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Abstract — Diethylstilbestrol (DESB) is a synthetic estrogen not only that routinely prescribed, but also that known to be

a teratogen. In this study, we found a novel pharmacological feature that DESB is able to positively modulate CD29 (β1-

integrin) function. Thus, DESB up-regulated homotypic cell-cell adhesion of monocytic U937 cells mediated by CD29. How-

ever, DESB did not increase the surface level of CD29 and its binding activity to ligand (fibronectin), according to flow cyto-

metric analysis and cell-fibronectin adhesion assay. Instead, the DESB-mediated up-regulation of cell-cell adhesion was

blocked by several signaling enzyme inhibitors. Treatment of U0126 [an extracellular signal-regulated kinase (ERK) inhib-

itor], SB20358 (a p38 inhibitor) or Rp-8-pCPT-cGMP (a protein kinase G inhibitor) clearly inhibited DESB-mediated up-reg-

ulation of cell-cell adhesion induced by CD29. However, estrogen receptor antagonist ICI 182,780 failed to abrogate DESB

effect. Therefore, our data suggest that DESB may up-regulate CD29-mediated cell-cell adhesion via modulating intra-

cellular signaling enzymes such as ERK, PKG, and p38, independent of estrogen receptor function.
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DESB은 합성 estrogen으로, 여성의 천연 estrogen 생산을 보

충하기 위해 개발된 스테로이드성 호르몬 유도체이다. DESB는

초기에 임산부와 태아 모두에게 안전하고 효과적인 약물로 인식

되었으나 처방 받은 여성의 자손들에게서 질암이 드물게 나타나

는 것에 관련해서 임산부의 사용을 금지하기도 하였으며, 이후

30년 동안의 장기적인 연구를 통해 기형유발물질(teratogen)로

확인되면서 제한적으로 사용된 스테로이드계 호르몬이다.1)

세포-세포간 응집 혹은 유착현상(cell-cell adhesion)은 배아형

성(embryogenesis), 항상성유지(hemostasis), 혈관신생, 조직치

료, 면역반응, 암세포의 전이 확산과 관련된 다양한 과정에서 필

수적인 과정으로 알려져 있다.2,3) 이들 과정은 세포 표면에 존재

하는 adhesion molecule이라고 하는 단백질의 활성에 의해 매개

된다.4) 이들 단백질의 활성은 adhesion molecule과 리간드 단백

질간의 3차원적인 분자상호작용을 통해 각 세포내로 신호전달

과정을 유도함으로써 세포의 운동성, 세포의 유착성 및 세포의

활동성 등을 부여하여 진행되게 된다. 특별히 이들 과정을 조절

하는 adhesion molecule들은 베타1-인테그린으로 알려진 CD29,

베타2-인테그린으로 알려진 CD18, cadherin 및 selectin 등이

있다.5)

면역세포의 활동성과 기능 조절의 핵심 단백질로서 CD29의

기능이 밝혀지면서 이들 단백질의 기능 항진 혹은 길항조절을 통

한 면역치료제 개발이 활발히 진행되고 있다.6) 따라서 본 연구

팀도 CD29의 기능 조절을 유도하는 약물들을 탐색하고 있으며,

그 과정에서 DESB가 CD29의 기능을 촉진시킨다는 결과를 얻

었기에 이에 본 연구에서 관련 내용을 보고하고자 한다. 재료 및

방법

실험 재료

이 실험에서 사용된 인간 단핵구 세포주인 U937 세포는 ATCC

(Rockville, MD, USA) 사로부터 구입하여 사용하였다. 세포배양

을 위한 배양용 배지로는 RPMI1640 media, fetal bovine serum
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(FBS) 및 항생제(penicillin/streptomycin)는 Hyclone(South

Logan, UT, USA)사 제품을 이용하였다. Diethylstilbestol

(DESB)는 Sigma(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. Human

fibronectin은 BD Biosciences(San Jose, CA, USA)사 제품을

사용하였고, CD29(MEM 101A, IgG1, ascites), CD98(7F8,

purified IgG1), CD147(M6-1D4, purified IgG1) 및 CD43

(MEM59, ascites, IgG1)는 각각 V. Horejsi와 R Villela로

부터 제공받았다.7,8) U0126, Rp-8-pCPT-cGMP, SB203580 및

SP600125는 Cell Signaling Technologies사(Beverly, MA,

USA) 제품을 사용하였다. 그밖에 MTT(3-[4,5-dimethylthiazol-

2-yl]-2,5-diphinyltetrazolium bromide)를 포함한 화학시약은

Sigma 제품 을 사용하였다.

