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As tumors develop, they encounter microenvironmental stress, such as hypoxia and glucose depletion, 
due to poor vascular function, thereby leading to necrosis, which is observed in solid tumors. Necrotic 
cells are known to release cellular cytoplasmic contents, such as high mobility group box 1 (HMGB1), 
into the extracellular space. The release of HMGB1, a proinflammatory and tumor-promoting cytokine, 
plays an important role in promoting inflammation and metabolism during tumor development. 
Recently, HMGB1 was shown to induce the epithelial-mesenchymal transition (EMT) and metastasis. 
However, the underlying mechanism of the HMGB1-induced EMT, invasion, and metastasis is 
unclear. In this study, we showed that noninvasive breast cancer cells MCF-7 formed tightly packed, 
rounded spheroids and that the cells in the inner regions of a multicellular tumor spheroid (MTS), 
an in vitro model of a solid tumor, led to necrosis due to an insufficient supply of O2 and glucose. 
In addition, after 7 d of MTS culture, the EMT was induced via the transcription factor Snail. We also 
showed that HMGB1 receptors, including RAGE, TLR2, and TLR4, were induced by MTS culture. 
RAGE, TLR2, and TLR4 shRNA inhibited MTS growth, supporting the idea that RAGE/TLR2/TLR4 
play critical roles in MTS growth. They also prevented MTS culture-induced Snail expression, pointing 
to RAGE/TLR2/TLR4-dependent Snail expression. RAGE, TLR2, and TLR4 shRNA suppressed the 
MTS-induced EMT. In human cancer tissues, high levels of RAGE, TLR2, and TLR4 were detected. 
These findings demonstrated that the HMGB-RAGE/TLR2/TLR4-Snail axis played a crucial role in the 
growth of the MTS and MTS culture-induced EMT. 

Key words : Epithelial-mesenchymal transition (EMT), high mobility group box 1 (HMGB1), multicellular 
tumor spheroid (MTS), RAGE/TLR2/4, snail

*Corresponding author

*Tel : +82-51-510-2275, Fax : +82-51-513-9258

*E-mail : hspkang@pusan.ac.kr

This is an Open-Access article distributed under the terms of   

the Creative Commons Attribution Non-Commercial License 

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0) which permits 

unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction 

in any medium, provided the original work is properly cited.

ISSN (Print) 1225-9918
ISSN (Online) 2287-3406

Journal of Life Science 2019 Vol. 29. No. 1. 9~17 DOI : https://doi.org/10.5352/JLS.2019.29.1.9

서   론

암조직의 내부에서 hypoxia와 glucose depletion 등의 met-

abolic stress를 받게 되면 암세포는 necrosis로 죽으며, 실제로 

암조직 내부에서 necrotic core의 형성이 관찰된다. Necrosis는 

oncogenic mutation이 일어날 확률을 증가시킴으로써 상피세

포나 기질세포에서 tumor suppressor gene이나 proapoptotic 

gene의 유전자 발현을 억제하며, 만성염증과 함께 암의 발생

을 촉진하는 환경을 조성한다. Necrosis는 세포의 급격한 팽창

과 세포막의 파열, HMGB1을 포함한 세포 내용물의 세포외부

로의 방출 등을 수반하는 세포죽음이다[7, 9, 13, 27, 34, 42, 

44, 48, 54]. 

HMGB1 단백질은 핵단백질이지만 necrosis에 의해 밖으로 

방출되면, 인접한 세포의 RAGE와 상호작용함으로써 염증을 

유발할 뿐만 아니라 암성장, angiogenesis, invasion을 촉진하

는 것으로 알려져 있다. 대다수의 암세포에서 HMGB1와 

RAGE는 과발현 되어있다. HMGB1은 RAGE에 작용하여 1) 

p38, p42/44 MAPK kinase, stress-activated protein kin-

ase/c-Jun N-terminal kinase 등과 같은 MAPKs (mitogen-ac-

tivated protein kinases) 신호전달경로를 통하여 NF-kB를 활

성화함으로써 cytokine (TNF, IL-6, IFN-γ 등) 생성을 유도하

고, 2) CDC42/Rac GTPase 활성화를 통하여 cell motility를 

조절한다[10, 23, 43, 47, 51]. 

