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Abstract
In the process of protein transcription and translation, various protein complexes bind to DNA, and all processes are precisely controlled. Among 

the proteins constituting this complex, a peptide derived from eukaryotic initiation factor (eIF) 2 was synthesized. In addition, in order to increase 

the efficiency of transduction of this peptide into cells, peptides with polyarginine, one of the protein transduction domains (PTD), were 

synthesized. Cell growth inhibition was confirmed in HER2 positive breast cancer (SK-Br-3) and HER2 negative breast cancer (MDA-MB-231), 

and cardiomyocytes (H9c2). The peptide with polyarginine had high transduction efficiency in all cells, and had excellent cancer cell growth 

inhibitory effects. The peptide used in this study might be useful peptide therapeutics for the treatment of cancer through future research.
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바이오의약품들 중 하나인 펩타이드 치료제는 약 40여개이하

의 아미노산으로 이루어진 물질로 주로 화학적인 합성을 통해

서 생산되는 의약품이다[5]. 화학적으로 합성하여 제작하기 때문

에 합성에 시간이 많이 소요되었으나, Bruce Merffifiled에 의해 

고안된 고상합성 방식과 HPLC에 의한 순수정제법 개발 등으로 

합성기술이 급속도로 향상되었다[6, 7]. 하지만 펩타이드는 생체

이용률이 낮은 치명적인 단점으로 여러 제약회사들이 최종 임

상 단계에서 개발을 포기했다. 그럼에도 많은 바이오텍 회사들

을 중심으로 새로운 펩타이드의 발견과 약물전달 기술 등을 통

해 생체 이용률을 높여 펩타이드 치료제에 대한 기대가 높아지

고 있다. 

펩타이드는 호르몬, 신경전달물질 같은 생리활성 펩타이드인 

신약, 항체 특이성 항체를 생산하는 면역유도 물질 및 생분해

1. 서 론
최근 바이오의약품은 유전공학 기술 발전에 따라 전 세계 치료제

시장의 주요 의약품으로 자리 잡고 있다. 바이오의약품은 생물체에

서 유래된 것을 원료 또는 재료로 하여 제조한 의약품으로 생물학적

제제, 유전자재조합의약품, 세포배양의약품, 세포치료제 및 유전자

치료제 등이 있다[1, 2]. 이들 중 유전자 재조합 의약품 인 단백질 및

항체 치료제가 세계 시장에서 주요 10대 의약품 중 7품목을 차지하

고 있다[3]. 이와 함께 세포 치료제 시장은 줄기세포와 면역세포를 

중심으로 조직재생 및 암치료제 분야로 확대되고 있다. 면역 반응 

및 생체 기전을 기반으로 하는 이 의약품들은 고령화에 따른 만성 

질환 및 면역 질환의 증가로 더욱 활발하게 연구 개발이 진행 중이

다[4]. 
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성 고분자 형태의 약물전달체로 응용이 가능하다[8, 9]. 특히 단백

질의 2, 3차 구조를 모방하여 제작한 펩타이드는 단백질과 단백

질 사이의 결합을 억제 또는 향상 시킴으로써 세포의 활성을 조

절 할 수 있다. 이는 표적 물질 이외의 다른 물질에 대한 결합

성이 낮은 표적 특이성이 우수하기 때문이며 생체 조직내에 축

적되는 양이 적고 독성에 대한 부작용이 낮다고 알려져 있다. 

 펩타이드는 우수한 효능에도 불구하고 생체내 안정성이 낮은 

문제점으로 치료제로 사용이 되지 못하고 있다. 펩타이드의 효

능을 높여주기 위해 Polyethylene glycol (PEG), 나노입자 및 하이

드로젤 등 다양한 약물전달 시스템이 응용되고 있다[10, 11]. 

Protein transduction domain(PTD)는 Cell penetrating peptide(CPP)로

도 잘 알려져 있는 단백질 도메인으로 양이온성 성질을 갖고 있

다. 이에 음극성인 세포막에 잘 결합할 수 있게 되고 엔도사이

토시스 기전에 의해 세포내로 빠르게 도입된다. 이러한 특성 때

문에 PTD는 펩타이드 전달 효율을 높이기 위해 적용됨은 물론 

나노입자, 단백질 및 화학 의약품 등의 세포 도입 효율을 향상 

시키기 위한 약물전달 시스템으로 사용되고 있다[12, 13]. 많이 사

용되는 PTD에는 인체면역결핍바이러스 (Human immunodeficiency 

virus, HIV)에서 유래한 Tat(YGRKKRRQRRR) 및 아르기닌 집합

체인 폴리 아르기닌 (Poly arginine)이 대표적이며 이외에도 많은 

PTD가 보고되고 있다[14-16]. Tat 및 폴리 아르기닌을 보면 구성 

아미노산이 양극성 아미노산임을 알 수 있으며 다른 PTD들도 

대부분 아르기닌(R), 라이신(K) 및 히스티딘(H)로 구성된다. 또한 

폴리아르기닌은 보통 3개 이상일 때 세포내 도입이 향상되며 11

개를 넘어가면 세포 독성이 높아지는 특성을 보인다[17].

