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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT
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KKKiiimmm,,,HHHyyyuuunnn---HHHooo
AAAdddvvviiisssooorrr:::PPPrrrooofff...KKKiiimmm,,,SSSuuu---GGGwwwaaannn,,,DDD...DDD...SSS...,,,MMM...SSS...DDD...,,,PPPhhh...DDD...

DDDeeepppaaarrrtttmmmeeennntttooofffDDDeeennntttiiissstttrrryyy,,,
GGGrrraaaddduuuaaattteeeSSSccchhhoooooolllooofffCCChhhooosssuuunnnUUUnnniiivvveeerrrsssiiitttyyy

Aminoacidsarerequiredforproteinsynthesisandenergysourcesinallliving
cells.Theaminoacidtransportsystem Lisamajornutrienttransportsystem that
is responsible for Na+-independenttransportofneutralamino acids including
severalessentialamino acids.In malignant tumors,the L-type amino acid
transporter1(LAT1),thefirstisoform ofsystem L,ishighlyexpressedtosupport
tumor cell growth. In the present study, the expression and functional
characterizationofaminoacidtransportsystem L were,therefore,investigatedin
Saos2humanosteogenicsarcomacells.

RT-PCR and western blot analyses have revealed that the Saos2 cells
expressedtheLAT1andtheL-typeaminoacidtransporter2(LAT2),thesecond
isoform ofsystem L,togetherwiththeirassociatingproteinheavychainof4F2
antigen(4F2hc)intheplasmamembrane,buttheexpressionofLAT2wasvery
weak.Theuptakesof[14C]L-leucineby Saos2cellswereNa+-independentand
were completely inhibited by the system L selective inhibitor,2-aminobicyclo-
(2,2,1)-heptane-2-carboxylicacid(BCH).Theaffinityof[14C]L-leucineuptakeand
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theinhibitionprofilesof[14C]L-leucineuptakebyvariousaminoacidsintheSaos2
cellswerecomparablewiththosefortheLAT1expressedin oocytes.The
majority of[14C]L-leucineuptakeis,therefore,mediatedby LAT1in theSaos2
cells.

Theseresultssuggestthatthetransportsofneutralamino acidsincluding
severalessentialaminoacidsintoSaos2humanosteogenicsarcomacellsarefor
themostpartmediatedbyLAT1.Therefore,theSaos2humanosteogenicsarcoma
cellsareexcellenttoolsforexaminethepropertiesofLAT1.Moreover,thespecific
inhibitionofLAT1intumorcellsmightbeanew rationaleforanti-tumortherapy.
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III...서서서 론론론

아미노산은 세포 내 단백질 합성의 기질이 될 뿐만 아니라,glucose,purine,
pyrimidine등 다양한 물질의 생합성에도 관여하며,세포 내에서 필요한 아미노산의 수
송은 세포막에 위치하고 있는 아미노산 수송체(aminoacidtransporter)를 통하여 이루
어진다(1).아미노산 수송체는 각기 그들이 수송하는 아미노산의 특성에 따라 중성,염
기성 및 산성아미노산 수송체로 분류되며,세포 외액의 소디움 이온에 대한 의존성에
따라 Na+-의존성 및 Na+-비의존성 수송체로 분류된다(1).

아미노산 수송계 L은 Na+-비의존적으로 중성아미노산을 수송하는 세포막 단백질
로서 종양세포를 포함한 대부분의 세포에서 중성아미노산의 주 경로가 되는 아미노산
수송계로 알려져 있으며(1,2),상피세포의 기저막 측에 존재하여 소장과 신세뇨관의 상
피세포를 통한 중성아미노산의 흡수에 중요한 기능을 한다고 알려져 있다(1).또한 아
미노산 수송계 L은 중성아미노산 뿐만 아니라 L-dopa,melphalan,gabapentin 및
thyroidhormone같은 아미노산 구조를 가진 약물들도 수송할 수 있으므로 약물 수송
체로 간주되기도 한다(1,3-7).

1998년 Kanai등에 의해 아미노산 수송계 L의 첫 번째 아형인 L-typeaminoacid
transporter1(LAT1)이 ratC6glioma세포에서 동정되었다(8).LAT1은 12회 세포막
을 관통하는 막 단백질로서 Na+-비의존적으로 leucine, isoleucine, valine,
phenylalanine,tyrosine,methionine,tryptophan과 histidine같은 구조가 큰 중성아미
노산을 수송하는 특징을 가지고 있다(8-10).LAT1은 4F2heavychain(4F2hc)이라는 1
회 세포막을 관통하는 막 단백질과 disulfidebond로 결합된 heterodimer형 단백질이
며,LAT1이 기능을 수행하기 위해서는 보조인자 4F2hc의 존재가 필수적이라는 사실
이 보고되었다(8,9,11-14).보조인자 4F2ch가 심장,뇌,태반,폐,간,근육,심장,췌장,
비장,흉선,정소,난소,소장 및 대장 등 거의 모든 정상 조직에서 발현되는 것과 대조
적으로 수송체 본체인 LAT1은 뇌,태반,정소 등 그 발현하는 부위가 제한되어 있다
(8,14).또한 LAT1은 악성 종양세포에서 과발현 되며,종양세포의 성장에 중요한 역할
을 한다고 보고되었다(8,9,15,16).한편,LAT1의 분자적 동정 후에 LAT1과 구조적으로
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관련이 있는 아미노산 수송계 L의 두 번째 아형인 L-typeaminoacidtransporter
2(LAT2)가 동정 되었다(17-19).LAT2는 LAT1과 비교하여 볼 때 정상 조직 내 발현
하는 부위가 매우 많으며,구조가 큰 중성아미노산 뿐만 아니라 구조가 작은 중성아미
노산도 모두 수송한다(18-20).

