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HOX genes are transcription factors that play important roles in body patterning and cell fate specification during 
normal development. In previous study, we found aberrant overexpression of HOXB5 in breast cancer tissues and cell 
lines, and demonstrated that HOXB5 is important in regulation of cell proliferation, tamoxifen resistance, and invasiveness 
through the epithelial-mesenchymal transition (EMT). Although the relationship between HOXB5 and phenotypic changes 
in MCF7 breast cancer cells has been studied, the molecular function of HOXB5 as a transcription factor remains unclear. 
IL-6 has been reported to be involved in not only inflammation but also cancer progression, which is characterized by 
the increase of growth speed and invasiveness of tumor cells. In this study, we selected Interleukin-6 (IL-6) as HOXB5 
putative downstream target gene and discovered that HOXB5 transcriptionally up-regulated the expression of IL-6 in 
HOXB5 overexpressing MCF7 cells. The upstream region (~1.2 kb) of IL-6 promoter turned out to contain several 
putative HOX consensus binding sites. Chromatin immunoprecipitation assay confirmed that HOXB5 directly binds to 
the promoter region of IL-6 and positively regulated the expression of IL-6. These data all together, indicate that HOXB5 
promotes IL-6 transcription by actively binding to the putative binding sites located in the upstream region of IL-6, 
which enable to increase its promoter activity in MCF7 breast cancer cells. 
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현대 의학 기술의 발달에도 불구하고 암은 전 세계적

으로 주된 사망의 요인이다. 2016년도 미국에서 발표한 
통계에 따르면 여성에서 유방암이 가장 빈번하게 발생되

고 그 비율은 매년 진단되는 암의 약 29%를 차지한다고 
알려져 있다(Siegel et al., 2016). 암은 근본적으로 세포증식

과 세포사멸이 조절되지 않아 발생되는 질병으로 유방암

의 경우 주로 유관과 소엽에서 발병한다. 한곳에서 발병

된 유방암은 주로 림프선, 뼈, 뇌, 간, 그리고 폐와 같은 
다른 장기로 전이 된다고 알려져 있다. 최근에는 유방암

을 분류하는 다양한 방법들 중 유방암 세포에서 발현하는 
에스트로겐 수용체(estrogen receptor, ER), 프로게스테론 

수용체(progesterone receptor, PR), 인간상피증식인자수용

체 2 (Human epidermal growth factor receptor 2, HER-2)의 
비율을 토대로 4종류(luminal A, luminal B, HER-2 enriched, 
triple-negative)의 분자적 아형으로 구분하며, 아형에 따라 
유전자들의 발현 양상이나 세포 표현형이 다양할 뿐만 아
니라 치료 방법과 예후에도 서로 다른 차이를 보인다고 
알려져 있다(Allison, 2012). 

HOX 유전자는 발생 과정 동안 일어나는 여러 종류의 
세포 내 반응을 조절하는 전사 조절 인자(transcription factor, 
TF)로 알려져 있으며, 특히 배 발생 과정 중 시공간 특이

적으로 발현하여 배아의 전후축 형태 형성 과정에 있어
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서 매우 중요한 역할을 담당한다고 알려져 있다(Gehring 
and Hiromi, 1986; Wang et al., 2009). 성인에서도 HOX 유
전자의 발현이 규칙적으로 조절되고, 비정상적인 HOX 유
전자의 발현이 폐암(Abe et al., 2006), 자궁경부암(Li et al., 
2002), 신장암(Cillo et al., 1992) 등 다양한 악성종양 조직

에서 보고되었다. 유방암의 경우 조직과 세포에서 HOX 
유전자 전체의 발현 양상을 비교해 보았을 때, 다양한 
HOX 유전자들의 발현이 악성과 비악성에서 차이가 있음

이 보고되었다(Hur et al., 2014). 특히 혈관(Fessner et al., 
2014), 장(Zhu et al., 2011) 그리고 신경능(Kam et al., 2014) 
발달에 있어서 중요한 역할을 한다고 알려진 HOXB5는 
위(Hong et al., 2015), 폐(Zhang et al., 2017), 식도(Sun et al., 
2016) 등에서 종양의 진행과 전이에서의 중요성이 알려져

있으며, 유방암 조직에서 그 발현량이 정상 조직에 비하

여 증가되어 있다. 특히 증가된 HOXB5는 세포증식, 암
의 침습성, 상피간엽이행(epithelial-mesenchymal transition, 
EMT), Tamoxifen 저항성을 나타내는데 기여한다는 것이 
알려져 있다(Lee et al., 2015). 