또한 HMGB1은 TLR2와 TLR4에 결합하여 tumor meta-

stasis에서 중요하게 작용하는 것으로 알려져 있다[1, 3, 50, 51]. 

HMGB1은 TLR2에 작용하여 NF-κB와 STAT3, Smad3의 활성

을 유도하고 IL-6 및 TGF-β를 통해 breast cancer stem cell 

self-renewal, tumorigenesis, metastasis에 기여한다[3]. 또한 

HMGB1은 TLR2/TLR4와 상호작용하여 MyD88 (myeloid 

differentiation primary response protein 88) 의존적으로 

NF-kB를 활성화한다[14, 19-22, 26, 33, 40]. 
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Table 1. shRNA target sequences used in this paper

Genes Target sequence 5’ to 3’

Con shRNA
Snail shRNA
RAGE shRNA
TLR2 shRNA
TLR4 shRNA

AATTCTCCGAACGTGTCACGT
GCGAGCTGCAGGACTCTAA
CGAGTCCGTGTCTACCAGATT
CGGAGAGACTTTGCTCACTCTGAAA
CCAACAGCATTTAACTCACTCTCCA

HMGB1 단백질은 posttranslational modification에 따라 

암의 성장을 촉진하거나 억제할 수 있다. Oxidized HMGB1은 

면역체계를 억제하여 암의 성장과 진행을 촉진함으로써 항암

효과에 대한 저항성을 증가시키는 반면, reduced HMGB1은 

암에 대항하여 면역반응을 활성화시키는 것으로 알려져 있다. 

HMGB1은 inflammatory cytokine으로 작용하여 암성장, 신

생혈관생성, EMT 및 전이를 촉진하는 것으로 알려져 있으며 

HMGB1과 암 발생 기작에 대한 관심이 높아지고 있다[2, 20, 

22, 33, 35, 38, 40, 53].

암세포는 invasion 및 metastasis 능력을 획득하기 위해 epi-

thelial-mesenchymal transition (EMT)를 나타낸다. EMT는 암

의 전이(metastasis) 과정에서 침입과 혈관 내 침투에 필요한 

새로운 특성을 암세포에게 제공함으로써 악성종양 발달에 기

여한다. 종양 세포는 EMT를 통해 epithelial morphology를 

잃어버리고, motile, invasive fibroblast-mesenchymal pheno-

type을 나타내며 cell adhesion molecule인 E-cadherin 발현 

감소를 수반한다. E-cadherin의 전사억제자로는 Snail/Slug 

family, ZEB1/δEF1, ZEB2/SIP1, Twist1과 Twist2, E12/E47 

factor 등이 알려져 있다[5, 29, 45, 46].

Snail은 EMT의 대표적인 early marker로 알려져 있으며, 

epithelial markers인 E-cadherin 뿐만 아니라 desmoplakin, 

epithelial mucin Muc-1, cytokeratin-18, occludins, claudins, 

ZO-1 유전자의 발현을 억제하고, mesenchymal markers인 

N-cadherin, vimentin, fibronectin, vitronectin, alpha-smooth 

muscle actin (ɑ-SMA), fibroblast specific protein 1 (FSP1) 유

전자의 발현을 활성화하여 EMT를 유도한다[5, 29, 45, 46]. 또

한 Snail은 glycolytic switch를 유도한다[30]. Glycolytic switch

는 악성종양세포(malignant cell)에서 나타나는 특징으로 암세

포가 산소가 충분한 상태에서도 미토콘드리아에 의존하지 않

고 해당과정(glycolysis)을 통해 대부분의 ATP 에너지를 생성

하는 현상으로 알려져 있다[4, 6, 8, 11, 12, 18, 25, 37, 39, 49, 

52]. Snail은 미토콘드리아 산호호흡 및 전자전달계 complex 

IV 활성을 억제하며 fructose-1,6-bisphosphatase (FBP1) 발현 

또한 감소시킨다[4, 30].

