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국문요약

Interferon-γ가 간암 세포의 apoptosis에 미치는 영향

간암 세포를 비롯한 많은 암세포들은 Fas-mediated apoptosis에 저항성을 나타내는 경향

이 있음이 잘 알려져 있다. 그러나, interferon-γ (IFN-γ)에 의해 많은 암세포들은 Fas-

mediated apoptosis에 감수성을 띠게 된다. IFN-γ가 암세포에서 Fas-mediated apoptosis를 증가

시키는 기전으로는 여러 가지가 제시되었으나, 간암 세포에서는 그 정확한 기전이 규명

된 바 없다.

따라서, 본 연구에서는 IFN-γ가 사람 간암 세포의 Fas-mediated apoptosis에 미치는 영향

과 그 기전을 알아보았다. IFN-γ 전처리를 하지 않고 Fas 자극을 주었을 때는 실험에 사

용한 13 가지 세포주 모두 Fas-mediated apoptosis에 저항성을 나타내었으나, IFN-γ 전처리

후에는 3 가지 세포주(SNU-354, SNU-387, SNU-423)가 감수성을 보였다. IFN-γ가 일부 간암

세포주에서 Fas-mediated apoptosis를 증가시킨 기전을 알아보기 위해, IFN-γ가 간암 세포에

서 apoptosis와 관련된 여러 가지 유전자의 발현에 미치는 영향을 조사하였다. 그 결과,

IFN-γ는 많은 세포주에서 Fas, TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), caspase-1의

mRNA 발현을 증가시켰고, 세포표면 Fas 발현도 증가시켰다. 이 중에서도 특히 세포표면

Fas 발현의 증가는 IFN-γ 처리 후의 Fas-mediated apoptosis에 대한 감수성의 증가와 강한

연관 관계를 보여, IFN-γ에 의한 세포표면 Fas 발현의 증가가 일부 간암 세포에서 보여지

는 IFN-γ 전처리에 의한 Fas-mediated apoptosis 증가의 중요한 원인이라고 생각할 수 있었

다.

한편, 간암 세포주 중에서 SNU-368 세포는 IFN-γ 처리 후에 Fas 자극 없이도 세포사가

일어남을 관찰하여, 이러한 세포사의 특성과 기전을 규명하였다. 우선, IFN-γ 처리 후에

SNU-368 세포의 세포사가 일어날 때 caspase-3 활성의 증가가 관찰되어, 이러한 세포사는

apoptosis에 의한 것으로 생각할 수 있었다. 또한, SNU-368 세포에서 IFN-γ 처리 후에

apoptosis와 관련된 여러 가지 유전자의 발현 변화를 조사한 결과, Fas, TRAIL, caspase-1의

mRNA 발현이 강하게 증가되었다. 그리고, SNU-368 세포에서 TRAIL 수용체의 mRNA 발

현을 조사한 결과, DR4와 DR5는 기본적으로 강하게 발현되고 IFN-γ 처리 후에도 그 발현

에 변화가 없는 반면, decoy 수용체인 DcR1은 IFN-γ 처리 전이나 후에도 발현되지 않았고,

DcR2는 기본적으로 발현되나 IFN-γ 처리에 의해 그 발현이 감소되었다. 이러한 결과로,

IFN-γ에 의한 SNU-368 세포의 apoptosis는 IFN-γ에 의해 발현이 증가된 TRAIL에 의해

apoptosis가 일어나기 때문이라는 가설을 세울 수 있었고, 수용성 DR4-Fc 융합 단백이

SNU-368 세포에서 IFN-γ에 의해 유도되는 apoptosis를 억제함을 관찰하여 가설을 증명하였

다.

또한, IFN-γ 이외의 다른 cytokine들도 간암 세포의 Fas-mediated apoptosis에 영향을 주는

지 알아보았다. 간암 세포에서 interleukin-6 (IL-6)과 interleukin-8 (IL-8)은 apoptosis를 억제

하거나 세포의 생존을 증가시키는 것으로 보고된 바 있다. 따라서, SNU-354와 SNU-368

세포에서 Fas-mediated apoptosis를 유도할 때 IL-6이나 IL-8을 처리하고 그 영향을 조사한
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결과, IL-6이나 IL-8은 SNU-354와 SNU-368 간암 세포의 Fas-mediated apoptosis를 감소시키

거나 증가시키지 않는 것으로 나타났다.

결론적으로, 본 연구를 통하여 일부 간암 세포에서 IFN-γ는 세포표면 Fas 발현을 증가

시킴으로써 Fas-mediated apoptosis에 대한 감수성을 높일 수 있음을 알았고, 어떤 간암 세

포에서는 부수적인 자극 없이 IFN-γ만으로도 apoptosis가 유도되며 이는 IFN-γ에 의한

TRAIL 발현의 증가와 연관이 있음을 알 수 있었다.

핵심되는 말: interferon-γ (IFN-γ), 간암 세포, apoptosis, Fas, TNF-related apoptosis-inducing

ligand (TRAIL)
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I. 서    론

세포사멸 수용체(death receptor)는 tumor necrosis factor (TNF) 수용체 family에 속하는 세

포막단백으로, TNF family에 속하는 적합한 리간드가 이 수용체에 결합하면 apoptosis를

유도하는 세포내 신호가 전달되어 caspase cascade가 활성화되고, 궁극적으로는 이 수용

체를 발현하는 세포에서 apoptosis가 일어난다.1,2 세포사멸 수용체 중 가장 많이 알려진

것은 Fas (CD95, APO-1)로,3,4 이 수용체의 리간드는 Fas ligand (FasL)이다. FasL가 Fas에

결합하면 Fas 세포내 부위의 death domain에 adaptor 분자인 Fas-associating protein with

death domain (FADD)이 결합하며,5,6 이에 따라 FADD-like interleukin-1β-converting enzyme

(FLICE, caspase-8)의 단백 분해 활성이 증가하고,7,8 결과적으로 caspase cascade가 활성화

된다(그림 1). 그 결과로 caspase-3과 같은 하위 caspase가 활성화되면, poly (ADP) ribose

polymerase (PARP), lamin, rho-GDI, actin, inhibitor of caspase-activated DNase (ICAD) 등의 기

질들이 분해되고, 세포는 apoptosis의 과정을 밟게 된다.9 이 과정에서 caspase-activated

DNase (CAD)가 활성화되어 apoptosis시에 특징적으로 볼 수 있는 DNA ladder가 나타난

다.10,11 이러한 Fas를 경유한 apoptosis 과정에서 Fas-associated factor 1 (FAF1)은 apoptosis

를 촉진하고,12 Fas-associated phosphatase (FAP)는 apoptosis를 저해하는 기능을 한다.13 한

편, FasL와 결합할 수 있는 수용체로는 Fas 이외에도 Fas 유전자의 alternative splicing 형

태인 수용성 Fas14와 decoy receptor 3 (DcR3)15이 있어 이들은 FasL가 Fas에 특이적으로

결합하는 것을 경쟁적으로 억제할 수 있다.

Fas 이외에 최근 관심을 받는 세포사멸 수용체로는 TRAIL 수용체가 있다. TNF-related

apoptosis-inducing ligand (TRAIL, APO-2L)는 FasL와 마찬가지로 TNF family에 속하며,16,17

이에 대한 수용체로는 4 가지가 알려져 있다. 이 중 death receptor 4 (DR4, TRAIL receptor
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그림 1. 세포사멸 수용체 자극에 의한 apoptosis 경로. Fas에 FasL가 결합하거나, DR4나 DR5에 TRAIL이 결

합하면, 이들 세포사멸 수용체의 death domain에 FADD와 같은 adaptor 분자가 결합하고 FLICE가 활성화되

면서 caspase cascade가 활성화된다. 이에 따라 세포사멸 기질(death substrate)이 분해되고 결과적으로

apoptosis가 일어난다. 미토콘드리아에서 세포질로 방출되는 cytochrome C도 caspase cascade를 활성화시킬 수

있으며, Bcl-2 family 단백이 cytochrome C의 방출을 조절하여 apoptosis를 일으키거나 억제할 수 있다.

1)와 death receptor 5 (DR5, TRAIL receptor 2)는 Fas와 유사하게 세포내 부위에 death

domain을 가지고 있어, adaptor 분자를 통한 caspase cascade의 활성화를 유도하고, 결과적

으로 세포의 apoptosis를 유도할 수 있다.18-22 반면 decoy receptor 1 (DcR1, TRAIL receptor

3)과 decoy receptor 2 (DcR2, TRAIL receptor 4)는 TRAIL과 결합은 하지만, 세포내 부위에

death domain이 없어 apoptosis를 유도하는 세포내 신호를 전달할 수 없고, 오히려 DR4

와 DR5가 TRAIL과 특이적으로 결합할 때 경쟁적 억제자 역할을 한다.19,20,23-26 이외에도

TRAIL은 원래 tumor necrosis factor-related activation-induced cytokine (TRANCE, receptor

activator of NF-κB ligand)의 수용성 수용체로 알려진 osteoprotegerin과도 결합을 하며,27

따라서 osteoprotegerin도 TRAIL의 또 다른 decoy 수용체 역할을 할 것으로 추정된다.