아미노산 수송체 LAT1과 LAT2의 특성을 살펴보면,이들 아미노산 수송계 L,특
히 종양세포에 과발현 되는 LAT1의 조절을 통해 종양세포 성장억제를 위한 하나의
방법을 제시 할 수 있다.종양세포에서 LAT1의 활성을 억제하는 억제제를 이용하여
세포내 중성아미노산의 고갈을 유도한다면 종양세포 성장의 억제를 유도할 수 있을 것
이다.

2-Aminobicyclo-(2,2,1)-heptane-2-carboxylicacid(BCH)는 아미노산 수송체 연구
에 주로 이용되는 아미노산 수송계 L의 선택적 억제제이다(8-10,16,19).아미노산 수송
계 L이 leucine,isoleucine,valine,phenylalanine,threonine,methionine과 histidine등
과 같은 필수아미노산을 포함한 중성아미노산을 수송하기 때문에,만약 세포에서 아미
노산 수송계 L이 BCH 같은 억제제에 의해 차단된다면 세포는 세포성장과 증식에 필
수적인 필수아미노산이 고갈됨으로 큰 손상을 입을 것이다.그러나 이러한 아미노산
수송억제에 의한 세포성장 억제기전에 관한 보고는 거의 없다.

지금까지 아미노산 수송체의 수송 특성에 관한 연구는 라는 아프리카산
발톱개구리의 oocyte내에 아미노산 수송체의 cRNA를 미세 주입하여 발현된 단백질
을 이용하여 시행되어 왔었다(8,10,21-22).그러나 이 실험방법은 oocyte가 손
상을 입기 쉬워 다양한 화학물질의 시험이 어렵고 시간과 금전적으로 많은 손실을 동
반하며,또 진정한 포유동물에서의 실험적 결과를 얻기가 어려우므로 아미노산 수송체
연구를 위한 oocyte실험계를 대체할 수 있는 포유동물 세포 실험계의 개발
이 필수적이다.

골육종은 미분화 중간엽 세포에서 직접 형성하는 비정형 유골 및 골 형성을 특징
으로 하는 인구 100,000명 당 1명의 비율로 발생하는 가장 대표적이고 흔한 악성 골
종양이다.그럼에도 불구하고 골육종은 다른 악성종양에 비해 그 발생기전 등 분자생
물학적 접근이 가장 되어있지 않은 암 중의 하나이다.더욱이 골육종 세포의 성장에
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필수적인 아미노산을 공급하여 주는 아미노산 수송체에 관한 연구 또한 거의 없는 실
정이다.따라서 본 연구는 사람의 골육종 세포주인 Saos2humanosteogenicsarcoma
세포를 이용하여 아미노산 수송계 L의 발현과 아미노산 수송계 L을 통한 중성아미노
산의 수송특성 및 LAT1의 연구에 Saos2세포의 유용성 등을 밝히고,또 아
미노산 수송체 LAT1의 억제를 통한 골육종 치료의 효용성을 제시하고자 한다.
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IIIIII...실실실험험험재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...실실실험험험재재재료료료

[14C]L-leucine은 PerkinElmerLifeScienceInc.(Boston,MA,USA)로부터 구입
하여 사용하였고,BCH는 Sigma(StLouis,MO,USA)에서 구입하여 사용하였으며,아
미노산 및 기타 시약들은 analyticalgrade를 구입하여 사용하였다.Affinity-purified
anti-LAT1,LAT2및 4F2hc는 KumamotoImmunochemicalLaboratory,Transgenic
Inc.(Kumamoto,Japan)로부터 제공받아 사용하였다(9,23).

Saos2 human osteogenic sarcoma 세포는 American TypeCultureCollection
(ATCC,Rockville,MD,USA)에서 분양받아 사용하였다.

222...세세세포포포주주주와와와 세세세포포포배배배양양양

Saos2세포는 10% FetalBovineSerum(FBS,GibcoBRL,Rockville,MD,USA)
및 항생제(100u/mlpenicillin,100㎍/mlstreptomysin)가 함유된 37℃의 Dulbecco's
ModifiedEaglesMedium(DMEM,GibcoBRL,Rockville,MD,USA)성장배지 하에서
배양하였다.

333...TTToootttaaalllRRRNNNAAA 추추추출출출과과과 역역역전전전사사사---중중중합합합효효효소소소 연연연쇄쇄쇄반반반응응응(((RRRTTT---PPPCCCRRR)))

Saos2 세포로부터 TRI REAGENT kit(Molecular Research Center, Inc.,
Cincinnati,Ohio,USA)를 이용하여 totalRNA를 추출한 후,자외선 분광기(UV
spectrophotomet)를 이용하여 260nm에서 흡광도를 측정하였다.cDNA 합성을 위하여
5㎍의 totalRNA를 reversetranscriptase(Invitrogen LifeTechnologies,Carlsbad,
CA,USA)와 oligo(dT)primer를 이용하여 42℃에서 1시간 동안 역전사 반응을 시행하
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였다.합성된 cDNA와 LAT1,LAT2및 4F2hc의 primer(Table1)를 이용하여 PCR반
응을 수행하였다.PCR 반응은 94℃에서 12분,변성반응을 94℃에서 30초,결합반응을
60℃에서 30초,중합 반응은 72℃에서 45초 간 35주기를 반복하였고 마지막 중합반응
을 72℃에서 30분간 연장하였다.RT-PCR반응 산물은 1.2% agarosegel에서 전기영
동하여 확인하였다.

