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Background: Heme oxygenase-1 (HO-1) is known to modulates the cellular functions, including cell proliferation and 

apoptosis. It is known that a high level of HO-1 expression is found in many tumors, and HO-1 plays an important 

role in rapid tumor growth on account of its antioxidant and antiapoptotic effects. Cisplatin is a widely used anti-cancer 

agent for the treatment of lung cancer. However, the development of resistance to cisplatin is a major obstacle to its 

use in clinical treatment. We previously demonstrated that inhibiting HO-1 expression through the transcriptional 

activation of Nrf2 induces apoptosis in A549 cells. The aim of this study was to determine of the inhibiting HO-1 

enhance the chemosensitivity of A549 cells to cisplatin.

Materials and Methods: The human lung cancer cell line, A549, was treated cisplatin, and the cell viability was 

measured by a MTT assay. The change in HO-1, Nrf2, and MAPK expression after the cisplatin treatment was examined 

by Western blotting. HO-1 inhibition was suppressed by ZnPP, which is a specific pharmacologic inhibitor of HO activity, 

and small interfering RNA (siRNA). Flow cytometry analysis and Western blot were performed in to determine the level 

of apoptosis. The level of hydrogen peroxide (H2O2) generation was monitored fluoimetrically using 2’,7’-dichloro-

fluorescein diacetate.

Results: The A549 cells showed more resistance to the cisplatin treatment than the other cell lines examined, whereas 

cisplatin increased the expression of HO-1 and Nrf2, as well as the phosphorylation of MAPK in a time-dependent 

fashion. Inhibitors of the MAPK pathway blocked the induction of HO-1 and Nrf2 by the cisplatin treatment in A549 

cells. In addition, the cisplatin-treated A549 cells transfected with dither the HO-1 small interfering RNA (siRNA) or 

ZnPP, specific HO-1 inhibitor, showed in a more significantly decrease in viability than the cisplatin-only-treated group. 

The combination treatment of ZnPP and cisplatin caused in a marked increase in the ROS generation and a decrease 

in the HO-1 expression.

Conclusion: Cisplatin increases the expression of HO-1, probably through the MAPK-Nrf2 pathway, and the inhibition 

of HO-1 enhances the chemosensitivity of A549 cells to cisplatin. (Tuberc Respir Dis 2007; 62: 33-42)
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서 론

항산화반응과 Phase Ⅱ 항독소 효소에 관련된 유전

자의 발현은 각각의 유전자 promoter에서 발견되는 

특이한 염기서열인 antioxidant response element 

(ARE)에 의해서 전사단계가 조절되어진다. ARE에 

의해서 조절되는 주요효소로는 heme oxygenase 1 

(HO-1), NAD(P)H:quinine oxidoreductase-1 (NQO1), 
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glutathione S-transferase (GST), γ-glutamylcy-

steine synthetase (γ-GCS), thioredoxin reductase-1, 

thioredoxin 등이 있다
1
. 이러한 ARE를 통한 전사의 

활성은 주로 basic region-leucine zipper (bZIP) 구조

를 공유하는 NF-E2-related factor 2 (Nrf2)에 의해 

조절되어 진다
2,3
. 또한 Nrf2와 ARE 신호전달계의 상

위단계 조절 요인으로는 MAP kinase, protein kinase 

C, phosphatidylinositol 3-kinase 등이 중요하게 대두

되고 있다
4
. 실제로 활성산소종을 생성하는 여러 약제

나 항생제들에 유도된 화학적 스트레스는 MAPK 신

호전달계의 활성화를 초래하고, 이어서 스트레스성 

효소들 뿐 아니라 Phase II 항독소 효소들을 포함한 

Nrf2-Maf-defendant ARE 유전자들의 활성화가 발

생하여 생체방어 기능을 갖거나 세포성장이나 세포고

사를 조절하는 것으로 보고되고 있다
5,6
.