한편, TRAIL은 정상 세포에서는 apoptosis를 유발하지 않고 암세포에서만 선택적으로

apoptosis를 유발하는 것으로 알려졌는데, 이는 decoy 수용체가 정상 세포에서는 발현되

고 암세포에서는 발현되지 않기 때문인 것으로 여겨지기도 하였다.28

이들 세포사멸 수용체에 특이적으로 결합하는 리간드인 FasL와 TRAIL은 생리적으로

주로 면역세포의 세포독성 작용 분자(effector molecule)로서 그 기능을 발휘한다. FasL는
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활성화된 T 세포나 natural killer (NK) 세포의 표면에 발현되어 perforin, granzyme과 더불

어 세포독성 T 세포나 NK 세포의 주요 세포독성 작용 분자로 기능하며,29,30 T 세포의

활성화에 의해 유도되는 T 세포 자신의 apoptosis에도 관여한다.31 또한, FasL는 종종 암

세포에서 발현되기도 하는데, 암세포에서 발현된 FasL는 암조직에 침윤된 면역세포의

apoptosis를 유도하여 암세포가 숙주의 항종양 면역 감시(anti-tumor immune surveillance)

를 회피하는 기전으로 작용하기도 한다.32-36 한편, TRAIL의 생체 내 생리적 기능에 대해

서는 아직 명확히 알려지지는 않았으나, T 세포, 단핵세포(monocyte), 수상돌기세포

(dendritic cell)에서 발현하는 TRAIL은 이들 세포가 암세포와 같은 표적세포에 세포독성

을 나타낼 때 세포독성 작용 분자로 기능할 것이라는 보고가 있다.37-40 최근에는 간 NK

세포(liver NK cell)가 간으로의 암세포 전이를 억제하며, 이 때 간 NK 세포의 세포독성

작용 분자로 FasL, perforin과 더불어 TRAIL이 중요한 역할을 한다는 보고가 있어,

TRAIL이 숙주의 항종양 면역 감시에 중요한 역할을 함이 제시된 바 있다.41

이렇게 FasL나 TRAIL이 숙주의 항종양 면역 감시에서 면역세포의 세포독성 작용 분

자로 중요한 역할을 한다면, 암세포에 따라 FasL 또는 TRAIL-induced apoptosis에 감수

성 또는 저항성이 있다는 것은 암세포의 숙주 항종양 면역 감시에 대한 감수성 또는

저항성을 대변하는 지표가 된다고 볼 수 있을 것이다. 그리고, 암이 발생하기 위해서는

암세포가 FasL나 TRAIL에 의한 apoptosis에 저항성을 가져야 할 것이다. 실제로 많은

암세포들이 다양한 기전을 통하여 FasL나 TRAIL에 의한 apoptosis에 저항성이 있음이

보고되었다. 이러한 기전으로 지금까지 잘 알려진 것으로는 Fas의 발현 저하,42 수용성

Fas의 발현,14 Bcl-2의 과발현,43-45 DcR3의 유전자 증폭 및 과발현,15 FLICE inhibitory protein

(FLIP)이나 inhibitor of apoptosis (IAP) family 단백의 발현46-48 등이 있다.

생체내 여러 정상 세포들 중에서 간세포는 다른 세포들에 비하여 세포사멸 수용체를

매개로 하는 apoptosis에 대한 감수성이 높다.49,50 FasL와 유사하게 Fas를 자극할 수 있는

단클론 항체를 마우스의 복강 내에 주입하면, 마우스는 간세포의 파괴로 인한 간기능

부전으로 죽게 되며,51 간염 등에 의한 간 손상에서 Fas-mediated apoptosis의 중요성이

보고된 바도 있다.52,53 또한, TRAIL의 경우에서도 대부분의 정상 세포들이 TRAIL 자극

에 의해서 apoptosis가 유발되지 않는 반면, 사람 간세포는 TRAIL 자극에 의해

apoptosis가 유발됨이 보고되었다.54 이러한 사실을 생각해 보면, 간암 생성 과정에서는

다른 암 생성 때보다도 FasL나 TRAIL에 의한 apoptosis에 더욱 큰 저항성을 획득해야

할 것으로 예상되며, 실제로 사람 간암 세포가 FasL나 TRAIL에 의한 apoptosis에 저항

성을 나타낸다는 보고들이 있다.55,56 사람 간암에서는 일반적으로 Fas의 발현이 저하되

어 있거나 발현되지 않으며,33,42,57,58 이러한 이유로 간암 세포가 Fas-mediated apoptosis에

저항성을 가지는 것으로 생각된다. 특히 Fas가 발현되지 않는 간암보다 Fas가 발현되는

간암의 임상적인 예후가 더 양호함이 보고된 바 있다.59 간암 세포의 TRAIL-induced

apoptosis에 대한 감수성 또는 저항성에 대한 보고는 아직 많지 않지만, 지금까지 보고
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된 바에 따르면 간암 세포는 TRAIL-induced apoptosis에 저항성을 가지고 있으나,56 아직

그 기전은 정확히 밝혀지지 않았다.

암세포에서 FasL나 TRAIL에 의한 apoptosis에 대한 감수성 또는 저항성에 영향을 미

치는 요인에는 여러 가지가 있을 수 있으나, 그 중의 하나로 각종 cytokine들을 들 수

있다. 암이 존재하는 미세 환경(microenvironment) 내에는 여러 가지 cytokine들이 존재

할 수 있는데, 이러한 cytokine들 중에는 암 주위에 침윤된 T 세포와 같은 면역세포에

의해서 분비된 것도 있고, 암세포 자체가 생성, 분비한 것들도 있다. 실제로 간암 세포

에서도 많은 종류의 cytokine이나 chemokine 유전자가 발현되고 있다.60,61 암 주변의 미

세 환경 내에 존재할 수 있는 cytokine들 중, T 세포나 NK 세포에 의해서 분비되는 대

표적인 cytokine으로는 interferon-γ (IFN-γ)가 있다. IFN-γ는 여러 암세포에서 다양한 자극

에 의한 apoptosis를 증가시키는 것으로 알려졌으며, Fas-mediated apoptosis에 대한 감수성

도 증가시킨다.62-67 IFN-γ가�Fas-mediated apoptosis에 대한 감수성을 증가시키는 기전으로

는 Fas 발현의 증가,62-65 Bcl-2나 Bcl-xL 발현의 감소,63,64 Bax나 Bak 발현의 증가,63,66

caspase-1이나 다른 caspase의 발현 증가66,67 등 여러 가지 다양한 기전이 보고되어 있다.

이러한 기존의 연구 결과들은 제각기 다른 기전들을 보고하고 있는데, 이러한 차이는

각 연구들이 제한된 세포를 대상으로 하였기 때문이라고 생각된다. 사람 간암 세포에

서도 IFN-γ에 의해 Fas-mediated apoptosis에 대한 감수성이 증가한다는 보고가 있으나,68

명확한 기전은 보고되지 않았다. 한편, IFN-γ가 TRAIL-induced apoptosis에 미치는 영향에

대해서는 아직 명확한 보고가 없고, 다만 여러 세포에서 IFN-γ가 TRAIL의 발현을 증가

시킨다는 보고들이 있다.39,40,69-71

간암 세포에서 분비할 수 있는 cytokine 중에서는 interleukin-6 (IL-6)이 apoptosis에 미

치는 영향이 비교적 명확하게 알려져 있다. 특히, IL-6은 간암 세포에서 B형 간염 바이

러스(hepatitis B virus)의 HBx에 의해 그 발현이 유도되며,72 간암 세포에서 transforming

growth factor-β (TGF-β)에 의한 apoptosis를 억제하는 것이 보고된 바 있다.73 그리고, IL-6

의 apoptosis 억제 효과는 phosphatidylinositol-3 kinase (PI-3 kinase)/Akt 경로와 signal

transducers and activators of transcription (STAT) 3의 활성화에 의한다는 것이 보고되었다.73

그러나, IL-6이 간암세포에서 Fas-mediated apoptosis도 억제하는지에 대해서는 보고된 바

없다. 또한, 간암 세포에서 interleukin-8 (IL-8) 유전자가 발현되며,61,74 암세포에서 분비된

IL-8은 간암 세포나 췌장암 세포의 생존율을 증가시킨다는 보고가 있다.74 그러나, IL-8이

간암 세포의 Fas-mediated apoptosis에 미치는 영향에 대해서도 보고된 바 없다.

본 연구에서는 간암 세포와 항종양 면역세포 간의 상호 작용을 더욱 잘 이해하기 위

하여, 간암 주변의 미세 환경에 존재할 수 있는 몇몇 cytokine들이 사람 간암 세포의

apoptosis에 미치는 영향을 알아보았다. 특히, IFN-γ가 간암 세포의 Fas-mediated apoptosis

에 미치는 영향 및 그 기전과 IFN-γ 자체만으로도 유도되는 apoptosis의 특성 및 기전을

집중적으로 조사하였다. 또한, 간암 세포에서 IL-6과 IL-8이 Fas-mediated apoptosis에 미
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치는 영향을 조사하였다.

II. 재료 및 방법

1. 간암 세포주와 세포배양

실험에 사용한 사람 간암 세포주는 SK-HEP-1 (ATCC HTB 52), Hep G2 (ATCC HB 8065),

Hep G2.2.15,75 Hep 3B (ATCC HB 8064), PLC/PRF/5 (ATCC CRL 8024), SNU-182, SNU-354,

SNU-368, SNU-387, SNU-398, SNU-423, SNU-449, SNU-475이었다. 이 중 SNU 간암 세포

주들은76 한국 세포주 은행에서 분양받아 사용하였고, 그 외의 세포주는 연세의대 미생

물학교실에서 보관, 계대배양하고 있는 세포주를 이용하였다. 정상 간에서 기원된 세포

주인 Chang liver (ATCC CCL 13)도 연세의대 미생물학교실에서 보관, 계대배양하고 있는

세포주를 이용하였다.

세포주들은 10% 우태아혈청(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)과 100 U/ml의 penicillin,

100 µg/ml의 streptomycin이 첨가된 RPMI 1640 (Gibco BRL) 배양액에서 배양하여 실험에

사용하였다.

  

2. Lactate dehydrogenase 분석

세포사의 정도를 측정하기 위해 lactate dehydrogenase (LDH) 분석을 시행하였다.77 간암

세포를 24 well plate에서 50-60% 정도의 면적을 차지하도록 배양한 후, 250 U/ml의 IFN-γ

(Genzyme, Cambridge, MA, USA)로 처리하였다. 36 시간 후, well 당 500 µl의 신선한 배양

액으로 교환하였으며, 이 때 효현제 역할을 하는 anti-Fas IgM 단클론 항체인 CH11

(MBL, Watertown, MA, USA)을 250 ng/ml의 농도로 투여하고 배양하였다. 그리고, IFN-γ에

의한 SNU-368 세포의 apoptosis를 억제할 때는 재조합 DR4-Fc 융합 단백(R&D Systems,

Minneapolis, MN, USA)이나 재조합 Fas-Fc 융합 단백(R&D Systems)을 투여하기도 하였고,

IL-6이나 IL-8의 영향을 보기 위해서는 재조합 IL-6 (R&D Systems)이나 재조합 IL-8

(R&D Systems)을 투여하기도 하였다. 그 후, 다시 36 시간을 배양한 후 LDH 분석을 시

행하였다. Well 당 500 µl의 배양액 중 100 µl의 배양액을 96 well plate의 한 well로 옮기

고, 남은 세포에는 최종농도가 1%가 되도록 Triton X-100을 가하여 세포를 용해시켰다.