본 연구진은 necrosis에 의해서 방출되는 HMGB1이 EMT

에 미치는 영향을 분석하기 위해, multicellular tumor sphe-

roid (MTS)를 이용하였다. MTS는 in vitro의 monolayer cul-

ture와 in vivo의 tumors 간의 중간단계의 특성을 나타낸다. 

MTS는 바깥 테두리 주변의 cell population은 proliferation이 

왕성한 반면, 중간 부위는 quiescent cell을 형성하며, 충분한 

산소와 영양분 공급이 이루어 지지 못하는 core부분은 ne-

crosis를 일으키는 등 solid tumor의 성질을 공유하고 있어 tu-

mor 연구에 적합한 모델로 알려져 있다[17, 20].

본 연구에서는 Snail, RAGE/TLR2/TLR4의 발현이 MTS 

culture에 의해 증가됨을 관찰하였다. MTS에 의해 유도되는 

Snail 발현은 RAGE/TLR2/TLR4 의존적으로 일어남을 발견

하였다. 또한 Snail 및 RAGE/TLR2/TLR4 shRNA가 MTS 성

장 및 MTS-induced EMT를 억제함을 관찰하였다. 실제, 인간 

암조직에서도 RAGE/TLR2/TLR4발현이 증가됨을 확인하였

다. 이러한 결과를 통해 HMGB1이 RAGE/TLR2/TLR4/Snail 

axis를 통해 MTS 성장 및 MTS culture-induced EMT에 중요

하게 작용할 것으로 여겨진다. 

재료 및 방법 

세포배양

MCF-7은 American Type Culture Collection (ATCC, USA)

으로부터 구입하여 사용하였으며, 실험실에서 확립한 방법에 

의해 배양하였다[24]. 세포는 10% fetal bovine serum (FBS) 

및 1% penicillin/streptomycin이 포함된 Eagle's Minimum 

Essential Medium (EMEM)을 사용하여 37℃, 5% CO2 조건 

하에서 배양하였다. 

Multicellular tumor spheroid (MTS) 배양 및 염색

MTS는 실험실에서 확립한 방법으로 배양하였다[24, 31]. 

MTS 형성을 위해 MCF-7 cells를 1.2% agarose-coated 96-well 

plates에 400 cells/200 ul media/well로 배양하였다. 배양 후 

3일째부터 2일 간격으로 media change를 진행하였다. MTS 

growth를 측정하기 위해 spheroid의 diameters을 2일 간격으

로 측정하였다. MTS를 회수하여 formalin으로 fixing한 후 

paraffin section하여 H & E 염색과 HO-PI 이중 염색은 실험실

에서 확립한 방법으로 수행하였다[24, 31]. MTS 배양이 MCF- 

7에 미치는 영향을 조사하기 위해, MCF-7 MTS를 회수하여 

0.5X trypsin으로 dissociation 한 후 MTS/MCF-7 cells을 re-

plating하여 2D culture 하였다.

Transfection 및 short hairpin RNA (shRNA) interfer-

ence

MCF-7에 jetPEI (Polyplus transfection, SA, USA)를 이용하

여 Control 및 Snail, RAGE, TLR2, TLR4에 특이적으로 반응하

는 shRNA/pSUPER vectors를 실험실에서 확립한 방법에 의

해 제작하여 transfection 하였다[24]. shRNA target sequences

는 Table 1에 정리되어 있다. 

Western blotting 및 real time qRT-PCR

Western blotting 및 real time qRT-PCR은 실험실에서 확립
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Table 2. Primer sequences used in this study

Gene Sequence 5’ to 3’ Annealing ℃

  Real-time qRT-PCR

β-actin NM_001101.3 sense

antisense

ACTCTTCCAGCCTTCCTTCC

TGTTGGCGTACAGGTCTTTG

Snail NM_005985 sense

antisense

ATCGGAAGCCTAACTACAGC

CAGAGTCCCAGATGAGCATT

55

E-cadherin NM_004360 sense

antisense

GATTTTGAGGCCAAGCAGCA

AGATGGGGGCTTCATTCACA

55

RAGE NM_001136.4 sense

antisense

AGGACCAGGGAACCTACAGC

CCTGATCCTCCCACAGAGC

55

TLR2 NM_003264.3 sense

antisense

TGCCACCGTTTCCATGGCCTG

TCCACCCAGTAGGCATCCCGC

60

TLR4 NM_003266.3 sense

antisense

AATTGCTGTGGGGCGGCTCG

CAGGCGCGAGGCAGACATCA

62

한 방법으로 수행하였다[24]. Western blotting에 사용한 항체

(antibodies)는 RAGE (Santa Cruz, CA, USA); α-tubulin (Bio-

genex, CA, USA)이다. TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA)을 이용하여 total RNA를 세포에서 분리하였다. Tran-