TTTaaabbbllleee111...PPPrrriiimmmeeerrrssseeeqqquuueeennnccceeesssfffooorrrPPPCCCRRRooofffLLLAAATTT111,,,LLLAAATTT222aaannnddd444FFF222hhhccc

PPPrrriiimmmeeerrrsss SSSeeeqqquuueeennnccceee(((555‘‘‘→→→ 333’’’)))
PPPCCCRRR
ppprrroooddduuucccttt
(((bbbppp)))

LAT1(sense) TTCATCGCAGTACATCGTGG
536

LAT1(antisense) CCCAGGTGATAGTTCCCGAA

LAT2(sense) AGCCCTGAAGAAAGAGATCG
529

LAT2(antisense) TGCATATCTGTACAATCCCC

4F2hc(sense) TCGATTACCTGAGCTCTCTG
509

4F2hc(antisense) GGGATTTTGTATGCTCCCCA

444...WWWeeesssttteeerrrnnnbbbllloootttaaannnaaalllyyysssiiisss

Westernblotanalysis를 위하여 Saos2세포로부터 단백질을 Kim 등(24)이 제안
한 방법을 이용하여 추출하였다.

Saos2세포를 PBS로 3회 세척한 후 cellscraper로 긁어 eppendorftube에 옮기고
1,000 X g에서 5분간 원심분리하여 얻은 pellet에 9 volume의 homogenization
buffer(50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 25 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 mM
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phenylmethylsulfonyl fluoride, 250 mM sucrose)를 넣고 혼합한 후, Dounce
homogeniger에 옮겨 15회 stroke하여 세포를 용해시켰다.세포 용해물을 8,000X g에
서 10분간 원심분리하고,상층액을 회수하여 다시 100,000X g에서 1시간 원심분리 한
후 단백질 pellet을 resuspendbuffer(50mM Tris-HCl,pH 7.4,100mM KCl,5mM
MgCl2,250mM sucrose)에 녹여 단백질을 정량하였다.Saos2세포의 단백질 10㎍을
2배의 SDS samplebuffer(60mM Tris-HCl,pH 6.8,4% SDS,25% glycerol,14.4
mM 2-mercaptoethanol,0.1% Bromophenolblue)에 넣고 5분간 100℃에서 변성 시킨
후에 SDS-polyacrylamidegel에 2시간 전기영동 한 다음 gel을 semi-drytransfer에서
30분간 nitrocellulose membrane으로 이동시켰다.Membrane을 5% fat-free dry
milk-PBST buffer(PBS,0.2% Tween-20)에서 2시간 동안 blocking하였고,PBST
buffer로 15분간 3회 세척하였다.Affinity-purifiedrabbitanti-LAT1,LAT2및 4F2hc
를 5% fat-freedrymilk-PBSbuffer에 1,000배 희석하였으며,이 용액에 membrane을
넣어 2시간 동안 배양한 후,PBST 용액을 사용하여 5분 간격으로 10회 세척하였다.
Membrane을 다시 anti-rabbit-horseradishperoxidaseconjugated-secondaryantibody
용액에 넣고 상온에서 1시간 동안 반응시킨 후,PBST 용액을 사용하여 5분 간격으로
10회 세척하고 Enhanced chemiluminescence(ECL) detection kit(Amersham Life
Sciences,ArlingtonHeights,IL,USA)를 사용하여 X-ray필름에 현상하였다.

555...UUUppptttaaakkkeee실실실험험험

Saos2세포에서 아미노산 수송계 L의 특성을 조사하기 위하여 Kim 등(25)의 방법
을 이용하여 아미노산 uptake실험을 시행하였다.

37℃의 성장배지 하에서 배양된 Saos2 세포를 수집하여 24 well plate에
seed(1×105cell/well)하고,seeding24시간 후 uptake실험을 시행하였다.24시간 후
성장배지를 흡수기를 이용하여 제거한 뒤 세포를 standard uptake 용액(125 mM
NaCl,4.8mM KCl,1.3mM CaCl2,1.2mM MgSO4,25mM HEPES,1.2mM
KH2PO4,5.6mM glucose,pH 7.4)또는 Na+-freeuptake용액(125mM choline-Cl,
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4.8mM KCl,1.3mM CaCl2,1.2mM MgSO4,25mM HEPES,1.2mM KH2PO4,5.6
mM glucose,pH 7.4)을 사용하여 3회 세척한 후 실험목적에 따라 37℃ 및 얼음 위에
서 10분간 전배양 하였다.그 후,[14C]L-leucine이 존재하는 동일 uptake용액으로 교
체하여 실험목적에 따라 0.5-20분 배양시켰으며,반응의 정지를 위해 4℃의 같은 용
액으로 3회 세척하였다.세척 후 세포를 0.1N NaOH에 녹여 세포 안으로 uptake되
어진 방사능을 liquid scintillation spectrometry로 측정하였으며,측정된 방사능을
pmol/mgprotein/min으로 산출하였다.본 논문의 uptake실험에서 각각의 결과를 위해
각 군은 3개의 well을 이용하였으며,각각의 결과를 mean±SEM(n=3)으로 표시하
였다.각 결과의 재현성을 확인하기 위하여 3회 이상 반복 실험을 수행하여 결과를 산
출하였다.

Saos2세포에서 L-Leucine의 은 L-Leucine농도 3,10,30,100,300및 1000
μM에서 Eadie-Hofsteeequation을 이용하여 산출하였다.L-Leucine수송을 억제하는
BCH의 은 BCH 0,1,3,10,30,100,300,1000및 3000 μM의 존재 하에서
[14C]L-leucine1 μM의 uptake를 수행하여 산출하였다.L-Leucine수송을 억제하는
BCH의 는 BCH 0및 100 μM의 존재 하에서 [14C]L-leucine3,10,30,100,300및
1000 μM의 uptake를 수행하여 산출하였다.아미노산 수송계 L에 의해 유도된
L-Leucine uptake에 미치는 여러 아미노산들의 억제효과를 보기 위해 30 μM의
[14C]L-leucine과 방사능이 표지되지 않는 아미노산 3mM을 uptake용액 내에 동시
투여하여 시행하였다.

