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ABSTRACT : Apoptosis is a crucial mechanism for the proper regulation of homeostasis. BCL-2 family proteins are key 
molecules which control cellular survival and apoptosis. MCL-1 (myeloid cell leukemia-1) is a pro-survival member of BCL- 
2 family that promotes the survival of cells, and is highly expressed in diverse cancers including ovarian cancer, leukemia, 
and cervical cancer. Previously we identified IEX-1 (immediate early response gene X-1) as a binding partner of MCL- 
1. In the present study, we demonstrated that overexpression of IEX-1 induced apoptosis of ovarian cancer cells. Moreover, 
IEX-1 significantly attenuated the pro-survival function of MCL-1 in these cells. Also, IEX-1-induced cell death activity 
was able to be modulated by changes in the expression level of MCL-1. Thus, these results suggest that both IEX-1 and 
MCL-1 modulate each other’s function controlling cellular survival and death and the inhibitory activity of IEX-1 toward 
MCL-1 may be applied for the development of chemotherapeutics. 
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요  약 : 세포 사멸(apoptosis)은 세포의 항상성을 적절하게 유지하기 위한 중요한 메커니즘이다. BCL-2 family 단백질들은

세포의 생존과 세포 사멸을 조절하는 중요한 단백질이다. MCL-1 단백질은 세포의 생존을 촉진시키는 기능을 하는

pro-survival BCL-2 family member이며, 난소암, 혈액암, 자궁 경부암과 같은 다양한 암 조직에서 높게 발현하고 있다. 
이전 연구에서, 본 연구진에 의해서 IEX-1 단백질은 MCL-1의 결합 단백질로 밝혀졌다. 본 연구에서는, 난소암 세포에서

IEX-1의 과다 발현에 의한 세포 사멸이 유도되는 것을 밝혔다. 더욱이, IEX-1 단백질은 MCL-1 단백질의 세포 생존을

위한 기능을 감소시켰으며, IEX-1에 의한 세포 사멸 효과는 MCL-1의 발현 정도의 변화에 의해서 그 기능이 영향을 받고

있었다. 그러므로 이러한 결과들은 IEX-1과 MCL-1은 세포 사멸과 생존을 조절하는 서로의 기능에 영향을 미치고, 
MCL-1의 기능에 대한 IEX-1의 세포 생존율 억제 효과는 항암치료 방법의 개발에 응용될 수 있는 가능성을 제시해 준다.
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서  론  

세포 예정사(apoptosis 혹은 programmed cell death)는 세

포가 유전자에 의해 제어되어 죽어가는 방식의 한 형태로 세

포의 괴사(necrosis)와는 구별되는 현상이다. 세포 예정사는

유전자의 단편화(DNA fragmentation), 염색체 응축(chromo-
some condensation), 세포 사멸체(apoptotic body) 형성 등

형태학적인 특징을 가지고 있다. Apoptosis는 세포 조직이

스스로 파괴되는 현상으로, 세포의 생존과 사멸을 조절함으

로써 항상성을 유지한다(Thompson, 1995). 세포 예정사의

신호 전달(apoptosis signaling)은 FAS(CD95), TNF-R(tumor 
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necrosis factor-receptor), TRAIL(TNF-related apoptosis- 
inducing ligand) receptor 등과 같은 death receptor에 ligand
와 결합을 통해서 전달되는 extrinsic pathway와 미토콘드리

아에 의존적으로 신호가 전달되는 intrinsic pathway가 존재

한다. 
BCL-2 family 단백질은 미토콘드리아 의존적인 세포 사

멸에 중요한 역할을 수행하며, 그 종류는 다양하다. BCL-2 
family 단백질은 기능적으로 크게 두 그룹으로 분류된다. 세
포의 생존을 유도하는 pro-survival BCL-2 family 단백질은

MCL-1, BCL-2, BCL-xL, BCL-W, A1이 있으며, 구조적으

로는 multi-BH(BCL-2 homolog) domain을 가진다. 이들

대부분 단백질은 pro-apoptotic protein과 결합하여 세포의

생존을 유도한다. 또한 세포 사멸을 유도하는 pro-apoptotic 
BCL-2 family 단백질은 BAX, BAK, BOK과 같이 multi 
BH domain을 가진 단백질과, BH3 domain만 가진 BIM, 
BAD, BID, NOXA, PUMA, BIK, BMF 등이 있다.

