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ABSTRACT

Potassium cyanate (KCN) is an inorganic reagent and can induce the post-translation carbamylation of proteins. 

The carbamylated reaction in the body is involved in cell death in various diseases. According the results in our 

previous study, KCN enhances the radiosensitivity of human colorectal cancer cell line, HCT 116 cells. However, 

it was not enough to confirm the mechanism that KCN works in these cells. To determinated the mechanisms of 

KCN in the cells with increased radiosensitivity, HCT 116 cells were treated KCN with low-dose 

gamma-radiation. And then, we examined alteration of the cell cycle, cell proliferation, cytokine level and the 

activation of cell signaling protein. As a result, cell cycle arrest and cell death were induced by the activation of 

caspase-3 and PARP in the irradiated cells with KCN treatment. These changes of the irradiated cell with KCN 

treatment were induced by the release of TNF-α via NF-κB activation. In conclusions, enhanced 

radio-sensitivity mediated by KCN induced cell death and it occurs by NF-κB-dependent TNF-α production. 
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Ⅰ. INTRODUCTION

Potassium cyanate (KCN)는 무기 화합물이며 이를 

구성하고 있는 물질인 cyanic acid가 단백질 내의 

펩타이드인 아미노산의 N-terminal과 비가역적으로 

반응하여 단백질의 구조를 변화시키고 효소, 호르

몬 등을 포함한 각종 물질의 활성을 변형시킨다.[1-4] 

이 과정은 번역 후 과정(post-translation)에서 발생하

는 것으로 카바밀화(carbamylation)이라고 하는데 

일부 논문에 따르면 다양한 심혈관계 질환에서 세

포 사멸을 유도한다고 알려져 있다.[5-6] 그래서 이를 

이용하여 세포 사멸을 통해 치료하는 질환인 종양

세포에 적용해보고자 한다. 특히 대장암 세포의 경

우에는 다양한 암 중에서 사망률이 높은 편으로 그 

발병률 또한 꾸준히 증가하고 있다.[7] 대장암 환자

의 치료는 대부분 수술과 방사선치료, 화학약물치

료를 병행하고 있지만 방사선 및 약물독성으로 인

한 부작용도 많이 발생하는 실정이라 여전히 치료

법 및 약제에 대한 개발이 필요하다.[8]

항암치료 중 방사선치료는 대장암, 유방암, 폐암 

등 다양한 암을 치료하는 효과적인 치료법으로 그 

중요성이 증가하고 있다. 그 중 대장암, 직장암의 

경우에는 초기 치료에 특히 중요한 과정으로 수술 

전 종양의 크기를 줄이고 성공적인 수술 결과를 이

끌어낸다.[9] 그러나 대장암을 포함한 다양한 암을 

구성하고 있는 세포 중 21~62%는 방사선에 저항성

(radio-resistant)을 가지고 있다.[10-12] 이렇게 방사선

에 저항성을 가지고 있는 암세포의 효과적인 치료

를 위해서는 화학치료제를 병행하여 방사선에 대

한 세포의 감수성(radiosensitivity)을 높여 치료효과

를 증가시킨다. 

그래서 본 연구에서도 대장암세포의 방사선 감

수성을 높일 수 있는 방안으로 KCN의 carba 

mylation 작용에 초점을 두어 그 효과 및 세포 내 
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작용기전을 구체적으로 파악하고자 한다. 특히 본 

연구자들의 이전 논문에서 KCN이 HCT 116 세포

에서 미토콘드리아 기능 저해, 활성산소종(reactive 

oxygen species, ROS) 생산 증가, 사이토카인 증가

로 인해 세포자멸사 신호를 활성화 하여 세포죽음

을 유도할 수 있음을 확인하였다.[13-14] 또한 KCN 

처리 후 저 선량의 광자선을 조사하여 HCT 116 세

포의 방사선에 대한 감수성 증가를 일부 확인하였

다.[15] 