666...세세세포포포사사사 측측측정정정(((MMMTTTTTT aaassssssaaayyy)))

BCH에 의한 세포성장 억제효과를 관찰하기 위해 37℃의 성장배지 하에서 배양된
Saos2세포를 수집하여 24wellplate에 seed(1×103cell/well)하고,seeding24시간 후
실험목적에 따라 다양한 농도의 BCH를 처리하여 37℃에서 반응 시킨 후,MTT assay
를 시행하였다.MTT assay는 Saos2세포에 MTT 용액을 37℃에서 4시간 처리한 후,
MTT 용액을 제거하고 0.04N HCl이 함유된 isopropanol로 세포를 용해하여 570nm
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에서 흡광도를 측정하여 산출하였다.

777...통통통계계계학학학적적적 검검검정정정

모든 실험성적은 mean±SEM으로 나타내었고,각 실험군 간의 유의성 검정은
ANOVA 후에 Student'st-test를 하였으며,pvalue가 0.05미만(p<0.05)의 경우에서
통계적 유의성이 있는 것으로 간주하였다.
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ⅢⅢⅢ...실실실 험험험 결결결 과과과

111...SSSaaaooosss222세세세포포포에에에서서서 아아아미미미노노노산산산 수수수송송송체체체 LLLAAATTT111,,,LLLAAATTT222및및및 444FFF222hhhccc의의의 발발발현현현

Saos2세포에서 아미노산 수송체 LAT1,LAT2및 4F2hcmRNA의 발현을 확인
하기 위하여,각각의 primer(Table1)를 이용하여 RT-PCR 방법으로 그 발현정도를
관찰하였다.Saos2세포에서 LAT1,LAT2및 그들의 보조인자 4F2hcmRNA의 발현
을 관찰할 수 있었으나,LAT2mRNA의 발현이 매우 미약함을 관찰할 수 있었다(Fig.
1).

Saos2세포에서 아미노산 수송체 LAT1,LAT2및 4F2hc단백의 발현을 확인하기
위하여,각각의 항체를 이용하여 westernblotanalysis를 수행하였다.Saos2세포 단
백에서 LAT1,LAT2및 4F2hc에 대한 특이 band를 각각 40kDa,47kDa및 85kDa
에서 확인 할 수 있었으며,LAT2의 특이 band는 LAT1과 4F2hc의 band보다 매우
약하게 나타남을 확인할 수 있었다(Fig.2).

FFFiiiggg...111...DDDeeettteeeccctttiiiooonnnooofffLLLAAATTT111,,,LLLAAATTT222aaannnddd444FFF222hhhcccbbbyyyRRRTTT---PPPCCCRRRiiinnnSSSaaaooosss222hhhuuummmaaannnooosssttteeeooogggeeennniiiccc
sssaaarrrcccooommmaaaccceeellllllsss...ThePCR productsweresubjectedtoelectrophoresison a1.2%
agarosegelandvisualizedwithethidium bromide.TheLAT1-specificPCRproduct
(536bp),LAT2-specificPCR product(529bp)and4F2hc-specificPCR product
(509bp)wereobtainedfrom Saos2cells.
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FFFiiiggg.222...WWWeeesssttteeerrrnnn bbbllloootttaaannnaaalllyyysssiiisssooofffLLLAAATTT111,,,LLLAAATTT222aaannnddd 444FFF222hhhccciiinnn SSSaaaooosss222hhhuuummmaaannn
ooosssttteeeooogggeeennniiicccsssaaarrrcccooommmaaaccceeellllllsss...Westernblotanalyseswereperformedonthemembrane
fractionsprepared from Saos2cellsin thepresenceof2-mercaptoethanolusing
anti-LAT1,anti-LAT2andanti-4F2hcantibodies.ForLAT1,LAT2and4F2hc,the
40kDa-,47kDa-and85kDa-proteinbandsdetected,respectively.

222...SSSaaaooosss222세세세포포포에에에서서서 [[[111444CCC]]]LLL---llleeeuuuccciiinnneee의의의 수수수송송송 특특특성성성

Saos2 세포에서 L-leucine의 수송 특성을 조사하기 위하여 [14C]이 표지된
L-leucine의 uptake실험을 시행하였다.Saos2세포를 37℃에서 [14C]L-leucine30 μM
이 함유된 standard uptake 용액(Fig.3A,Na)과 Na+-free uptake용액(Fig.3A,
Choline)에 배양시킨 결과 [14C]L-leucine의 uptake를 볼 수 있었으며,[14C]L-leucine의
uptake양은 standarduptake용액과 Na+-freeuptake용액에서 차이를 보이지 않았다
(Fig.3A).이 결과는 Saos2세포에서 L-leucine의 수송이 Na+-비의존적으로 이루어짐
을 시사하는 것이므로 이 논문에서 이후의 모든 uptake실험은 Na+-freeuptake용액
에서 시행하여 비교하였다.Fig.3A에서와 같이 Saos2세포를 [14C]L-leucine30 μM이
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함유된 얼음 위의 standarduptake용액(Fig.3A,Na,onice)또는 Na+-freeuptake
용액(Fig.3A,Choline,onice)에 배양시킨 결과 [14C]L-leucine의 uptake를 볼 수 없었
다(Fig.3A).얼음 위와 37℃에서의 [14C]L-leucineuptake결과는 Saos2세포에서
L-leucine의 수송이 아미노산 수송체를 통해 이루어짐을 시사한다.Saos2세포에서
[14C]L-leucine30 μM의 uptake는 아미노산 수송계 L의 선택적 억제제인 BCH 3mM
에 의해 완전히 차단되었으며(Fig.3B),이 결과는 Saos2세포에서 [14C]L-leucine의 수
송이 아미노산 수송계 L을 통해 이루어짐을 가리킨다.

