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국문요약

방광이행상피세포암 형성에서의
Humanv-erbA relatedEAR-3gene의 분석

목적:방광암은 비뇨생식기계 악성종양들중 가장 흔한 질환으로 그
예후는 종양의 세포분화도 및 병기와 연관되어 있다.분자학적인 변
화가 이러한 병리적인 변화들과 임상적인 발현을 선행하기 때문에 새
로운 분자학적인 표지자는 조기 진단에 도움이 된다.새로운 표지자
의 대상으로는 정상조직과 종양조직간에 다르게 발현되는 유전자들이
나 그로 인한 단백질산물이 될 수 있다.저자들은 정상조직과 종양조
직간에 다르게 발현되는 새로운 유전자를 찾아 방광암의 발생에 관여
하는 새로운 인자를 분석하고자 하였다.
재료 및 방법:2002년 이후 방광암으로 진단받은 39명의 환자들을 대
상으로 경요도방광종양절제술을 시행하여 술중 방광암조직과 정상요
로상피에 대한 조직생검을 통해 정상방광조직을 얻었다.정상방광조
직과 방광암조직을 대상으로 annealingcontrolprimer(ACP)-based
GenefishingTM PCR를 이용하여 정상방광조직과 방광암조직간에 확실
히 다르게 발현되는 mRNA의 양상을 선택하여 유전자를 인식하였으
며,선택된 유전자의 결과를 확인하기위해 방광암 환자들을 대상으로
reversetranscription-polymerasechainreaction(RT-PCR)을 시행하
여 결과를 임상병리적인 변수들과 비교하였다.
결과:ACP-basedGenefishingTM PCR를 시행한 결과 정상방광조직과
방광암조직간에 다르게 발현되는 유전자들 중의 하나로 EAR-3
(v-erbA relatedprotein3)gene이 발견되었고,이 유전자는 정상방광
조직표본에서는 발현되나,방광암조직에서는 발현되지 않았다.이러한
EAR-3gene에 대한 RT-PCR를 39명의 환자들을 대상으로 시행한
결과 모든 환자들에서 임상병리적인 변수들에 상관없이 정상방광조직
에서는 발현되는 EAR-3gene이 방광암조직에서는 발현이 소실됨이
확인되었다.
결론:EAR-3gene이 정상방광조직에서만 발현되고 방광이행상피세포
암조직에서는 발현되지 않는다는 것을 발견하였다.이를 통해 저자들
은 EAR-3gene이 방광이행상피세포암의 발생과정에 역할을 할 수도
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있다는 것을 제시하였고 이러한 방광암조직들은 retinoids에 대한 저
항성을 나타낼 것으로 추측할 수 있었다.
����������������������������������������������������������������������

핵심되는 말 :방광암,ACP-basedGeneFishingTM PCR,RT-PCR,EAR-3
gene
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방광이행상피세포암 형성에서의
Humanv-erbA relatedEAR-3gene의 분석

<지도교수 최 영 득>

연세대학교 대학원 의학과

함 원 식

Ⅰ.서론
방광암은 전 세계적으로 9번째로 흔한 악성종양으로 모든 방광암의

95%는 이행상피세포암으로 보고되고 있다.방광암으로 진단받은 환자
의 70%는 진단 당시 표재성 (Ta또는 T1)으로 발견되어 경요도방광
종양절제술로 치료받는다.그러나 술후 70%의 환자에서 재발하기 때
문에 집중적인 추적 관찰이 요구되며,더욱이 표재성 방광암의 15%는
침윤성의 좀더 공격적인 질환으로 진행하기 때문에 이러한 표재성 방
광암환자들에서 조기 진단과 함께 질환의 진행에 대한 정확한 예측이
가능하다면 완치가 가능한 상태에서 적절한 치료를 할 수 있을 것이
다.1-3
방광경검사는 방광내 악성 병변을 발견하는데 기본이 되는 검사방

법이나,침습적이며,노동집약적이고,또한 상피내암종 (carcinomain
situ)같은 작거나 편평한 병변들은 발견하지 못하는 단점이 있다.1요
세포검사는 비침습적이며,방광경검사를 보완하기 위해 흔히 임상에
서 사용하는 고도의 특이적 검사방법으로 상피내암종같은 높은 세포
분화도의 병변 발견에는 신뢰성이 있으나,판독의의 주관적인 판단에
따라 진단이 달라지고 상대적으로 낮은 감수성 때문에 진단적인 가치
는 제한되어 있는 상황이다.4,5
현재까지 방광암환자의 추적관찰계획과 치료과정에 대한 중요 결정

