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ABSTRACT

HOXC6 mediated miR-188-5p suppresses 

a FOXN2 tumor suppressor 

                                                                     SEHO-JEONG

 Advisor : Prof.SANG-GUN AHN, Ph.D.

                                                                   Department of Biodental Engineering

                                                                         Graduate School of Chosun University

Homeobox C6 (HOXC6) is a transcription factor that plays a part in malignant 
progression of various cancers. However, the roles of HOXC6 and its regulatory 
mechanism remains unclear. In this study, we identified key regulatory interactions 
responsible for HOXC6 mediated-cancer progression by miRNA regulatory networks. 
In microarray profiling of miRNA, miRNAs, such as hsa-miR-188-5p, hsa-miR-8063, 
and hsa-miR-8064 were significantly increased in HOXC6 overexpressed cells. 
Higher positive expression rate of HOXC6 and mir-188-5p was observed in 
malignant cancer. We also found that HOXC6 significantly up-regulated mir-188-5p 
expression. The underlying function of HOXC6 mediated mir-188-5p was predicted 
through TargetsScan and MiRNA Database. The overexpressing mir-188-5p 
downregulates the expression of FOXN2, a tumor suppressor gene. Furthermore, in 
luciferase assay, mir-188-5p bind to the 3’-UTR of FOXN2 and is mainly responsible 
for the dysregulation of FOXN2. Silencing FOXN2 induced cell migration and the 
effect of FOXN2 silencing was enhanced when the HOXC6/mir-188-5p signaling 
pathway was increased. These results suggest that HOXC6/mir-188-5p may induce 
malignant progression in cancer through the inhibition of the activation of FOXN2 
signaling pathway. 
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I.INTRODUCTION

HOX 유전자는 homeo box 유전자를 암호화하며 1990년 초파리의 배아 발생에서 처

음 발견되었다[1]. HOX 유전자는 배아의 성장, 세포의 형태발생과 분화뿐만 아니라 

apoptosis, differentiation, motility, angiogenesis, 등의 다양한 signaling을 

regulating 하는 데 작용한다[2]. 인간의 HOX gene Family는 4개의 cluster로 나뉜 39

개의 유전자가 속해있으며 각 cluster 당 9-11개의 유전자로 나뉜다. HOX 유전자의 기

능은 초기 초파리의 배아 발생 및 조직의 형성과정에 영향을 주는 것으로 확인되었다

[3].발달 중인 폐에서 HOXA와 HOXB군의 유전자 발현이 증가하며 HOXB5의 경우 폐와 기

도에 발현하며 HOXB9은 기낭에서 발현된다. 또한, HOXA9은 상완골 이나 대퇴골 에서 

발현되며 HOXA9-11의 경우 요골 및 경골 부위에서 발현되었다. HOXB1는 중추신경으로 

발달하는 주엽 배아 영역에서 증가하며 조혈모 발달에 HOXA10의 발현이 영향을 주는 

것으로 알려져 있다[4]. 이들의 결핍은 여러 유전적 질병과 연관된다. HOXA1는 감각신

경성 난청 내이 이상과 BSAS (Bosley–Salih–Alorainy syndrome)를 일으키며 HOXB1는 

신경 무형성증, 선천성 안면 마비, 사시 등의 질병과 연관이 있다. HOXC13의 경우 외

배엽의 돌연변이를 유발해 모발 및 손톱에 이형성증을 유발한다. HOXD4는 마우스에서 

경추의 변형을 유발한다. 이처럼 HOX 유전자들은 인간의 질병에 관여한다[5]. 

최근에 HOX 유전자는 암에서 과발현되며 하류 표적의 발현을 조절하여 암에 특성

을 부여한다고 알려졌다. HOX 유전자와 암의 상관관계는 대장암, 유방암, 전립선암, 

등 많은 암에서 확인되었다. 대장암 세포에서는 HOXB6, HOXB8 HOXC8, HOXC9의 과발현

이 보고되었으며 이들의 발현은 대장암세포의 다양한 stage에서 cancer의 development

에 관여한다. HOXB7는 in vitro 나 in vivo에서 대장암세포의 proliferation과 

tumorigenesis 에 관여하며, cyclin D1을 upregulation 하거나 p21Kip1의 

downregulation을 유도하여 MAPK pathway와 PI3K pathway를 활성화 한다.또한, 유방암 

세포군에서는 HOXA5에 의해 apoptosis가 유도되어 proliferation이 억제된다. HOXB13

는 유방암에서 과발현되며 estrogen receptor의 발현억제와 IL-6의 발현유도를 통하여 

세포의 침입능력을 증가시킨다. 마지막으로 전립선암에서는 주로 HOXC4, HOXC5, 

HOXC6, HOXC8가 속한 HOXC 유전자가 과발현되며, HOXC8은 과발현되어 전립선암의 

Invasiveness 나 Metastasis에 작용한다[5]. 이처럼 HOX 유전자군은 암에서 특정 

target의 발현을 조절하여 cancer의 development에 관여한다. 

특히. HOXC6는 전립선암, 유방암, 비인두암, 신경세포종, 식도암, 비소세포 폐암 
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등에서 과다 발현은 환자의 불량한 예후와 연관 관계가 있다는 것이 보고되었다

[6-16]. 최근 연구결과에 따르면 HOXC6의 발현은 자궁경부암, 신경교모세포종, 전립선

암, 비소세포 폐암, 구강암 등에서 암의 증식을 유도하며,  전립선암의 경우 HOXC6의 

발현 감소는 암의 apoptosis를 유도한다[15,16]. 신경 교종에서의 HOXC6의 저해는 

WIF-1을 표적화로  세포주기를 억제해 암세포의 사멸을 유도하며, 성상세포종에서는 

MAPK pathway를 통하여 세포의 증식에 영향을 끼치는 것으로 알려져 있다[6, 11]. 비

인두암에서 HOXC6의 과발현은 Ki-67의 발현을 조절하며 위장간 신생물에서는 junD과의 

상호작용으로  암발생을 조절하는 역할을 한다. [8] 자궁경부암과 구강암에서 HOXC6와 

단백질간 상호작용 분석 기법을 통하여 HOXC6가 Bcl-2의 발현을 조절하여 암세포의 

apoptosis를 막는다는 연구결과가 보고되었다[9]. 결과적으로 이들 연구에서 HOXC6의 

발현 변화는 여러 암종에서 관찰되며 proliferation, apoptosis, progression, 

mobility, multidrug resistant에 영향을 주는 것으로 알려져 있지만, HOCX6와 micro 

RNA 간의  세포내 상호작용 신호전달기전에 관한 연구가 필요하다. 