고농도에서는 세포 및 체내 독성을 일으키는 

KCN의 특성이 있어 본 연구에서는 더 낮은 농도의 

KCN (2 mM)을 처리하기로 결정하였다. 본 연구팀

은 이전 논문에서 KCN의 세포독성을 확인하기 위

해 HCT 116 세포에 농도별로 처리한 다음 cell 

death를 관찰하였다.[15] 그 결과 KCN 500 μg/mL 

(약 8 mM), 500 μg/mL (약 4 mM)에서 cell death가 

유의하게 증가하였고 100 μg/mL (약 2 mM)에서는 

아무런 변화가 관찰되지 않아 본 연구에서는 KCN

이 세포에 cell death 자극을 주지 않은 채 다른 세

포 내 자극을 유도해야 되기 때문에 2 mM의 농도

를 선택하여 실험을 진행하였다. 그리고 이를 이용

하여 인체에 부작용을 유발하지 않는 선에서 항암

효과를 유도할 수 있는지를 확인하고자 하였으며 

KCN과 광자선 조사로 인한 세포죽음 뿐만 아니라 

그와 관련된 세포내/외 기전을 확인하기 위해 cell 

cycle, cell death signal protein, cytokine 분비, 세포내 

신호전달단백질의 변화를 관찰하여 명확하게 규명

하고자 한다.

Ⅱ. MATERIAL AND METHODS

1. 시약

Potassium cyanate (KCN) (Sigma Aldrich, St. Louis, 

MO, USA)는 증류수(DW)에 녹여 10 mg/mL의 stock 

solution으로 제조하였다. DMEM 배지와 소태아혈

청(fetal bovine serum, FBS)은 Life Techno logies 

Inc. (Gaithersburg, MD, USA)의 것을 활용하였다. 

Trypan blue 염색시약, Anti-PARP antibody, 

BAY-11-7082 (NF-κB inhibitor)는 Santa Cruz Biote 

chnology (Santa Cruz, CA, USA)와 Propidium iodide 

(PI)는 Fluka Chemie GmbH (Steinheim, Switzerland)

의 것을 활용하였다. Caspase-GloR 3 assay kit는 

Promega (Madison, WI, USA)에서, OptEIA Set 

human TNF-α는 BD biosciences (San Jose, CA, 

USA)에서 마련하였다.  

2. 세포배양 및 KC� 처리 

HCT-116 세포는 human colorectal cancer cell line

으로 American Type Culture Collection (Rockville, 

MD, USA)에서 구입하였고, 10% FBS, penicillin 

(100 U/mL), streptomycin (100 μg/mL)이 포함된 

DMEM 배지에 부유시켜 37℃, 5% CO2 배양기에 

배양하였다. 

KCN 처리 시에는 HCT 116 세포를 배지에 새로 

분주한 다음 12시간 배양한 후 2 mM의 농도로 처

리하고 이후 12시간을 더 배양하였다. 

3. 광자선 조사

세포의 사멸과 증식에 대한 광자선 조사는 선형

가속기(SIEMENS社의 SENSATION OPEN CT)를 

이용한 조사를 실시하였다. 

Linac을 이용하여 세포의 흡수선량을 각각 2 Gy

의 흡수선량을 나타날 수 있도록 조정하였으며 이 

수치는 기존의 동일한 세포의 역치선량으로 알려

져 있으며 이 선량을 기점으로 세포의 상태가 급변

한다고 알려져 있기 때문이다. 

광자선 조사 과정은 우선 90 mm 지름의 페트리

디쉬(petridish)에 HCT 116 세포를 분주한 후 10% 

FBS가 첨가되지 않은 DMEM 배지 10 mL에 부유

시켰다. 이후 solid phantom위에 페트리디쉬를 올려

놓고 뚜껑을 연 다음 build up 1 cm를 고려하여 

bolus 1 cm를 덮고 다음과 같은 조건으로 조사하였

다. 광자선 조사는 SSD 100, 4MV (LET 1), Gantry 

0°, Collimator 19 × 10, 의 조건으로 진행하였다. 

세포의 관찰은 조사한 후 4R의 영향을 끝나는 

시점을 충분히 고려하여 조사 후 24시간 뒤의 세포

의 상태를 관찰하였다. 

4. 세포주기정지 (cell cycle arrest) 검사 

KCN 처리 및 광자선 조사 이후 세포를 70% 
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ethanol에 고정하고 50 μg/mL 농도의 PI 시약을 세포

에 처리하여 세포내 DNA를 염색하였다. 이 후 유세

포분석기(FACScan flow cytometry, BD bioscience)로 

각각의 세포 내 DNA 양을 측정하였다. 