 본 연구에서는 유전자 발현을 조절하는 많은 단백질 중에서 

eukaryotic initiation factor(eIF) 2 단백질을 구성하는 subunit 중 

eIF2 알파 단백질에서 유래한 펩타이드를 합성하였고 세포 내 

도입을 높이기 위해 PTD를 추가로 도입했다. 이를 심근 세포 및 

암세포에 처리하고 세포 내 도입 효율 및 세포의 성장에 미치는 

영향에 대해 평가하였다.

2. 결과 및 고찰
2.1 펩타이드 합성 
세포는 성장 및 생리활성 유지를 위해서 핵 안의 DNA로부터 많은

단백질을 생산하게 된다. 이 단백질들을 생산하기 위해 다양한 단백

질들이 DNA에 결합하고 정확한 조절 기전에 의해서 진행된다. 

DNA에서 mRNA를 생산하고 다시 tRNA에 의해 아미노산이 합성되

는 central dogma 과정을 거치는데 이때 작용하는 단백질 중 

eukaryotic initiation factor(eIF) 2 는 전사과정의 개시에 필요하며 알

파, 베타 및 감마 서브 유닛으로 구성되어 있다. 여기서 eukaryotic 

initiation factor 2(eIF2)를 구성하는 subunit 중 알파 단백질로부터 

peptide 서열을 구성하였다. 펩타이드는 10개의 아미노산(TP)로 구

성되어 있으며 세포 내 도입을 향상 시키기 위해 PTD 중 하나인 

6개의 아르기닌(6R)을 도입한 20개의 아미노산(TPR)로 구성되어 

있다. 

Table 1 Synthesis of peptide 

Abbreviation Peptide sequence
TP RLGRGGFGVV

TPR RLGRGGFGVVGGGSRRRRRR

2.2 세포 내 도입 효율 
펩타이드가 세포의 성장을 억제하기 위해서는 세포 내로 빠르게 

도입이 되어야 한다. 특히 펩타이드는 혈장 내 안정성이 낮기 때문

에 이의 효능을 유지하기 위해서는 표적 세포에 도입이 빠르게 되

어야 한다. FITC가 결합 된 펩타이드의 세포 내 도입을 보면 TPR

처리군은 H9c2 심근 세포에서 4시간 동안 배양했을 때 65.25%의 

세포 내 도입을 보여주었으며 TP처리군은 4시간 동안 배양 후에도

12.83%로 매우 낮은 도입율을 보여주었다. 유방암 세포인 SK-Br-3

와 MDA-MB-231에서는 1시간 동안 배양했을 때부터 80% 이상의 

세포 내 도입을 나타내었으며, MDA-MB-231 세포에서는 다른 세

포주와 비교하여 가장 높은 세포 내 도입 효율을 나타내었다. 또한

H9c2세포와 동일하게 TP 처리군은 4시간 동안 배양을 하여도  도

입율이 낮음을 보여주었다. 데이터에는 나타나지 않지만 24시간 

동안 배양을 했을 때는 모든 세포 주에서 10% 이하의 세포 내 도입

이 관찰되었는데 이는 펩타이드의 안정성에 의한 것으로 보인다. 

세포 내에 도입된 펩타이드가 분해 되면서 FITC 역시 세포 내에 

안정적으로 유지되지 않기 때문에 FACS 분석에서 검출이 되지 않

은 것으로 사료 된다. 

PTD의 양이온성 특성에 의한 세포내 도입 향상 덕분에 6개의

아르기닌이 도입된 TPR이 TP군과 비교하여 모든 세포에서 빠른 

시간에 많이 세포내로 도입됨을 알 수 있다. 이와 함께 펩타이드 

보호를 위한 약물 전달 시스템으로 Polyethylene glycol (PEG) 같은

고분자의 도입하면 PTD와 함께 펩타이드의 효능 향상을 기대할

수 있다. 또한 펩타이드는 치료제 및 단백질 도입이외에도 표적 전

달 시스템으로 응용이 가능하다. 이를 적용하면 심근 표적 및 암세

포 표적 전달 시스템을 만들 수 있으며 다양한 약물이 효과적인

전달이 가능할 것으로 본다. 
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Fig. 1 Intracellular uptake of peptide in SK-Br-3, MDA-MB-231 and H9c2 cells.