scription levels은 real time qRT-PCR로 측정하였다. 사용한 

primer sequences는 Table 2에 정리되어 있다. 값은 β-actin으

로 normalization하였다. 

인간 암조직 연구

모든 인간 조직은 기관생명윤리위원회(IRB)의 심의(IRB 

no. 2011-20)를 받은 후 한국인체자원은행 네트워크에 소속된 

부산대학교 병원 인체자원은행(National Biobank of Korea, 

PNUH)에서 제공받았다. 유방암(breast cancer)은 환자 #70331, 

#70648 (infiltrating ductal carcinoma)과 #69965 (invasive 

ductal carcinoma), #69941 (metaplastic carcinoma), #70168 

(pleomorphic lobular carcinoma)이고, 대장암(colon cancer)

은 환자 #71335, #71593, #70852, #71304 (adenocarcinoma)과 

#70825 (mucinous adenocarcinoma)이다. 그리고 난소암

(ovarian cancer)은 환자 #1963, #1844 (clear cell carcinoma)과 

#1903 (mucinous cystadenocarcinoma), #2281, #2297 (serous 

adenocarcinoma)이다. 각각의 암조직은 매치된 정상 조직과 

대조하여 분석하였다. 조직 50-100 mg 당 TRIzol (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) 1 ml을 사용하여, tissuelyser (QIAGEN)

로 30 Hz에서 2-3분 homogenization한 후, total RNA를 분리

하였다. Real time qRT-PCR을 실시하여 인간 암 조직에서의 

유전자 발현을 조사하였다.

통계학적 분석

Real time qRT-PCR은 최소 3번 수행하였으며, 모든 실험은 

두 번 이상 반복하였다. 분석된 실험 데이터의 통계적 유의성

은 Student’s t test를 통하여 검증하였다. 모든 결과는 mean 

± SE로 나타내었으며, p<0.05는 통계학적으로 유의하다고 간

주하였다.

결과 및 고찰

MTS 배양을 통해 MCF-7에 미치는 영향 분석

본 연구진은 non-invasive breast cancer cell lines MCF-7이 

MTS 배양 동안 tumor progression를 위해 요구되는 bio-

logical properties을 획득할 가능성을 조사하였다.  MCF-7 세

포를 1% agarose에서 배양한 결과, cell-to-matrix interaction

은 소실되고 cell-to-cell interaction만을 통하여 완전한 구형의 

MTS를 형성함을 관찰하였다(Fig. 1A, Fig. 1B). 

MTS는 성장함에 따라 inner region에 있는 세포는 hypoxia

와 low glucose 상태에 놓이게 되는데, 이는 전형적으로 solid 

tumor에서 관찰되는 현상이다[16, 36, 41]. MTS의 inner re-

gion에 있는 세포는 산소와 포도당(glucose)의 불충분한 공급

으로 인해 microenvironmental stress를 받게 되고 necrotic 

cell death를 야기한다[24]. Necrotic cells은 HMGB1를 ex-

tracellular space로 방출하는 것으로 알려져 있다. 방출된 

HMGB1은 tumor-promoting cytokine으로 작용함으로써 tu-

mor development 시 inflammation, metabolism 및 meta-

stasis에 기여한다[14, 23, 32]. 그러므로, MTS에서 necrosis에 

의해 방출되는 HMGB이 tumor progression에 필요한 특성을 

암세포에 부여할 것으로 여겨진다.  