HO-1은 HSP계의 한 종류로 저산소상태
7
, UV 방

사선
8
, 카드뮴, 납, 수은과 같은 중금속이나

9,10
, 활성산

소종
11,12
 등의 다양한 스트레스성 자극에 반응하여 생

체방어 기능을 갖는 것으로 알려져 있다. 또한 세포성

장이나 세포고사를 조절하여
13-16
, 실제 HO-1 억제제

를 투여했을 때 암성장이 억제됨이 보고되었고
8,17-19
, 

이러한 기전은 ARE인 Nrf2에 의한 전사의 활성을 통

해 유도되는 것으로 알려져 있다
3
.

Cisplatin은 지난 30여년 동안 다양한 고형암들의 

치료에 광범위하게 사용되는 항암제 중의 하나이다
20
. 

진행성 비소세포 폐암환자에 대해 1990년대부터 개발

된 새로운 항암제들의 발전이 있어 왔으나, 현재까지

도 cisplatin을 근간으로 하는 항암화학요법이 표준치

료로 여겨지고 있다. 그러나 이러한 치료노력에도 불

구하고 생존율의 향상은 미미하여 새로운 약제의 개

발이나 약제 내성을 극복하기 위한 치료방법의 도입

이 요구되고 있다. 

저자들은 A549 폐암세포주에서 HO-1의 발현이 증

가되었고 HO-1 활성억제제인 ZnPP나 siRNA를 이용

한 knock-down 방법으로 생존율의 의미 있는 감소와 

세포 내 H2O2 생성의 증가를 통해 세포고사가 유도됨

을 보고한 바 있다
21
. 이 연구의 목적은 A549 폐암세

포주에서 cisplatin 처리시 HO-1발현의 증가유무와 

기전을 규명하고, 실제 HO-1 억제가 cisplatin에 의한 

항암제 감수성을 증가시키는지를 알아보는데 있다.

재료 및 방법

1. 재 료

A549(선암), NCI-H23(선암), NCI-H157(편평상피

암), NCI-H460(대세포암)은 사람의 폐암조직에서 얻

은 세포주로서 한국 세포주 은행(Korean cell line 

bank, 서울대학교)으로부터 분양 받아 계대배양 하면

서 실험을 실시하였다. 실험에 필요한 RPMI 1640, 항

생제, trypsin 및 우태아 혈청(fetal bovine serum: 

FBS)은 GIBCO BRL사(Grand Island, NY, USA)에

서, ZnPP는 Porphyrin Products사(Logan, UT, USA) 

제품을 구입하였다. Cisplatin, methylthiazol-2-yl-2,5- 

diphenyl, tetrazolium bromide (MTT), PD098059, 

SB203580, SP600125는 Sigma사(St. Louis, USA)에

서, H2DCF-DA는 Molecular Probes사(Leiden, Ne-

therlands) 제품을 사용하였다. Phospho-ERK1/2, 

phospho-p38, phospho-JNK에 대한 단클론 항체들은 

Santa Cruz사(CA, USA), anti-rabbit IgG conju-

gated horse-radish peroxidase와 enhanced che-

miluminescence kit (ECL kit)는 Amersham사

(Buckinghamshire, UK)에서 구입하였다.

2. 방 법

1) 세포배양 및 시약처리

세포배양은 37℃, 5% CO2 배양기에서 10% 우태아 

혈청이 포함된 RPMI 1640 (GIBCO BRL, UK) 배양

액으로 배양하였으며, 24시간 간격으로 배양액을 교

체하여 log phase에 있는 세포에 cisplatin을 각각 농

도별로 처리한 후에 48시간 후에 세포 생존율을 관찰

하였다.

2) 세포 생존율 측정

폐암세포주들의 각각의 세포수는 5X104/mL 정도

로 세포 배양판(24-well plate)에 1mL씩 분주하여 12

시간이상 CO2 세포배양기 안에서 안정시킨 후, 실험

에 필요한 시약을 처리한 다음, MTT 용액(5mg/ml)

을 배양액 최종부피의 1/10이 되게 첨가하였다. 4시간 

후 살아있는 세포에 의해 생성된 보라색 formazan의 
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검출은 MTT가 들어있는 배양액을 모두 버리고 

DMSO 500ml를 넣어 충분히 녹인 후 96 well plate에 

100ml를 넣고 분광광도계(ELISA reader, Molecular 

Devices Co., Sunnyvale, USA)를 이용하여 595nm파

장에서 흡광도를 측정하였다.

