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Abstract

Influenceofcellcycleregulatoryfactorsingrowth

inhibitionmechanism ofKBoralcancercellsbyBCH

Moon,In-Sung

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

DepartmentofDentistry,

GraduateSchoolofChosunUniversity

Objectives:Aminoacidtransportersareessentialforthegrowthand

proliferationinallliving cells.Among theaminoacidtransporters,the

system Laminoacidtransportersarethemajornutrienttransportsystem

responsible for the Na+-independenttransportofneutralamino acids

includingseveralessentialaminoacids.Thesystem Lisdividedintotwo

majorsubgroups,theL-typeaminoacidtransporter1(LAT1)andthe

L-typeaminoacidtransporter2(LAT2).TheLAT1ishighlyexpressed
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in cancer cells to supporttheir continuous growth and proliferation.

2-Aminobicyclo-(2,2,1)-heptane-2-carboxylic acid (BCH) is a model

compoundforstudyofaminoacidtransporterasasystem L selective

inhibitor.ThepurposeofthisstudywastoexaminetheeffectofBCH on

cellgrowthsuppressioninKBhumanoralepidermoidcarcinomacellsand

the influence of cell cycle regulatory factors in growth inhibition

mechanism ofKBcellsbyBCH.

Materialsandmethods:TheeffectofBCH oncellgrowthsuppression

and the influence ofcellcycle regulatory factors in KB cells were

examinedusingMTTanalysisandimmunoblotting.

Results : The growth of KB cells was inhibited by BCH in a

concentration-andatime-dependentmanner.TheexpressionofcyclinD1

byBCH treatmentwasnotdifferentfrom thecontrolgroupinKB cells.

HowevertheexpressionofcyclinD3wasremarkablydecreasedbyBCH

treatment.Furthermore,BCH inhibitedtheexpressionofcyclin-dependent

protein kinase6(CDK6)in atime-dependentmanner.In addition,the

expressionofCDK inhibitorp27wasincreasedbyBCH treatmentinKB

cells,butnotCDKinhibitorsp21andp15.
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Conclusions:TheseresultssuggestthattheBCH inhibitsthegrowthof

KBcellsthroughtheintracellulardepletionofneutralaminoacidsforcell

growthinducedbyinhibitionofLAT1activity.Inaddition,theseresults

suggestthattheBCH arreststheG1phaseofcellcyclethrough the

inhibition of cyclin D3-CDK6 complex expression for cell cycle

progressioninducedbyincreaseofp27expressioninKBcells.
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Ⅰ.서 론

우리나라 인구 5명 중 1명이 암으로 사망하는 것으로 보고되고 있으며,

암 발생으로 인한 사망자 수는 해마다 증가하고 있다(1).구강악안면 영역은

신체부위 중 가장 뚜렷한 노출부위이므로 구강악안면 영역의 암 발생 시 야

기되는 외관파괴,저작과 발음 등의 기능손상은 발전된 성형기술과 보철기술

로도 원상회복이 매우 어렵다(2).Kwon등(1)은 구강악안면 영역의 암발생에

는 흡연과 음주 및 불량한 구강상태가 상협적으로 작용한다고 보고하였으며,

또한 불량한 치아상태가 구강암의 위험을 증가시키는데,이는 바이러스 혹은

화학적 발암물질의 침입을 용이하게 하기 때문이라고 추정하였다.

구강,인두,후두 및 타액선을 포함하는 구강악안면 영역의 암 발생율은

전체 악성종양의 약 3-5%에 해당하고 그중 90% 이상이 편평상피세포암으

로 보고되고 있으며,한국에서는 그 비율이 증가하는 추세이다(3).구강악안

면 영역의 암은 다른 부위의 암에 비해 쉽게 생검할 수 있고,치료효과의 모

니터링이 다른 부위의 암과 달리 간편하여 화학 및 방사선요법 혹은 유전자

요법의 대상으로 훌륭한 모델이 될 수 있다.그럼에도 불구하고 구강악안면

영역의 암은 다른 암에 비해 그 발생기전 등 분자생물학적 접근이 가장 되어

있지 않은 암 중의 하나이다.게다가 정상 구강악안면 영역 상피세포뿐만 아

니라 구강악안면 영역의 편평세포암종 세포에서 세포 내 필수영양물질인 아

미노산을 수송할 수 있는 아미노산 수송체의 연구 또한 부족한 실정이다.

