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Kim,InJin
Advisor:Prof.Kim,DoKyung,Ph.D.

DepartmentofDentistry,GraduateSchoolofChosunUniversity

Aminoacidsarerequiredforproteinsynthesisandenergysourcesinallliving
cells.System LaminoacidtransportersneutralaminoacidsinaNa+-independent
manner.InmalignanttumorstheL-typeaminoacidtransporter1(LAT1),thefirst
isoform ofsystem L,ishighly expressedtosupporttumorcellgrowth.Inthe
presentstudy,theexpressionofthesystem L aminoacidtransporterandBCH
cytotoxicitywereexaminedandcomparedinbothratglialandC6gliomacells.

TheratglialcellsexpressedtheL-typeaminoacidtransporter2(LAT2),the
secondisoform ofsystem L,withitssubunit4F2hc,whereastheLAT1wasnot
expressed.TheC6gliomacellsexpressedLAT1with4F2hcbutnotLAT2.The
[14C]L-leucineuptakesbytheglialandC6gliomacellswereinhibitedbyBCH ina
concentration-dependantmannerwiththe valuesof270.0±13.7 μM and73.1
± 4.5 μM,respectively.The cellgrowth was inhibited by BCH in the time,
concentration-dependantmannerintheglialandC6gliomacells.Therateofcell
growthinhibitioninducedbyBCH intheC6gliomacellswashigherthanthatin
theglialcells.Theseresultssuggestthatthetransportsofneutralaminoacids
includingseveralessentialaminoacidsintoratglialandC6gliomacellsarefor
themostpartmediatedbyLAT2andLAT1,respectively.Therefore,theratglial
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andC6gliomacellsareexcellenttoolsforexamingthepropertiesofLAT2and
LAT1,respectively.Moreover,thespecificinhibitionofLAT1incancercellsmight
beanew rationaleforanti-cancertherapy.
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ⅠⅠⅠ...    서서서     론론론

아미노산은 단백질,효소,호르몬 및 신경전달물질들의 합성에 필수적이다.세포
안에서 필요한 아미노산은 세포막에 위치하고 있는 아미노산 수송체(amino acid
transporter)를 통해 세포안으로 들어올 수 있다(1).아미노산 수송체는 각기 그들이 수
송하는 아미노산의 특성에 따라 중성,염기성 및 산성아미노산 수송체로 분류되며,세
포 외액의 Na+에 대한 의존성에 따라 Na+-의존성 및 Na+-비의존성 수송체로 분류된
다(1).아미노산 수송계 L은 Na+-비의존적으로 중성아미노산을 수송하는 세포막 단백
질로서 종양세포를 포함한 대부분의 세포에서 중성아미노산의 주 경로가 되는 아미노
산 수송계로 알려져 있으며(1,2),상피세포의 기저막 측에 존재하여 소장과 신세뇨관의
상피세포를 통한 중성아미노산의 흡수에 중요한 기능을 한다고 알려져 있다(1).아미노
산 수송계 L은 중성아미노산 뿐만 아니라 L-dopa,melphalan및 gabapentin같은 아
미노산 구조를 가진 약물들도 수송할 수 있으므로 약물 수송체로 간주되기도 한다
(1,3-7).

1998년 Kanai등에 의해 아미노산 수송계 L의 첫 번째 아형인 L-typeaminoacid
transporter1(LAT1)이 C6gliomacell에서 동정되었다(8).LAT1은 세포막 단백질로서
Na+-비의존적으로 leucine,isoleucine,valine,phenylalanine,tyrosine,methionine,
tryptophan과 histidine같은 구조가 큰 중성아미노산을 수송하는 특징을 가지고 있다
(8-10).LAT1은 4F2heavychain(4F2hc)이라는 1회 세포막을 관통하는 막 단백질과
disulfidebond로 결합되어진 heterodimer형 단백질이며,LAT1이 기능을 수행하기 위
해서는 보조인자 4F2hc의 존재가 필수적이라는 것이 보고 되었다(8,9,11-14).보조인자
4F2hc가 모든 정상 조직에서 발현 되는 것과 대조적으로 LAT1은 뇌,비장,태반,정
소 등 그 발현하는 부위가 제한되어 있다(10,16).또한 LAT1은 종양세포에서 과발현
되며,종양세포의 계속되는 성장에 중요한 역할을 한다고 보고 되었다(8,9,15,16).