암세포가 살아남고 증식하기 위해서는 주변 환경과 상
호작용 하는 것이 필수적이며 특히 면역계와의 관계는 매
우 중요하다. 인터루킨-6(Interleukin-6, IL-6)는 T-세포, 대식

세포와 같은 면역세포로부터 분비되는 전염증성 사이토

카인(pro-inflammatory cytokine)으로 암 진행 뿐만 아니라 
암 발생에도 기여하며(Mantovani et al., 2008; Coussens et al., 
2013), 과발현 되었을 경우 환자 예후에 안 좋은 영향을 
끼친다고 알려져 있다(Lin et al., 2015). 특히 유방암의 진행

에 있어서 IL-6는 E-cadherin 발현을 억제함으로써 EMT를 
유도한다고 알려져 있으며(Sullivan et al., 2009), 유방암 치
료제로 널리 사용되는 Tamoxifen에 대한 내성에 있어서

도 증가된 IL-6의 발현이 관련되어 있다고 보고되어 있다

(Shah et al., 2013). 
본 연구에서는 HOXB5가 IL-6의 발현을 조절하여 vas- 

cular remodeling에 관여한다는 보고(Fessner et al., 2014)에 
따라 유방암에서도 HOXB5가 IL-6의 발현을 조절하는

지 알아보고자 하였다. 먼저 3개의 HOXB5 과발현 유방

암 세포주(HOXB5 overexpressing MCF7)와 2개의 대조군 
MCF7 세포주(Lee et al., 2015)를 이용하여 IL-6 유전자의 
발현 양을 분석하였다. RT-PCR 방법으로 분석해 본 결과

(Fig. 1), HOXB5를 과발현하는 MCF7 세포는 대조군 세포

보다 IL-6의 발현이 현저히 증가해 있음을 알 수 있었다: 
IL-6 forward primer; 5'- GAA CCT TCC AAA GAT GGC 
TG-3', IL-6 reverse primer; 5'- CAG GGG TGG TTA TTG 

CAT CT-3' (product size: 230 bps), HOXB5와 β-actin internal 
control primer는 이전 논문(Lee et al., 2015) 참고. 

HOX는 호메오 도메인 단백질(Homeodomain protein)로
서 Hox consensus binding sequence (TAAT, ATTA, TTAT, 
ATAA, TTAC)를 인식함으로써 유전자의 발현을 조절한

다고 알려져 있다(Spitz and Furlong, 2012). 본 연구에서는 
HOXB5가 IL-6의 발현을 직접 조절하는지 알아보기 위하

여 먼저 IL-6 유전자의 upstream 프로모터 지역(-1,200 bp 
~ +50)에서 Hox consensus binding sites를 분석하였다. 그 
다음 서로 다른 Hox consensus binding sites를 포함하고 있
는 upstream 프로모터 부위를 pGL3-basic plasmid에 클로

닝 하여(IL-6_F1 F: 5'- GGG TAC GCT CTG ACC GCT GAC 
-3', product size: 1,102 bps., IL-6_F2 F: 5'- GGG TAC GCG 
TGG GTC GAG AAA -3', product size: 454 bps., IL-6_F1/F2 
R: 5'- TCC CCG GTT CGA CTG GCC GTT T-3') pGL3-
IL-6_F1/F2 plasmids를 제작한 다음, 이 두 플라스미드의 
프로모터 활성을 Dual-luciferase reporter assay (Promega, 
Madison, USA)를 통해 수행하였다. MCF7 cells이 존재하는 
24 well plate에 루시퍼레이즈 활성을 갖는 pGL3-IL-6_F1/ 
F2와 HOXB5를 발현하는 pcDNA3-HA-HOXB5 plasmid 
혹은 control인 pcDNA3-HA plasmid (empty)를 Attractene 
transfection reagent (Qiagen, Hilden, Germany)를 사용하여 
같이 트랜스펙션 하였다. Internal control로서 pRL-TK Renilla 
uciferase vector (Promega)도 같이 넣어주었다. 트랜스펙션 
시키고 48시간 후에 Dual-luciferase kit (Promega)와 Sub- 

Fig. 1. Expression pattern of HOXB5 and IL-6 in HOXB5 over-
expressing (HOXB5) and control (Empty) MCF7 breast cancer cells.
Two control (Empty, #1 and #2) and three HOXB5 overexpressing
cell lines (HOXB5, #1, #2, and #3) were used for RT-PCR analysis.
Beta-actin gene was included as an internal control. 
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scription fluorescence detector (GloMAx 20/20 IuMINoMeTeR, 
Promega)를 이용하여 cell lysates에서 발생하는 루시퍼레이