 miRNA는 19~25nt 내외의 염기서열로 구성되어있으며 생체 내에서 분화조절, 세포

의 성장, 암의 전이 유도, 세포의 사멸 조절 등 여러 가지 생물학적 기능을 수행한다

고 알려져 있다. 이러한 특성 때문에 다양한 암종에서 miRNA의 발현 변화가 조사되었

다[17]. 만성 림프 백혈병에서는 mir-15a, mir-223, mir-229, mir-181의 발현이 특이

적 target에 작용하여 암의 성장을 조절하며, 호지킨 림프종의 경우 발현이 변화된 

mir-135a 가 JAK-2 signaling에 영향을 주어 BcL-XL을 발현시켜 apoptosis를 억제한다

[17]. 유방암의 경우 micro array analysis를 통하여 확인된 mir-145가 TP53의 발현을 

조절해 유방암의 apoptosis를 유도하며, 최근 발견된 mir-9의 경우 E-cadherin과 

b-catenin 의 네트워크에 관여해 유방암의 metastasis를 유도한다[19]. 간암의 경우 

mir-21, mir-221/222, mir-34a, 등과 같은 12개의 miRNA가 cancer의 progression과의 

상관관계를 가진다[20]. 또한, mir-221/222는 가장 높은 발현을 보이며 CDK inhibitor

인 p27에 작용하여 세포의 progression을 조절하는 것으로 알려졌다[17]. 두경부암에

서는 mir-423, mir–106b, mir–20의 발현이 증가하며 이와는 반대로 mir–10a의 경우 발

현이 감소한다. 구강암에서 mir-375의 발현증가나 mir-106b-25 클러스터 군의 발현 저

하는 proliferation의 감소를 유도한다[21, 25].  HOXA9는 Meis와 함께 작용하여 

mir-146a의 발현을 억제하여 Syk signaling을 유도해 급성 조혈 세포성 백혈병의 증세

를 가속화 한다[22]. 흑색종에서의 HOXB7/PBX2 complex의 붕괴는 mir-221 & mir-222의 

발현의 감소를 유도하여 c-fos pathway 통한 자가사멸을 유도한다[23]. 또한, 구강암
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에서 HOXC6에 의해 유도된 mir-4708이 MDR1의 발현을 조절하여 암세포의 다제내성을 

조절한다.

위와 같은 연구결과를 기반으로 하여 본 연구에는  구강암 세포주인 FaDu 세포를 

이용하여 HOXC6에 의한 mir-RNA 188-5p의 발현 변화를 확인하였고, 또한, mir-RNA 

188-5p의 새로운 target 유전자로 종양억제유전자인 FOXN2를 확인하였다. 결론적으로 

본 연구는 HOXC6 유도 mir-RNA 188-5p가 종양억제 유전자인 FOXN2의 발현을 억제하여, 

구강암의 migration을 유도하는 새로운 기전을 규명하였다.
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II. MATERIAL AND METHODS

2.1 Cell culture

FaDu, HEK-293 모든 세포주는 DMEM 10% FBS 와 100 ug/ml 페니실린 

스트렙토마이신 이 함유된 배지에서 배양되었으며, 배양기의 환경은 37℃ 및 

5%의 조성에서 배양되었다. 80~90 %의 density에서 세포를 사용하였으며 

세포배양은 1mL의 트립신을 이용하여 2 mL의 Complete DMEM으로 

중화시켰으며 1000 rpm, 2분동안 원심분리하여  가라앉은 세포를 다시 Fresh 

DMEM으로 resuspension 하여 배양하였다.

2.2 Cell transfection

 FaDu cell 및 HEK 293 cell을 seeding 후 24시간 뒤에 새 배지로 갈아준 후 

시행하였으며 각각의 실험에 따라 1) 대조군과 HOXC6 vector, 2) 대조군과 

siFOXN2, 3) 대조군 과 mir-188-5p vector 4) 대조군, mir-188-5p mimic, 과 

mir-188-5p inhibitor로 시행하였다. 화학적으로 합성된 mir-188-5p 

mimic(5’CAUCCCUUGCAUGGUGGAGGG3’), mir-188-5p  

inhibitor(5’CCCUCCACCAUGAAGGGAUG) (genepharma), 

siFOXN2(GAGAUGAUGUGCCAUCCUU) (bioneer), pCDNA4.1-hoxc6-his-Myc, 

psuper-mir-188-5p( mimic vector), psuper control vector가 사용하였다. 

plasmid의 경우 optiMEM (gibco) 배지와 transfection regnant로 Fugene 6 

(promega)를 사용하였으며 표준 프로토콜을 따라 실행 후 48시간 후 세포를 

수확하여 확인하였다. 또한, siRNA의 경우 lipofectamin RNAimax 

(thermofisher)를 사용하였으며 lipofectamin RNAimax 표준 프로토콜에 따라 

형질감염을 시행하였다.

2.3 Micro array analysis

    HOXC6 의 발현에 따른 miRNA 의 변화를 평가하기 위하여 FaDu cell 에 

HOXC6 의 과발현을 유도하였으며 control 군과 HOXC6 과발현 벡터에 의한 

miRNA 발현을 affmertrix miRNA Expression Microarray Analysis 를 시행하여 

확인하였다. 그 후 데이터를 Cluster analysis-Hierarchical clustering heat map, 

Scatter plot of expression level, Bar plot-significant 의 방식으로 그래프로 

변환하였다. 이 데이터를 기반으로 특정 miRNA 를 선정하였으며 targetscan, 

mirwalk, mirDB 를 이용하여 miRNA target 을 확인하였다. 
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2.4 RNA extraction, reverse transcription, and quantitative real‐time 

polymerase chain reaction

FaDu 및 HEK293 세포는 PBS로 washing 후 RNA isoplus (Takaka)을 통하여 

수확되었으며 chloroform을 통한 분리 후 isopropanol 추출 및 70 % ethanol을 

통해 mRNA를 추출하였다. quantitative real‐time polymerase chain reaction은 

analyjena사의 q tower 2.2를 사용하여 수행하였으며, 각 유전자의 발현수준은 

GoTaq® 1-Step RT-qPCR System kit를 사용하여 표준 프로토콜에 의해 

평가되었다. mRNA 발현확인의 경우 M-MLV Reverse Transcriptase (promega), 

oligo dT (promega)를 사용하여 만든 cDNA를 이용하여 확인하였다. 각각의 

primer는 GAPDH (5‘ CCAAGGTCATCCATGACACTTTG, 3‘ 

GCATTGCTGATGATCTTGAGGCTG) FOXN2(5’ CCAGGTCTAGCGTGTCTTCC, 3’ 