한편,LAT1의 분자적 동정 후에 LAT1과 구조적으로 관련이 있는 아미노산 수송
계 L의 두 번째 아형인 L-typeamino acid transporter2(LAT2)가 동정 되었다
(17-19).LAT2는 구조적으로 LAT1과 매우 유사하며,Na+-비의존적으로 다수의 필수
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아미노산을 포함하는 중성 아미노산을 수송한다(1).LAT1이 구조가 큰 중성 아미노산
만을 수송하는 특징을 보이는 반면,LAT2는 구조에 관계없이 중성아미노산을 모두 수
송하는 넓은 기질특이성을 지니고 있다(19-20).아미노산 수송체 LAT1과 LAT2의 특
성을 살펴보면,이들 아미노산 수송계 L,특히 종양세포에 과발현 되는 LAT1의 조절
을 통해 종양세포 성장억제를 위한 하나의 방법을 제시 할 수 있다.종양세포에서
LAT1의 활성을 억제하는 억제제를 이용하여 세포내 중성 아미노산의 고갈을 유도한
다면 종양세포 성장의 억제를 유도할 수 있을 것이다.

2-Aminobicyclo-(2,2,1)-heptane-2-carboxylicacid(BCH)는 아미노산 수송체 연구
에 주로 이용되는 아미노산 수송계 L의 선택적 억제제이다(8-10,16,18).아미노산 수송
계 L이 leucine,isoleucine,valine,phenylalanine,threonine,methionine및 histidine과
같은 필수아미노산을 포함한 중성아미노산을 수송하기 때문에,만약 세포에서 아미노
산 수송계 L이 BCH 같은 억제제에 의해 차단된다면 세포는 세포성장과 증식에 필수
적인 필수아미노산이 고갈됨으로 큰 손상을 입을 것이다.그러나 이러한 아미노산 수
송억제에 의한 세포성장 억제 기전에 관한 실험적 자료는 거의 없다.

지금까지 아미노산 수송체의 수송특성에 관한 연구는 oocyte내에 아미
노산 수송체의 cRNA를 미세주입하여 발현된 단백질을 이용하여 시행되어져 왔다.그
러나 이 실험 방법은 oocyte가 chemicalcompound에 손상을 입기 쉬워 다양
한 chemicalcompound의 실험이 어렵고,시간과 금전적으로 많은 손실을 동반하며,또
진정한 포유동물에서의 실험적 결과를 얻기가 어려우므로 아미노산 수송체 연구를 위
한 oocyte실험계를 대체할 수 있는 포유동물 세포 실험계의 개발이 필수적
이다.

뇌에 발생하는 원발성 뇌종양 중에서 신경교에서 발생하는 신경교세포 종양이 가
장 빈번하게 발생된다.그럼에도 불구하고 외과적 수술,방사선 치료와 화학요법 등의
치료방법이 만족할 만한 수준은 아니다.또한 정상 신경교세포와 교세포종에서 세포
내 필수 영양물질인 아미노산을 수송할 수 있는 수송체 연구 또한 부족한 실정이다.
따라서 본 연구는 흰쥐 정상 교세포(ratglialcell)와 교세포종(C6gliomacells)에서 아
미노산 수송계 L의 발현 및 아미노산 수송계 L의 선택적 억제제인 BCH에 의한 세포
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성장 억제 효과를 비교분석 하고자 하였으며,그 결과를 통해 아미노산 수송체 LAT1
의 억제를 통한 종양치료의 효용성을 제시하고자 한다.
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ⅡⅡⅡ...    재재재료료료     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)으로부터 제공받아 사용하였다.

