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   The melanoma antigen (MAGE) gene family in human consists of 55 

members that are classified as type Ⅰ MAGE genes (including MAGEA, 

MAGEB and MAGEC) and type Ⅱ MAGE genes. Type Ⅰ MAGE genes 

are highly expressed in various forms of cancer, but not in other nor-

mal tissues except for the testes. The doxorubicin-resistant AML-2 

cells (AML-2/DX100) have been selected and characterized with respect 

to drug resistance mechanisms. Interestingly, cDNA microarray, RT-PCR 

assay and Western blot analysis revealed that AML-2/DX100 cells over-

expressed MAGEA4. In this study, to determine whether overexpression 

of MAGEA4 contributes directly to drug resistance, each MAGEA4 and 

its mutants were cloned into the mammarian expression vector and then 

introduced into human embyonic kidney (HEK) 293T and fibrosarcoma 

HT-1080 cells. MTT assay showed that MAGEA4 transfectants increased 

resistance to doxorubicin, daunorubicin and hydrogen peroxide, but not to 

5-fluorouracil, cisplatin and mitoxantrone. Flow cytometry showed the 

decreased accumulation of doxorubicin, daunorubicin, rhodamine 123, mi-
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toxantrone and calcein-AM, suggesting that MAGEA4 may function as an 

efflux pump. Also, doxorubicin accumulation was increased by cyanide-in-

duced ATP depletion in MAGEA4 transfectants. 

   Various P-glycoprotein (Pgp) inhibitors as well as MAGEA4 siRNA in 

MAGEA4 transfectants and MAGEA4-overexpressing cells increased ac-

cumulation of doxorubicin. Immunoprecipitation and Western blot analysis 

revealed that MAGEA4 neither interacts with Pgp nor alters its expression.

Confocal microscopy and subcellular fractionation demonstrated that 

MAGEA4 was located in plasma membrane, cytosol and nucleus. MAGEA4 

protein formed non-disulfide homo- and hetero-dimeric structure. In 

addition, MAGEA4 had a reactive oxygen species-scavenging activity. 

   These results suggest that acquisition of drug resistance in cancer 

cells could be at least in part associated with overexpression of MAGEA4 

with membrane transporter and antioxidant activities. It is implicated 

that MAGEAs can be suitable targets for novel therapeutic strategies of 

MAGEAs-overexpressing cancer cells. 
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ⅠⅠⅠⅠ . . . . 서  서  서  서  론론론론

   종양세포는 정상세포와는 다른 여러 가지 물질을 만들어 내는데 이것

들은 인체의 면역계에서 항원으로 인지되기 때문에 통칭하여 종양관련항

원 (tumor associated antigen)으로 불린다. 그 중에서 종양세포에서만 

특이적으로 발현되는 종양-고환항원(cancer/testis (CT) antigen)이 있

다. 현재까지 밝혀진 종양-고환항원은 44개의 family로 구성되어 있고 

89개의 항원이 발견되었으며(Table 1, Scanlan 등, 2004) 대표적인 것으

로 melanoma antigen (MAGE) 를 비롯하여 B melanoma antigen (B

AGE), G antigen (GAGE), preferentially expressed antigen in mela-

noma (PRAME) 및 cancer/testis antigen 1B (CTAG1B) 등이 있다(van 

der Bruggen 등, 1991; Traversari 등, 1992; Gaugler 등, 1994; van 

der Bruggen 등, 1994, Boel 등, 1995; Herman 등, 1996; Ikeda 등, 

1997; Tanaka 등, 1997; Visseren 등, 1997; Jager 등, 1998).

  이 중 MAGE 유전자는 van der Bruggen 등(1991)에 의해 악성 흑색

종 세포에서 처음으로 발견된 종양특이항원으로 흑색종 뿐 아니라 폐암, 

두경부암, 방광암, 유방암, 난소암, 자궁경부암, 위암, 간암, 식도암, 일부 

백혈병 등 거의 모든 암에서 발현이 되며(Table 2, Bruggen 등, 1991; 

Van den Eynde 등, 1997; Yoshimatsu 등, 1998; Lee 등, 1999; Tahara 

등, 1999; Jungbluth 등, 2000; Chomez 등, 2001; Otte 등, 2001; 

Zambon 등, 2001), 고환이나 태반 이외의 정상조직에서는 발현되지 않

는다(Itoh, 등; Jungbluth 등, 2000). 이러한 MAGE 유전자의 우수한 종

양 특이성을 이용하여 MAGE 유전자의 발현을 암의 진단에 중요한 표지

자로서 이용하려는 연구가 진행되고 있다(Park 등, 2002).

   인간에서 현재까지 56종의 MAGE 유전자가 보고되었으며(Table 3, 

Xiao와 Chen, 2004), melanoma antigen, family A (MAGEA), mela-

noma antigen, family B (MAGEB), melanoma antigen, family C (MAGEC), 

melanoma antigen, family D (MAGED), melanoma antigen, family E 

(MAGEE), melanoma antigen, family H (MAGEH), melanoma anti-
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gen, family I (MAGEI), melanoma antigen, family J (MAGEJ), mela-

noma antigen, family K (MAGEK), melanoma antigen, family L (MAGEL) 

등 많은 아형을 가지고 있다. MAGE 유전자는 3번, 15번, X 염색체에 

존재하며(Fig. 1, Chomez 등, 2001) 크게Ⅰ형과 Ⅱ형으로 나눠지는데 

Ⅰ형은 MAGEA, MAGEB 및 MAGEC이고(Barker와 Salehi, 2002) 나머

지는 Ⅱ형으로 구분되어진다. Ⅰ형은 종양세포에서 발현되고 고환 및 태

반이외의 정상 조직에서는 발현하지 않지만, Ⅱ형은 정상조직에서도 발현

을 한다. Ⅰ형은 X 염색체에 존재하며 위치하고 있는 부위에 따라 

MAGEA (Xq28), MAGEB (Xp21) 및 MAGEC (Xq26-27)로 나누는데

(Chomez 등, 2001), 그 중에서도 MAGEA를 이용한 연구가 많이 되고 

있으며, 현재까지 약 12개의 subtype이 알려져 있다(de Plaen 등, 

1994; Kirkin 등, 1998; Lin 등, 2004). MAGEA subtypes 중 1-4번, 6

번, 10번, 12번 유전자가 여러 악성종양에서 많이 연구되고 있다(Boon 

등, 2000).

   MAGE 유전자는 정상세포에서는 promoter 부위가 메틸화되어 있어 

전사인자가 결합할 수 없어서 비 활성화된 DNA 상태로 존재하지만, 종

양세포에서는 promoter 부위가 비특이적으로 demethylation되면서 활성

화 되는 것으로 추정하고 있을 뿐 그 역할에 대해서는 아직까지 알려진 

바가 거의 없다(Weber 등, 1994; de Smet 등, 1996). 또한, 악성종양 

발생의 어느 단계에서 어떤 신호 전달 체계를 통해서 발현되는지에 대해

서는 확실히 밝혀져 있지 않고 있으나, 정상세포의 창상 치유시에 MAGE

가 나타나고(Becker 등, 1994), 정자형성에 관여하며 세포사멸을 유도하

며(Ohman과 Nordqvist, 2001), cell cycle을 조절하는 것으로 추측되고 

있다(Barker와 Salehi, 2002).

  MAGE 단백질의 domain 구조를 살펴보면 모든 MAGE 단백질은 MAGE 

homology domain (MHD)을 모두 가지고 있다. MHD는 Drosophila와 

Aspergillus와 같은 다른 종에서도 흔히 발현하는데 Caennorhabditis 

elegans에서는 적게 발현한다(Barker와 Salehi,  2002). Type Ⅰ MAGE

는 MHD만 가지고 있지만 Type Ⅱ MAGE는 MHD 뿐만 아니라 MHD2 
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또는 interpersed repeat domain (IRD)을 가지고 있는 것도 있다(Fig. 

2).  

   또한, MAGE 유전자가 활성화되면서 만들어지는 단백질이 세포막에 

발현하게 되면, 특이적인 human leukocyte antigen (HLA) type를 갖는 

cytotoxic T lymphoctye (CTL)는 이것을 항원으로 인식하게 되고, 그 

결과 종양세포는 CTL에 의해서 용해되기 때문에 악성 흑색종을 포함한 

몇몇 종류의 종양을 치료하는데 있어 이들 항원을 이용한 면역치료가 시

도되고 있다(Marchand 등, 1995; Nesstle 등, 1998; Kawakami 등, 

1998). 현재까지 여러 가지 MAGE 유전자의 subtypes가 알려져 있는데 

subtypes에 따라서 그것을 인지할 수 있는 CTL의 HLA types가 다르기 

때문에 면역요법을 고려할 경우에는 먼저 환자의 HLA types와 종양에서 

발현되는 종양특이항원을 알고 있어야 한다(Kirkin 등, 1998). 지금까지 

수없이 많은 MAGE 유전자의 HLA types가 보고되었다(Novellino 등, 2004). 

위와 같이 MAGE 유전자는 임상적으로 종양의 진단 및 면역치료에 응용

되어 많은 연구가 이루어졌지만(Van den Eynde 등, 1997; Marchand 등, 

1999; Park 등, 2002) MAGE 유전자의 발현과 항암제 내성에 관한 연

구는 드물다. 

   암환자의 항암화학요법에 있어서 중요한 문제 중 하나는 항암제에 대

한 약물내성이라고 할 수 있다. 몇 가지의 종양들(non-small cell 폐암, 

대장암)은 처음부터 표준 항암제에 반응하지 않는 일차내성(primary re-

sistance) 또는 자연내성(natural resistance)을 보인다. 반면에 항암제에 

처음에는 효과를 나타내다가 나중에는 항암제가 반응하지 않는 획득내성

(acquired resistance)을 보이는 경우도 있다. 획득내성 중에서 다약물 

내성(multidrug resistance, MDR)이 특히 문제가 되고 있다. MDR이란 

어떤 한 종류의 항암제를 사용하였을 때, 이 약물과 화학적 구조도 다르

고 작용기전도 다른 항암제에 대해서도 내성을 보이는 현상을 말하며 항

암화학요법 치료가 실패하는 가장 중요한 요인이 되고 있다. 중요한 

MDR 기전은 1) 세포막에서 약물의 uptake을 감소 또는 약물의 배출을 

증가시키거나, 2) 표적효소의 질적 양적인 변화, 3) 약물 대사의 변화 4) 
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핵산수복의 증가, 5) apoptosis의 저항 등으로 나눠 볼 수 있다. 이 같은 

내성기전에는 세포막, 세포질, 핵단백질이 관여하며 종양유전자, 종양억

제유전자, transporter, 대사 및 수복효소 등이 있다(Stavrovskaya, 

2000). 그러나 이중에서 가장 광범위하게 관련된 기전은 종양세포의 세

포막 이동의 변화이기 때문에 이러한 내성 기전을 typical MDR 또는 

classical MDR이라고 한다. 이 같은 전형적인 MDR은 주로 암세포내로 

들어온 항암제를 암세포 밖으로 내보내는 세포막 배출펌프의 증가 때문

인 경우가 많다. 이 중에서 항암제 내성과 관련이 있는 대표적인 세포막 

배출펌프로는 P-glycoprotein (Pgp, MDR1) (Riordan과 Ling, 1979) mul-

tidrug resistance-associated protein (MRP) (Cole 등, 1992), breast 

cancer resistance protein (BCRP) (Doyle 등 1998; Maliepaard 등, 

1999) 등이 있다. 이 3가지 단백질은 ATP-binding cassete (ABC) 

transporter에 속한다. 이들 내성단백질은 ABC superfamily에 속한다는 

것을 제외하고는 유전자의 위치, 아미노산서열, 구조, 기질 등에 있어 상

당히 차이가 있다. 이들 단백질의 특이적인 기질의 선택성은 Fig. 3과 같

다. 

   본 연구에서는 항암 화학요법으로 내성기전을 획득한 백혈병 세포에서 

MAGE 유전자의 발현양상을 조사하여 항암제 내성을 획득한 과정에서의 역

할을 살펴보고 나아가 항암제 치료에 내성을 유발하는 기전을 밝히고자 하

였다. 



- 5 -

ⅡⅡⅡⅡ. . . . 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

1. 1. 1. 1. 세포 세포 세포 세포 배양과 배양과 배양과 배양과 항암제 항암제 항암제 항암제 내성세포의 내성세포의 내성세포의 내성세포의 선별선별선별선별

1) 1) 1) 1) 세포 세포 세포 세포 배양  배양  배양  배양  

    급성 골수성 백혈병 세포(AML-2),  신장 세포(HEK 293T), 섬유육종 세

포 (HT-1080), 대장암 세포(Caco-2), 악성 흑색종 세포(DM4), 위암 세포

(SNU-1, -5, -16, -216, -484, -601, -620, -638, -668, 및 -719)를 3

7℃, 5% CO2와 습윤화된 배양기(Sanyo, Osaka, Japan) 내에서 배양하였

다. 배양액은 56℃에서 30 분간 열처리된 fetal bovine serum (FBS, 

GibcoBRL, Gland Island, NY, USA) 10%와 항생제(antibiotic-anti-

mycotic, GibcoBRL)를 함유한 α-MEM (minimum essential medium al-

pha medium, GibcoBRL) 배지를 AML-2 세포에 사용하였으며, DMEM 

(dulbecco's modified eagle medium, GibcoBRL) 배지는 HEK 293T, 

Caco-2 및 DM4 세포에  사용하였고, HT-1080 세포와 위암 세포는 RPMI 

1640 (GibcoBRL) 배지를 사용하였다. 

     매우 낮은 온도(-196℃)에서는 세포내의 모든 대사 작용이 멈추게 되어 

세포가 장기간 살아있는 상태로 유지되어 거의 영구적으로 보관이 가능하다 

(Grout 등 1990). 그러므로 세포의 변형, 오염, 배양기의 고장 등으로 인하

여 세포를 손실하게 되는 경우에 대비해 dimethyl sulfoxide (DMSO, 

Sigma, ST. Louis, MO, USA) 10%, FBS 23.5% 및 배양배지 66.5%를 혼

합한 세포 동결배지와 함께 액체 질소에 보관해 두었다. 필요한 경우, 액체 

질소에 보관되어 있는 동결 용기를 꺼내, 즉시 37℃의 수조에서 충분히 녹

인 후 70% 알코올로 동결 용기의 외부를 소독하였다. DMSO는 세포 성장에 

방해가 되므로 세포 동결 배지 10배의 배양 배지와 함께 원심분리하여 상층

액을 버리고 세포만을 새 배양 배지에 부유하여 배양하였고 6 시간 이후 배

지를 교체해 주었다.  

2) 2) 2) 2) 항암제 항암제 항암제 항암제 내성세포의 내성세포의 내성세포의 내성세포의 선별선별선별선별

     Doxorubicin (Sigma)의 IC50농도(세포의 성장을 50% 억제하는 농도)인
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22.4 ng/㎖를 함유한 배양액에서 백혈병 세포 AML-2 세포를 배양하였다. 

한 농도에서 약물을 3 일간 투여 후 약물을 제거하여 며칠 또는 몇 주 배양

한 후 confluent해지면 약물의 농도를 50%씩 증가시키는 방법으로 선별하

여 IC50농도의 10배 이상 되는 약물이 존재하는 배지에서도 잘 자라는 내성 

아세포 AML-2/DX100을 수립하였다(Choi 등, 1999). 내성 세포를 수립한 

후 안정될 때까지 일주일에 두 번씩 최소 6 개월 이상 계대 배양 후 실험에 

사용하였다.

2. 2. 2. 2. 세포 세포 세포 세포 독성실험독성실험독성실험독성실험

    Cytotoxicity 실험은 살아있는 세포의 미토콘드리아에 존재하는 suc-

cinic dehydrogenase라는 효소가 MTT [3-(4,5-dimethyl-2-yl)-2, 5-di-

phenyl tetrazolium bromide, Sigma]를 환원시켜 formazan을 형성시킬 

수 있음을 근거로 formazan의 농도를 측정함으로써 생존한 세포수를 측

정하는 MTT 방법을 이용하였다(Pieters 등 1988). 대사과정이 정상적인 

암세포는 미토콘드리아의 탈수소 효소작용에 의하여 노란색 수용성 MTT 

tetrazolium을 자주색을 띄는 비수용성의 MTT formazan으로 환원시킨

다. MTT formazan의 흡광도는 540 nm의 파장에서 최대가 되며, 이 파

장에서 측정된 흡광도는 살아있고 대사적으로 왕성한 세포의 농도를 반

영한다.