AGCCACTGTCTCCAAGAGGA ) HOXC6(5‘ CAGATCTACTCGCGGTACCAG, 3’ 

TCCTCTTCTGTCTCTTCCCGC) mir-188-5p (5GCAGCATCCCTTGCATGGTG, 3’ 

GTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTCCCTCCAC)가 사용되었다. 95 ℃, 5min –95 ℃, 

30sec – 58 ℃, 30sec – 72 ℃, 30sec –32 cycle, 72 ℃, 5 min 조건으로 PCR 

하였다. 

2.5 Western blot analysis

세포들은 PBS washing 후 harvest 하였다. 세포 침전물은 RIPA buffer 에 

용해되어, bio-rad protein assay dye reagent 를 이용한 단백질 정량법에 따라 

정량을 확인했다. 10 well 10 % SDS-PAGE (20ug/well)에 sample 을 loading 후 

전기영동을 시행하였으며 이후 PVDF membrane 을 사용하여 transfer 하였다. 5% 

skim milk 에 2 시간 blocking 후 TBST 로 3 번 washing 하였다. 4c 에서 1 차 

항체(HOXC6, FOXN2, b-actin ) (santacruz) O.N 하여 부착 후 3 회 TBST 로 

washing 하였다. 2 차 항체를 RT 에서 1 시간 부착 후 3 회 TBST 로 washing 후 

LAS-1000 plus(Fuji film) 기기를 이용하여 형광을 측정하였다.

2.6 The Kaplan-Meier plotter

HNSCC에서 mRNA 및 miRNA의 위험성 평가는 발현데이터 및 임상데이터를 

포함하는 Kaplan-Meier plotter (www.kmplot.com)을 사용하여 평가하였다. 특정 

유전자의 예후 가치 평가를 위해 환자 표본을 유전자의 발현에 따라 두 개의 
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코호트로 나누었다. Kaplan-Meier plotter 생존 곡선을 사용하여 HOXC6 및 

mir-188-5p의 예후를 평가하였으며 생존 플롯을 얻었으며, 여기서 위험 수는 

메인 플롯 아래에 표시되었다. 95 % 신뢰 구간의 로그 순위 p- 값 및 위험 비율 

(HR)이 계산되어 그래프에 표시되었다.

2.7 Plasmid vector construction  

miRNA expression vector 인 pSUPER plasmid 에 hsa-mir-188-5p 를 

cloning 하기 위해 hsa-mir-188-5p primer 을 합성하였다. Forward: 

GATCCCCCATCCCTTGCATGGTGGAGGGTTCAAGAGACCCTCCACCATGCAAGGG

ATGTTTTTA.hsa-mir-188-5p primer 

Reverse:AGCTTTAAAAACATCCCTTGCATGGTGGAGGGTCTCTTGAACCCTCCACC

ATGCAAGGGATGGGGG. (Macrogen, Korea). PCR 조건은 95℃에서 3 분간 

denaturation, 95 ℃ 20 초, 35~55 ℃ 20 초, 72 ℃ 20 초, 35 cycle, 72 ℃에서 

5 분간 extension 을 통해 얻은 PCR 생산물을 BglII 와 HindIII 로 digestion 하여 

pSUPER basic vector 에 ligation 하였다. FOXN2 3'-UTR 는 pMIR luciferase 

report vector 에 cloning 하기 위해 FOXN2 3'-UTR wild type 을 합성하여 

사용하였다. FOXN2 3'-UTR,Forward: 

CCCAAGCTTGGGCAGGCATGATCCTAACAGCAATTG, 

Reverse:ACTAGTTCCACCTTGCTGGAATTCGT 를 이용하여 95 ℃, 5 min, 95 ℃, 

30 sec – 56 ℃, 30 sec – 72 ℃, 1 min –30 cycle, 72 ℃, 5 min 조건으로 

PCR 하였다. FOXN2 3'-UTR wild type 을 luciferase vector (Ambion)에 cloning 

하여 plasmid 를 제작하였다.

2.8 Dual‐luciferase reporter assay 

12 well plate 에 cell/well 로 seeding 한 FaDu 및 HEK293 세포에 

pMIR-REPORT™ Luciferase (ambion)에 FONX2 3’UTR 41-55 위치를 포함하는 

254 bp 단편을 삽입한 vector 를 mir-188-5p 와 FOXN2 mRNA 3‘UTR 부위와의 

결합을 확인하기 위해서 4 개의( 대조군, vector , vector + mir-188-5p inhibitor, 

vector+ mir-188-5p mimic) 실험군을 나뉘었으며 48 시간이 지난 후 

dual-luciferase reporter assay kit (promega) 의 protocol 을 이용하여 DTX 

880 기기로 450 nm 형광을 측정하여 activity 를 측정하였으며 값을 단백질 

정량값으로 나누어 normalization 하였다. 
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2.9 Wound healing Assay

세포는 6 Well dish 에 각 well 당  개의 세포를 seeding 24 시간 배양 후 

control 군과 siFOXN2, control 군과 mir-188-5p mimic 군, mir-188-5p 

inhibitor 군으로 나뉘어 transfection 을 한 뒤 24 시간 배양 후 200 UL 피펫 

팁으로 Wound 를 생성하였다. PBS 로 2 번 washing 후 배지를 교체하였다. 직후 

바로 현미경으로 상처 부위의 사진을 촬영하였으며 24 시간이 지난 후 재촬영하여 

두 사진 간의 상처 회복률 확인하였다. 상처의 회복률은 image j 를 통하여 측정 

후 두 표본 간격 차를 백분율로 나타내었다. 