222...세세세포포포주주주와와와 세세세포포포배배배양양양
휜쥐 정상 교세포는 생후 1－2일된 흰쥐(Wistarrat,DaehanBiolink,Choongbuk,

Korea)에서 뇌 조직을 적출하여 24wellplate에 seed(2.5×104/well)한 후 배양배지
(MEM;Earlessalts,bicarbonate glutaminefree)에 21mM glucose,2mM glutamine,
26.5mM bicarbonate,10% fetalbovineserum,10% horseserum 및 10ng/ml의
epidermalgrowthfactor를 첨가하여 5% CO2하에서 배양하였다.13-15일 후 교세포의
증식상태를 보아 실험에 사용하였으며,배양액 교체는 2주 후부터 1주일에 한번씩 시
행하였다.교세포종 C6세포주는 AmericanTypeCultureCollection(ATCC,Rockville,
MD,USA)에서 구입하여,10% FetalBovineSerum(FBS,GibcoBRL,Rockville,MD,
USA)및 항생제(100u/mlpenicillin,100㎍/mlstreptomysin)가 함유된 Dulbecco's
ModifiedEaglesMedium(DMEM,GibcoBRL,Rockville,MD,USA)성장배지 하에서
배양하면서 사용하였다.

333...TTToootttaaalllRRRNNNAAA 추추추출출출과과과 역역역전전전사사사---중중중합합합효효효소소소 연연연쇄쇄쇄반반반응응응(((RRRTTT---PPPCCCRRR)))
교세포와 교세포종 C6 세포주로부터 TRIREAGENT kit(MolecularResearch

Center,Inc.,Cincinnati,Ohio,USA)를 이용하여 totalRNA를 추출한 후,자외선 분광
기를 이용하여 260nm에서 흡광도를 측정하였다.cDNA 합성을 위하여 5㎍의 total
RNA를 reversetranscriptase(Invitrogen LifeTechnologies,Carlsbad,CA,USA)와
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oligo(dT)primer를 이용하여 42℃에서 1시간 동안 역전사 반응을 시행하였다.합성된
cDNA와 각 primer(Table1)를 이용하여 PCR반응을 수행하였다.PCR반응은 94℃에
서 12분,변성반응을 94℃에서 30초,결합반응을 60℃에서 30초,중합반응은 72℃에서
45초간 35주기를 반복하였고 마지막 중합반응은 72℃에서 30분간 연장하여 반응시켰
다.RT-PCR반응 산물은 1.2% agarosegel에서 전기영동하여 확인하였다.

Table1.PrimersequencesforPCRofLAT1,LAT2and4F2hc

444...WWWeeesssttteeerrrnnnbbbllloootttaaannnaaalllyyysssiiisss
Westernblotanalysis를 시행하기 위해 단백질을 교세포와 C6세포주로부터 추출

하였다.세포를 PBS로 3회 세척한 후 cellscraper로 긁어 eppendorftube에 옮기고
1,000 X g에서 5분간 원심분리 하여 얻은 세포에 9 volume의 homogenization
buffer(50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 25 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 250 mM sucrose)를 넣고 혼합한 후, Dounce
homogeniger에 옮겨 15회 stroke하여 세포를 용해시켰다.세포 용해물을 8,000Xg에
서 10분간 원심분리하고,상층액을 회수하여 다시 100,000X g에서 1시간 원심분리 한
후 단백질 침전물을 resuspendbuffer(50mM Tris-HCl,pH 7.4,100mM KCl,5mM
MgCl2,250mM sucrose)에 녹여 정량하였다.

단백질 10㎍을 2배의 SDSsamplebuffer(60mM Tris-HCl,pH 6.8,4% SDS,
25% glycerol,14.4mM 2-mercaptoethanol,0.1% bromophenolblue)에 넣고 100℃에

Primer Sequence (5'→3')    PCR product (bp)

LAT1 (sense)

LAT1 (antisence)

LAT2 (sense)

LAT2 (antisence)

4F2hc (sense)  

4F2hc (antisence)

CAATGGTGTGGCCATCATAG  

GATGCATCCCCTTGTCCTAT 

 

TCATTGGCTCCGGAATCTTC

ATGCATTCTTTGGCTCCAGC 

 