    96 well microplate (Nunc, Rochester, NY, USA)에 세포를 적절한 농

도로 희석시키고 세포 부유액 90 ㎕씩을 각각 넣었다. 그리고 12 시간 후에 

측정하고자 하는 약물을 10 ㎕씩 넣고 이때 약물대신 phosphate buffered 

saline (PBS)를 넣어 세포의 대조군으로 삼고, 세포 대신 배양액만을 넣어 

blank로 삼았다. 잘 흔든 후 CO2 배양기에서 2일 또는 3일 동안 배양한 후 

모든 well에 5 mg/㎖의 MTT 용액 10 ㎕를 가해주고 다시 37℃, 5% CO2에

서 4-5 시간 더 배양하여 MTT가 환원되도록 하였다. 4-5 시간 후  각 well

에 생성된 formazan 결정을 suspension 세포인 경우에는 0.04 N HCl-iso-

propanol 용액 100 ㎕, monolayer 세포인 경우 상층액 80 ㎕씩 버린 다

음 150 ㎕의 DMSO를 넣고 10 분 동안 shaking해서 생성된 formazan 결정
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을  잘 녹여서 microplate reader (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, 

USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

  세포 독성 작용
항암제를 처치한 의 흡광도

항암제를 처치하지 않은 의 흡광도
%

3. 3. 3. 3. 역전사 역전사 역전사 역전사 중합효소연쇄반응중합효소연쇄반응중합효소연쇄반응중합효소연쇄반응(RT-PCR)(RT-PCR)(RT-PCR)(RT-PCR)

1) 1) 1) 1) 총 총 총 총 RNARNARNARNA의 의 의 의 추출 추출 추출 추출 및 및 및 및 역전사역전사역전사역전사(RT)(RT)(RT)(RT)

     TRIzol 시약 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 이용하여 총 RNA를 

분리 추출하였다. Polypropylene tube에 5×10
5
개의 세포를 침전시킨 후 

TRIzol 1 ㎖을 넣고 5 분 동안 15-30℃에서 반응시킨다. 200 ㎕ chloro-

from을 넣고 15 초 동안 손으로 가볍게 섞어주고 2-3 분 동안 15-30℃에

서 반응시킨다. 4℃에서 13,200 rpm으로 15 분간 원심분리 한 후 상층 액

을 tube에 옮긴다. 500 ㎕ isopropyl alcohol을 넣고 잘 섞어준 다음 10 분 

동안 15-30℃에서 반응시킨다. 4℃에서 13,200 rpm으로 15 분 동안 원심

분리 하고 상층 액을 버리고 75% EtOH를 RNA pellet에 넣고 vortexing하

고 4℃에서 13,200 rpm으로 5 분간 원심분리 한다. 다음 실온에서 pellet를 

건조 시킨 후 0.1% DEPC water에 다시 녹였다. RNA 농도 (1 OD = A260 

unit of single-stranded RNA = 40 ㎍/㎖)는 260 nm에서 측정하였고(DU
R
 

650 spectrophotometer, Beckman, Fullerton, CA, USA), RNA 순도는 

A260 (260 nm 에서의 흡광도)/A280 (280 nm 에서의 흡광도) 비로, RNA 보

존도는 5 ㎍ RNA을 전기 영동하여 확인하였다. 이상에서 사용된 모든 용액

은 제조한 후 하룻밤 동안 37℃에서 방치 후 121℃에서 20 분간 고압 증기 

멸균한 0.1% DEPC water를 가지고 만들었다. First strand cDNA를 1 U/

㎕ RNasin (Promega, Madison, WI, USA), oligo(dT) 450 ng, 40 mM 

Tris-HCl (pH 8.4), 100 mM KCl, 10 mM MgCl2, 1 mM each dNTP, 10 

mM DTT (GibcoBRL) 및 M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen) 

200 U가 함유된 20 ㎕의 용액에서 총 RNA 1 ㎍으로부터 합성하였다.

2) 2) 2) 2) 중합효소 중합효소 중합효소 중합효소 연쇄반응연쇄반응연쇄반응연쇄반응(PCR)(PCR)(PCR)(PCR)

     PCR은 1X PCR 완충액(10 mM Tris-HCl pH 8.3, 50 mM KCl, 1 mM 
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MgCl2, 100 ㎍/㎖ gelatin 및 0.05% Triton X-100)에 25 ng의 RNA로부터 

합성된 cDNA, 각각 10 pM primers, 50 μM dNTP 및 2.5 unit taq DNA 

polymerase (Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA)가 함유된 25 ㎕의 반응

액에서  시행하였다. 정량을 위하여 3.33 μCi ［α-
32

p］dCTP (Amersham 

Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA)를 반응 혼합물에 첨가하였

다. PCR 반응에 사용한 primer와 PCR조건은 Table 4 및 6과 같다. PCR 기

계는 GeneAmp PCR system 2400 (PE Applied Biosystems, Boston, 

MA, USA)을 사용하였다. PCR 산물을 7% 비 변성 polyacrylamide gel 상

에서 100 V에서 2 시간 동안 전기 영동하였다. 전기영동 후 1 시간 30 분 

동안 80℃에서 건조한 후 X-ray 필름에 노출시켜 autoradiography를 시행

하였다. 

4. 4. 4. 4. 실시간 실시간 실시간 실시간 역전사 역전사 역전사 역전사 중합효소연쇄반응중합효소연쇄반응중합효소연쇄반응중합효소연쇄반응(Real-time (Real-time (Real-time (Real-time RT-PCR)RT-PCR)RT-PCR)RT-PCR)

     TRIzol 시약 (Invitrogen)을 이용하여 총 RNA를 분리 추출한 후 유전자

의 발현을 Light cycler 2.0 (Roche)을 이용하여 실시간 중합효소연쇄반

응을 실시하여 정량화하였다. RNA로부터 제조된 4 ㎕의 cDNA에 SYBR 

Green I, Tag polymerase, dNTPs 및 MgCl2 등이 포함된 1OX master 

mix (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)와 각 유전자에 대한 

primer (Table 5 및 7)를 혼합한 다음, 20 ㎕로 실시간 정량적 중합효소

연쇄반응을 수행하였다. 실험적 오차를 줄이기 위해 동일 시료로 실시간 

정량적 중합효소연쇄반응을 반복 시행하였으며 평균값을 구하여 각각의 

mRNA 발현량을 정량화하였다.

5.5.5.5. Western Western Western Western blotblotblotblot 분석분석분석분석 

    세포를 2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 0.1 M DTT 및 

10 ㎍/㎖ leupeptin을 함유한 추출완충액 [1% NP40, 0.5% sodium deox-

ycholate 및 0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS)를 함유한 PBS용액]으로 

용해시킨 후 sonication해서 DNA를 조각냈다. 단백질의 정량은 bovine 

serum albumin (BSA)을 표준으로 이용해서 protein assay kit (Bio-rad, 
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Hercules, CA, USA)를 이용하여 측정했다. Western blot 방법은 Towbin 

등(1979)에 의해 처음 기술된 방법을 이용했다. 세포 총 단백질 50 ㎍을 

0.1% SDS를 함유한 7% (w/v) polyacrylamide gel (PAGE)에서 전기영동

한 후 gel에 존재하는 단백질을 electroblotting 방법으로 nitrocellulose 

(NC) filter에 옮겼다. 비 특이적인 결합을 차단하기 위하여 NC filter를 5% 

탈지분유를 함유한 tris-buffered saline-tween (TBST) 용액에 넣고 실온

에서 1 시간 동안 반응시켰다. 0.05% TBST 용액으로 10 분간 1회, 15 분

간 1회 세척한 후 다시 새로운 TBST 용액에서 5 분간 2회 세척했다. Filter

를 1 차 항체(MRP (Signet, Dedham, MA, USA), 1:1000; FLAG (Sigma), 

1:1000; MAGEA4 (Abgent, San Diego, CA, USA), 1:500)를 함유한 

TBST 용액에 넣고 실온에서 1 시간 동안 방치한 후 위와 같은 방법으로 세

척하였다. 세척한 후 peroxidase표지된 goat anti-rabbit IgG (1:2000)를 

함유한 TBST 완충용액에 filter를 넣고 실온에서 각각 1 시간 동안 방치한 

후 TBST 완충용액으로 15 분간 1회, 5 분간 4회 세척했다. Enhanced 

chemiluminescence (ECL)
 
kit (Amersham)를 이용하여 band들을 가시화

했다. 

6. 6. 6. 6. DNA  DNA  DNA  DNA  chip chip chip chip assayassayassayassay

1) 1) 1) 1) Probe Probe Probe Probe 제작 제작 제작 제작 

    TRIzol 시약 (Invitrogen)을 이용하여 총 RNA를 분리 추출한 후 RNA의 

cDNA 역전사 반응과 Cy labeling 과정의 시약들은 DNA-chip hybrid-

ization kit (Digital Genomics, Seoul, Korea)를 사용하였다. 제작사의 지

시에 따랐으며, 이를 간략히 기술하면 50 ㎍ total RNA에 1.5 ㎍ oilgo (dT) 

primer를 넣고 70℃에서 5 분간 변성시킨 후 얼음에 정치하였고, 역전사 표

지 반응은 1 mM dNTP, 0.4 mM DTT 및 0.15 mM Cy
3
-, Cy

5
-dUTP를 첨

가하고 50 unit AMV reverse transcriptase (Promega)를 사용하여 총 20 

㎕ 반응액으로 cDNA를 labeling 하였다. 역전사 반응 후 Sephacryl S-100

으로 labeling 된 cDNA를 정제하였으며 정제된 cDNA는 EtOH 침전으로 

농축하고 sample 및 control 각 17.5 ㎕ hybridization buffer (6X SSC, 
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0.2% SDS, 5X Denhardt Solution 및 0.1 mg/㎖ salmon sperm DNA)에 

녹인 후 합하여 probe로 사용하였다.

3) 3) 3) 3) HybridizationHybridizationHybridizationHybridization

    cDNA chip은 TwinChip Human-8K (Digital Genomics, Seoul, 

Korea)를 사용하였다. Prehybridization buffer (6X SSC, 0.2% SDS, 5X 

Denhardt solution 및 1 mg/㎖ salmon sperm DNA) 30 ㎕를 cDNA chip

에 넣고 cover glass로 덮은 후 밀봉하여 상온에서 2 시간동안 반응하였다. 

2 X SSC와 0.2X SSC로 cDNA chip을 세척한 다음 원심분리기를 이용하여 

건조시켰다. Labeling된 probe 35 ㎕을 95℃에서 2 분간 정치하여 변성시

킨 후 DNA chip위에 떨어뜨리고 cover glass로 덮었다. DNA chip을 

100% 습도를 유지시킨 chamber안에 넣어 62℃에서 16 시간 동안 hybrid-

ization하였다. Hybridization 후 60℃에서 세척용액(2X SSC 및 0.2X SDS)

으로 각각 30 분씩 2회 세척하였고 상온에서 0.05X SSC에 5 분간 세척한 

후 원심분리로 건조시켰다.

4) 4) 4) 4) Microarray Microarray Microarray Microarray 분석 분석 분석 분석 

    cDNA chip의 판독과 해석은 ScanArray Lite (Perkin-Elmer Life 

Sciences, MA, USA)와 Genepix 3.0 software (Axon instruments, Union 

City, CA, USA)를 이용하였다. Cy
3
와 Cy

5
의 비율이 1이 되도록 프로그램으

로 조절하고, 이를 중앙값 비를 기준으로 발현 증가와 감소를 분석하였다.

7. 7. 7. 7. ConstructionConstructionConstructionConstruction과 과 과 과 transfectiontransfectiontransfectiontransfection

1) Plasmid

  실험에 사용한 vector는 pCMV-Tag 2A, pcDNA6/FLAG 및 pcDN-

A6/Myc-His A vector를 사용하였으며(Fig. 4), construction을 만들기 

위해 사용한 primer는 Table 8, 9 및 10과 같다.

2) PCR product의 gel extraction
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   전기영동된 agarose gel에서 원하는 band를 자른 후 QG buffer 

(Quiagen, Hilden, Germany)를 100 mg당 300 ㎕를 넣은 후 50℃ incubator

에서 10 분 동안 방치한 후 100 ㎕의 isopropanol을 가하여 잘 섞어준

다. QIAquick spin column에 옮긴 후 원심분리하여 상층액을 제거한 후 

PE buffer 750 ㎕를 넣은 후 잘 섞어준 후 원심분리하여 상층액을 제거

한다. Elution buffer 10 ㎕를 넣은 후 DNA를 elution시킨다.

3) 제한효소로 절단 

   Gel extraction 한 후 얻은 DNA를 BamH Ⅰ/Xho Ⅰ또는 Hind Ⅲ

/Xho Ⅰ 제한효소를 이용하여 절단하였다. DNA 10 ㎕, 10X buffer 1 

㎕, BamH Ⅰ 또는 Hind Ⅲ 1 ㎕, Xho Ⅰ 1 ㎕ 및 3차 증류수 8 ㎕를 

넣은 후 37℃에서 overnight 하였다.

3) Ligation

   Vecter 1 ㎕, 2X ligation buffer 5 ㎕, T4 DNA ligase (Takara 

Biotechnology, Tokyo, Japan) 1 ㎕ 및 PCR product 3 ㎕를 넣은 후 25℃

에서 2 시간 반응시켰다. 

4) E. coli transformation

   Ligation된 plasmid DNA를 2-mercaptoethanol로 전 처리한 DH5 al-

pha competent cell (Stratagene, La Jolla, CA, USA)에 transformation

하였다. Competent cell 45 ㎕에 ligation된 plasmid DNA 4 ㎕를 넣은 

후 얼음에 30 분 방치하고 42℃에서 30 초간 heat shock을 하여 plas-

mic DNA가 competent cell 안으로 들어가게 하였다. 그런 다음 얼음에 

2 분간 방치한 후 SOC broth 255 ㎕를 가하여 37℃ shaking incubator

에서 1 시간 배양한 후 kanamycin 또는 ampicillin이 들어있는 LB agar 

plate에 streaking 한 후 37℃ incubator에서 overnight한 후 나타난 각

각의 colony를 LB broth 4 ㎖에 배양하였다.
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5) Plasmid DNA purification

   Plasmid extraction kit (Quiagen)를 이용하여 plasmid를 정제하였

다. 배양된 세포를 원심분리하여 상층액을 제거한 후 pellet에 solution I 

(50 mM glucose, 25 mM Tris-Cl 및 10 mM EDTA pH 8.0)을 250 ul를 

넣어 잘 섞어준 후 solution II (0.2 N NaOH 및 1% SDS) 250 μl를 넣어준 

후 잘 섞어준다. 그런 다음 실온에서 2 분간 방치한 후  solution III (5 M 

potassium acetate 및 glacial acetic acid) 350 ㎕를 가하여 잘 섞어준 후 

얼음에 약 2 분간 방치시킨다. 12,000 g, 4℃에서 15 분간 원심분리 한 후 

상층액을 spin column 에 옮긴다. Washing buffer I [Phenol/chloroform/isoa-

myl alcohol이 25:24:1 (v/v/v)] 350 ㎕ 및 washing buffer  II (ethanol) 350 

㎕를 가하여 씻어준 후 TE buffer (pH 8.0) 50 ㎕에 녹인다.

6) 제한 효소에 의한 확인

  원하는 DNA가 들어갔는지 확인하기 위하여 제한효소를 처리하여 확

인 하였다. DNA 2 ㎕, 10X buffer 1 ㎕, BamH Ⅰ 또는  Hind Ⅲ 0.5 

㎕, Xho Ⅰ 0.5 ㎕, 3차 증류수 6 ㎕를 넣은 후 37 ℃에서  1 시간 반

응하였다.

7) Sequencing

   T3와 T7 forward primers를 사용하였고, automated DNA analyzer 

system (ABI PRISM 3100, PE Applied Biosystems, Boston, MA, 

USA)을 이용하여 염기서열을 분석하였다.    Sequencing kit는 ddNTP에 

형광물질을 lable하는 Big dye terminator cycle sequencing 방식을 이

용하였다. Sequenicng reaction을 위한 PCR reaction은 96℃ 10 초, 

50℃ 5 초, 60℃ 4 분 30 cycles을 시행하였다. PCR product은 PCR 

purification kit (Solgent, Seoul, Korea)을 사용하여 정제하였다.

8) Transient  및 stable transfectant 세포 수립

   Plasmid transfection 하루 전 세포를 trypsin처리하고 세포수를 계
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산해 당일 50-90% 포화 상태에 도달하게 하였다. 무혈청 배지 300 ㎕

에 plasmid DNA 2 μg과 lipofectamine plus reagent (Invitrogen) 15 

㎕를 혼합한 용액과 무혈청 배지 300 ㎕에 lipofectamine (Invitrogen) 

7.5 ㎕에 넣은 용액을 실온에서 15 분간 배양하였다. 희석된 lipofectamine 

reagent와 DNA용액을 섞은 후 실온에서 15 분간 배양하였다. 세포의 

배양액을 transfection media로 교체 후 세포에 DNA-lipofectamine 복

합체를 첨가해 37℃, 5% CO2에 6 시간 배양한 후 2X complete media

를 첨가해 준 후 48 시간동안 배양하였다. Stable한 transfectant를 얻기 

위하여 transient transfection을 한 후 blasticidin S (Invitrogen)로 

selection하여 내성 세포 클론을 얻었다.