2.10 Statistical analysis

통계적 데이터는 EXCEL 의 평균과 표준편차를 구한 후 두 그룹 간의 변화는 

student t. test 검정을 통하여 검정 되었으며 이연 구의 통계학적 유의 수준은 

*p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.001.이며 이는 통계적으로 유의하다.
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III. RESULTS

3.1. HOXC6 과발현 세포에서의 micro RNA expression microarray 

analysis

 본연구에서는 HOXC6의 발현유도가 miRNA 발현을 어떻게 변화시키는지 확인하

기 위해 FaDu 세포주에 pcDNA 4.1-HOXC6, 와 pcDNA 4.1를 형질전환 하여 

Affymertrix miRNA Expression Microarray Analysis 을 통하여 miRNA 발현변화를 확

인하였다. 그 후 결과를 Cluster analysis-Hierarchical clustering heat map으로 변환

하였다. (Fig. 1A) Scatter plot of expression level 데이터를 나뉘었으며 (Fig. 1B) 2

배 이상의 유의성 있는 발현 변화는 129개가 확인되었다. Bar plot-significant 그래프

를 이용하여 분류하였고, 이들 중 발현의 변화량이 2배 이상 증가한 경우는 38개이며 

대조군 대비 절반 이상의 발현량이 감소하는 군은 91개였다. (Fig. 1C). 우리는 다음 

실험을 위해서 38개 군과 91개 군에서 발현의 변화와 유의성을 확인하여 mir–

188-5p, mir-1281, mir-8063, mir-8064 총 4개의 후보군을 선정하였다.
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Figure 1. Comparison of miRNA profiles. FaDu cells were transfected 

with HOXC6 expression plasmid for 48 hours before subjected for 

human miRNA Microarray. (A) Heat map of differential expressed miRNA 

between control and HOXC6 transfected FaDu cells. Differential expression were 

demonstrated by the color. Red: up-regulated; Green: down regulated (B) 

Scatter plot version of the heat map from (A), highlighting the statistical 

significant difference between control and HOXC6-overexpressed cell (fold 

change > 2). (C). Number of significant differentially expressed miRNAs in 

HOXC6-overexpressed FaDu cells. 
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3.2. HOXC6 유도에 따른 4개 후보군의 quantitve RT-qPCR 

 micro array 분석을 통해서 4개의 miRNA 후보군 (mir-188-5, mir-1281, mir 

8063, mir-8064) 을 선정하였다. 이전의 micro array 데이터가 in vitro 내에서도 동일

한 발현이 유도되는지 확인하기 위해 FaDu cell에 pcDNA-3.1 HOXC6를 transfection 

하였고 48시간 후 harvest 하여 HOXC6의 발현을 확인하였다. HOXC6의 발현은 

RT-PCR과 WB 통하여 확인되었으며, 4개의 miRNA의 발현은 Quantitative Real-Time 

PCR로 확인하였다. 그 결과 HOXC6의 발현은 형질전환 한 FaDu 세포에서 대조군 대

비 약 3배의 mRNA의 발현이 증가하였다. (Fig. 2A) 단백질 발현은 정상 세포군 대비 

크게 증가했다. (Fig. 2B) HOXC6 유도에 따른 miRNA의 발현량 변화를 확인하기 위

해 Quantitative-realtime PCR을 사용하여 선정된 4개의 miRNA의 발현을 확인하였으

며 (Fig. 2C) mir-188-5p는 대조군 대비 약 15배 증가를 보였고 mir-1281의 경우 절

반 이하로 감소 mir-8063은 3배 mir-8064는 약 2배 정도의 증가를 보였다. 이에 따

라 micro array 분석결과와 같은 증가 추세를 보이며 유의성이 높은 mir-188-5p를 중

심으로 암의 특성을 파악하기로 하였다. 따라서 실험을 통해 유도된 HOXC6의 발현은 

mir-188-5p의 발현을 증가시키는 것을 확인하였다.
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Figure 2. Overexpression of HOXC6 induces the expression of several 

miRNAs in FaDu cells. (A-B) Overexpression of HOXC6 in FaDu cells. 

FaDu cells were transfected with HOXC6 overexpression vector for 48 hours prior 

isolation of total mRNA and protein. HOXC6 mRNA expression were measured by 

RT-PCR and qRT-PCR. HOXC6 protein expression were measured by Western 

Blot. (C) Expression of several miRNAs were measured by qRT-PCR. * p<0.05
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3.3 HOCX6 와 mir-188-5p 의 암 발생 위험성과의 상관관계. 

miRNA의 가능성을 평가하기 위해 두경부암에서 mir-188-5p 발현대비 사망률을 

public database를 이용하여 평가하였다. 환자의 사망률 데이터는 Kaplan-Meier 

Plotter (https://kmplot.com/ )의 데이터를 이용하여 확인하였으며 두경부암에서의 

mir-188-5p와 HOXC6가 가지는 위험성을 조사하였다. 그 결과 HOXC6는 HR:1.65, 

long rank p= 5e-04이며 1 이상의 HR을 가지며 HOXC6가 낮게 발현되는 것 대비 높

게 발현되는 군에서 예후가 좋지 않은 것을 확인하였다. 또한, mir-188-5p의 경우 

HR:1.43 long rank p= 0.029 mir-188-5도 마찬가지로 1보다 높은 HR를 가져 높은 

발현율을 가진 군에서 낮은 발현율을 가진 군보다 예후가 좋지 않은 것을 확인하였다. 

이 데이터를 바탕으로 HOXC6에 의한 mir-188-5p의 발현이 구강암의 높은 사망률과 

연관 관계를 가정하였으며 mir-188-5p의 기능과 관련된 후속연구를 시행하였다.
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Figure 3 The prognostic value of HOXC6 and mir-188-5p in head and 

neck squamous cell carcinomas patients.

Kaplan-Meier survival curves illustrate the survival probability of Head and neck 

squamous cell carcinomas patients (n=523). Figures were generated from the 

Kaplan-Meier plotter database (http://kmplot.com/analysis/)

http://kmplot.com/analysis
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3.4 FaDu cell에서 HOXC6과 mir-188-5p 유도에 따른 FOXN2의 발현 변

화.