세포배양

U937 세포들은 5% CO2, 37oC incubator에서 배양했다. 배지

는 penicillin(100 IU/ml) 및 streptomycin(100 µg/ml)과 10%

FBS가 포함된 RPMI 1640을 사용했다.

MTT assay

세포독성에 미치는 DESB의 효과는 MTT assay 법으로 평가

하였다.14) U937 세포(1×106 cells/ml)에 DESB처리하고 3시간

후에 배양을 종료하였다. 다시 배양 well에 MTT[3-(4,5-

dimethylthiazol-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide] 용액(5 mg/

ml) 20 µl를 첨가하고 3시간을 추가적으로 동일 조건에서 배양하

였다. 발색은 30% SDS 용액을 첨가하여 유도하였다. 흡광도는

540 nm에서 microplate reader를 이용하여 측정하였다.

세포-세포간 유착반응 분석

DESB를 각 농도로 조제해 96-well plate에 각각 10 µl씩 분주

하고, U937 세포(1×106 cells/ml) 용액을 80 µl를 처리하여 37oC

에서 30분간 배양했다. 다시 여기에 10 µl의 항체(CD43 및 CD29

각 1 µg/ml)를 분주하여 유착된 정도를 시간 별로 사진촬영 하

였다. 또한 세포-세포간 유착반응 정량은 이전 보고에서 처럼,7)

이들 중 일부 세포용액을 hemocytometer에서 전체 세포수와 응

집된 세포수를 측정하고 아래 계산식을 이용하여 유착율(% of

adhesion)을 산출하였다.

% of adhesion=(유착세포수/전체세포수)×100

세포-fibronectin간의 유착반응 정량

Fibronectin(최종농도 50 µg/ml)을 96-well plate의 해당 well

에 100 µl를 분주하고, 나머지 well에는 PBS를 분주 후, 4oC에

서 18시간 동안 전배양 하였다. RPMI1640 배지로 세척 후 2

mg/ml bovine serum albumin으로 blocking시켰다. 다른 plate에

여러 가지 처리 농도로 희석된 DESB 11 µl를 분주하고, U937

(5.6×106 cells/ml) 세포용액을 99 µl를 처리하여 37oC에서 한 시

간 동안 배양하였다. Blocking한 plate를 RPMI1640 배지로 세

번 세척 후, DESB가 처리된 세포용액 100 µl을 fibronectin-

coated plate로 옮겨 넣고, 4 시간 추가 배양을 실시하였다. 세포-

fibronectin간 유착 정도는 0.1% crystal violet 용액을 첨가한 후

15분 동안 반응시키고, 10% acetic acid를 처리한 후 540 nm에

서 흡광도를 측정하였다.9)

세포표면 단백질들의 발현량 검토

U937 세포(1×106 cells/ml)를 6-well plate의 해당 well에 3 ml

분주하고, DESB 용액(최종농도: 100 µM)과 vehicle(DMSO)을

분주한 후, 30oC에서 1시간 동안 전배양하였다. 그리고 96-well

round plate의 해당 well에 전배양한 세포-DESB 용액을 200 µl

를 분주 후, FACS buffer로 세 번 washing을 하고, 10% rabbit

serum(in PBS)을 처리하고, 해당 항체[MEM101A(1 µg/ml) for

CD29, and CLB-LFA-1(1 µg/ml) for CD18]를 처리하였다. 얼음

에서 45분간 배양 후 다시 FACS buffer로 세 번 washing을 하

고, 이차 항체를 처리하여 얼음에서 45분간 배양 후 다시 FACS

buffer로 세 번 세척하였다. 이 후, FACScan을 이용해 세포표면

단백질의 발현량을 측정하였다.7)

통계처리

각 data는 얻어진 결과는 평균±표준편차로 나타낸 것이며, 그

룹 간의 통계적 유의성은 SAS package를 이용하여 P<0.05 수

준에서 Duncan의 다중비교법에 의해 분석하였다.