MTS 배양이 necrosis에 미치는 영향을 조사하기 위해 MTS

를 paraffin section하여 H & E 염색과 HO-PI 이중 염색을 

하였다. 그 결과 PI-positive cells이 MTS 8 days에 관찰되었다

(Fig. 1C). 이러한 결과는 MTS에서 necrotic core는 8 days에 

형성됨을 알 수 있었다.  

더 나아가 MTS 배양이 MCF-7 세포에 미치는 영향을 조사

하기 위해, MCF-7 MTS를 회수하여 0.5X trypsin으로 dis-
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A B

C

D Ereplating 48 hr

     replating 48 hr         replating 48 hr

Fig. 1. MCF-7 cells acquire the potential to exhibit EMT during MTS culture. (A) MCF-7 cells were seeded onto 1.2% agarose-coated 

96-well plates at a density of 400 cells per well and cultured up to 9 days. Formation, growth, and morphology of MTSs 

from MCF-7 cells were measured. (B) To calculate MTS size, diameters of five spheroids were measured at intervals of 

two days. Results are expressed as mean ± SE from three independent experiments. **P<0.01 versus MTS 3 days. (C) MCF-7 

cells were grown as MTSs and the spheroids were sectioned and stained with H & E staining and HO/PI staining after 

7 days and 8 days of culture. (D) MTSs were developed using MCF-7 cells that were cultured up to 9 days. MTSs were 

dissociated and transferred back to 2-D culture plates for 48 hr. The dissociated cells were analyzed by phase-contrast for 

cell morphology. (E) MTSs were developed using MCF-7 cells that were cultured up to 9 days and then MTSs were dissociated 

and transferred back to 2-D culture plates for 48 h. The cells were analyzed by real-time qRT-PCR using the indicated primers. 

**P<0.01 versus 2-D culture. All error bars represent the SE. All scale bars represent 100 μm.

sociation 한 후 MTS/MCF-7 세포를 replating하여 2D culture

하였다. 그 결과, MTS/MCF-7 7 days과 9 days에서 EMT가 

유도됨을 mesenchymal cells로의 세포 모양 변화를 통하여 

관찰하였고(Fig. 1D), Snail 발현이 증가하고 E-cadherin 발현

이 감소됨을 발견하였다(Fig. 1E). 즉 이러한 결과는 solid tu-

mor의 성질을 공유하고 있는 in vitro tumor model인 MTS가 

EMT 연구를 위한 model system으로 사용될 수 있음을 보여

준다. 또한 MTS/MCF-7 세포의 EMT는 necrosis가 일어나기 

전인 7 days에 일어나는 것으로 보아 MTS 성장에 따른 산소와 

영양분 고갈에 의해 발생하는 necrosis가 EMT와 연관되어 있

을 것으로 보인다. 

HMGB1-RAGE/TLR2/4/Snail이 MTS 배양에 의한 EMT

에 미치는 영향 분석

HMGB1과 HMGB1 수용체(receptor)인 RAGE, TLR2, 

TLR4는 inflammation 및 metastasis, tumorigenesis에 중요하

게 작용하는 것으로 알려져 있다. 또한 HMGB1과 RAGE 발현

은 다양한 tumor에서 증가되어 있으며 tumor invasiveness와 

밀접하게 연관되어 있는 것으로 알려져 있다[10, 23, 43, 47, 

51]. 또한 이전 연구에서 종양내부에서 발견되는 hypoxia 및 

glucose depletion에 의해 necrosis 유도 및 HMGB1 방출을 

확인하였다[24, 31]. 

먼저 EMT를 유도하는 대표적인 전사인자인 Snail이 MTS 

성장에 미치는 영향을 분석한 결과 Snail shRNA가 MTS 성장

을 억제함을 관찰하였다(Fig. 2A, Fig. 2B). 또한 Snail 발현이 

necrotic core 형성되기 전인 MTS 7 days에서 발현이 증가됨

을 real-time qRT-PCR을 통해 확인하였다(Fig. 2C).