HOXC6와 mir-188-5p가 어떠한 작용을 통해 암세포의 특성에 영향을 끼치는지 

확인하기 위해서 mir-188-5p의 target을 확인하였다. 먼저 mir-188-5p의 target을 찾

기 위해 public database(mirDB, mirwalk, targetscan)를 이용하여 각각 데이터베이스

의 상위 200개 군 중 중복되는 target을 분류하였고 수많은 중복유전자 중 항암 유전

자로 알려진 유전자 5종을(FOXN2, RASA1, CTNNBIP1, NF2, DPYSL3) 선택하였고 

각 유전자의 발현은 HOXC6가 유도된 상태에서 확인하였다. target 유전자의 발현은 

target의 UTR sequence와 mir-188-5p와의 결합이 발생하였을 때 감소하며 후보군 

중 FOXN2의 발현만이 감소하였다. 따라서 HOXC6 및 HOXC6에 의해 유도된 

mir-188-5p가 FOXN2의 발현에 영향을 주는지 확인하기 위해 FaDu cell에 HOXC6 

및 mir-188-5p의 발현을 유도하여 FOXN2의 발현을 확인하였다. 먼저 FaDu cell에 

HOXC6 유전자를 유도하였으며 48시간 후 HOXC6의 발현은 WB, RT-PCR로 확인하

였다. mir-188-5의 발현은 quantitative real time PCR을 통해 발현을 확인하였다. 

transfection을 통해 확인된 HOXC6의 단백질 발현은 은 크게 증가 되었다. (Fig. 4A) 

HOXC6 유도에 따른 mir-188-5p의 발현은 약 24배 수준의 유의성 있는 변화가 확인

되었다. (Fig. 4B). 또한, mir-188-5p의 증가는 target 단백질인 FOXN2의 발현을 억

제하는 역할을 한다고 가정하였고, 가설의 검증을 위해 HOXC6를 유도한 단백질 

sample에서 FOXN2 발현을 확인하였다. 그 결과 HOXC6가 과발현된 군에서도 

FOXN2의 발현은 크게 감소하는 것으로 확인되었다. (Fig. 4C) 또한 단백질 발현 결과

뿐만 아니라 mRNA의 레벨에서의 변화를 확인하기 위해 HOXC6 및 mir-188-5를 각

각 유도하였고 두 결과 모두 FOXN2의 대조군 대비 10% 수준의 발현율로 크게 감소

하는 것으로 확인되었다. (Fig. 4D) 또한 HOXC6의 부과 효과가 아닌 mir-188-5p에 

의한 효과인지 확인하기 위해 우리는 mir-188-5p mimic을 이용하여 mir-188-5p의 

과발현을 유도하였으며 이때 mir-188-5p의 발현은 약 30배 가까이 증가하였으며 

(Fig. 4E) 그에 따른 FOXN2의 발현은 50%가량 감소하였다. (Fig. 4F) 단백질 발현 

또한 크게 감소하였다. (Fig. 4G) 이에 따라서 FaDu cell에서 HOXC6의 발현은 

mir-188-5p의 과발현을 통한 FOXN2의 감소를 추정할 수 있었다.
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Figure 4. HOXC6-induced mir-188-5p upregulation inhibits FOXN2 

expression in FaDu cells. (A-D) Overexpression of HOXC6 induce the 

downregulation of FOXN2. FaDu cells were transfected with HOXC6 

overexpression vector for 48 hours prior isolation of total mRNA and protein. (A) 

HOXC6 protein expression were confirmed by Western Blot. (B) Mir-188-5p 

expression were confirmed by qRT-PCR. (C-D) Western Blot and qRT-PCR were 

conducted to analyze the protein and mRNA expression of FOXN2. (E-G) 

mir-188-5p mimics inhibits FOXN2 expression. FaDu cells were transfected with 

miR-188-5p mimic for 48 hours prior isolation of total mRNA and protein. (E) 

Mir-188-5p expression were confirmed by qRT-PCR. (F-G). Western Blot and 

qRT-PCR were conducted to analyze the protein and mRNA expression of 

FOXN2. * p<0.05; *** p<0.001.
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3.5 HEK293 에서 HOXC6과 mir-188-5p 유도에 따른 FOXN2의 발현 변

화. 

 구강암뿐만 아니라 다른 암종에서도 같은 mechanism으로 작용하는지 확인하기 위해 

HEK293 세포에 동일한 실험을 시행하였다. 먼저 HEK293 cell에 HOXC6의 과발현을 

유도하기 위해 HOXC6를 transfection 하였다. 48시간 후 HOXC6의 발현은 WB 과 

RT-PCR로 mir-188-5p의 발현은 quantitative realtime PCR로 발현을 확인하였다 그 

결과 HOXC6의 단백질 상 발현은 크게 증가한 것으로 확인되었으며 (Fig. 5A) , 

HOXC6 유도에 따른 mir-188-5p의 발현은 약 2배 수준의 유의성 있는 변화가 확인

되었다. (Fig. 5B) 또한 우리의 이론에 의하면 mir-188-5p의 증가는 target 유전자인 

FOXN2의 발현을 억제하는 역할을 한다. 우리의 가정을 확인하기 위해 HEK293 세포

에 HOXC6를 유도한 sample을 가지고 발현을 확인하였다. 그 결과 HOXC6가 과발현

된 군에서의 FOXN2의 발현은 30% 수준으로 크게 감소하였다. (Fig. 5C) 또한 단백질 

결과만이 아니라 mRNA의 레벨에서의 발현을 확인한 결과, HOXC6 유도는 FOXN2의 

발현을 크게 감소시켰다. 단백질 발현 또한 quantitative realtime PCR의 결과와 유사

하게 HOXC6 유도하에 크게 감소하는 모습을 보였다. (Fig. 5D,E) 또한 이 결과가 단

순 HOXC6의 부가효과가 아닌 mir-188-5p에 의해 일어나는 일인지 확인하기 위해 우

리는 mir-188-5p mimic (inducer)를 이용하여 mir-188-5p의 과발현을 유도하였다. 

그 결과 mir-188-5p의 발현은 약 20배 가까이 증가하였고 (Fig. 5F) FOXN2의 발현

은 50%가량 감소하였으며 (Fig. 5G) 단백질 발현 또한 크게 감소하였다. (Fig. 5H). 

이를 통하여 우리는 HOXC6와 mir-188-5p가 다른 세포주에서도 같이 FOXN2의 발현

을 조절하는 것을 확인할 수 있었다.
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Figure 5. HOXC6-induced mir-188-5p upregulation inhibits FOXN2 

expression in HEK293 cells. (A-E) Overexpression of HOXC6 induce 

the downregulation of FOXN2. HEK293 cells were transfected with HONC6 

overexpression vector for 48 hours prior isolation of total mRNA and protein. (A). 