3) Western blotting

세포를 포집하여 차가운 Hank's balanced salt 

solution (HBSS, pH 7.4)으로 2회 세척 후, 얻어진 세

포는 파쇄용액(50mM HEPES pH 7.4, 150mM Nacl, 

1% deoxy-cholate, 1mM EDTA, 1mM PMSF, 1μ

g/ml aprotinin)과 4℃에서 30분간 반응시켰다. 세포 

파쇄액은 13,000rpm에서 20분간 원심분리 한 후 상층

액을 BCA 용액을 이용하여 단백질을 정량하였다. 동

량의 세포 파쇄액(단백질: 200μg)은 2×sample buffer

와 혼합하여 100℃에서 5분간 가열한 후 12.5% 

SDS-PAGE를 시행하였다. 전기영동이 끝난 gel의 단

백질은 semi-dry 방법으로 실온에서 단위 면적당 

0.8mA를 2시간 동안 부하시켜 nitrocellulose mem-

brane상에 이동시켰다. Nitrocellulose membrane은 

blocking buffer (5% skim milk)와 상온에서 1시간 반

응시켜 비특이적 항체결합을 예방하였다. 일차항체는 

0.01%(v/v)의 Tween-20이 포함된 3% skim milk/ 

TBS에 1:1000으로 희석하여 상온에서 3시간 반응 후 

이차항체인 anti-mouse IgG conjugated horse- 

radish peroxidase와 1시간 반응하였다. Nitro-

cellulose membrane은 TBS로 3번 세척한 후 ECL kit

를 사용하여 ECL 필름에 노출하였다.

4) 핵과 세포질 분획의 분리 

시약 처리된 세포를 포집하여 PBS로 4℃, 1,000g에

서 5분간 원심분리 하였고, 얻어진 세포는 200μl  

lysis buffer (10mM HEPES, pH 7.9, 1.5mM MgCl2, 

10mM KCl, 0.5mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 

0.5mM dithiothreitol)와 15분 동안 반응시켰다. 다음

으로 10% NP-40 10μl을 추가하고 4℃, 13,000g에서 1

분간 원심분리 한 후 상층액은 세포질 분획으로 사용

하기 위해 80℃에서 저장하였다. 또한 침사물은 

extraction buffer (5mM HEPES, pH 7.9, 1.5mM 

MgCl2, 0.5mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 

0.2mM EDTA, 0.5mM dithiothreitol, glycerol 25% 

vol/vol)에 혼합하여 4℃에서 30분간 반응시킨 후 핵 

분획을 얻기 위해 4℃, 13,000g에서 30분간 원심분리 

하였다. 이후의 과정은 상술 된 Western blotting 방

법을 이용하였다.

5) 활성산소종(reactive oxygen species, ROS) 

생성 측정

세포 내 H2O2의 생성은 2’,7’-dichlorofluorescein 

diacetate (DCFH-DA, Eastman Kodak, NY, U.S.A)

를 이용한 방법으로, 산화체가 존재하면 DCFH가 강

한 형광물질인 2’,7’-dichlorofluorescein (DCF)로 전

환된다. 시약처리 된 세포는 phenol red가 없는 RPMI 

배양액으로 3회 세척하고 여기에 1ml의 동일 배양액

을 넣고 10μM의 DCF-DA와 1시간동안 반응시킨 후 

PBS로 세척하여 FACS Vantage flow cytometer를 

이용하여 ROS의 생성을 측정하였고, 정보의 분석은 

Cell Quest softwave (Becton Dickinson)을 이용하였다.

6) HO-1 small interfering RNA (siRNA) 주입 

HO-1의 억제 효과를 관찰하기 위해 HO-1 mRNA 

612-630염기서열을 표적으로 하는 21-nucleotide duplex 

small interfering RNA (siRNA)를 이용하여 특이적

으로 억제하였다. 이용된 ribonucleotide의 순서는 

5’-rGACUGCGUUCCUGCUCAACdTdT-3’와 

5’-rGUUGAGCAGGAACGCAGUCdTdT-3’ (Roche

사, Germany)였다. A549세포를 세포 배양판(6-well 

plate)에 각각 분주한 후 12시간 동안 배양하여 well 

전체바닥의 30-50%의 면적을 차지하도록 하였다. 그

리고 LipofectAMINE 2000 (Introgen, Carlsbad, CA)

을 이용하여 제조회사에서 제공하는 방법에 따라서 

각 well당 2μg siRNA를 세포에 주입하였다. Silencer 

Negative Control siRNA (Roche, Germany)는 음성

대조 군으로 사용되었고 같은 방법으로 세포에 주입

하였다.