TCACAGGCTTATCCAAGGAG

TACAATGTCAGCCTGAGGAG  

527

509

499
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서 5분간 변성 시킨 후,SDS-polyacrylamidegel에 2시간 전기영동한 다음 semi-dry
transfer에서 nitrocellulosemembrane으로 이동시켰다.Membrane을 5% fat-freedry
milk-PBST buffer(PBS,0.2% Tween-20)에서 2시간 동안 blocking하였고,PBST
buffer로 15분간 3회 세척하였다.Affinity-purifiedanti-LAT1,LAT2및 4F2hc는 5%
fat-freedrymilk-PBSbuffer를 1,000배 희석하였으며,이 용액에 membrane을 넣어 2
시간 동안 반응시킨 후,PBST용액을 이용하여 5분 간격으로 10회 세척하였다.Membrane
을 다시 anti-rabbit-horseradishperoxidaseconjugated-secondaryantibody용액에 넣
고 상온에서 1시간 동안 반응시킨 후 PBST용액을 이용하여 5분 간격으로 10회 세척하
고 ECLdetectionkit(Amersham LifeSciences,ArlingtonHeights,IL,USA)를 사용
하여 X-ray필름에 감광하여 현상하였다.

555...교교교세세세포포포와와와     교교교세세세포포포종종종     CCC666    세세세포포포주주주에에에서서서 [[[111444CCC]]]LLL---llleeeuuuccciiinnneee수수수송송송에에에 미미미치치치는는는 BBBCCCHHH의의의
효효효과과과
각 세포에서 중성아미노산 수송에 영향을 미치는 BCH의 특성을 조사하기 위해,

아미노산 uptake실험을 시행하였다.성장배지 하에서 배양된 C6세포주를 수집하여
24wellplate에 seed(1×105cells/well)한 후,85－95% confluence되었을 때 uptake
를 시행하였다.교세포는 plating13－15일 후 85－95% confluence되었을 때 uptake를
시행하였다.성장배지를 흡수기를 이용하여 제거한 뒤,세포를 또는 Na+-freeuptake
용액(125mM choline-Cl,4.8mM KCl,1.3mM CaCl2,1.2mM MgSO4,25mM
HEPES,1.2mM KH2PO4,5.6mM glucose,pH 7.4)을 이용하여 3회 세척한 후,37℃
의 동일용액에서 10분간 전배양 하였다.그 후,용액을 [14C]L-leucine이 존재하는
uptake용액으로 교체하여 1분 배양하였으며,반응의 정지를 위해 4℃의 같은 용액으
로 3회 세척하였다.그 후 세포를 0.1N NaOH에 녹여 세포 안으로 uptake되어진
[14C]L-leucine을 liquid scintillation spectrometry로 측정하였으며, 측정된
[14C]L-leucine을 pmol/mgprotein/min으로 산출하였다.각 세포에서 L-leucine의 수송
을 억제하는 BCH의 은 [14C]L-leucine1 μM 존재 하에서 BCH 0,10,30,100,
300,1000,3000μM에서 uptake를 수행하여 측정하였다.
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666...세세세포포포사사사 측측측정정정(((lllaaaccctttaaattteeedddeeehhhyyydddrrrooogggeeennnaaassseee)))
교세포와 C6세포주의 세포성장에 영향을 미치는 BCH의 효과를 측정하기 위하

여,BCH 투여 후 세포막 파괴시 배양액 내로 유출된 lactatedehydrogenase(LDH)양
을 측정하였다.96wellplate의 각 well에 배양액(25 μl)을 넣고 buffer(125 μl),0.3
mg/ml NADH(100 μl) 및 22.7 mM pyruvate(30 μl)를 넣은 후, microplate
reader(MolecularDevice,sunnyvale,CA,USA)를 이용하여 340nm에서 흡광도 변동
을 3분간 측정하였다.이때 standardenzyme으로는 controlenzyme(Sigma,StLouis,
MO,USA)을 사용하였다.측정치는 sham wash군과 fullkill군의 차이를 100으로 하
여 각 약물 투여군의 값과 sham wash 군과 차이를 상대적 백분률로 환산하여
mean±SEM으로 나타내었다.