HOXC6 overexpression was confirmed by Western Blot. (B). HOXC6-induced 

miR-188-5p upregulation was confirmed by qRT-PCR. (C-E). RT-PCR, qRT-PCR 

and Western Blot was conducted to evaluate the mRNA and protein expression 

of FOXN2. (F-H) miR-188-5p mics inhibits FOXN2 expression. HEK293 cells 

were transfected with miR-188-5p mimic for 48 hours prior isolation of total 

mRNA and protein. (F) Mir-188-5p expression were confirmed by qRT-PCR. 

(G-H). Western Blot and qRT-PCR were conducted to analyze the protein and 

mRNA expression of FOXN2. * p<0.05
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3.6 mir-188-5p의 과발현과 FOXN2 3’ -UTR과 상호작용 

miRNA는 주로 대상 mRNA의 3prime-UTR sequence에 결합하여 발현을 억제한

다고 알려져 있다. target gene과 결합 부위에 대한 예측은 여러 public database를 

통하여 확인하였다. mir-188-5p가 FOXN2 에 직접 결합하여 발현을 저해하는지 확인

하기 위해 targetscan, miwalk, mirDB를 이용하여 예측되는 결합 부위를 확인하였다. 

(Fig. 6 schematic) 이를 통해 FOXN2 mRNA의 3’ UTR 44-51bp 부위를 포함하는 

254bp 단편을 pMIR-reporter vector에 subcloning 하여 dual luciferase assay를 위

한 준비 하였다. 각 실험은 FaDu cell과 HEK293 cell에 CONTROL, reporter vector, 

reporter vector와 mir-188-5p의 발현을 조절한 조건을 가지고 실험을 진행하였다. 그 

결과 luciferase activity는 벡터만 처리한 군 대비 mir-188-5p 억제제를 처리한 군에

서 luciferase activity가 대조군 대비 10배로 증가하는 것이 확인되었으며, 이는 

luciferase에 삽입된 FOXN2 3‘UTR 부위가 mir-188-5p의 저해로 인해 UTR 부위와의 

결합이 감소 되어 luciferase의 발현이 증가하는 것을 가정할 수 있었다. mir-188-5p

의 회복을 유도한 경우 저해 처리대비 약 40%까지로 발현이 감소하는 것을 확인할 수 

있었다. 이로써 구강암 세포주에서 mir-188-5p가 FOXN2의 3’UTR 부위와 결합하여 

발현에 영향을 주는 것을 확인하였다(Fig. 6A). 이는 mir-188-5p가 FOXN2의 3’UTR 

부분과 결합하여 luciferase의 발현을 저해 했음으로 해석된다. 또한, HEK293 cell에도 

같은 결과가 도출되는지 실험을 하였으며, 이전의 FaDu 실험과 유사하게 대조군, 

reporter vector, 억제제처리, mir-188-5p의 회복을 유도한 총 4개의 군을 실험하였으

며 그 결과 FaDu 세포군과 유사하게 미처리 군에선 luciferase activity가 현저히 낮았

으며, mir-188-5p inhibitor에 의해 저해된 세포군에선 정상 발현대비 약 18배의 가까

운 증가 확인하였다. mir-188-5p inducer도 함께 처리하여 mir-188-5p의 발현을 회

복시킨 경우 저해제에 의해 mir-188-5p가 저해된 세포 대비 5배의 감소를 확인할 수 

있었다(Fig. 6B). 위와 같은 실험으로 mir-188-5p가 FOXN2의 mRNA UTR 부위에 직

접 작용하여 FOXN2의 발현을 억제하는 것을 관찰할 수 있었다.
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Figure 6. miR‐188-5 targets the 3′UTR of FOXN2.

 Schematic of FOXN2 3'-UTR-luciferase reporter vector and the 

predicted binding site of mir-188-5p on FOXN2 3’UTR.

(A) HEK293 was co transfected with FOXN2 3'-UTR-luciferase reporter vector 

and mir‐188-5p inhibitor, or mir‐188-5p mimics, or combination of both; then the 

luciferase activity were measured. (B) FaDu was co transfected with FOXN2 

3'-UTR-luciferase reporter vector and mir‐188-5p inhibitor, or mir‐188-5p mimics, 

or combination of both; then the luciferase activity were measured. * p < 0.05.
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3.7 mir-188-5p와 FOXN2의 발현에 따른 세포의 이동성 변화

이전의 실험에서 우리는 mir-188-5p의 과발현이 구강암 환자의 발현이 사망률과 

연관 있는 것을 확인하였다. 또한, HOXC6에 의해 mir-188-5p가 유도되는 것을 확인

하였다. HOXC6에 의해 유도된 mir-188-5p는 여러 암종에서 tumor의 특성을 부여하

지만, 아직 구강암에서의 기능은 확인되지 않았다. 또한, FOXN2의 경우 mir-188-5p

의 target이며 mir-188-5p나 HOXC6 유도 시 감소하는 것이 본 실험을 통하여 확인

되었다. 하지만 구강암에서의 기능은 잘 알려지지 않은 상태이다. 우리는 mir-188-5p

가 구강암에서 어떠한 기능을 하는지 확인하기 위해 구강암세포에 mir-188-5p를 의 

발현을 조절하여 mir-188-5p의 구강암에서의 기능을 wound scratch assay 통해 

FaDu 세포의 이동성을 평가하였다. wound scratch assay는 control, mimic, inhibitor 

3개의 군으로 나뉘어 실행되었으며 형질전환 24시간 후 상처를 낸 후 3회 PBS로 

washing 하여 배지를 교체해준 후 특정 시간마다 현미경을 이용하여 사진을 촬영하였

다. 그 결과 mir-188-5p mimic(induce)군에서 정상 세포 대비 크게 이동성이 증가하

였으며 inhibitor 처리 군의 경우 대조군 대비 크게 회복률이 감소하였다. 따라서 우리

는 mir-188-5p의 발현이 FaDu 세포의 이동성에 영향을 끼치는 것을 확인할 수 있었

다. (Fig. 7A) mir-188-5p의 target인 FOXN2 또한 암의 특성을 부여한다. 우리는 

FOXN2의 구강암에서의 기능을 확인하기 위해 FOXN2의 발현을 조절하여 기능을 평가

하였다. siFOXN2를 이용하여 FOXN2의 저해에 따른 이동성을 확인하였다. siFOXN2 

(200pmol)하에 24시간 배양 후 상처를 낸뒤 3회 washing 후 배지를 교체하여 현미경

으로 일정 시간마다 사진을 촬영한 후 회복률을 평가하였다. 그 결과 FOXN2 감소에 

의한 이동성의 변화는 정상 세포 대비 증가하였고 약 2배의 상처 넓이 감소를 확인할 

수 있었다. (Fig. 7B) 이로써 우리는 HOXC6에 의해 과발현된 mir-188-5p가 FOXN2

의 발현감소를 통해 암의 이동성에 영향을 준다는 사실을 확인할 수 있었다.
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Figure 7. Inhibition of FOXN2 reduces the migration in FaDu cells. (A). 

