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국문요약 

 

NK 세포의 세포독성을 증가시키는 새로운 물질과 

그 유도체들의 항암효과 및 작용기전 

 

자연살해세포(natural killer cell; NK 세포)는 바이러스에 

감염된 세포나 종양세포에 대한 선천적 면역 작용에 중요한 

역할을 하는 세포이다. 이러한 NK 세포의 활성화를 유도 

함으로서 세포독성을 증가시키는 새로운 물질을 발견하여 

종양의 치료를 위한 새로운 면역 조절제 후보물질 개발에 

기여하고자 본 연구를 시작하였다. 최근 우리 연구팀에서는 

Gö6983이 NK 세포를 활성화시켜 암세포에 대한 세포독성을 

증가시킨다는 사실을 밝혀냈다. 이러한 사실을 바탕으로 

Gö6983보다 더 효과적으로 NK 세포의 활성화를 유도하는 

물질을 찾아내기 위해 Gö6983을 포함, 총 27종류의 NK 세포 

활성화 물질(NK cell activating molecule; NKAM) 유도체들을 

합성하였다. 이들 NKAM 유도체를 NK 세포에 처리하여 NCR 

(natural cytotoxicity receptor)과 death ligands의 발현량을 

확인 함으로서 NK 세포의 활성을 효과적으로 증가시키는 
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NKAM125, 126, 127을 선별하였다. 그 중에서도 가장 

효과적인 것으로 생각되는 NKAM127을 NK 세포에 처리한 

결과 NKAM101을 처리한 경우 보다 세포독성이 증가되는 

것을 확인할 수 있었다. 그리고 NKAM이 NK 세포의 활성을 

유도하는 작용기전에 대한 연구를 수행하였다. 그 결과 

NKAM이 NCR의 세포 표면 발현량을 증가시킬 뿐만 아니라 

NCR mRNA의 발현도 어느 정도 증가시키는 것을 확인하였다. 

뿐만 아니라 합성된 단백질의 세포 내 이동에 중요한 역할을 

하는 골지체의 기능에도 NKAM이 관여하여 NCR과 death 

ligands의 발현량을 조절한다는 것을 확인하였다. 본 연구를 

통해 총 27종류의 NKAM 유도체 물질 중 NKAM125, 126, 

127이 NK 세포 활성화 유도효과가 가장 높아 종양의 치료를 

위한 새로운 면역 조절제 후보물질로서의 가능성이 높다는 것을 

밝혀내었고, 또한 이들 NKAM의 작용기전에 대한 이해를 도울 

수 있는 기초연구 데이터를 수립하였다. 

 

 

-----------------------------------

핵심 되는 말 : NK 세포, NCR, death ligand, granzyme B, 

perforin, 세포독성, 종양세포 
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NK 세포의 세포독성을 증가시키는 새로운 물질과 

그 유도체들의 항암효과 및 작용기전 

 

<지도교수 김종선> 

 

연세대학교 대학원 의과학과 

 

김 소 영 

 

 

Ⅰ. 서론 

 

현재까지 암환자의 치료에는 수술요법, 화학요법, 방사선요법, 

면역요법 등이 수행되어져 왔다. 화학요법이나 방사선요법은 

암세포뿐만 아니라 정상세포까지도 죽게 만드는 심각한 부작용으로 

인해 많은 문제가 되어왔고, 수술은 암세포가 전이된 경우 완치가 

어렵다는 문제점이 있다. 이로 인해 최근에는 암의 완치를 위해 이들 

전통적인 암 치료법 이외에도 효과적인 면역요법의 개발이 필요한 

상황이며, 면역기능의 활성화를 유도 함으로서 부작용이 없는 치료를 

하고자 많은 연구가 진행되고 있다. 이러한 최근의 연구동향에 

맞추어 면역세포를 활성화시키는 새로운 물질을 발견하여 부작용 

없이 암을 치료할 수 있는 면역 조절제 후보물질 개발에 일조하고자 
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본 연구를 시작하였다. 

자연살해세포(natural killer cell; NK 세포)는 골수로부터 

유래되는 림프구의 일종으로 표면에 표지(marker)로서 CD16, 

CD56을 발현하고 있지만 CD3는 발현하고 있지 않다1. NK 세포는 

바이러스에 감염된 세포나 종양세포 등에 대해서 강력한 면역작용을 

나타내는 대표적인 자연면역(innate immunity) 세포로 알려져 있다2. 

NK 세포는 항원의 자극 없이도 표적세포를 죽이는 능력을 갖고 

있으며3, 4, 현재까지 다양한 연구를 통해 이들 NK 세포가 종양세포의 

사멸을 유도하는 다양한 작용기전이 알려져 있다5. 

NK 세포는 세포독성을 나타내는 다양한 granules를 세포 

밖으로 분비하여 종양세포의 용해를 유도한다. NK 세포가 생성하여 

분비하는 granule에 포함되어 있는 단백질 중 하나인 perforin은 

종양세포의 세포막에 모여 집합체를 이루어 세포 표면에 일반적인 

단백질이 모두 빠져나올 정도의 큰 구멍을 형성해 세포의 괴사를 

유도한다6. NK 세포가 분비하는 granule에 포함되어 있는 또 다른 

단백질인 granzyme은 perforin에 의해 생성된 종양세포 표면의 

구멍을 통해 세포 내로 들어가 세포고사를 유도하는 것으로 알려져 

있다7, 8. 

NK 세포가 종양세포의 세포사를 유도하는 데에는 NK 세포 
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표면의 death ligand와 그에 특이적인 종양세포 표면의 수용체(death 

receptor)간의 상호작용 또한 중요한 역할을 한다고 알려져 있다. 

특히 종양세포의 death receptor 중의 하나인 Fas와 NK 세포의 

ligand인 FasL간의 상호작용, 종양세포의 TNF-related 

apoptosis-inducing ligand (TRAIL) receptor (DR4, DR5)와 NK 

세포의 ligand인 TRAIL간의 상호작용이 잘 알려져 있다9-11. 

종양세포 표면의 death receptor는 NK 세포 표면의 death ligand와 

결합하여 세포 내로 특정 신호를 전달하고 이로 인해서 종양세포의 

세포고사가 유도되는데, 종양세포의 death receptor에 NK 세포의 

death ligand가 결합하게 되면 세포 내의 caspase-8, -10이 활성화 

되고 이로 인해 caspase-3, -7이 활성화되어 결과적으로 

종양세포의 세포고사가 유도된다12, 13. 

NK 세포는 표면에 다양한 수용체를 발현하고 있다. 이들 

수용체는 크게 NK 세포에 활성화 신호를 주는 활성화 수용체 

(activating receptor)와 억제 신호를 주는 억제 수용체(inhibitory 

receptor)로 나누어지고, NK 세포의 활성화는 이 두 종류의 수용체 

사이의 균형에 의해 조절이 된다14. NK 세포의 활성화를 억제시키는 

억제 수용체에는 CD94/NKG2A, B, KIR2DL과 Ly49A등이 있다15. 

이들 억제 수용체에는 immunoreceptor tyrosine based inhibition 
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motif (ITIM)가 존재하고 있어 NK 세포의 활성화 억제 신호 전달에 

중요한 작용을 한다16, 17. 또한 NK 세포에 활성화 신호를 전달 

함으로서 여러 가지 독성 분자를 생성하도록 유도하여 표적세포에 

대한 세포독성(cytotoxicity)을 증가시키는 역할을 하는 활성화 

수용체에는 대표적으로 natural cytotoxicity receptors (NCRs), 

NKG2D와 2B4 등이 있는데, 이들 수용체 중에서도 NK 세포의 

세포독성과 복잡한 관계가 있는 것으로 알려진 가장 중요한 수용체가 

바로 NCR이다. 최근까지 밝혀진 NCR의 종류에는 NKp46, NKp44와 

NKp30으로 알려진 NCR1, 2, 3가 있다18-20. NKp46 (NCR1)과 

NKp30 (NCR3)의 경우 활성화되지 않은 휴식상태의 NK 세포와 

활성화된 NK 세포 모두에서 발현되어 있는 것으로 알려져 있지만, 

NKp44 (NCR2)의 경우 활성화된 NK 세포에서만 발현되어 있다고 

알려져 있다21, 22. NKp46의 extracellular domain은 2개의 C2-type 

Ig-like domain으로 이루어져 있고, intracellular domain은 CD3ζ, 

FcεRⅠγ와 결합되어 있다. 또한 NKp44의 extracellular domain은 

1개의 Ig-like V domain으로 이루어져 있고, intracellular domain은 

DAP12와 결합되어 있다. NKp30의 extracellular domain은 1개의 

Ig-like V domain으로 이루어져 있고, intracellular domain은 

CD3ζ와 결합되어 있다17. NCR에 의해 인식되는 ligand는 아직 
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밝혀지지 않은 상태이지만, NCR에 의해 신호가 전달되면 세포 내의 

Syk 분자가 활성화되어 다양한 신호 전달 분자의 활성화를 유도한다. 