777...통통통계계계분분분석석석
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...    실실실험험험결결결과과과

1. 1. 1. 1. 정정정상상상     교교교세세세포포포와와와     교교교세세세포포포종종종     CCC666    세세세포포포주주주에에에서서서     아아아미미미노노노산산산     수수수송송송계계계     LLL의의의     발발발현현현

교세포와 C6세포주에서 아미노산 수송체 LAT1,LAT2및 그 보조인자 4F2hc
mRNA의 발현을 확인하기 위하여,각각의 primer(Table1)를 이용하여 RT-PCR을 수
행하였다.교세포에서 LAT2및 그 보조인자 4F2hcmRNA 발현은 관찰할 수 있었으
나 LAT1mRNA 발현은 관찰할 수 없었다(Fig.1).대조적으로 C6세포주 에서는
LAT1및 4F2hcmRNA 발현을 관찰 할 수 있었으나,LAT2mRNA 발현은 관찰할
수 없었다(Fig.1).

FFFiiiggg. . . . 111...    DDDeeettteeeccctttiiiooonnn    ooofff    LLLAAATTT111,,,    LLLAAATTT222    aaannnddd    444FFF222hhhccc    bbbyyy    RRRTTT---PPPCCCRRR    iiinnn    rrraaattt    gggllliiiaaalll    aaannnddd    CCC666                                    

gggllliiiooommmaaa    ccceeellllllsss...    ThefirststrandcDNAspreparedfrom theratglialcells(glialcell)
andC6gliomacells(gliomacell)poly(A)+RNAswereusedastemplatesforPCR
amplification.ThePCR productsweresubjected to electrophoresison a1.2%
agarosegelandvisualizeswithethidium bromide.TheLAT2-specificPCRproduct
(509bp)andthe4F2hc-specificPCRproduct(499bp)wereobtainedfrom therat
glialcells.The LAT1-specific PCR product(527 bp)and 4F2hc-specific PCR
product(499bp)wereobtainedfrom theC6gliomacells.
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교세포와 C6세포주에서 아미노산 수송체 LAT1,LAT2및 4F2hc단백의 발현을
확인하기 위하여,각각의 항체를 이용하여 westernblotanalysis를 수행하였다.교세포
에서 LAT2에 대한 특이 band를 47kDa에서,4F2hc에 대한 특이 band는 85kDa에서
확인할 수 있었으나 LAT1의 특이 band는 확인 할 수 없었다(Fig.2).C6세포주에서
LAT1과 4F2hc에 대한 특이 band를 40kDa과 85kDa에서 각각 확인 할 수 있었으나,
LAT2에 대한 특이 band는 확인 할 수 없었다(Fig.2).

FFFiiiggg.222...WWWeeesssttteeerrrnnnbbbllloootttaaannnaaalllyyysssiiisssooofffLLLAAATTT111,,,LLLAAATTT222aaannnddd444FFF222hhhccciiinnnttthhheeerrraaatttgggllliiiaaalllaaannnddd
CCC666gggllliiiooommmaaaccceeellllllsss...    Westernblotanalyseswereperformedonthemembranefractions
preparedfrom theratglialcells(glialcell)andC6gliomacells(gliomacell)inthe
presence 2-mercaptoethanol, using anti-LAT1, anti-LAT2 and anti-4F2hc
antibodies.Intheratglialcells,forLAT2,the47kDaproteinbanddetectedinthe
presenceof2-mercaptoethanol.For4F2hc,the85kDaproteinbanddetectedinthe
presenceof2-mercaptoethanol.ForLAT1,noproteinbandwasdetected.IntheC6
gliomacells,forLAT1and4F2hc,the40kDaproteinbandandthe85kDaprotein
banddetectedinthepresenceof2-mercaptoethanol,respectively.ForLAT2,no
proteinbandwasdetected.
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222. . . . 정정정상상상     교교교세세세포포포와와와     교교교세세세포포포종종종     CCC666    세세세포포포주주주에에에서서서     LLL---llleeeuuuccciiinnneee    수수수송송송에에에     영영영향향향을을을     미미미치치치는는는     BBBCCCHHH
            의의의     효효효과과과

교세포와 C6세포주에서 L-leucine의 수송에 영향을 미치는 아미노산 수송계 L의
선택적 억제제인 BCH의 효과를 관찰하기 위해,[14C]L-leucineuptake를 BCH 0,10,
30,100,300,1000,3000μM 존재 하에서 시행하였다.교세포와 C6세포주에서 BCH는
[14C]L-leucine1 μM uptake를 농도 의존적으로 억제 하였다(Fig.3). 은 교세포에
서 270.0±13.7 μM(mean±SEM),C6세포주에서는 73.1±4.5 μM(mean±SEM)로 산
출되었다(Fig.3).