FFFiiiggg...333...[[[111444CCC]]]LLL---llleeeuuuccciiinnneeeuuuppptttaaakkkeeebbbyyySSSaaaooosss222hhhuuummmaaannnooosssttteeeooogggeeennniiicccsssaaarrrcccooommmaaaccceeellllllsss...(((AAA)))lon
dependenceof[14C]L-leucinetransport.[14C]L-leucine(30 μM)uptakemeasuredin
the standard uptake solution (Na)was compared with thatmeasured in the
Na+-freeuptakesolution(Choline).The[14C]L-leucine transportmeasurementwas
performedat37℃ andonice.(((BBB)))Inhibitionof[14C]L-leucinetransportbyBCH,a
specificinhibitorofaminoacidtransportsystem L.The[14C]L-leucine(30 μM)
uptakewasmeasuredinthepresence(BCH)orabsence((-))of3mM BCH.
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Saos2세포에서 [14C]L-leucineuptake의 time-course를 결정하기 위하여 배양시간
0.5-20분에서 [14C]L-leucineuptake를 시행하였다.[14C]L-leucine30 μM의 uptake는
배양시간 의존적이었고,배양시간 2.5분까지 직선을 유지하였으며,배양시간 5분에 최
대에 이르러 배양시간 20분까지 유지되었다(Fig.4).따라서 이 논문에서 이후의 모든
uptake실험은 배양시간 1분에서 시행하였으며,그 결과를 pmol/mgprotein/min으로
산출하여 비교하였다.Fig.5에서와 같이,Saos2세포에서 [14C]L-leucine의 uptake는
포화되었으며,Michaelis-Mentenkinetics에 의하여 치는 76.3±6.9 μM(mean±
SEM,n=3)로 산출되었다.

FFFiiiggg...444...TTTiiimmmeee cccooouuurrrssseee ooofff[[[111444CCC]]]LLL---llleeeuuuccciiinnneee uuuppptttaaakkkeee bbbyyy SSSaaaooosss222hhhuuummmaaannnooosssttteeeooogggeeennniiiccc
sssaaarrrcccooommmaaaccceeellllllsss...TheSaos2 cellswereincubated in theNa+-freeuptakesolution
containing30μM [14C]L-leucinefor0.5,1,2,2.5,5,10,15and20min.
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FFFiiiggg...555...CCCooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnndddeeepppeeennndddeeennnccceeeooofff[[[111444CCC]]]LLL---llleeeuuuccciiinnneeeuuuppptttaaakkkeeebbbyyy SSSaaaooosss222hhhuuummmaaannn
ooosssttteeeooogggeeennniiicccsssaaarrrcccooommmaaaccceeellllllsss...The uptake of [14C]L-leucine by Saos2 cells was
measured for1min and plotted againstL-leucineconcentration.TheL-leucine
uptakewassaturableandfittotheMichaelis-Mentencurve( =76.3 μM).The
insetshowsanEadie-HofsteeplotofL-leucineuptakethatwasusedtodetermine
thekineticparameters.

333...SSSaaaooosss222세세세포포포에에에서서서 BBBCCCHHH에에에 의의의한한한 [[[111444CCC]]]LLL---llleeeuuuccciiinnneeeuuuppptttaaakkkeee의의의 억억억제제제

Saos2세포에서 L-leucine의 uptake에 미치는 BCH의 특성을 조사하기 위하여,
[14C]이 표지된 L-leucine(1 μM)의 uptake를 BCH 존재 하에서 시행하였다.BCH 0,1,
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3,10,30,100,300,1000및 3000 μM은 [14C]L-leucine1 μM의 uptake를 농도 의존적
으로 억제하였으며,그 치는 78.8±4.5 μM(mean±SEM,n=3)로 산출되었다
(Fig.6).억제상수인 치를 구하기 위해 BCH 0 및 100 μM 존재 하에서
[14C]L-leucine3,10,30,100,300및 1000μM의 uptake를 수행하였다. 치는 90.9±
7.9 μM(mean±SEM,n=3)로 산출되었고(Fig.7),그 숫치가 치와 매우 유사함
을 확인할 수 있었다.또한 Fig.7의 분석으로 L-leucine과 BCH가 동일한 수송체를 이
용하여 Saos2세포 내로 이동을 하며,서로 경쟁적 억제제로 작용하고 있음을 확인할
수 있었다.

FFFiiiggg...666...CCCooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnn---dddeeepppeeennndddeeennntttiiinnnhhhiiibbbiiitttiiiooonnnooofff[[[111444CCC]]]LLL---llleeeuuuccciiinnneeeuuuppptttaaakkkeeebbbyyyBBBCCCHHH
iiinnnSSSaaaooosss222hhhuuummmaaannnooosssttteeeooogggeeennniiicccsssaaarrrcccooommmaaaccceeellllllsss...The[14C]L-leucineuptake(1 μM)was
measuredfor1mininthepresenceofvariousBCH concentrationsinSaos2cells,
andwasexpressedasapercentageofthecontrolL-leucineuptakeintheabsence
ofBCH.
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FFFiiiggg...777...DDDooouuubbbllleeerrreeeccciiippprrrooocccaaalllpppllloootttaaannnaaalllyyysssiiisssooofffiiinnnhhhiiibbbiiitttooorrryyy eeeffffffeeeccctttooofffBBBCCCHHH ooonnn ttthhheee
[[[111444CCC]]]LLL---llleeeuuuccciiinnneee uuuppptttaaakkkeee iiinnn SSSaaaooosss222 hhhuuummmaaannn ooosssttteeeooogggeeennniiiccc sssaaarrrcccooommmaaa ccceeellllllsss... The
[14C]L-leucineuptakes(3,10,30,100,300and1000 μM)weremeasuredinthe
Na+-freeuptakesolutioninthepresence(filledtriangle)orabsence(filledcircle)of
100μM BCH inSaos2cells.