7) 결과 산출 방법

표시된 결과는 3번 이상의 독립적인 실험결과이며 
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Figure 1. Sensitivity to cisplatin in A549 cells. It was 
revealed that A549 cells had more significantly 
resistance to cisplatin treatment than other cell lines 
in a dose-dependent manner, especially 10 μM 
concentration. The data represent the mean±S.D. of 
triplicate. *, p<0.05.  
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Figure 2. Expression of HO-1, Nrf2, and MAPK after 
treatment with cisplatin. (A) Cisplatin resulted in a 
marked increase in the expression of HO-1 proteins 
in a time-dependent fashion with the same kinetics. It 
attained its peak at 12 h, and sustained in cells treat-
ed with cisplatin. Western blot was also performed to 
ascertain whether Nrf2 was expressed or not in A549 
cells. Cisplatin resulted in a increase in the expression 
of Nrf2 proteins in nucleic fraction in a time-dependent 
fashion. (B) Activation of MAPK was evaluated by 
Western analysis using phospho-specific antibodies 
to ERK1/ERK2, p38, JNK. Cisplatin resulted in a 
increase in the expression of phosphorylated MAPKs 
proteins in a time-dependent fashion.

이들의 평균(mean)과 표준편차(standard deviation, 

S.D.)를 산출하여 표시하였다. 실험결과의 통계처리

는 Student's t-test에 준하여 처리하였다.

결 과

1. Cisplatin 처리 후 폐암세포주의 생존율 변화

A549, NCI-H23, NCI-H157, NCI-H460 폐암세포

주에서 HO-1 활성억제제인 cisplatin의 농도별 변화

에 의한 생존율의 차이를 알아보기 위해 24시간 후에 

생존율을 MTT 방법으로 측정하였다. 생존율의 결과

는 5μM일 때 NCI-H23, NCI-H157, NCI-H460 세포

주에서 각각 85.3%, 84.7%, 87.0%인데 비해 A549 세

포주에서 92.3%였고, 10μM일 때 각각 61.1%, 60.5%, 

63.7%인데 비해 73.5%로서 A549 세포주가 다른 폐암

세포주에 비해 cisplatin에 대하여 의의 있게 내성이 

있음을 확인하였다 (Figure 1).