이로 인해 ERK가 활성화되어 NK 세포의 세포독성을 증가시키며, 항 

종양효과를 나타내는 각종 cytokine의 분비를 촉진시킨다23. NCR의 

표면 발현량이 높은 NK 세포의 경우 발현량이 적은 경우에 비해 

세포독성이 강해진다는 사실이 밝혀져 있어 NCR의 발현량은 NK 

세포의 활성화 정도를 평가하는 척도로도 이용되고 있다21, 22, 24. NK 

세포가 종양세포를 인식하여 세포사멸을 유도하는 데는 이와 같이 

다양한 분자들 간의 상호작용이 관여되어 있다. 

단백질 인산화 효소 C (protein kinase C; PKC)는 단백질의 

serine이나 threonine 부위를 인산화시키는 효소이다25. 현재까지의 

여러 연구결과를 통해서 다양한 PKC의 활성화는 NK 세포의 기능에 

긍정적인 효과를 나타낸다는 사실이 밝혀져 있다26-28. PKC의 활성 

억제제로는 Gö6976, Gö6983, Rottlerin, Bisindolylmaleimide Ⅲ 

(Bis Ⅲ)등이 알려져 있다29-31. 최근 우리 연구팀에서는 PKC의 

저해제로 알려져 있는 bisindolylmaleimide의 일종인 Gö6983이 

NCR 발현량과 death ligands의 발현량을 효과적으로 증가 시키면서 

NK 세포의 활성화를 유도한다는 사실을 밝혀냈다. 이러한 

연구결과를 바탕으로 Gö6983보다 효과적으로 NK 세포의 활성화를 
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유도하여 더 뛰어난 항암효과를 기대할 수 있는 물질을 찾아내어 

새로운 면역 조절제 후보물질 개발에 기여하고자 본 연구를 

시작하였다. 

본 연구를 위해 Gö6983의 화학적 구조를 바탕으로 하여 새롭게 

총 26종류의 유도체를 연세대학교 화학과의 태진성 교수 연구팀에 

의뢰하여 합성하였다. Gö6983을 비롯한 이들 유도체들은 NK 세포 

활성화 물질(NK cell activating molecule; NKAM) 후보물질로서 

이후 NKAM으로 약칭한다. 이들 NKAM을 각각 NK 세포에 

처리하여 NK 세포 활성화의 지표가 되는 NCR, death ligands, 

granzyme B, perforin 발현량의 변화를 확인하여 NK 세포의 활성을 

효과적으로 유도하는 NKAM을 선별하고, 실제로 이들 NKAM에 

의해 활성화된 NK 세포가 종양세포를 보다 효과적으로 죽이는지 

확인하고자 하였다. 그리고 이러한 연구결과를 종합적으로 분석하여 

NK 세포의 활성화 유도효과가 뛰어난 특정 NKAM을 선별하여 

새로운 면역 조절제 후보물질로서 제시하고자 하였다. 또한 NKAM이 

NK 세포의 NCR과 death ligands의 발현량을 조절하여 활성화를 

유도하는 작용기전에 대한 연구를 진행하고자 하였다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 

1. 1. 1. 1. NK NK NK NK 세포세포세포세포    활성화활성화활성화활성화    물질물질물질물질((((NKAMNKAMNKAMNKAM))))의의의의    유도체유도체유도체유도체    합성합성합성합성    

Gö6893을 포함, 총 27종류의 유도체들을 공동 연구팀인 

연세대학교 화학과의 태진성 교수 연구팀에 의뢰하여 합성하였다. 

기존에 보고된 bisindolylmaleimide 합성 방법32, 33에 의거하여 이들 

Gö6893 유도체들(이하 NKAM이라 통칭함)을 합성하였다. 

 

2. 2. 2. 2. NKNKNKNK    세포의세포의세포의세포의    분리분리분리분리    

NK 세포는 건강한 공여자로부터 혈액을 제공받아 RosetteSep 

NK enrichment antibody cocktail (StemCell Technologies, 

Vancouver, B.C. Canada)을 이용하여 전혈에서 분리하였다. 혈액 1 

mL당 RosetteSep NK enrichment cocktail을 50 μL씩 섞어준 후 

20 분간 상온에서 반응시켰다. 이 혈액과 2%의 우태아혈청(fetal 

bovine serum : FBS (GIBCO, Grand Island, N.Y. USA))이 포함된 

인산 염 완충용액(PBS, pH 7.4)을 동량으로 섞어주어 2배 희석한 후, 

Ficoll-plaque (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden)층 

위에 올려 1600 rpm의 속도로 20 분간 원심 분리 하였다. 원심 

분리된 NK 세포층을 따로 분리하여 2% FBS가 포함된 인산 염 
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완충용액을 이용하여 두 번 세척하였다. 이렇게 얻은 NK 세포는 

10% FBS가 포함된 RPMI 1640 media를 이용하여 37℃, 5% CO2 

조건에서 배양하였다. 

 

3. 3. 3. 3. PPPPeripheral blood mononuclear celleripheral blood mononuclear celleripheral blood mononuclear celleripheral blood mononuclear cell (PBMC (PBMC (PBMC (PBMC) ) ) ) 분리분리분리분리    

PBMC는 건강한 공여자로부터 혈액을 제공받아 Ficoll-plaque를 

이용하여 분리하였다. 혈액과 RPMI 1640 media를 동량으로 

섞어주어 2배 희석한 후, Ficoll-plaque층 위에 올려 1600 rpm의 

속도로 20 분간 원심 분리 하였다. 원심 분리된 PBMC층을 따로 

분리하여 RPMI 1640 media를 이용하여 두 번 세척하였다. 이렇게 

얻은 PBMC는 10% FBS가 포함된 RPMI 1640 media를 이용하여 

37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다. 

    

4. 4. 4. 4. 세포주세포주세포주세포주    배양배양배양배양    

자궁 경부 암 세포주인 HeLa (ATCC CCL 13)는 10%의 FBS가 

포함된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)을 

이용하여 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다. HeLa는 NKAM 

자체의 암세포에 대한 세포독성을 확인하는데 표적세포로 사용하였다. 

간암 세포주인 Hep3B (ATCC HB8064)와 HepG2 (ATCC 
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HB8065)는 10%의 FBS가 포함된 MEM 배지를 이용하여 37℃, 5% 

CO2 조건에서 배양하였다. Hep3B와 HepG2, HeLa 세 종류의 암 

세포주는 NK 세포의 세포독성을 확인하는 실험의 표적세포로 

사용하였다.  

 

5. Flow cytometic analysis5. Flow cytometic analysis5. Flow cytometic analysis5. Flow cytometic analysis        

NK 세포 표면의 NCR (NKp30, NKp44, NKp46)과 death 

ligands (TRAIL, FasL)의 발현량을 flow cytometric analysis를 

통해 확인하였다. NKAM을 처리하여 5% CO2, 37℃의 환경에서 24 

시간 동안 배양한 NK 세포를 차가운 인산 염 완충용액을 이용하여 

두 번 세척하였다. anti-NKp30, anti-NKp44, anti-NKp46 

(Beckman Coulter Company, Marseille, France) 혹은 anti-human 

FasL, anti-human TRAIL (Bioregend, San Diego, CA, USA)등의 

항체를 각각 NK 세포에 처리하여 4℃에서 빛을 차단한 상태로 1 

시간 동안 반응시킨 후 다시 차가운 인산 염 완충용액을 이용하여 

세포를 두 번 세척하였다. 세포를 적정양의 인산 염 완충용액에 

부유시킨 후 FACS calibur flow cytometer (Becton Dickinson 

Bioscience, Lincoln Park, NJ, USA)를 이용하여 각각의 NCR과 

death ligands의 발현량을 비교, 분석하였다. 실험결과는 NKAM을 
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처리한 그룹의 대조군(아무것도 처리하지 않은 그룹)에 대한 비율로 

나타내었다. 