결과 및 고찰

DESB의 세포 생준율에 미치는 효과

DESB에 의한 U937 세포의 유착과정 조절 현상을 연구하기

위해 먼저 이들 세포의 생존율에 미치는 영향을 조사하였다. 특

별히 이를 위해 가장 긴 배양조건을 갖는 cell-fibronectin 유착

실험 의 3시간 배양조건을 선택하여 생존율을 확인하였다. Fig.

1에서 보여지듯, DESB는 100 µM까지의 농도에서도 전혀 유의

적인 세포독성을 나타내지 않았다. 따라서 대부분의 실험을 100

µM 조건에서 진행하였다.

DESB의 CD29기능 조절 효과

CD29의 기능조절연구를 위해 본 연구자는 CD29의 활성을

선택적을 증가시키는 function-activating antibody(MEM101A)

를 이용하여 CD29 매개성 세포-세포간 유착모델을 확립한 바

있다.7) 즉, 이들 항체처리는 초기시간에 U937 세포간 유착현상

을 유도하였으며, 특별히, 이들 과정은 CD29의 function-
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blocking antibody인 MAR4에 의해 억제되는 것을 통해 CD29

기능과 관련 있는 것으로 보고되었다.7) 따라서 본 연구에서는

이들 모델을 이용하여 합성 estrogen인 DESB의 CD29기능 조

절 효과를 조사하여 보았다. Fig. 2A 및 2B에서 보여지듯,

MEM101A 처리는 초기시간(30 min)에 세포간의 유착을 촉진

하는 것으로 나타났다. 이들 조건에 추가 처리된 DESB는 초기

MEM101A가 보여준 세포간 유착현상보다 더 큰 규모의 세포

응집체를 유도한 것으로 나타났다. 하지만 DESB 단독은 세포

간 유착현상을 유도하지 않았다. 이는 DESB에 의한 세포-세포

간 유착현상 촉진이 CD29의 기능적 활성과 관련이 있음을 시

사한다고 하겠다.

DESB의 세포-세포외 기질(fibronectin)간 유착현상 조절

효과

따라서, 본 연구자는 CD29 분자의 활성 촉진에 의한 세포간

유착현상 촉진이라는 가정하에 CD29의 활성을 선택적으로 평가

할 수 있는 U937 세포-fibronectin 유착 모델을 확립하여 DESB

에 의한 CD29기능 조절 가능성을 조사하여 보았다.9) U937 세

포와 fibronectin 간의 유착현상은 CD29의 function-blocking

antibody인 MAR4 및 P5D2들에 의해 강력히 억제되었다(미공개

결과). 하지만 CD18, CD43, CD98 및 CD147 function-blocking

antibody들 및 신호전달과정 저해 약물에 의해서는 유착현상이

Fig. 1 − Effect of DESB on the cell viability of U937 cells. U937 cells

(1×106 cells/ml) were incubated with DESB for 3 h and cell

viability was determined by MTT assay as described in

Materials and Method. Data represent mean±SEM of

three independent observations performed in triplicate.

Fig. 2 − Effect of DESB on U937 cell-cell adhesion induced by CD29 function-activating antibody (MEM101A). (A) U937 cells (1×106 cells/

ml) incubated with DESB for 30 min were treated with MEM101A (0.25 µg/ml). After 1 h, the photographs were taken. (B)

Quantitative cell-cell adhesion was performed by a method as described in Materials and Methods. Data represent mean±SEM of

three independent observations performed in triplicate. ##: p<0.01 compared to normal culture condition, **: p<0.01 compared to

MEM101A.