미토콘드리아는 세포의 성장에 중요한 기관이며, intrinsic 
pathway에 의한 apoptosis 신호전달에 중추적인 역할을 하

는 세포 소기관이다. Pro-apoptotic BCL-2 단백질에 의하여

미토콘드리아에 존재하는 BAX, BAK 단백질의 중합체가

형성(oligomerization)이 되고, 기질막의 붕괴가 일어난다. 
또한, 미토콘드리아 기질막의 전위(mitochondria membrane 
potential) 차이가 형성이 된다. 미토콘드리아 기질막의 파괴

로 인해 세포질로 cytochrome c의 분비가 촉진되고, caspase
가 활성화 되는 것으로 보고되고 있다(Reers et al., 1995).

MCL-1(myeloid cell leukemia-1)은 human myeloblastic 
leukemia cell의 분화초기에 많이 발현되는 단백질로서, anti- 
apoptotic BCL-2 sub-family에속한다(Kozopas, 1993). MCL-1 
단백질은 세포의 사멸과 성장을 결정짓는 역할을 수행하는

것으로 알려져 있다(Nijhawan et al., 2003; Opferman et al., 
2005). MCL-1은 cell cycle, proliferation, immortalization
에 관여하는 여러 가지 단백질과 결합하고 있으며, 다른

BCL-2 family protein과도 결합하는 것으로 밝혀졌다(Bae 
et al., 2003; Chen et al., 2005; Jamil et al., 2005; Yoon et 
al., 2009; Zhang et al., 2002). BIM, BID, PUMA와 같은

BH3 only protein은 BAX, BAK을 활성화 시켜서 세포 사멸

을 유도할 수 있으며, 이들은 pro-survival BCL-2 family에
의해 억제되고 있는 것으로 보고되고 있다(Kim et al., 2006; 
Kuwana et al., 2005). 

IEX-1(immediate early response gene X-1)(Kondratyev 
et al., 1996) 단백질은 IER3, Dif-2, gly96 또는 p22/PRG-1
으로 알려져 있으며, stress 혹은 성장인자(growth factor), 사
이토카인(cytokines), 방사선 조사(irradiation)에 의한 여러

가지 상황에서 초기에 발현이 증가하는 것으로 알려져 있다

(Kumar et al., 1998). IEX-1은 세포의 사멸을 유도하거나, 
세포의 성장을 촉진하는 신호 체계에 관여하는 등 서로 상반

된 기능을 하는 단백질로 보고되어 있다. IEX-1은 NF-κB의
표적 단백질로서 apoptosis를 저해하고(Wu et al., 1998), 
hematopoietic cell line에서 TPO(thrombopoietin)에 의해

ERK(extracellular signal-regulated kinase)를 활성화하여 세포

의 성장을 촉진시키며(Garcia et al., 2002), T-cell lymphoma
를 선택적으로 성장을 촉진시키는 기능을 수행하는 것으로 밝

혀졌다(Zhang et al., 2003). 이러한 결과와 다르게, apoptotic 
stimulants의 자극에 의한 apoptosis 신호전달에 IEX-1이 관여

하고 있으며(Arlt et al., 2003), keratinocyte에서 champtothecin
에의해 과다 발현하는 IEX-1에 의해서 apoptosis가 유도된다

는 사실도 밝혀졌다(Schilling et al., 2001). Non-cancer cell 
line인 293T 세포에서 IEX-1의 과다 발현에 의한 세포 사

멸을 유도하는 것으로 보고되었다(Yoon et al., 2009). 이러

한 IEX-1의 기능들은 cell type에 따라 상반된 기능을 보여

주며, 다양한 신호전달 체계에 의해 제어되고 있음을 시사

해 준다.
본 연구에서는 인간 난소암 세포주인 SK-OV-3 세포에서

IEX-1의 과다 발현에 의한 현상을 확인하고자 하였다. SK- 
OV-3 세포에서의 IEX-1의 과다 발현은 세포 사멸을 유도하

였으며, MCL-1에 의한 세포 생존율을 감소시켰다. 그러므로

MCL-1 단백질의 과다 발현에 따른 생존율 상승효과는

IEX-1에 의해서 억제가 가능하며, 이런 결과를 통해서 IEX- 
1을 이용하여 MCL-1의 기능을 조절할 수 있는 가능성을 제

시하였다. 