2. Cisplatin 처리 후 A549 세포에서 HO-1과 Nrf2

의 발현에 미치는 영향

이전 연구에서 비처리 상태에서 A549세포가 다른 

세포주에 비해 HO-1의 발현이 증가되었고 HO-1의 

활성억제제인 ZnPP를 처리하였을 때 생존율이 의미 

있게 감소함을 증명하였다21. 따라서 대표적인 활성산

소종 생성 항암제인 cisplatin 처리시에 HO-1과 그것

의 ARE 조절효소인 Nrf2 단백질들의 발현양상을 확

인하였다. 결과를 보면 내인성 상태에서 발현된 

HO-1이 시간 의존적으로 증가하였고, 특히 12시간째 

가장 증가된 양상을 보였다. A549세포의 세포질과 핵

을 분리한 후, 핵 분획에서 cisplatin 처리 후 Nrf2의 

발현양상을 보면 역시 내인성 상태에서 발현된 Nrf2

가 시간 의존적으로 증가함을 확인하였다 (Figure 

2A).
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Figure 3. Effects of MEK1 inhibitor PD098059, p38 
MAPK inhibitor SB203580, and JNK inhibitor SP600125 
on cisplatin-induced HO-1 and Nrf2 expression. (A) 
Cisplatin resulted in an over twofold increase in HO-1 
expression compared with the control, and MAPKs 
inhibitors decreased cisplatin-induced HO-1 expres-
sion from 50% to about 75%. (B) Under the same 
experimental conditions, cisplatin resulted in an 1.8 
folds increase in HO-1 expression compared with the 
control, and MAPKs inhibitors decreased cisplatin- 
induced HO-1 expression of about 50%. 
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Figure 4. Sensitivity to ZnPP, a specific pharma-
cologic inhibitor of HO activity, in cisplatin-induced 
cytotoxicity. In contrast to ZnPP or various concen-
trations of cisplatin alone, combination of 10 μM 
ZnPP with varying doses of cisplatin from 5 to 20 μM 
resulted in a significant decrease of the viability of 
A549 cells in a dose-dependent fasion. The data 
represent the mean±S.D. of triplicate. *, p<0.05.

3. Cisplatin 처리 후 A549 세포에서 MAPK의 활성

화에 미치는 영향

Cisplatin 처리시 MAPK 신호전달계의 활성을 통

한 세포고사 기전이 알려져 있고
22
, 또한 ARE의 전사

조절인자인 Nrf2의 활성을 유도하는 것으로 보고되고 

있다
23
. 따라서 A549 세포에서 cisplatin 처리가 

MAPK 신호전달계에 영향을 미쳤는지 알아보기 위

해 ERK1/2, p38, JNK 단백질의 발현정도를 확인하였

다. 결과를 보면 cisplatin 처리 후에 ERK1/2, p38, 

JNK 단백질은 일정한데 비해 각각의 인산화 된 단백

질은 시간 의존적으로 증가하여 활성화되었음을 알 

수 있었다 (Figure 2B).

4. Cisplatin에 의해 유도된 HO-1과 Nrf2의 발현에 

대한 MAPK 억제제들의 효과

앞선 결과에서 cisplatin 처리시 시간 의존적으로 

HO-1과 MAPK 활성의 증가를 확인하였고, 이러한 

HO-1의 유도에 MAPK 신호전달계가 직접 관여 했

는지 알아보기 위해 ERK 경로의 특이 MEK1 억제제

인 PD098059, p38의 선택적 화학억제제인 SB203580, 

그리고 JNK의 특이 억제제인 SP600125를 30분 전 처

리한 후 cisplatin으로 처리시 가장 발현이 증가하였던 

12시간 후에 HO-1의 결과를 확인하였다. 결과를 보

면 cisplatin 처리 후 2배 이상 증가된 HO-1의 발현이 

ERK와 p38의 억제제들을 전 처치하였을 경우 50%정

도의 발현억제효과를 보였고, 특히 JNK 억제제의 경

우 75%의 억제효과를 확인하였다 (Figure 3A). 다음

으로 Cisplatin 처리시 시간 의존적으로 증가된 Nrf2

의 발현에 MAPK 신호전달계가 직접 관여했는지 알

아보기 위해 MAPK 억제제들을 각각 30분 전 처리한 

후 핵을 분리하고 나서 Nrf2의 발현을 확인하였다. 결

과를 보면 내인성 상태에서 발현된 Nrf2가 cisplatin 

처리 후에 1.8배까지 증가하였고, MAPK 억제제들을 

전 처치 하였을 경우 약 50%정도의 Nrf2의 발현억제 

효과를 보였다 (Figure 3B). 이상의 결과는 Nrf2- 

HO-1 신호전달체계의 상위단계에 MAPK 경로가 관

여함을 알 수 있었다.

5. Cisplatin과 ZnPP의 병합요법이 A549 세포의 생

존율에 미치는 영향

Cisplatin 처리 후 증가된 HO-1을 억제하였을 때 

그것의 항암제 감수성을 증가시키는지 여부를 알아보
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Figure 5. Sensitivity to HO-1 siRNA transfection in 
cisplatin-induced cytotoxicity. In contrast to cisplatin 
alone or combination with nonsense and cisplatin, 
combination with HO-1 siRNA and cisplatin resulted 
in a significant decrease in cell viability (62% of 
control cells). The data represent the mean±S.D. of 
triplicate. *, p<0.05.
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Figure 6. Contribution of ROS generation and HO-1 
expression to anticancer activity of cisplatin 
combined with ZnPP in A549 cells. (a) Combination 
treatment with ZnPP and cisplatin of blue line 
resulted in a significant increase in the generation of 
ROS. (b) The expression of HO-1 in endogenous 
state was marked increased in cells treated with 
cisplatin only, whereas combination treatment with 
ZnPP and cisplatin resulted in a decrease of about 
50% of the expression of HO-1.