NK 세포 내부의 granule에 포함된 granzyme B와 perforin의 

발현량을 확인하기 위해 역시 flow cytometric analysis를 

수행하였다. 혈액으로부터 분리한 NK 세포에 Golgistop (protein 

transport inhibitor (containing monensin) - Becton Dickinson 

Bioscience)을 4 시간 동안 처리한 후 인산 염 완충용액을 이용하여 

두 번 세척하였다. 이 NK 세포에 NKAM을 처리하여 5% CO2, 

37℃의 환경에서 24 시간 동안 배양하였다. 배양한 NK 세포를 

0.1%의 BSA (Sigma, Saint Louis, Missouri, USA)가 포함된 차가운 

인산 염 완충용액을 이용하여 두 번 세척한 후 2%의 para- 

formaldehyde (Sigma)에 세포를 부유시켜 4℃의 빛을 차단한 

환경에서 15 분간 배양 함으로서 세포를 고정시켰다. 그 후 다시 

0.1%의 BSA가 포함된 차가운 인산 염 완충용액을 이용하여 두 번 

세척한 후 0.1%의 saponin (Sigma)이 포함된 차가운 인산 염 

완충용액에 세포를 부유시켜 4℃의 빛이 차단된 환경에서 15 분간 

배양하였다. 0.1%의 BSA가 포함된 차가운 인산 염 완충용액을 

이용하여 세포를 두 번 세척한 후 anti-granzyme B 혹은 

anti-perforin (BD Bioscience) 항체를 각각 세포에 처리하여 
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4℃에서 빛을 차단한 상태로 1 시간 동안 반응시켰다. 다시 0.1%의 

BSA가 포함된 차가운 인산 염 완충용액을 이용하여 세포를 두 번 

세척한 후 세포를 적정양의 0.1%의 BSA가 포함된 인산 염 

완충용액에 부유시켜 FACS calibur flow cytometer (BD 

Bioscience)를 이용하여 세포 내부의 granzyme B와 perforin의 

발현량을 분석하였다. 실험결과는 NKAM을 처리한 그룹의 대조군에 

대한 비율로 나타내었다. 

 

6666. [. [. [. [3333H]H]H]H]----thymidine release assaythymidine release assaythymidine release assaythymidine release assay (JAM  (JAM  (JAM  (JAM testtesttesttest))))    

[3H]-thymidine release assay (JAM test)를 통해서 NK 

세포에 의한 암 세포주의 세포사를 측정하였다. 표적 암 세포주를 

96-well plate에 분주하고 24 시간 배양하였다. 여기에 [3H]- 

thymidine (37 MBq/ml, PerkinElmer Life and Analytical Sciences, 

Shelton, CT, USA)을 2 μCi/mL의 농도로 배지에 섞어주어 5% CO2, 

37℃의 환경에서 24 시간 동안 배양한 후 표적세포를 인산 염 

완충용액을 이용하여 두 번 세척하였다. NKAM을 처리하여 5% CO2, 

37℃의 환경에서 4 시간 동안 배양한 NK 세포와 표적세포를 3:1의 

비율에 맞춰 섞어주어 2 시간 동안 함께 배양한 후 96-well 

harvester를 이용하여 세포와 배지를 모두 glass fiber filter (size 
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90·120 mm; Wallac, Turkr, Finland)로 옮겼다. Filter를 여러 번 

세척하고 말린 후 scintillator sheet (Meltilex, Wallac)를 녹여 

filter를 코팅하였다. 그 후 1450 MicroBeta TriLux (PerkinElmer 

Life and Analytical Sciences)를 이용하여 방사능을 측정하였고, 

표적세포의 세포사 백분율은 다음과 같이 계산하였다. 

세포사 백분율 = (control value - experimental value)/control 

value × 100 

 

7777. Non. Non. Non. Non----radioactive cytotoxicity assayradioactive cytotoxicity assayradioactive cytotoxicity assayradioactive cytotoxicity assay (LDH assay (LDH assay (LDH assay (LDH assay))))    

자궁 경부 암 세포주인 HeLa와 정상세포인 PBMC에 NKAM을 

처리하고 8 시간 후 세포가 죽으면서 분비하는 lactate 

dehydrogenase (LDH)의 양을 측정하여 세포의 용해를 확인하였다. 

먼저 HeLa 세포를 96-well plate에 분주하고 5% CO2, 37℃의 

환경에서 24 시간 동안 배양한 후, 인산 염 완충용액으로 세척하였다. 

Phenol red가 포함되어 있지 않은 새로운 배지로 교체해주면서 5 

μM 농도의 NKAM을 처리하여 8 시간 동안 5% CO2, 37℃의 

환경에서 배양하였다. 그 후 50 μL의 배양액을 새로운 96-well 

plate에 옮겨 동량의 기질 혼합액을 잘 섞어주고 빛을 차단한 채 

상온에서 30 분간 반응시킨 다음 동량의 정지액을 섞어주었다. 
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마지막으로 490 nm의 흡광도를 측정하였다. 이 실험에 사용한 기질 

혼합액과 정지액은 Non-radioactive cytotoxicity assay kit 

(Promega corporation, Medison, WI, USA)에 포함되어 있는 것을 

이용하였다. 다음으로 PBMC를 phenol red가 포함되어 있지 않은 

배지에 부유시켜 96-well plate에 분주하고 5 μM 농도의 NKAM을 

처리하여, 8 시간 동안 5% CO2, 37℃의 환경에서 배양하였다. 이후의 

실험방법은 HeLa 세포를 이용한 실험방법과 동일하게 수행하였다. 

NKAM의 암세포와 정상세포에 대한 세포독성은 다음의 계산식으로 

계산하였다.  

NKAM 세포독성의 백분율 = {(experimental value - effector 

control value - negative control value)/(positive control value - 

negative control value)} × 100 

 

8. 8. 8. 8. in vitroin vitroin vitroin vitro kinase assay kinase assay kinase assay kinase assay    

NKAM의 PKC 활성 억제능력을 측정하기 위해 In vitro kinase 

assay를 수행하여 NKAM 처리 후 PKC-α에 의한 Histon H1의 인

산화 정도를 측정하였다. 5 μM의 NKAM, 10X reaction buffer 

(HEPES buffer) (GIBCO), 1 mg/mL의 Histon H1 (Upstate, Lake 

Placid, NY, USA), PKC lipid activator (Upstate), CaCl2, 1.25 ng의 
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PKC-α active (Upstate, Temecula, CA, USA), dH2O, 10 μCi의 

[γ-32P]ATP (PerkinElmer Life and Analytical Sciences), 

magnesium/ATP cocktail (Upstate)을 잘 섞어 30℃에서 30 분간 

반응시켰다. 이 반응물을 P81 phosphocellulose squares (Upstate)

에 떨어뜨린 후 잘 말린 다음 40 mL의 0.75% phosphoric acid 

(Duksan pure chemicals co, Korea)에 담근 후 5 분간 잘 흔들어 세

척하였다. 이런 세척 과정을 세 번 반복한 후 40 mL의 acetone 

(Duksan pure chemicals co)에 P81 phosphocellulose squares를 옮

겨 마찬가지로 잘 흔들어 5 분간 세척하였다. 세척과정이 끝난 P81 

phosphocellulose squares를 잘 말린 후 mini poly-QTM vial 

(Beckman instruments. INC, Fullerton, CA, USA)에 옮겨 여기에 

scintillation cocktail (Beckman coulter, Fullerton, CA, USA)을 6 

mL 첨가하고 잘 섞어 준 후 LS6500 Liquid scintillation counter 

(Beckman coulter)를 이용하여 방사능을 측정하였다. PKC-α의 활

성은 다음의 계산식으로 계산하였다. 

PKC-α 활성 = {(experimental value - negative control 

value)/(positive control value - negative control value)} × 100 

 

9999. . . . 역전사역전사역전사역전사    중합효소중합효소중합효소중합효소    연쇄반응연쇄반응연쇄반응연쇄반응(RT(RT(RT(RT----PCR)PCR)PCR)PCR)    
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Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT- 

PCR)방법을 통해서 NKAM에 의해 활성화된 NK 세포의 NCR, 

granzyme B, perforin, death ligands mRNA양의 변화를 분석하였다. 

NK 세포의 전체 RNA는 RNAeasy Kit (Qiagen, Santa Clara, Calif. 

USA)를 이용하여 분리하였다. 분리한 RNA 1 μg과 1 μL의 

random hexamer (Amersham Pharmacia Biotech), 4 μL의 2.5 

mM dNTPs를 섞어 65℃ 조건에서 5 분간 반응시켰다. 이 반응물에 

4 μL의 5X first-strand buffer, 2 μL의 0.1 M DTT를 섞어 25℃ 

조건에서 10 분, 37℃ 조건에서 2 분간 반응시켰다. 마지막으로 1 

μL의 murine leukemia virus-reverse transcriptase (MMLV-RT; 

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 섞어 37℃ 조건에서 50 분, 70℃ 

조건에서 15 분간 반응시켰다. 이와 같은 방법으로 RNA로부터 

합성한 cDNA 2 μL를 2 μL의 10 pM sense primer, 2 μL의 10 

pM antisense primer, 14 μL의 pure distilled water와 섞어주어 

GeneAmp PCR System (Perkin-Elmer, Norwalk, Conn.)을 

이용하여 증폭시켰다. PCR 생성물은 아가로즈 젤(agarose gel) 

전기영동을 통해서 그 양을 확인하였다. RT-PCR에 사용한 primer는 

다음과 같다. 