요인은 종양의 병기와 세포분화도이다.그러나 병리적인 판단에 의존
한 종양의 병기 및 세포분화도의 결정은 판독에 따라 달라지는 경향
이 있고,이러한 변수들은 아직까지 질환의 진행경로를 충분히 정확
히 예측하지 못하는 상황이다.6,7분자학적 변화들이 이러한 병리적인
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변화들과 임상적인 진행을 선행하기 때문에,이러한 분자학적 변화들
을 파악할 수 있다면 예후에 관한 정보들을 조기에 얻을 수 있을 것
이다.DNA ploidy와 같은 분자의 거대한 변화들과 여러 염색체들의
변화들이 방광암의 침윤성 병변으로의 진행과 연관있다고 밝혀졌다.8,9
DNA의 변화들 외에도 p53과 RB gene과 같은 경우에서와 같이
mRNA 발현정도의 차이가 방광암의 진행과 연관이 있다고 보고되고
있다.Human chorionic gonadotropin,keratinocyte growth factor
receptor,epidermalgrowthfactorreceptor,hTERT,E-cadherin그
리고 clusterin의 예들이 그런 경우에 해당한다.10-16그러나 이런 각각
의 표지자들의 감수성은 아직까지 너무 낮아 임상적용이 어려우며,
방광암의 임상적인 진행경로를 정확히 예측하지 못하는 상황이기 때
문에 새로운 표지자들에 대한 필요성은 계속되고 있는 상황이다.
새로운 분자학적 표지자의 대상으로는 정상조직과 종양조직사이에

다르게 발현되는 유전자들 (differentiallyexpressedgenes,DEGs)또
는 그로 인한 단백질산물들이 될 수 있다.이에 같은 환자의 방광암
조직과 정상방광조직을 구별한 후,ACP-basedGenefishingTM PCR를
이용하여 두 조직에서의 mRNA의 발현차이를 보이는 유전자들을 탐
색하였다.1개의 특정 유전자 (EAR-3gene)가 정상조직에서만 발현
되고 종양조직에서는 발현되지 않아,이러한 발현양상을 RT-PCR를
통해 확인하여 방광이행상피세포암의 형성에 관여하는 새로운 인자를
분석하고자 하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.연구대상
2002년 6월에서 2004년 11월까지 본원에서 방광암으로 진단되어 경

요도방광종양절제술를 시행받은 환자 중 방광암조직과 정상방광조직
이 동시에 존재하는 39명의 환자를 대상으로 하였다.방광암 환자에
서 경요도방광종양절제술을 시행 후 생리식염수로 방광 내부를 충분
히 세척후 방광암 부위의 3cm 이상 먼 방광암 의심 병변이 없는 부
위에서 정상요로상피에 대한 조직을 얻었다.모든 조직표본들은 -8
0℃로 동결 보관하여 일률적으로 사용하였다.
표재성 방광암환자 (n=26)의 경우 경요도방광종양절제술후 22명에

서 추가적인 방광내 관류요법으로 치료받았다.침윤성 방광암환자
(n=13)중 경요도방광종양절제술후 9명에서 근치적 방광적출술을 시행
받았으며,4명은 술후 항암화학요법를 시행받았다 (표 1).
방광암의 병리학적 소견은 모두 이행상피세포암이었으며,정상방광

조직은 병리의사에 의해 정상방광조직 생검표본내에 종양세포가 없음
을 확인하였다.방광암의 세포분화도결정을 위해 WHO와 ISUP기준
을 사용하였고,17병기결정을 위해 TNM 분류기준을 사용하여 임상병
리적인 변수들을 평가하였다.18RNA 추출전에 모든 방광암조직표본들
에서의 종양세포의 비율을 병리의사가 평가하였다.
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표 1.Patientdermographics.　　　
━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

Patientsanalyzed
formRNA expression
viaRT-PCR(n=39)

───────────────────────────────────
Age(yr)