아미노산은 단백질 합성의 기질이 되며,효소,호르몬 및 신경전달물질들

의 합성에 필수적이다.세포 안에서 필요한 아미노산의 수송은 세포막에 위
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치한 아미노산 수송체를 통하여 이루어진다(4).

아미노산 수송계 L은 중성아미노산을 수송하는 세포막 단백질로서 암세포

를 포함한 대부분의 세포에서 중성아미노산의 주 경로가 되는 아미노산 수송

계로 알려져 있다(4-6).또한 아미노산 수송계 L은 중성아미노산 뿐만 아니

라 L-dopa,melphalan,gabapentin및 thyroidhormone같은 아미노산 구조

를 가진 약물들도 수송할 수 있으므로 약물 수송체로 간주되기도 한다

(4,7-11).

Kanai등에 의해 아미노산 수송계 L의 첫 번째 아형인 L-typeamino

acidtransporter1(LAT1)이 C6glioma세포에서 동정되었다(12).LAT1은

12회 세포막을 관통하는 막 단백질로서 leucine, isoleucine, valine,

phenylalanine,tyrosine,methionine,tryptophan및 histidine같은 구조가 큰

중성아미노산을 수송하는 특징을 가지고 있다(12-16).LAT1은 뇌,태반,정

소 등 그 발현하는 부위가 제한되어 있으며(12,17),암세포와 같이 세포 내

대사가 특이적으로 항진되거나 계속적인 증식과 성장이 필수적인 세포에서

과발현되어 세포의 계속되는 성장에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다

(12,13,18,19).LAT1의 분자적 동정 후에 LAT1과 구조적으로 관련이 있는 아

미노산 수송계 L의 두 번째 아형인 L-typeaminoacidtransporter2(LAT2)

가 동정되었다(6,20-22).LAT1이 암세포에 과발현 된다고 알려진 것과는 달

리,LAT2는 많은 정상조직에서 발현을 보이며,구조가 큰 중성아미노산뿐만

아니라 구조가 작은 중성아미노산도 모두 수송하는 특성을 가지고 있다

(21-23).

아미노산 수송체 LAT1과 LAT2의 특성을 보면,암세포에서 과발현 되는

LAT1의 조절을 통해 암세포 성장억제를 위한 방법을 제시할 수 있다.암세
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포에서 LAT1의 활성을 억제하여 세포 내 중성아미노산의 고갈을 유도한다

면 암세포 성장억제를 유도할 수 있을 것이다.

세포증식이란 정지기에 있던 세포가 세포주기를 따라 분열이 일어나면서

증식하는 것을 말한다. 세포주기는 G0 phase(정지기), G1 phase, S

phase(DNA 합성기),G2phase및 M phase(분열기)로 이루어지며,각각의 단

계들은 cyclin(activating proteins)-CDK(cyclin-dependentprotein kinases)

복합체와 여러 suppressorprotein들에 의해 조절된다(24-26).G0phase의 세

포들은 G1 phase에 있는 세포들보다 단백질 합성이 절반 이하로 감소하여,

세포의 크기만 유지하는 성장정지 상태를 보인다(24).G0 phase에서 G1

phase로의 진행은 platelet-derivedgrowthfactor(PDGF),fibroblastgrowth

factor(FGF)및 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate(TPA)등과 같은 인자

들(growth factor)이 관여하며, G1 phase에서 S phase로의 진행에는

epidermalgrowth factor(EGF),insulin-like growth factor I(IGF I)및

insulin 등과 같은 인자들(progression factor)이 관여한다고 알려져 있다

(27,28).