NKp30의 sense primer : 5'-ATCAATGAATTCATGGCCTGG 
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ATGCTGTTGCTCATC-3', antisense primer : 5'-GCCTTTAAGC 

TTCTAGGGACATCTGGGCTCTGGAATCAC-3'. NKp44의 sense 

primer : 5'-AGGCTCTCAGGCACAATCCA -3', antisense primer : 

5'-AGTTCTGTGGCTGTGAAGGGA-3'. NKp46의 sense primer : 

5'-TATACGGAATTCATGTCTTCCACACTCCCTGCC-3', anti- 

sense primer : 5'-GACACCAAGCTTTCAAAGAGTCTGTGTGTT 

CAGCCTTCT-3'. FasL의 sense primer : 5'-GCTCTTCCACCTA 

CAGAAGGA-3', antisense primer : 5'-GAGCTCAGATACGTTGA 

CATA-3'. TRAIL의 sense primer : 5'-CACATTGTCTTCTCCAA 

ACTC-3', antisense primer : 5'-GTCCATGTCTATCAAGTGCTC 

-3'. Granzyme B의 sense primer : 5'-ATGTCACCTTGGGGGCCC 

ACA-3', antisense primer : 5'-TTTCGTCCATAGGAGACAATG 

-3'. Perforin의 sense primer : 5'-CGCCTACCTCAGGCTTATCT 

C-3', antisense primer : 5'-GGATGAAGGTCACCTCCAGCT-3'. 

역전사 중합효소 연쇄반응의 결과물을 전기 영동한 결과는 TINA 

2.0 프로그램을 이용하여 수치화 시킨 후 비교 분석하였다. 

 

10101010. Golgistop. Golgistop. Golgistop. Golgistop의의의의    영향영향영향영향    

NK 세포 내의 단백질 이동에 중요한 역할을 하는 골지체의 
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기능을 억제시키기 위해 단백질 수송 억제제(Protein transport 

inhibitor) (BD Biosciences, GolgiStopTM)를 이용하였다. 4 × 105 

cells/mL의 NK 세포 6 mL당 Golgistop 4 μL를 섞어주어 5% CO2, 

37℃의 환경에서 4 시간 동안 배양하였다. 인산 염 완충용액을 

이용하여 세포를 두 번 세척하고, NKAM을 처리한 후 24 시간 동안 

5% CO2, 37℃의 환경에서 배양하였다. 그 후 Flow cytometic 

analysis를 통해서 NK 세포 표면의 NCR과 death ligands의 

발현량의 변화를 관찰하였다. 실험결과는 아무것도 처리하지 않은 

대조군에 대한 비율로 나타내었다. 
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Ⅲ. 결과 

 

1. 1. 1. 1. GGGGö6983698369836983에에에에    기반을기반을기반을기반을    둔둔둔둔    유도체들의유도체들의유도체들의유도체들의    합성합성합성합성    

Gö6983과 Gö6983의 구조를 변화시킨 새로운 물질 26종류를 

연세대학교 화학과의 태진성 교수 연구팀에 의뢰하여 공동연구로 

합성하였다. NK 세포 활성화 물질로 밝혀진 Gö6983을 NKAM101로 

명명하고 새로 합성한 26종류의 유도체 물질은 각각 합성한 

순서대로 NKAM102 ~ NKAM127로 명명하였다(그림 1). 
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그림 1. Gö6983 (NKAM101)을 포함하여 본 연구에서 합성하여 사용한 총 

27종류의 NKAM. 
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2. NKAM2. NKAM2. NKAM2. NKAM    처리에처리에처리에처리에    의한의한의한의한    NK NK NK NK 세포세포세포세포    표면의표면의표면의표면의    NCRNCRNCRNCR    발현량발현량발현량발현량    변화변화변화변화    

우리 연구팀에서 최근에 밝혀낸 Gö6983 (NKAM101)이 NCR의 

표면 발현량을 증가시킨다는 사실을 바탕으로 27종류의 NKAM이 

NK 세포의 활성화에 미치는 영향을 확인하여 Gö6983보다 더 

효과적인 물질을 선별하기 위한 연구를 진행하였다. NK 세포에 5 

μM 농도의 NKAM을 각각 24 시간 동안 처리한 후 NKAM101 

처리에 의한 세포 표면 NCR 발현량의 변화와 다른 NKAM 처리에 

의한 NCR 발현량의 변화를 확인하여 아무것도 처리하지 않은 NK 

세포의 NCR 발현량과 비교해 보았다. 그 결과 NKAM101은 NKp30 

(NCR3)의 발현량을 아무것도 처리하지 않은 경우에 비해 2.7배 

증가시켰으며 다른 NKAM 중에 NKAM101보다 효과적으로 

NKp30의 세포 표면 발현량을 증가시키는 것은 NKAM114 (3.1배 

증가), 120 (3.1배 증가), 121 (3.5배 증가), 125 (3.4배 증가), 126 

(4.3배 증가), 127 (5.5배 증가)인 것으로 나타났다(그림 2a). 또한 

NKAM101은 NKp44 (NCR2)의 발현량을 아무것도 처리하지 않은 

경우에 비해 58.9배 증가시켰으며 다른 NKAM 중에 NKAM101보다 

효과적으로 NKp44의 세포 표면 발현량을 증가시키는 것은 

NKAM121 (118배 증가), 123 (108.7배 증가), 125 (125.9배 증가), 

126 (89.8배 증가), 127 (81.6배 증가) 인 것으로 나타났다(그림 
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2b). NKAM101은 NKp46 (NCR1)의 발현량을 아무것도 처리하지 

않은 경우에 비해 4.4배 증가시켰으며 NKAM101보다 효과적으로 

NKp46의 세포 표면 발현량을 증가시키는 것은 NKAM121 (8.5배 

증가), 125 (9.5배 증가), 126 (11배 증가), 127 (11.3배 증가)인 

것으로 나타났다(그림 2c). 이 결과를 통해 NKAM121, 125, 126, 

127이 NKAM101보다 효과적으로 NCR의 전체적인 세포 표면 

발현량을 증가시키는 물질임을 확인할 수 있었다.    
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그림 2. NKAM 처리에 의한 NCR의 발현량 변화. (a) NKp30 (NCR3), (b) 

NKp44 (NCR2), (c) NKp46 (NCR1)의 flow cytometry 결과를 histogram 

(위 그림)과 relative MFI ratio (아래 막대그래프)로 나타냈다. (NT; no 

treat, 검은색 실선; isotype control, 회색 실선; 아무것도 처리하지 않은 

대조군의 NCR 발현량, 채워진 부분; NCR 발현량) 
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3. NKAM3. NKAM3. NKAM3. NKAM    처리에처리에처리에처리에    의한의한의한의한    NK NK NK NK 세포세포세포세포    표면의표면의표면의표면의 death ligands  death ligands  death ligands  death ligands 발현량발현량발현량발현량    변화변화변화변화    

27종류의 NKAM 중에서 NK 세포의 death ligands 표면 

발현량을 증가시켜 효과적으로 세포독성을 증가시킬 것으로 기대되는 

물질을 선별하기 위한 연구를 진행하였다. NK 세포에 5 μM 농도의 

NKAM을 각각 24 시간 동안 처리한 후 death ligands 발현량의 

변화를 확인하고 아무것도 처리하지 않은 NK 세포의 death ligands 

발현량과 비교하였다. 그 결과 NKAM 중 NKAM101은 FasL의 

발현량을 아무것도 처리하지 않은 경우에 비해 7.2배 증가시켰는데 

NKAM101보다 효과적으로 FasL의 세포 표면 발현량을 증가시키는 

것은 NKAM126 (12.9배 증가), 127 (17.8배 증가)인 것으로 

나타났다(그림 3a). NKAM101은 또한 TRAIL의 발현량을 아무것도 

처리하지 않은 경우에 비해 56배 증가시켰는데 NKAM101보다 

효과적으로 TRAIL의 세포 표면 발현량을 증가시키는 것은 

NKAM125 (149.2배 증가), 126 (105.3배 증가), 127 (109.8배 

증가)인 것으로 나타났다(그림 3b). 이 결과를 통해서 NKAM125, 

126, 127이 NKAM101보다 효과적으로 death ligands의 표면 

발현량을 증가시키는 것을 확인할 수 있었고, 이 세 종류의 NKAM이 

NK 세포의 세포독성을 증가시킬 것으로 기대할 수 있었다. 
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그림 3. NKAM 처리에 의한 death ligands의 발현량 변화. (a) FasL와 (b) 

TRAIL의 flow cytometry 결과를 histogram (위 그림)과 relative MFI 

ratio (아래 막대그래프)로 나타냈다. 
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4. NKAM4. NKAM4. NKAM4. NKAM    처리에처리에처리에처리에    의한의한의한의한    NK NK NK NK 세포세포세포세포    내의내의내의내의    granzyme Bgranzyme Bgranzyme Bgranzyme B와와와와 perforin perforin perforin perforin의의의의    

발현량발현량발현량발현량    변화변화변화변화    

NKAM이 NK 세포 내 세포독성 물질인 granzyme B와 

perforin의 발현량의 변화에 미치는 영향을 확인해보고, NCR과 

death ligands의 발현량 변화를 확인한 결과와 함께 비교하여 

효과적으로 NK 세포의 활성화를 유도하는 물질을 선별하고자 다음 

연구를 수행하였다. 지금까지의 연구결과를 통해 NCR 발현량과 

death ligands 발현량을 증가시키는 것으로 확인된 몇 가지 NKAM 

(NKAM101, 104, 110, 113, 114, 116, 117, 118, 121, 123, 125, 

126, 127)을 NK 세포에 처리하여 granzyme B와 perforin의 발현량 

변화를 관찰하기 위해 intracellular FACS를 수행하였다. 