세포주기가 정상적으로 일어나면 DNA 합성기에

서 DNA 양이 2배가 되고 세포주기가 정상적으로 

일어나지 못하여 sub G0/G1 기에서 멈추게 되며 

DNA 양이 감소한 채로 유지된다. 

이를 측정하여 cell cycle arrest 정도를 확인하는

데 이를 CellQuest software (BD bioscience)로 측정

하였다.

5. Trypan blue 염색

세포 증식 및 세포죽음을 확인하기 위해 Trypan 

blue 염색을 실시하였다. Trypan blue는 세포부유액

과 동량 희석하면 살아있는 세포에는 침투하지 못

하고 죽은 세포에만 침투하여 세포생존/죽음 또는 

세포 증식 여부를 확인할 수 있다. 세포생존율 계

산법은 식(1)과 같다. 

세포생존율 
전체세포수

염색이되지않은세포수
× (1)

6. Caspase-3 activation 검사 

Caspase-3 activation(활성도) 검사는 Caspase-GloR 

3 assay kit를 이용하여 효소흡착면역검사법

(enzyme-linked immunosorbent assay)으로 검사하였

다. 실험과정을 간단히 요약하면, 96 well plate에 

측정하고자 하는 세포를 분주하고 배양 이후 100 μ

L의 caspase-3 Glo reagent를 첨가하여 실온에서 30

분간 방치한다. 만약 세포 내 caspase-3가 활성화 되

어 있다면 화학발광체(chemiluminescense)이 부착된 

기질을 분해하여 발광현상이 일어나고 이를 

luminometer (Tecan Infinite 200 Pro, Tecan, 

Switzerland)로 방법으로 실행한다.   

7. Western blotting

세포 내 단백질을 검출하기 위해 실험에 사용한 

세포를 세포용해액(10 mM HEPES, 10 mM NaCl, 

0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1% NP-40, 0.5 mM 

PMSF, 0.1 mM DTT, 0.1 mM Na3VO4, protease 

inhibitor)으로 세포막을 용해시켜 단백질을 추출하

였다. 

세포단백추출물은 12% sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

에서 전기영동하여 nitrocellulose membrane으로 전

기영동한 단백질 분획을 이동시켰다. 

이후 membrane에 anti-PARP antibody와 반응시키

고 기질과의 반응정도를 관찰하여 세포 내 PARP 

활성 여부를 확인하였다. 각 샘플은 β-actin의 발현

양을 기준으로 비교하였고 실험결과에 대한 통계

학적 분석을 위해 단백질 발현정도를 Quantity One 

software (Bio-Rad Laboratory, Inc.)로 측정하여 정량

화 하였다. 

8. Cytokine 분비 측정

세포가 분비하는 cytokine (사이토카인) 중 세포

자멸사와 관련 있는 TNF-α를 확인하기 위해 TNF-α 

ELISA kit를 이용하였다. 우선 각종 처리가 끝난 세

포부유액을 새로운 시험관으로 옮겨 담아 원심분

리를 하여 상층액을 분리하였다. 

분리된 상층액에는 세포가 분비한 물질이 포함

되어 있으므로 이를 이용하여 TNF-α를 측정하였

다. 각각의 TNF-α 단백질의 농도는 표준물질을 통

해 얻어진 표준곡선에 대입하여 계측하였다. 

9. 통계 처리

실험으로 얻은 모든 결과는 mean ± SD 로 표현

하였다. 그리고 각 실험 결과의 통계학적 유의성을 

확인하기 위해 SPSS statistical software package 

(Version 10.0, Chicago, IL, USA)에서 Student’s t-test

를 실시하였다. p value가 0.05 이하이면 통계학적

으로 유의하다고 판단하였다. 

Ⅲ. RESULT

1. KC�에 의해 방사선 감수성의 증가 확인 

KCN의 방사선 감수성 증가 효과를 확인하기 위

해 다른 암세포에 비해 방사선에 저항성이 다소 있



128

Radio-sensitivity of Human Colorectal Cancer Cell is Regulated by Potassium Cyanate 

다고 알려진 대장암 세포를 이용하고자 사람 대장

암세포주인 HCT 116 세포를 이용하였다. 