Mean 61
Range 23-80

Sex
Male 30
Female 9

Pathologictumorstage
Ta 2
T1 24
T2 9
T4 4

Totalno.superficialtumors 26
(Ta+T1)
Totalno.invasivetumors 13
(T2+T4)
Grade

low 17
high 22

───────────────────────────────────
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2.연구방법
종양조직과 정상조직에서 총 RNA를 추출하였다.모든 조직표본들

은 무균의 막자 (sterile pestle)를 이용하여 1ml의 Ultraspec II
(BiotecxLab.,Houston,TX,USA)에 넣어 분쇄하였다.제조사의 포
로토콜을 따른 통상의 처리과정을 거쳐,추출한 RNA를 260nm 흡광도
에서 정량하고,일부는 Agilent2100bioanalyzer(Agilent,PaloAlto,
CA,USA)를 이용하여 ‘Lab On a Chip’(developed by Agilent
Technologies,Waldbronn,Germany,in co-operation with Caliper
Technologies,MountainView,California,USA)법으로 정량분석하여
RNA비율이 1이상인 mRNA만을 취하여 사용하였다.
FirststrandcDNA 합성을 위해 역전사는 3µg정제된 totalRNA,

4µl5X reactionbuffer(Promega,Madison,WI,USA),5µldNTPs
(각각 2mM), 2µl 10µM cDNA 합성 primer dT-ACP1
(5’-CGTGAATGCTGCGACTACGATIIIII(T)18-3’), 0.5µl RNasin
RNase Inhibitor(40U/µl;Promega),그리고 1µlMoloney Murine
LeukemiaVirusreversetranscriptase(200U/µl;Promega,Madison,
WI,USA)를 초기 용량 20µl로 42℃에서 1.5시간동안 시행하였다.역
전사후 firststrandcDNAs는 GeneFishingTM PCR용 ultra-purified
water80µl로 희석하고 사용시까지 -20℃에 보관하였다.
SecondstrandcDNA 합성과 일련의 PCR반응은 단일 튜브내에서

시행되었다.SecondstrandcDNA 합성은 50℃에서 3-5µl(약 50ng)
희석된 firststrandcDNA,10µl2X MasterMix(Seegene,Seoul,
Korea),1µl10µM dT-ACP2,1µl10µM 임의의 ACP를 25µl의 용량으
로 반응하였다.PCR 반응은 94℃에서 1분,50℃에서 3분,그리고 7
2℃에서 1분간 진행된 후 40회의 증폭 cycles이 시행되었다.각각의
cycle은 94℃에서 40초간의 denaturation 과정,65℃에서 40초간의
annealing과정,그리고 72℃에서 40초간의 extension과정을 거친 후,
72℃에서의 5분간의 최종 extension과정을 통해 PCR반응을 완료하
였다.PCR산물들은 2% agarosegels에 분리한 후 ethidium bromide
로 염색하였다.
Gel위에 전기영동하여 발현차이가 있는 cDNA bands를 잘라내어

재증폭한 후 TOPO TA cloningvector(Invitrogen,Carlsbad,CA,
USA)를 이용하여 클로닝하고,ABIPRISM 3100GeneticAnalyzer
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(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)로 automatic
sequencing을 수행하고 National Center for Biotechnology
Information(NCBI)GenBank의 BLASTX 탐색프로그램을 이용하여
분석하였다.
ACP-basedGenefishingTM PCR의 결과를 입증하기 위해 RT-PCR

를 39명의 환자들의 두 조직들에 대해 시행하였다.Firststrand
cDNA는 human β-actin gene으로 정상화하고,정상화된 cDNA를
template로 사용하였다.PCR반응은 2-4µl(약 50ng)희석된 first
strandcDNA,10µl2XMasterMix(Seegene,Seoul,Korea),1µl10
µM primer5’,1µl10µM primer3’의 25µl로 하였다.PCR 반응은 9
4℃에서 3분간 처음 시행 후 25회의 증폭 cycles이 이루어졌다.각각
의 cycle은 94℃에서 40초간의 denaturation과정,60℃에서 40초간의
annealing과정,그리고 72℃에서 40초간의 extension과정으로 거친
후 72℃에서의 5분간의 최종 extension과정을 통해 완결되었다.PCR
산물들은 2% agarosegels위에 전기영동되어 ethidium bromide로 염
색되었다.