NKAM101을 처리하였을 때 granzyme B의 발현량과 비교, 관찰해 

본 결과 NKAM125, 126, 127을 처리했을 때 granzyme B의 

발현량이 약간 증가하는 것 같지만 전체적으로 눈에 띄는 변화를 

관찰할 수는 없었다(그림 4a). perforin의 경우 granzyme B에 비해 

약간의 큰 변화를 관찰할 수 있었는데 NKAM104, 110, 125, 126, 

127을 처리했을 때 NKAM101을 처리했을 때와 비교하여 그 

발현량이 조금 증가하는 것을 확인할 수 있었다(그림 4b). 하지만 두 

세포독성 물질 모두 NCR과 death ligands의 발현량 변화와 비교해 
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보았을 때 큰 변화가 없는 것을 볼 수 있다. 이 결과를 통해 

NKAM이 NK 세포의 granzyme B와 perforin의 발현량에는 큰 

영향을 미치지 않는다는 것을 확인할 수 있었다. 

지금까지의 결과를 통해 총 27종류의 NKAM 중 효과적으로 

NCR과 death ligands의 발현량을 증가시키는 몇 가지 NKAM 

(NKAM101, 104, 110, 113, 114, 116, 117, 118, 121, 123, 125, 

126, 127)을 선별할 수 있었다. 그리고 그 중에서도 NKAM101보다 

효과적으로 NCR과 death ligands의 발현량을 증가시켜 NK 세포의 

표적세포에 대한 세포독성을 증가시킬 것으로 기대되는 물질로 

NKAM125, 126, 127을 선별할 수 있었다. 
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그림 4. NKAM 처리에 의한 granzyme B와 perforin의 발현량 변화. (a) 

granzyme B와 (b) perforin의 flow cytometry 결과를 histogram (위 

그림)과 relative MFI ratio (아래 막대그래프)로 나타냈다. 
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5. NKAM5. NKAM5. NKAM5. NKAM의의의의    적정적정적정적정    사용사용사용사용농도농도농도농도    및및및및 NKAM NKAM NKAM NKAM의의의의    작용작용작용작용 kinetics kinetics kinetics kinetics    

NKAM을 NK 세포에 처리하였을 때 세포의 활성을 효과적으로 

유도하면서 side effect를 유발하지 않는 적정 농도를 확인하기 위해 

세포에 서로 다른 농도의 NKAM을 처리한 후 NCR의 발현량을 

비교해 보았다. NK 세포에 1 μM, 2.5 μM, 5 μM, 7.5 μM, 10 

μM 농도의 NKAM101, 125, 126, 127을 각각 24 시간 동안 처리한 

후 NKp30의 세포 표면 발현량을 확인해 보았다. 그 결과 

NKAM101을 처리한 경우 그 농도가 높아질수록 NK 세포 표면의 

NKp30 발현량이 점차 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 반면 

NKAM125를 처리한 경우 5 μM의 농도까지는 NKp30의 발현량이 

점차 증가하다가 그 이상의 고농도에서는 NKp30의 발현량이 오히려 

감소하는 것을 확인할 수 있었다. NKAM126, 127을 처리한 경우 

저농도에서는 NKp30의 발현량에 별다른 변화가 없지만 5 μM의 

농도에서 NKp30의 발현량이 효과적으로 증가되며 그 이상의 

고농도에서는 오히려 NKp30의 발현량이 감소되는 것을 확인할 수 

있었다(그림 5a). 이 결과를 통해 NKAM101의 경우는 고농도 

일수록 보다 더 효과적이지만 NKAM125, 126, 127의 경우는 5 

μM이 사용하기에 가장 적절한 농도라는 것을 확인할 수 있었다. 

또한 NK 세포의 활성이 증가되는 반응이 NKAM을 처리한 후 
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초기에 빠르게 유도되는 현상인지 후기에 천천히 유도되는 현상인지 

확인해 보기 위해 NKAM 처리 후 시간 별로 NCR의 발현량을 

비교해 보았다. 5 μM의 농도로 NKAM을 NK 세포에 처리한 후 1 

시간, 2 시간, 4 시간, 8 시간, 12 시간 후 각각의 NKp30의 발현량을 

확인해보았다. 그 결과 4종류의 NKAM (NKAM101, 125, 126, 

127)모두 세포에 처리한 후 1-2 시간 내에 NKp30의 발현량이 

빠르게 증가되는 것을 확인할 수 있었다(그림 5b). 이 결과를 통해 

NKAM에 의한 NK 세포의 활성화 유도 현상이 1-2 시간 내에 

일어나는 비교적 빠른 반응에 속한다는 것을 확인할 수 있었다. 
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그림 5. NKAM의 농도와 작용시간에 따른 효과 분석. (a) 각각 다른 농도의 

NKAM을 24 시간 동안 세포에 처리한 후 NKp30의 발현량을 flow 

cytometry로 확인하였다. (b) 5 μM 농도의 NKAM을 각각 처리시간을 

달리하여 NKp30의 발현량을 flow cytometry로 확인하였다. 
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6. 6. 6. 6. 암암암암    세포주와세포주와세포주와세포주와    정상세포정상세포정상세포정상세포에에에에    대한대한대한대한 NKAM NKAM NKAM NKAM의의의의    세포세포세포세포독성독성독성독성    확인확인확인확인    

NKAM을 처리하여 활성화를 유도한 NK 세포의 표적세포에 

대한 세포독성을 확인하는 연구에 앞서 NKAM 자체의 종양세포에 

대한 독성을 확인하는 실험을 수행하였다. 자궁 경부 암 세포주인 

HeLa 세포에 NK 세포의 활성을 유도하는 NKAM (NKAM101, 104, 

110, 113, 114, 116, 117, 118, 121, 123, 125, 126, 127)을 5 μM 

농도로 8 시간 동안 각각 처리한 후 세포가 죽으면서 분비하는 

lactate dehydrogenase (LDH)의 양을 측정하여 NKAM에 의한 

HeLa 세포의 용해를 확인하였다. 그 결과 5 μM 농도의 NKAM은 

HeLa 세포의 용해를 거의 유발하지 않는 것을 확인할 수 

있었다(그림 6a). 이 결과를 통해 5 μM 농도의 NKAM은 

종양세포를 죽이는 독성을 갖지 않는다는 것을 확인할 수 있었다. 