세포 용해액 50 µl를 96 well plate로 옮긴 후, NADH (Sigma, St. Louis, MO, USA)와

pyruvate (Sigma)를 넣고 plate reader를 이용하여 340 nm의 파장에서 흡광도의 변화를 측

정하여, LDH의 활성을 결정하였다. 세포사의 정도는 다음과 같은 공식으로 정하였다.

세포사 백분율 = [(배양액 100 µl의 LDH 활성 − 신선한 배지 100 µl의 LDH 활성) / 2 ×

(세포 용해액 50 µl의 LDH 활성 − 1% Triton X-100이 포함된 신선한 배지 50 µl의 LDH

활성)] × 100
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3. 3-(4-,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide 분석
   
세포생존율을 평가하기 위해 3-(4-,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide

(MTT) 분석을 시행하였다.78 한 well당 1 × 104개의 간암 세포를 96 well plate에 넣고 세

포가 바닥에 붙도록 하였다. 다음 날, 200 ng/ml의 재조합 수용성 TRAIL (R&D Systems)

이 들어 있는 배양액으로 교체한 후, 24 시간 동안 배양하였다. 각 well당 2 mg/ml의

MTT 용액 50 µl를 가하고 37℃에서 4 시간 동안 놓아두고, plate를 200 g에서 10 분간

원심분리하였다. 상층액을 버리고 남은 침전물에 dimethyl sulfoxide 50 µl를 넣어 침전물

을 녹이고, 환원된 MTT를 plate reader를 이용하여 570 nm에서 측정하였다.

4. Caspase-3 활성도 측정

간암 세포를 IFN-γ로 처리한 후, 형광을 나타낼 수 있는 caspase-3 기질인 Acetyl-Asp-

Glu-Val-Asp-aminomethyl coumarin (Ac-DEVD-AMC; Pharmingen, San Diego, CA, USA)을 이

용하여 caspase-3 활성도를 측정하였다.79 간암 세포의 세포 용해액을 얻기 위하여 세포

를 1% Triton X-100가 포함된 세포 용해 완충액으로 처리하였고, 이렇게 얻은 세포 용해

액에 Ac-DEVD-AMC를 섞은 후 37℃에서 1 시간 동안 반응시켰다. 그리고, 여기서 발

생하는 형광강도를 spectrofluorometer를 이용하여 측정하였다. 이 때 활성화 파장은 380

nm이었고, 방출 파장은 420 nm에서 측정하였다. 각 시료의 형광강도는 세포 용해액의

총 단백질 농도로 나누어 보정하였다.

   

5. 역전사 중합효소 연쇄반응(RT-PCR)

배양한 간암 세포에서 RNeasy mini kit (Qiagen, Santa Clarita, CA, USA)를 사용하여 총

RNA를 추출하였다. 5 µg의 총 RNA에 2 µg의 random hexamer (Pharmacia, Uppsala,

Sweden), 2 µl의 10 mM dNTP (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany), 200 U의 M-MLV

reverse transcriptase (Gibco BRL)를 첨가하여 cDNA를 합성하였다. 이 cDNA를 template로

하고 4 µl의 1.25 mM dNTP, 0.25 U의 Taq polymerase (Perkin Elmer, Branchburg, NJ, USA), 증

폭하고자 하는 유전자에 합당한 primer 조합을 10 pmole씩 넣어 thermal cycler (Perkin

Elmer)에서 중합효소 연쇄반응을 시행하였다.35 중합효소 연쇄반응에 사용한 primer는 다

음과 같다. DcR1: 5'-GAT CCC CAA GAC CCT AAA GTT-3', 5'-GGT TTC CAC AGT GGC

ATT GGC-3'; DcR2: 5'-AGG GAT GGT CAA GGT CAG TAA T-3', 5'-GAT GTC AGC GGA GTC

AGC GTC A-3'; FasL: 5'-ATG TTT CAG CTC TTC CAC CTA CAG AAG GA-3', 5'-CAG AGA

GAG CTC AGA TAC GTT GAC-3'; β-actin: 5'-CGT GGG CCG CCC TAG GCA CCA-3', 5'-TTG

GCC TTA GGG TTC AGG GGG G-3'. 중합효소 연쇄반응은 94℃에서 30초, 56℃에서 30초,

72℃에서 1분의 조건으로 시행하였고, 예비실험을 통하여 각각의 증폭하고자 하는 유

전자에 적합한 중합효소 연쇄반응 주기 수를 결정하여 시행하였다. 중합효소 연쇄반응
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산물은 agarose gel에서 전기영동하여 확인하였다.

6. RNase protection assay

RNase protection assay (RPA)는 RiboQuantTMmulti-probe RNase protection assay kit

(Pharmingen)를 사용하여 시행하였다.42 약술하면 hAPO-1, hAPO-2, hAPO-3, hAPO-3c

(Pharmingen) template set를 template로 하고, 각각 2.75 mM의 ATP, GTP, CTP와 100 µCi

[32P]-UTP (3000 Ci/mmol, NEN, Boston, MA, USA), 20 U의 T7 RNA polymerase를 이용하여

[32P]-labeled antisense riboprobe을 합성하고, 간암 세포의 총 RNA를 [32P]-labeled antisense

riboprobe과 56℃에서 16시간동안 hybridization시켰다. 여기에 20 ng의 RNase A와 50 U의

RNase T1을 처리하고 분해되지 않은 duplex RNA hybrid를 8 M의 urea가 포함된 6%

denaturating polyacrylamide gel에서 전기영동한 후, autoradiography로 결과를 확인하였다.

각 band의 강도는 densitometer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 정량적으로 측정

하였다.

7. 면역형광염색 및 유세포분석

간암 세포표면의 Fas 발현을 확인하기 위하여 면역형광염색 및 유세포분석을 시행하

였다.42 간암 세포를 250 U/ml의 IFN-γ로 36 시간 동안 처리한 후, 0.125%의 trypsin과 0.5

mM의 EDTA를 이용하여 배양용기 바닥으로부터 제거하였다. 바닥으로부터 제거된 세

포를 인산완충식염액으로 세척하고 세포수를 측정하였다. 5×105개의 간암 세포를 1%

우태아혈청이 포함된 RPMI 1640에 부유시킨 후, anti-Fas 단클론 항체인 DX2

(Calbiochem, La Jolla, CA, USA)를 첨가하여 4℃에서 30분간 반응시키고, 인산완충식염액

으로 2회 세척하였다. FITC가 부착된 goat anti-mouse IgG 항체(Becton Dickinson, Lincoln

Park, NJ, USA)를 첨가하고 빛을 차단한 상태로 4℃에서 30분간 반응시키고, 인산완충식

염액으로 세척하였다. 마지막으로 1% paraformaldehyde 인산완충식염액으로 고정한 후,

FACStar (Becton Dickinson)를 이용하여 형광강도를 측정하였다. 측정결과는 WinMDI 2.8

프로그램을 이용하여 분석하였다. 세포표면 ICAM-1의 발현도 같은 방법으로 측정하였

고, 이 때는 anti-ICAM-1 단클론 항체인 84H10 (Immunotech, Marseille, France)을 사용하

였다.

III. 결    과

1. IFN-γ가 간암 세포에서 Fas-mediated apoptosis에 미치는 영향

   

IFN-γ가 간암 세포에서 Fas-mediated apoptosis에 미치는 영향을 알아보기 위하여, 간암

세포에 250 U/ml의 IFN-γ를 36 시간 동안 전처리한 후, 효현성 anti-Fas 항체인 CH11을

250 ng/ml의 농도로 처리하고 36 시간을 더 배양한 후, LDH 분석을 시행하여 apoptosis
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그림 2. IFN-γ가 간암 세포에서 Fas-mediated apoptosis에 미치는 영향. 간암 세포를 250 U/ml

의 IFN-γ로 36 시간 동안 전처리하고 배양액을 제거한 후, 효현성 anti-Fas 항체인 CH11을

250 ng/ml의 농도로 포함하고 있는 배양액을 넣어 36 시간 동안 처리하였다. LDH 분석을

시행하여 세포사 백분율을 구하였다. 독립적으로 4 회의 실험을 시행하여 그 평균값과 표

준오차를 나타내었다.

의 정도를 평가하였다. IFN-γ를 전처리하지 않고 CH11만을 처리하였을 때는, 13 가지의

모든 세포주에서 10% 이하의 세포사를 보여 Fas-mediated apoptosis에 저항성을 나타내

었다. 반면, IFN-γ를 전처리하고 CH11을 처리하였을 때는 SNU-354, SNU-387, SNU-423의

3 가지 세포주에서 20% 이상으로 세포사의 정도가 증가하여 Fas-mediated apoptosis에

감수성을 보였다. 그러나, 나머지 10 가지 세포주는 IFN-γ 처리 후에도 여전히 10% 이

하의 세포사를 보여 Fas-mediated apoptosis에 저항성을 나타내거나, 세포사가 10-20%로

apoptosis의 정도가 조금 증가하는데 그쳤다(그림 2).

  

2. IFN-γ가 간암 세포에서 apoptosis 관련 유전자 발현에 미치는 영향

IFN-γ가 간암 세포의 Fas-mediated apoptosis를 증가시키는 기전을 알아보기 위하여, 간

암 세포를 250 U/ml의 IFN-γ로 24 시간 동안 처리하고 다양한 apoptosis 관련 유전자들

의 mRNA 발현 변화를 관찰하였다. 관찰한 apoptosis 관련 유전자로는 Fas와 세포내 Fas

신호전달 경로에 관여하는 유전자들, bcl-2 family에 속하는 유전자들, caspase family에 속

하는 유전자들을 포함시켰고, RPA를 이용하여 관찰하였다. 그 결과, IFN-γ에 의한 Fas

mRNA의 증가가 Chang liver, Hep G2, SNU-354, SNU-387, SNU-423, SNU-449, SNU-475의 7

가지 세포주에서 관찰되었고(그림 3A), Fas mRNA 발현 정도를 densitometer로 측정하여
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그림 3. IFN-γ가 간암 세포에서 apoptosis 관련 유전자 발현에 미치는 영향. 간암 세포를 250 U/ml의 IFN-γ로 24 시간 동안 처리한 후, 총 RNA를 분리하고

apoptosis 관련 유전자들의 발현을 조사하기 위해 RPA를 시행하였다. (A) FLICE, Fas, FADD, death receptor 3 (DR3), FAP, FAF, TRAIL, TNF receptor 1 (TNFR1),

TNFR1-associated death domain protein (TRADD), receptor interacting protein (RIP)의 mRNA 발현. (B) Fas mRNA 발현을 정량적으로 비교하기 위해 RPA에서 관찰

된 Fas band와 internal control인 GAPDH band의 강도를 densitometer로 측정하고 그 비를 구하여 히스토그램으로 나타내었다. (C) Bcl-2 family에 속하는 유전

자들의 mRNA 발현. (D) Caspase family에 속하는 유전자들의 mRNA 발현
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정량화한 결과, Chang liver, SNU-354, SNU-387, SNU-423, SNU-449, SNU-475 세포주에서

IFN-γ에 의한 Fas mRNA의 증가가 두드러짐을 알 수 있었다(그림 3B). Fas 이외에 세포

내 Fas 신호전달 경로에 관여하는 유전자들의 mRNA 발현도 일부 세포주에서 IFN-γ에

의해 변화되었다. SNU-449에서는 IFN-γ에 의해 FADD mRNA의 발현이 증가되었고,

SNU-398에서는 FLICE와 FADD의 발현이 증가되었으며, FAF와 FAP의 발현이 감소되었

다. 그리고, TRAIL mRNA 발현의 증가가 여러 세포주에서 관찰되었다.