3.자료분석
39명의 환자들에게 시행한 RT-PCR의 결과에 대해 χ

2test를 시행
하여 두 조직간에 다르게 발현된 유전자와 임상병리적 변수들 간의
상관관계를 비교하였다.SAS(SASInstitute,Cary,NorthCarolina,
USA)computersoftware를 이용하여 통계분석을 시행하였고,p<0.05
인 경우를 통계적으로 유의한 것으로 판정하였다.
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Ⅲ.결과

1.ACP-basedGeneFishingTM PCR결과
방광이행상피세포암조직과 정상방광조직이 함께 동결 보관된 39명

의 환자들을 대상으로,두 조직에서의 mRNA의 발현차이를 보이는
유전자들 (DEGs)을 탐색하기 위해 정상조직 및 종양조직에서 추출된
mRNA를 ACP-based GenefishingTM PCR kit(See-Gene,Seoul,
Korea)의 120개의 임의의 primers (forward primer)와 2개의
anchoredoligo(dT)primers(reverseprimer)를 이용하여 ACP-based
GeneFishingTM PCR을 시행하였다.agarosegel위에 전기영동하여 발
현의 차이가 있는 mRNA band를 잘라내어 재증폭한 후 TA cloning
vector를 이용하여 cloning하고,ABIPRISM 3100GeneticAnalyzer
로 automaticsequencing을 수행하고 NCBIGenBank의 BLASTX 검
색프로그램을 이용하여 DEGs를 파악하였다.정상조직과 암조직에서
유전자 발현의 차이를 보이는 인자중 EAR-3gene이 정상방광조직에
서만 발현되고 종양조직에서는 발현되지 않았다.

2.RT-PCR결과
방광암 환자 39명에서 정상조직과 종양조직에 대해 EAR-3gene의

상태를 RT-PCR로 확인하였다.ACP-based GeneFishingTM PCR의
결과와 같이 RT-PCR에서도 39명의 환자 모두에서 정상조직에서만
EAR-3gene이 발현되고 종양조직에서는 발현되지 않았다 (그림 1).
이러한 EAR-3gene은 방광암의 병기와 세포분화도 차이에 따른

통계적인 유의성없이 모든 종양조직에서 음성으로 나타났다 (p
>0.05)(표 2).
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그림 1.RT-PCR productanalysisbyagarosegelelectrophoresis
and ethidium bromide.itshowsEAR-3genein bladdercancer
tissue(C)andnormalbladdertissue(N)foreachpatientswith
intensityrate;thesecondlinerepresentsinternalcontrolβ-actin
loading.
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표 2.EAR-3mRNA-positivecasenumbersandsensitivityresults
betweensuperficialandinvasivetumortypes　　　
━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

Variable Patients PositiveEAR-3PCR
───────────────────────────────────

Stage
pTa 2 0(0%)
pT1 24 0(0%)
pT2 9 0(0%)
pT4 4 0(0%)

───────────────────────────────────
Grade

low 17 0(0%)
high 22 0(0%)

───────────────────────────────────
NLtissue 39 39(100%)

───────────────────────────────────
Numbers in parentheses are percentages. These percentages
indicatethesensitivityoftheRT-PCRmethodforEAR-3.
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Ⅳ.고찰
종양형성은 많은 종양유전자들과 종양억제물질들이 관여되어 이루

어지는 복잡한 다단계의 과정으로 인간에게 발생하는 다양한 종양들
에 대해 그 형성에 관여하는 인자들에 대한 연구는 지금까지 계속되
고 있으나,현재까지 종양형성에 관여하는 인자들은 제한적으로만 밝
혀진 상태이다.요로생식기계 악성 종양중 가장 치명적인 질환들 중
의 하나로 최근 부각되고 있는 방광암의 경우도 형성,진행,재발 및
예후척도에 대해 많은 인자들이 보고되고 있으나,현재까지 임상에
적용할 만큼 효과적인 인자는 아직 없는 상태로 질환의 조기 진단을
위한 새로운 분자학적 표지자에 대한 연구는 계속되고 있다.
새로운 분자학적 표지자의 대상으로는 정상조직과 종양조직사이에

