
- 1 -

기관고유연구사업 최종보고서

편집순서 1 : 겉표지 (앞면)

(과제번호 : 0810070 )

연구과제명 (국문): 변이형 EGFR에 의한 세포 증식의 기전 연구 및

저해제 탐색을 위한 꼬마선충 모델 개발

연구과제명 (영문): Development of C. elegans model for the mutated

EGFR induced cell proliferative mechanism and EGFR inhibitor screen

과제책임자 : 심 재 갈

국 립 암 센 터



- 2 -

편집순서 1 : 겉표지 (측면, 뒷면)

(뒷면) (측면)

변이형

EGFR

에

의한

세포

증식의

기전

연구

및

저해제

탐색을

위한

꼬마

선충

모델

개발

국

립

암

센

터

1. 이 보고서는 국립암센터 기관고유연구

사업 최종보고서입니다.

2. 이 보고서 내용을 인용할 때에는 반드시

국립암센터 연구사업 결과임을 밝혀야

합니다.

(14 pont, 고딕체)



- 3 -

편집순서 2 : 제출문

제 출 문

국립암센터 원장 귀하

이 보고서를 기관고유연구사업 “변이형 EGFR에 의한 세포 증식의 기전 연

구 및 저해제 탐색을 위한 꼬마선충 모델 개발” 과제의 최종보고서로 제출

합니다.

2010. 12. 30

국 립 암 센 터

과 제 책 임 자 : 심 재 갈

연 구 원 : 김 태 훈

〃       : 김 소 희

〃       : 유 범 호



- 4 -

편집순서 3 : 목차

목 차

< 요 약 문 > ---------------------------------------- 1

(한글) --------------------------------------------- 1

(영문) --------------------------------------------- 3

1. 연구의 최종목표 ------------------------------------ 5

2. 연구의 내용 및 결과 --------------------------------- 5

3. 연구결과 고찰 및 결론 ------------------------------ 31

4. 연구성과 및 목표달성도 ----------------------------- 33

5. 연구결과의 활용계획 -------------------------------- 37

6. 참고문헌 ----------------------------------------- 37

7. 첨부서류 ----------------------------------------- 39



- 1 -

편집순서 4 : 요약문 (한글)

< 요 약 문 >

연구분야(코드) 기초실용화연구(B-4) 과제번호 0810070

과 제 명
변이형 EGFR에 의한 세포 증식의 기전 연구 및

저해제 탐색을 위한 꼬마선충 모델 개발

연구기간/연구비
(천원)

합계 2008년 1월 1일 ～ 2010년 12월 31일 330,000

1차년도 2008년 1월 1일 ～ 2008년 12월 31일 110,000

2차년도 2009년 1월 1일 ～ 2009년 12월 31일 110,000

3차년도 2010년 1월 1일 ～ 2010년 12월 31일 110,000

과제책임자
성 명 심 재 갈 주민등록번호 710605-*******

전화번호 031-920-2262 전 자 우 편 jaegal@ncc.re.kr

색인단어
국문 꼬마선충, 변이형 EGFR, 세포 증식

영문 C. elegans, Mutant EGFR, Cell proliferation, Inhibitor screen

◆ 연구목표
<최종목표>

인간의 돌연변이형 EGFR의 발현에 의한 꼬마선충(C. elegans) 과형성(Hyperplasia) 모델을 제작하

고, 이 모델을 통해 세포 증식의 신호전달을 조절하는 유전자를 발굴하고, 변이형 EGFR 신호전

달계의 저해제 탐색 가능성 검증.