여러 종류의 성장인자들에 의해 활성화된 신호전달물질들은 Ras,Raf,

Myc,Fos나 Jun등과 같은 원종양유전자(proto-oncogene)의 발현을 증가시

키며,다음 단계로 G1phase를 담당하는 G1phasecyclin들의 발현이 증가하

게 된다(29).포유동물 세포에서 G1/S phase에서 특정 역할을 나타내는 G1

phasecyclin으로는 typeA,typeD 및 typeE 등이 있다(29).G1 phase

cyclin중 cyclinD(cyclinD1,cyclinD2,cyclinD3)는 G1phase를 조절하는

중요한 조절인자로 알려져 있다(29).즉,cyclinD는 초기의 G1phase조절에

관여하며,CDK4또는 CDK6와 결합한 후 CDK의 인산화를 유도하여 활성화
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시킴으로써,세포주기를 시작하는데 중심적인 역할을 한다(29).이때 형성된

cyclinD-CDK 복합체가 proliferatingcellnuclearantigen(PCNA)과 결합하

고,PCNA가 DNA polymerase를 활성화시켜 DNA 복제를 증가시키게 된다

(30).

한편,cyclinE는 G1-S전이에 필수적인 인자이며,G1phase말기에 발현

되어 CDK2와 결합한 후,G1-Sphase전이기에 CDK2의 활성도가 최고에 도

달하도록 유도한다(29).CyclinE는 Sphase에 들어가면 분해효소에 의해 대

사 되어 활성도가 떨어지며,이때 분리된 CDK2는 cyclinA와 결합하여 다시

활성화 된다(29).이와 같이 cyclinE와 cyclinA가 단계적으로 CDK2를 활성

화시킴으로써 Sphase에서 DNA 복제를 유도한다.

S phase가 지나면 G1 cyclin들의 양과 활성도가 급격히 감소하면서 G2

phase로 세포주기가 진행되며,이때 G1cyclin들의 활성이 감소하지 않고 지

속된다면 Sphase에서 G2phase로의 진행이 차단되어 세포는 Sphase에서

정지한다(29).즉,G1 cyclin들은 필요시에 발현되어 활성화되며,그 역할이

완수되면 곧바로 분해되어야 만 정상적인 세포주기가 진행될 수 있는 것이

다.

2-Aminobicyclo-(2,2,1)-heptane-2-carboxylicacid(BCH)는 수송체 연구에

주로 이용되는 아미노산 수송계 L의 선택적 억제제이다(12-14,22,31,32).아미

노산 수송계 L이 leucine,isoleucine,valine,phenylalanine,methionine및

histidine등의 필수아미노산을 포함한 중성아미노산을 수송하기 때문에,만약

암세포에서 수송계 L이 BCH 같은 억제제에 의해 차단된다면 암세포는 세포

성장과 증식에 필수적인 필수아미노산이 고갈됨으로 큰 손상을 입을 것이다.

그러나 이러한 아미노산 수송억제에 의한 세포성장 억제기전에 관한 실험적
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자료는 거의 없다.

따라서 본 연구에서 사람 구강 편평세포암종 KB세포를 이용하여 아미노

산 수송계 L억제제인 BCH의 암세포 성장억제에 미치는 효과와 세포성장

억제기전에서 세포주기 조절인자들의 영향을 밝히고자 하며,아울러 아미노

산 수송체 LAT1의 억제를 통한 구강암 치료의 효용성을 제시하고자 하였다.
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Ⅱ.실험재료 및 방법

1.실험재료

BCH와 N-methylthiotetrazole(MTT)은 Sigma(StLouis,MO,USA)에서

구입하여 사용하였으며, ECL detection kit는 Amersham Biosciences

Corp.(Piscataway,NJ,USA)에서 구입하여 사용하였다.Anti-cyclin D1

antibody, anti-cyclin D3 antibody, anti-CDK4 antibody, anti-CDK6

antibody,anti-p15antibody,anti-p21antibody,anti-p27antibody및 anti-β

-actinantibody는 CellSignalingTechnology,Inc.(Danvers,MA,USA)에서

구입하여 사용하였으며,기타 분석시약들은 analyticalgrade를 구입하여 사용

하였다.

사람 구강 편평세포암종 KB 세포는 AmericanTypeCultureCollection

(ATCC,Rockville,MD,USA)에서 제공받아 실험에 이용하였다.