재료 및 방법

1. 세포주 및 세포배양

본 연구에 사용된 인간 상피성 난소암 세포주인 SK-OV-3
는 the American Tissue Culture Collection(ATCC, U.S.A)
로부터 구입하였다. 세포 배양을 위해 RPMI-1640(Welgene, 
Korea) 배지를 이용하였으며, 10% fetal bovine serum(Wel-
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gene)과 1% penicillin streptomycin(Welgene)을 첨가하여

사용하였다. 37℃, 5% CO2 환경의 세포 배양기를 이용하여

배양하였다.

2. 프라이머 제작 및 클로닝

pcDNA3 IEX-1과 pcDNA3 MCL-1 플라즈미드 DNA 클
로닝 방법은 기존에 발표된 논문에 설명되었다(Bae et al., 
2003; Yoon et al., 2009). 

3. Stable Cell Line 제작

MCL-1 단백질을 안정적으로 발현 저하시키는(knock- 
down) 세포주를 만들기 위하여 short hairpin RNA(shRNA)
을 pSUPER puro vector system(OligoEngine, U.S.A)에 클

로닝하여 이용하였다. shRNA 염기 서열을 RNAi Codex 
(http://codex.cshl.edu)를 통하여 획득하였으며, 클로닝 방법

은 기존에 발표한 논문에 설명되었다(Yoon et al., 2009). 
2.5×106개의 SK-OV-3 세포를 100 ㎜ 배양 용기에 준비하여

24시간 동안 배양한 후, 6 ㎍의 pSUPER puro shMCL-1 
vector를 준비된 세포에 transfection하였다. Puromycin 
(Sigma, U.S.A)을 배양 용액에 5 ㎍/㎖ 첨가하여, 2～3주간

selection하였다. MCL-1을 안정적으로 과다 발현하는 세포

주를 만들기 위하여 pcDNA6/myc-His vector(Invitrogen, 
U.S.A)를 이용하였으며, 클로닝 방법은 발표된 논문에 설명

되었다(Yoon et al., 2009). 24시간 동안 배양된 2.5×106
개의

SK-OV-3 세포에 6 ㎍의 pcDNA6/myc-His MCL-1 플라즈

미드를 transfection하였다. Blasticidin(Invitrogen)을 배양액

에 15 ㎍/㎖를 첨가하여 2～3주간 배양하면서, MCL-1을 특

이적으로 과다 발현하는 세포를 확보하였다. 

4. Western Blot
배양 세포를 수거하여 4℃, 2,000×g에서 원심분리하여

PBS(phosphate buffered saline)를 이용해 세포를 세척하였

다. NP-40(Nonidet P-40) 용액(50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 
0.15 M NaCl, 1% NP-40: Sigma)을 이용하여 세포 내 전체

단백질을 추출하였다. 추출된 단백질의 정량을 위하여 Bi-
cinchoninic acid(BCA)TM protein assay(Pierce, U.S.A.)
를 실시하였다. 30 ㎍의 단백질을 5×SDS(sodium dodecyl 
sulfate)-PAGE(polyacrylamide gel electrophoresis) sample 
buffer(Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 50% glycerol, 0.1% 

bromophenol blue, 10% 2-mercaptoethanol: Sigma)를 혼합

하여 끓는 물에 denaturing시켜 전기영동을 실시하였다. PV-
DF(polyvinylidene fluoride) membrane(Amersham, U.K)에
transfer하여 5% skim milk in PBS-Tween 20 용액에서 1시
간 동안 blocking하였다. MCL-1 단백질을 확인하기 위하여

anti-MCL-1 항체(Santa Cruz Biotechnology, U.S.A)를 3% 
skim milk가 포함된 PBS-Tween 20에 1:1,000으로 희석하

여 배양하였다. GAPDH를 확인하기 위해서 anti-GAPDH 항
체(Ab Frontier, Korea)를 사용하였다. 2차 항체 goat anti- 
rabbit IgG horseradish peroxidase(Santa Cruz Biotechnology)
를 1시간 배양 후 Luminescence image analyzer(Fujifilm Life 
Science, Japan)을 이용하여 확인하였다.