444...SSSaaaooosss222세세세포포포에에에서서서 여여여러러러 아아아미미미노노노산산산들들들에에에 의의의한한한 [[[111444CCC]]]LLL---llleeeuuuccciiinnneeeuuuppptttaaakkkeee의의의 억억억제제제

Saos2세포에서 [14C]L-leucine의 수송과 다른 아미노산들과의 상호작용을 조사하
기 위하여 30μM [14C]L-leucine의 uptake를 방사선이 표지되지 않은 아미노산들의 존
재 하(3mM)에서 측정하였다.Saos2세포에서 [14C]L-leucine의 uptake는 methionine,
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leucine,isoleucine,valine,phenylalanine,tyrosine,tryptophan,histidine및 BCH에 의
해서는 완전히 억제되었으며,serine,threonine,cysteine,asparagine및 glutamine에
의해서는 약간 억제되는 경향을 보였으나,glycine,alanine,aspartate,glutamate,
lysine,arginine,proline및 cystine에 의해서는 억제되지 않았다(Fig.8).

FFFiiiggg...888...IIInnnhhhiiibbbiiitttiiiooonnnooofff[[[111444CCC]]]LLL---llleeeuuuccciiinnneeeuuuppptttaaakkkeeebbbyyyaaammmiiinnnoooaaaccciiidddsssiiinnnSSSaaaooosss222hhhuuummmaaannn
ooosssttteeeooogggeeennniiicccsssaaarrrcccooommmaaaccceeellllllsss...The[14C]L-leucine(30 μM)uptakewasmeasuredin
thepresence of3 mM nonradiolabeled indicated L-amino acids and system L
specificinhibitorBCH intheNa+-freeuptakesolution.

555...SSSaaaooosss222세세세포포포에에에서서서 세세세포포포성성성장장장에에에 영영영향향향을을을 미미미치치치는는는 BBBCCCHHH의의의 효효효과과과

Saos2세포에서 BCH에 의한 세포성장 억제효과를 조사하기 위하여 각 세포에
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BCH를 투여한 후 MTT assay를 시행하였다.Saos2세포에 BCH 3,10,20및 50
mM의 다양한 농도를 1일부터 5일까지 처리한 결과,Saos2세포의 성장 억제는 BCH
처리 시간에 의존적임을 확인 할 수 있었다(Fig.9).BCH 3및 10mM 처리군에서는
BCH 처리 2일부터 통계적인 의의가 있었으며,20및 50mM 처리군에서는 BCH 처리
1일부터 뚜렷한 세포성장 억제효과를 볼 수 있었다(Fig.9).
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FFFiiiggg...999...TTTiiimmmeee---dddeeepppeeennndddeeennnttteeeffffffeeeccctttooofffBBBCCCHHH ooonnnttthhheeeccceeellllllvvviiiaaabbbiiillliiitttyyyiiinnnSSSaaaooosss222hhhuuummmaaannn
ooosssttteeeooogggeeennniiicccsssaaarrrcccooommmaaaccceeellllllsss...TheSaos2cellsweretreatedwith0,3,10,20and50
mM BCH for0-5days.ThecellviabilitiesweredeterminedbytheMTT assays.
Thepercentageofcellviability wascalculated asaratio ofA570nms ofBCH
treatedcellsanduntreatedcontrolcells.Eachdatapointrepresentsthemean±
SEM ofthreeexperiments.** <0.01vs.controland *** <0.001vs.control(the
controlcellsmeasuredintheabsenceofBCH).
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BCH 0,0.3,1,3,10,20및 50mM의 다양한 농도로 5일 동안 세포에 투여한 후
MTT assay를 시행한 결과,BCH 0.3mM 이하의 농도는 대조군과 비교 하였을 때
세포성장 억제정도의 차이를 볼 수 없었다(Fig.10).그러나 BCH 1,3,10,20및 50
mM 처리군에서는 대조군과 비교하여 볼 때,뚜렷한 세포성장 억제효과를 볼 수 있었
으며(Fig.10),이 결과는 BCH에 의한 Saos2세포의 성장억제가 시간과 농도에 의존
적임을 시사한다.

FFFiiiggg...111000...CCCooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnn---dddeeepppeeennndddeeennnttteeeffffffeeeccctttooofffBBBCCCHHH ooonnnttthhheeeccceeellllllvvviiiaaabbbiiillliiitttyyyiiinnnSSSaaaooosss222
hhhuuummmaaannn ooosssttteeeooogggeeennniiiccc sssaaarrrcccooommmaaa ccceeellllllsss...The Saos2 cells were treated with various
concentrations ofBCH orwithoutBCH for5 days.The cellviabilities were
determinedbytheMTT assays.Thepercentageofcellviabilitywascalculatedas
aratioofA570nmsofBCH treatedcellsanduntreatedcontrolcells.Eachdatapoint
representsthemean±SEM ofthreeexperiments.* <0.05vs.control,** <0.01vs.
controland ** <0.001vs.control(thecontrolcellsmeasuredintheabsenceof
BCH).
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ⅣⅣⅣ...총총총괄괄괄 및및및 고고고안안안

본 연구에서 Saos2사람 골육종 세포를 이용하여 아미노산 수송계 L의 발현 및
기능적 특성을 조사하였다.RT-PCR 기법을 이용한 아미노산 수송계 L의 mRNA 발
현을 조사하는 실험을 통해 Saos2세포에서 아미노산 수송계 L의 첫번째와 두번째 아
형인 LAT1,LAT2및 그들의 보조인자 4F2hcmRNA 발현을 관찰 할 수 있었으나,
LAT2가 매우 약하게 발현됨을 확인할 수 있었다(Fig.1).Saos2세포의 단백을 이용
한 westernblotanalysis에서도 LAT1과 그 보조인자 4F2hc단백의 발현은 뚜렷이 확
인할 수 있었지만,LAT2단백의 발현은 매우 약하였다(Fig.2).이 실험결과는 T24사
람 방광암 세포(23)와 Hep2사람 후두암 세포(26)에서 LAT1과 4F2hc는 발현을 하지
만 LAT2는 발현하지 않는다는 것을 확인한 다른 문헌들의 결과와 거의 유사하였다.
따라서 Saos2세포를 이용한 본 실험에서의 결과와 T24(23)및 Hep2(26)세포를 이용
한 이전 문헌에서의 결과 및 LAT1이 종양세포에서 과발현되고 세포의 계속되는 성장
에 중요한 역할을 한다고 보고 한 이전 문헌들(8,9,15,16)의 결과를 같이 고찰하여 볼
때,Saos2세포에서 중성아미노산의 수송에는 아미노산 수송계 L중에서 LAT1이 중
요한 역할을 할 것이라는 것을 예상할 수 있다.그러나 T24(23)및 Hep2(26)세포에서
의 결과들과는 달리 Saos2 세포에서는 LAT2의 약한 발현이 확인되었다.따라서
Saos2세포에서 중성아미노산을 수송하는 주된 아미노산 수송체가 무엇인지를 확인하
기 위하여,중성아미노산 중에서 실험적으로 가장 많이 이용되는 L-leucine의 uptake
실험을 시행하였다.