8. 8. 8. 8. 유세포 유세포 유세포 유세포 분석술을 분석술을 분석술을 분석술을 이용한 이용한 이용한 이용한 약물축적 약물축적 약물축적 약물축적 실험 실험 실험 실험 

   배양한 세포를 차가운 PBS (pH 7.4)용액으로 세 번 세척한 후 10
5
/

㎖가 되도록 PBS 용액에 부유한 후 형광물질을 넣어 37℃에서 1 시간동

안 방치한 후 유세포 분석기(FACSCailbur, Becton Dickinson, San Jose, 

CA, USA)를 이용하여 분석을 하였다. 이때 laminar sheath flow의 세포내

의 형광물질을 argon ion laser (488 nm)로 여기시켜 rhodamine과 calc-

ein-AM은 585 nm, doxorubicin과 daunorubicin은 585 nm, mitoxantrone

은 650 nm에서 방출되는 빛을 측정하였다.

9. 9. 9. 9. Immunoprecipitation Immunoprecipitation Immunoprecipitation Immunoprecipitation (IP)(IP)(IP)(IP)

    세포를 1 mM PMSF, 1 mM DTT, 10 ㎍/㎖ leupeptin, 10 ㎍/㎖ pep-

statin A 및 10 ㎍/㎖ aprotin 함유한 추출완충액 (50 mM Tris-HCl (pH 

7.4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10% glycerol 및 1% Triton X-100) 

으로 용해시킨 단백질을  4℃에서 2 시간동안 반응시킨 1차 항체가 함유된 

protein G agarose bead (Invitrogen) 또는 anti-FLAG M2 agarose bead 

(Sigma)에  넣어 overnight 한 후 추출 완충액으로 4회 세척한 후 2X sam-

ple loading buffer 35 ㎕를 넣고 95℃에서 5 분간 끓인 후 원심분리한 

후 상층액을 SDS-PAGE에 전기영동 한 후, gel에 존재하는 단백질을 
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electroblotting 방법으로 NC filter에 옮겼다. 비 특이적인 결합을 차단하기 

위하여 NC filter를 5% 탈지분유를 함유한 TBST 용액에 넣고 실온에서 1 

시간 동안 반응시켰다. 0.05% TBST 용액으로 10 분간 1회, 15 분간 1회 

세척한 후 다시 새로운 TBST 용액에서 5 분간 2회 세척했다. Filter를  Pgp 

(1:1000, Santa Cruz), FLAG (1:1000, Sigma) 또는 Myc (1:1000, Sigma) 

1차 항체를 함유한 TBST 용액에 넣고 실온에서 1 시간 동안 방치한 후 위

와 같은 방법으로 세척하였다. 세척한 후 peroxidase가 표지된 goat an-

ti-rabbit IgG (1:2000)를 함유한 TBST 완충용액에 filter를 넣고 실온에서 

각각 1 시간 동안 방치한 후 TBST 완충용액으로 15 분간 1회, 5 분간 4회 

세척했다. ECL kit (Amersham)를 이용하여 band들을 가시화했다. 

10. 10. 10. 10. 면역형광 면역형광 면역형광 면역형광 분석분석분석분석

    5×10
4
개의 세포를 cytospin (Cell spin, Hanil, Seoul, Korea)을 이

용하여 혈청 알부민으로 코팅한 슬라이드 글라스에 붙여 건조하였다. 슬

라이드를 3.7% paraformaldehyde/PBS로 15 분간 고정한 후 1X PBS로 

10 분간 세척하였다. 항체의 투과력을 증가시키기 위해 0.2% Triton 

X-100/PBS (PBST)로 10 분간 반응시켰다. 1X PBS로 10 분간 세척하

고, 항체의 비특이적인 결합을 억제하기 위해 3% BSA/0.1% PBST로 1 

시간 동안 blocking하였다. blocking 용액을 제거한 후 동일한 blocking 

용액에 100배 희석 시킨 anti-FLAG (Sigma) 일차 항체를 처리한 뒤 1 

시간 동안 반응시켰다. 0.1% PBST로 5 분간 3회 세척하고, 2차 항체는 

anti-rabbit IgG rhodamine conjugate (Santa Cruz Biotechnology, CA, 

USA)를 blocking용액에 320배 희석하여 실온에서 1 시간 동안 반응시킨 

후 PBST로 5 분간 3회 세척하였다. 2차 항체 처리시 1 ㎍/㎖의 Hoechest 

33342를 함께 처리하였다. Aqua mount로 mount시킨 후 confocal laser 

scanning microscope (FV1000, Olympus, Tokyo, Japan)을 이용하여 

관찰하였다.

11. 11. 11. 11. 핵핵핵핵, , , , 세포질 세포질 세포질 세포질 및 및 및 및 세포막의 세포막의 세포막의 세포막의 분리분리분리분리
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    세포의 핵, 세포질 및 세포막의 분리는 Subcellular Proteome 

Extraction Kit (Calbiochem, La Jolla, CA, USA)를 이용하여 분리하였

다. 세포를 PBS로 2회 세척한 후 extraction buffer Ⅰ 200 ㎕와 pro-

tease inhibitor cocktail 1 ㎕를 넣은 후 4℃에서 10 분간 반응시킨 후 

1,000 g로 10 분 동안 원심분리 한 후 세포질이 들어있는 상층액을 분

리한 후 남아 있는 pellet에 extraction buffer Ⅱ 200 ㎕와 protease 

inhibitor cocktail 1 ㎕를 넣은 후  4℃에서 30 분간 반응시킨 후 6,000 

g로 10 분 동안 원심분리 한 후 세포막이 들어있는 상층액을 분리하였

다. 남아 있는 pellet에 extraction buffer Ⅲ 100 ㎕에 protease in-

hibitor cocktail 1 ㎕와 benzonase nuclease 0.3 ㎕를 첨가한 후 4℃에

서 10 분간 반응시킨 후 6,800 g로 10 분 동안 원심분리 한 후 핵이 들

어있는 상층액을 분리하였다. 

12. 12. 12. 12. 형광탐식자를 형광탐식자를 형광탐식자를 형광탐식자를 이용한 이용한 이용한 이용한 반응성 반응성 반응성 반응성 산소종의 산소종의 산소종의 산소종의 측정측정측정측정

      반응성 산소종 생성은 형광탐식자인 2',7'-dichlorodihydrofluoresce-

in-diacetate (DCFH-DA)를 이용하였다. DCFH-DA는 세포막을 쉽게 통과

할 수 있으며 세포내의 esterase에 의해 비형광인 DCFH로 전환되며 반응

성 산소종의 존재시 산화되어 형광인 DCF로 전환되는 원리를 이용하여 반

응성 산소종의 생성을 측정한다(LeBel 등, 1992). 1×10
5 
개의 세포를 함유

한 200 ㎕의 PBS를 96 well plate에 넣고 DCFH-DA가 1 μM이 되도록 시

료와 함께 넣고 혼합하여 37℃에서 4 시간 동안 반응시킨 후 excitation 파

장 485 nm와 emission 파장 530 nm에서 형광분석기(LS-55, Perkin-Elmer, 

CT, USA) 에서 형광 강도를 측정하였다.

13. 13. 13. 13. 통계처리통계처리통계처리통계처리

    실험 결과는 평균±표준편차 형태로 나타내며 두 그룹간의 통계적인 

분석은 Student's t-test 방법을 이용하였다. P < 0.05인 경우 통계적인 

유의성이 있는 것으로 간주하였다.
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ⅢⅢⅢⅢ . . . . 결 결 결 결 과 과 과 과 

1. 1. 1. 1. 항암제 항암제 항암제 항암제 내성세포의 내성세포의 내성세포의 내성세포의 선별 선별 선별 선별 및 및 및 및 내성기전의 내성기전의 내성기전의 내성기전의 규명규명규명규명

    급성 골수성 백혈병 세포인 AML-2 세포에 doxorubicin IC50농도(22.4 

ng/㎖)를 투여하여 단계적으로 농도를 증가시켜 100 ng/㎖가 된 후 6개월

간 계대 배양하여 doxorubicin 내성세포인 AML-2/DX100 세포를 얻었다. 

3일 MTT assay를 시행하여 항암제에 대한 감수성 검사한 결과 AML-2/DX100 

세포는 항암제 doxorubicin에 대한 IC50농도가 419.2  ng/㎖로 약물감수성

세포인 AML-2/WT 세포의 IC50농도인 22.8 ng/㎖와 비교시 18.4배의 내성

을 보였다(Fig. 5). 

   내성기전을 규명하기 위해서 다른 항암제에 대한 교차내성을 측정한 결과 

다약물 내성 표현형을 보였으며(자료 미제시), RT-PCR과 Western blot 방

법을 이용하여 mRNA와 단백질의 발현을 각각 측정한 결과 AML-2/DX100 

세포는 MRP가 과발현되어 있었다(Fig. 6).

2. 2. 2. 2. AML-2/DX100 AML-2/DX100 AML-2/DX100 AML-2/DX100 세포에서 세포에서 세포에서 세포에서 MAGEMAGEMAGEMAGE의 의 의 의 발현발현발현발현

    cDNA microarray를 이용하여 MAGE 유전자 발현을 조사한 결과 

AML-2/DX100 세포는 AML-2/WT 세포와 비교시 melanoma antigen인 

MAGEA4 유전자가 221배, MAGEA2 123배, MAGEA6 18배, MAGEA9  11

배, MAGEB2 7배, MAGEA1 3.8배 및 MAGEA12  1.2배  순으로 증가하였

다(Table 11). 가장 많이 증가한 MAGEA4 유전자를 RT-PCR, real-time 

RT-PCR 및 Western blot 방법을 이용하여 재확인한 결과 AML-2/WT에 비

해 현저히 증가되어 있었다(Fig. 7).  

3. 3. 3. 3. MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 의 의 의 의 시간별 시간별 시간별 시간별 발현량발현량발현량발현량

   MAGEA4가 발현된 세포를 만들기 위해 HEK 293T 세포에 MAGEA4를 

transfection 시킨 후 24 시간에서 96 시간까지 24시간 간격으로 MAGEA4의 

발현량을 조사하였는데 48 시간에서 최대의 발현을 보였으며 48 시간 이후에

는 발현이 감소되다가 96 시간에는 거의 발현을 하지 않았다(Fig. 8). 
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4. 4. 4. 4. MAGEA4MAGEA4MAGEA4MAGEA4의  의  의  의  발현과 발현과 발현과 발현과 항암제 항암제 항암제 항암제 내성과의 내성과의 내성과의 내성과의 관계 관계 관계 관계 

    MAGEA4의 발현이 항암제 내성과 관계가 있는지를 조사하기 위하여 HEK 

293T 세포에 MAGEA4를 transfection 시킨 후 24시간 후에  MDR 기질인  

doxorubicin, daunorubicin 및 mitoxantrone을 처치하고, non-MDR 기질인 

5-FU와 cisplatin을 2일 동안 처치한 후 MTT 방법을 이용하여 세포독성을 

조사하였다. MDR 기질인 doxorubicin과 daunorubicin을 처치하였을 때는 

IC50농도를 기준으로 각각 1.5 배, 2.3배의 내성을 보였으나 mitoxantrone

에는 내성을 보이지 않았다(Fig. 9). Non-MDR 기질인 5-FU와 cisplatin에

는 내성을 보이지 않았다(Fig. 10)

5.  5.  5.  5.  MAGEA4MAGEA4MAGEA4MAGEA4의 의 의 의 발현과  발현과  발현과  발현과  약물 약물 약물 약물 배출 배출 배출 배출 효과효과효과효과

    MAGEA4가 약물 배출 기능이 있는지 알아보기 위하여 HEK 293T 세포에 

MAGEA4를 transfection 시킨 후 48시간 후에 형광물질이면서 MDR 기질인 

doxorubicin, daunorubicin, rhodamine123, mitoxantrone 및 calcein-AM

을 처치한 후 1시간 후 유세포 분석술을 이용하여 각각의 형광량을 조사하였

다. 그 결과 MAGEA4가 doxorubicin, daunorubicin 및 rhodamine123의 형

광량을 각각 23%, 17% 및 21% 감소시켰고, mitoxantrone은 7%정도의 형광

량을 감소시켰으나 통계적 의의는 없었다. 그러나 calcein-AM은 오히려 형광

량이 증가하였다(Fig. 11). MAGEA4의 발현이 여러 MDR 기질들을 배출한

다는 것이 관찰되었는데 대표적인 세포막 배출펌프로 알려진 Pgp, MRP, 

BCRP와 관련이 있는지 알아보기 위하여 Pgp inhibitors인 PSC833과 fla-

vonoid (3,6,3‘,4’-tetramethoxyflavone, TMF), MRP inhibitor인 probene-

cid, BCRP inhibitor인 novobiocin 및 adenosine triphosphate (ATP)를 고

갈시키는 약물인 cyanide를 doxorubicin을 함께 처치한 후 1 시간 후 

유세포 분석술을 이용하여 doxorubicin 형광량을 관찰하였다. PSC833

과 TMF를 처치한 군과 cyanide를 처치한 군에서 doxorubicin 형광량이 

증가하였고 probenecid와 novobiocin을 처치한 군에서는 형광량의 변화

가 없었다(Fig. 12).



- 18 -

6. 6. 6. 6. MAGEA4MAGEA4MAGEA4MAGEA4의 의 의 의 발현과  발현과  발현과  발현과  PgpPgpPgpPgp와의 와의 와의 와의 관계 관계 관계 관계  

   Pgp inhibitor를 처치한 군에서만 doxorubicin 형광량이 증가하여 MAGEA4

가 Pgp의 발현을 조절하는지 살펴보기 위하여 HEK 293T 세포에 MAGEA4

를 transfection 시킨 후 48시간 후에 IP를 이용하여 Pgp의 발현량을 조사

하였는데 MAGEA4가 Pgp의 발현에는 영향을 주지 않았다(Fig. 14). 또

한, MAGEA4가 Pgp와 결합하는지를 조사하기 위하여 Pgp를 발현하고 

있다는 알려져 있는 Caco-2 세포에 MAGEA4를 48 시간동안 transfection 

한 후 Pgp와의 결합을 조사하였는데 MAGEA4와 Pgp는 결합하지 않았

다(Fig. 14). 

7. 7. 7. 7. MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 stable stable stable stable 세포에서  세포에서  세포에서  세포에서  약물 약물 약물 약물 배출 배출 배출 배출 효과효과효과효과

    HT-1080 세포에 MAGEA4를 과발현하는 2개의 stable 세포(HT-1080/

MAGEA4C1 및 /MAGEA4C2)를 만든 다음 MAGEA4의 발현과 약물 배출 효

과를 조사하였다. 2개의 stable 세포에서 MAGEA4가  과발현 되어 있었으며, 

이들 세포에 doxorubicin을 처치한 후 유세포 분석술을 이용하여 doxorubicin 

형광량을 측정하였을 때 HT-1080/MAGEAC1와 HT-1080/MAGEA4C2에서 

각각 24% 및  37% 감소하였다(Fig. 15).  

    HT-1080/MAGEA4C2 stable 세포에서 약물 배출 효과를 알아보기 위하

여 MDR 기질인 doxorubicin, daunorubicin, rhodamine123, mitoxantrone, 

및 calcein-AM을 처치한 후 1시간 후에 유세포 분석술을 이용하여 각각의 형

광량을 조사하였다. 이 세포에서 doxorubicin, daunorubicin, rhodamine123, 

mitoxantrone 및 calcein-AM의 형광량이 각각 24%, 15%, 22%, 22% 및 8% 

감소하였다(Fig. 16).   

8. 8. 8. 8. 위암 위암 위암 위암 세포와 세포와 세포와 세포와 악성 악성 악성 악성 흑색종 흑색종 흑색종 흑색종 세포에서 세포에서 세포에서 세포에서 MAGEA4MAGEA4MAGEA4MAGEA4의 의 의 의 발현 발현 발현 발현 

   10종의 위암 세포(SNU-1, -5, -16, -216, -484, -601, -620, 

-638, -668 및 -719)와 2종의 악성 흑색종 세포(DX3 및 DM4)에서 

MAGEA4 mRNA의 발현을 조사하였을 때 위암 세포에서는 SNU-216과

SNU-484세포를 제외한 다른 세포에서는 MAGEA4가 발현하지 않았으
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나, 2종의 악성 흑색종 세포에서는 MAGEA4가 과발현 되어 있었다(Fig. 

17).    

9. 9. 9. 9. MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 siRNAsiRNAsiRNAsiRNA에 에 에 에 의한 의한 의한 의한 약물 약물 약물 약물 배출 배출 배출 배출 효과효과효과효과

   MAGEA4를 과발현하고 있는 AML-2/DX100, SNU-484 및 DM4 세

포에 MAGEA4 siRNA를 transfection 한 후 MAGEA4 발현량과 약물 

배출 효과를 조사하였다. MAGEA4 mRNA의 발현량은 AML-2/DX100 

세포는 20 nM, SNU-484와 DM4 세포는 각각 100 nM의 siRNA 농도

에서 최대의 감소효과를 보였으며, 최대 감소 효과를 보인 농도에서 

MAGEA4 단백질은 거의 발현하지 않았다(Fig. 18, 19, 21). 