5. 세포생존율 분석

SK-OV-3 세포를 3×104개로 48 well 배양 용기에서 24시
간 동안 배양한 후, human MCL-1 또는 IEX-1 단백질을 발

현할 수 있는 플라즈미드 DNA를 전체 100 ng을 Welfect- 
EX(Welgene)를 이용하여 transfection하였다. Transfection
된 세포를 counting하기 위하여 녹색 형광 단백질(Enhanced 
Green Fluorescent Protein, EGFP)을 발현할 수 있는 pEGFP- 
N1 vector를 10% co-transfection하였다. 24시간 후, 세포를

수거하여 형광 현미경 상에서 EGFP만 발현하는 세포를 확

인하여 생존율을 분석하였다.

6. Apoptotic 세포 분석

Apoptosis 신호 전달을 확인하기 위하여 FACS(fluorescent 
activated cell sorter)를 이용하였다. 1×106 세포를 60 ㎜ 
배양 용기에서 24시간 동안 배양한 후 3 ㎍의 pcDNA3 
IEX-1 또는 pcDNA3 MCL-1 vector를 transfection하였

다. 24시간 후 세포를 수거하여, ApoScanTM(BioBud, Korea)
를 이용하여 Annexin V 염색을 실시하였다. 15분간 상온에

서 FITC-conjugated Annexin V를 염색하고 PBS를 이용하

여 세척하였다. 준비된 세포에 propidium iodide(PI)를 첨

가하여 FACS Caliber(BD Biosciences, U.S.A)를 통해서

Annexin V-positive하고, PI-negative한 세포의 분포를 분석

하였다. 

7. 통계학적 분석(Statistical Analysis)
생존율 실험은 duplicate로 진행하여 독립적으로 세 번 반
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복실험을 하였으며, 통계학적 분석은 Student’s t-test를 통하

여 분석하였고, apoptotic cell 분석 실험은 one-way ANOVA 
test를 실시하였다. p-value 0.05 이하일 때 유의성 있는 실험

으로 해석하였다.

결  과

1. IEX-1의 과다 발현에 따른 세포 사멸

SK-OV-3 세포에서 IEX-1 단백질의 세포 내에서 기능을

확인하기 위하여 pcDNA3 vector에 클로닝하여, SK-OV-3 
세포에 일시적인 과다 발현 방법을 통하여 과다 발현시켰다. 
pcDNA3 IEX-1 플라즈미드 DNA를 최고 100 ng까지 농도

를 달리하여, IEX-1의 발현 정도에 따라서 세포의 생존율이

어떤 변화가 있는지 확인해 보았다. DNA의 농도 의존적으

로 세포의 생존율이 감소하는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 
1A). IEX-1 과다 발현에 따른 생존율의 저하 현상이 세포

예정사(apoptosis)에 의한 세포 사멸인지를 확인하기 위하여

Annexin V-staining 방법을통하여확인하였다. pcDNA3 IEX-1
을 1.5 ㎍ transfection한 실험군에서 동일한 양의 pcDNA3 
empty vector를 발현시킨 대조군에 비해 Annexin V에 염색

된 세포를 평균 6배 정도 많이 검출하였다(Fig. 1B). 

2. IEX-1에 의한 MCL-1 기능변화

Ovarian cancer cell에서 IEX-1이 MCL-1의 기능을 변화

할 수 있는 지 확인하기 위해, SK-OV-3세포에서 pcDNA3 
MCL-1을 50 ng으로 고정하고 pcDNA3 IEX-1의 농도를 증

가시켰다. MCL-1 단백질의 과다 발현에 의해서 대조군보다

20% 정도 생존율이 상승하였다. 그러나 IEX-1을 과다 발현

시켰을 때 MCL-1에 의한 생존율의 상승효과는 농도 의존적

으로 감소되었다(Fig. 2A).