반면, bcl-2 family에 속하는 유전자들 중에서는 IFN-γ에 의해 mRNA 발현이 변화하는

유전자가 없었다(그림 3C). 또한, 특기할 만한 사실은 실험에 사용한 많은 간암 세포주

들에서 bcl-2 mRNA를 검출할 수 없었다는 점이다.

Caspase family에 속하는 유전자들 중에서는 PLC/PRF/5를 제외한 모든 세포주에서

IFN-γ에 의해 caspase-1 mRNA의 발현이 증가되었고, 이러한 현상은 기본적으로 caspase-

1 mRNA의 발현이 검출되지 않는 세포주들에서도 나타났다(그림 3D). Caspase-1 이외의

caspase들은 IFN-γ에 의한 mRNA 발현 변화가 없었다.

그러나, 이렇게 IFN-γ에 의해 mRNA 발현이 변화하는 여러 apoptosis 관련 유전자들

중, IFN-γ 전처리에 의해 Fas-mediated apoptosis가 비교적 크게 증가하였던 SNU-354, SNU-

387, SNU-423 세포주에서만 특이적으로 발현 변화를 보이는 유전자는 찾을 수 없었다.

3. IFN-γ에 의한 세포표면 Fas의 증가와 Fas-mediated apoptosis에 대한 감수성의

연관
   
다수의 간암 세포주에서 IFN-γ에 의해 Fas mRNA의 발현이 증가하였으므로(그림 3A,

그림 3B), 동일한 자극에 의해 세포표면 Fas 단백의 발현 변화도 일어나는지 알아보았

다. 이를 위해 간암 세포를 250 U/ml의 IFN-γ로 36 시간 동안 처리한 후, 세포표면 Fas

를 anti-Fas 항체로 면역형광염색하고 유세포분석을 시행하였다. Chang liver, SNU-354,

SNU-387, SNU-398, SNU-423, SNU-449는 IFN-γ로 처리하지 않아도 세포표면 Fas를 발현

하였고, IFN-γ 처리에 의해 그 발현이 증가하였다(그림 4A). SK-HEP-1, Hep G2, Hep

G2.2.15, SNU-475는 IFN-γ로 처리하지 않아도 세포표면 Fas를 발현하나, IFN-γ 처리에 의

한 발현 변화는 없었다. 반면, SNU-182는 IFN-γ로 처리하지 않았을 때 세포표면 Fas를

매우 약하게 발현하고 IFN-γ 처리에 의해서도 그 발현이 거의 증가하지 않았고, Hep 3B

와 PLC/PRF/5는 IFN-γ 처리 여부와 상관 없이 세포표면 Fas를 전혀 발현하지 않았다.

IFN-γ 처리에 의한 세포표면 Fas의 증가와 Fas-mediated apoptosis에 대한 감수성의 변

화와의 연관성을 알아보기 위해, IFN-γ 처리에 의한 세포표면 Fas의 증가를 정량화하였

다. 이를 위해 IFN-γ 처리 전후의 세포표면 Fas의 발현 정도를 평균 형광강도로 정량화

한 후, 동일 세포주에서 IFN-γ 처리 후의 평균 형광강도를 IFN-γ 처리 전의 평균 형광강

도로 나누어 IFN-γ 처리에 의한 세포표면 Fas의 증가 정도를 정량화하였다(그림 4B).

그 결과, SNU-354, SNU-387, SNU-423, SNU-449는 IFN-γ 처리에 의해 세포표면 Fas 발현
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A

B

그림 4. IFN-γ 처리에 의한 간암 세포표면 Fas 발현 증가. (A) 간암 세포를 250 U/ml의 IFN-γ로 36 시간

동안 처리한 후, DX2 anti-Fas 항체와 이차항체로 면역형광염색을 시행하고 유세포 분석을 시행하였다.

점선은 anti-Fas 항체 없이 이차항체로만 염색을 시행한 음성대조군, 색으로 칠해진 부분은 IFN-γ 처리

를 하지 않고 Fas를 염색한 경우, 실선은 IFN-γ 처리를 한 후 Fas를 염색한 경우이다. (B) 세포표면

Fas의 발현 정도를 정량화하여 히스토그램으로 나타내었다. F/Fo는 anti-Fas 항체로 염색한 경우의 평

균 형광강도와 anti-Fas 항체 없이 이차항체로만 염색을 시행한 음성대조군의 평균 형광강도의 비이다.

각 히스토그램 위의 숫자는 IFN-γ 처리 후의 F/Fo 값을 IFN-γ을 처리하지 않았을 때의 F/Fo 값으로

나눈 것으로, IFN-γ 처리에 의해 세포표면 Fas의 발현이 증가한 정도를 나타낸다.

이 1.5배 이상 증가하여, 다른 세포주들보다 더 큰 증가 양상을 보였다. 이 4 가지

세포주 중에서 SNU-354, SNU-387, SNU-423의 3 가지 세포주는 IFN-γ 처리에 의해 Fas-

mediated apoptosis가 크게 증가하였던 세포주들이었다.
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이러한 결과로 간암 세포에서 IFN-γ 전처리에 의한 Fas-mediated apoptosis 증가는

IFN-γ 처리에 의한 세포표면 Fas 발현 증가 정도에 의존적임을 알 수 있었다.

4. IFN-γ에 의한 세포표면 Fas 발현 조절에서 세포주간 차이 분석

위의 실험을 통하여 간암 세포에서 IFN-γ 전처리에 의한 Fas-mediated apoptosis의 증

가는 IFN-γ 처리에 의한 세포표면 Fas 발현의 증가 정도에 의존적이라는 결론을 얻었

으므로, IFN-γ를 처리하였을 때 세포표면 Fas 발현이 많이 증가하는 세포일수록 Fas-

mediated apoptosis에 대한 감수성이 증가할 것으로 예상할 수 있을 것이다. 그러나, 세포

주마다 IFN-γ 처리에 대한 반응이 매우 달라서 어떤 세포주는 세포표면 Fas 발현이 증

가하는 반면, 어떤 세포주는 세포표면 Fas 발현에 전혀 변화가 없었다. 이렇게 IFN-γ

처리에 대하여 무반응을 보이는 세포주에서 무반응의 가능한 원인으로는 세포내 IFN-γ

신호전달에 이상이 있는 경우와 Fas 전사 및 발현 조절 시스템에 문제가 있는 경우로

대별해 볼 수 있을 것이다. 이 두 가지 경우 중 어떠한 원인 때문에 IFN-γ 처리에 무반

응을 보이는지를 알아보기 위해, 간암 세포에 IFN-γ를 처리하고 IFN-γ에 의해 발현이

증가하는 것으로 잘 알려진 ICAM-1의 발현 변화를 관찰하였다. 그 결과, IFN-γ를 처리

하였을�때, 세포 표면 Fas 발현에 변화가 없거나 매우 조금 증가하였던 Hep G2, Hep

2.2.15, Hep 3B, SNU-182, SNU-475에서 동일한 IFN-γ 처리에 의해 세포표면 ICAM-1의 발

현이 증가하였다. 반면, IFN-γ를 처리하였을 때 세포표면 Fas 발현이 증가하였던 SNU-

387, SNU-398은 동일한 IFN-γ 처리에 의한 세포표면 ICAM-1의 발현 증가를 보이지 않

았다(그림 5). 이러한 결과로, IFN-γ 처리에 의한 Fas 발현의 변화에 있어 무반응을 보이

그림 5. IFN-γ 처리에 의한 간암 세포표면 ICAM-1 발현 변화. 간암 세포를 250 U/ml의 IFN-γ로 36 시간

동안 처리한 후, anti-ICAM-1 항체와 이차항체로 면역형광염색을 시행하고 유세포 분석을 시행하였다. 점선

은 anti-ICAM-1 항체 없이 이차항체로만 염색을 시행한 음성대조군, 색으로 칠해진 부분은 IFN-γ 처리를

하지 않고 ICAM-1을 염색한 경우, 실선은 IFN-γ 처리를 한 후 ICAM-1을 염색한 경우이다.
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는 세포주에서 무반응의 원인은 세포내 IFN-γ 신호전달의 이상 때문이 아니라, Fas 전

사 및 발현 조절 시스템에 문제가 있기 때문인 것으로 추정할 수 있었다.