2.3 세포 성장 억제 효율 평가 
세포 내로 도입된 펩타이드는 표적 단백질에 결합하여 전사 개시 

단백질 복합체의 형성을 방해 함으로써 단백질 등의 생산을 억제하

게 된다. 전사 개시 억제에 의해 단백질 생산이 저해 되면 세포의

분열 및 성장이 억제되고 나아가 사멸에 이르게 된다. HER2 양성

유방암인 SK-Br-3세포와 HER2 음성 유방암 세포인 MDA-MB-231에

서 펩타이드의 처리후 세포 사멸을 평가했다. SK-Br-3에서 TPR 처

리군은 약 40%의 세포 사멸 효과를 보여주었으나 TP 처리군에서는

control과 비교하여 큰 차이를 나타내지 않았다. MDA-MB-231에서 

TPR 처리군은 약 40%의 세포 사멸 효과를 보였으며, TP 처리군에서

는 농도에 따라 다르긴 했으나 20% 내외의 효과를 보여주었다. 

SK-Br-3에서는 TP와 TPR이 큰 차이를 보였으나 MDA-MB-231에서

는 큰 차이가 없었던 이유는 in vitro 실험 상에서 MDA-MB-231의 

세포 성장이 빠르기 때문에 세포 분열시 자연스럽게 세포 내로 유입

되는 펩타이드에 의한 효과로 예상된다. 

이는 일반세포와 비교해보면 쉽게 알 수 있는데 H9c2 심근세포에

TP와 TPR을 처리하여 세포의 생존율을 평가해보았다. TP는 모든

농도 처리군에서 약 20% 내외의 사멸 효과를 보였으며 2ug/ml의

고농도 처리군만 20% 이상의 세포 사멸 효과를 보였다. 반면에 

TPR은 TP와 같은 농도에서 비슷하거나 조금 더 높은 세포 사멸

효과를 보였으며, 2ug/ml의 처리군에서 약 30%의 세포 사멸 효과를

보여주었다. 일반 세포는 암세포와 비교하여 세포의 성장 및 분열

이 느리기 때문에 세포 내 대사도 느리게 일어나게 된다. 이에 PTD

가 없는 TP는 세포 내 도입 효율이 떨어져 세포의 성장을 억제하지

못했고 TPR은 세포내 도입이 빠르기 때문에 상대적으로 높은 세포

사멸을 보였다. 하지만 심근세포에서 TPR은 암세포군과 비교하여

세포의 사멸 유도가 상대적으로 낮음을 알 수 있다. 이는 화학 항암

제에서 부작용이 발생하는 것과 같은 이유라고 볼 수 있는데 화학

항암제 역시 암세포의 빠른 성장과 대사 기전을 표적으로 하여 약

효가 나타나기 때문이다. 따라서 본 연구에서는 폴리 아르기닌을

통해 선별 펩타이드의 효능을 입증했으나 추후 효과적인 암세포 

사멸과 부작용을 낮추기 위해서는 암세포 표적 펩타이드를 도입하

여 표적 전달을 통해 암세포만 사멸하는 것에 대해 연구가 수행되

어야 한다. 이와 함께 최적의 펩타이드 서열을 더 조사하여 도입한

다면 효과적인 항암 효과를 기대할 수 있을 것이다.  
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Fig. 2 Cell growth inhibitory effect of peptide in SK-Br-3, MDA-MB-231 and H9c2 cells.

3. 실험재료 및 방법
3.1 재료
실험에 사용한 펩타이드는 펩트론(Daejun, Korea)에서 합성을 

진행했으며 또한 Fluorescein isothiocyanate(FITC)가 펩타이드에 결합

된 FITC-펩타이드도 합성하였다. H9c2 세포, SK-Br-3, MDA-MB-231

세포는 한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 구매하였다. 세포 배양에

사용하는 Dulbecco`s Modified Eagle`s Medium (DMEM), RPMI 1640

media, Penicillin, Trypsin, 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)

시약은 Sigma Aldrich (MO, USA)에서 구매하였다. Flow cytometer 

cell sorting (FACS) tube는 Corning (NY, USA)에서 구입했다. 

