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간암세포주에서 지속적인 p16 단백질발현이 유도하는
유전자발현의 변화
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ABSTRACT
Background: The normal functions of the cell cycle inhibitor p16INK4a are frequently 
inactivated in many human cancers. Over 80% of hepatocellular carcinoma (HCC) cases 
lack a functional p16/Rb pathway. p16/Rb pathway, as well as p53 pathway, is 
considered as one of key components of tumor suppression. Methods: To study the 
roles of p16INK4a in HCC, a stable cell line expressing exogenous p16 was generated 
from SNU-449 hepatocellular carcinoma cells lacking endogenous p16, and suppression 
subtractive hybridization (SSH) was performed in parallel with the control cells. Results: 
1) SSH identifies fibronectin (FN1), crystallin αB (CRYAB), Rac1, WASP, RhoGEF, 
and CCT3 as differentially-expressed genes. 2) Among the selected genes, the up- 
regulation of FN1 and CRYAB was confirmed by Northern blot, RT-PCR and by 
proteomic methods. Conclusion: These genes are likely to be associated with the 
induction of stress fiber and stabilization of cytoskeleton. Further studies are required 
to clarify the possible role of p16 in the signal transduction pathway. (Immune 
Network 2004;4(4):237-243)
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서 론

  암(cancer)의 발생은 하나의 세포에 있어서 생명현상

유지에 관여하는 다양한 유전자들의 변화로부터 유래한

다. 암의 발생기전에는 여러 종류의 암유전자(oncogene)

와 종양억제 유전자(tumor suppressor gene)가 관여하고

있음이 알려져 있다. 정상세포가 암세포로 전환될 때 불

활성화 하는 유전자를 종양억제 유전자라 부르는데 여

기에는 p53와 Rb (retinoblastoma gene), p16INK4a 등이

포함된다(1-5). Tumor suppressor gene은 세포의 무분별한

증식을 막는 역할을 담당하는데 상황에 따라서 세포주

기를 정지시키거나, 세포사멸(apoptosis)을 유도하거나

세포노화를 유도할 수 있다. 간세포암(hepatocellular car-

cinoma, HCC)은 위암과 폐암과 더불어 우리나라 사람에

게 가장 흔한 암 중의 하나이다. 간암조직이나 간암세포

주를 사용한 연구에서 p16INK4a의 homozygous deletion,

p16INK4a promoter methylation으로 인한 p16 단백질발현

소실이 자주 관찰되는데(6,7), 이것은 결국 p16INK4a가

간세포암의 발생기전에 중요한 역할을 하고 있음을 의

미한다. p16INK4a 단백질은 cyclin-dependent kinase (CDK)

4와 6를 특이적으로 억제함으로써 세포주기의 진행을

억제하는 CDK 저해제(CDKI) 역할을 한다(8). 세포주기

는 cyclin과 CDK 단백질들 간의 복합체에 의하여 각 단

계마다 특이적인 조절이 이루어진다. 정상세포의 G1기

에 cyclin D1와 CDK4/6는 결합하여 활성화되며 Rb의 인
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산화를 일으킨다. Rb의 인산화는 Rb가 전사인자 E2F와

결합하지 못하도록 하며, E2F 전사인자는 G1에서 S

phase로의 진행을 촉진시켜 증식하도록 한다. 그러나

p16INK4a이 CDK4/6와 결합하면 cyclin D와 CDK4/6가

복합체를 형성하여 활성화하는 것을 막아, Rb의 인산화

는 억제되며 E2F와 결합한 상태로 남아있어 S phase로

진행하지 못한다(9,10). 유전자의 결실, 돌연변이, 프로모

터의 methylation 등의 원인에 의해서 p16 단백질의 발현

이 소실되면 암의 발생이 촉진된다는 사실은 p16INK4a

유전자발현이 암화과정(carcinogenesis)을 막는 강력한

방어막 역할을 하고 있음을 의미한다(1-7). p16INK4a는

Rb를 조절함으로써 세포주기를 조절하는 역할을 하지

만, p16 단백질 발현을 통하여 다양한 세포생물학적인

변화도 함께 초래되기 때문에, p16INK4a/Rb pathway가

직접적으로 세포주기를 조절함과 함께 다양한 생물학적

기능을 하는 molecule들의 발현에도 간접적으로 영향을

미칠 가능성을 부인할 수 없다.