2.세포주와 세포배양

KB 세포는 10% fetalbovineserum(FBS,GibcoBRL,Rockville,MD,

USA)및 항생제(100u/mlpenicillin,100㎍/mlstreptomysin)가 함유된 37℃의

Dulbecco'sModifiedEaglesMedium(DMEM,GibcoBRL,Rockville,MD,

USA)과 F-12배지가 3:1로 혼합된 성장배지 하에서 배양하면서 사용하였다.
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3.세포사 측정(MTT 분석)

BCH에 의한 세포성장 억제효과를 관찰하기 위해 37℃의 성장배지 하에서

배양된 KB 세포를 수집하여 24wellplate에 접종(5×10
3
cell/well)하고,접종

24시간 후 BCH다양한 농도를 1-2일 처리하여 37℃에서 반응 시킨 후,세

포성장 억제효과를 MTT 분석으로 측정하였다.MTT 분석은 KB 세포에

MTT 용액을 37℃에서 4시간 처리한 후,MTT 용액을 제거하고 0.04N HCl

이 함유된 isopropanol로 세포를 용해하여 570nm에서 흡광도를 측정하여 시

행하였다.

4.Immunoblotting

BCH에 의한 세포성장 억제기전을 확인하기 위해 immunoblotting을 시행

하였다.10cm 배양접시에 5×10
5
의 KB 세포를 접종하였다.24시간 배양한 후,

BCH20mM을 1-2일 처리하여 37℃에서 반응시킨 후 세포를 수집하였다.세

포를 4℃의 PBS로 2회 세척한 후,4℃의 lysisbuffer(1% Triton X-100,

0.5mM EDTA,1mM phenylmethylsulfonylfluoride,5μg/mlaprotinin및 5

μg/mlleupeptin이 포함된 PBS)에서 30분간 반응시켰다.세포 용해물을

12,500X g에서 20분간 원심분리한 후,단백질 시료를 정량하였다.단백질

시료를 2배의 SDSsamplebuffer(60mM Tris-HCl,pH 6.8,4% SDS,25%

glycerol,14.4mM 2-mercaptoethanol,0.1% bromophenolblue)에 넣고 100℃

에서 5분간 변성 시킨 후,SDS-polyacrylamide gel에 전기영동한 다음
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nitrocellulose membrane으로 이동시켰다.Membrane을 5% fat-free dry

milk-PBST buffer(PBS,0.2% Tween-20)에서 2시간 동안 blocking하였고,

PBST buffer로 15분간 3회 세척하였다.일차항체로 anti-cyclinD1antibody

(1:1,000),anti-cyclinD3antibody(1:1,000),anti-CDK4antibody(1:1,000),

anti-CDK6 antibody (1:1,000), anti-p15 antibody (1:1,000), anti-p21

antibody (1:1,000),anti-p27 antibody (1:1,000)및 anti-β-actin antibody

(1:2,000)를 사용하였으며,이차항체로 horseradish peroxidase conjugated

anti-rabbitIgG를 5,000배 희석하여 사용하였다.ECLdetectionkit를 사용하

여 X-ray필름에 현상한 후 분석하였다.

5.실험자료의 통계학적 검정

모든 실험성적은 mean±SEM으로 나타내었고,각 실험군 간의 유의성

검정은 ANOVA 후에 Student'st-test를 하였으며,p-value가 0.05 미만

(p<0.05)의 경우에서 통계적 유의성이 있는 것으로 간주하였다.
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Days IC50(mM)

1 day 19.9±2.7

2days 11.7±0.9

Ⅲ.실험결과

1.KB세포에서 세포성장에 영향을 미치는 BCH의 효과

KB세포에서 BCH에 의한 세포성장 억제효과를 조사하기 위해 MTT 분

석을 시행하였다.BCH를 0,0.3,1,3,10,20및 50mM의 다양한 농도로 1일

과 2일 동안 KB 세포에 투여한 후 MTT 검사를 시행한 결과,BCH 0.3,1

및 3mM의 농도에서는 대조군과 비교하였을 때 세포성장 억제의 차이를 볼

수 없었다(Fig.1).그러나 BCH 10,20및 50mM에서는 대조군과 비교하여

볼 때 뚜렷한 세포성장 억제효과를 볼 수 있었으며,이 효과는 시간과 농도

에 의존적임을 확인할 수 있었다(Fig.1).KB세포성장 억제에 대한 BCH의

IC50은 Table1에 나타내었다.