기 위해 먼저 HO-1의 활성억제제인 ZnPP와 cisplatin 

을 단독, 또는 병합처리 한 후 MTT방법을 통해 생존

율을 확인하였다. 24시간 후의 결과를 확인하였을 때, 

ZnPP 10μM일 때 92.5%, cisplatin 5μM, 10μM, 20μM

의 단독처리 군이 각각 96%, 73%, 49%인데 비하여 

이들을 병합처리 한 군에서는 각각 67%, 50%, 21%로 

각각 의의 있는 생존율의 감소를 보였다 (Figure 4).

6. HO-1 siRNA을 주입한 A549 세포에서 cisplatin 

처리시 생존율 변화

HO-1의 활성억제제인 ZnPP의 효과를 HO-1 siRNA 

를 이용하여 HO-1 mRNA를 억제시킨 후 cisplatin의 

처리효과를 확인하였다. 먼저 HO-1 siRNA를 리포솜

을 이용하여 A549 세포주에 운반시킨 후 24시간 후에 

cisplatin 10μM을 처리한 후 MTT방법을 통해 생존

율을 확인하였다. 결과를 보면 비처리 군과 nonsense 

siRNA를 주입시킨 음성대조 군에서는 cisplatin 처리

시 각각 28%, 34%의 생존율 감소를 보인데 비해, 

HO-1 siRNA 처리 군에서는 62%로 의의 있는 생존

율의 감소를 보였다 (Figure 5).

7. Cisplatin과 ZnPP의 병합요법이 활성산소종(ROS) 

의 생성과 HO-1의 발현에 미치는 영향

Cisplatin과 ZnPP 처리시에 각각 세포 내 ROS의 

증가기전은 잘 알려져 있다
24,25
. 따라서 ZnPP와 

cisplatin의 병합처리에 의한 생존율 감소에 대한 배가

효과가 ROS 형성과 관련되는지를 알아보기 위해 

carboxy-H2DCFDA방법을 통해 확인하였다. 결과를 

보면 cisplatin과 ZnPP 단독처리 군의 세포 내 ROS 

생성에 비해 병합처리 군에서 현저한 증가가 관찰되

었다 (Fig 6A). 다음으로 ZnPP와 cisplatin의 병합처

리에 의한 생존율 감소에 대한 배가효과가 HO-1의 

발현억제와 관련되는지를 보기 위해 Western 

blotting 방법을 통해 확인하였다. 결과를 보면 내인성 

상태에서 발현된 HO-1 발현이 cisplatin 처리 후 1.6

배 이상 증가하였고, ZnPP를 병합처리 하였을 경우 

50%정도 발현이 감소되었다 (Figure 6B).
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고 찰

Cisplatin은 암세포의 DNA에 비가역적으로 반응하

여 guanine residue 사이에 intra, inter-strand cross- 

link를 형성하여 복사나 전사에 필요한 두개의 DNA 

strand의 분리과정을 방해하는 DNA adductor로서의 

작용
26
과 활성산소종의 생성으로 다양한 신호전달체

계를 통한 세포고사에 의해 세포독성을 나타내는 두 

가지 항암제 작용기전이 알려져 있다
27
. 또한 cisplatin

의 내성기전으로는 platinum의 누적감소나 cisplatin

의 비활성화와 같은 cytotoxic platinum-DNA adduct

의 형성에 장애가 있거나 platinum-DNA adduct 회

복의 증가나 platinum-DNA 손상 내성의 증가와 같

은 DNA adduct 형성 이후에 발생하는 세포고사를 방

해하는 기전으로 나눌 수 있다
28
.