그러므로 본 연구에서는 p16INK4a 발현에 의하여 초

래되는 변화에 대하여 분자수준의 차이를 연구하고자

계획하였으며, 이러한 목적을 감안하여 실험에 사용할

세포주로 p16 단백질을 발현하지 않으며 정상적인 Rb

기능을 포함하는 SNU-449 간암세포주를 선택하였다.

SNU-449 세포에 empty vector (control)와 p16INK4a (sam-

ple)를 이입하고 선별을 통하여 안정적인 세포주를 수립

하였고, p16 단백질을 발현하는 세포와 발현하지 않는

control 세포사이에 suppression subtractive hybridization

(SSH)을 실시하였다. 공통으로 존재하는 housekeeping

유전자를 제거하여 발현에 차이가 나는 유전자를 clon-

ing 하고 DNA sequencing과 homology search를 통하여 유

전자를 동정하였다. 유전자발현의 차이를 관찰하기 위

하여 Northern blot과 RT-PCR을 실시하여 Fibronectin

(FN1)과 crystallin αB (CRYAB)의 증가를 확인하였고,

CRYAB의 경우는 단백질 이차원 전기영동과 MALDI-

TOF 분석에 의하여 단백질의 증가도 확인하였다.

재료 및 방법

세포배양 . SNU-449 세포주는 한국세포주은행(KCLB)에

서 분양 받았으며 SNU-449 세포는 p16INK4a와 p53 유전

자에 동시에 변이를 가지고 있다(11). p16INK4a 유전자

부분은 homozygous하게 deletion 되어 p16 단백질의 발현

이 일어나지 않으며 p53 단백질은 돌연변이형의 p53을

발현한다(12,13). SNU-449의 배양은 ACL4 배지에 5%의

fetal bovine serum을 첨가하여 만든 AR5 배지에 5% CO2,

37oC에서 배양하였다. 이입을 위하여 SNU-449 세포를

6-well plate에 2×10
4
으로 plating 하고 하루 뒤에 pcDNA-

p16과 pcDNA3 (Invitrogen) empty vector를 FuGene6 (Ro-

che Molecular Biochemicals)를 사용하여 이입하였다.

Stable clone들은 G-418 (750 ug/ml)을 포함한 배지에서

2주간 선별하였다.

Immunoblot assay. 안정적인 세포주 clone들의 p16 단백

질 발현의 검사를 위하여 배양세포를 lysis buffer [50 mM

Tris pH 8.0, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 0.5% NP40, 1

mM PMSF]에 의하여 단백질을 추출하고 총 단백질양을

Bradford assay (Bio-Rad)를 통하여 결정하여 동량의 단백

질 분획을 14% polyacrylamide gel에서 전기영동하였다.

이것을 Immobilon (Milipore) PVDF에 transfer하고 block-

ing buffer (1% skim milk, 0.05% Tween 20 in PBS)에 배양

한 후 anti-p16 항원(Santa Cruz Biotechnology)을 반응하

였다. 이차 항원으로는 horseradish peroxidase (HRP)-

conjugated rabbit IgG를 사용하고 ECL 방법(Amersham)에

의하여 signal을 관찰하였다.

생장곡선과 세포주기측정 . 세포는 6-cm plate에 3×104

으로 plating 하고 7일째 까지 매일 세포수를 hemato-

cytometer로 측정하였다. 세 번의 독립 실험을 실시하여

그 평균값을 취하였다. Fluorescence-activated cell sorter

(FACS) 분석은 5×10
5

cell을 10 cm plate에 seed하고 5일

동안 배양한 후 2×10
6

cell을 각각 수확하여 PBS로 두

번 wash하고 1 ml PBS로 resuspend한 후, 4 ml의 100%

ethanol로 4
o
C에서 1시간 동안 고정하고 -20

o
C에서 보

관하였다. 세포를 원심분리하여 수확하고 PBS로 2번

wash한 다음 0.2 ml의 PBS에 resuspend하고 여기에 0.5

ml의 RNaseA (100μg/ml)와 0.2 ml의 propidium iodide (1

mg/ml)를 넣어 4
o
C에서 30분간 염색하였다. 이렇게 준비

된 sample은 FACSCalibur (Becton Dickinson) flow cyto-

metry system을 이용하여 측정하였다.