  MAGEA4 siRNA를 transfection 시킨 후 doxorubicin을 1시간 동안 

처치한 후 유세포 분석술을 이용하여 doxorubicin 형광량을 측정하였다.  

siRNA을 transfection 한 AML-2/DX100, SNU-484 및 DM4 세포에서 

doxorubicin 형광량이 각각 14%, 26% 및 29% 증가하였다(Fig. 18, 19, 

21). 또한, SNU-484세포에 MAGEA4 siRNA를 24시간 동안 transfection 

시킨 후 doxorubicin을 2일 동안 처치한 후 MTT 방법을 이용하여 세포독

성을 조사하였을 때  IC50농도를 기준으로 1.3 배의 감수성을 보였다(Fig. 

20).

10. 10. 10. 10. PSC833PSC833PSC833PSC833에 에 에 에 의한 의한 의한 의한 약물 약물 약물 약물 배출 배출 배출 배출 효과효과효과효과

    AML-2/DX100, SNU-484 및 DM4 세포에 Pgp inhibitor인 PSC833

을 doxorubin과 함께 1시간 동안 처치한 후 유세포 분석술을 이용하여 

doxorubicin 형광량을 측정하였다. PSC833을 doxorubicin과 함께 처치

한 군의 doxorubicin 형광량을 PSC833을 처리하지 않았을 때와 비교하

였을 때 AML-2/DX100, SNU-484 및 DM4 세포에서 각각 58%, 72%

및 43% 증가하였다(Fig. 22).

11.  11.  11.  11.  Doxorubicin Doxorubicin Doxorubicin Doxorubicin 내성 내성 내성 내성 세포에서 세포에서 세포에서 세포에서 MAGEA4MAGEA4MAGEA4MAGEA4의 의 의 의 발현발현발현발현

    백혈병 내성세포인 AML-2/DX100 세포에서 MAGEA4가 과발현 되
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어 있었는데 doxorubicin으로 내성이 길러진 다른 백혈병 내성세포

(AML-2/DX250, /DX500, /DX1000 및 HL-60/ADR) 및 폐암세포

(SKMES-1/DX1000)에서 MAGEA4 mRNA의 발현을 조사하였는데 다른 

모든 doxorubin 내성세포들에서 MAGEA4의 발현이 증가하지는 않았다

(Fig. 23). 그리고 10종의 위암 세포에서 MAGEA4 mRNA 발현량과 

doxorubicin에 대한 IC50농도와의 상관성은 보이지 않았다(Fig. 24). 

12. 12. 12. 12. MAGEA4MAGEA4MAGEA4MAGEA4의 의 의 의 세포 세포 세포 세포 내 내 내 내 분포분포분포분포

     MAGEA4의 세포내에서의 분포를 알아보기 위해서 HEK 293T 세포에 

MAGEA4를 transfection 시킨 후 48시간 후에 면역형광염색법을 이용하여 

MAGEA4의 세포내 분포를 조사하였을 때 주로 세포막에 위치하는 것을 관찰

할 수 있었다(Fig. 25). 세포막에 존재하는 MAGEA4가  transporter로 작용

할 수 있는지 알아보기 위하여 단백질 구조를 예측하는 사이트(http://www.

predictprotein.org/)에서 MAGEA4의 단백질 구조를 살펴본 결과 transme-

mbrane 구조를 가질 수 있음을 확인하였다(Fig. 26).

13. 13. 13. 13. MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 deletion deletion deletion deletion mutantsmutantsmutantsmutants의 의 의 의 발현과  발현과  발현과  발현과  세포내 세포내 세포내 세포내 분포 분포 분포 분포 

     MAGEA4의 아미노산 서열 중 어느 위치가 MDR 기질을 배출하는 효과가 

있는지 알아보기 위하여 Fig. 27과 같이 deletion mutants를 디자인하였다.  

ΔC는 C-terminal deletion을 의미하며 ΔN는 N-terminal deletion을 의

미한다. HEK 293T 세포에 deletion mutants를 transfection 시킨 후 48

시간 후에 발현과 세포내 분포를 조사하였다. ΔN1-232를 제외한 나머지 

1-317,  ΔC233-317, ΔC110-317 및 ΔN1-109 mutants는 발현을 하

였다(Fig. 28). 면역형광 염색법을 이용하여 deletion mutants의 세포내 분

포를 살펴보았는데 ΔN1-232를 제외한 나머지 1-317, ΔC233-317, Δ

C110-317 및 ΔN1-109 mutants가 세포막에 위치하고 있었다(Fig. 29). 

또한, deletion mutants를 transfection 시킨 후 48시간 후에 핵, 세포질 

및 세포막을 분리하여 세포내 발현을 조사하였다. 1-317은 핵, 세포질 

및 세포막 모두에 존재하고 있었으며 나머지 mutants인 ΔC233-317, Δ
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C110-317 및 ΔN1-109는 세포질과 세포막에 존재하였으나 ΔN1-232는 

발현하지 않았다(Fig. 30). 

14. 14. 14. 14. MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 deletion deletion deletion deletion mutantsmutantsmutantsmutants의 의 의 의 약물 약물 약물 약물 배출 배출 배출 배출 효과효과효과효과

   MAGEA4 deletion mutants의 약물 배출 기능을 살펴보기 위하여 각 

mutants를 HEK 293T 세포에 transfection 시킨 후 48시간 후에 doxorubicin

을 1 시간 동안 처치한 후 유세포 분석술을 이용하여 doxorubicin 형광량을 조

사하였다. 1-317, ΔC233-317, ΔC110-317 및 ΔN1-109 mutants가 

doxorubicin 형광을 각각 29%, 17%, 22% 및 19% 감소시켰으나, 발현

되지 않는 ΔN1-232 mutant에서는 형광의 변화가 없었다(Fig. 31). 

15. 15. 15. 15. MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 deletion deletion deletion deletion mutantsmutantsmutantsmutants의 의 의 의 dimer dimer dimer dimer 형성 형성 형성 형성 

     MAGEA4가 세포내에서 oliogomer 구조를 형성하는지 알아보기 위하여, 

HEK 293T 세포에 MAGEA4를 transfection 시킨 후 48시간 후에 DTT를 포

함하고 있는 않는 추출 완충액으로 추출한 단백질을  DTT를 처치한 후 상온

에서 30 분 동안 반응시킨 후  전기영동하여 DTT를 처치하지 않은 단백질과

의 밴드 패턴을  비교하였다. DTT를 처치한 곳에서는 MAGEA4 단백질의 

monomer만 존재하였지만 처치하지 않은 곳에서는 monomer와 dimer가 동

시에 존재하였다(Fig. 32). 그리고 MAGEA4 아미노산 서열 중 어느 위치가 

dimer 구조를 이루는지 알아보기 위하여 FLAG로 tagging 된 MAGEA4와 

Myc으로 tagging 된 MAGEA4 deletion mutants를 HEK 293T 세포에 

cotransfection 시킨 후 48시간 후에 IP를 이용하여 조사하였다. Deletion 

mutant 1-317, ΔC233-317, ΔC110-317 및 ΔN1-109는 MAGEA4와 

dimer를 이뤘지만 ΔN1-232는 밴드가 보이지 않았다(Fig. 33). 

16. 16. 16. 16. MAGEA4MAGEA4MAGEA4MAGEA4의 의 의 의 발현과 발현과 발현과 발현과 반응성 반응성 반응성 반응성 산소종과의 산소종과의 산소종과의 산소종과의 관계 관계 관계 관계 

     MAGEA4의 발현이 반응성 산소종과의 관계를 조사하기 위하여 HEK 

293T 세포에 transfection 시킨 후 24시간 후에 hydrogen peroxide를 2일 

동안 처치한 후 MTT 방법을 이용하여 세포독성을 조사하였는데 IC50농도를 
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기준으로 1.3 배의 내성을 보였다(Fig. 34). 또한, HEK 293T 세포에 

MAGEA4를 transfection 시킨 후 48시간 후에 oxidative stress를 유발하는 

hydrogen peroxide를 처치한 후 DCFH-DA를 이용하여 반응성 산소종을 측

정하였는데 MAGEA4가 반응성 산소종 생성을 억제하는 것을 관찰할 수 있었

다(Fig. 35).

17. 17. 17. 17. AML-2/ AML-2/ AML-2/ AML-2/ WT WT WT WT 세포에서  세포에서  세포에서  세포에서  5AC5AC5AC5AC와 와 와 와 TSATSATSATSA에 에 에 에 의한 의한 의한 의한 MAGEA4MAGEA4MAGEA4MAGEA4의 의 의 의 발현발현발현발현

     AML-2/DX100 세포에서 MAGEA4의 발현이 DNA methylation과 

histone deacetylation에 의한 것인지를 조사하기 위하여 DNA methyltransferase 

(DNMT) inhibitor인 5-aza-2’-deoxcytidine (5AC)와 histone deacetylase 

(HDAC) inhibitor인 trichostatin A (TSA)을 각각 또는 동시에 처치한 후 

MAGEA4의 변화를 관찰하였다. 그 결과 5AC에 의해 MAGEA4의 발현이 

증가되었으며, TSA에 의해서는 변화가 없었고, 동시 투여시에도 TSA가 

5AC의 효과에 변화를 초래하지 않았다(Fig. 36).
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Table Table Table Table 1. 1. 1. 1. Current Current Current Current list list list list of of of of CT CT CT CT genes: genes: genes: genes: 44 44 44 44 CT CT CT CT gene gene gene gene families families families families and and and and 89 89 89 89 

individual individual individual individual genes genes genes genes or or or or isoformsisoformsisoformsisoforms

Transcript/

Transcript 

family

CT 

Identifier
Family Members/CT Identifier

MAGEA CT1

MAGEA1/CT1.1, MAGEA2/CT1.2, MAGEA3/CT1.3,

MAGEA4/CT1.4,MAGEA5/CT1.5, MAGEA6/CT1.6, 

MAGEA7/CT1.7, MAGEA8/CT1.8, MAGEA9/CT1.9,

MAGEA10/CT1.10,MAGEA11/CT1.11, MAGEA12/CT1.12

BAGE CT2
BAGE/CT2.1, BAGE2/CT2.2, BAGE3/CT3.3, 

BAGE4/CT2.4, BAGE5/CT2.5

MAGEB CT3
MAGEB1/CT3.1, MAGEB2/CT3.2, 

MAGEB5/CT3.3, MAGEB6/CT3.4

GAGE1 CT4
GAGE1/CT4.1, GAGE2/CT4.2, GAGE3/CT4.3, GAGE4/CT4.4,

GAGE5/CT4.5, GAGE6/CT4.6, GAGE7/CT4.7, GAGE8/CT4.8

SSX CT5
SSX1/CT5.1, SSX2/CT5.2a, SSX2/CT5.2b, SSX3/CT5.3, 

SSX4/CT5.4

NY-ESO-1 CT6 NY-ESO-1/CT6.1, LAGE-1a/CT6.2a, LAGE-1b/CT6.2b

MAGEC1 CT7 MAGEC1/CT7.1, MAGEC3/CT7.2

SYCP1 CT8 SYCP1/CT8

BRDT CT9 BRDT/CT9

MAGEE1  CT10 MAGEE1/CT10

CTp11/SPANX  CT11
SPANXA1/CT11.1, SPANXB1/CT11.2, SPANXC/CT11.3,

SPANXD/CT11.4

XAGE-1/GAGED  CT12

XAGE-1a/CT12.1a, XAGE-1b/CT12.1b, XAGE-1c/CT12.1c,

XAGE-1d/CT12.1d,XAGE-2/CT12.2, XAGE-3a/CT12.3a, 

XAGE-3b/CT12.3b, XAGE-4/CT12.4

HAGE  CT13 HAGE/CT13

SAGE  CT14 SAGE/CT14

ADAM2  CT15 ADAM2/CT15

PAGE-5  CT16 PAGE-5/CT16.1, CT16.2

LIP1  CT17 LIP1/CT17

NA88  CT18 NA88/CT12

IL13TA1  CT19 IL13RA1/CT19

TSP50  CT20 TSP50/CT20

CTAGE-1  CT21 CTAGE-1/CT21.1, CTAGE-2/CT21.2

SPA17  CT22 SPA17/CT22

OY-TES-1  CT23 OY-TES-1/CT23

CSAGE  CT24 CSAGE/CT24.1,TRAG3/CT24.2

MMA1/DSCR8  CT25 MMA-1a/CT25.1a, MMA-1b/CT25.1b

CAGE  CT26 CAGE/CT26

BORIS  CT27 BORIS/CT27

HOM-TES-85  CT28 HOM-TES-85/CT28
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AF15q14/D40  CT29 D40/CT29

E2F-like/hca661  CT30 HCA661/CT30

PLU-1  CT31 PLU-1/CT31

LDHC  CT32 LDHC/CT32

MORC  CT33 MORC/CT33

SGY-1  CT34 SGY-1/CT34

SPO11  CT35 SPO11/CT35

TPX1  CT36 TPX-1/CT36

NY-SAR-35  CT37 NY-SAR35/CT37

FTHL17  CT38 FTHL17/CT38

NXF2  CT39 NXF2/CT39

TAF7L  CT40 TAF7L/CT40

TDRD1  CT41 TDRD1/CT41.1, NY-CO-45/CT41.2

TEX15  CT42 TEX15/CT42

FATE  CT43 FATE/CT43

TPTE  CT44 TPTE/CT44
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Table Table Table Table 2. 2. 2. 2. Tumor Tumor Tumor Tumor types types types types expressing expressing expressing expressing MAGEMAGEMAGEMAGE    genesgenesgenesgenes

Tumor type
No. of

specimens

No. of specimens expressing gene 

(percentage) Reference

M1 M2 M3 M4 M6 M12

Bladder 57 12(21) 17(30) 20(35) 19(33) - - Patard 등, 1995 

Breast 28 3(11) 1(4) 1(4) 0(0) - - Russo 등, 1995

Breast 49 15(31) - 12(24) - - - Fujie 등, 1997 

Colorectal 54 16(30) 15(28) 11(20) - - - Mori 등, 1996 

Gastric 68 28(41) 21(31) 26(38) - - - Inoue 등, 1995

Gastric 38 11(29) - - - - - Katano 등, 1997 

Glioma 21 8(38) - 7(33) - - - Chi 등, 1997 

Glioma 14 12(86) - - 5(36) - - Kuramoto, 1997

Non-glioma 14 3(21) - - 1(7) - -

Head and neck-

squamous
83 27(33) 34(41) 36(43) 22(27) 35(42) - Eura 등, 1995 

Head and neck-

non-squamous
12 3(25) 5(42) 4(33) 1(8) 4(33) - Lee 등, 1996 

Hepatocellular 20 16(86) - - - - - Yamashita 등, 1996 

Leukaemia - Shichijo 등, 1995a

  T 21 12(57) - * * * - *non-specific primers 

  B 8 1(13) - * * * -
amplified M1,M3,M4 or

M6

Myelomonocytic 16 0(0) - * * * -

Lung 53 6(11) 7(13) 20(38) 7(13) - - Shichijo 등, 1995

Lung 46 16(35) - - - - - Weynants 등, 1994

Lung 53 6(11) - 5(9) 6(11) 4(13) - Sakata 등, 1996 

Maxillary 18 9(50) 8(44) 9(50) - - - Eura 등, 1995 

Melanoma-primary 100 16(16) 41(41) 36(36) 11(11) - - Brasseur 등, 1995

          -metastasis 145 70(48) 102(70) 110(76) 32(22) - -

Ocular Melanoma- - Mulcahy 등, 1996

  primary 27 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) - -

  metastasis 26 1(4) 0(0) 0(0) 0(0) - -

Neuroblastoma 73 13(18) - 41(73) - - - Corrias 등, 1996

Oesolhagus-primary 65 12(18) 17(26) 1(2) 5(8) - - Toh 등, 1995 

           -metastasis 11 5(45) 2(18) 0 0 - -

Oesophagus 42 26(62) 18(43) 24(57) - - - Inoue 등, 1995 

Oesophagus 49 26(53) 24(49) 23(47) 35(49) - - Quillien 등, 1997

Osteosarcoma 8 5(63) 6(75) 5(63) 1(13) 5(63) - Sudo 등, 1997 

Ovary 58 12(21) 5(9) 11(19) 4(7) - - Yamada 등, 1995 

Ovary -normal 16 1(6) 0(0) 1(6) 0(0) - - Gillespie 등, 1998

      -benign 25 21(44) 1(4) 0(0) 0(0) - -

      -malignant 27 15(56) 1(4) 0(0) 1(4) - -

       -metastases 6 2(33) 0(0) 0(0) 0(0) - -



- 26 -

Table Table Table Table 3. 3. 3. 3. The The The The MAGEMAGEMAGEMAGE    family family family family genesgenesgenesgenes