FFFiiiggg...333...CCCooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnn---dddeeepppeeennndddaaannntttiiinnnhhhiiibbbiiitttiiiooonnnooofff[[[111444CCC]]]LLL---llleeeuuuccciiinnneeeuuuppptttaaakkkeeebbbyyyBBBCCCHHH
iiinnn ttthhheeerrraaatttgggllliiiaaalllaaannndddCCC666gggllliiiooommmaaa    ccceeellllllsss...    The[14C]L-leucineuptake(1 μM)was
measuredfor1mininthepresenceofvariousBCH concentrationintheratglial
cells(glialcell,filledcircle)andC6gliomacells(gliomacell,filledsquare),and
wasexpressedasapercentageofthecontrolL-leucineuptakeintheabsenceof
BCH.
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3. 3. 3. 3. 정정정상상상     교교교세세세포포포와와와     교교교세세세포포포종종종     CCC666    세세세포포포주주주에에에서서서     세세세포포포성성성장장장에에에     영영영향향향을을을     미미미치치치는는는     BBBCCCHHH의의의                                 

                    효효효과과과

교세포와 C6세포주에서 BCH에 의한 세포성장 억제 효과를 조사하기 위해,각
세포에 BCH를 투여한 후 LDH assay를 시행하였다.교세포와 C6세포주에 BCH 20
mM과 50mM을 각각 5일동안 처리한 결과,교세포는 5일째 BCH 20mM에서 54%의
생존율을 보였고,BCH 50mM에서는 23% 생존율을 보인 반면,C6세포주은 5일째
BCH 20mM에서 생존율 17%,BCH 50mM에서는 1% 로 세포성장이 완전히 억제됨
을 확인 할 수 있었다(Fig.4).

FFFiiiggg...444...TTTiiimmmeee---dddeeepppeeennndddaaannnttteeeffffffeeeccctttooofffBBBCCCHHH ooonnnttthhheeeccceeellllllvvviiiaaabbbiiillliiitttyyyiiinnnttthhheeerrraaatttgggllliiiaaalll
aaannndddCCC666gggllliiiooommmaaaccceeellllllsss...TheglialandC6gliomacellsweretreatedwith0,20(glial
cell,filledcircle;gliomacell,filledtriangle)and50mM (glialcell,filledsquare;
gliomacell,filleddiamond)BCH for0-5days.Thecellviabilitiesweredetermined
byLDH assays.Eachdatapointrepresentsthemean±SEM ofthreeexperiments.
* <0.05vs.control,** <0.01vs.controland *** <0.001vs.control(thecontrol
cellsmeasuredintheabsenceofBCH).
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BCH 0,0.3,1,3,10,20및 50mM의 다양한 농도를 4일과 5일 동안 각 세포에
투여한 후 LDH assay를 시행하였다.교세포는 5일째 10,20,50mM에서 각각 75,54
및 23%의 생존율을 보였고,C6세포주에서는 5일째 10,20및 50mM에서 생존율이
각각 33,17및 1%로 교세포에서 보다 세포성장 억제 효과가 뚜렷하였다 (Fig.5).

FFFiiiggg...555...    Concentration-dependantConcentration-dependantConcentration-dependantConcentration-dependant eeeffffffeeeccctttooofffBBBCCCHHH ooonnnttthhheeeccceeellllllvvviiiaaabbbiiillliiitttyyyiiinnnttthhheeerrraaattt
gggllliiiaaalllaaannnddd CCC666gggllliiiooommmaaaccceeellllllsss...    Theglialcells(4daysafterBCH treatment,filled
circle;5daysafterBCH treatment,filledsquare)andC6gliomacells(4daysafter
BCH treatment,filledtriangle;5daysafterBCH treatment,filleddiamond)were
treatedwithvariousconcentrations(0,0.3,1,3,10,20and50mM)ofBCH for4
and5days.ThecellviabilitiesweredeterminedbyLDH assays.Eachdatapoint
representsthemean±SEM ofthreeexperiments.* <0.05vs.control,** <0.01vs.
controland ** <0.001vs.control(thecontrolcellsmeasuredintheabsenceof
BCH).
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IIIVVV...    고고고         찰찰찰