HMGB1이 MTS 성장에 미치는 영향을 조사하기 위해 RAGE, 

TLR2, TLR4 shRNA의 영향을 조사한 결과 RAGE, TLR2, 

TLR4 shRNA가 MTS 성장을 억제함을 관찰하였다(Fig. 2A, 
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           replating 48 hr                            replating 48 hr

Fig. 2. RAGE/TLR2/4 signaling is involved in MTS culture-induced EMT via Snail activation. (A) The formation, growth, and 

morphology of MTSs from MCF-7 cells transfected with shRNAs for Snail, RAGE, and TLR2/4 were measured. (B) To 

calculate MTS size, diameters of five spheroids were measured 7 days and 9 days. Results are expressed as mean ± SE 

from three independent experiments. **P<0.01 versus control shRNA; 
##P<0.01 MTS 7 days. The bars in the graph represent 

mean ± SE. (C) MTSs were produced using MCF-7 cells transfected with shRNAs for Snail, RAGE, and TLR2/4 and cultured 

for 7 days and 9 days. Then, the cells were dissociated and analyzed by real-time qRT-PCR using the indicated primers. 

*P<0.05; **P<0.01 versus 2-D culture, 
#P<0.05; ##P<0.01 versus control shRNA. (D) MCF-7 spheroids cultured for the indicated 

times were analyzed using immunoblotting with antibodies against RAGE and α-tubulin. MTSs were produced using MCF-7 

cells transfected with shRNAs for Snail, RAGE, and TLR2/4. MTSs were dissociated and transferred back to 2-D culture 

plates for 48 h. The cells were analyzed by phase-contrast microscopy to assess cell morphology (E) and real-time qRT-PCR 

using the indicated primers (F). **P<0.01 versus 2-D culture, 
##P<0.01 versus control shRNA. All error bars represent the 

SE. All scale bars represent 100 μm. 

Fig. 2B). 또한 RAGE, TLR2, TLR4의 발현이 MTS 9 days에 

증가됨을 관찰하였다(Fig. 2C, Fig. 2D). MTS에 의한 Snail 발

현에 미치는 RAGE/TLR2/4의 영향을 확인한 결과, RAGE/ 

TLR2/4 shRNA가 MTS 7 days와 9 days에서의 Snail 발현을 

억제함을 발견하였다(Fig. 2C). 이러한 결과를 바탕으로 MTS

에서 Snail 발현이 RAGE/TLR2/4 의존적으로 유도됨을 알 

수 있었다. 이를 통해 necrosis가 일어나기 전인 MTS 7 days에

서 Snail 발현이 RAGE/TLR2/TLR4에 의해 조절됨으로써 

RAGE/TLR2/TLR4-Snail이 MTS 성장 및 EMT에 영향을 미

칠 가능성을 제시한다.

RAGE/TLR2/4-Snail가 MTS 배양에 의해 유도되는 EMT

에 미치는 영향을 조사한 결과, Snail, RAGE, TLR2, TLR4 

shRNA가 MTS 배양에 의해 유도되는 EMT를 억제함을 mes-

enchymal cells로의 세포 모양 변화를 통하여 관찰하였으며

(Fig. 2E), Snail 발현 감소 및 E-cadherin 발현 증가를 발견하였

다(Fig. 2F). 이를 통해 RAGE/TLR2/4-Snail axis가 MTS cul-

ture-induced EMT와 밀접하게 연관되어 있음을 알 수 있다. 

이러한 결과들은 MTS에서 necrosis가 일어나기 전에 HMGB1

이 EMT에 중요하게 작용할 가능성을 제시한다.

인간 암조직에서 RAGE/TLR2/4 분자의 발현 분석

Cancer와의 연관성을 조사하기 위해 실제 인간 암조직에서 

RAGE/TLR2/TLR4의 발현 변화를 조사하였다. 그 결과 breast 

및 colon, ovarian cancer에서 RAGE, TLR2, TLR4 발현이 증가

됨을 관찰하였다(Fig. 3). 