3.2 펩타이드 합성
본 실험에서 사용한 펩타이드는 Teukaryotic initiation factor 

2(eIF2)를 구성하는 subunit 중 알파 단백질로부터 유래한 다음의

서열을 합성하였다. Peptide 1 (TP)은 RLGRGGFGVV 서열로, 

Peptide 2 (TPR)는 RLGRGGFGVVGGGSRRRRRR의 서열로 합성하

였다. 각 펩타이드는 80%의 순도로 5mg를 합성하였다. 또한 FITC

가 결합된 FITC-TP 및 FITC-TPR을 80%의 순도로 각 1mg를 합성하
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였다.

3.3 세포 배양
H9c2 세포는 10% Fetal bovine serum albumin(FBS), 1% Penicillin를

넣은 DMEM으로 5% CO2 및 37 배양기에서 배양하였다. 또한 

SK-Br-3와 MDA-MB-231 세포는 10% Fetal bovine serum albumin 

(FBS), 1% Penicillin를 넣은 RPMI1640 배지에서 5% CO2 및 37

배양기에서 배양하였다. 모든 세포는 세포의 confluency 80%에서 계

대배양을 실시하여 배양하였다. 

3.4 세포 도입 효능 평가
배양 된 H9c2, SK-Br-3 및 MDA-MB-231 세포를 Phosphate buffered

saline (PBS; Welgene, KOREA)로 씻고, Trypsin을 처리하여 세포를 

떼어낸 후, well당 1 x 105개의 세포를 6 well plate에 분주하고 24시간

배양하였다. 대조군은 아무런 물질을 첨가하지 않은 배양액을 처리

하고, 실험군은 FITC-TP와 FITC-TPR을 각각 8.33ug/ml로 처리하고 

1h, 2h, 4h 동안 배양하였다. 이후 PBS로 washing하고 Trypsin을 처리

하여 세포를 회수 한 후, PBS로 추가 washing을 진행하였다. 세포를 

1,300rpm으로 회수하고 4% Paraform aldehyde를 첨가하여 FACS 분

석 전까지 4 냉장 보관 하였다. FACS 분석은 강원대학교 공동실험

실습관의 FACS Calibur (BD, NJ, USA)를 통해 진행하였다.  

3.5 세포 증식 억제 효과 
배양 된 H9c2, SK-Br-3 및 MDA-MB-231 세포를 Phosphate buffered

saline (PBS; Welgene, KOREA)로 씻고, Trypsin을 처리하여 세포를 

떼어낸 후, well 당 1 x 103개의 세포를 96 well plate에 분주하고 24시

간 배양하였다. 대조군은 아무런 물질을 첨가하지 않은 배양액을 처

리하고, 실험군은 TP와 TPR을 2ug/ml, 1ug/ml로 처리하고 이후 

1ug/ml부터 1/10씩 연속 희석하여 처리하였으며 4일간 배양하였다. 

세포 증식 억제는 MTT assay를 통해 분석하였다. MTT 시약을 각 

well에 5mg/ml의 농도로 처리하고 4시간 동안 배양하였다. 4시간 후

에 처리한 MTT 시약을 제거하고 dimethyl sulfoxide (DMSO, 

Biosesang, Sungnam-si, KOREA)를 100ul 씩 각 well에 처리하고 30분

동안 상온에서 formazan을 녹였다. 이후 microplate 

reader(Thermofisher, MA, USA)를 사용하여 590nm의 파장으로 흡광

도를 측정하였고, 결과는 대조군을 100%로 하고 실험군은 대조군과

비교하여 비율로 표기하였다.

3.6 통계 처리

모든 자료의 값은 ± 표준 편차로 표시하였으며 (n = 3), 통계 분석

은 Student`s t-test로 진행하였다. 통계적 분석의 각 유의성은 

(p<0.05, 0.001)로 나타내었다. 

4. 결 론
단백질 전사 과정에서 다양한 단백질 복합체가 DNA에 결합하게

되고 모든 과정이 조절되게 된다. 이 복합체를 구성하는 단백질 중

eukaryotic initiation factor(eIF) 2에서 유래한 펩타이드(TP)와 이의 

세포내 도입 효율을 높인 폴리 아르기닌이 도입된 펩타이드(TPR)

를 합성하였다. HER2 양성 유방암 (SK-Br-3)와 HER2 음성 유방암

(MDA-MB-231)에서 세포 성장 억제를 확인하였고, 심근 세포

(H9c2)에서의 세포 성장 억제를 비교하였다. TPR이 TP와 비교하여

세포 내 도입 효율이 모든 세포에서 높았으며, 세포 성장 억제 효과

도 우수하였다. 정상 세포에서의 성장 억제 부작용을 낮추고 암세

포에서 성장 억제 효과를 높이기 위해 암세포 표적 펩타이드 도입

을 한다면 항암 펩타이드 치료제의 하나로 개발 될 수 있을 것이다.
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