즈 활성을 측정하였다. 각각 실험에서 발생되는 루시퍼레

이즈 활성은 internal control인 Renilla luciferase 활성을 이

용하여 Renilla luciferase units (RLU)으로 정량하였다. Co-
transfection 시키고 luciferase activity와 함께 HOXB5가 과
발현되고 있음을 RT-PCR로 확인하였고(Fig. 2A lower-left 
panel), HOXB5가 존재하는 경우에 pGL3-IL-6_F1/F2 모

Fig. 2. Effect of HOXB5 on IL-6 expression. (A) pGL3-IL-6_F1/F2 plasmids containing different length of the upstream regulatory regions
of IL-6. MCF7 cells were plated at a density of 5.5 × 104 cells per well in a 24-well plate for transfection. pGL3-IL-6-promoter constructs
(pGL3-IL-6_F1 and _F2) were co-transfected with effector plasmids, pcDNA3-HA (Empty) or pcDNA3-HA-HOXB5 (HOXB5). Transfected
cells were harvested after 48 h of transfection. Luciferase activity was measured and normalized to that of Renilla luciferase used as an internal
control. Data are shown with the mean ± SEM of triplicates. *, P<0.001, by Student's t-test. (B) Schematic depiction of the ~1.2 kb upstream
regulatory region of IL-6 (Chr7:22725942+22727241 in UCSC genome browser). Putative Hox core consensus binding elements (TAAT/
ATTA/TTAT/ATAA/TTAC) are marked with pink ovals. Black arrow shows ChIP-site. Expression level of HOXB5, IL-6 was analyzed by
RT-PCR in control (Empty) and HOXB5 overexpressing (HOXB5) cells (lower left panel). ChIP-PCR analysis in empty and HOXB5
overexpressing MCF7 stable cell lines (lower right panel). Chromatins were precipitated in the presence of anti-HOXB5 antibody (lanes 3
and 6) or anti-mouse IgG (lanes 2 and 5), and then the precipitated chromatin was subjected to PCR by using ChIP-specific primers. Input
(prior to immunoprecipitation) was used as an internal control (lanes 1 and 4). 

A 

B 
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두 프로모터 활성이 증가됨을 확인할 수 있었다(Fig. 2A 
lower-right panel). 또, IL-6_F1이 IL-6_F2에 비하여 HOXB5
에 대한 responsiveness가 조금 더 높았으며, 이것이 확률

적으로 유의함을 확인하였다. 이상의 결과로부터 HOXB5
가 IL-6 유전자의 promoter 활성을 양성적으로 조절함으

로써 IL-6의 발현을 증가시킨다는 것을 알 수 있었다. 
그 다음 이 양성적 조절이 HOXB5의 직접적인 결합에 

의한 것인지 알아보기 위하여, 염색질 면역침전 분석

(Chromatin immuno-precipitation assay, ChIP)을 수행하였다. 
Empty MCF7 cells와 HOXB5 과발현 MCF7 cells를 배양

한 후 필요한 수에 맞게 세포를 수확하였다. 세포를 1% 
formaldehyde로 15분간 실온에서 고정시키고, glycine을 최
종 농도 0.125 M이 되도록 넣어 고정을 멈춰주었다. 차가

운 PBS로 wash 후, Protease inhibitor (Roche)가 들어있는 
ChIP lysis buffer (1% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris-Cl [pH 
8])를 넣고 ice에서 10분간 보관한 다음 sonicator를 이용

하여 chromatin DNA 단편의 크기가 500~100 bps 되도록 
절단시켰다. Sonicated sample을 8,000 xg로 4℃에서 1분간 
원심분리한 후 상층액 중 50 μL를 사용하여 농도 측정