Fig. 3 − Effect of DESB on U937 cell-fibronectin adhesion. U937

cells (1×106 cells/ml) pre-treated with DESB for 30 min

were incubated on fibronectin-coated plate for 3 h.

Attached cells were determined by crystal violet (0.1%)

as described in Materials and Methods. Data represent

mean±SEM of three independent observations performed

in triplicate. *: p<0.05 and **: p<0.01 compared to

fibronectin alone.
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저해되지 않았다(미공개 결과). 이는 이들 과정이 선택적으로 리

간드에 대한 CD29 분자 자체의 구조적 활성 매개에 의해 수행

되어 진다는 것을 시사한다고 하겠다. U937 세포-fibronectin 유

착 모델에서 DESB의 조절 작용을 Fig. 3에 제시하였다. 흥미롭

게도, DESB는 U937세포-fibronectn간 유착현상을 촉진하지 못

하였고, 오히려 이들 과정을 농도의존적으로 억제한 것으로 나

타났다. 즉 이들 결과는 DESB가 fibronectin과 반응할 CD29 분

자의 구조적 활성을 유도하지 않은 것으로 판단된다.

DESB의 CD29 막발현 조절 효과

DESB는 CD29의 리간드 단백질과의 분자적 친화성을 조절하

지 않는 것으로 판단되므로, CD29 막표면 발현 촉진 가능성을

Fig. 4 − Effect of DESB on expression of the cell surface molecules. (A and B) U937cells (1×106 cells/ml) were treated with DESB for 1 h

and stained with various antibodies [MEM101A (1 µg/ml) for CD29, and CLB-LFA-1 (1 µg/ml) for CD18] in the ice for 45 min. Cell

surface molecules were analyzed by flow cytometry, as described in Materials and Methods. Data represent mean±SEM of three

independent observations performed in triplicate.

Fig. 5 − Effect of signaling enzyme inhibitors on the up-regulation of MEM101A-mediated cell-cell adhesion by DESB. (A) U937 cells

(1×106 cells/ml) pretreated with U0126 (an ERK 1/2 inhibitor, 50 µM), Rp-8-pCPT-cGMP (a PKG inhibitor, 10 µM), SB203580 (a p38

inhibitor, 25 µM) or SP600125 (a JNK inhibitor, 10 µM) were incubated with DESB and MEM101A (0.25 µg/ml) for 30 min. The

images of the cells in culture were obtained using an inverted phase contrast microscope attached to a video camera. (B) Quantitative

determination of cell-cell adhesion was obtained by quantitative cell-cell adhesion assay as described in Materials and Methods. Data

represent mean±SEM of three independent observations performed in triplicate. #: p<0.05 and ##: p<0.01 compared to

DESB+MEM101A.
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flow cytometric analysis를 통해 조사하였다. Fig. 4(A 및 B) 에

서 보여주 듯, DESB는 CD29의 막 발현 정도를 촉진한 것으로

나타났다. 그러나 CD18(Fig. 4B) 및 CD43(미공개별과)의 발현

양은 DESB에 의해 감소되는 것으로 확인되었다. 즉 이들 결과

는 DESB가 adhesion molecule의 발현양을 조절할 수 있다는

것을 시사한다고 하겠다. 하지만, 발현양 증가 또는 감소정도가

통계적으로 유의적이지 않으므로, 이들 조절 효과가 CD29 기능

항진에 영향을 미칠 가능성은 적은 것으로 판단된다.

