 동일하게 나타남으로써 IKKγ는 IKKβ와 결합

하지 않은 상태로, 또한 고분자 복합체를 형성하지 않은 상태

에서도 NF-κB를 억제할 수 있는 것으로 나타났다. 그리고 

Hsp70 및 IKKγ의 NF-κB 활성억제작용이 실제 NF-κB의 tar-

get 유전자의 발현에도 영향을 미치는지 알아보기 위하여 

RAW264.7세포를 이용하여 검토한 결과 Hsp70와 IKKγ의 

overexpression이 COX-2의 발현을 억제하는 것으로 나타났다. 

이상의 결과로부터 Hsp70와 IKKγ를 적절히 활용함으로써 

NF-κB의 활성을 효과적으로 억제할 수 있으며, 이는 NF-κB의 

과다활성에 의해 나타나는 각종 암과 염증성 질환의 예방과 

치료에 활용 될 수 있음을 알 수 있다. Hsp70와 IKKγ에 의한 

NF-κB활성억제의 구체적인 기전에 관해서는 Hsp70와 IKKγ
의 결합여부, IKK complex 내에 Hsp70의 존재여부 및 역할 

등을 검토하면 더욱 상세히 밝혀질 것으로 사료된다.
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NF-κB는 anti-apoptotic gene을 유도하는 전사인자로서 대부분의 세포의 생존에 필요하다. 그러나 NF-κB가 많

은 종류의 암세포에서 지속적으로 과다 활성화됨이 알려지면서 NF-κB의 활성억제가 암의 예방과 치료에 유효하

다는 점이 알려지게 되었다. 한편, Hsp70가 NF-κB의 활성을 조절한다는 사실이 알려지면서 Hsp70를 이용한 암예

방과 치료가 주목받게 되었으나 아직 Hsp70에 의한 NF-κB의 활성조절기전은 명확하지 않다. 본 연구에서는 

Hsp70에 의한 NF-κB의 활성조절과정에서 IKK complex의 구성성분인 IKKγ의 역할을 검토하였다. IKKγ의 wild 

type과 deletion mutants를 이용하여 Hsp70와 관련된 NF-κB의 활성조절을 연구한 결과 Hsp70는 NF-κB의 활성

화를 억제하였으며, 이러한 억제효과는 IKKγ가 과발현되었을 때 더욱 증가하였다. 또한 IKKγ의 N-말단의 IKKβ

결합부위와 C-말단의 Leucine zipper 및 Zinc finger부위는 Hsp70와 연관된 NF-κB억제작용에 필요하지 않는 것

으로 나타났으며, Hsp70와 IKKγ에 의한 NF-κB의 활성억제는 IκBα의 인산화와 분해를 저해함에 의해 일어나는 

것으로 나타났다. 또한 RAW264.7 macrophage세포에서 LPS에 의한 COX-2의 발현유도는 Hsp70와 IKKγ가 동시

에 발현 되었을 때 가장 효과적으로 억제되었다. 이상의 결과로부터 Hsp70에 의한 NF-κB의 활성억제작용은 IKK

γ에 의해 상승됨을 알 수 있었으며, Hsp70와 IKKγ를 적절히 이용하면 NF-κB의 과다활성에 의해 발생하는 각종 

질병의 예방과 치료에 도움을 줄 수 있을 것으로 기대된다.
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