Subtype Gene name Access number
Expression 

status
Length of amino 

acids

MAGEA MAGEA1 JC2358 T 280

MAGEA2 AAH13098 T 314

MAGEA3 AAH00340 T 314

MAGEA4 BAA06841 T 317

MAGEA5 NP_064402 T 320

MAGEA6 AAA68875 T 314

MAGEA7 NP_064677 P 80

MAGEA8 AAH02455 T 318

MAGEA9 P43362 T 315

MAGEA10 AAA68869 T 369

MAGEA11 P43364 T 319

MAGEA12 AAF44789 T 314

MAGEA13 U71148 P -

MAGEA14 NT_011534.1 P -

MAGEA15 NT_025309.1 P -

MAGEB MAGEB1 AAC23616 T 347

MAGEB2 AAC23617 T 319

MAGEB3 AAC23618 T 346

MAGEB4 AAC23619 T 346

MAGEB5 Q9BZ81 T 111

MAGEB6 Q8N7X4 T 407

MAGEB7 AC005297.1 P -

MAGEB8 AC005297.1 P -

MAGEB9 AC005297.1 P -

MAGEB10 AC011693.5 T 348

MAGEB11 AC011693.5 P -

MAGEB12 AC011693.5 P -

MAGEB13 AC011693.5 P -

MAGEB14 NT_025279.3 P -

MAGEB15 NT_011752.1 P -

MAGEB16 NT_025279.3 T 320

MAGEB17 NT_011766.3 T 203

MAGEC MAGEC1 NP_005453 T  1142

MAGEC2 NP_057333 T 373

MAGEC3 AAK00358 T 346

MAGEC4 AL023279.1 T 115

MAGEC5 NT_025337.2 P -

MAGEC6 NT_025337.2 P -

MAGEC7 NT_025337.2 P -
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MAGED MAGED1 AAG09704 N 778

MAGED2 CAB10841 N 606

MAGED3 Q12816 N  1387

MAGED4 Q96JG8 N 741

MAGEE MAGEE1 Q96JG8 N 741

MAGEE2  - N -

MAGEE3 NP_032879 N 424

MAGEF MAGEF1 NP_071432 N 307

MAGEG MAGEG1 AAG38607
 

N 100

MAGEH MAGEH1 AAG38608 N 219

MAGEI MAGEI1 NT_011638.3 P -

MAGEI2 NT_011638.3 P -

MAGEJ MAGEJ1 NT_011577 P -

MAGEK MAGEK1 Z81311 P -

MAGEL2 MAGEL2 NP_061939 N 529

Necdin Necdin XM_007686 N 321

Restin Restin (Apr-1) NP_054780 N 219

T: Only expressed in tumor cells or germ cells. P: Pseudogene; N: 

Expressed in normal cells. -: Unknown.
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Table Table Table Table 4. 4. 4. 4. PCR PCR PCR PCR primers primers primers primers 

Gene S&AS
a

Nucleotide sequences
Sequences 

region

Length of 

PCR

 products

References
b

MRP

S 5'-GACGGGAGCTGGGAAGTC-3' 4180-4197 

389 bp
Cole 등, 

1992
AS 5'-CCGTGGCCTCATCCAACA-3' 4551-4568 

MAGEA4

S 5'-AAGGACTCTGCGTCAGGC-3' 89-106

446 bp
Tajima 등,

 2003
AS 5'-GAGCAGACAGGCCAACCG-3' 517-534

β-actin

S 5'-GACTATGACTTAGTTGCGTTA-3' 1912-1932

501 bp

Nakajimali-

jima 등, 

1985AS 5'-GTTGAACTCTCTACATACTTCCG-3' 2392-2412

MRP, multidrug resistance-associated protein

MAGEA4, melanoma antigen, family A 4

β-actin, PCR control (house keeping gene).

a
Sense and antisense.

b
References for gene sequences 

Table Table Table Table 5. 5. 5. 5. PCR PCR PCR PCR primers primers primers primers for for for for real-time real-time real-time real-time PCRPCRPCRPCR

Gene S&AS Nucleotide sequences
Sequences 

region

Length of 

PCR

 products

References

MAGEA4

S 5'-AAGGACTCTGCGTCAGGC-3' 89-106

446 bp
Tajima 등, 

 2003
AS 5'-GAGCAGACAGGCCAACCG-3' 517-534

β-actin

S 5'-GACTATGACTTAGTTGCGTTA-3' 1912-1932

501 bp
Nakajimaliji-

ma 등, 1985
AS 5'-GTTGAACTCTCTACATACTTCCG-3' 2392-2412
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Table Table Table Table 6. 6. 6. 6. PCR PCR PCR PCR conditionsconditionsconditionsconditions

Gene  Cycles Hot start Denaturation Annealing Extension

MRP 22 

94℃, 

12 min

94℃,

30 sec

53℃, 30 sec

72℃,

 1 min
MAGEA4 22 70℃, 30 sec

β-actin 18 53℃, 30 sec

Table Table Table Table 7. 7. 7. 7. Real-time Real-time Real-time Real-time PCR PCR PCR PCR conditionsconditionsconditionsconditions

Gene  Cycles Hot start Denaturation Annealing Extension Melting

MAGEA4 45
95℃, 

10 min

95℃,

15 sec

57℃, 5 sec 72℃, 8 sec
65℃, 

15 sec 
β-actin 40 55℃, 5 sec 72℃, 18 sec
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Table Table Table Table 8. 8. 8. 8. PCR PCR PCR PCR primers primers primers primers for for for for pCMV-Tag2AMAGEA4 pCMV-Tag2AMAGEA4 pCMV-Tag2AMAGEA4 pCMV-Tag2AMAGEA4 constructionconstructionconstructionconstruction

Table Table Table Table 9. 9. 9. 9. PCR PCR PCR PCR primers primers primers primers for for for for pcDNA6/FLAGMAGEA4 pcDNA6/FLAGMAGEA4 pcDNA6/FLAGMAGEA4 pcDNA6/FLAGMAGEA4 constructionconstructionconstructionconstruction

Construction S&AS Nucleotide sequences

1-317

S 5'-CGGGCGGATCCCATGTCTTCTGAGCAGAAGAGTC-3'

AS 5'-CCCCCTCGAGGTTCAGACTCCCTCTTCCTCCTC-3'

ΔC233-317  

S 5'-CTGGGTGTGATGGGGGTGTATTGAGATGGGAGGGAGCACACTGTC-3'

AS 5'-GACAGTGTGCTCCCTCCCATCTCAATACACCCCCATCACACCCAG-3'

ΔC110-317

S 5'-GAGTCCTTGTTCCGAGAAGCATGACTCAGTAACAAGGTGGATGAG-3'

AS 5'-CTCATCCACCTTGTTACTGAGTCATGCTTCTCGGAACAAGGACTC-3'

ΔN1-109

S 5'-CGGGCGGATCCCCTCAGTAACAAGGTGGATGAG-3'

AS 5'-CCCCCTCGAGGTTCAGACTCCCTCTTCCTCCTC-3'

ΔN1-232

S 5'-CGGGCGGATCCCGATGGGAGGGAGCACACTGTC-3'

AS 5'-CCCCCTCGAGGTTCAGACTCCCTCTTCCTCCTC-3'

Construction S&AS Nucleotide sequences

1-317

S 5'-GCTAGTTAAGCTTGGGCCACCATGGATTACAAGGATG-3'

AS 5'-5'-CCCCCTCGAGGTTCAGACTCCCTCTTCCTCCTC-3'-3'
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Table Table Table Table 10. 10. 10. 10. PCR PCR PCR PCR primers primers primers primers for for for for pcDNA6/MAGEA4Myc pcDNA6/MAGEA4Myc pcDNA6/MAGEA4Myc pcDNA6/MAGEA4Myc constructionconstructionconstructionconstruction

Construction S&AS Nucleotide sequences

1-317

S 5'-AGCTAGTTAAGCTTGGGCCACCATGTCTTCTGAGCAGAAGAGTCAG-3'

AS 5'-TCTAGACTCGAGGACTCCCTCTTCCTCCTCTAA-3'

ΔC233-317  

S 5'-AGCTAGTTAAGCTTGGGCCACCATGTCTTCTGAGCAGAAGAGTCAG-3'

AS 5'-TCTAGACTCGAGATACACCCCCATCACACCCAGCTC-3'

ΔC110-317

S 5'-AGCTAGTTAAGCTTGGGCCACCATGTCTTCTGAGCAGAAGAGTCAG-3'

AS 5'-TCTAGACTCGAGTGCTTCTCGGAACAAGGACTCTGC-3'

ΔN1-109

S 5'-AGCTAGTTAAGCTTGGGCCACCATGCTCAGTAACAAGGTGGATGAGTTG-3'

AS 5'-TCTAGACTCGAGGACTCCCTCTTCCTCCTCTAA-3'

ΔN1-232

S 5'-AGCTAGTTAAGCTTGGGCCACCATGCTCAGTAACAAGGTGGATGAGTTG-3'

AS 5'-TCTAGACTCGAGGACTCCCTCTTCCTCCTCTAA-3'
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Table Table Table Table 11. 11. 11. 11. Expression Expression Expression Expression profiling profiling profiling profiling of of of of MAGEMAGEMAGEMAGE    genes genes genes genes using using using using DNA DNA DNA DNA chipchipchipchip    

between between between between AML-2/WT AML-2/WT AML-2/WT AML-2/WT and and and and AML2/DX100 AML2/DX100 AML2/DX100 AML2/DX100 cells cells cells cells 

Gene Description of genes Fold change vs. control

MAGEA1 Melanoma antigen, family A1 +3.80

MAGEA2 Melanoma antigen, family A2 +123.32

MAGEA4 Melanoma antigen, family A4 +221.58

MAGEA6 Melanoma antigen, family A6 +18.09

MAGEA9 Melanoma antigen, family A9 +11.25

MAGEA12 Melanoma antigen, family A12 +1.22

MAGEB2 Melanoma antigen, family B2 +7.04
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Fig. Fig. Fig. Fig. 1. 1. 1. 1. Chromosomal Chromosomal Chromosomal Chromosomal locations locations locations locations of of of of the the the the human human human human MAGEMAGEMAGEMAGE    subfamilies. subfamilies. subfamilies. subfamilies. 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 2. 2. 2. 2. Domain Domain Domain Domain structures structures structures structures of of of of selected selected selected selected MAGE MAGE MAGE MAGE family family family family members. members. members. members. The The The The 

MHD MHD MHD MHD indicated indicated indicated indicated in in in in yellow, yellow, yellow, yellow, MHD2 MHD2 MHD2 MHD2 in in in in green, green, green, green, and and and and IRD IRD IRD IRD in in in in orange. orange. orange. orange. 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 3. 3. 3. 3. Substrate Substrate Substrate Substrate specificity specificity specificity specificity of of of of each each each each MDR MDR MDR MDR gene. gene. gene. gene. 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 4. 4. 4. 4. Maps Maps Maps Maps of of of of vector vector vector vector for for for for transient transient transient transient (A) (A) (A) (A) and and and and stable stable stable stable (B) (B) (B) (B) transfection.transfection.transfection.transfection.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 5. 5. 5. 5. Resistance Resistance Resistance Resistance of of of of AML-2/DX100 AML-2/DX100 AML-2/DX100 AML-2/DX100 cells cells cells cells to to to to doxorubicin. doxorubicin. doxorubicin. doxorubicin. 

Cytotoxicity Cytotoxicity Cytotoxicity Cytotoxicity was was was was determined determined determined determined by by by by the the the the MTT MTT MTT MTT assay. assay. assay. assay. The  The  The  The  MTT MTT MTT MTT assay assay assay assay 

was was was was performed performed performed performed for for for for 3 3 3 3 days days days days after after after after treatment treatment treatment treatment of of of of drug.drug.drug.drug.
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                                    RT-PCR                       RT-PCR                       RT-PCR                       RT-PCR                       WesternWesternWesternWestern

            

MRP

MRP

ββββ -actin MRP

MRP

ββββ -actin

Fig. Fig. Fig. Fig. 6. 6. 6. 6. MRPMRPMRPMRP    gene gene gene gene expression expression expression expression in in in in AML-2/WT AML-2/WT AML-2/WT AML-2/WT and and and and AML/DX100 AML/DX100 AML/DX100 AML/DX100 cells.  cells.  cells.  cells.  

Expression Expression Expression Expression was was was was determined determined determined determined by by by by the the the the RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR and and and and Western Western Western Western blot blot blot blot aaaanalyses. nalyses. nalyses. nalyses. 

The The The The cDNA cDNA cDNA cDNA reverse-transcribed reverse-transcribed reverse-transcribed reverse-transcribed from from from from mRNA mRNA mRNA mRNA was was was was separately separately separately separately amplified amplified amplified amplified 

with with with with each each each each primer primer primer primer pair pair pair pair for for for for MRPMRPMRPMRP    and and and and ββββ-actin-actin-actin-actin    genes. genes. genes. genes. Aliquotes Aliquotes Aliquotes Aliquotes of of of of 

each each each each PCR PCR PCR PCR reaction reaction reaction reaction mixture mixture mixture mixture were were were were separated separated separated separated on on on on 7% 7% 7% 7% PAGE. PAGE. PAGE. PAGE. The The The The gel gel gel gel 

was was was was dried dried dried dried and and and and exposed exposed exposed exposed on on on on X-ray X-ray X-ray X-ray film film film film overnight. overnight. overnight. overnight. The The The The protein protein protein protein 

samples samples samples samples were were were were extracted extracted extracted extracted from from from from cells cells cells cells and and and and then then then then 50 50 50 50 µµµµgggg    of of of of total total total total cellular cellular cellular cellular 

protein protein protein protein were were were were separated separated separated separated on on on on 7% 7% 7% 7% SDS/PAGE. SDS/PAGE. SDS/PAGE. SDS/PAGE. 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 7. 7. 7. 7. MAGEA4MAGEA4MAGEA4MAGEA4    gene gene gene gene expression expression expression expression in in in in AML-2/WT AML-2/WT AML-2/WT AML-2/WT and and and and AML-2/DX100 AML-2/DX100 AML-2/DX100 AML-2/DX100 

cells. cells. cells. cells. Experiments Experiments Experiments Experiments are are are are described described described described in in in in Materials Materials Materials Materials and and and and methods. methods. methods. methods. 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 8. 8. 8. 8. MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 expression expression expression expression as as as as a a a a function function function function of of of of time time time time after after after after 

transfection transfection transfection transfection in in in in HEK HEK HEK HEK 293T 293T 293T 293T cells. cells. cells. cells. MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 expression expression expression expression was was was was 

shown shown shown shown as as as as expression expression expression expression of of of of its its its its fused fused fused fused FLAG FLAG FLAG FLAG using using using using Western Western Western Western blot blot blot blot 

assays assays assays assays as as as as described described described described in in in in Materials Materials Materials Materials and and and and methods. methods. methods. methods. 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 9. 9. 9. 9. Cytotoxic Cytotoxic Cytotoxic Cytotoxic effects effects effects effects of of of of representative representative representative representative three three three three MDR MDR MDR MDR 

substrates substrates substrates substrates after after after after MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 transfection transfection transfection transfection for for for for 24 24 24 24 hr hr hr hr in in in in HEK HEK HEK HEK 293T 293T 293T 293T 

cells. cells. cells. cells. Cytotoxicity Cytotoxicity Cytotoxicity Cytotoxicity of of of of doxorubicin, doxorubicin, doxorubicin, doxorubicin, daunorubicin daunorubicin daunorubicin daunorubicin and and and and mitoxantrone mitoxantrone mitoxantrone mitoxantrone 

was was was was determined determined determined determined using using using using the the the the MTT MTT MTT MTT assay. assay. assay. assay. The The The The MTT MTT MTT MTT assay assay assay assay was was was was 

performed performed performed performed for for for for 2 2 2 2 days days days days after after after after treatment treatment treatment treatment of of of of drugs.drugs.drugs.drugs.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 10. 10. 10. 10. Cytotoxic Cytotoxic Cytotoxic Cytotoxic effects effects effects effects of of of of two two two two non-MDR non-MDR non-MDR non-MDR substrates substrates substrates substrates after after after after 

MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 transfection transfection transfection transfection for for for for 24 24 24 24 hr hr hr hr in in in in HEK HEK HEK HEK 293T 293T 293T 293T cells. cells. cells. cells. Cytotoxicity Cytotoxicity Cytotoxicity Cytotoxicity 

of of of of 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU and and and and cisplatin cisplatin cisplatin cisplatin was was was was determined determined determined determined using using using using the the the the MTT MTT MTT MTT assay. assay. assay. assay. 