5. IFN-γ에 의한 SNU-368 세포의 apoptosis

위의 실험에서 IFN-γ가 간암 세포의 Fas-mediated apoptosis에 미치는 영향을 알아보기

위하여 간암 세포에 IFN-γ를 전처리한 후, CH11을 처리하고 LDH 분석을 시행하던 중,

그림 6. IFN-γ 처리에 의한 SNU-368 세포의 apoptosis. (A) SNU-354와 SNU-368 세포를 250 U/ml의 IFN-γ로

처리하고 4 일 동안 배양한 후, 위상차 현미경으로 관찰하였다. (B) SNU-354와 SNU-368 세포를 250 U/ml의

IFN-γ로 36 시간 동안 처리하고 신선한 배양액으로 교체한 후, 다시 12-48시간(IFN-γ 처리로부터는 48-84

시간)을 배양하고 시간에 따른 세포사 백분율을 구하기 위해 LDH 분석을 시행하였다. 독립적으로 4 회의

실험을 시행하여 그 평균값과 표준오차를 나타내었다. (C) SNU-354와 SNU-368 세포를 다양한 농도의 IFN-γ

로 36 시간 동안 처리하고 신선한 배양액으로 교체한 후, 다시 36시간을 더 배양하여 IFN-γ 농도에 따른

세포사 백분율을 구하기 위해 LDH 분석을 시행하였다. 독립적으로 4 회의 실험을 시행하여 그 평균값과

표준오차를 나타내었다. (D) SNU-368 세포를 250 U/ml의 IFN-γ로 처리하고 다양한 시간 동안 배양한 후, 세

포 용해액을 얻었다. 세포 용해액을 Ac-DEVD-AMC와 섞고 37 oC에서 1 시간 동안 정치한 후,

spectrofluorometer를 이용하여 형광강도를 측정하였다. 보정을 위해 측정된 형광강도를 각각의 세포 용해액

의 단백질 농도로 나누었다.
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SNU-368 세포에서는 CH11을 처리하지 않아도 IFN-γ 처리만으로도 세포가 죽는 현상이

관찰되었다. 이러한 SNU-368 세포의 세포사를 규명하기 위하여, SNU-368 세포에 IFN-γ

를 처리하고 다양한 방법으로 세포사를 측정하였다. 이 과정에서, 여러 가지 apoptosis

관련 유전자 발현 양상은 SNU-368과 비슷하지만 IFN-γ 처리만으로는 죽지 않는 SNU-

354 세포를 대조군 세포로 이용하여 실험을 수행하였다. 먼저 세포의 죽음을 형태학적

으로 확인하기 위해 SNU-354와 SNU-368 세포에 250 U/ml의 IFN-γ를 처리하고 4 일 후

위상차 현미경으로 세포를 관찰하였다. 그 결과, SNU-354 세포에서는 큰 변화가 없는

반면, SNU-368 세포는 바닥에서 떨어지는 현상이 관찰되었다(그림 6A). IFN-γ에 의한

SNU-368 세포의 세포사의 kinetics를 알아보기 위해, IFN-γ를 처리하고 여러 시간대별로

LDH 분석을 시행한 결과, 60 시간 후부터 SNU-368 세포의 세포사가 일어나기 시작하

였다(그림 6B). 또한, IFN-γ의 농도와 SNU-368 세포의 세포사와의 상관관계를 알아보기

위해 IFN-γ를 여러 가지 농도로 처리하고 LDH 분석을 시행한 결과, 세포사 반응은

IFN-γ의 농도에 따라 증가하여 250 U/ml을 투여하였을 때 plateau에 도달하였다(그림

6C). 마지막으로, apoptosis에서 특징적으로 일어나는 caspase cascade의 활성화가 IFN-γ에

의한 SNU-368 세포의 세포사에서 일어나는지 알아보기 위해 SNU-368 세포에 IFN-γ를

처리하고 caspase-3의 활성도를 측정한 결과, 48 시간부터 caspase-3의 활성이 증가하여

72 시간에 최고조에 달한 후 감소하는 양상을 보였다(그림 6D).

6. IFN-γ가 SNU-368 세포에서 apoptosis 관련 유전자 발현에 미치는 영향

IFN-γ에 의한 SNU-368 세포의 apoptosis에서 IFN-γ 처리로부터 SNU-368 세포의 세포

사까지의 시간이 비교적 긴 것으로 보아, IFN-γ에 의해 어떤 apoptosis 관련 유전자의 전

사가 조절되고, 이에 따라 이차적으로 SNU-368 세포의 apoptosis가 유도될 것이라는 가

설을 세울 수 있었다. 따라서, IFN-γ가 SNU-368 세포에서 apoptosis 관련 유전자 발현에

미치는 영향을 알아보기 위해, SNU-368 세포를 250 U/ml의 IFN-γ로 24 시간 동안 처리

하고 다양한 apoptosis 관련 유전자들의 mRNA 발현 변화를 관찰하였다. 그 결과,

caspase family 유전자들 중에서는 caspase-1 mRNA 발현 증가가 관찰되었지만(그림 7A),

bcl-2 family 유전자들은 발현 변화를 보이지 않았다(그림 7B). Fas와 Fas 관련 유전자들

중에서는 Fas와 TRAIL mRNA 발현의 증가가 관찰되었다(그림 7C). 그러나, 이러한 변

화는 IFN-γ에 의해 apoptosis가 일어나는 SNU-368 세포와, apoptosis가 일어나지 않는

SNU-354 세포에서 공통적으로 관찰되었다.

IFN-γ에 의해 SNU-368 세포에서 Fas mRNA 발현이 증가하였고, 일부 세포에서는

IFN-γ가 FasL/Fas 경로를 통하여 apoptosis를 유도한다는 이전의 보고가 있었으므로,80

SNU-368 세포에서도 IFN-γ에 의해 작동되는 FasL/Fas 경로를 통하여 apoptosis가 유도될

가능성이 있는지 알아보고자 하였다. 이를 위해 SNU-368 세포에서 IFN-γ 처리에 의한



-  -17

그림 7. IFN-γ가 SNU-354와 SNU-368 세포에서 apoptosis 관련 유전자 발현에 미치는 영향. SNU-354

와 SNU-368 세포를 250 U/ml의 IFN-γ로 24 시간 동안 처리한 후, 총 RNA를 분리하고 apoptosis 관

련 유전자들의 발현을 조사하기 위해 RPA를 시행하였다. (A) Caspase family에 속하는 유전자들의

mRNA 발현. (B) Bcl-2 family에 속하는 유전자들의 mRNA 발현. (C) FLICE, Fas, FADD, DR3, FAP, FAF,

TRAIL, TNFR 1, TRADD, RIP의 mRNA 발현.

세포표면 Fas의 발현 변화와 FasL mRNA 발현 변화를 조사하였다. 그 결과, IFN-γ에

의해 SNU-354와 SNU-368 세포에서 세포표면 Fas 발현이 증가하였으나(그림 8A), Fas-

mediated apoptosis를 유도하기 위해 필요한 FasL는 SNU-368 세포에서는 발현되지 않고,

오히려 IFN-γ에 의해 apoptosis가 일어나지 않는 SNU-354 세포에서만 발현되었다(그림

8B). 그리고, FasL의 발현은 IFN-γ에 의해 변화를 보이지 않았다. 따라서, IFN-γ에 의한

SNU-368 세포의 apoptosis가 FasL/Fas 경로를 통해 일어날 수 있다는 가능성은 배제할

수 있었다.

7. IFN-γ가 SNU-368 세포에서 TRAIL 수용체 유전자 발현에 미치는 영향

IFN-γ에 의해 SNU-368 세포에서 TRAIL의 mRNA 발현이 크게 증가하였으므로(그림

7C), IFN-γ에 의한 SNU-368 세포의 apoptosis에서 TRAIL-induced apoptosis가 매개되어 있

는지 알아보기 위해, SNU-354와 SNU-368 세포에서 TRAIL 수용체 유전자의 mRNA 발

현을 조사하고 IFN-γ에 의한 변화도 조사하였다. TRAIL 수용체 중 TRAIL과 결합하였

을 때 apoptosis를 매개하는 수용체인 DR4와 DR5는 두 세포주에서 모두 mRNA의 발현

을 보였고, 그 정도는 IFN-γ 처리에 의해서 변화가 없었다(그림 9A). 그러나, TRAIL이

....... . ........
A

....... . ........
B

....... . ........
C



-  -18

그림 8. SNU-354와 SNU-368 세포에서 IFN-γ에 의한 세포표면 Fas의 발현 변화와 FasL mRNA의 발현

변화. (A) SNU-354와 SNU-368 세포를 250 U/ml의 IFN-γ로 36 시간 동안 처리한 후, DX2 anti-Fas 항체와

이차항체로 면역형광염색을 시행하고 유세포 분석을 하였다. 점선은 anti-Fas 항체 없이 이차항체로만

염색을 시행한 음성대조군, 실선은 IFN-γ 처리를 하지 않고 Fas를 염색한 경우, 색으로 칠해진 부분은

IFN-γ 처리를 한 후 Fas를 염색한 경우이다. (B) SNU-354와 SNU-368 세포를 250 U/ml의 IFN-γ로 12 또

는 24 시간 동안 처리한 후, 총 RNA를 분리하고 FasL mRNA의 양을 정량하기 위해 반정량적 역전사

중합효소 연쇄반응을 시행하였다. FasL mRNA를 잘 발현하는 양성대조군 세포로 anti-CD3 항체 자극을

준 Jurkat 세포(anti-CD3 Jurkat)를 사용하였다.

DR4나 DR5에 결합하는 것을 경쟁적으로 억제할 수 있는 decoy 수용체 중의 하나인

DcR1은 SNU-354 세포에서는 발현되었으나, SNU-368 세포에서는 발현되지 않았으며,

IFN-γ 처리에 의해 SNU-354에서만 그 발현이 증가되었다(그림 9B). 또 다른 decoy 수용

체인 DcR2는 두 세포주에서 모두 기본적으로 발현을 하였으나, IFN-γ 처리에 의해

SNU-368 세포에서 그 발현이 조금 감소하였다. 이러한 결과를 통하여 SNU-368 세포에

서 IFN-γ는 TRAIL의 발현을 증가시키고, 증가된 TRAIL이 DR4나 DR5에 결합하여

apoptosis를 유도한다는 가설을 세울 수 있었다.

8. IFN-γ에 의한 SNU-368 세포의 apoptosis에서 TRAIL의 역할

   

위에서 제시한 가설이 옳다면, SNU-368 세포는 TRAIL-induced apoptosis에 감수성이

있고 SNU-354 세포는 TRAIL-induced apoptosis에 저항성이 있을 것으로 예상된다. 이를

확인하기 위해 SNU-354와 SNU-368 세포에 200 ng/ml의 재조합 수용성 TRAIL을 투여하

고 MTT 분석을 시행한 결과, 예상과 같이 SNU-368 세포에서는 세포 생존율이 감소하

A SNU-354

SNU-368

....... . ........
B
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그림 9. IFN-γ가 SNU-354와 SNU-368 세포에서 TRAIL 수용체 발현에 미치는 영향. SNU-354와 SNU-368

세포를 250 U/ml의 IFN-γ로 표시된 시간 동안 처리한 후, 총 RNA를 분리하였다. 분리된 총 RNA로 DR4와

DR5 mRNA 발현을 보기 위해 RPA를 시행하거나(그림 A), DcR1과 DcR2 mRNA 발현을 보기 위해 반정량적

역전사 중합효소 연쇄반응을 시행하였다(그림 B).
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그림 10. SNU-354와 SNU-368 세포의 TRAIL-induced apoptosis에 대한 감수성. 세포를 200

ng/ml의 재조합 수용성 TRAIL로 24 시간 동안 처리하고, 세포 생존율을 알아보기 위해

MTT 분석을 시행하였다. TRAIL로 처리하지 않은 군의 세포 생존율을 100%로 계산하였다.