Suppression subtractive hybr idization. Total RNA는

Trizol reagent (Invitrogen)과 RNeasy kit (Qiagen)를 사용

하여 추출하고 cDNA hybridization할 때까지 -80
o
C에서

보관하였다. Total RNA로부터 DNase I (Life Technol-

ogies)을 사용하여 chromosomal DNA를 제거하였으며

double-stranded cDNA의 합성은 SMART PCR cDNA

synthesis kit (Clontech)를 사용하여 합성하였다. SSH는

SNU-449/pcDNA와 SNU-449/p16 사이에 다르게 발현되

는 유전자를 찾기 위하여 CLONTECH PCR-SELECT

cDNA subtraction kit (Clontech)를 사용하여 공급자의

manual에 따라서 실험하였다. 요약하면, 합성된 double-

stranded cDNA를 RsaI 제한효소로 blunt end로 자르고

SNU-449/p16로부터 합성한 cDNA에 두 종류의 specific-

adapter를 양쪽 말단에 각각 붙이고 SNU-449/pcDNA로부

터 합성한 cDNA와 68
o
C에서 hybridization하여 house-

keeping gene들을 제거하였다. Subtraction이 끝난 후

adaptor-specific primer를 이용한 두 번에 걸친 PCR am-

plification으로 signal을 증폭하였다.

cDNA의 cloning과 sequencing. SSH에 의하여 만들어진



Sustained Expression of p16  239

0
10

20
30

40

50

60

G1 S G2/M

vector
p16

0

2

4

6

8

0 1 2 3 4 5 6 7C
el

ln
um

be
rp

er
pl

at
e

(1
05 )

C
el

lc
yc

le
di

st
ri

bu
tio

n
(%

)

A

B

C

1  2

Actin

p16

days

C
el

ln
um

be
rp

er
pl

at
e

(1
0

Actin

p16

Figure 1. p16 expression in stably transfected SNU-449 and 
suppression of cell proliferation. (A) Western blot analysis. Cell 
lines were established by transfection of empty vector (1) and 
p16 expression vector (2). Cell extracts were collected and equal 
amounts of proteins were separated on a denaturing 14% pol-
yacrylamide gel, blotted, and probed with anti-p16 antibody 
(Santa Cruz, C-20). (B) Growth rate comparison of the stably 
transfected cell lines. Cells were plated at a density of 3×104 per 
60-mm plate and cell numbers were determined daily with a 
hemocytometer. The graph shows cell proliferation of vector 
control (broken line) and p16 (solid line) cell lines. Standard 
deviations were obtained by counting cells from three separate 
experiments. (C) FACS analysis. Percentages of G1, S, and G2/M 
phase cells were calculated by FACSORT program (Becton 
Dickinson).

PCR 산물은 PCR2.1 vector (Invitrogen)를 사용하여 sub-

cloning 하였다. DNA의 sequencing은 다카라코리아 바이

오메디칼(주) 유전자해석센타에 의뢰하여 실시하였고

homology search는 NCBI-BLAST search program을 사용

하여 수행하였다.

Northern blot과 RT-PCR. 각 세포로부터 Trizol (Invi-

trogen Inc.)을 이용하여 total RNA를 추출하였고 동량의

total RNA (20～25μg)를 RNA gel에서 전기영동하여

membrane으로 transfer 하였다. cDNA probe는 AlkPhos

Direct labeling system (Amersham bioscience)을 이용하여

제조하였으며 blot과 hybridization한 후 detection은 Amer-

sham ECL non-radioactive method를 사용하여 실시하였

다.