또한 NKAM이 정상세포에 대해 독성을 나타낸다면 새로운 면역 

조절제 후보물질로 이용할 수 없기 때문에 NKAM 자체의 

정상세포에 대한 세포독성을 확인하는 실험을 수행하였다. 혈액에서 

분리한 PBMC에 5 μM 농도의 NKAM (NKAM101, 104, 110, 113, 

114, 116, 117, 118, 121, 123, 125, 126, 127)을 8 시간 동안 각각 

처리한 후 세포가 죽으면서 분비하는 lactate dehydrogenase 

(LDH)의 양을 측정하여 NKAM에 의한 PBMC의 용해를 확인하였다. 
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그 결과 NKAM 처리에 의해 PBMC의 용해가 거의 유도되지 않는 

것을 확인할 수 있었다(그림 6b). 이 결과를 통해서 5 μM 농도의 

NKAM은 일반적인 세포에 대한 독성을 나타내지 않는다는 것을 

확인할 수 있었다. 
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그림 6. NKAM의 세포독성. (a) HeLa 세포와 (b) PBMC에 5 μM 농도의 

NKAM을 8 시간 처리한 후 유도되는 세포의 용해를 LDH assay를 통해 

확인하였다. 
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7. NKAM7. NKAM7. NKAM7. NKAM    처리에처리에처리에처리에    의한의한의한의한    NK NK NK NK 세포의세포의세포의세포의    표적세포에표적세포에표적세포에표적세포에    대한대한대한대한    세포독성세포독성세포독성세포독성    변화변화변화변화    

지금까지 세포 표면의 NCR과 death ligands, granzyme B, 

perforin의 발현량을 확인 함으로서 NKAM101 (Gö6983)보다 

효과적으로 NK 세포를 활성화시키고 세포독성을 증가시킬 것으로 

예상되는 새로운 물질로 NKAM125, 126, 127 이 세가지 NKAM을 

선별할 수 있었다. 지금까지의 결과를 바탕으로 하여 실제로 이들 

NKAM 처리에 의해 활성화된 NK 세포의 표적세포에 대한 

세포독성이 NKAM101을 처리한 경우에 비해 증가하는지 

확인해보고자 하였다. NK 세포에 NKAM101과 26종류의 NKAM 중 

그 효과가 가장 뛰어날 것으로 기대되는 NKAM127을 처리한 후 

표적세포와 함께 배양하여 표적세포의 세포사가 얼마나 강하게 

유도되는가를 JAM test를 통해 확인해 보았다. 그 결과 아무것도 

처리하지 않은 NK 세포에 비해 NKAM101을 처리한 NK 세포의 

표적세포 세포사 유도능력이 증가됨을 확인할 수 있었다. 또한 

NKAM127을 처리한 NK 세포의 경우 NKAM101을 처리한 경우에 

비해 표적세포 세포사 유도능력이 더 증가됨을 확인할 수 

있었다(그림 7). NKAM101과 127에 의한 세포독성의 증가 현상은 

HepG2, Hep3B, HeLa 세 종류의 표적세포를 사용한 모든 경우에서 

동일하게 나타났다. 이 결과를 통해 NKAM127 처리에 의해 NCR과 
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death ligands의 발현량이 증가된 NK 세포는 실제로 종양세포의 

세포사를 NKAM101 보다 강하게 유도한다는 것을 확인할 수 

있었다. 
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그림 7. NKAM에 의해 활성화된 NK 세포의 세포독성 변화. NKAM101과 

127을 처리한 NK 세포의 표적 암세포(Hep3B, HepG2, HeLa)에 대한 

세포독성을 JAM test를 통해 확인하였다. (NK 세포와 표적세포의 비율 = 

3:1) 
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8. 8. 8. 8. NKAMNKAMNKAMNKAM의의의의 PKC PKC PKC PKC----αααα    활성활성활성활성    억제억제억제억제    효과효과효과효과    

앞선 우리 연구팀의 연구결과에 따르면 NKAM101 (Gö6983)의 

경우 PKC 활성 억제제 임에도 불구하고 NK 세포의 활성을 증가시

키는 것으로 밝혀졌다. 새로 합성한 26종류의 NKAM이 NKAM101

의 유도체라는 사실을 바탕으로, NK 세포의 활성화를 효과적으로 유

도하는 NKAM125, 126, 127 역시도 PKC의 활성을 억제시키는 물질

인지 확인해 보기 위해 NKAM을 처리한 후 PKC-α에 의한 

Histone H1의 인산화 정도를 비교해보았다. 그 결과 NKAM101과 

마찬가지로 NKAM125, 126, 127 모두 평균 80%정도 PKC-α의 활

성을 억제하는 것을 확인할 수 있었다(그림 8). 이 결과를 통해 

NKAM이 PKC의 활성을 억제시킴에도 불구하고 NK 세포의 활성화

를 유도하는 작용기전에 대한 보다 심도 깊은 연구의 필요성을 느끼

게 되었다. 
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그림 8. NKAM에 의한 PKC-α의 활성 억제. Histon H1이 인산화되는 

정도를 측정하여 PKC-α의 활성을 확인하였다. NKAM을 처리하지 않은 

상태(PC)에서의 PKC-α 활성을 100%로 고정했을 때 NKAM 처리에 

의해 변화된 PKC-α의 활성값을 나타냈다. (PC; positive control) 
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9999. NKAM101 . NKAM101 . NKAM101 . NKAM101 처리에처리에처리에처리에    의한의한의한의한 NCR NCR NCR NCR과과과과    granzyme B, perforin,granzyme B, perforin,granzyme B, perforin,granzyme B, perforin, death  death  death  death 

ligandsligandsligandsligands의의의의 mRNA  mRNA  mRNA  mRNA 발현량발현량발현량발현량    변화변화변화변화    

NK 세포의 활성과 세포독성을 Gö6983보다 효과적으로 

증가시키는 NKAM을 선별하는 연구와 병행하여 NKAM의 

작용기전을 밝혀내는 연구가 필요하였다. 이러한 목적으로 NKAM 

처리에 의해 NCR과 death ligands의 발현량이 증가되는 작용기전에 

대한 연구를 진행하였다. NKAM이 NK 세포에 작용하여 NCR과 

death ligands의 발현량을 증가시키는 조절 작용을 두 단계로 

나누어서 생각해 볼 수 있다. 먼저 DNA로부터 단백질이 합성되는 

과정 중 mRNA의 발현량을 증가시켜 단백질의 합성량을 증가시키는 

단계가 있고, 그 다음으로 단백질의 합성과정 이후 세포 내에서 세포 

표면으로 발현되기까지의 과정을 조절하는 단계를 생각해 볼 수 있다. 

우선 NKAM이 NK 세포에 작용하여 표면 발현 단백질의 유전자 

발현량을 증가시켜 결과적으로 표면 발현량을 증가시키는지 확인하기 

위해 역전사 중합효소 연쇄반응(RT-PCR)을 통해 mRNA의 

발현량을 비교해보았다. 

역전사 중합효소 연쇄반응의 결과물을 전기 영동한 결과(그림 

9a)를 TINA2.0 프로그램을 이용하여 수치화(그림 9b) 한 후 

분석하였다. NCR의 경우 NKAM101을 처리한 경우 2배 정도 
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mRNA의 발현량이 증가하였다. 하지만 granzyme B와 perforin의 

경우는 별다른 변화가 없었고, death ligands의 경우 약간 증가하기는 

했지만 큰 변화는 없는 것을 확인할 수 있었다. 이 결과를 통해 

NKAM이 NCR의 유전자 발현을 증가시켜 단백질 합성을 어느 정도 

조절하지만 death ligands의 유전자 발현에는 크게 관여하지 

않는다는 사실을 확인할 수 있었다. 중요한 것은 NCR의 표면 

발현량의 변화에 비해 증가되는 mRNA의 발현량이 훨씬 적다는 

사실이다. 이러한 결과로 보아 NKAM이 단백질의 유전자 발현 

과정에 일부 관여하기는 하지만, 그보다 단백질의 합성 이후, 세포 

표면으로 발현되는 과정에 더 많이 관여하여 조절할 것이라고 생각할 

수 있다. 
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그림 9. NKAM101 처리 후 NCR, granzyme B, perforin, death ligands의 

mRNA 발현량의 변화. (a) 분리한 mRNA를 이용하여 cDNA를 합성한 후, 

RT-PCR을 통해 증폭시킨 cDNA를 전기 영동한 결과와 (b) 그 결과를 

TINA2.0을 이용하여 수치화시킨 결과로 나타냈다. (NKAM을 처리하지 

않은 경우의 mRNA 발현량에 대한 비율로 나타냈다.) 
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10101010. . . . 골지체의골지체의골지체의골지체의    단백질단백질단백질단백질    수송에수송에수송에수송에 NKAM NKAM NKAM NKAM의의의의    관여여부관여여부관여여부관여여부    확인확인확인확인    

세포 표면에 발현되는 수용체와 세포 밖으로 분비되는 분비 

단백질은 핵 내의 DNA로부터 합성되어 ER에서 빠져 나와 골지체를 

통해 세포 표면으로 이동하는 것으로 알려져 있다34. 이런 사실을 

바탕으로 NKAM이 골지체의 단백질 수송능력을 활성화시켜 

단백질의 세포 표면 발현량을 증가시키는지 확인해보기 위해 

Golgistop을 이용한 실험을 수행하였다. NK 세포에 Golgistop을 

처리하여 골지체의 기능을 억제시킨 후 NKAM을 처리하였을 때 

수용체의 표면 발현량이 Golgistop을 처리하지 않고 NKAM만을 

처리한 경우와 비교하여 변화가 없다면 NKAM이 골지체의 기능에 

전혀 관여하지 않는다고 말할 수 있다. 반면 NK 세포에 Golgistop을 

처리한 후 NKAM을 처리하였을 때 수용체의 표면 발현량이 얼마나 

억제되는가를 통해 NKAM이 골지체의 기능에 얼마나 관여하는지를 

확인할 수 있다. Golgistop을 이용하여 골지체의 기능을 억제시킨 후 

NKAM125를 처리하였을 때 NKp30의 경우 그 발현량이 32.3% 

감소되는 것을 확인할 수 있었고(그림 10a), NKp44의 경우 35.7% 

(그림 10b), NKp46의 경우 28.6% 감소되는 것을 확인할 수 

있었다(그림 10c). Golgistop을 이용하여 골지체의 기능을 억제시킨 

후 NKAM101을 처리하였을 때 death ligand인 TRAIL의 경우 그 
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발현량이 40% 감소되는 것을 확인할 수 있었고(그림 11a), FasL의 

경우 39.6% 감소되는 것을 확인할 수 있었다(그림 11b). 이 결과를 

통해 NKAM이 골지체의 단백질 수송기능에 어느 정도 관여하여 

세포 표면 수용체의 발현량을 조절한다는 것을 확인할 수 있었다. 