독립적으로 4 회의 실험을 시행하여 그 평균값과 표준오차를 나타내었다. MCF7과 HeLa 세

포주를 TRAIL-induced apoptosis에 감수성이 있는 양성대조군 세포주로 이용하였다.
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그림 11. SNU-368 세포에서 재조합 DR4-Fc 융합 단백에 의한 IFN-γ-induced apoptosis의 억제.

SNU-368 세포를 250 U/ml의 IFN-γ와 표시된 농도의 재조합 DR4-Fc 또는 재조합 Fas-Fc 융

합 단백으로 처리하였다. 36 시간 후 배양액을 제거하고, 다시 이전과 동일한 농도의 재조

합 DR4-Fc 또는 재조합 Fas-Fc 융합 단백이 포함된 배양액을 넣고 36 시간을 더 배양한

후, LDH 분석을 시행하였다. 독립적으로 3 회의 실험을 시행하여 그 평균값과 표준오차를

나타내었다.

였고 SNU-354 세포에서는 영향이 없었다(그림 10).

위에서 제시한 가설을 확증하기 위하여 SNU-368 세포를 IFN-γ로 처리하면서, TRAIL

이 DR4나 DR5에 결합하는 것을 억제할 수 있는 재조합 DR4-Fc 융합 단백을 같이 처

리하여, IFN-γ에 의한 SNU-368 세포의 apoptosis가 억제되는지 알아보았다. 그 결과, 재

조합 DR4-Fc 융합 단백이 농도에 의존적으로 IFN-γ에 의한 SNU-368 세포의 apoptosis를

억제하는 것을 확인하여 위에서 제시한 가설이 옳음을 확인하였다(그림 11). 그러나, 동

일한 조건에서 재조합 Fas-Fc 융합 단백은 IFN-γ에 의한 SNU-368 세포의 apoptosis를 억

제하지 못함을 관찰하여, IFN-γ에 의한 SNU-368 세포의 apoptosis가 FasL/Fas 경로에 의

해서 일어나지 않음을 다시 한 번 확인할 수 있었다.

9. IL-6과 IL-8이 간암 세포에서 Fas-mediated apoptosis에 미치는 영향

IFN-γ 이외에 간암 주변의 미세 환경 내에 존재할 수 있는 다른 cytokine들도 간암 세

포의 Fas-mediated apoptosis에 영향을 주는지 알아보았다. 특히 IL-6과 IL-8은 간암 세포

에서 발현, 분비된다고 보고된 바 있으며,60,61,74 apoptosis를 억제하거나 세포의 생존을 증

가시키는 것으로도 알려져 있다.73,74 따라서, IL-6이나 IL-8이 간암 세포에서 Fas-mediated

apoptosis를 감소시키는지 알아보았다. 사용한 세포주로는 앞의 실험에서 IFN-γ와 CH11

처리를 통해 apoptosis가 비교적 많이 일어났던 SNU-354와 SNU-368 세포를 이용하였다.

이를 위해 SNU-354와 SNU-368 세포에 IFN-γ 전처리와 CH11 처리를 통하여 apoptosis를
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그림 12. IL-6이 간암세포에서 Fas-mediated apoptosis에 미치는 영향. SNU-354와 SNU-368 세포를 250 U/ml

의 IFN-γ로 36 시간 동안 전처리하고 배양액을 제거한 후, 250 ng/ml의 CH11 anti-Fas 항체가 포함된 배양액

을 넣고 36 시간 동안 배양하여 Fas-mediated apoptosis를 유도하였다. IFN-γ 전처리를 할 때와 CH11 처리를

할 때, 재조합 IL-6을 동시에 처리하였다. Apoptosis의 정도를 알아보기 위해 LDH 분석을 시행하였다. 독립

적으로 4 회의 실험을 시행하여 그 평균값과 표준오차를 나타내었다. 각 막대 아래의 숫자는 처리한 재조

합 IL-6의 농도를 나타내며 단위는 ng/ml이다.

그림 13. IL-8이 간암 세포에서 Fas-mediated apoptosis에 미치는 영향. SNU-354와 SNU-368 세포를 250 U/ml의

IFN-γ로 36 시간 동안 전처리하고 배양액을 제거한 후, 250 ng/ml의 CH11 anti-Fas 항체가 포함된 배양액을

넣고 36 시간 동안 배양하여 Fas-mediated apoptosis를 유도하였다. IFN-γ 전처리를 할 때와 CH11 처리를 할

때, 재조합 IL-8을 동시에 처리하였다. Apoptosis의 정도를 알아보기 위해 LDH 분석을 시행하였다. 독립적

으로 4 회의 실험을 시행하여 그 평균값과 표준오차를 나타내었다. 각 막대 아래의 숫자는 처리한 재조합

IL-8의 농도를 나타내며 단위는 ng/ml이다.
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유도할 때, IL-6이나 IL-8을 처리하고 LDH 분석을 시행하였다. 그 결과, IL-6이나 IL-8은

SNU-354와 SNU-368 세포의 Fas-mediated apoptosis를 감소시키거나 증가시키지 않았다 (그

림 12, 그림 13).

IV. 고    찰

1. IFN-γ가 간암 세포에서 Fas-mediated apoptosis 및 이와 관련된 유전자 발현에 미치는

영향

IFN-γ가 여러 암세포에서 Fas 수용체 자극을 비롯한 여러 가지 자극에 의한 apoptosis

의 정도를 증가시키는 것은 잘 알려져 있다.62-67 본 연구에서는 간암 세포에서 IFN-γ가

Fas-mediated apoptosis에 미치는 영향과 Fas-mediated apoptosis와 관련된 유전자 발현에 미

치는 영향을 알아보았다. 그 결과, 많은 간암 세포주에서 IFN-γ가 Fas mRNA 발현과 세포

표면 Fas의 발현을 증가시킴을 관찰하였다. 한편, 몇몇 세포주에서는 IFN-γ 처리 없이도

기본적으로 강한 세포표면 Fas 발현을 나타냈음에도 불구하고, IFN-γ를 처리 하지 않았을

때는 실험에 사용한 모든 간암 세포주가 Fas-mediated apoptosis에 저항성을 나타내었고,

이와 유사한 결과는 이전에도 보고된 바가 있었다.55,81 IFN-γ 전처리 후에는 실험에 사용

한 간암 세포주 중에서 3 가지 세포주에서만 Fas-mediated apoptosis에 감수성을 보였고,

나머지 10 가지 세포주 중 일부 세포주에서는 IFN-γ 처리에 의해 Fas의 발현이 증가했음

에도 불구하고 IFN-γ 전처리에 따른 Fas-mediated apoptosis의 증가를 보이지 않았다. 이러

한 결과는 대부분의 사람 간암 세포가 IFN-γ와 FasL 자극을 동시에 받더라도 Fas-

mediated apoptosis에 저항성을 보일 것임을 시사해주는 결과이다. 그러나, 본 실험에서 사

용된 간암 세포주들의 Fas-mediated apoptosis에 대한 저항성이나 IFN-γ 전처리 후의 변화

등은 세포주들이 기원된 간암의 악성도나 임상적인 특성들76과는 별다른 연관 관계를 보

이지 않았다.

IFN-γ 처리 후에 세포표면 Fas가 1.5배 이상 증가하여 다른 세포주들보다 더 큰 증가

양상을 보인 세포주는 4 가지가 있었는데, 이 중 SNU-449를 제외한 3 가지 세포주가

IFN-γ 전처리 후에 Fas-mediated apoptosis에 감수성을 보인 세포주였다. 이러한 결과로 간

암 세포에서 IFN-γ 전처리에 의한 Fas-mediated apoptosis의 증가는 IFN-γ 전처리에 의한 세

포표면 Fas 발현 증가 정도에 의존적임을 알 수 있었고, 간암 세포에서 IFN-γ 처리 후에

Fas-mediated apoptosis가 증가하는 경우에 있어, 그 기전은 세포표면 Fas의 증가 때문일

것이라고 생각할 수 있었다. 그러나, Chang liver, SK-HEP-1, Hep G2 세포는 세포표면 Fas를

강하게 발현하지만 Fas-mediated apoptosis에 대하여 저항성을 나타내었기 때문에, 절대적

인 세포표면 Fas발현 정도와 Fas-mediated apoptosis에 대한 감수성 사이에는 연관관계가

없다고 생각할 수 있었다. 이러한 세포주들은 세포표면 Fas는 잘 발현하더라도 다른

apoptosis 억제기전이 작동하여 Fas-mediated apoptosis에 저항성을 나타낼 것으로 생각된다.

본 연구에서 간암 세포에 IFN-γ를 처리하였을 때, Fas 발현의 증가 이외에 caspase-1
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mRNA 발현의 증가도 관찰되었다. IFN-γ에 의한 caspase-1 발현의 증가가 apoptosis에서 하

는 역할에 대해서는 U937 백혈병 세포와 HT-29 대장암 세포에서 이미 보고된 바 있

다.65,67 그리고, IFN-γ 자극에 따른 STAT 경로의 활성화에 의해 caspase-1의 발현이 유도되

어 apoptosis가 일어나는 경우가 있고,82 사람 적혈구 전구세포에서 일어나는 IFN-γ-induced

apoptosis는 Fas, caspase-1, -3, -8 등의 발현이 증가해서 일어난다는 보고가 있다.80,83 이외에

도 STAT1을 발현하지 않는 세포에서는 caspase-1, -2, -3를 발현하지 않고, TNF-α-induced

apoptosis에 저항성을 나타낸다는 보고도 있다.84 이러한 이전의 보고들은 IFN-γ가 STAT1

의 작용을 매개하여 caspase-1의 발현을 증가시키며, caspase-1이 apoptosis 과정에서 중요

한 역할을 함을 암시해준다. 그러나, 본 연구에서는 많은 암세포주에서 IFN-γ 처리 후에

caspase-1의 발현이 유도되었으나, Fas-mediated apoptosis에 대한 저항성에는 변함이 없는

경우가 많았다. 이러한 결과는 간암 세포에서는 IFN-γ 처리 후의 caspase-1 발현 증가가

Fas-mediated apoptosis에서 중요한 역할은 하지 않음을 암시해주는 것이다.