FaDu cells were treated with either mir-188-5p mimics or inhibitor for 24 hours, 

before scratching the cell monolayer by a P200 pipette. Picture were taken at 24 

hour post-scratching to monitor the wound closure rate. (B). FaDu cells were 

treated with siRNA for 24 hours, before scratching the cell monolayer by a P200 

pipette. Picture were taken at 24 hours and 48 hours post-scratching to monitor 

the wound closure rate. Wound closure rate were graphed. * p < 0.05.; ** 

p<0.005.
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IV. DISCUSSION 

HOXC6는 전사 인자로 작용하며, 식도암, 폐암, 신경세포종, 구강암, 등 여러 암에

서 암을 특성을 부여하는 유전자로 작용한다. [6-16] 하지만 HOXC6의 역할과 규제 메

커니즘은 명확하지 않다. 따라서 HOXC6 유도 기전을 알아내는 것이 HOXC6 매개 암 연

구의 목표다. 최근 진단기법의 발달로 인하여 non coding RNA인 miRNA에 관해서 연구

가 진행되고 있다. miRNA는 생체 내에서 여러 bio process에 역할을 하며, 최근 연구

는 비정상적으로 발현된 miRNA와 여러 암과의 연관성이 밝혀지고 있다. 비호지킨성 림

프종에서 mir-29가 CDK6 UTR에 결합하여 발현 저해하여 예후를 악화시키며[26], 

mir-155은 MAPk를 억제하여 악성 예후와 상관관계를 지닌다. 급성 조혈모세포 성 백혈

병에서는 mir-17-92가 MLL의 발현을 조절하여 예후를 악화시킨다[27]. 위와 같은 혈액

암뿐만 아니라 solid tumor에서도 이들의 비정상적인 발현은 암과의 연관성이 있다. 

유방암의 경우 mir-221/222가 oestrogen-receptor의 발현을 조절하고[17], mir-145은 

TP53을 저해하며, mir-9는 cadherin의 발현을 조절함으로써 암의 이동성에 영향을 끼

친다[19]. 폐암에서 mir-31의 발현은 LATS2나 PPP2R2A를 target으로 하여 작용하여 암

을 유도하며 간암 세포에서는 DDIT4 나 mTOR를 표적으로 mir-221 이 작용한다[20]. 자

궁암에서는 mir-16 나 mir-15가 과발현되며 BMI-1을 target으로 하여 세포의 

proliferation과 growth를 저해한다[29]. 흑색종의 경우 HOXB7나 BMP4를 target으로 

하는 mir-196a가 작용한다[30]. 두경부암의 경우 mir-3750, mir-423, mir-106b-25[21, 

25]가, 췌장암의 경우 mir-21이 MMP의 작용을 조절하여 암의 성장을 조절하며[34]. 구

강암에서 HOXC6에 의해 유도된 mir-4708이 MDR1의 발현을 조절하여 암세포의 다제내성

을 조절한다.

 HOXC6와 miRNA 간의 연관성을 찾기 위해 구강암세포인 FaDu cell에 HOXC6의 과발

현을 유도하여 micro array analysis로 miRNA의 발현 변화를 확인하였다. miRNA의 발

현 변화는 clustering heat map, scatter plot of expression level, bar 

plot-significant의 방식으로 평가하였고 scatter plot analysis를 통해 FC> 2 이상의 

변화를 기준으로 나눈 결과 129개의 후보군을 선정했다. 이 중 38개는 경우 발현이 증

가하며 91개의 경우는 감소한다(Fig. 1). 이들을 유의성과 발현량을 기준으로 분류하

였고 상위 4개를 선택하여 mir-188-5p, mir-1281, mir-8064, mir-8063, 4개의 후보군

을 확정했다. 

선정된 4개의 후보군의 기능은 다음과 같다. mir-188-5p는 방광암, 위암, 대장암, 
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담낭암, 전립선암, 간암, retinoblastoma, 유방암 등의 여러 암종에서 발현하며 이들

의 특성과 연관이 있다. 위암에서의 비정상적인 mir-188-5p의 발현은 PTEN의 억제를 

통한 이동성의 증가세를 보이며, retinoblastoma 에선 ID4의 억제를 통한 이동성의 증

가를 유도한다[37]. 대장암에서는 RASA1을 target으로 하여 항암제 저항성을 보였다

[38]. 또한, 방광에서나 급성백혈병에서는 높은 발현이 좋지 못한 예후와 관련 있다

[39, 40]. mir-1281은 골육종, 위암, 동맥 근육세포, 당뇨병 등에서의 예후와 상관이 

있다. 골육종에서 mir-1281의 발현은 저해되며 USP39의 발현을 통한 TP53을 조절하여 

세포의 apoptosis를 억제한다[47]. 위암에서 또한 발현이 억제되어 GHCG를 표적으로 

한 세포의 사멸유도 억제제로 작용한다[48]. 당뇨 망막병증에서 세포의 이동성에 관여

하며[49] 동맥 근육세포의 HDAC4을 억제하여 이동성을 조절한다[50]. mir-8064의 경우 

종양 줄기세포의 self renewal을 유도하는 OCT4B1의 발현에 mir-8064/PLK1의 균형이 

연관 있다[51]. 다만 mir-8063의 기능에 관한 연구는 아직 밝혀지지 않았다. 이들 후

보군이 암과의 연관성을 가지고 있지만 후보군을 선정하기 위해 HOXC6의 발현을 유도

하여 miRNA의 발현을 quantitative real time PCR 재확인하였다. HOXC6의 과발현에 따

라 mir-188-5p의 발현이 크게  증가하였고, HOXC6의 발현과 mir-188-5p 발현 간의 상

호연관성이 있음을 보였다. (Fig. 2) 하지만 mir-1281과 mir-8064, mir-8063의 경우 

micro array data와는 달리 유의성이 없는 발현을 보였다. 