유전자 발현 확인을 위한 RT-PCR에는 0.1μg의 total

RNA를 oligo (dT)15와 AMV 역전사효소(Promega)를 함유

한 역전사반응액과 혼합하여 총 10μl로 만들어 42
o
C에

서 30분간 배양하여 cDNA를 합성하였다. 여기서 1μl의

cDNA를 중합연쇄반응액과 혼합하고 Thermal Cycler

(Core system)를 이용하여 95
o
C에서 30초, 52

o
C에서 30초,

72
o
C에서 30초(actin의 경우), 95

o
C에서 30초, 48

o
C에서

30초, 72oC에서 30초(CRYAB의 경우)로 27회 증폭한 다

음 1.5% agarose gel에서 전기영동하였다. Actin과 CRYAB

의 증폭을 위해 사용한 primer의 염기서열은 다음과 같

다. Actin primer의 경우는, 5'-GGACTTCGAGCAAGAGA

TGG-3'과 5'-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3'이며, CRYAB

primer는 5'-TTCTTCGGAGAGCACCTGTT-3'과 5'-TTTT

CCATGCACCTCAATCA-3'이다.

Proteomic analysis. SNU-449/pcDNA와 SNU-449/p16 세

포를 AR5 배지에서 배양하여 2×10
6
세포를 각각 수확

하고 PBS로 2번 세척하여 분석할 때까지 -70oC에서 보

관하였다. 세포로부터 단백질추출은 아세톤 침전법을

사용하였고 이차원전기영동에서 2배 이상의 유의한 발

현차이를 보이는 단백질 spot들을 선정하였다. MALDI-

TOF mass spectrometry (MS) 분석은 제노마인 ㈜에 의뢰

하여 Ettan MALDI-TOF (Amersham Biosciences)를 사용

하여 수행하였고 완료된 mass spectrum으로부터 단백질

을 동정하기 위하여 ProFound 검색엔진(http://129.85.19.

192/profound_bin/WebProFound.exe)을 이용하였다.

결 과

유전자 이입에 의한 p16 단백질의 발현과 성장억제

효과 . SNU-449세포는 p16INK4a 유전자 부분이 결실되

어 p16INK4a 단백질이 발현되지 않으나 정상적인 Rb 기

능을 가지며(12), 돌연변이 형태의 p53 유전자를 포함한

다(13). 본 연구에서는 SNU-449 세포에 exogenous

p16INK4a 발현으로 초래되는 변화를 연구하기 위하여

p16 expression vector (pcDNA-p16)와 empty vector를 이입

하였으며 G-418 선별을 통하여 stable cell line을 수립하

였다. 수립한 stable cell line에서 p16 단백질이 적절히 발

현되는지를 확인하기 위하여 polyclonal rabbit anti-human

p16 (Santa Cruz)을 사용하여 Western blot을 시행한 결과,

empty vector를 이입한 SNU-449/pcDNA에서는 negative

result가 나왔으나 SNU-449/p16에서는 positive signal이

확인되어 p16INK4a 유전자의 발현을 확인할 수 있었다

(Fig. 1A). p16INK4a 유전자 이입에 의한 세포증식억제

효과를 보고자 성장곡선을 측정하였다. 각 세포마다 각

각 3×10
4
밀도로 60 mm plate에 seed하고 매일 세포의

숫자를 hematocytometer를 이용하여 측정하였는데 그 결

과 SNU-449/p16 세포의 경우 대조군과 비교하여 뚜렷하

게 성장이 억제되는 현상을 관찰할 수 있었다(Fig. 1B).

Fig. 1C는 같은 조건으로 5일 배양한 세포의 세포주기를

측정한 것인데 SNU-449/p16에서는 대조군과 비교하여

G1기에 많은 세포가 증가하였으나 S기에 있는 세포는
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Figure 3. Northern and RT-PCR. (A) Northern analysis showing 
up-regulation of fibronectin1 (FN1) mRNA in SNU-449/p16 
cells (p16) compared to control cells (V). Actin cDNA probe was 
used as a positive control. (B) Up-regulation of CRYAB. RT-PCR 
was performed as described above using the RNA from the 
SNU-449/pcDNA3 (vector control) and SNU-449/p16 cells. 
Shown are ethidium-stained panels of a 2% (w/v) agarose gel 
containing 5μl of each PCR reaction after electrophoresis.