DESB의 세포간 유착 조절 신호전달 과정 조절 효과

세포-세포간 유착현상은 표면 CD29의 분자적 활성에 기인된

리간드(CD49 혹은 세포외기질)/CD29간의 분자적 상호작용을 유

도하고, 이들 결합은 세포내로 각종 신호전달 과정을 유도하게

된다.10) 특별이 이들 신호들은, 세포의 운동성 및 세포간 결합성

을 조절하게 하는 세포골격의 변화, 세포내 에너지 대사의 증폭

등을 조절하게 된다.7,11) 따라서 본 연구에서는 DESB가 이들 신

호전달 과정에 어떤 영향을 미치는지 조사하여 보았다. 이를 위

해 DESB와 CD29 antibody(MEM101A) 를 처리하기 전에

U0126(ERK 1/2 inhibitor, 50 µM), Rp-8-pCPT-cGMP(PKG

inhibitor, 10µM), SB203580(p38 inhibitor, 25µM) 및 SP600125

(JNK inhibitor, 10 µM)를 30분 전처리하여, 관련 신호전달 단백

질들의 활성을 억제하였다. 흥미롭게도, U0126과 Rp-8-pCPT-

cGMP 처리군에서는 강력하게 세포응집 반응이 억제되었고,

SB203580 처리군에서도 유의적인 억제가 일어난 것으로 나타났

다(Fig. 5A 및 5B). 이는 DESB에 의한 세포유착 반응의 증가는

PKG, ERK 및 p38의 경로를 통해 세포간의 응집이 증가될 가

능성이 있음을 시사한다고 하겠다.

DESB에 의한 세포간 유착 조절 항진효과에서 estrogen

receptor의 관련성

DESB의 약물학적인 기능은 estrogen receptor의 매개의 의해

진행되는 것으로 알려져 있다.12) 따라서 마지막으로 DESB에 의

한 CD29 매개성 세포간 유착조절 항진효과에서 estrogen

receptor의 관련성을 조사하여 보았다. 이를 위해 estrogen

receptor antagonist인 ICI 182,780을 전처리하여 실험한 결과,13)

이들 약물에 의해서도 DESB에 의한 MEM101A의 세포 유착반

Fig. 6 − Effect of ICI 182780, an estrogen receptor antagonist, on up-regulation of MEM101A-induced cell aggregation by DESB. (A) U937 cells

(1×106 cells/ml) pretreated with ICI 182780 were incubated with DESB and MEM101A (0.25 µg/ml) for 30 min. The images of the

cells in culture were obtained using an inverted phase contrast microscope attached to a video camera. (B) Quantitative determination

of cell-cell adhesion was obtained by quantitative cell-cell adhesion assay as described in Materials and Methods. Data represent

mean±SEM of three independent observations performed in triplicate. *: p0.05 and **: p<0.01 compared to MEM101A.
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응은 변화하지 않는 것으로 나타났다. 흥미롭게도, MEM101A와

ICI 182,780만을 처리한 군에서는 MEM101A단독 처리군과 비

교시 특이한 차이점을 나타내지 않았다(Fig. 6). 따라서 본 결과

로 미루어 볼 때, DESB에 의한 CD29 매개성 유착현상 항진 효

과는 estrogen receptor의 기능을 경유하지는 않는 것으로 사료

된다.

결 론

DESB는 세포표면 단백질인 CD29(β1-integrin) 매개에 의한

세포유착 반응을 증가시켰다. 이들 현상은, CD29와 fibronectin

간의 단순한 결합을 확인하는 cell-fibronectin adhesion assay, 막

표면 단백질의 flow cytometric analysis 및 선택적인 신호전달

단백질 저해제들과의 병용투여 실험을 통해 확인해 볼 때, CD29

의 리간드 결합력 상승 및 D29의 막표면 발현양 유도에서 기인

된 것 보다, 세포 내부의 신호전달 단백질들인 ERK, PKG 및

p38의 활성 매개에 의해 진행될 가능성이 있는 것으로 판단된다.

그러나, 이들 길항작용은 estrogen receptor antagonist인 ICI

182,780와의 병용 투여를 통해, DESB의 수용체 단백질로 알려

진 estrogen receptor 의 매개에 의한 현상은 아닌 것으로 확인

되었다. 따라서, 본 결과는 고농도의 DESB는 CD29의 기능 항

진을 통해 면역세포의 면역 반응성을 조절할 수 있을 것으로 판

단된다.
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