과 input으로 사용하고 나머지 상층액을 따로 분리하여 
protease inhibitor와 RIPA buffer (0.1% SDS, 0.5% sodium 
deoxycholate, 1% NP-40, 2 mM EDTA [pH 8.0], 150 mM 
NaCl, 50 mM Tris-Cl [pH 8.0]), Protein A/G PLUS-Agarose 
(Snata Cruz Biotechnology, Inc.) 그리고 salmon sperm DNA 
(10 μg/mL)를 첨가한 후 4℃에서 1시간 동안 pre-clear 시
켰다. 2,000 rpm으로 5분간 4℃에서 원심분리 후, 동량의 
상층액을 각각 새로운 tube에 옮기고, IgG control (Santa 
Cruz, CA, USA., Cat. No. sc-2025)과 anti-HOXB5 antibody 
(Santa Cruz, Cat. No. sc-81099)를 각각 첨가하였다. 여기에 
다시 Protein A/G PLUS-Agarose (Snata Cruz)를 첨가한 후 
4℃에서 18시간 이상 면역침강반응을 시켰다. 항체가 붙
어있는 complex를 원심분리한 다음 wash buffer (0.1% SDS, 
1% triton-x-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-Cl [pH 8.0], 150 mM 
NaCl)로 3회, final wash buffer (0.1% SDS, 1% triton-x-100, 
2 mM EDTA, 20 mM Tris-Cl [pH 8.0], 500 mM NaCl)로 1회 
wash하고, elution buffer (1% SDS, 100 mM NaHCO3)를 사용

하여 chromatin을 추출하였다. 추출된 chromatin을 reverse 
cross-links하기 위하여 RNase A를 넣어 65℃에서 4시간 반
응시킨 다음 PCR purification kit (COSMO Genetech Co., 
Ltd, Seoul, Korea)를 이용하여 추출한 DNA를 정제시켰다. 
HOXB5가 직접 DNA에 붙는지 확인하기 위해 Hox con- 
sensus binding site의 분포를 고려하여(Fig. 2B, upper panel) 

ChIP-PCR primer를 디자인 하고(IL-6 site 1 F: 5'- GCT TCT 
GAA CCA GCT TGA CC-3', IL-6 site 1 R: 5'- GTC TCC TGG 
AGC CCT GAA AT-3', product size: 268 bps., IL-6 site 2 F: 5'- 
AGG GAG AGC CAG AAC AC-3', IL-6 site 2 R: 5'- CAG 
CAC TTT GGC ATG TCT TG-3', product size: 286 bps., IL-6 
site 3 F: 5'- CAA GAC ATG CCA AAG TG-3', IL-6 site 3 R: 5'- 
GCC TCA GAC ATC TCC AGT CC-3', product size: 299 bps.), 
정제한 DNA를 template로 ChIP-PCR을 수행하였다. 먼저 
HOXB5 과발현 MCF7 cells에서 IL-6 mRNA의 발현이 증
가됨을 RT-PCR로 확인한 후, 각각의 primer로 ChIP-PCR
을 수행한 결과 ChIP site 1과 ChIP site 2에 HOXB5가 붙
는다는 것을 알 수 있었다(Fig. 2B). 이상의 결과로부터, 
HOXB5 과발현 세포주에서 나타나는 IL-6의 발현 증가는 
HOXB5가 직접적으로 IL-6 upstream promoter 서열과 결합

함으로써 야기된다는 것과 특히 site 1, site 2 지역에 존재

하는 Hox consensus binding site가 중요한 역할을 할 것이

라는 것을 유추할 수 있었다. 
이상의 결과는 악성 유방암에서 증가된 HOXB5가 IL-6 

유전자의 upstream 프로모터 지역에 존재하는 Hox con- 
sensus binding sites에 직접 붙음으로써 IL-6의 프로모터 활
성을 증가시켜 IL-6 유전자의 발현을 양성적으로 조절한

다는 것을 의미한다. 최근 Shah 등(2013)은 유방암에서 
HOXB13이 ER-alpha를 억제하고 IL-6 발현을 증가시킴으

로서 tamoxifen 저항성과 invasiveness를 유도하였다고 보
고하였다. 본 실험실에서도 선행연구에서 HOXB5가 과발

현하면 유방암의 증식과 invasiveness가 유도된다는 것을 
보고한 바 있으며(Lee et al., 2015), 이는 아마도 전사인자

인 HOXB5가 IL-6의 조절서열에 직접 결합하여 IL-6 과발

현이 유도되어 나타난 결과로 유추되어진다. 최근 분자적 
진단 기술과 표적치료 기술이 나날이 발달함에 따라 유방

암의 개괄적인 양상 보다는 환자 개개인 별 맞춤식 항암

치료법(personalized therapy)이 연구, 적용되고 있다. 따라

서, HOXB5의 target 유전자인 IL-6의 발현 조절 기전을 분
자 수준에서 밝힌 것은 HOXB5 과발현 유방암 환자군의 
치료법을 개발함에 있어 좋은 응용 타겟 유전자가 될 수 
있을 것으로 유추된다. 
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