하지만 Golgistop 처리에도 불구하고 NCR과 death ligands의 

발현량이 NKAM을 처리하지 않은 경우의 발현량으로 완전히 

복구되지는 않는 것을 볼 수 있었다. 따라서 NKp30의 발현량이 

고농도의 Golgistop과 NKAM을 처리하였을 경우에 NKAM을 

처리하지 않은 경우의 발현량으로 복귀하는지 여부를 확인해 보았다. 

그 결과 저농도의 Golgistop (6 mL의 배양액에 1 λ, 2 λ의 

Golgistop 처리)을 처리한 경우와 고농도의 Golgistop (6 mL의 

배양액에 6 λ, 10 λ의 Golgistop 처리)을 처리한 후 NKAM101을 

처리한 경우 모두 NKp30의 발현량이 NKAM을 처리하지 않은 

경우의 발현량으로 복구되지 않는 것을 확인할 수 있었다(그림 11c). 

이러한 결과로 보아 아직 밝혀내지 못한 세포 내의 또 다른 

작용기전을 통해 NKAM이 NCR과 death ligands의 발현량을 조절할 

것으로 생각된다. 
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그림 10. NKAM이 골지체의 기능에 관여하여 NCR의 발현량을 조절할 

가능성 확인. Golgistop을 이용하여 NK 세포의 골지체 기능을 억제시킨 후 

NKAM125를 처리한 후 NCR의 발현량을 flow cytometry로 조사하였다. 

(a) NKp30, (b) NKp44, (c) NKp46의 flow cytometry 결과를 histogram 

(위 그림)과 relative MFI ratio (아래 막대 그래프)로 나타냈다. 
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그림 11. NKAM이 골지체의 기능에 관여하여 death ligands의 발현량을 

조절할 가능성 확인. Golgistop을 이용하여 NK 세포의 골지체 기능을 

억제시킨 후 NKAM101을 처리하였을 때 death ligands의 발현량 변화. (a) 

TRAIL과 (b) FasL의 flow cytometry 결과를 histogram (위 그림)과 

relative MFI ratio (아래 막대그래프)로 나타냈다. (c) Golgistop을 농도 

별로 처리 했을 때 NKp30 발현량의 변화를 relative MFI ratio로 나타냈다. 
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Ⅳ. 고찰 

 

NK 세포의 세포독성에 중요한 영향을 주는 수용체로 알려져 

있는 NCR (NKp30, NKp44, NKp46)의 경우 그 발현량을 통해서 

NK 세포의 활성화를 측정하는 척도가 되기도 한다22, 24. 또한 

표적세포 표면의 death receptor와 결합하여 세포사를 유도하는 NK 

세포 표면의 death ligand 역시도 NK 세포의 활성을 측정하는 

척도가 되기도 한다12, 13. 따라서 NKAM을 NK 세포에 처리하여 세포 

표면에 발현되는 NCR과 death ligands의 발현량 변화를 확인하여 

효과적으로 NK 세포의 활성을 유도하는 NKAM을 선별하고자 

하였다. 그 결과 NKAM101, 104, 110, 113, 114, 116, 117, 118, 

121, 123, 125, 126, 127이 효과적으로 NCR과 death ligands의 표면 

발현량을 증가시킨다는 사실을 확인하였다(그림 2, 3). NCR 발현량의 

변화는 혈액을 제공한 공여자들 마다 개인차가 나타나는데 발현량이 

증가되는 정도의 차이는 있지만 특정 NKAM이 발현량을 증가시키는 

경향은 모든 공여자에서 동일하게 나타남을 확인할 수 있었다(데이터 

제시 안 함). 

NK 세포의 NCR과 death ligands의 발현량을 증가시키는 이들 

NKAM이 세포 내에서 생성되어 세포 밖으로 분비된 후 표적세포를 
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용해시키는 granzyme B와 perforin의 생성 역시 증가시키는지 확인 

해보았다. 그 결과 granzyme B의 경우 전체적으로 눈에 띄는 변화를 

관찰할 수는 없었지만 NKAM125, 126, 127을 처리했을 때 약간 

증가하는 것을 확인할 수 있었고 perforin의 경우 granzyme B에 

비해 약간 큰 변화를 관찰할 수 있었는데 NKAM104, 110, 125, 126, 

127을 처리했을 때 그 발현량이 조금 증가하는 것을 확인할 수 

있었다(그림 4). 지금까지의 결과들을 통해 새로 합성한 27종류의 

NKAM 중에서 NKAM101보다 NK 세포의 활성화 유도효과가 

현저하게 큰 것은 NKAM125, 126, 127임을 확인할 수 있었다. 

위에서 언급한 바와 같이 NKAM101, 125, 126, 127이 NCR이나 

death ligands의 발현량을 눈에 띄게 증가시키는 결과와는 달리 

granzyme B와 perforin의 생성량에는 크게 영향을 미치지 않는 

결과로 미루어 이들 NKAM이 작용하는 기전이 세포 표면에 

발현되는 수용체에 국한된 것이라는 가설을 세울 수 있었다. 즉, 세포 

내의 단백질에는 별다른 영향을 미치지 않고 세포 표면으로 발현되는 

단백질에만 작용하여 그 발현량을 조절하는 것으로 생각된다. 이러한 

가설을 뒷받침하기 위해 본 논문에서 결과는 보여주고 있지 않지만 

세포 내에 존재하는 cytoplasmic protein 중의 하나인 caspase-3의 

발현량이 NKAM에 의해 조절이 되는가를 실제로 확인해 보았다. 그 
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결과 NKAM101 처리에도 caspase-3의 발현량에는 별다른 변화가 

없는 것을 확인할 수 있었다. 이 결과를 통해서 NKAM의 작용이 

세포 표면에 발현하는 단백질에 국한된 것이라는 가설을 좀 더 

뒷받침 할 수 있을 것으로 생각된다. 

다음으로 NKAM에 의해 활성화된 NK 세포가 실제로 

종양세포의 세포사를 효과적으로 유도하는지 확인해 보았다. 그 결과 

아무 처리하지 않은 NK 세포에 비해 NKAM101을 처리한 경우 NK 

세포의 세포독성이 증가되고, NKAM101을 처리한 경우보다 

NKAM127을 처리하여 NK 세포의 활성화를 유도한 경우 NK 

세포의 종양세포에 대한 세포독성이 증가되는 것을 확인하였다(그림 

7). NK 세포의 세포독성을 확인하는 실험에서 NKAM 자체에 의한 

표적세포의 세포사가 유도될 수도 있기 때문에 이러한 요인을 

배제하기 위해 HeLa 세포에 대한 NKAM의 세포독성을 

확인해보았다. 그 결과 5 μM 농도의 NKAM은 HeLa 세포에 대한 

세포독성을 갖지 않는다는 것을 확인할 수 있었다(그림 6). 또한 

NKAM 자체가 정상세포에 대한 세포독성을 나타내는가를 확인하기 

위해 PBMC에 대한 NKAM의 세포독성을 확인해 보았다. 고농도의 

NKAM이 정상세포에 미치는 영향에 대한 실험은 수행하지 않았지만, 

5 μM 농도의 NKAM은 정상세포에 대한 세포독성을 갖지 않는다는 
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것을 확인할 수 있었다(그림 6). 이로 인해 NK 세포의 활성화를 

효과적으로 유도하는 새로운 물질인 NKAM이 적어도 5 μM 정도의 

농도에서는 세포독성이 별로 없는 면역 조절제 후보물질로서 활용될 

수 있을 것으로 생각된다. 