본 연구에서 흰쥐의 정상 교세포(ratglialcells)와 교세포종(C6gliomacells)를 이
용하여 아미노산 수송계 L의 발현과 아미노산 수송계 L억제제인 BCH가 세포성장 억
제에 미치는 효과를 조사하였다.교세포와 C6세포주의 mRNA를 이용한 RT-PCR분
석을 통해,교세포에서 LAT2및 그 보조인자 4F2hcmRNA 발현은 관찰할 수 있었으
나 LAT1mRNA 발현은 관찰할 수 없었다(Fig.1).대조적으로 C6세포주에서는
LAT1및 4F2hcmRNA 발현을 관찰할 수 있었으나 LAT2mRNA 발현은 관찰할 수
없었다(Fig.1).교세포와 C6세포주의 단백을 이용한 westernblotanalysis를 통해 교
세포에서 LAT2와 그 보조인자 4F2hc단백의 발현을 확인할 수 있었으나 LAT1단백
의 발현은 관찰할 수 없었다(Fig.2).C6세포주에서는 LAT1과 그 보조인자 4F2hc단
백의 발현을 확인할 수 있었지만 LAT2단백의 발현은 관찰할 수 없었다(Fig.2).이
실험결과는 암세포인 T24사람 방광암 세포(21)와 Hep2사람 후두암 세포(22)에서
LAT1와 4F2hc는 발현 하지만 LAT2는 발현하지 않는다는 것을 확인한 다른 문헌들
의 결과와 일치하는 것이다.따라서 본 연구의 결과와 LAT1이 종양세포에서 과발현
되고 종양세포의 성장에 중요한 역할을 한다고 보고 한 이전 문헌(8,9,15,16)의 결과를
함께 고찰하여 볼 때,정상 교세포는 아미노산 수송계 L중에서 LAT2와 4F2hc는 발현
하지만 아미노산 수송계 L의 또 다른 isoform인 LAT1은 발현 하지 않으며,교세포종
세포인 C6세포주에서는 LAT1과 4F2hc는 발현 하지만 LAT2는 발현하지 않는다고
볼 수 있다.

교세포와 C6세포주에서 L-leucineuptake는 아미노산 수송계 L의 선택적 억제제
인 BCH(8,10,18-21)에 의해 농도 의존적으로 차단되었다(Fig.3). 은 교세포에서
약 270.0 μM,C6세포주에서는 약 73.1 μM로 산출되었다(Fig.3).이는
oocyteexpression system 방법에 의한 oocyte에서 ratLAT1(8),human
LAT1(9),ratLAT2(18)및 humanLAT2(19)의 cDNA를 미세주입하여 얻은 m과 거
의 유사한 결과이다.본 연구에서 교세포의 은 약 270.0 μM로 oocyte에
서 human LAT2의 m치는 약 220μM과 비슷한 결과가 나왔지만 ratLAT2의 m값
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은 약 120 μM보다는 높았다.이런 경미한 차이를 보이는 것은 세포 및 실험조건이 다
른 데에서 기인하는 차이 때문이라 사료된다(18,19).또한 본 연구에서 C6세포주의
은 약 73.1 μM로 oocyte에서 humanLAT1의 m값은 약 19.7 μM(9)과

ratLAT1의 m값은 약 18.1 μM(8,10)보다 약간 높게 나타났으며,이 역시 세포 및 실
험 조건의 차이 때문이라 사료된다(8,9,10).비록 작은 차이가 존재할 지라도 교세포의
은 oocyte에서의 ratLAT2(18)및 humanLAT2(19)의 m과 비슷하였

고,C6세포주의 은 oocyte의 humanLAT1(9)및 ratLAT1(8,10)의 m

과 유사함을 확인할 수 있었다.따라서 정상 교세포에서 L-leucine의 수송에는 LAT2
가 중요한 기능을 하며,교세포종인 C6세포주에서는 L-leucine수송에 LAT1이 중요
한 기능을 하고 있다고 말할 수 있다.