The The The The MTT MTT MTT MTT assay assay assay assay was was was was performed performed performed performed for for for for 2 2 2 2 days days days days after after after after treatment treatment treatment treatment of of of of 

drugdrugdrugdrug....
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Fig. Fig. Fig. Fig. 11. 11. 11. 11. DDDDrug rug rug rug accumulation accumulation accumulation accumulation of of of of MDR MDR MDR MDR substrates substrates substrates substrates after after after after MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 

transfection transfection transfection transfection for for for for 48 48 48 48 hr hr hr hr in in in in HEK HEK HEK HEK 293T 293T 293T 293T cells. cells. cells. cells. Fluorescent Fluorescent Fluorescent Fluorescent compounds compounds compounds compounds 

for for for for the the the the functional functional functional functional detection detection detection detection of of of of transporters; transporters; transporters; transporters; 3 3 3 3 μμμμg/g/g/g/㎖㎖㎖㎖    doxorubicin, doxorubicin, doxorubicin, doxorubicin, 

5 5 5 5 μμμμM M M M daunorubicin daunorubicin daunorubicin daunorubicin and and and and 1 1 1 1 μμμμM M M M rhodamine rhodamine rhodamine rhodamine 123 123 123 123 for for for for Pgp,Pgp,Pgp,Pgp, 50 50 50 50 nMnMnMnM 

calcein-AM calcein-AM calcein-AM calcein-AM for for for for MRPMRPMRPMRP    and and and and 20 20 20 20 μμμμM M M M mitoxantrone mitoxantrone mitoxantrone mitoxantrone forforforfor    BCRPBCRPBCRPBCRP....    The The The The 

level level level level of of of of fluorescence fluorescence fluorescence fluorescence was was was was determined determined determined determined by by by by flow flow flow flow cytometry.  cytometry.  cytometry.  cytometry.  Mean Mean Mean Mean 

±±±±    SEM SEM SEM SEM of of of of triplicate triplicate triplicate triplicate determination determination determination determination is is is is given. given. given. given. *, *, *, *, statistically statistically statistically statistically 

significant significant significant significant at at at at PPPP    < < < < 0.05 0.05 0.05 0.05 from from from from the the the the control control control control values values values values by by by by a a a a Student's Student's Student's Student's 

t-t-t-t-testtesttesttest....
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Fig. Fig. Fig. Fig. 12. 12. 12. 12. Comparison Comparison Comparison Comparison of of of of drug drug drug drug accumulation accumulation accumulation accumulation by by by by MDR MDR MDR MDR inhibitors inhibitors inhibitors inhibitors after after after after 

MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 transfection transfection transfection transfection for for for for 48 48 48 48 hr hr hr hr in in in in HEK HEK HEK HEK 293T 293T 293T 293T cells. cells. cells. cells. The The The The fluorescence fluorescence fluorescence fluorescence 

level level level level of of of of 3 3 3 3 μμμμg/g/g/g/㎖㎖㎖㎖    doxorubicin doxorubicin doxorubicin doxorubicin was was was was determined determined determined determined by by by by flow flow flow flow cytometry cytometry cytometry cytometry in in in in 

the the the the presence presence presence presence of of of of various various various various compounds compounds compounds compounds such such such such as as as as 5 5 5 5 μμμμM M M M PSC833 PSC833 PSC833 PSC833 and and and and 100 100 100 100 

μμμμM M M M TMF TMF TMF TMF for for for for PgpPgpPgpPgp    inhibition, inhibition, inhibition, inhibition, 5 5 5 5 mM mM mM mM probenecid probenecid probenecid probenecid for for for for MRP MRP MRP MRP inhibitioninhibitioninhibitioninhibition    

and and and and 100 100 100 100 μμμμM M M M novobiocin novobiocin novobiocin novobiocin for for for for BCRPBCRPBCRPBCRP    inhibition, inhibition, inhibition, inhibition, 2 2 2 2 mMmMmMmM    cyanide cyanide cyanide cyanide forforforfor    

ATP ATP ATP ATP depletion.depletion.depletion.depletion.    Mean Mean Mean Mean ±±±±    SEM SEM SEM SEM of of of of triplicate triplicate triplicate triplicate determination determination determination determination is is is is given. given. given. given. *, *, *, *, 

statistically statistically statistically statistically significant significant significant significant (at (at (at (at PPPP    < < < < 0.05). 0.05). 0.05). 0.05). DX, DX, DX, DX, doxorubicin.doxorubicin.doxorubicin.doxorubicin.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 13. 13. 13. 13. PgpPgpPgpPgp    expression expression expression expression after after after after MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 transfection transfection transfection transfection for for for for 48 48 48 48 hr hr hr hr in in in in 

HEK HEK HEK HEK 293T 293T 293T 293T cells. cells. cells. cells. IP IP IP IP and and and and Western Western Western Western blot blot blot blot analysis analysis analysis analysis (A) (A) (A) (A) and and and and real-time real-time real-time real-time 

RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR assay assay assay assay (B) (B) (B) (B) were were were were performed performed performed performed as as as as described described described described in in in in Materials Materials Materials Materials and and and and 

methods. methods. methods. methods. IB, IB, IB, IB, immunoblot.immunoblot.immunoblot.immunoblot.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 14. 14. 14. 14. Interaction Interaction Interaction Interaction between between between between MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 and and and and Pgp Pgp Pgp Pgp after after after after MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 

transfection transfection transfection transfection for for for for 48 48 48 48 hr hr hr hr in in in in Caco-2 Caco-2 Caco-2 Caco-2 cells. cells. cells. cells. IP IP IP IP and and and and Western Western Western Western blot blot blot blot analysis analysis analysis analysis 

were were were were performed performed performed performed as as as as described described described described in in in in Materials Materials Materials Materials and and and and methods. methods. methods. methods. 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 15. 15. 15. 15. MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 expression expression expression expression (A) (A) (A) (A) and and and and doxorubicin doxorubicin doxorubicin doxorubicin accumulation accumulation accumulation accumulation 

(B) (B) (B) (B) in in in in stable stable stable stable MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing HT-1080 HT-1080 HT-1080 HT-1080 cells. cells. cells. cells. Expre-Expre-Expre-Expre-

ssion ssion ssion ssion of of of of MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 was was was was determined determined determined determined by by by by the the the the Western Western Western Western blot blot blot blot analysis. analysis. analysis. analysis. 

The The The The intracellular intracellular intracellular intracellular fluorescence fluorescence fluorescence fluorescence was was was was determined determined determined determined by by by by flow flow flow flow cycycycy----

tometry tometry tometry tometry using using using using 6 6 6 6 μμμμg/g/g/g/㎖㎖㎖㎖    doxorubicin. doxorubicin. doxorubicin. doxorubicin. Mean Mean Mean Mean ±±±±    SEM SEM SEM SEM of of of of triplicate triplicate triplicate triplicate 

determination determination determination determination is is is is given. given. given. given. *, *, *, *, statistically statistically statistically statistically significant significant significant significant (at (at (at (at PPPP    < < < < 0.05).0.05).0.05).0.05).
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Fig. Fig. Fig. Fig. 16. 16. 16. 16. Drug Drug Drug Drug accumulation accumulation accumulation accumulation of of of of MDR MDR MDR MDR substrates substrates substrates substrates in in in in stable stable stable stable MAGEA4-ov-MAGEA4-ov-MAGEA4-ov-MAGEA4-ov-

erexpressing erexpressing erexpressing erexpressing HT-1080 HT-1080 HT-1080 HT-1080 cells. cells. cells. cells. The The The The intracellular intracellular intracellular intracellular fluorescence fluorescence fluorescence fluorescence was was was was deter-deter-deter-deter-

mined mined mined mined by by by by flow flow flow flow cytometry. cytometry. cytometry. cytometry. Mean Mean Mean Mean ±±±±    SEM SEM SEM SEM of of of of triplicate triplicate triplicate triplicate determination determination determination determination is is is is 

given. given. given. given. *, *, *, *, statistically statistically statistically statistically significant significant significant significant (at (at (at (at PPPP    < < < < 0.05).0.05).0.05).0.05).
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Fig. Fig. Fig. Fig. 17. 17. 17. 17. MAGEA4MAGEA4MAGEA4MAGEA4    mRNA mRNA mRNA mRNA expression expression expression expression in in in in gastric gastric gastric gastric cancer cancer cancer cancer and and and and 

melanoma melanoma melanoma melanoma cells. cells. cells. cells. mRNA mRNA mRNA mRNA expression expression expression expression was was was was determined determined determined determined by by by by the the the the 

real-time real-time real-time real-time RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR assay assay assay assay as as as as described described described described Materials Materials Materials Materials and and and and methods.methods.methods.methods.



- 50 -

(A)(A)(A)(A)

                                    RRRReal-time eal-time eal-time eal-time RT-PCR            RT-PCR            RT-PCR            RT-PCR            Western Western Western Western blotblotblotblot

siRNA (nM)

Control 10 20

m
R

N
A

 r
at

io
 (

M
A

G
E

A
4/

β-
ac

tin
)

0

20

40

60

80

100

120

140

*

*

Control 20 nM

MAGEA4

Control 20 nM

MAGEA4

        (B)                          (B)                          (B)                          (B)                          

Control siRNA

%
 F

lu
or

es
ce

nc
e 

(d
ox

or
ub

ic
in

)

0

20

40

60

80

100

120

140

*

Fig. Fig. Fig. Fig. 18. 18. 18. 18. Effect Effect Effect Effect of of of of MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 siRNA siRNA siRNA siRNA on on on on expression expression expression expression (A) (A) (A) (A) and and and and accumulation accumulation accumulation accumulation 

of of of of doxorubicin doxorubicin doxorubicin doxorubicin (B) (B) (B) (B) in in in in MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing AML-2/DX100 AML-2/DX100 AML-2/DX100 AML-2/DX100 cells.cells.cells.cells.    

Expression Expression Expression Expression and and and and accumulation accumulation accumulation accumulation were were were were observed observed observed observed after after after after 24 24 24 24 hr hr hr hr of of of of 

MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 siRNA siRNA siRNA siRNA transfection. transfection. transfection. transfection. Expression Expression Expression Expression was was was was determined determined determined determined by by by by the the the the 

real-time real-time real-time real-time RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR and and and and Western Western Western Western blot blot blot blot analyses analyses analyses analyses as as as as described described described described 

Materials Materials Materials Materials and and and and methods. methods. methods. methods. The The The The intracellular intracellular intracellular intracellular fluorescence fluorescence fluorescence fluorescence was was was was 

determined determined determined determined by by by by flow flow flow flow cytometry cytometry cytometry cytometry using using using using 6 6 6 6 μμμμg/g/g/g/㎖㎖㎖㎖    doxorubicin. doxorubicin. doxorubicin. doxorubicin. Mean Mean Mean Mean ±±±±    

SEM SEM SEM SEM of of of of triplicate triplicate triplicate triplicate determinations determinations determinations determinations is is is is given. given. given. given. *, *, *, *, statistically statistically statistically statistically significant significant significant significant 

(at (at (at (at PPPP    < < < < 0.05).0.05).0.05).0.05).
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Fig. Fig. Fig. Fig. 19. 19. 19. 19. Effect Effect Effect Effect of of of of MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 siRNA siRNA siRNA siRNA on on on on expression expression expression expression (A) (A) (A) (A) and and and and 

accumulation accumulation accumulation accumulation of of of of doxorubicin doxorubicin doxorubicin doxorubicin (B) (B) (B) (B) in in in in MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing SNU-484 SNU-484 SNU-484 SNU-484 

cells.cells.cells.cells.    Expression Expression Expression Expression and and and and accumulation accumulation accumulation accumulation were were were were observed observed observed observed after after after after 24 24 24 24 and and and and 48 48 48 48 

hr hr hr hr of of of of MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 siRNA siRNA siRNA siRNA transfection, transfection, transfection, transfection, respectively. respectively. respectively. respectively. Expression Expression Expression Expression was was was was 

determined determined determined determined by by by by the the the the real-time real-time real-time real-time RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR and and and and Western Western Western Western blot blot blot blot analyses analyses analyses analyses 

as as as as described described described described Materials Materials Materials Materials and and and and methods. methods. methods. methods. The The The The intracellular intracellular intracellular intracellular     fluorescence fluorescence fluorescence fluorescence 

was was was was determined determined determined determined by by by by flow flow flow flow cytometry cytometry cytometry cytometry using using using using 6 6 6 6 μμμμg/g/g/g/㎖㎖㎖㎖    doxorubicin. doxorubicin. doxorubicin. doxorubicin. 

Mean Mean Mean Mean ±±±±    SEM SEM SEM SEM of of of of triplicate triplicate triplicate triplicate determinations determinations determinations determinations is is is is given. given. given. given. *, *, *, *, statistically statistically statistically statistically 

significant significant significant significant (at (at (at (at PPPP    < < < < 0.05).0.05).0.05).0.05).
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Fig. Fig. Fig. Fig. 20. 20. 20. 20. Effect Effect Effect Effect of of of of MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 siRNA siRNA siRNA siRNA on on on on cytotoxicity cytotoxicity cytotoxicity cytotoxicity of of of of doxorubicin doxorubicin doxorubicin doxorubicin in in in in 

MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing SNU-484 SNU-484 SNU-484 SNU-484 cells.cells.cells.cells.    100 100 100 100 nM nM nM nM MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 siRNA siRNA siRNA siRNA 

was was was was transfected transfected transfected transfected for for for for 24 24 24 24 hr. hr. hr. hr. Cytotoxicity Cytotoxicity Cytotoxicity Cytotoxicity was was was was determined determined determined determined by by by by the the the the MTT MTT MTT MTT 

assay. assay. assay. assay. The The The The MTT MTT MTT MTT assay assay assay assay was was was was performed performed performed performed for for for for 2 2 2 2 days days days days after after after after treatment treatment treatment treatment 

of of of of drug. drug. drug. drug. 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 21. 21. 21. 21. Effect Effect Effect Effect of of of of MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 siRNA siRNA siRNA siRNA on on on on expression expression expression expression (A) (A) (A) (A) and and and and 

accumulation accumulation accumulation accumulation of of of of doxorubicin doxorubicin doxorubicin doxorubicin (B) (B) (B) (B) in in in in MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing DM4 DM4 DM4 DM4 

cells.cells.cells.cells.    Expression Expression Expression Expression and and and and accumulation accumulation accumulation accumulation were were were were observed observed observed observed after after after after 24 24 24 24 and and and and 48 48 48 48 

hr hr hr hr of of of of MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 siRNA siRNA siRNA siRNA transfection, transfection, transfection, transfection, respectively. respectively. respectively. respectively. Expression Expression Expression Expression was was was was 

determined determined determined determined by by by by the the the the real-time real-time real-time real-time RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR and and and and Western Western Western Western blot blot blot blot analyses analyses analyses analyses 

as as as as described described described described Materials Materials Materials Materials and and and and methods. methods. methods. methods. The The The The intracellular intracellular intracellular intracellular ffffluorescence luorescence luorescence luorescence 

was was was was determined determined determined determined by by by by flow flow flow flow cytometry cytometry cytometry cytometry using using using using 6 6 6 6 μμμμg/g/g/g/㎖㎖㎖㎖    doxorubicin. doxorubicin. doxorubicin. doxorubicin. 