유도성 효소인 산화 스트레스, 염증반응, 세포고사, 

이식거부에 대해 보호기능을 하는 것으로 알려져 있

다
29-31
. 최근의 보고들은 HO-1이 가장 빠르게 증식하

는 세포인 선암, 간암, 육종, 흑색종, 그리고 상피암세

포 등의 다양한 암 세포들에서 광범위한 발현을 보고

하고 있다
8,19,32-34

. Fang 등은 HO-1의 활성억제제인 

ZnPP를 대장암과 간암에 주입하였을 때 종양의 성장

을 의미 있게 억제하여 HO-1이 세포성장, 특히 암세

포 증식에 중요한 역할이 있음을 제시하였다
8,35,36
. 저

자 등은 이전 보고에서 비처리 상태에서 다른 폐암세

포주에 비해 A549세포의 HO-1 발현이 증가되었으며 

HO-1 활성억제제인 ZnPP를 처리하였을 때 생존율의 

의미 있는 감소와 HO-1 siRNA로 주입시 세포고사가 

유도됨을 증명한바 있다
21
. 권 등도 A549 폐암세포에

서 Nrf2에 의존적인 HO-1의 과발현이 녹차추출물인 

epigallocatechin-3-gallate (EGCG)에 의해 유도된 세

포고사에 대한 내성에 기여하는 것으로 보고하였다
37
. 

몇몇 암 세포주에서 산화스트레스와 관련된 약제들에 

의한 HO-1의 유도가 세포고사에 대한 항암제 내성과 

관련된 것으로 알려져 왔고
38-40
, 이러한 HO-1의 억제

가 종양의 성장을 억제하고 항암제 감수성을 증가시

킨다고 하였다
25,35
. 본 연구에서 대표적인 활성산소종 

생성 항암제인 cisplatin 처리에 의해 HO-1과 그것의 

전사조절 단백질인 Nrf2가 시간 의존적으로 발현이 

증가됨을 확인하여, cisplatin 치료에 대한 A549 세포

주에서의 내성기전에 HO-1 단백질의 발현증가가 부

분적으로 작용하고 있음을 예상할 수 있었다.

외부의 신호를 세포 내로 전달하는 기작인 mitogen- 

activated protein kinase (MAPK) cascade는 세포 증

식과 분화, 세포사멸과 생존 등의 매우 다양한 과정에 

관여하는 효소이며, MAPK에는 extracellular signal 

regulated kinase (ERK), p38 kinase, c-jun 

N-terminal kinase (JNK) 등의 종류가 알려져 있다
41
. 

Nrf2는 basic leucine zipper transcription factor로서 

세포질에서 Keap1이라는 억제단백질과 결합하여 비

활성화 되어있다가 산화 스트레스 조건 하에 분비되

어 핵 내로 이동하여 ARE의 단백질과 결합하여 

HO-1을 포함한 표적유전자의 발현을 조절하게 된다. 

최근 MAPK가 Nrf2를 핵 내로 이동시켜 여러 DNA 

단백질과 결합하도록 인산화 및 안정화에 중요한 역

할이 알려져 있고
6
, 또한 cisplatin에 의한 MAPK계의 

활성화가 보고되고 있다. Zanke 등
42
은 dominant- 

negative DNA encoding SEK1을 섬유아세포에 주입

하여 JNK 인산화를 억제한 결과 cisplatin의 감수성

을 감소시킴을 증명하였고, Sanchez- Perez 등
43
도 

cisplatin에 의한 JNK의 지속적인 활성화가 세포사에 

밀접한 관계가 있음을 보고하였다. 본 연구에서도 

cisplatin 치료에 대해 MAPK인 ERK, p38, JNK 단백

질 모두 시간 의존적으로 발현이 증가함을 확인하였

다. 또한 MAPK가 직접적으로 Nrf2-HO-1 경로에 영

향을 미쳤는지 알아보기 위해 각각의 억제제를 사용

하여 발현을 확인한 결과, cisplatin 치료에 의해 유도

되었던 HO-1과 Nrf2 단백질들의 발현이 억제된 것을 

확인하여 Nrf2-HO-1 경로의 상위단계에 MAPK가 

직접 관여함을 알 수 있었다. 실제 이러한 경로에 의

해 증가된 HO-1의 발현을 HO-1의 활성억제제인 

ZnPP와 HO-1 siRNA를 이용한 억제 방법을 통하여 

cisplatin과 병합치료시 cisplatin의 항암제 감수성을 

증가시키는지 여부를 확인한 결과 모두 의의 있는 생

존율의 감소를 보였고, 이러한 배가효과는 활성산소

종의 생성 증가와 HO-1의 발현억제에 의한 결과임을 

확인하였다.