PKC의 활성이 NK 세포의 활성화에 긍정적인 영향을 준다는 

다양한 연구결과들이 밝혀져 있다26-28, 35. 하지만 우리 연구팀의 선행 

연구결과에서 PKC 활성 억제제로 알려져 있는 Gö698330의 경우 

NK 세포에 처리했을 때 오히려 NK 세포의 활성화를 유도하는 것을 

확인할 수 있었다. 또한 본 실험에서 새롭게 합성하여 사용한 

NKAM125, 126, 127 역시도 PKC-α의 활성을 억제시키는 것을 

확인할 수 있었다(그림 8). 그럼에도 불구하고 이들 NKAM이 NK 

세포의 활성을 유도한다는 사실을 확인할 수 있었다. 이와 같은 

현상이 나타나는 이유는 PKC의 활성 억제에 의한 효과보다 

NKAM의 다양한 작용기전에 의한 NK 세포의 활성화를 유도하는 

작용이 더 강하기 때문일 것으로 생각된다. PKC의 활성이 NK 

세포의 활성에 긍정적인 효과를 나타낸다는 사실을 고려해 볼 때, 

만약 NKAM의 PKC 억제기능을 개선할 수 있다면 NK 세포의 

활성을 지금보다 강하게 유도할 수 있을 것으로 생각된다. 따라서 

NKAM의 PKC 활성 억제기능을 제거한 새로운 유도체의 합성이 
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필요할 것으로 생각된다. 

NKAM의 작용기전을 좀 더 구체적으로 알아보기 위하여 먼저 

NKAM이 NCR과 death ligands의 유전자 발현을 증가시키는지 

mRNA의 발현량을 조사해보았다. 그 결과 NCR의 경우 mRNA의 

발현량이 약 2배 정도 증가하는 것을 확인할 수 있었고, death 

ligands의 경우 mRNA의 발현량이 약간 증가하기는 하지만 눈에 

띄는 변화를 확인할 수 없었다. 또한 세포 내의 발현량에 별다른 

변화가 없었던 granzyme B와 perforin의 경우 mRNA의 발현량 

역시도 별다른 변화가 없는 것을 확인할 수 있었다(그림 9). 이 

결과를 통해서 NKAM이 NK 세포의 NCR의 세포 표면 발현량을 

증가시키는데 있어 이들 단백질의 유전자 발현에 어느 정도 관여하여 

조절하는 것을 확인할 수 있었다. 하지만 세포 표면으로 발현되는 

단백질의 변화량에 비해 mRNA의 발현량 변화가 훨씬 적은 것으로 

보아 NKAM의 전사단계에서의 조절보다 합성된 단백질의 세포 

내에서의 이동에 보다 많은 영향을 미치는 것으로 생각된다. 

세포 표면 발현 수용체와 세포 밖으로 분비되는 분비 단백질은 

핵 내의 DNA로부터 합성되어 ER에서 빠져 나와 골지체를 통해 

세포 표면으로 이동하는 것으로 알려져 있다36. 표면 발현 단백질은 

cis-golgi reticulum에서 cis-golgi로 이동한 후 다시 medial golgi를 
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통과하여 trans-golgi로 이동하고, 이어 trans-golgi reticulum으로 

이동한다. Transport vesicle에 싸여 골지체로부터 빠져 나온 

단백질은 세포 표면으로 이동되어 발현하게 된다. 분비 단백질은 

표면 발현 단백질과 동일한 과정으로 골지체를 거친 후 secretory 

vesicle에 싸여 골지체로부터 빠져 나와 세포 표면으로 이동된 후 

분비된다34, 37, 38. 이러한 사실을 바탕으로 NKAM이 골지체의 단백질 

수송능력을 활성화시키는데 관여하여 세포 표면 발현 단백질의 

발현량을 조절하는지 확인해보았다. 그 결과 골지체의 작용을 

억제시킨 후 NKAM을 처리하였을 때 NCR의 경우 그 발현량이 약 

30% 정도 감소하였고(그림 10), death ligands의 경우 그 발현량이 

약 40% 정도 감소하는 것을 확인할 수 있었다(그림 11). 이 결과를 

통해 NKAM이 세포 내 골지체의 단백질 수송기능에 어느 정도 

관여한다는 것을 확인할 수 있었다. 그러나 골지체의 기능을 억제 

하였음에도 불구하고 아무것도 처리하지 않은 NK 세포보다 

NKAM을 처리한 NK 세포의 NCR과 death ligands의 발현량이 더 

많이 증가되어 있는 것을 볼 수 있다. 또한 골지체의 기능을 

억제시키기 위한 Golgistop의 농도를 고농도로 처리 하여도 NCR과 

death ligands의 발현량이 NKAM 처리에 의해 증가되는 것을 확인할 

수 있었다(그림 11). 이러한 결과로 미루어 골지체의 단백질 
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수송기능 이외에 아직 밝혀내지 못한 또 다른 작용기전에 NKAM이 

관여할 가능성도 있는 것으로 생각된다. 따라서 NKAM의 작용기전에 

대한 보다 체계적이고 심도 깊은 연구가 더 진행되어야 할 것으로 

생각된다. 
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Ⅴ. 결론 

 

1. 총 27종류의 NKAM 유도체들 중 NKAM101 (Gö6983)보다 NK 

세포 활성화를 더 효과적으로 유도하는 NKAM을 선별하고자 

NCR, death ligands, granzyme B, perforin의 발현량 변화를 비교 

분석한 결과 다음과 같은 결과를 얻었다. 

가. NCR의 발현량을 효과적으로 증가시키는 것은 NKAM121, 123, 

125, 126, 127임을 확인하였다. 

나. Death ligands의 발현량을 효과적으로 증가시키는 것은 NKAM 

125, 126, 127임을 확인하였다. 

다. Granzyme B, perforin의 발현량은 별다른 변화가 없었다. 

결과적으로 NKAM125, 126, 127이 NKAM101보다 NK 세포 

활성을 효과적으로 유도하고, 그 중에서도 NKAM127이 가장 

효과적인 것으로 나타났다. 

 

2. NKAM127에 의해 활성화된 NK 세포는 표적 암세포를 죽이는 

세포독성 또한 NKAM101을 처리한 경우 보다 증가하였다. 

 

3. NKAM에 의한 NK 세포의 활성화는 빠른 시간 내에 유도되는 
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현상이며, NK 세포의 활성을 유도하는 NKAM의 적정 사용농도는 

5 μM이다. 

 

4. NKAM125, 126, 127은 NKAM101과 마찬가지로 PKC-α의 

활성을 억제한다. 

 

5. NKAM이 NK 세포를 활성화시키는 일부 작용기전을 확인해보는 

실험을 수행하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

가. NKAM은 NCR의 mRNA 발현을 다소 증가시킨다. 

나. NKAM은 death ligands의 mRNA 발현에는 크게 관여하지 

않는다. 

다. NKAM은 골지체의 단백질 수송능력에 관여하여 NCR과 death 

ligands의 발현량을 증가시킨다. 

 

6. 본 연구 결과를 통해 NKAM125, 126, 127을 NKAM101보다 

효과적인 새로운 면역 조절제 후보물질로 제시할 수 있다. 
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Natural Killer (NK) cells are important effectors of the 

innate immune response against tumor cells and virus- 

infected cells. Natural cytotoxicity receptors (NCRs) are the 

major receptors involved in NK cytotoxicity. NK cells induce 

tumor cell death by perforin and granzyme B release. Death 

ligands such as TRAIL and FasL also play an essential role in 

NK cell mediated apoptotic cell death of tumors. Recently, we 

discovered that a NK cell activating molecule (NKAM101; 

Gö6983) increased the surface expression of NCRs and 

death ligands. Consequently NKAM101 enhanced the NK cell 

cytotoxicity against tumor cells. To find more effective NK 



71 

 

cell activating molecules (NKAMs), we synthesized a series 

of 27 NKAM derivatives and measured their NK cell 

activating property. We found that the NKAM125, 126 and 

127 are more effective than NKAM101 among 27 derivatives. 

These NKAMs effectively and rapidly up-regulated the 

surface expression of NCRs on human primary NK cells. The 

surface expression of death ligands was also up-regulated 

by treatment of NKAMs. However, intracellular production of 

granzyme B and perforin was not up-regulated by treatment 

of NKAMs. Furthermore NKAM127 enhanced the NK cell 

cytotoxicity against tumors and the effect of NKAM127 was 

greater than that of NKAM101. Additionally, we 

demonstrated that NKAMs increased gene expression of 

NCRs. However, the gene expressions of granzyme B, 

perforin and death ligands were not significantly increased by 

NKAM treatment. Moreover the surface expression of NCRs 

and death ligands was down-regulated by treatment of 

protein transport inhibitor, Golgistop. This result 
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demonstrated that NKAMs might participate in the protein 

transport activity of golgi complex. 
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