Fig. 1은 colorectal carcinoma가 발견된 50대 남성 

환자의 PET-CT (Positron Emission Tomography/ 

Computed Tomography, 양전자 방출 컴퓨터 단층 

촬영기) 사진으로 대장직장암 진단 시 대표적인 영

상의학 방법으로 사용한다. 대장직장암은 이 부분

을 구성하고 있는 상피세포에서부터 암세포가 발

생하는데 대장직장암세포에 대한 연구를 진행하기 

위해서는 이와 유사한 세포주를 이용한다. 그 중에 

대표적으로 HCT 116 세포가 있다. HCT 116 세포

는 성인 남성의 대장직장 부위로부터 채취하여 변

형을 통해 지속적인 증식이 가능하게 한 상피세포

의 암세포 형태이다. 본 논문에서도 방사선에 저항

성을 가지고 있는 대장직장암 세포의 변화를 관찰

하고자 하였기 때문에 HCT 116 세포를 선택하여 

실험을 진행하였다. 

Fig. 1. PET-CT in Rectal Cancer.

KCN에 의한 세포의 방사선 감수성을 증가시키

는 것이 목적이기 때문에 세포독성이 없는 KCN의 

농도를 우선적으로 설정하고자 하였다. 하지만, 본 

연구자들에 이전 연구 결과에서 KCN의 농도별 

(0.1, 1, 2.5, 5 mM) 세포독성 결과를 확인해보았

다.[15] 

Chang[16]은 5 mM의 KCN을 처리하였고 이는 세

포독성에 통계학적으로 유의한 차이가 없다고 판

단되었지만 다소 세포가 사멸하는 경향을 보였다. 

따라서 본 연구에서는 세포독성 여부를 완전히 배

제하기 위해 그 보다 낮은 농도인 2 mM을 선택하

여 세포에 처리하였다. 그리고 방사선(광자선)을 이

전 연구와 비교하여 보았을 때 좀 낮은 선량인 2 

Gy로 조사하였다.[16] 

Fig. 2. Sub G0/G1 ratio of irradiated HCT 116 cell 

treated with KCN.

Fig. 3. Cell viability of irradiated HCT 116 cell 

treated with KCN.

그 결과 KCN과 광자선을 단독으로 낮게 처리한 

세포군에서는 세포 주기에서 sub G0/G1기의 비율

이 변화가 없었지만 KCN 처리 후 광자선을 조사한 

세포에서는 Fig. 2.에서 통계적으로 유의하게 sub 

G0/G1기가 증가하였다. 이는 세포주기가 정상적으

로 진행되는 것이 아니라 sub G0/G1기에서 멈춘 상

태, 즉 cell cycle arrest 상태가 되어 세포 증식을 멈

췄다는 것을 의미한다. 또한 Trypan blue 염색으로 

살아있는 세포수를 측정한 결과 Fig. 2와 마찬가지

로 Fig. 3.에서 KCN 처리 후 광자선을 조사한 세포

에서 생존율이 감소하였다. 이는 KCN에 의해 HCT 

116 세포의 방사선 감수성에 변화가 있음을 보여

준다.  
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2. KC�에 의해 세포 죽음 신호 관련 변화 관찰 

KCN이 HCT 116 세포에서 작용 메커니즘을 관

찰하고자 광자선을 조사 후 세포사멸이 증가했는

지 확인하기 위해 cell death와 연관된 세포신호전

달 단백질인 caspase-3와 PARP의 발현 및 활성을 

측정하였다. 그 결과 Fig 4와 Fig 5에서와 같이 

KCN 처리 후 광자선을 조사한 세포에서 caspase-3

와 PARP의 활성화가 증가함을 확인하였다.

Fig. 4. Caspase-3 activity of irradiated HCT 116 

cell treated with KCN.

Fig. 5. PARP activity of irradiated HCT 116 cell 

treated with KCN.

3. KC�에 의해 세포 분비 물질 변화 관찰 

저농도의 KCN이 HCT 116 세포의 방사선에 대

한 감수성을 증가시켜 세포가 사멸이 되는 것을 

Fig 2~5까지와 같이 확인 할 수 있다. 이러한 세포

의 급격한 변화에는 세포내에서 분비되는 물질인 

사이토카인이 작용하는 경우가 많다. 