다르게 발현되는 유전자들 또는 그로 인한 단백질산물들이 될 수 있
다.이에 저자들은 같은 환자의 방광암조직과 정상방광조직을 구별하
여 두 조직에서의 mRNA의 발현차이를 보이는 유전자를 탐색한 후
이를 RT-PCR을 통해 확인하였다.즉,방광이행상피세포암조직과 정
상방광조직을 대상으로 두 조직에서의 mRNA의 발현차이를 보이는
유전자를 탐색하기위해 Hwang등19-22의 연구에 의해 유용하다고 밝
혀진 ACP-basedGeneFishingTM PCR를 시행하여 우선 두 조직간에
다르게 발현된 유전자들을 파악하였다.그 결과 정상조직에서는 발현
되는 mRNA band1개가 종양조직에서는 발현되지 않는 것으로 나타
나,그 특정 mRNA band를 상기 과정에 기술한 대로의 처리과정을
거쳐 논문 검색을 한 결과 EAR-3gene으로 밝혀졌다.
이러한 EAR-3gene이 실제 다른 환자들에서도 정상조직에서만 발

현되고 종양조직에서는 발현되지 않는지 확인하기 위해 39명의 환자
들을 대상으로 EAR-3gene에 대한 RT-PCR을 시행하였다.그 결과
39명의 환자 모두에서 정상조직에서만 EAR-3gene이 발현하는 것으
로 나타났고,방광이행상피세포암조직에서는 발현하지 않는 것으로
나타났다.종양조직에서 EAR-3gene이 발현되지 않는 것은 종양의
병기,세포분화도와는 상관없이 모든 종양조직에서 동일하게 관찰되
었다.
저자들의 연구에서 정상방광조직에서만 존재하고 방광이행상피세포

암조직에서는 존재하지 않는 것으로 나타난 EAR-3gene은 1988년
Miyajima 등23에 의한 cDNA cloning을 통한 분석에 의해 밝혀진
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humanv-erbA relatedgenes중의 하나로,이 독립적인 연구와는 별
도로 처음에는 chicken ovalbumin promoter내의 direct repeat
regulatoryelement에 결합하는 homodimer로 발견되어 이에 chicken
ovalbuminupstream promoter-transcriptionfactorI(COUP-TFI)로
명칭되었고,이후에 이어 COUP-TFII가 발견되어 그것 또한 다른 연
구진들에 의해 apolipoproteinregulatingprotein1(ARP-1)으로 독립
적으로 clone되어 밝혀져 그동안 연구되었다.24-28이처럼 같은 region
에 대해 여러 명칭들이 존재하는 것은 특히 발견의 순간에 그들의 기
능에 의해 묘사될 수 없는 orphanreceptors의 경우 급한 문제를 야
기하여 중복된 region에 대한 명칭들의 과잉으로 인해 혼란이 점점
증가하고 새로운 지식을 획득하는데 장애물로 작용하게 되었다.이에
nuclearreceptorsuperfamily에 대한 통일된 명칭체계를 사용하자는
주장이 제시되어 현재 EAR-3/COUP-TFI는 NR2F1으로 분류되고 있
고,ARP-1/COUP-TFII는 NR2F2로 분류되어 표기되고 있다.29
Nuclearreceptors는 ligand-activatedtranscriptionfactors로 이에

속하는 steroid/thyroidhormonereceptor(TR)superfamily는 세포발
달,분화,항상성 유지에 관여하는 중요한 기능을 한다.30ligand가 없
는 경우 nuclearreceptor는 nuclearcorepressor(NCoR),silencing
mediatorofretinoid and thyroid receptors (SMRT),SUN-CoR,
Alien등과 같은 여러 corepressors와 결합함으로서 다양한 histone
deacetylasecomplexes를 동원하여 결과적으로 promoterregion주위
의 chromatin내의 histones의 deacetylation을 가져와 대상 gene의 발
현억제효과를 나타낸다.31-34기원이 같은 (cognate)ligand와 결합하는
경우 수용체의 ligand-bindingdomain(LBD)에 중심된 입체형태적인
변화가 발생하여,corepressors와 분리되고,coactivators와 histone
acetyltransferases를 동원하게 되어 promoter region의 결과적인
histoneacetylation과 대상 gene의 발현을 가져오게 된다.35
Orphan receptor는 ligands가 아직까지 밝혀지지 않은 nuclear