Mean Mean Mean Mean ±±±±    SEM SEM SEM SEM of of of of triplicate triplicate triplicate triplicate determinations determinations determinations determinations is is is is given. given. given. given. *, *, *, *, statistically statistically statistically statistically 

significant significant significant significant (at (at (at (at PPPP    < < < < 0.05).0.05).0.05).0.05).
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Fig. Fig. Fig. Fig. 22. 22. 22. 22. Effect Effect Effect Effect of of of of PSC833 PSC833 PSC833 PSC833 on on on on accumulation accumulation accumulation accumulation of of of of doxorubicin doxorubicin doxorubicin doxorubicin in in in in 

MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing MAGEA4-overexpressing AML-2/DX100 AML-2/DX100 AML-2/DX100 AML-2/DX100 (A), (A), (A), (A), SNU-484 SNU-484 SNU-484 SNU-484 (B) (B) (B) (B) and and and and DM4 DM4 DM4 DM4 

(C) (C) (C) (C) cells. cells. cells. cells. The The The The intracellular intracellular intracellular intracellular fluorescence fluorescence fluorescence fluorescence was was was was determined determined determined determined by by by by flow flow flow flow 

cytometry cytometry cytometry cytometry using using using using 6 6 6 6 μμμμg/g/g/g/㎖㎖㎖㎖    doxorubicin doxorubicin doxorubicin doxorubicin in in in in the the the the presence presence presence presence of of of of 10 10 10 10 μμμμM M M M 

PSC833 PSC833 PSC833 PSC833 for for for for Pgp Pgp Pgp Pgp inhibition. inhibition. inhibition. inhibition. Mean Mean Mean Mean ±±±±    SEM SEM SEM SEM of of of of triplicate triplicate triplicate triplicate determinations determinations determinations determinations 

is is is is given. given. given. given. *, *, *, *, statistically statistically statistically statistically significant significant significant significant (at (at (at (at PPPP    < < < < 0.05). 0.05). 0.05). 0.05). 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 23. 23. 23. 23. MAGEA4MAGEA4MAGEA4MAGEA4    mRNA mRNA mRNA mRNA expression expression expression expression in in in in doxorubicin doxorubicin doxorubicin doxorubicin resistant-sublines. resistant-sublines. resistant-sublines. resistant-sublines. 

mmmmRNA RNA RNA RNA expression expression expression expression was was was was determined determined determined determined by by by by the the the the real-time real-time real-time real-time RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR assay assay assay assay 

as as as as described described described described Materials Materials Materials Materials and and and and methods.methods.methods.methods.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 24.  24.  24.  24.  Correlation Correlation Correlation Correlation of of of of MAGEA4MAGEA4MAGEA4MAGEA4    mRNA mRNA mRNA mRNA expression expression expression expression and and and and ICICICIC50505050    of of of of 

doxorubicin doxorubicin doxorubicin doxorubicin in in in in gastric gastric gastric gastric cancer cancer cancer cancer cells. cells. cells. cells. mmmmRNA RNA RNA RNA expression expression expression expression was was was was 

determined determined determined determined by by by by the the the the real-time real-time real-time real-time RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR assay assay assay assay as as as as described described described described Materials Materials Materials Materials 

and and and and methods.methods.methods.methods.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 25. 25. 25. 25. Localization Localization Localization Localization of of of of MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 after after after after transfection transfection transfection transfection for for for for 48 48 48 48 hr hr hr hr 

in in in in HEK HEK HEK HEK 293T 293T 293T 293T cells. cells. cells. cells. Localization Localization Localization Localization of of of of MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 was was was was visualized visualized visualized visualized by  by  by  by  

immunofluorescence immunofluorescence immunofluorescence immunofluorescence assay assay assay assay as as as as described described described described in in in in Materials Materials Materials Materials and and and and 

methods.  methods.  methods.  methods.  The The The The cells cells cells cells were were were were stained stained stained stained with with with with a a a a rhodamine-conjugated rhodamine-conjugated rhodamine-conjugated rhodamine-conjugated 

anti-rabbit anti-rabbit anti-rabbit anti-rabbit secondary secondary secondary secondary antibody antibody antibody antibody and and and and counter-stained counter-stained counter-stained counter-stained with with with with Hoechst Hoechst Hoechst Hoechst 

33342. 33342. 33342. 33342. DIC; DIC; DIC; DIC; Differential Differential Differential Differential interference interference interference interference contrast.contrast.contrast.contrast.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 26. 26. 26. 26. Proposed Proposed Proposed Proposed prediction prediction prediction prediction structure structure structure structure of of of of MAGEA4. MAGEA4. MAGEA4. MAGEA4. NORS, NORS, NORS, NORS, 

non-regular non-regular non-regular non-regular secondary secondary secondary secondary structure; structure; structure; structure; H, H, H, H, helix; helix; helix; helix; E, E, E, E, strand; strand; strand; strand; M, M, M, M, tran-tran-tran-tran-

smembrane smembrane smembrane smembrane helix; helix; helix; helix; e, e, e, e, exposed. exposed. exposed. exposed. 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 27. 27. 27. 27. Schematic Schematic Schematic Schematic representation representation representation representation of of of of various various various various MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 deletion deletion deletion deletion 

mutants.mutants.mutants.mutants.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 28. 28. 28. 28. Expression Expression Expression Expression of of of of MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 deletion deletion deletion deletion mutants mutants mutants mutants after after after after transfection transfection transfection transfection 

for for for for 48 48 48 48 hr hr hr hr in in in in HEK HEK HEK HEK 293T 293T 293T 293T cells. cells. cells. cells. Expression Expression Expression Expression of of of of MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 deletion deletion deletion deletion 

mutants mutants mutants mutants was was was was determined determined determined determined by by by by the the the the Western Western Western Western blot blot blot blot assay assay assay assay as as as as described described described described in in in in 

Materials Materials Materials Materials and and and and methods. methods. methods. methods. The The The The protein protein protein protein samples samples samples samples were were were were extracted extracted extracted extracted from from from from 

cells cells cells cells and and and and then then then then 1 1 1 1 µµµµgggg    and and and and 50 50 50 50 µµµµgggg    of of of of total total total total cellular cellular cellular cellular protein protein protein protein of of of of 1-317 1-317 1-317 1-317 

mutant mutant mutant mutant and and and and the the the the other other other other mutants mutants mutants mutants were were were were separated separated separated separated respectively respectively respectively respectively on on on on 10% 10% 10% 10% 

SDS/PAGE. SDS/PAGE. SDS/PAGE. SDS/PAGE. 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 29. 29. 29. 29. Localization Localization Localization Localization of of of of MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 deletion deletion deletion deletion mutants mutants mutants mutants after after after after 

transfection transfection transfection transfection for for for for 48 48 48 48 hr hr hr hr in in in in HEK HEK HEK HEK 293T 293T 293T 293T cells. cells. cells. cells. Localization Localization Localization Localization of of of of 

MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 deletion deletion deletion deletion mutants mutants mutants mutants was was was was visualized visualized visualized visualized by by by by confocal confocal confocal confocal microspcoy microspcoy microspcoy microspcoy 

using using using using immunofluorescence immunofluorescence immunofluorescence immunofluorescence assay assay assay assay as as as as described described described described in in in in Materials Materials Materials Materials and and and and 

methods. methods. methods. methods. 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 30. 30. 30. 30. Subcellular Subcellular Subcellular Subcellular localization localization localization localization of of of of MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 deletion deletion deletion deletion mutants mutants mutants mutants 

after after after after transfection transfection transfection transfection for for for for 48 48 48 48 hr hr hr hr in in in in HEK HEK HEK HEK 293T 293T 293T 293T cells. cells. cells. cells. Expression Expression Expression Expression of of of of 

MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 deletion deletion deletion deletion mutants mutants mutants mutants was was was was determined determined determined determined by by by by Western Western Western Western blot blot blot blot 

assay assay assay assay as as as as described described described described in in in in Materials Materials Materials Materials and and and and methods. methods. methods. methods. N, N, N, N, Nuclear; Nuclear; Nuclear; Nuclear; C, C, C, C, 

Cytosol; Cytosol; Cytosol; Cytosol; M, M, M, M, Membrane.Membrane.Membrane.Membrane.
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FFFFig. ig. ig. ig. 31. 31. 31. 31. Doxorubicin Doxorubicin Doxorubicin Doxorubicin accumulation accumulation accumulation accumulation of of of of MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 deletion deletion deletion deletion mutants mutants mutants mutants 

after after after after transfection transfection transfection transfection for for for for 48 48 48 48 hr hr hr hr in in in in HEK HEK HEK HEK 293T 293T 293T 293T cells. cells. cells. cells. The The The The intracellular intracellular intracellular intracellular 

fluorescence fluorescence fluorescence fluorescence was was was was determined determined determined determined by by by by flow flow flow flow cytometry cytometry cytometry cytometry using using using using 6 6 6 6 μμμμg/ml g/ml g/ml g/ml 

doxorubicin. doxorubicin. doxorubicin. doxorubicin. Mean Mean Mean Mean ±±±±    SEM SEM SEM SEM of of of of triplicate triplicate triplicate triplicate determinations determinations determinations determinations is is is is given. given. given. given. *, *, *, *, 

statistically statistically statistically statistically significant significant significant significant (at (at (at (at PPPP    < < < < 0.05). 0.05). 0.05). 0.05). 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 32. 32. 32. 32. Dimeric Dimeric Dimeric Dimeric formation formation formation formation of of of of MAGEA4. MAGEA4. MAGEA4. MAGEA4. The The The The protein protein protein protein samples samples samples samples were were were were 

solubilized solubilized solubilized solubilized in in in in SDS SDS SDS SDS sample sample sample sample buffer buffer buffer buffer with with with with (+) (+) (+) (+) or or or or without without without without (-) (-) (-) (-) 100 100 100 100 mM mM mM mM 

DTT DTT DTT DTT and and and and then then then then total total total total cellular cellular cellular cellular proteins proteins proteins proteins were were were were separated separated separated separated respectively respectively respectively respectively 

on on on on 8% 8% 8% 8% SDS/PAGE.SDS/PAGE.SDS/PAGE.SDS/PAGE.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 33. 33. 33. 33. Dimeric Dimeric Dimeric Dimeric formation formation formation formation of of of of MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 deletion deletion deletion deletion mutants mutants mutants mutants after after after after 

MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 and and and and MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 mutants mutants mutants mutants cotransfection cotransfection cotransfection cotransfection for for for for 48 48 48 48 hr hr hr hr in in in in HEK HEK HEK HEK 

293T 293T 293T 293T cells. cells. cells. cells. IP IP IP IP and and and and Western Western Western Western blot blot blot blot anlaysis anlaysis anlaysis anlaysis were were were were performed performed performed performed as as as as described described described described 

in in in in Materials Materials Materials Materials and and and and methods. methods. methods. methods. 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 34. 34. 34. 34. Cytotoxic Cytotoxic Cytotoxic Cytotoxic effects effects effects effects of of of of hydrogen hydrogen hydrogen hydrogen peroxide peroxide peroxide peroxide after after after after MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 

transfection transfection transfection transfection for for for for 24 24 24 24 hr hr hr hr in in in in HEK HEK HEK HEK 293T 293T 293T 293T cells. cells. cells. cells. Cytotoxicity Cytotoxicity Cytotoxicity Cytotoxicity was was was was 

determined determined determined determined using using using using the the the the MTT MTT MTT MTT assay. assay. assay. assay. The The The The MTT MTT MTT MTT assay assay assay assay was was was was 

performed performed performed performed for for for for 2 2 2 2 days days days days after after after after treatment treatment treatment treatment of of of of drug.drug.drug.drug.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 35. 35. 35. 35. Generation Generation Generation Generation of of of of reactive reactive reactive reactive oxygen oxygen oxygen oxygen species species species species by by by by hydrogen hydrogen hydrogen hydrogen 

peroxideperoxideperoxideperoxide    after after after after MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 transfection transfection transfection transfection for for for for 48 48 48 48 hr hr hr hr in in in in HEK HEK HEK HEK 293T 293T 293T 293T 

cells. cells. cells. cells. PBS PBS PBS PBS containing containing containing containing 1111××××10101010
5555////㎖㎖㎖㎖    cells cells cells cells was was was was incubated incubated incubated incubated with with with with 1 1 1 1 μμμμM M M M 

DCFH-DA DCFH-DA DCFH-DA DCFH-DA at at at at 37373737℃℃℃℃    for for for for 4 4 4 4 hr hr hr hr in in in in the the the the presence presence presence presence or or or or absence absence absence absence of of of of 5 5 5 5 

mM mM mM mM hydrogen hydrogen hydrogen hydrogen peroxideperoxideperoxideperoxide. . . . After After After After incubation, incubation, incubation, incubation, the the the the DCF DCF DCF DCF fluorescence fluorescence fluorescence fluorescence 

intensity intensity intensity intensity was was was was determined determined determined determined by by by by using using using using a a a a fluorometer fluorometer fluorometer fluorometer set set set set at at at at a a a a 

wavelength wavelength wavelength wavelength of of of of 485 485 485 485 nm nm nm nm for for for for excitation excitation excitation excitation and and and and 530 530 530 530 nm nm nm nm for for for for emission. emission. emission. emission. 

Mean Mean Mean Mean ±±±±    SEM SEM SEM SEM of of of of triplicate triplicate triplicate triplicate determinations determinations determinations determinations is is is is given. given. given. given. *, *, *, *, statistically statistically statistically statistically 

significant significant significant significant (at (at (at (at PPPP    < < < < 0.05). 0.05). 0.05). 0.05). 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 36. 36. 36. 36. Effects Effects Effects Effects of of of of 5AC 5AC 5AC 5AC and/or and/or and/or and/or TSA TSA TSA TSA on on on on MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 MAGEA4 mRNA mRNA mRNA mRNA expression expression expression expression 

in in in in AML-2/WT AML-2/WT AML-2/WT AML-2/WT cells. cells. cells. cells. Control, Control, Control, Control, no no no no treatment treatment treatment treatment of of of of 5AC 5AC 5AC 5AC or or or or TSA.TSA.TSA.TSA.    Expression Expression Expression Expression 

was was was was determined determined determined determined by by by by the the the the RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR assay. assay. assay. assay. Total Total Total Total RNA RNA RNA RNA was was was was isolated isolated isolated isolated 

after after after after treatment treatment treatment treatment with with with with 2.5 2.5 2.5 2.5 μμμμM M M M 5AC 5AC 5AC 5AC for for for for 96 96 96 96 hr hr hr hr and/or and/or and/or and/or 150 150 150 150 ng/ng/ng/ng/㎖㎖㎖㎖    TSA TSA TSA TSA 

for for for for 24 24 24 24 hr. hr. hr. hr. 
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ⅣⅣⅣⅣ . . . . 고 고 고 고 찰찰찰찰

    본 연구에서는 doxorubicin 내성 백혈병 세포(AML-2/DX100)에서 

MAGE 유전자의 발현양상과 항암제 내성을 획득한 과정에서의 역할과 내성

을 유발하는 기전을 밝히고자 하였다. AML-2/DX100 세포에서 여러 

MAGEA subtypes 중 MAGEA4의 발현이 가장 높았으며 MAGEA4가 과

발현된 세포에서 여러 MDR 기질에 내성을 보이며 세포막에 존재하여 이

러한 기질들을 배출하는 것으로 생각되어진다. 또한 약물을 배출하는 역

할 뿐만 아니라 반응성 산소종을 제거하는 기능도 하는 것으로 생각되어

진다. 

   MAGEA 유전자는 임상적으로 종양의 진단 및 면역치료에 응용되어 

많은 연구가 이루어졌지만(Van den Eynde 등, 1997; Marchand 등, 

1999; Park 등, 2002), 현재까지 MAGEA의 기능에 대해서는 확실히 알

려진 바가 없다(Monte 등, 2006). MAGEA의 발현이 항암제 내성과 관

련되어 있다고 보고된 논문은 지금까지 단 2편에 불과하다. Duan 등

(2003)은 paclitaxel 내성 난소암 세포(SKOV-3)에서 여러 MAGEA 유

전자들이 과발현되어 있었으며, 그 중에서 발현량이 높은 MAGEA2와 

MAGEA6를 선택하여 paclitaxel에 sensitive한 난소암 세포(OVCAR8)에 

과발현시켰을 때, IC50농도 값을 기준으로 MDR 기질인 paclitaxel과 

doxorubicin에 각각 4 배와 2 배의 내성을 보였으나 non-MDR 기질인 

cisplatin이나 topotecan에는 내성을 보이지 않았다고 보고하였다. 이 결

과는 MAGEA가 항암제 내성에 관여하고 있다는 최초의 보고였다. 또한, 

대표적인 세포막 배출펌프인 Pgp와의 관련성을 조사하였는데 MAGEA2

와 MAGEA6의 발현이 Pgp의 발현에는 영향을 미치지 않았다고 하였다. 

본 연구에서도 MAGEA4의 과발현이 Pgp의 발현에는 영향을 미치지 않

았으며, Pgp와 결합하지도 않았다. Monte 등(2006)은 항암제인 etopo-

side에 대한 내성기전으로 MAGEA2가 연관되어 있다고 보고하였다. 내성

기전을 살펴보면 MAGEA2가 p53과 결합하여 p53을 down-regulation시
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키며 HDAC3/p53 complex와 결합하여 p53을 deacetylation 시킴으로써 

p53의 발현을 억제하여 etoposide 내성에 관여한다고 보고하였다. MAG-

EA1, -A4 및 -A11 등이 SKIP, Miz-1 및 androgen receptor FXXLF 

motif 등과 같은 transcription factor와  결합하여 전사조절을 한다고 알려

져 있다(Laduron 등, 2004; Sakurai 등, 2004; Bai 등, 2005).  MAGEA 

유전자는 정상세포에서 DNA methylation에 의해 발현하지 않고 있지만, 종

양세포가 되면서 Brother of the Regulator of Imprinted Sites (BORIS) 단

백질이 MAGEA 유전자의 DNA methylation을 억제하여 MAGEA 단백질을 

활성화시키는 것으로 알려져 있다(Loukinov 등, 2002; Vatolin 등, 2005). 

이렇게  활성화된 MAGEA 단백질 (MAGEA1, -A2 및 -A6) 이 p53과 결합

하여 p53의 기능을 억제한다고 보고되고 있다(Monte 등, 2006). 

   뿐만 아니라 MAGEA가 apoptosis를 억제한다는 보고도 있다. Morishima 

등(2002)은 murine 세포(C2C12)에서 endoplasmic reticulum (ER) stress 

(inhibition of glycosylation or ER-specific calcium ATPase)를 받게 되면 

caspase-12가 활성화되면 caspase-9과 -3를 거쳐 apoptosis를 일으키는

데 MAGEA3가 caspase-12와 결합하여 caspase-12의 활성을 억제하여 

apoptosis를 억제한다고 보고하였다. 그러나 human에서 이러한 가능성이 

일어날 확률은 적다. 왜냐하면 caspase-12가 부족한 murine에서 단지 

12%의 apoptosis 효과를 보였을 뿐만 아니라 human과 murine의 caspase-12

의 homology가 거의 없기 때문이다(Nakagawa 등, 2000; Lamkanfi 등, 

2004).