Table1.AntiproliferativeeffectofBCH inKBcells

TheIC50valuesrepresentthemean±SEM forthreeexperiments.
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Fig.1.Time- andconcentration-dependenteffectsofBCH on the

cellviabilityinKB cells.TheKBcellsweretreatedwith0,0.3,1,3,

10,20 and 50 mM BCH for1 - 2 days.The cellviabilities were

determined by theMTT assays.Thepercentageofcellviability was

calculatedasaratioofA570nm ofBCH treated cellsand untreated

controlcells.Each data pointrepresents themean ± SEM forthree

experiments.
**
P<0.01vs.controland

***
P<0.001vs.control(thecontrol

cellsmeasuredintheabsenceofBCH).
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2.BCH에 의한 cyclinD의 활성

BCH가 KB 세포의 증식을 현저히 억제시키므로,세포주기 관련인자들의

발현정도를 측정하기 위하여 immunoblotting을 시행하였다.세포주기와 관련

이 높은 인자 중 cyclinD의 발현정도를 측정하기 위해 BCH 20mM을 처리

한 KB세포의 단백질을 추출하여 확인한 결과,cyclinD1의 발현은 BCH 처

리 1일과 2일군에서 대조군과 차이가 없었다(Fig.2).그러나 cyclinD3는

BCH를 처리하지 않은 대조군에서는 높은 발현을 보였으나,BCH 처리 1일과

2일군에서는 거의 발현하지 않았다(Fig.2).

3.BCH에 의한 CDK의 활성

CDK4와 CDK6의 발현정도를 측정하기 위해 KB 세포에 20mM BCH를

처리한 결과,Fig.3에서 보는 바와 같이 CDK4의 발현은 BCH 처리 1일과 2

일군에서 대조군과 차이가 없었다.그러나 CDK6는 BCH를 처리하지 않은 대

조군에서는 높은 발현을 보였으나,BCH 처리 1일과 2일군에서 BCH 처리시

간에 의존적으로 발현이 감소하였다(Fig.3).
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Fig.2.CyclinD activitiesbyBCH treatmentinKB cells.Thecells

weretreatedwithBCH 20mM forindicatedtimeperiods.Thecelllysate

waspreparedandanalyzedbyWesternblotanalysis.
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Fig.3.ActivitiesofCDK4andCDK6byBCH treatmentinKBcells.

ThecellsweretreatedwithBCH 20mM forindicatedtimeperiods.The

celllysatewaspreparedandanalyzedbyWesternblotanalysis.
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4.BCH에 의한 CDK 저해인자들의 활성

CDK 저해인자인 p15,p21및 p27의 발현정도를 측정하기 위해,BCH

20mM을 1일과 2일 처리한 KB세포의 단백질을 추출하여 immunoblotting을

시행하였다.Fig.4에서 보는 바와 같이 p27은 BCH를 처리하지 않은 대조군

에서는 거의 발현하지 않았으나,BCH 처리 1일과 2일군에서 BCH 처리시간

에 의존적으로 발현이 현저히 증가하였다.그러나 p21과 p15은 BCH를 처리

하지 않은 대조군에서는 높은 발현을 보였으나,BCH 처리 1일과 2일군에서

는 발현이 감소하였다(Fig.4).
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Fig.4.Activities ofCDK inhibitors (p15,p21 and p27)by BCH

treatmentin KB cells.ThecellsweretreatedwithBCH 20mM for

indicated timeperiods.Thecelllysatewasprepared and analyzed by

Westernblotanalysis.
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Ⅳ.총괄 및 고안

   본 연구에서 사람 구강 편평세포암종 KB세포를 이용하여 아미노산 수송

계 L억제제인 BCH의 암세포 성장억제에 미치는 효과와 세포성장 억제에서

세포주기 조절인자들의 영향을 조사하였다.