Cisplatin이 폐암치료의 표준치료로 이용되고 있으
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나 내성발생으로 인해 임상적으로 생존율에 미미한 

효과를 보여 치료에 한계를 보이고 있는 상황에서, 

cisplatin 치료시 증가하는 HO-1의 발현을 ZnPP 등

의 활성억제제나 siRNA를 이용한 knock-down 방법

으로 HO-1을 표적으로 억제하는 치료법을 통해 

cisplatin의 항암제 감수성을 증가시키는 방법은 향후 

새로운 표적치료로서의 가능성을 보여줄 것으로 기대

된다.

요 약

연구배경: 다양한 고형암에서 HO-1의 높은 발현

이 알려져 있고, 그것의 항산화와 항세포고사의 역할

로 인해 빠른 암종의 성장에 중요한 역할이 있음이 보

고되고 있다. 대표적인 활성산소종 생성 항암제인 

Cisplatin은 현재까지 폐암치료에 가장 광범위하게 사

용되고 있으나, 여러 내성발생이 임상치료의 주요문

제로 대두되고 있다. 저자들은 A549 폐암세포주에서 

HO-1의 발현이 증가되었고 HO-1 활성억제제나 

siRNA 방법을 통해 생존율의 의미 있는 감소와 세포

고사가 유도됨을 보고한 바 있다. 이 연구의 목적은 

A549 폐암세포주에 cisplatin 처리시 HO-1의 발현의 

증가유무와 기전을 규명하고 실제 HO-1의 억제가 

cisplatin에 의한 항암제 감수성을 증가시키는지를 알

아보는데 있다.

방  법: 비소세포폐암세포주인 A549, NCI-H23, NCI- 

H157, NCI-H460을 이용하였다. 세포독성은 MTT 방

법으로 구하였고, HO-1, Nrf2, MAPK의 발현은 

Western blotting으로 확인하였다. 또한 MAPK억제

제들을 전처치한 후 cisplatin에 의해 유도된 Nrf2와 

HO-1의 발현에 미치는 영향을 역시 Western 

blotting으로 관찰하였다. A549세포에 활성억제제인 

ZnPP나 HO-1 small interfering RNA (siRNA)을 주

입하여 cisplatin과의 병합요법시 생존율의 배가효과 

유무를 MTT 방법으로 확인하였고, 이러한 효과가 

ROS 형성과 HO-1의 발현변화와 관련되는지를 알아

보기 위해 carboxy-H2DCFDA 방법과 Western 

blotting을 통해 각각 확인하였다.

결  과: Cisplatin 처리시 다른 세포주에 비해 A549

세포가 의의 있게 내성을 보였다. 10μM의 농도에서 

시간 의존적으로 HO-1, Nrf2, MAPK의 발현이 증가

하였고, MAPK 억제제들을 전 처치하였을 때 

cisplatin에 의해 유도된 HO-1과 Nrf2의 발현이 억제

됨을 확인하였다. HO-1의 활성억제제인 ZnPP와 

HO-1 siRNA를 통해 HO-1 mRNA를 직접 억제하는 

방법으로 cisplatin과 병합치료시 단독치료에 비해 의

의 있는 생존율의 감소를 보였다. 이러한 효과는 활성

산소종의 생성 증가와 HO-1의 발현억제에 의한 결과

임을 확인하였다.

결  론: Cisplatin 처리시 HO-1의 발현은 MAPK- 

Nrf2-HO-1의 경로를 통해 증가하였고, 부분적으로 

치료에 대한 내성과 관련이 있었으며, ZnPP 등의 활

성억제제나 siRNA를 통한 knock-down 방법으로 

HO-1 을 표적으로 억제하는 치료방법을 통해 

cisplatin의 항암제 감수성을 증가시켰다.
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