receptor를 의미하는 것으로 COUP-TFs는 그동안 가장 많은 연구가
이루어져 온 orphanreceptors중의 하나로,sequence를 분석한 결과
steroid/TRsuperfamily의 member에 속하는 것으로 밝혀졌다.기존의
많은 연구들에 의하면 EAR-3/COUP-TFI과 ARP-1/COUP-TFII는
여러 기관들에서 발현되는 서로 밀접히 연관된 transcriptionfactors
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로 신경발생,기관발생,세포의 운명결정,대사적 항상성유지와 같은
여러 중요한 생물학적 과정들의 조절에 관여한다.두 genes는 특별한
homology와 서로 겹치는 발현양상들을 보여 중복된 기능들을 나타낼
수 있을 것으로 제시되고 있으나,각각의 인자는 발생도중 서로 구별
되는 고유의 발현특징을 보인다고 한다.36-38
COUP-TFs는 homodimer를 형성하거나 retinoidXreceptor(RXR)

와 몇몇의 다른 nuclearreceptors과 heterodimer를 형성하여 다양한
spacings의 불완전한 AGGTCA direct또는 invertedrepeats를 포함
한 다양한 responseelements에 결합한다.39,40연구 초기에는 chicken
ovalbumingene의 transcriptionalactivator로 밝혀졌지만,25일반적으
로는 retinoidacidreceptor(RAR),TR,vitaminD receptor(VDR),
peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR), hepatocyte
nuclearfactor4(HNF4)등과 같은 다른 nuclearhormonereceptors
에 대한 transcriptionalrepressors로 알려지고 있다.40-42COUP-TFs
의 억제효과를 설명하는 4가지 기전은 현재까지 다음과 같다.첫 번
째 기전은 결합부위 선점에 대한 경쟁으로,COUP-TFs는 PPAR,
VDR,TR,RAR에 의한 대상 gene의 hormonalinduction을 이용가능
한 결합부위에 대한 수용체들과의 직접적인 경쟁을 통해 억제한다.
이러한 억제는 RAR의 발현증가에 의해 해소되는데 이는 대상 수용체
의 retinoid response element결합에 대해 경쟁함으로서 retinoid
response를 음성적으로 조절할 수 있다는 것을 제시하는 것으로 다른
수용체들과도 비슷한 기전으로 억제하는 것으로 밝혀지고 있다.두
번째 기전은 RXR과의 경쟁으로 RAR,TR,VDR,PPAR,그리고 다
른 orphan receptors과 일반적인 heterodimericpartner로 작용하는
RXR과 DNA-binding heterodimers를 형성하여,결과적으로 RXR를
격리하는 효과를 가져와 RXR의 이용가능한 농도를 감소시킨다.RXR
의 감소는 간접적으로 TR,VDR,RAR,PPAR의 DNA 결합 친화력을
감소시켜 이러한 수용체들이 대상 genes를 활성화시키는 잠재능력을
방해하게 된다.세 번째 기전은 적극적인 억제 (activerepression)로
COUP-TFs가 TR,RAR의 경우와 비슷한 추정의 LBD의 c-terminus
내에 적극적인 silencingdomain을 가지고 있다는 것이다.다양한 집
단의 transactivators를 억제할 수 있다는 것은 TR,RARsubfamily의
members에 흔한 corepressors를 이용하여 체내에서 억제물질로 작용
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할 수 있다는 것으로,특정 ligands가 없을 경우 histonedeacetylases
와 연관되는 RAR/RXR,TR/RXR의 경우와 비슷한 기전으로 전사를
억제할 수 있다고 생각되어진다.네 번째 기전은 transrepression으로
nuclearhormonereceptors의 LBD에 직접 결합함으로서 전사를 억제
하는 것으로 그들의 cognateresponseelements없이 LBD-LBD 상호
관계를 통해 DNA에 구속될 수 있는 것을 의미한다.
이러한 억제기능 외에 COUP-TFs는 많은 다른 genes에 대해 양성

적인 조절인자들로 작용할 수도 있다.첫 번째 기전은 DNA response
element에 결합함으로서 직접적인 활성화를 일으키는 것이고,두 번
째 기전은 전사 활성화에 대해 보조적인 인자들로 작용함으로서 간접
적인 활성화를 일으키는 것이다.세 번째 기전은 DNA-boundfactor
에 대해 단백질-단백질 상호작용으로 활성화하는 것이다.이처럼
COUP-TFs은 gene발현에 활성화물질,또는 억제물질로 작용할 수
있으나 아직까지 이러한 기능적인 양면성의 기전에 대해서는 정확히
알려져 있지 않은 상태로 일부 기전은 COUP-TFs와 작용하는
coregulatorproteins의 종류에 따라 달라질 수 있고,또한 대상 genes
의 promoter환경에 따라서도 달라질 수 있다고 추측되어 지고 있
다.43
최근에는 방광암을 포함한 여러 악성종양들의 치료 및 예방을 위한