Figure 2. Morphological features induced by 
sustained p16 expression. (A) SNU-449 with 
vector control (B) SNU-449 with p16 protein 
expression. Note the greatly increased flat and 
vacuolated appearance. (200× magnification).CRYAB
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Figure 4. Two-dimensional pattern and protein identification of 
CRYAB. (A) 2DE image showing the up-regulation of CRYAB 
in SNU-449/p16 (2) as compared to vector control (1). (B) Fin-
gerprint mass spectrum corresponding to observed m/z value for 
CRYAB.

Table I. Summary of cDNAs identified by SSH as being induced by sustained p16 expression in SNU-449 cells


Identified genes Sequence ID Functional classification


Fibronectin1 NM 002026 ECM component
Glycoprotein nmb NM 001005340 Membrane protein
SPARC AK126525 Secreted protein
Rac1 NM 198829 Cytoskeletal regulation
Crystallin, alpha B NM 001885 Molecular chaperone
WAS protein, member1 NM 003931 Chaperonin
RhoGEF NM 005766 Cell signaling
Chaperonin containing X74801 Chaperonin subunit TCP1, subunit 3 (CCT3)



31%에서 7%로 감소하였다(Fig. 1C). 세포사멸현상은 두

세포주 모두에서 관찰되지 않았다(data not shown). p16

단백질을 발현하는 세포주와 발현하지 않는 대조군은

세포성장속도의 차이뿐만 아니라 세포모양에 있어서도

차이를 나타냈는데, SNU-449/p16는 배양용기 바닥에 크

고 납작하게 붙고 vacuole도 많이 관찰되었으며 세포의

바깥경계선의 관찰이 어려운 반면에, 대조군인 SNU-449/

pcDNA는 작고 유선형 세포모양을 보였다(Fig. 2).

Suppression subtractive hybr idization을 이용한 cloning

및 sequencing. p16 단백질은 Rb의 인산화를 조절할 수

있기 때문에 Rb를 통한 세포주기조절에 관여한다. p16

단백질발현이 초래하는 유전자발현의 변화를 알아보기

위하여 p16 단백질을 발현하는 세포와 발현하지 않는 세

포사이에 suppression subtractive hybridization (SSH)를 실

시하였다. SNU-449/pcDNA와 SNU-449/p16 세포주에서

poly (A)
+

RNA를 추출하고 reverse transcription하여

cDNA를 제조한 다음 SSH를 실시하여 대조군과 샘플사

이에 공통으로 존재하는 housekeeping 유전자를 제거하

였다. Subtraction을 거친 cDNA는 nested PCR amplifi-

cation을 통하여 증폭하여 PCR2.1 vector (Invitrogen)에

cloning 하였다. 삽입된 cDNA는 DNA sequencing을 통하

여 염기서열을 얻고 blast program (NCBI)으로 분석하였

다. Table I에서는 상동성 분석을 통하여 확인된 유전자

를 제시하고 있는데 fibronectin (14)과 같은 ECM protein,

WASP나 Rac1 (15), RhoGEF (16), CCT3 (17)과 같은

cytoskeleton을 조절하는 protein, SPARC (18)와 같이 세

포와 ECM간의 interaction을 조절하는 protein 등의 mo-

lecular function을 담당하는 유전자들을 포함하고 있다.

Up-regulated 유전자의 확인 . SSH를 통하여 분리한 유

전자는 Northern blot, RT-PCR, 프로테옴 분석실험을 통

하여 유전자 발현의 차이를 확인하였다. FN1 cDNA를

probe로 SNU-449/p16과 SNU-449/pcDNA에서 추출한

total RNA의 Northern blot을 한 결과, actin은 양쪽모두에

서 거의 동일하였으나 FN1은 SNU-449/p16 세포에서 대

조군보다 많은 양 발현됨을 확인할 수 있었다(Fig. 3A).

Crystallin, αB (CRYAB)발현의 확인을 위하여 PCR primer

를 합성하여 RT-PCR을 실시하였다. Fig. 3B에서 SNU-

449/p16 세포에서 SNU-449/pcDNA 대조군보다 많은 양

의 mRNA가 발현되고 있음을 확인할 수 있다. 두 세포주
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로부터 추출한 단백질을 이차원전기영동(2-DE)을 실시

하고 발현의 차이를 나타내는 spot들을 MALD-TOF MS

로 분석한 결과, CRYAB으로 밝혀진 단백질 spot이

SNU-449/p16에서 증가함을 확인하였다(Fig. 4).