Saos2세포에서 L-leucine의 uptake는 Na+-비의존적이었으며,아미노산 수송계 L
의 선택적 차단제인 BCH(8-10,17-19)에 의해 완전히 차단되었다(Fig.3).BCH는 아미
노산 구조를 가진 화합물로서 아미노산 수송계 L의 선택적 억제제이며(8-10,17-19),중
성과 염기성 아미노산을 수송하는 Na+-의존적 아미노산 수송체 ATB0,+(aminoacid
transporterB0,+)의 약한 차단제이다(23).그러나 Na+이 존재하지 않는 조건에서 BCH
는 아미노산 수송계 L만을 선택적으로 차단한다.따라서 Saos2세포에서 L-leucine의
수송에는 아미노산 수송계 L이 중요한 기능을 하고 있다고 할 수 있다.
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Saos2세포에서 L-leucineuptake의 시간경과를 결정하기 위하여,배양시간 0.5-
20분에서 [14C]L-leucineuptake를 시행한 결과,L-leucine의 uptake는 배양시간에 의존
적이었고 배양시간 2.5분까지 직선을 유지하였으며,배양시간 5분에 최대에 이르러 배
양시간 20분까지 유지되었다(Fig.4).따라서 이 연구에서는 아미노산 수송이 직선을
유지하는 배양시간 2.5분 이내에서 실험이 가장 용이한 1분을 배양시간으로 선택하여
실험을 수행하였다.

아미노산 수송체의 수송 특성에 관한 연구는 라는 아프리카산 발톱개구리
의 oocyte내에 아미노산 수송체 cRNA를 미세 주입하여 발현된 단백질을 이용하여
주로 시행되어 왔었다. oocyte가 손상을 입기 쉬워 다양한 화학물질의 실험
이 어렵고 시간과 금전적으로 많은 손실을 동반한다는 단점이 있지만,포유동물 세포
들과는 달리 내재성 아미노산 수송체의 발현이 극단적으로 미약하여 미세주입한 아미
노산 수송체만의 수송특성을 확인할 수 있다는 큰 장점이 있다.Saos2 세포에서
L-leucine의 uptake는 포화되었으며 Michaelis-Mentenkinetics에 의한 치가 약
76.3 μM(Fig.5)이었다.이전 문헌들의 oocyteexpressionsystem 방법에 의
한 oocyte에서 humanLAT1(9)과 humanLAT2(18)의 cRNA를 미세 주입하
여 얻은 L-leucineuptake의 치는 각각 약 19 μM과 220 μM이었다.그리고 LAT2
는 발현하지 않고 LAT1만 특이적으로 발현하는 T24사람 방광암 세포(23)와 Hep2
사람 후두암 세포(26)에서 L-leucineuptake의 치는 각각 약 100μM과 56μM이었
다.본 연구에서 Saos2세포에 의한 L-leucineuptake의 치 약 76.3 μM은 LAT1
만 발현하는 암세포들인 T24세포(23)와 Hep2세포(26)에서의 치와 매우 유사한
결과임을 알 수 있다.또한 oocyte에서 얻은 human LAT1(9)과 human
LAT2(18)의 L-leucineuptake의 치와 비교하여 보았을 때,LAT2보다는 LAT1에
더 가까운 것을 알 수 있다.본 논문의 Saos2세포에서 L-leucineuptake의 치가
T24세포 및 Hep2에서의 치와는 매우 유사하지만, oocyte에서 human
LAT1의 치와는 경미한 차이를 보이는 것은 세포의 종류 등 실험조건이 다른 데
에서 기인하는 차이로 생각된다.그러나 Saos2세포에서 L-leucineuptake의 치를
이전 논문들(9,18,23,26)에서의 결과와 비교하여 보았을 때,Saos2세포에서 L-leucine
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을 포함한 중성아미노산의 수송에는 아미노산 수송계 L중에서 LAT1이 중요한 역할
을 하고 있다고 말할 수 있다.

Saos2세포에서 아미노산 수송계 L의 선택적 억제제인 BCH는 L-leucineuptake
를 농도 의존적으로 억제하였고,그 치는 약 78.8μM(Fig.6)이었으며 치는 약
90.9μM(Fig.7)로 산출되었다.Saos2세포에서의 이 결과들은 LAT1만 특이적으로 발
현하는 T24세포에서의 결과( =131 μM, =156 μM)(23)보다 더 LAT1의 특
성과 유사하였다.또한 이 연구의 결과로 Saos2세포에서 BCH가 중성아미노산인
L-leucine과 동일한 수송체를 이용하여 세포 내로 이동을 하며,서로 경쟁적인 억제제
로 작용을 하고 있음을 확인 할 수 있었다.