HOXC6 와 mir-188-5p의 발현이 암 발생기전과 구강암에서의 위험성을 평가하기 위

해 public database인 kmplot.com 이용하여 HOXC6에 의해 유도되는 mir-188-5p와 암 

발생 및 사망률을 검색하였다. kmplot.com 통하여 mir-188-5p의 위험분석을 평가하기

로 하였고, 유전자의 발현량과의 생존율을 분석하였다. Kaplan -Meier curve 분석결과 

HOXC6 와 mir-188-5p의 발현이 증가하였을 때 증가한 사망률과 암 발생의 상호연관성

을 보였다. (Fig. 3)

miRNA는 생채 내 여러 bio process에 작용하며 표적 유전자의 mRNA UTR sequence

에 결합해 발현저해를 유도한다. 앞선 실험을 통하여 선정된 mir-188-5p의 경우 발현

이 증가하여 PTEN이나 RAP2C와 결합하여 암의 특성을 조절한다. [36, 44] 우리는 암 

발생 과정에서의 mir-188-5p가 어떤 유전자를 target으로 하여 발현을 조절하는지 확

인하기 위해 miRNA database (mirwalk, targetscan, mirDB)를 이용하여 

has-mir-188-5p의 예상 target을 조사한 결과 FOXN2, CTNNBIP1, RASA1 과의 3‘ -UTR 

sequence에 결합할 수 있음을 확인했다. 또한, 이들의 발현은 HOXC6를 유도한 상태의 

mRNA에서 발현을 확인했다. 그 결과 FOXN2를 제외한 유전자의 발현은 증가한 발현을 
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보였고 FOXN2만 감소하는 결과를 확인하였다. 

FOXN2는 성장, 증식, 등과 연계되어있는 Fork head 단백질 중 하나이다. FOX 유전

자의 경우 FOXA1, FOXD1, 등이 알려져 있으며 이들의 비정상적인 발현이 암의 특성을 

부여한다[52]. FOXN2의 경우 최근 폐암, 유방암, 간암, 췌장암, 등의 연구가 되었다. 

췌장암의 경우 FOXN2의 저해가 세포의 이동성을 저해시키며 간암에서는 증식과 이동성

을 억제한다[53, 54]. 폐암에서는 RSK 매개 FOXN2의 감소가 항암제 내성이나 발암을 

촉진하며, 유방암에서는 SLUG의 발현조절을 통하여 세포의 이동성 및 EMT를 억제하는 

연구결과가 있다[55, 56]. 이처럼 FOXN2는 이동성을 조절하는 항암 유전자로 연구되어

왔다. 하지만 구강암과 HOXC6 및 mir-188-5p의 연관성은 아직 연구되지 않았다. HOXC6 

및 mir-188-5p 유도하에서 FaDu cell이나 HEK293 cell에서 이들의 연관성을 확인하기 

위해 HOXC6와 mir-188-5p의 발현을 각각 유도하였고 HOXC6의 증가에 mir-188-5p가 증

가하였고 mir-188-5p의 발현증가에 따라 FOXN2의 발현이 감소한다. (Fig. 4, 5)

이전의 실험에서 우리는 FOXN2의 발현이 mir-188-5p의 발현으로 인해 감소하는 것

을 quantitative-realtime PCR을 통하여 확인했다. miRNA의 경우 target의 UTR부위에 

FOXN2와 has-mir-188-5p와의 결합을 확인하기 위해 targetscan을 이용하여 결합 부위

를 확인한 후 FOXN2 3’UTR을 luciferase vector에 sub cloning 하여 mir-188-5p 발현

에 따른 FOXN2의 변화량을 확인했다. 그 결과 정상 세포 대비 mir-188-5p가 감소한 군

에서 luciferase의 활성이 증가하며 회복을 유도한 군에서는 luciferase의 활성이 50% 

내외로 감소했다. 이를 통하여 mir-188-5p가 FOXN2의 3‘UTR 부위에 결합하여 FOXN2의 

발현을 조절함을 을 확인했다(Fig. 6).

mir-188-5p는 위암과 retinoblastoma 에서 과발현되며 암의 이동성과 연관이 있

다. 위암에서는 PTEN을 표적으로 하여 위암 세포의 metastasis를 promote 한다[36]. 

또한, retinoblastoma는 ID4와 결합하여 WNT/b-catenin signaling을 통해 

retinoblastoma 의 EMT를 유도한다[37]. FOXN2의 경우 간암의 proliferation과 

invasion에 영향을 준다고 보고되었으며 유방암 또한, FOXN2의 감소가 SLUG의 발현조

절을 통해 migration, invasion, EMT 유도한다고 보고되었다[54, 56]. 이처럼 위의 유

전자들은 암세포의 이동성과 관련이 있다. 이들의 기능이 구강암 세포주에서도 동일하

게 작동하는지 확인하기 위해 wound healing assay를 통해 FOXN2, mir-188-5p의 발현

에 따른 세포의 운동성 변화를 확인했다. mir-188-5p의 증가에 따라 FaDu세포의 이동

은 증가하였고 발현 감소에는 FaDu의 이동이 감소했다. 또한, siFOXN2 형질감염을 통

한 결과는 FOXN2의 발현 감소는 세포의 이동성을 증가시킨다는 것을 확인했다. (Fig. 
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7)

요약하자면 본연구결과는 구강암을 포함한 여러 암세포의 이동성에 HOXC6에 의해 

유도된 mir-188-5p가 FOXN2을 저해하여 암의 이동성을 감소시킨다는 증거를 보여준다. 

본 연구를 통해 우리는 암에서의 HOXC6에 의해 유도된 mir-188-5p의 발현과 그 하위 

mechanism의 탐구는 이들이 이동성에 관여한다는 것을 확인했다. 따라서 HOXC6의 발현

이 높은 암종이나 높은 전이성을 갖는 암종에 대하여 miRNA의 발현이나 FOXN2와의 연

관성을 확인할 수 있는 insight를 제공한다.
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