고 찰

9번 염색체의 9p21에 위치한 INK4a-ARF (CDKN2A)

locus는 두개의 종양억제유전자, 즉 p16과 ARF를 코딩하

고 있는데, p16과 ARF는 각각 pRb와 p53 pathway의

upstream regulator로서 역할을 한다. Hepatocellular car-

cinoma (HCC)에서 9p21 locus의 결실 또는 메틸화를 포

함한 전체적인 변이율은 78%에 이른다. 그러므로 HCC

에 있어서 INK4a-ARF 유전자 산물의 silencing은 cell

cycle 조절자로서의 기능에 이상을 초래하기 때문에 가

장 빈번한 유전자 결함의 하나이다(1-7). 최근에는 세포

노화가 tumor suppressor gene인 p53과 p16INK4a와 연관

되어 있으며 세포노화가 암을 막아주는 방어기전으로

작용할 수 있다는 연구 결과들이 발표되었다(19-22). Tu-

mor suppressor 역할을 하는 p16 단백질을 p16-null인 암

세포에서 발현시켰을 때 이에 따라 발현의 변화가 초래

되는 유전자들이 무엇인가 하는 것을 알아보는 것은 흥

미가 있는 일이다. 이와 같은 연구를 하기 위하여, p16

단백질을 발현하지 않는 SNU-449 간암세포주를 p16INK4a

유전자를 이입할 세포주로 선택하여 유전자를 이입하고

선별을 거쳐 stable cell line을 수립하였다(SUN-449/p16).

대조군에는 empty pcDNA3 vector를 이입하여 세포주를

수립하였다(SNU-449/pcDNA). SNU-449/p16는 SNU-449/

pcDNA에 비하여 생장속도가 현저하게 감소하였고,

flow cytometry 분석을 해보면 SNU-449/p16는 G1기에 있

는 세포가 SNU-449/pcDNA에 비하여 30%에서 53%로 증

가했고, S기에 있는 세포는 31%에서 7%로 감소했다(Fig.