3. MCL-1 단백질을 Overexpression 또는 Knock-down
된 Stable 세포에서 생존율 검사

MCL-1 단백질이 안정적으로 과다 발현(overexpression) 
되거나 발현이 저하(knock-down)되었을 때, IEX-1의 과다

발현으로 인한 세포 사멸 효과에 어떤 변화가 있는지 확인하

기 위하여 stable cell을 제작하여 실험에 이용하였다. MCL- 
1 단백질이 안정적으로 과다 발현하고, 발현 저하되는 세포

만을 확보하기 위하여, selection marker에 의해 선택적으로

Fig. 1. IEX-1 induces apoptosis in SK-OV-3 cells. (A) Cell 
viability assays were performed using SK-OV-3 cells. 
The cells (3×104) were transfected with increasing amounts 
of pcDNA3 IEX-1 and analyzed after 24 h. At zero 
concentration, 100 ng of empty vector was used. Three 
independent viability tests in duplicate were performed. 
Data were presented as mean±S.E.M of viable cells. The 
significant values compared to the control were indicated 
with * (p<0.05). (B) The cells (1×106) were transfected 
with 1.5 ㎍ of pcDNA3 MCL-1 or IEX-1. Control cells 
were transfected with an empty vector. At 24 h post- 
transfection, cells were harvested and stained with FITC- 
conjugated Annexin V for FACS analysis. Three inde-
pendent experiments were conducted, and Annexin V- 
positive and PI-negative cells were quantified and expressed 
as fold changes relative to the control. 

살아남은 세포를 배양하였고, MCL-1 단백질의 발현 변화를

확인하기 위하여 western blot을 실시하였다. MCL-1 단백질

이 안정적으로 과다 발현되는 세포에서는 대조군 세포보다

MCL-1의 양이 증가되었고, 발현이 저하되는 세포에서는

감소된 것을 확인함으로써 stable cell 제작이 성공적임을

확인하였다(Fig. 2B). MCL-1 단백질의 양이 안정적으로 과
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   B.

Fig. 2. IEX-1 modulates pro-survival activity of MCL-1. (A) 
SK-OV-3 cells were transfected with pcDNA-3 MCL-1, 
IEX-1, or both. The cells were transfected with 50 ng of 
pcDNA3 MCL-1 and increasing amounts of pcDNA3 
IEX-1. Asterisks represent statistically significant values 
relative to the cells that were transfected with the MCL- 
1-coding plasmid (p<0.05). (B) Altered expression levels 
of MCL-1 in the stable cells produced were verified by 
immunoblot analysis; wild-type (control), overexpressed 
stable (MCL-1+), and stably knock-downed (MCL-1-) 
cells. (C) The cells were transfected with increasing amounts 
of pcDNA3 IEX-1 and analyzed after 24 h. At zero 
concentration, 100 ng of empty vector was used. Significant 
values between wild type and MCL-1+ or MCL-1— at 
the respective concentrations of IEX-1-encoding plasmid 
were indicated with * (p< 0.05).

다 발현되거나, 발현이 저하된 세포에서도 대조군 세포에서

확인되었던 IEX-1 과다 발현에 의한 세포 사멸은 유도되었

다(Fig. 2C). 그러나 MCL-1의 발현이 증가된 세포보다 발현

이 저하된 세포에서의 IEX-1에 의한 세포 사멸이 훨씬 민감

하게 일어나는 것이 관찰되었다(Fig. 2C). 