본 연구에서도 다양한 사이토카인 중 세포 염증 

및 기능 저하에 관련되어있는 TNF-α의 분비에 

KCN 및 광자선이 작용하는 지 확인하였다. 그 결

과 Table 1에서  다른 실험군에서는 변화가 감지되

지 않은 한편 KCN 처리 후 광자선을 조사한 세포

의 배양상층액에서 TNF-α 농도가 증가되어 있음을 

관찰하였다. 

Table 1. TNF-α level of irradiated HCT 116 cell 

treated with KCN

Group Con KCN GIR KCN+GIR

TNF-α(ng/mL) 1.9±0.1 2.3±0.2 2.1±0.3 3.0±0.6*

또한 KCN과 광자선이 TNF-α 발현을 자극할 때 

세포내에서 어떠한 신호경로로 일어났는지 확인하

기 위해 세포내 대표적인 염증유발 신호전달 단백

질인 NF-κB를 관찰하고자 하였다. 그래서 NF-κB의 

활성 억제제인 BAY-11-7082을 세포에 먼저 처리하

여 NF-κB 신호를 차단한 다음 KCN과 광자선을 처

리하였다. 그 결과 Fig. 6에서 나타난 바와 같이 

Table 1에서 증가한 TNF-α의 발현이 BAY-11-7082

에 의해 억제됨을 관찰하였다. 이는 KCN과 광자선

에 의해 세포 내 NF-κB가 활성화 되고 이후 TNF-α 

발현이 자극받았음을 알 수 있다.    

Fig. 6. Involvement of NF-κB in the release of 

TNF-α.

Ⅳ. DISCUSSION

생체 내에서 cyanate는 요소(urea)로부터 분해되

어 생산되는 물질로 사람의 혈장 내에 정상적으로 

존재하고 이렇게 생산된 cyanate는 단백질의 구조

나 활성을 변형시키는 카바밀화(carbamylation)를 

유도한다.[3,4] 그러나 과도한 양의 cyanate가 만성신

장질환, 동맥경화증과 같은 질병에서 증가하고 증
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가된 cyanate는 단백질의 carbamylation을 일으켜 세

포자멸사를 유도하기도 한다.[5,6] Cyanate는 정상 사

람의 체내에 존재하며 인체에 악영향을 주지는 않

지만 일정 농도 이상에서 carbamylation을 일으키는 

성질을 이용하여 이전 연구에서 대장암 세포주의 

세포자멸사 유도를 관찰하였다.[13,14] Yang et al.[13]

에 따르면, KCN은 미토콘드리아에 자극을 주어 

mitochondrial membrane potential (MMP)를 증가시키

고 ROS를 발생시켜 세포 사멸에 이르게 한다고 보

고되어 있다. 이 과정에서 미토콘드리아 활성화를 

유도하는 주된 물질들이 세포에서 분비되고 이 물

질을 사이토카인이라고 한다.[17,18] 그 중 Yang et 

al.[14]의 이전 연구에서 HCT 116 세포에서 KCN 처

리에 의해 증가한 사이토카인으로 TNF-α가 확인되

었는데 TNF-α는 pro-inflammatory cytokine으로 세포

내 Ca2+ 농도를 증가시키고 ROS 생산과 caspase 

cascade 활성화를 유도하여 최종적으로 세포자멸사

를 유도한다.[17] 이에 KCN의 단일 효과를 넘어서 

항암치료의 기본인 방사선 치료와의 synergic effect

를 확인하고자 본 연구에서는 방사선에 다소 저항

성을 가지고 있는 대장암 세포주인 HCT 116 세포

를 이용하였다. 방사선에 저항성을 보이는 암세포

나 조직에서는 치료를 위해 다소 높은 선량의 방사

선을 조사할 수밖에 없는데 이는 주변의 다른 정상

세포에게도 악영향을 미친다. 이를 방지하기 위해 

화학요법과 방사선 치료를 병행하면 효과적으로 

치료를 할 수 있다. Fig. 2와 Fig. 3은 각각 단독으

로 저 농도의 KCN과 광자선을 처리한 세포에 비해 

KCN을 미리 처리한 다음 저 선량의 광자선을 조사

한 세포에서 세포 증식 주기가 정지하게 되고, 세

포의 24시간 생존율이 감소함을 보여주었다. 그리

고 Fig. 4와 Fig. 5에서 나타난 것처럼 이는 세포자

멸사의 최종 과정인 caspase-3와 관련 신호단백질인 

PARP 활성화에 의해 HCT 116 세포의 죽음이 유도

되었음을 관찰하였다. 