1C). Table I에서는 SSH 분석을 통해 분리된 유전자를

제시하였는데, 여기에는 fibronectin, CRYAB, RhoGEF,

Rac1, WASP, SPARC, CCT3 등의 유전자가 포함되어있

다. Northern blot, RT-PCR과 proteome analysis를 통하여

FN1과 CRYAB의 증가를 확인할 수 있었다. Fibronectin

(FN)은 고분자량의 당단백질인데 혈액의 혈장에 존재하

는 용해성의 plasma FN과 세포외 기질(extracellular ma-

trix, ECM)에 존재하는 불용성의 cellular FN으로 나눌 수

있다. 용해성의 FN은 세포외 기질에서 세포표면에 있는

특정부분과의 반응을 통하여 침전이 일어나고 multimer

를 구성함으로써 불용성의 FN을 형성한다. 세포외 기질

에 있는 FN은 fibronectin receptor로 작용하는 integrin

family과 세포표면에서 결합하여 세포모양이나 세포이

동 등의 여러가지 생리적 기능과 관련이 있다. Zhang et

al (1997)은 actin microfilament와 fibronectin에 대한 형광

항체를 사용한 실험에서 세포배양용기 바닥에 존재하는

fibronectin과 세포내부의 actin microfilament가 배열을 동

일한 모양으로 하고 있음을 관찰하였는데, 이것은 세포

외부의 fibronectin과 세포내부에 있는 actin microfilament

와 연합하여 세포모양의 형성에 중요한 역할을 하고 있

음을 의미한다(23). 세포외 기질의 FN과 integrin과의 결

합은 signal transduction pathway를 통하여 Rac, Cdc42를

상승시킴으로써 focal adhesion과 stress fiber 형성을 촉진

할 수 있다(24). Fig. 2에서 SNU-449/p16 세포의 모양이

대조군과 달리 cell spreading 현상이 일어남을 볼 수 있

는데, 세포의 형태학적 변화에는 plasma membrane re-

ceptor와 actin cytoskeleton 형성을 연결하는 signal trans-

duction pathway가 관계하고 있으며, 이러한 것에는 Rho

GTPase, focal adhesion kinase (FAK) 등이 있다(25). SSH

에서 분리한 유전자중에 Rac, RhoGEF와 같은 small

GTPase Rho family에 속하는 유전자가 발견되었는데, 이

것은 p16 단백질이 Rho GTPase 신호전달기작의 활성화

에 관여함으로써 세포의 형태학적 변화를 초래할 가능

성을 암시한다. plasma FN의 경우에는 세포가 apoptosis

되는 것을 억제한다(26).

Fig. 3B의 RT-PCR 결과에서 CRYAB 유전자가 SNU-

449/p16에서 발현이 증가한 것을 볼 수 있다. α-crystallin

단백질은 분자량이 20 kDa인 두 종류의 monomer (αA와

αB)가 multimer 를 구성하여 800 kDa 가량의 complex 상

태로 존재한다. CRYAB 단백질의 생성은 stress에 대한

세포의 반응기전으로 molecular chaperone 기능을 수행한

다(27,28). CRYAB 단백질은 눈의 수정체를 구성하는 중

요한 단백질이지만 눈이 아닌 non-lens 세포에서도 발현

이 일어나고 있다(29). SNU-449/pcDNA와 SNU-449/p16의

이차원전기영동 image 비교에서, SNU-449/pcDNA에서

는 CRYAB 단백질이 거의 보이지 않았지만, SNU-

449/p16에서는 증가한 CRYAB 단백질의 spot을 명확히

볼 수 있다(Fig. 4A). CRYAB 단백질은 stress가 존재하는

상황에서 actin이나 tubulin 등의 cytoskeletal element들과

결합하여 molecular chaperone 역할을 함으로써 세포골격

의 안정화를 돕는다(30-32). Iwaki 등 (1994)은 CRYAB의

antisense cDNA를 사용하여 CRYAB의 발현을 감소시켰

을 때 microfilament network의 파괴를 관찰할 수 있었는

데 이것은 CRYAB 단백질이 actin cytoskeleton의 안정화

하는데 기여하고 있음을 보여주는 것이다(33). CRYAB

단백질은 stress들(온도, 삼투압, oxidative stress)에 대하

여 세포의 저항성을 증가시키며 apoptosis를 억제하는 역

할도 한다(34). 발현이 증가한 CRYAB 단백질이 actin이

나 intermediate filament와 결합하여 세포골격의 안정화

에 기여하는 것으로 추정되는데, SSH에서 분리된 유전

자중에 actin과 tubulin의 folding을 돕는 WASP (15)와

CCT3 (17)도 morphological change와 관련이 있을 것으로

생각된다. FN과 CRYAB은 노화의 진행함에 따라 또는
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노화와 관련된 질병에서 축적이 관찰된다는 점에서 공

통점을 찾을 수 있다(35-38). 최근의 연구에 의하면 hu-

man cell이 세포노화 상태로 들어가기 위해서는 세포주

기의 조절자인 p16/Rb pathway와 genomic stability를 유

지하는데 필요한 p53 pathway를 함께 필요로 한다(22).

환경적이거나 intrinsic stress들은 p16/Rb pathway를 유도

하며 telomere shortening 포함한 DNA damage에 관한

stress는 p53 pathway의 유도에 관여한다고 추정하고 있

다. p53과 p16/Rb pathway의 어느 한쪽, 또는 양쪽 모두

에 문제가 생긴다면 무분별한 세포주기의 진행으로 말

미암아 암을 유발할 가능성이 훨씬 높아지게 된다.

p16 tumor suppressor가 Rb를 조절함으로써 무분별한

세포주기로의 진행을 억제하여 암의 발생을 막을 수 있

다는 점은 잘 알려져 있지만, p16와 세포생리학적 변화

를 유도할 수 있는 signal transduction pathway와의 상호

연관성에 관하여는 더 많은 연구를 필요로 한다.
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