세포성장 억제효과를 조사하기 위한 MTT 실험에서,BCH는 시간과 농도

에 의존적으로 KB 세포의 성장을 억제시켰다(Fig.1).이는 시간과 농도에

의존적으로 암세포의 성장을 억제시키는 항암효과를 지닌 여러 화합물들

([6]-paradol,norcantharidin,baccatin등)에서의 연구결과(33-35)와 일치하는

것이었다.본 연구실의 이전 연구에서 사람 구강 편평세포암종 KB세포에서

는 아미노산 수송계 L중에서 LAT1과 그 보조인자 4F2hc는 발현하지만 아

미노산 수송계 L의 또 다른 아형인 LAT2는 발현하지 않는다고 밝혔으며,

BCH에 의한 L-leucine수송억제를 밝혀 KB 세포에서 L-leucine을 포함한

중성아미노산의 수송에는 LAT1이 중요한 기능을 하고 있다고 보고한 바 있

다(36).KB 세포에서는 아미노산 수송계 L 중에서 LAT1이 존재하여 이를

통해 중성아미노산이 수송되며,또 BCH는 시간과 농도에 의존적으로 KB세

포의 성장을 억제시켰다.이러한 결과를 종합하여 볼 때,사람 구강 편평세포

암종 KB 세포에서 BCH에 의한 세포성장 억제는 중성아미노산을 수송하는

LAT1의 활성을 BCH가 억제하여 세포성장에 필수적인 필수아미노산을 다수

포함하는 중성아미노산들의 세포 내 고갈을 유도함으로서 KB세포의 성장억

제를 유도하는 것으로 사료된다.

암세포 apoptosis유도는 항암제 개발에 가장 유용한 전략이며,많은 연구
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자들이 암세포들의 apoptosis를 유도하는 연구를 시행하고 있다(37-40).본

연구실의 이전 연구에서 BCH에 의한 KB 세포성장 억제기전에 apoptosis가

포함되는지를 확인하기 위하여 DNA fragmentation분석을 시행하여,BCH에

의한 KB세포의 성장억제 과정에 apoptosis기전이 포함되는 것을 확인하였

으며,BCH에 의해 유도되는 KB 세포 성장억제 과정에 caspase-3와

caspase-7에 의존적인 apoptosis가 포함되어 있음을 보고한 바 있다(41).따

라서 본 연구에서는 BCH에 의한 KB세포의 성장억제 과정에서 세포주기 과

정의 조절기전을 조사하였다.

최근 들어 indole-3-carbinol,isothiocyanate및 resveratrol등과 같은 천

연물 유래 화학물질들이 암세포들에서 세포성장 억제활성을 나타낸다고 보고

된 바 있으며,이러한 효과는 세포주기에 관여하는 다양한 인자들을 변형시

켜 암세포들의 apoptosis를 유도하여 성장을 억제시키는 것으로 보고되었다

(40).세포주기의 조절인자로 잘 알려진 CDK들 중 CDK4와 CDK6는 cyclin

D와 함께 세포주기의 G1phase와 G1-Sphase에 중요한 역할을 한다고 알려

져 있다(29,42).CyclinD중 cyclinD1은 원종양유전자로서 사람 암세포들에

서 세포주기에 영향을 줄 수 있다고 알려져 있고,최근의 연구들을 통해

cyclinD1과 유사한 cyclinD2의 생물학적 기능들 및 cyclinD3의 사람 암세

포들에서의 중요한 역할들도 보고되었다(29).본 연구에서도 사람 구강 편평

세포암종 KB세포에서 cyclinD1의 발현은 BCH 처리군과 대조군에서 별다

른 차이가 없었으나,cyclinD3의 발현은 BCH 처리에 의해 현저히 감소하였

다(Fig.2).또한 CDK4의 발현은 BCH 처리군과 대조군에서 별다른 차이가

없었으나,CDK6는 BCH 처리시간에 의존적으로 발현이 감소하였다(Fig.3).

이러한 연구결과를 선행연구자들의 연구결과(29,40,42)와 같이 고찰하여 볼
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때,사람 구강 편평세포암종 KB세포에서 아미노산 수송계 L의 선택적 억제

제 BCH는 CDK6의 인산화 활성을 감소시키고 또한 cyclinD3의 발현을 감

소시켜,결국 KB세포의 세포주기 진행을 억제시키는 것으로 사료된다.