고  찰

본 연구에서는 난소암 세포주를 이용하여 진행되었으며, 
IEX-1의 과다 발현에 따라서 세포 사멸을 유도하는 것은

MCL-1의 기능을 억제함으로써 가능하였다. MCL-1을 일시

적으로 과다 발현시키거나, 안정적으로 과다 발현 또는 발현

저하된 stable cell에서도 대조군 세포에서 확인할 수 있었던

IEX-1에 의한 세포 사멸이 일어났다(Fig. 2A, C). 이러한 결

과는 MCL-1의 세포 성장 기능을 IEX-1에 의하여 억제할 수

있다는 것을 말해준다. 그러나 MCL-1이 안정적으로 과다

발현된 세포에서는 IEX-1에 의한 효과가 대조군 세포에 비

해서 약화되었으며, MCL-1이 안정적으로 발현 저하된 세포

에서는 IEX-1의 효과가 훨씬 강하였다(Fig. 2C). 이런 결과

는 MCL-1에 의한 세포의 성장을 촉진하는 기능이 IEX-1의
세포 사멸 기능에 의해서 변화될 뿐만 아니라, IEX-1의 세포

사멸 기능 역시 MCL-1의 세포 성장을 유도하는 기능에 의

해서 영향을 받는다는 것을 의미한다. 기존의 연구 결과에서

는 IEX-1의 과다 발현에 의한 세포 사멸의 기전은 NF-κB
의 활성을 억제하여 생존율을 감소시켰고(Arlt et al., 2003), 
ERK와 AKT(RAC-alpha serine/threonine-protein kinase)의
신호전달 체계를 제어함으로써 세포의 성장을 촉진시키는 기

전에도 관여를 하고 있다. 이런 결과를 종합해 보면, IEX-1과 
MCL-1이 apoptosis 신호전달에서 서로의 역할을 조절하는

것은 다른 요소들이 복합적으로 관여하고 있는 것을 시사해

준다.
Pro-survival BCL-2 family는 종양의 발생과 성장의 주요

한 원인이 되고 있다. MCL-1은 고형종양(solid tumors)에서

높이 발현하고 있을 뿐 아니라, 원발성 간암(hepatocellular 
carcinoma), 췌장암(pancreatic cancer), 고환암(testicular cancer), 
자궁경부암(cervical cancer), 비소세포폐암(non-small cell lung 
cancer), 흑색종(melanoma) 난소암(ovarian cancer) 환자에

서 높이 발현되고 있는 단백질로 보고되었다(Warr & Shore, 
2008; Kazushi et al., 2002). 현재 pro-survival BCL-2 family 
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member의 기능을 억제하는 물질을 이용한 항암제 개발이

시도되고 있으며(Warr & Shore, 2008), MCL-1에 의한 세

포 성장 촉진 기능을 억제하는 IEX-1의 기능은 항암치료를

위한 새로운 MCL-1의 기능 억제를 위한 약재 개발에 응용

될 수 있다.
난소는 그 위치가 복강 내에 있기 때문에 초기 난소암이

발생되더라도 증상 없이 진행되는 것이 대부분이다. 그러한

이유로 난소암의 70%는 3기 이상 진행되어서야 발견될 만

큼조기 발견이힘든암 중에 하나이다(Hand et al., 1993). 그
러나 발생환자의 대부분이 초기에는 platinum-based cancer 
drug에 반응을 하지만, 재발되는 대부분의 환자는 시스플라

틴(cisplatin) 또는 카보플라틴(carboplatin)과 같은 백금 항

암제에 대한 내성을 가지게 되며(Sakai et al., 2008; Spriggs, 
2003), 결국 사망에 이르게 된다. 그러므로 난소암 치료를 위

한 항암치료는 항암제의 감수성을 높여서 치료의 성공률을

높이기 위해많은 연구가 진행되고있으며, pro-survival BCL-2 
family의 기능을 억제하는 것도 항암제의 감수성을 높이기

위한 방법으로 시도되고 있다. 본 연구를 통해서 IEX-1은
ovarian cancer cell인 SK-OV-3 세포에서도 과다 발현에 따

른 세포 사멸이 유도된다는 것을 확인하였다. 뿐만 아니라

MCL-1의 과다 발현에 의한 생존율 상승도 IEX-1의 과다 발

현에 의하여 억제되었다(Fig. 2A). 이런 결과들은 IEX-1의
세포 사멸을 유도하는 기능이 ovarian cancer에서 MCL-1의
기능을 억제할 수 있는 항암제 개발을 위해 사용될 수 있는

가능성을 말해준다.
본연구에서 TNF와 diphtheria toxin, cisplatinum, adriamycin, 

cytokine drug 등에 내성을 가진 것으로 알려진 SK-OV-3 세
포를 이용하여 처음으로 IEX-1의 과다 발현에 의한 세포 사

멸을 밝히고, MCL-1의 세포 성장을 촉진하는 기능을 저해

하는 현상을 확인하였다. 본 연구는 MCL-1 기능의 억제제

로의 개발 가능성을 시사하고 있으며, 특히, 재발의 위험성이

높은 난소암 발달을 이해하고, 치료제 개발을 위한 연구에

초석이 될 수 있을 것으로 기대한다.
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