본 연구에서는 IFN-γ가 bcl-2 family 유전자의 mRNA 발현에 미치는 영향도 조사해 보

았다. 그 결과, 간암 세포에서 IFN-γ는 bcl-2 family 유전자의 mRNA 발현에 영향을 미치

지 않았다. 대장암 세포에서는 IFN-γ 처리 후의 Fas-mediated apoptosis의 증가가 bcl-2

family 유전자의 발현 변화 때문이라는 보고가 있다.63,66 이들 보고에서는 COLO 201 대장

암 세포에서는 Bcl-2 발현의 감소와 Bax 발현의 증가를,63 또 HT-29 대장암 세포에서는

Bak 발현의 증가를 보고하고 있다.66 그러나 본 연구에서는 이러한 발현의 변화가 관찰되

지 않았다. 한 가지 특기할 점은 다른 암과 마찬가지로 간암 세포도 Bcl-2를 과발현시키

면 Fas-mediated apoptosis가 억제됨에도 불구하고,85 실험에 사용한 모든 간암 세포주에서

bcl-2 유전자 mRNA 발현이 검출되지 않았다는 것이다. 이러한 결과로 간암 세포가 Fas-

mediated apoptosis에 저항성을 보이는 기전으로 Bcl-2의 과발현이 이용되지는 않는다고 결

론지을 수 있었다.

Fas-mediated apoptosis에 대해 저항성을 획득하는 것은 간세포의 암화(carcinogenesis) 과

정에 있어 필수적으로 일어나야 하는 것으로 생각된다. 정상 간세포는 Fas를 많이 발현

하며 Fas 자극에 의해 쉽게 apoptosis가 유발된다.49-51 게다가 많은 간암이 만성 바이러스

성 간염과 연관되어 발생하고 이러한 병변에 FasL를 많이 발현하는 림프구가 침윤되는

것을 고려해 보면, 간암 발생 과정에서는 Fas-mediated apoptosis에 저항성을 보이는 세포

들이 선택될 것이며, 결과적으로 이렇게 선택되어 생성된 간암은 Fas-mediated apoptosis에

강한 저항성을 보일 것이다. 그리고, 어떤 간암 세포에서는 FasL를 발현하며, 암세포에서

발현되는 FasL는 암세포 주위에 침윤된 면역세포의 apoptosis를 유도하여 암세포의 면역

회피 기전으로 작용한다는 것이 알려져 있다.33,35 만약 간암 세포가 이러한 이유로 FasL

를 발현한다면 Fas-mediated apoptosis에 대한 저항성 획득은 필수적일 것이다. 간암 세포

에서 이러한 Fas-mediated apoptosis에 대한 저항성을 IFN-γ 처리에 의해 감소시킬 수 있는

지 조사한 본 연구를 통하여, IFN-γ는 일부 간암 세포에서 Fas-mediated apoptosis를 증가시
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키며, 이는 IFN-γ에 의한 세포표면 Fas 발현의 증가 정도에 의존적이라는 결론을 얻었다.

2. 간암 세포에서 IFN-γ에 의한 apoptosis의 기전 및 IFN-γ가 TRAIL 관련 유전자 발현에

미치는 영향

본 연구에서는 SNU-368 세포에서 IFN-γ에 의한 apoptosis의 특성과 기전을 조사하였고,

결과적으로 IFN-γ에 의해 발현이 증가하는 TRAIL에 의한 apoptosis를 그 가능한 기전으

로 제시하였다.

최근 여러 가지 세포에서 I형 또는 II형 IFN이 TRAIL의 발현을 증가시킨다는 결과들

이 보고되고 있다. 특히 IFN-γ 처리에 의해 수상돌기세포, 섬유아세포(fibroblast), 대식세포

(macrophage), 영양아세포(trophoblast), 단핵세포, 갑상샘 소포세포(thyroid follicular cell), 유

두상 갑상샘 암세포(papillary thyroid cancer cell) 등에서 TRAIL의 발현이 증가한다는 보고

가 있다.39,40,69-71 그리고, 이렇게 IFN-γ 처리에 의해 증가한 TRAIL은 단핵세포나 수상돌기

세포에서 항종양 활성 기전으로 이용되거나,39,40 섬유아세포의 항바이러스 작용 기전으로

이용된다고 제시되었다.71 그리고, 태반에서는 영양아세포에서 발현되는 TRAIL이 면역 특

권 상태를 유지하는 기전으로 작용한다고 보고되었다.70 이러한 이전의 보고에 따르면

IFN-γ에 의해 발현이 증가된 TRAIL은 다른 세포의 apoptosis를 유도하는데 이용된다. 그

러나, 본 연구에서는 간암 세포를 대상으로 실험하여 IFN-γ에 의해 TRAIL의 발현이 증

가하며, 발현이 증가된 TRAIL에 의해 간암 세포 자신의 apoptosis가 유도됨을 증명하였다.

이러한 결과로 TRAIL의 발현 증가가 IFN-γ의 항종양 기전의 하나로 작용할 것임을 제시

할 수 있었다.

본 연구의 결과에서, IFN-γ는 TRAIL에 대한 4 가지 수용체 중에서 DR4와 DR5의 발현

은 변화시키지 않았고, SNU-354 세포에서는 DcR1의 발현을 증가시켰으며 SNU-368 세포

에서는 DcR2의 발현을 감소시켰다. IFN-γ에 의한 TRAIL 수용체의 발현 변화에 대해서는

많은 보고가 있지는 않으나, 본 연구를 포함한 각 연구들 간에 서로 다른 결과들이 나타

났다. 대식세포에서 IFN-γ는 4 가지 TRAIL 수용체 중 DR4의 발현만을 증가시키며,70 섬

유아세포에서는 모든 4 가지 수용체의 발현을 저하시킨다.71 또한, 단핵세포에서는 DR5의

발현만을 감소시킨다.39 이렇게 각 연구들 간에 서로 다른 변화들이 보여지는 것은 아마

도 세포형에 따른 특이성 때문일 것이다. 이러한 차이의 원인을 규명하기 위해서는

TRAIL에 대한 4 가지 수용체의 전사 조절에 대한 연구가 진행되어야 할 것이다.

TRAIL은 암세포에 대한 선택적인 세포독성을 가진 새로운 항암 분자로서 주목을 받았

고, 이러한 선택적인 세포독성은 decoy 수용체인 DcR1이 정상 세포에서만 발현되고 암세

포에서는 발현되지 않는 경우가 많기 때문이라고 여겨졌다.28 그리고, 실제로 재조합 수용

성 TRAIL은 항암 분자로서 동물 실험까지 거치게 되었다.86,87 그러나, 실제로 모든 암세

포가 DcR1을 발현하지 않고, TRAIL-induced apoptosis에 감수성을 보이는지에 대해서는 의
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문점이 많다. 오히려 많은 암세포들이 DcR1이나 DcR2와 같은 decoy 수용체를 발현하고,

TRAIL-induced apoptosis에 저항성을 보인다는 보고도 있다.88 그리고, 본 연구에서도 SNU-

354 세포는 TRAIL-induced apoptosis에 저항성을 보였다. SNU-354 세포는 IFN-γ 처리 없이

도 TRAIL을 발현하며 IFN-γ를 처리했을 때는 매우 강하게 TRAIL mRNA 발현이 유도되

었지만, apoptosis는 일어나지 않았다. 그렇다면 이렇게 TRAIL-induced apoptosis에 저항성

을 보이는 암세포에서 TRAIL을 강하게 발현하는 경우 TRAIL의 역할은 무엇일까? 아마

도 암세포에서 발현하는 FasL의 경우와 비슷하게 암세포 주위로 침윤되는 면역세포의

apoptosis를 유도하여 암세포의 면역회피 기전으로 이용될 것으로 추측된다. 실제로 FasL

는 많은 암세포에서 발현되며,32-35 암세포에서 발현되는 FasL는 종양 침윤 T 세포의

apoptosis를 유도한다는 것이 보고된 바 있다.36 암세포에서 발현되는 TRAIL에 있어 비슷

한 보고가 일부 있어, 림프구성 또는 골수성 백혈병 세포나89 유두상 갑상샘 암세포69에서

TRAIL이 발현되며, TRAIL에 민감한 세포의 apoptosis를 유도한다는 것이 보고되었다. 그

리고, TRAIL을 과발현시킨 선암(adenocarcinoma) 세포는 활성화된 림프구의 apoptosis를 유

도하며 생쥐에 주입하였을 때 더 빠른 성장을 보인다는 보고가 있었다.90 이 보고에서 이

러한 TRAIL의 역할은 stealth 효과라고 언급되었다.

IFN-γ가 항종양 효과를 보이는 것은 알려져 있으나, 정확한 세포독성 기전은 잘 알려

져 있지 않았다. 본 연구에서는 IFN-γ가 SNU-368 간암 세포의 apoptosis를 유도하며, 이것

은 IFN-γ에 의해 발현이 증가된 TRAIL에 의한 apoptosis라는 것을 증명하여 TRAIL-

induced apoptosis 경로가 IFN-γ의 항종양 효과의 기전 중 하나라는 것을 제시하였다.

3. IL-6 및 IL-8이 간암 세포에서 Fas-mediated apoptosis에 미치는 영향

본 연구에서는 간암 세포에서 생성, 분비되기도 하는 IL-6이나 IL-8이 SNU-354와 SNU-

368 간암 세포의 Fas-mediated apoptosis에 미치는 영향을 조사하였고, 그 결과 IL-6이나

IL-8은 SNU-354와 SNU-368 간암 세포에서 Fas-mediated apoptosis의 정도를 감소시키거나

증가시키지 않음을 관찰하였다.