   반대로 MAGEA가 apoptosis를 유도한다는 보고도 있다. Sakurai 등

(2004)은 MAGEA4의 317개의 아미노산 중 C-terminal에 위치하고 있

는 211-317 부분이 Miz-1과 binding 하여 cell death를 일으키는 p53

으로부터 세포를 보호하는 역할을 하는 p21의 transcription을 억제시킬 

뿐만 아니라, p53의 발현을 증가시킴으로써 p53 upregulated modulator 

of apoptosis (PUMA)와 같은 pro-apoptotic gene들의 발현시켜 cyto-

chrome C를 방출시키며, anti-apoptotic gene인 Bcl-xL의 발현을 감소

시켜 cell death를 유도한다고 보고하였다. Peikert 등(2006)은 non-small 
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cell lung cancer 환자의 48%에서 MAGEA4가 발현되었으며 caspase-3을 

활성화시켜 apoptosis를 유도한다고 보고하였다. 위와 같이 MAGEA 단백

질은 drug resistance, survival, cell cycle 및 apoptosis 등과 관련이 

있다고 알려져 있다. 

   앞서 설명한 바와 같이 MAGEA2와 MAGEA6가 paclitaxel과 doxor-

ubicin 내성에 관여하고 있다는 보고는 있지만(Duan 등, 2003), MAGEA4

가 항암제 내성과 관련이 있다는 보고는 처음이며 현재까지 MAGEA4가 

apoptosis를 유발한다는 보고만 있다(Sakurai 등, 2004; Peikert 등, 

2006). Apoptosis를 유도한다는 2편의 보고를 살펴보면 MAGEA4의 기

능에 대한 상반된 보고를 하고 있다. 즉 Peikert 등(2006)은 MAGEA4의 

open reading frame (ORF) 부위 (아미노산 서열 1-317)가 apoptosis를 

유도한다고 보고하였지만, Sakurai 등(2004)은 ORF 부분은 apoptosis를 

일으키지 않고 317개의 아미노산 중 C-terminal에 위치하고 있는 211-317 

부분만 apoptosis를 유도한다고 보고하였다. 

   MAGEA4 단백질은 317개의 아미노산으로 구성된 분자량이 34.9 kDa

인 작은 단백질이다. MAGEA4 단백질 구조를 살펴보면 MHD외에 다른 

domain을 가지고 있지 않다. 흔히 알려져 있는 세포막에 존재하는 ABC 

배출펌프인 Pgp, MRP, BCRP 등에서처럼 약물의 이동 통로인 trans-

membrane domain을 가지고 있지 않으며, ATP가 결합하는 nucleotide 

binding domain도 가지고 있지 않다. 그럼에도 불구하고 MAGEA4가 약

물을 배출하는 역할에 대해 여러 가능성을 생각할 수 있다. 아직까지 

MAGEA4가 직접적으로 약물을 배출하는 역할을 하는 것인지 아니면 다

른 단백질의 기능을 도와주는 것인지 또는 다른 단백질과 결합하여 기능

을 하는 것인지는 확실하지 않다. 단백질 구조를 예측할 수 있는 사이트

(http://www.predictprotein.org/)에서 MAGEA4의 MHD 위치가 trans-

membrane 구조를 형성할 수 있다는 가능성으로 보아 직접적인 약물배

출 역할이 가능할 수도 있다. 다른 단백질을 도와주는 역할을 한다면 여

러 가능성을 생각할 수 있는데 세포막의 이온 채널들의 통로를 스위치 

하는 역할을 할 수도 있고, 다른 세포막 배출펌프 단백질의 ATP 결합을 
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도와 줄 수도 있다. 본 연구에서 MAGEA4가 dimer를 형성한다는 것을 

확인하였다. 또한 MAGEA4가 MAGEA2와 결합한다는 것을 확인하였다

(자료 미제시). 이 같은 결과는, MAGEA4는 homo-dimer 구조를 이루어 

약물을 배출하는 펌프로 작용할 수도 있을 뿐 아니라, 다른 MAGEA sub-

types와 결합하여 hetero-oligomer을 생성하여 약물 배출을 할 가능성

도 있다. MAGEA4의 dimer가 구조가 disulfide bond에 의해 이뤄지는지 

알아보기 위하여 MAGEA4의 아미노산 서열(1-317)에 존재하는 4개의 

cysteine을 mutation 시켰을 때도 dimer를 형성하였다(자료 미제시). 

MAGEA4는 disulfide bond가 아닌 α-helix와 β-sheet가 연결되어 dim-

er 구조를 형성할 가능성이 있다. 

   MAGEA 단백질은 핵과 세포질 양쪽 모두에 존재한다고 알려져 있다

(Ohman과 Nordqvist, 2001). MAGEA 단백질은 세포막에도 존재할 수 

있는데 세포막으로 이동하는 메커니즘을 살펴보면 악성종양세포에서 

MAGEA 단백질이 세포질에서 단백질분해과정에 의해 제거가 되기도 하

며, 소포체로 이동한 후 골지체를 통해 major histocompatibility com-

plex (MHC) 단백질 1 및 2로 세포막에 발현되면 CTL이나 helper T세

포에 의해 인식되게 된다(Kirkin 등, 1998). 본 연구결과에서 더욱 더 중

요한 의의는 MAGEA4가 주로 세포막에 존재하며 세포막을 통해 약물을 

배출할 가능성이 있다는 것이다. 또한 MAGEA4의 단백질 예측 구조를 

살펴보면 이 myristoylation 될 가능성이 있는 사이트가 존재하는데 

MAGEA4가 세포막으로 이동하는데 myristoylation이 관여할 가능성이 

있다. 또한, MAGEA4가 세포막에서 MDR 기질을 배출하는 기능을 한다

면 MAGEA4와 결합하는 여러 기질들이 존재하며 약물 배출을 억제하는 

억제제도 존재할 것이다. 현재까지 MAGEA4의 기질이나 억제제는  보고

된 바는 없다. 본 연구에서 MAGEA4가 doxorubicin, daunorubicin, rhod-

amine123, mitoxantrone 및 calcein-AM 등과 같은 여러 MDR 기질들

을 배출하였으며 MAGEA4가 과발현된 세포에서 Pgp 억제제인 PSC833

이나 TMF에 의해 약물 배출 기능이 억제되었다. 아직까지 MAGEA4의 

단백질 구조가 밝혀지지 않았기 때문에 단백질 구조를 밝힌다면 MAGEA4
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와 결합하는 여러 기질 및 억제제를 찾을 수 있을 것으로 기대된다.  

   악성 흑색종은 전 세계적으로 발생 빈도가 증가하고 있으며, 특히, 백

인에게 많고 자외선의 양이 많은 지역에서 발생률이 높다(Elwood, 1996; 

Eggermont, 2002). 피부암 중 비교적 드물게 발생하지만 미국의 경우 

전체 피부암의 5%를 차지하고, 모든 피부암 사망률의 80%를 차지할 정

도로 악성도가 높은 암이다(Elwood, 1996). 악성 흑색종은 다른 암종과 

비교하여서도 악성도가 매우 높고 항암제나 면역요법제 또는 방사선치료 

등에 잘 반응하지 않는데, 이것은 Bcl-2와 Bcl-xL 등이 악성 흑색종 세

포의 apoptosis를 방해하기 때문이다(Tuker 등, 1997; Thompson 등, 

2005). 악성 흑색종의 치료에 효과가 있는 약물로는 dacarbazine, ni-

trosourea, platinum 유사체, vinca alkaloids 및 taxane 등이 있다

(Nathan과 Mastrangelo, 1998; Buzaid, 2000). 최근에 미국 국립암연구

소에서 악성 흑색종의 치료에 사용하고 있는 30종의 약물을 테스트하였

는데 dacarbazine, nitrosourea 단 두 가지 약물만이 response rate (RR)

가 10% 이상이라고 보고하고 있으며 dacarbazine이 단일 화학요법 제제

로 가장 효과적인 것으로 알려져 있다(Gogas 등, 2004). 악성 흑색종 세

포는 거의 모든 MAGEA subtypes를 발현하고 있다(Brasseur, 1999). 

본 연구결과에 근거하면 MAGEA4 뿐만 아니라 다른 MAGEA subtypes

도 항암제 내성 및 약물 배출 작용에 관여할지도 모른다. 또한, 악성 흑

색종의 치료에 항암제가 반응을 하지 않는 이유가 약물 배출 기능을 가

진 MAGEA의 발현이 원인이 될 수도 있다.

    Doxorubicin 내성 백혈병 세포(AML-2/DX100)는 MAGEA4의 발현이 

높았으나 doxorubicin으로 내성을 획득한 다른 백혈병 세포(AML-2/DX250, 

/DX500, /DX1000 및 HL-60/ADR)와 폐암 세포(SKMES-1/DX1000)에서

는 MAGEA4의 발현이 높지 않았다. 이 같은 사실은 doxorubicin을 사용

하였을 때 모든 암세포에서 MAGEA4가 과발현되는 것은 아니며 세포의 

특성에 따라 다르다는 것을 의미한다. 

   MAGE는 유전자의 hypermethylation으로 발현이 안 되고 있는 세포

에서 여러 가지 원인으로 demethylation되면 유전자 발현이 되는 것으로 
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알려져 있다(Weber 등, 1994; de Smet 등, 1996). AML-2/DX100 세

포의 특성을 살펴보면  doxorubicin에 대한 내성을 가지고 있지만 항산

화효소인 catalase가 감소되어 있어 hydrogen peroxide, t-butyl hy-

droperoxide 및 paraquat와 같은 pro-oxidants에 오히려 민감성을 보인

다(Kim 등, 2001). 이와 같이 AML-2/DX100세포는 선별과정에 doxor-

ubicin과 같은 pro-oxidants에 의해 산화적 스트레스를 더 많이 받아 

MAGEA4 유전자가 demethylation된 것으로 추측된다. Anthracyclines

와 같은 많은 항암제가 산소라디칼을 생성하기 때문에 MAGEA가 항산화

효과를 가지고 있다면 이러한 항암제에 내성을 보일 가능성을 배제하기 

위하여 MAGEA4의 항산화 효과를 측정하였다. 그 결과 MAGEA4가 항

산화 효과를 가지고 있는 것을 최초로 확인 할 수 있었으나 어떤 기전으

로 항산화 효과를 보이는지는 향후 더 연구되어야 할 과제이다. 그렇지만, 

heme의 전구물질인 porphyrin을 BCRP가 세포 밖으로 품어내어 NO 및 

산소라디칼의 생성을 억제한다는 사실(Jonker 등, 2007)을 기초로 MAGEA4

가 라디칼의 생성에 관여하는 내인성 기질 물질을 배출함으로써 항산화

효과를 보일 수 있다는 추론이 가능하다.

   AML-2/DX100 세포에서 hydrogen peroxide를 처하였을 때 감수성

세포에 비해 훨씬 많은 산소라디칼을 생성되지만, 내인성 산소라디칼 양은 

감수성 세포보다 더 낮으며, 다른 glutathione S-transferase Pi (GSTP1), 

peroxiredoxin 2 (PRDX2), thioredoxin 2 (TXN2) 및 glutaredoxin (GLRX) 

등과 같은 항산화 효소의 발현이 감수성세포에 비해 증가되어 있었다(Oh 

등, 2004). AML-2/DX100세포에서 MAGEA4가 이러한 내인성 항산화의 

증가 기전이 될 가능성이 있다. 
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VVV...요요요약약약문문문
  

   인간에서 현재까지 56종의 Melanoma antigen (MAGE) 유전자가 보

고되었으며 크게 type Ⅰ과 type Ⅱ형으로 나눠지는데 Ⅰ형은 MAGEA  

(melanoma antigen, family A), MAGEB (melanoma antigen, family 

B) 및 MAGEC (melanoma antigen, family C)가 있으며 나머지는 Ⅱ형

으로 구분되어진다. Type I형은 종양세포에서 발현되고 고환 및 태반 이

외의 정상 조직에서는 발현하지 않지만, Ⅱ형은 정상조직에서도 발현을 

한다. Type Ⅰ형 중 MAGEA에 대한 연구가 가장 많이 되고 있다. 

   Doxorubicin 내성 백혈병 세포(AML-2/DX100)에서 MAGE 유전자의 발

현양상과 항암제 내성을 획득한 과정에서의 역할과 내성을 유발하는 기전을 

조사하였다. AML-2/DX100 세포에서 여러 MAGEA subtypes 중 MAGEA4

의 발현이 가장 높았으며 MAGEA4가 과발현된 세포에서  MDR 기질인 

doxorubicin과 daunorubicin에 내성을 보였으며 non-MDR 기질인 5-FU

와 cisplatin에는 내성을 보이지 않았다. 또한 doxorubicin, daunorubicin, 

rhodamine 123, mitoxantrone 및 calcein-AM과 같은 여러 MDR 기질

들을 배출하였고 ATP를 고갈시키는 cyanide에 의해 doxorubincin 형광

량이 증가하였다. MAGEA4가 과발현된 세포에서 P-glycoprotein (Pgp) 

inhibitor에 의해 doxorubicin 형광량이 증가하였지만 MAGEA4의 발현

이 Pgp의 발현에는 영향을 미치지 않았으며 MAGEA4와 Pgp는 결합하

지 않았다. 그리고 MAGEA4가 과발현된 세포에서 MAGEA4 siRNA에 

의해서도 doxorubicin 형광량이 증가하였다.  MAGEA4는 핵, 세포질, 세

포막에 존재하였지만 주로 세포막에 존재하고 있었다. 그리고 MAGEA4

는 homodimer 및 heterodimer를 형성하지만 disulfide 결합이 dimer를 

형성하는데 관여하지는 않는다. 또한 MAGEA4는 반응성 산소종을 제거

하는 능력을 가지고 있다. 

   이상의 결과에서 MAGEA4는 주로 세포막에 존재하며 dimer 구조를 

형성하여 여러 MDR 기질에 내성을 보이며 기질들을 배출하는 역할과 반

응성 산소종을 제거하는 기능을 하는 것으로 생각되어진다.
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   새로이 발견된 항암제 내성 관련 유전자인 MAGEA4는 앞으로 내성

기전 연구에 활용될 수 있어 새로운 치료제 개발 타겟을 제공할 것으로 

기대되며, 임상에서 항암제 치료 후에 내성출연 여부를 검출할 수 있는데 

활용할 수 있어 항암치료를 증진시키는데 기여할 수 있을 것으로 기대된

다. 
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ⅥⅥⅥⅥ . . . . 감사의 감사의 감사의 감사의 말씀말씀말씀말씀

 

처음 학위를 시작하던 때의 봄날의 설레임과 두려움을 기억하며, 뜨거운 여름

의 문턱에서 여러분들의 도움 속에 이렇게 작은 성과를 내놓을 수 있게 됨을 몇 

줄의 글로 감사의 마음을 올립니다.

   먼저 본 논문이 완성되기까지 배움의 방법과 삶의 방법을 일깨워주시고 부족

한 저를 큰 사랑으로 지켜봐 주신 지도 교수 최 철희 교수님께 진심으로 감사드

립니다. 그리고 많은 관심을 기울여주시고 날카로운 비판과 애정 어린 조언을 아

끼지 않으셨던 윤 지수 교수님, 아울러 바쁘신 가운데서도 아낌없는 지도의 시간

을 내주시고 유익한 지도편달을 해 주신 김 상현 교수님, 조 훈 교수님, 최 홍석 

교수님께 진심으로 감사를 드립니다. 그리고 본 연구를 위하여 실험 과정 중 도움

을 주시고 학업에 열중할 수 있도록 많은 노력을 함께 해준 약리학교실의 선후배

님 그리고 내성세포연구센터의 여러 식구들에게 그동안의 감사함을 이 지면을 통

해 전해드리고 싶습니다. 

   무엇보다도 중요한 것은 오늘이 있기까지 사랑의 그늘과 희생으로 길러주신 

어머님의 사랑에 깊은 감사를 드립니다. 또한 부족한 동생에게 부모님을 대신하여 

격려와 성원을 아끼지 않으신 형님, 그리고 누님과 자형을 비롯하여 사랑하는 동

생들에게도 진심으로 고마움을 전하며 앞으로도 항상 화목하게 지내도록 열심히 

노력하겠습니다. 그리고 끊임없는 학문의 길에서 이 보람에 만족하지 않고 예지를 

사랑하는 인간다운 인간이 되도록 힘쓰며 늘 감사하는 마음 잊지 않겠습니다. 끝

으로 지금은 하늘에 계시지만 항상 언제나 힘과 용기를 주시고 늘 아들 잘되기를 

바라시고 살아 계신다면 누구보다도 기뻐하셨을 아버님 영전에 이 한편의 논문을 

바칩니다. 

  자신이 맡은 분야에서 끊임없는 노력을 통해 최고가 되는 것이 저의 꿈입니다. 

저의 꿈을 이루기 위해 욕심 부리지 않고 차근차근, 그러나 끊임없이 노력하겠습

니다. 마치 토끼와 거북이의 경주에서 느림보 거북이가 이길 수 있었던 성공비결

처럼 말입니다. 때론 간간이 뒤도 돌아보고 주위도 살피면서 그렇게 걸어갈 생각

입니다. 어차피 끝이 있는 길이 아니니까요. 삶이란…

                                                         2007. 6.

                                                       이   태   범 
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