본 연구에서 CDK의 활성억제에 중요한 역할을 하는 저해인자들의 발현

을 확인하였다.CDK 저해인자는 암 억제 단백질로 알려져 있으며,이들은

cyclin-CDK 복합체와 결합하여 인산화 활성을 억제한다고 알려져 있다(29).

CDK 저해인자 p15은 세포주기 과정 중 cyclinD/CDK4복합체 또는 cyclin

D/CDK6복합체에 관련된 pRb의 인산화를 억제하여 G1phase에서 Sphase

로의 진행을 억제시키는 것으로 알려져 있다(29).CDK 저해인자 p21단백질

은 세포주기에서 cyclinD/CDK4복합체 또는 cyclinD/CDK6복합체에 결합

하여 인산화 활성을 억제하며,CDK저해인자 p27은 세포주기 중 G1phase에

서 Sphase로의 과정에서 cyclinD나 cyclinE에 의존적인 인산화 활성을 억

제한다(43).본 연구에서도 p27의 발현은 BCH 처리시간에 의존적으로 증가

하였으나,p21과 p15의 발현은 감소하였다(Fig.4).이러한 연구결과를 선행연

구자들의 연구결과(29,43)와 같이 고찰하여 볼 때,KB세포의 세포주기 과정

에서 BCH는 CDK 저해인자인 p27을 증가시켜 CDK6의 활성을 감소시키는

것으로 사료된다.그러나 BCH가 유도하는 암세포 성장억제에 관한 세포 및

분자적 기전연구는 더 추구하여야 할 과제로 생각된다.

결론적으로,본 연구의 결과로서 사람 구강 편평세포암종 KB 세포에서

아미노산 수송계 L억제제 BCH는 KB세포에서 높게 발현하는 LAT1의 활

성을 억제하여 세포성장에 필수적인 L-leucine등 중성아미노산의 세포 내

고갈을 유도함으로서 KB 세포의 성장을 억제시키는 것으로 사료된다.또한

BCH는 KB세포에서 CDK 저해인자인 p27의 발현증가를 유도하여 CDK6와
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cyclinD3의 발현을 억제시킴으로서 세포주기 중 G1phase를 억제시키는 것

으로 사료된다.본 연구의 결과로 LAT1억제제를 이용한 구강암 세포 성장

억제에 관한 하나의 방향을 제시할 수 있을 것으로 생각된다.
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Ⅴ.결 론

사람 구강 편평세포암종 KB세포를 이용하여 아미노산 수송계 L억제제

인 BCH의 암세포 성장억제에 미치는 효과와 세포성장 억제기전에서 세포주

기 조절인자들의 영향을 밝히기 위해,KB 세포에서 MTT 분석 및

immunoblotting을 시행하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1.아미노산 수송계 L의 선택적 억제제인 BCH는 시간과 농도에 의존적으로

KB세포의 성장을 억제시켰다.

2.KB세포에서 cyclinD1의 발현은 BCH 처리군과 대조군에서 차이가 없었

으나,cyclinD3의 발현은 BCH처리에 의해 현저히 감소되었다.

3.KB 세포에서 CDK4의 발현은 BCH 처리군과 대조군에서 차이가 없었으

나,CDK6는 BCH처리시간에 의존적으로 발현이 감소하였다.

4.KB 세포에서 CDK 저해인자 p27의 발현은 BCH 처리시간에 의존적으로

증가하였으나,CDK저해인자 p21과 p15의 발현은 감소하였다.

본 연구의 결과로서 사람 구강 편평세포암종 KB세포에서 아미노산 수송

계 L억제제 BCH는 LAT1의 활성을 억제하여 중성아미노산의 세포 내 고갈

을 유도함으로서 KB세포의 성장을 억제시키는 것으로 사료된다.또한 BCH

는 KB세포에서 p27의 발현증가를 유도하여 CDK6와 cyclinD3의 발현을 억

제시킴으로서 세포주기 중 G1phase를 억제시키는 것으로 사료된다.
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