실제 gastric cancer과 colorectal cancer에서 RAGE levels은 

invasive 및 metastatic phenotype와 연관되어 있는 것으로 알

려져 있다[10, 23, 43, 47, 51]. HMGB1은 hepatocellular carci-

noma에서 RAGE signaling pathway 및 NF-кB를 통해 cel-

lular proliferation과 invasion, metastasis에 기여하는 것으로 



14 생명과학회지 2019, Vol. 29. No. 1

A

B

C

Fig. 3. The expression of RAGE, and TLR2/4 in human tumors. real-time qRT-PCR data showing the expression of RAGE and 

TLR2/4 mRNA from the indicated tumor types and histological stages (TNM classification) of breast (A), colon (B), and 

ovarian cancers (C). Relative levels of mRNAs were normalized to those in the corresponding normal tissues. *P<0.05; **P<0.01 

versus matched normal (N) tissues. All error bars represent the SE. 

보고되어 있다[2, 15, 35, 38, 53]. TLR2와 TLR4 발현 또한 gas-

tric cancer과 colorectal cancer, breast cancer에서 높게 관찰되

는 것으로 밝혀져 있다[10, 23, 43, 47, 51]. 이러한 결과들은 

암성장 및 MTS-induced EMT에서 HMGB1-RAGE/TLR2/ 

TLR4-Snail이 중요하게 작용함을 제시한다. 

이러한 결과는 solid tumor의 성질을 공유하고 있는 in vitro 

tumor model인 MTS가 cells에서 aggressive phenotype 뿐만 

아니라 EMT, invasion, cancer stem cells, metastasis등의 연구

를 위한 model system으로 사용될 수 있음을 보여준다[28]. 

본 연구에서 HMGB1이 MTS 성장에 관여할 뿐만 아니라 MTS 

배양에 의해 유도되는 EMT에도 관여함을 알 수 있었다. 이러

한 결과를 바탕으로 HMGB1-RAGE/TLR2/TLR4-Snail axis

에 의한 전이 및 tumor progression 조절 기전이 암 발생 기전

을 분석하고 항암 치료법 개발의 중요한 target이 될 수 있음을 

시사한다. 
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초록：Multicellular tumor spheroid (MTS) 배양에 의한 EMT에서 HMGB1의 역할 

이수연1․주민경1․전현민1․김초희1․박혜경2․강호성1*

(1부산대학교 자연과학대학 분자생물학과, 2한국나노바이오테크놀러지센터)

암조직의 내부에서 hypoxia와 glucose depletion 등의 microenvironmental stress를 받게 되면 necrosis가 유도

되고, 실제로 암 조직 내부에서 necrotic core 형성이 관찰된다. Necrotic cells은 high mobility group box 1 

(HMGB1)를 extracellular space로 방출하는 것으로 알려져 있다. 방출된 HMGB1은 tumor-promoting cytokine으

로 작용함으로써 tumor development 시 inflammation, metabolism 및 metastasis에 기여한다. 본 연구에서 

non-invasive breast cancer cells MCF-7이 solid tumor의 in vitro model인 multicellular tumor spheroid (MTS) 

배양을 통해 완전한 구형의 MTS를 형성하며 MTS가 성장함에 따라 inner region에 necrosis가 유도됨을 밝혔다. 

또한 MCF-7 세포의 MTS 배양은 Snail 의존적으로 epithelial-mesenchymal transition (EMT)를 유도함을 관찰하

였다. HMGB1의 cell surface receptors인 RAGE, TLR2, TLR4 발현이 MTS 배양에 의해 증가됨을 발견하였다. 

RAGE, TLR2, TLR4 를 knockdown한 결과 MTS 성장을 억제할 뿐만 아니라 MTS에 의해 증가되는 Snail 발현을 

억제함을 밝혔다. 이는 MTS-induced Snail 발현이 RAGE/TLR2/TLR4의존적으로 조절되며 RAGE/TLR2/TLR4- 

Snail이 MTS 성장에 관여하는 것으로 보인다. 또한 Snail, RAGE, TLR2, TLR4 shRNA는 MTS 배양에 의해 유도되

는 EMT를 억제함을 밝혔다. 실제 인간 암조직에서 정상조직에 비해 RAGE, TLR2, TLR4 유전자의 발현이 높음을 

관찰하였다. 따라서 HMGB1이 RAGE/TLR2/4-Snail axis를 통해 MTS 배양에 따른 성장 및 EMT에 중요하게 작

용할 것으로 예상된다.