약제로 각광받아 많은 연구가 이루어지고 있는 retinoids의 치료효과
에 COUP-TFs가 연관되어 있다는 여러 연구들이 보고되고 있다.이
러한 retinoids의 효과는 RAR,RXR의 두 가지 수용체에 의해 주로
매개되는데,세 개의 다른 genes(α,β,γ)에 의해 암호화되고 주로
RXR/RAR heterodimers의 형태로 체내에서 transcription factors로
작용한다.이러한 수용체들에 retinoids가 결합하면 수용체의 입체형태
적인 변화를 야기하여 RA responseelements(RAREs)를 포함하는
genes의 전사를 작동시킨다.retinoidreceptors는 RAREs를 포함하는
genes에 대한 양성적인 조절 외에,그들의 ligands에 반응하여 tumor
promoter인 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate(TPA)와 종양세포
증식에 관여하는 activatorprotein1(AP-1)complex의 구성요소인
원발암유전자 c-Jun과 c-Fos의 transcriptionalactivity에 의해 유발
되는 효과들을 억제할 수 있다.TPA 또는 TPA responseelements
(TREs)를 통한 c-Jun/c-Fos에 의한 AP-1responsivegenes의 활성
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화는 ligand에 의존하는 방식으로 retinoidreceptors에 의해 억제되고,
이와 반대로 AP-1은 retinoidreceptors의 transactivation을 억제하는
효과를 나타낸다.이러한 상호적인 antagonism은 세포성장 및 분화조
절에 중요한 역할을 하는 것으로 나타나고 있으나,retinoids가 AP-1
의 기능을 억제하는 기전은 아직까지 명확하지 않은 상태이다.기존
의 연구들에 따르면 COUP-TFs는 여러 RAREs에 결합하는 높은 친
화력 또는 RXR과의 heterodimerization을 통해 retinoidresponse를
조절할 수 있다고 하였고, 최근 연구들에서는 COUP-TFs가
trans-RA에 의한 종양세포 성장억제에 필요하고,COUP-TFs의 효과
가 부분적으로 여러 종양세포들에서 retinoids에 의한 성장억제를 매
개하는 RARβ를 유도하기 때문인 것으로 밝혀지기도 하였다.또한
COUP-TFs발현과 AP-1활동성을 억제하는 trans-RA의 능력이 여
러 종양세포주 (cancercellline)들에서 양성적인 연관성이 있음이 보
고되었고,COUP-TFs의 발현은 trans-RA 의존적인 또는 비의존적인
방식으로 TPA에 의한 AP-1 transactivation과 c-Jun/c-Fos의
transactivation을 강력히 억제한다고 하였다.trans-RA에 의한 AP-1
antagonism을 항진하는 COUP-TFs의 효과는 RARs의 발현이 있어
야 나타났는데 이를 통해 COUP-TFs과 AP-1의 상호작용이 종양세
포들에서의 retinoids의 anti-AP-1활동성을 조절하는데 연관되어 있
고,retinoid와 AP-1의 signaling사이의 cross-talk에 COUP-TFs가
중요한 역할을 할 것이라고 제시되었다.RA에 저항성을 나타내는 종
양세포주들의 대부분에서 COUP-TFs가 발현되지 않는 것으로 보아
종양세포들에서 RA 저항성획득에 COUP-TFs의 발현소실이 중요한
기전으로 작용할 것으로 추측되었다.COUP-TFs의 발현이 RARβ의
발현과 RA의 항암작용에 필수적이라는 연구결과는 COUP-TFs발현
의 소실기전을 이해하는 것이 종양세포에서의 retinoid저항성과 연관
된 결손들을 이해하는데 중요할 것이라는 것을 추측할 수 있게 하고,
유방암 발생 조기단계에 RARβ 발현이 소실된다는 것은 COUP-TFs
가 종양발생에 역할을 할 수도 있다는 것을 암시하게 한다.44-48
본 연구에서 저자들은 EAR-3/COUP-TFImRNA가 정상방광조직