Saos2세포에서 아미노산들에 의한 L-leucineuptake의 억제실험 결과(Fig.8)는
oocyte를 이용한 humanLAT1(9),ratLAT1(8),T24세포(23)및 Hep2세포

(26)에서의 결과와 매우 유사하였다.본 연구의 Saos2세포에서 여러 아미노산들에 의
한 [14C]L-leucineuptake의 억제 경향,아미노산 수송체의 발현을 확인한 실험결과와
이전의 문헌들인 T24세포(23)및 Hep2세포(26)에서의 실험결과를 같이 고찰하여 볼
때,Saos2세포에서 L-leucine의 수송은 아미노산 수송계 L중에서 LAT1에 의해 이
루어지고 있는 것으로 사료된다.특히 Saos2세포에서 L-leucineuptake에 대한
치가 oocyte에서 얻은 humanLAT1(9)의 치와 T24세포의 결과보다 더
유사한 결과는 Saos2세포가 LAT1의 특성을 연구하는데 하나의 좋은 실험계가 될 수
있다는 것을 시사하고 있다.

세포성장 억제효과를 조사하기 위한 MTT 실험에서 BCH는 시간과 농도에 의존
적으로 Saos2세포의 성장을 억제시켰다(Fig.9,Fig.10).이는 시간과 농도에 의존적
으로 종양세포 성장을 억제 시키는 항암효과를 지닌 여러 화합물들(pingyangmycine,
norcantharidin)에서의 연구결과(27,28)와 일치하는 것이었다.Saos2세포에서는 아미노
산 수송계 L중에서 LAT1과 LAT2가 모두 존재하지만,그 발현정도나 L-leucine수송
특성을 조사하여 보았을 때 LAT1이 중요한 기능을 하고 있을 것으로 사료된다.
Saos2세포에서 BCH는 중성아미노산인 L-leucine과 동일한 수송체 LAT1을 이용하여
세포 내로 이동을 하고 서로 경쟁적인 억제제로 작용을 하고 있으며,또 BCH는 시간
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과 농도에 의존적으로 Saos2세포의 성장을 억제시켰다.이러한 결과를 종합하여 볼
때,Saos2세포에서 BCH에 의한 세포성장 억제는 중성아미노산을 수송하는 LAT1에
BCH와 중성아미노산들이 경쟁적으로 작용하여 세포성장에 필수적인 필수아미노산을
다수 포함하는 중성아미노산들의 세포 내 고갈을 유도함으로써 Saos2세포성장의 억
제를 유도하는 것으로 사료된다.

Saos2 세포에서 아미노산 수송체 LAT1의 발현과 LAT1에 의해 유도되는
L-leucine수송특성에 대해 고찰하였다.또 Saos2세포가 LAT1의 특성을 연구하기 위
한 사람세포 실험계가 될 수 있다는 것을 제안하였다.LAT1이 계속되는 성장과 분화
의 특성을 지닌 종양세포에서 과발현되는 특성을 가지고 있고(8,9,15,16),또 LAT1이
수송할 수 있는 아미노산 기질이 대부분의 필수아미노산을 포함한 중성아미노산이므로
(8-10),Saos2세포에서 LAT1의 억제는 골육종 세포의 성장억제에 관한 또 하나의 이
론적 근거를 제시할 수 있을 것으로 생각되며,Saos2세포는 이들 LAT1의 억제를 위
한 많은 화합물을 조사하는데 매우 유용하게 사용될 수 있으리라 사료된다.

결론적으로,본 연구의 결과로서 사람의 골육종 세포주인 Saos2세포에서 중성아
미노산 수송계 L인 LAT1,LAT2및 그들의 보조인자 4F2hc의 발현을 확인하였으며,
수송계 L중에서 주로 LAT1을 통해 L-leucine을 포함한 중성아미노산의 수송이 이루
어지고 있다는 것을 확인할 수 있었다.또한 BCH는 Saos2세포에서 높게 발현하는
LAT1을 차단하여 세포성장에 필수적인 L-leucine등 중성아미노산들의 수송억제를
유도하여 세포성장을 억제함을 확인할 수 있었다.본 연구의 결과로 LAT1의 연구에
Saos2세포 유용성의 제시 및 이 LAT1의 억제제를 이용하여 골육종 세포의 성장 억
제에 관한 또 하나의 방향성을 제시할 수 있을 것으로 사료된다.
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ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

Saos2사람 골육종 세포에서 아미노산 수송계 L의 발현 및 이들 수송계 L을 통한
이미노산 수송특성을 밝히기 위하여,Saos2세포에서 RT-PCR,westernblotanalysis,
uptake실험 및 MTT분석을 시행하여 다음과 같은 결과들을 얻었다.

1.Saos2세포에서 LAT1,LAT2및 그들의 보조인자 4F2hc의 발현을 관찰할 수 있었
으나,LAT2의 발현이 매우 미약함을 확인하였다.

2.Saos2세포에서 L-leucine수송은 Na+-비의존적이었다.
3.Saos2세포에서 L-leucine수송은 아미노산 수송계 L의 선택적 억제제인 BCH에
의해 완전히 차단되었다.

4.Saos2세포에서 [14C]L-leucine의 수송친화력은 oocyte에서 시행한 LAT1
의 수송친화력과 유사하였다.

5.Saos2세포에서 아미노산들에 의한 [14C]L-leucine의 수송억제는 oocyte에
서 시행한 LAT1의 실험결과와 유사하였다.

6.BCH는 시간과 농도에 의존적으로 Saos2세포의 성장을 억제시켰다.

본 연구의 결과로서 사람의 골육종 세포주인 Saos2세포에서 중성아미노산 수송
계 L중에서 주로 LAT1을 통해 L-leucine을 포함한 중성아미노산의 수송이 이루어지
고 있다는 것을 확인할 수 있었으며,BCH는 이 LAT1을 차단하여 중성아미노산들의
세포 내 고갈을 유도함으로써 Saos2세포성장의 억제를 유도하는 것으로 사료된다.또
한 본 연구의 결과로 LAT1의 연구에 Saos2세포 유용성의 제시 및 이 LAT1의 억제
제를 이용하여 골육종 세포의 성장 억제에 관한 또 하나의 방향성을 제시할 수 있을
것으로 사료된다.
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