세포성장 억제효과를 조사하기 위한 LDH 실험에서,시간과 농도에 의존적으로 교
세포와 C6세포주의 성장을 억제시켰다(Fig.4,5).이는 시간과 농도에 의존적으로 종
양세포 성장을 억제시키는 항암효과를 갖는 화합물들(pingyangmycin,norcantharidin
등)에서의 연구결과(23,24)와 일치하는 것이다.BCH 처리 후,교세포와 C6세포주의
세포성장 억제의 정도에는 차이가 있었다.BCH 처리 5일 째,50mM 농도에서 정상
교세포는 약 23%의 생존율을 나타낸 반면 C6세포주는 생존율 약 1%로 성장이 완전
히 억제되었다(Fig.4,5).이 결과는 C6세포주에서 발현하는 LAT1을 통한 중성아미
노산의 이동친화력이 정상 교세포에서 발현하는 LAT2를 통한 중성아미노산의 이동친
화력이 보다 높게 일어나는 결과라 사료된다.정상 교세포는 아미노산 수송계 L중에
서 LAT2만 존재하고,C6세포주는 LAT1만 존재하여 이를 통해 중성아미노산이 수송
된다.따라서 본 연구에서 교세포종 C6세포주에서 BCH에 의한 세포성장의 억제는
중성아미노산을 수송하는 LAT1에 BCH와 중성아미노산들이 서로 경쟁적으로 작용하
여 세포성장에 필수적인 중성아미노산들의 세포 내 고갈을 유도함으로써 C6세포주의
성장의 억제를 유도하는 것으로 사료된다.

결론적으로,휜쥐 정상 교세포와 교세포종 C6세포주에서 각각 LAT2와 LAT1을
통해 중성아미노산의 수송이 이루어지고 있다는 것을 확인 할 수 있었으며 BCH는
C6세포주에서 높게 발현하는 LAT1을 차단하여 세포성장에 필수적인 L-leucine등
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중성아미노산들의 수송을 억제하여 세포성장을 억제한다는 것을 확인할 수 있었다.또
한 LAT1만의 기능을 선택적으로 차단하는 억제제를 이용하여 뇌종양 세포 등 암세포
성장억제에 관한 또 하나의 방향성을 제시 할 수 있을 것으로 사료된다.
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ⅤⅤⅤ...    결결결         론론론

흰쥐의 정상 교세포와 교세포종 C6세포주를 이용하여 아미노산 수송계 L의 발현
및 아미노산 수송계 L억제제인 BCH가 세포성장 억제에 미치는 효과를 밝히기 위해,
흰쥐의 정상 교세포와 교세포종 C6 세포주에서 RT-PCR,western blotanalysis,
uptake실험 및 LDH 분석 등을 시행하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 정상 교세포에서 아미노산 수송체 LAT2 및 그 보조인자 4F2hc의 발현은
확인 할 수 있었으나,LAT1의 발현은 관찰할 수 없었다.교세포종 C6세포주에서는
아미노산 수송체 LAT1 및 그 보조인자 4F2hc의 발현은 확인 할 수 있었으나
LAT2의 발현은 관찰할 수 없었다.

2.정상 교세포에서는 LAT2를 통해 중성아미노산들이 수송되었으며,교세포종 C6세
포주에서는 LAT1을 통해 중성아미노산들이 수송되었다.

3.BCH는 시간과 농도에 의존적으로 정상 교세포와 교세포종 C6세포주의 성장을
억제 시켰으며,그 효과는 교세포종 C6세포주에서 더 뚜렷하였다.

본 연구의 결과로서 흰쥐의 정상 교세포는 LAT2를 통해 교세포종 C6세포주는
LAT1을 통해 중성아미노산의 수송이 이루어지고 있다는 것을 확인할 수 있었으며,
BCH는 이 LAT1및 LAT2를 차단하여 중성아미노산들의 세포 내 고갈을 유도함으로
서 C6세포주와 정상교세포의 성장 억제를 유도하는 것으로 사료된다.또한 LAT1만
의 기능을 억제할 수 있는 특이적 억제제 개발은 새로운 항암치료의 방향성을 제시할
수 있을 것으로 사료된다.
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