Hep 3B 간암 세포주를 이용한 이전의 연구에서, IL-6는 TGF-β, 자외선, retinoic acid 등

다양한 자극에 의한 apoptosis를 억제하며, 이러한 apoptosis 억제 효과는 주로 PI-3

kinase/Akt 경로의 활성화에 의한다는 것이 보고되었다.73,91 또한, 전립선암 세포에서도 IL-

6는 PI-3 kinase를 활성화시키며, 이에 따라 apoptosis를 억제할 수 있다는 보고가 있다.92

각종 세포에서 PI-3 kinase가 활성화되면 어떠한 기전으로 세포의 apoptosis가 억제되는지

에 대해서는 몇 가지 기전이 알려져 있다. PI-3 kinase가 활성화되면 serine/threonine kinase

인 Akt가 활성화되고, 활성화된 Akt는 Bad를 인산화시키며, 이에 따라 Bad는 14-3-3과 결

합되고 Bcl-xL이 유리되어 apoptosis가 억제된다는 것이 잘 알려져 있다.93,94 이외에도 최근
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PI-3 kinase/Akt 경로는 FLIP의 발현을 증가시켜 apoptosis 억제 기능을 할 수 있다고 알려

졌고,95 Hep 3B 간암 세포에서는 PI-3 kinase/Akt 경로가 Mcl-1의 발현을 증가시켜 apoptosis

억제 기능을 한다는 것이 보고되었다.91 그러나, 본 연구에서는 IL-6이 SNU-354와 SNU-

368 세포의 Fas-mediated apoptosis를 억제하지 못하였다. 본 연구에서 IL-6이 Fas-mediated

apoptosis를 억제하지 못한 이유로 다음의 몇 가지 가능성을 생각해 볼 수 있다. 첫째, 본

실험에서도 IL-6이 SNU-354와 SNU-368 세포의 PI-3 kinase/Akt 경로를 활성화시키고 그

하위의 변화도 일으켰지만 이러한 변화가 Fas-mediated apoptosis를 억제하지 못했을 수 있

고, 둘째, IL-6이 SNU-354와 SNU-368 세포에서는 PI-3 kinase/Akt 경로를 활성화시키지 못

했을 수 있다. 이러한 가능한 원인 중 어떤 이유로 IL-6이 SNU-354와 SNU-368 세포의

Fas-mediated apoptosis를 억제하지 못하였는지 알아보기 위해서는 SNU-354와 SNU-368 세

포의 IL-6 수용체 발현, IL-6 처리에 따른 PI-3 kinase나 Akt, Bad의 인산화 여부, 그리고

FLIP이나 Mcl-1의 발현량 등을 조사해 보아야 할 것이다.

한편, IL-8이 간암 세포를 비롯한 암세포의 apoptosis에 미치는 영향에 대해서는 별로

알려진 바가 없고, 다만 간암 세포나 췌장암 세포, 그리고 대장암 세포의 생존율을 증가

시킨다는 보고가 있다.74,96 이러한 사실에서 IL-8이 간암 세포의 apoptosis를 감소시키지 않

을까 하는 가설을 가지고, 본 연구에서는 SNU-354와 SNU-368 세포에서 IL-8이 Fas-

mediated apoptosis에 미치는 영향을 조사하였지만, 특별한 변화를 주지 않았다. IL-8이 간

암 세포의 apoptosis를 감소시키지 않는다면, 어떠한 기전으로 간암 세포의 생존율을 증

가시키는지 그 기전을 다른 측면에서 조사해볼 필요가 있을 것이다.

면역세포 뿐만 아니라 암세포에서도 각종 cytokine이나 chemokine을 생성, 분비할 수

있으며, 실제로 간암 세포에서도 IL-6이나 IL-8을 비롯한 cytokine이나 chemokine 유전자

가 발현되고 있다.60,61 그리고, IL-6과 IL-8은 간암 세포에서 B형 간염 바이러스의 암유발

단백으로 알려진 HBx에 의해 그 발현이 유도됨이 알려져 있다.72,97 이렇게 IL-6이나 IL-8

이 간암 세포에서 발현된다는 사실은 이들 cytokine이 간암 세포의 증식을 촉진시키거나

apoptosis를 억제하는 등의 간암의 성장에 이로운 작용을 할 것을 간접적으로 시사한다.

IL-6이나 IL-8이 간암 세포에서 생성, 분비되어서 간암의 성장에 어떤 기전으로 이로운

효과를 나타낼 지에 대해서는 많은 의문점이 있다.

결론적으로, 본 연구를 통하여 IFN-γ가 간암 세포의 apoptosis에 미치는 영향과 그 기전

을 조사함으로써, IFN-γ는 일부 간암 세포의 세포표면 Fas 발현을 증가시킴으로써 Fas-

mediated apoptosis에 대한 감수성을 높일 수 있음을 알 수 있었고, 어떤 간암 세포에서는

TRAIL의 발현을 증가시키고, 이에 따라 TRAIL에 의한 apoptosis가 유도되어 부수적인 자

극 없이도 IFN-γ만으로도 apoptosis를 유도할 수 있음을 알 수 있었다.
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V. 결    론

본 연구에서는 사람 간암 세포에서 IFN-γ가 Fas-mediated apoptosis에 미치는 영향 및 그

기전을 조사하였고, IFN-γ처리 자체만으로도 apoptosis가 유도되는 SNU-368 간암 세포에서

IFN-γ-induced apoptosis의 특성 및 기전을 조사하였다. 또한, 간암 세포에서 IL-6과 IL-8이

Fas-mediated apoptosis에 미치는 영향을 조사하였다. 그 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 간암 세포는 Fas-mediated apoptosis에 저항성이 있으며, 일부 간암세포는 IFN-γ

전처리에 의해 Fas-mediated apoptosis에 대한 감수성이 증가한다.

2. 일부 간암 세포에서 관찰되는 IFN-γ 전처리에 의한 Fas-mediated apoptosis의 증가는

IFN-γ에 의한 세포표면 Fas 발현의 증가 정도와 강한 연관성이 있다.

3. SNU-368 간암 세포에서 IFN-γ는 Fas 수용체 자극 없이도 apoptosis를 유발하며, 이는

IFN-γ에 의해 발현이 증가된 TRAIL에 의해 apoptosis가 유발되기 때문이다.

4. 간암 세포에서 IL-6이나 IL-8은 Fas-mediated apoptosis의 정도를 변화시키지 않는다.

이상의 결과로, 일부 간암 세포에서 IFN-γ는 세포표면 Fas 발현을 증가시킴으로써 Fas-

mediated apoptosis에 대한 감수성을 높일 수 있고, 어떤 간암 세포에서는 TRAIL의 발현을

증가시키고, 이에 따라 TRAIL에 의한 apoptosis가 유도되므로 부수적인 자극 없이 IFN-γ

만으로도 apoptosis를 유도할 수 있음을 알 수 있었다.
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Abstract

Effects of interferon-γ on the apoptosis of human hepatoma cells

Eui-Cheol Shin

Department of Medicine

The Graduate School, Yonsei University

(Directed by Professor Jeon Han Park)

Many tumors including hepatoma show resistance to Fas-mediated apoptosis, which is one of

the effector mechanisms in the host’s anti-tumor response, however, this resistance can be

abolished by interferon-γ (IFN-γ) treatment. IFN-γ may sensitize Fas-mediated apoptosis in

several different ways, but the exact mechanism in hepatoma remains unclear. In this study, the

effect of IFN-γ on the susceptibility of hepatoma cell lines to Fas-mediated apoptosis was

investigated. The effect of IFN-γ on the expression of various apoptosis-related genes such as Fas-

related genes, bcl-2 family genes, and caspase family genes was investigated. Although most of

the cell lines constitutively expressed considerable amounts of Fas, all tested 13 cell lines were

resistant to Fas-mediated cell death. Interestingly, when cells were pretreated with IFN-γ, 3 cell

lines (SNU-354, SNU-387 and SNU-423) became significantly susceptible to Fas-mediated

apoptosis. IFN-γ also increased the mRNA expression of Fas, TNF-related apoptosis-inducing

ligand (TRAIL) and caspase-1, and the surface expression of Fas in most of the hepatoma cells.

More interestingly, the strongly sensitized 3 cell lines showed a potent increment of cell surface

Fas expression after IFN-γ treatment. These results suggest that a potent increment of surface Fas

expression is a major sensitizing mechanism of IFN-γ in the Fas-mediated apoptosis of hepatoma

cells.

Among hepatoma cell lines used in this study, SNU-368 cells underwent cell death by IFN-γ

treatment without Fas stimulation. Therefore, IFN-γ-induced cell death of SNU-368 cells and its

molecular mechanism were investigated in more detail. During IFN-γ-induced cell death, increase

of caspase-3 activity was observed. IFN-γ also increased the mRNA expression of Fas, caspase-1

and TRAIL. In particular, IFN-γ potently increased the mRNA expression of TRAIL. Among 4

TRAIL receptors, IFN-γ did not change the mRNA expression of death-mediating TRAIL

receptors, DR4 and DR5, which were constitutively expressed in both cell lines. In contrast, the

decoy receptor, DcR1, was not expressed in SNU-368, and another decoy receptor, DcR2 was

constitutively expressed, however, its expression level in SNU-368 was decreased by IFN-γ. In

addition, exogenous recombinant TRAIL reduced viability in SNU-368 cells. From these findings
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it was speculated that TRAIL up-regulation and the subsequent TRAIL-induced apoptosis serve

as a mechanism of IFN-γ-induced cell death in SNU-368 cells. To confirm this hypothesis, it was

demonstrated that soluble DR4-Fc fusion protein, a TRAIL pathway inhibitor, inhibited IFN-γ-

induced cell death in SNU-368. These results demonstrated that IFN-γ acts as an inducer of cell

death through TRAIL-induced apoptosis.

In this study, the effect of IL-6 and IL-8 on Fas-mediated apoptosis was also investigated in

hepatoma cells. Contrast with IFN-γ, IL-6 and IL-8 did not affect on the Fas-mediated apoptosis

in SNU-354 and SNU-368 cells.

In conclusion, IFN-γ is able to make hepatoma cells susceptible to Fas-mediated apoptosis

through the up-regulation of surface Fas, and induce apoptosis in some hepatoma cells through the

up-regulation of TRAIL and subsequent activation of TRAIL-induced apoptosis.

           Key Words: interferon-γ (IFN-γ), hepatoma cells, apoptosis, Fas, TNF-related apoptosis-inducing

                     ligand (TRAIL)
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