지금까지는 KCN과 광자선 조사에 의해 세포 내 

변화를 확인하였다면 세포 외적으로 나타나는 변

화가 있는지 확인하기 위해 세포가 분비하는 사이

토카인을 확인하였고 위에서 언급한 바와 같이 본 

논문에서도 KCN과 광자선을 각각 단독으로 처리

한 세포에 비해 KCN을 처리한 다음 광자선을 조사

한 세포에서 통계적으로 유의하게 증가하였고 세

포 내 신호전달과정을 통해 직접적으로 분비되었

는지를 확인하기 위해 관련 신호전달 단백질인 

NF-κB inhibitor를 사용하였다. TNF-α는 세포 표면

의 수용체에 결합하여 세포내로 신호를 전달하게 

되는 데 이때 IKK 활성화를 유도하여 Iκ-Bα의 인

산화를 일으키고 결국에는 NF-κB를 자극하게 된

다. 활성화된 NF-κB는 DNA 전사 자극 인자로 작

용하여 TNF-α의 재생산을 증가시키고 세포의 생존

과 죽음에 관여하게 된다.[18] 본 연구에서도 Fig. 6

에서처럼 KCN과 광자선 조사에 의해 HCT 116 세

포가 분비하는 TNF-α는 NF-κB에 의해 분비됨을 

확인하였고 이를 종합해본 결과 증가된 TNF-α가 

다시 세포를 자극하여 cell cycle arrest, caspase-3/ 

PARP activation 과정을 거쳐 cell death를 유의하게 

증가시키는데 관여한다고 해석할 수 있다. 

Ⅴ. CONCLUSION

생체 내에서 (2 mM)의 KCN을 세포에 투여하면 

이 후 저 선량의 광자선을 조사하더라도 사람 대장

암세포주인 HCT 116 세포의 죽음을 유도할 수 있

고 그 과정에서 KCN이 NF-κB를 통한 TNF-α을 생

산하고 cell cycle arrest, PARP cleavage, caspase-3 

activation 단계를 거치는 것을 확인하였다. 이러한 

결과들을 토대로 KCN과 방사선과의 명확한 상관

관계를 규명하기에는 부족하지만 KCN이 radio 

sensitizer로서 작용할 수 있는 가능성을 확인할 수 

있었다. 
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Potassium cyanate에 의해 조 되는 사람 장암 세포의 

방사선 감수성 변화

양은주, 장정현*

대구한의대학교 임상병리학과

요  약

Potassium cyanate는 무기화합물로 단백질의 번역 후 과정에서 카바밀화(carbamylation)을 유도할 수 있고 

이러한 카바밀화 반응은 다양한 질병 및 조건에서 세포의 사멸과 관련이 있다. 이전 연구결과에서 KCN은 

사람 대장암 세포주인 HCT 116세포의 방사선 감수성을 향상시키는 것을 확인하였지만 그 기전을 명확히 

규명하기에는 많이 부족한 실정이다. 본 연구에서는 방사선에 다소 저항성을 가지는 대장암 세포에서 KCN

이 방사선 감수성을 향상시키고 세포사멸 시키는 기전을 확인하기 위해 2 mM의 KCN 처리 후 저 선량의 

광자선을 조사하여 세포주기, 세포 생존율, 세포 사멸 관련 단백질(caspase-1, PARP) 발현량, TNF-α 분비 및 

TNF-α 관련 전사인자(NF-κB)의 연관성을 확인하였다. 그 결과 KCN 처리 후 광자선을 조사한 세포에서 cas

pase-3 및 PARP의 활성이 증가하고 이는 세포주기의 정지와 세포사멸을 유도하였다. 또한 이 과정에서 DN

A 전사인자인 NF-κB에 의해 세포 외로 TNF-α를 지속적으로 분비하여 세포사멸에 관여함을 확인하였다. 

이러한 결과들을 토대로 KCN이 radiosensitizer로서 작용할 수 있는 가능성이 있다고 사료된다.  

중심단어: Potassium cyanate, 대장암 세포, 방사선 치료
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