에서는 발현되나 방광이행상피세포암조직에서는 발현되지 않는 것을
확인함으로서 EAR-3/COUP-TFIgene이 방광이행상피세포암의 발생
과정에도 역할을 할 수도 있다는 것을 제시하였고,이러한 방광암조
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직들은 retinoids에 대한 저항성을 나타낼 것으로 추측할 수 있었다.
앞서 언급한 연구들에서 제기되었던 것처럼 EAR-3/COUP-TFI이 그
들의 ligands에 의해 anti-AP-1활동성을 조절하는지,또한 그렇다면
어떠한 기전에 의해 그런 작용을 하는지에 대한 질문이 해결되어야
하는 상황으로 결국 orphanreceptor인 EAR-3/COUP-TFI의 기능을
이해하기 위해서는 대상 genes와 ligands파악을 위한 추가적인 연구
가 지속되어야 하며 이를 통해 최종적으로 세포발생과 생존에 필수적
인 orphan receptors의 신호전달경로에 대한 해명이 가능하게 되어
전사조절에 대한 새로운 기전을 발견할 수 있을 것이다.
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Ⅴ.결론
방광이행상피세포암의 조기 진단 및 질환의 진행예측을 위한 효과

적인 분자학적 표지자는 아직까지 존재하지 않는 상태이다.정상방광
조직과 방광암조직간에 다르게 발현되는 새로운 유전자를 확인함으로
서 방광암에 대한 새로운 표지자의 대상을 찾고자 하는 연구를 한 결
과 EAR-3/COUP-TFIgene이 정상방광조직에서만 발현되고 방광이
행상피세포암조직에서는 발현되지 않는다는 것을 발견하였다.이를
통해 저자들은 EAR-3/COUP-TFIgene이 방광이행상피세포암의 발
생과정에도 역할을 할 수도 있다는 것을 제시하였고,이러한 방광암
조직들은 retinoids에 대한 저항성을 나타낼 것으로 추측할 수 있었다.
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AAAbbbssstttrrraaacccttt

Analysisofhumanv-erbA relatedEAR-3gene
inthedevelopmentof

bladdertransitionalcellcarcinoma

WonSikHam

DepartmentofMedicine
TheGraduateSchool,YonseiUniversity

(DirectedbyProfessorYoungDeukChoi)

Purpose:Bladdercanceris one ofthe mostcommon diseases
among urogenitalcancersand itsprognosisisrelated totumor
gradeandstage.Becausethesepathologicalchangesandclinical
manifestationsareprecededbymolecularalterations,new molecular
markersareneededinearlydiagnosisofthedisease.New target
molecularbiomarkerscanbedifferentiallyexpressedgenes(DEGs)
ortheirproteinproductsbetweennormalandcancertissues.We
triedtofindanew DEG betweennormalandcancertissuesand
demonstrate thatitmay be related to the developmentofthe
bladdercancer.
MaterialsandMethods:Bladdercancertissueswereobtainedfrom
39 patients with urothelialcellcarcinoma (UCC),treated by
transurethralresectionoftumor(TURT)since2002.Biopsiesfrom
normalurothelium,obtainedfrom thesamepatientsduringTURT
wereused asnormalbladdertissues.Wecompared themRNA
profiles between normaland cancer tissues using ACP-based
GenefishingTM PCR to identify theDEGsin normaland cancer
tissuesofonesamepatient.TovalidatetheresultofACP-based
GeneFishingTM PCR,RT-PCR was performed on those of39
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patients and those results were correlated to clinicopathologic
parameters.
Results:AccordingtotheresultofACP-basedGenefishingTM PCR,
EAR-3genewhichwasfoundasoneofDEGsbetweennormal
andcancertissueswasclonedonlyinnormaltissuesbutcancer
tissues.TheexpressionpatternthatEAR-3genewasexpressed
only in normaltissues butcancer tissues irrespective ofthe
clinicopathologic parameters was confirmed by RT-PCR in 39
patients.
Conclusions:EAR-3genewasexpressedonly in normaltissues
butcancertissues.Therefore,wesuggestedthatEAR-3genemay
bealsoplay arolein bladdercancerdevelopmentand retinoid
resistancewillbeobservedinthesebladdercancertissues.
����������������������������������������������������������������������

Key Words :bladder cancer,ACP-based GeneFishingTM PCR,
RT-PCR,EAR-3gene
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