<당해년도 목표>

화합물의 효능 평가를 통해 적합한 Hit을 선정하고, SURO-1과 SURO-4의 세포증식에 대한 조

절 규명

1. 7개 화합물의 유도체 244종과 1280종에 대한 구매 화합물 스크린 결과를 종합하여 세포배양실

험에서 효능을 평가

2. SURO-1이 실제 작용하는 표적을 찾고 그 표적의 세포 증식에 대한 영향 분석

3. SURO-4를 비롯한 다양한 collagen들이 세포증식에 미치는 영향에 대해 분석

◆ 연구내용 및 방법

(1) 7개 화합물의 유도체 244종과 1280종에 대한 구매 화합물 스크린 결과를 종합하여 세포배양

실험에서 효능을 평가

- 추가적 화합물 스크린 : 시그마에서 구입한 1280종의 화합물이 확보되어 있음. 이에 더해서 화

합물이 확보되는 대로 스크린을 수행할 것임.

- 7개 화합물의 유도체 244종에 대한 활성 평가 : 화학연구원에서 반출 가능한 후보 물질의 유도

체가 244종임. 이들 244종의 EGFR 저해 정도를 jgIs6 strain을 이용하여 평가할 것임.

- EGFR [L858R:: T790M]과 EGFR[Δ747-752]에 의한 hyperplasia 모델에서 저해물질의 비교 실험

을 수행할 것임.

- EGFR 하위에 있는 인간의 돌연변이형 Ras를 이용한 hyperplasia model을 제작하여 후보 물

질의 EGFR 선택성을 검증할 것임.

- EGFR 발현 세포 배양 실험을 통한 효능 평가 : EGFR을 과발현하는 A431등의 EGFR 관련

세포를 이용하여 Iressa와 후보 물질들 간의 효능을 평가하고, EGFR을 발현하지 않는 세포를 이

용하여 세포 독성을 평가하여 최종적인 Hit을 선정할 것임.
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(2) SURO-1이 실제 작용하는 표적을 찾고, 그 표적의 세포 증식에 대한 영향 분석

- SURO-1의 표적 선정 : 꼬마선충에 존재하는 rol-9, sqt-3와 같은 rol mutant들을 suro-1

mutation이 suppression할 수 있는지 확인하여 그 중에서 SURO-1의 표적이 될 수 있는 것을 선

정할 것임.

- 선정된 collagen의 carboxypeptidase의 표적 서열을 가진 peptide를 제작하여 SURO-1에 의해

잘려지는지, 반응물의 질량을 분석하여 확인할 것임.

- SURO-1의 subcellular localization 확인 : SURO-1의 항체를 제작하여 항체 염색을 통해

SURO-1의 실질적인 분포를 확인할 것임. 다른 방편으로 SURO-1::GFP를 동물 세포 배양을 통

해 간접적으로 확인할 것임.

- Mutant SURO-1 단백질의 확인 : 야생형과 suro-1 mutant들을 단백질을 추출하여 western

blotting을 수행하여, suro-1 mutant들에서 단백질의 발현량과 크기 등을 비교할 것임.

(3) SURO-4를 비롯한 다양한 collagen들이 세포증식에 미치는 영향에 대해 분석

- jgIs6와 suro-4;jgIs6에서 EGFR receptor의 발현량을 let-23 항체로 western blotting을 이용하

여 비교할 것임.

- jgIs6와 suro-4;jgIs6에서 EGFR의 localization의 변화가 있는지 let-23 항체를 이용한

whole-mount staining으로 확인할 것임.

- let-23(sa62) gain-of-function mutant에 suro-4 RNAi를 해서 HIN phenotype의 변화를 확인

할 것임.

- let-60, lin-15ts에 suro-4 RNAi를 하여 HIN phenotype의 변화를 확인할 것임.

- rol-6, suro-4 등의 collagen mutant와 vulval development에 관여하는 다양한 mutant들을 교

배하여 이들 간의 유전학적 상호관계를 분석할 것임.

◆ 연구성과

-정량적 성과

구분 달성치/목표치
1)

달성도(%) 비고

SCI 논문 편수 7/6 117 과제종료 1년내

100% 이상 예정IF 합 16.4/24 68.3

기타 성과

1) 총연구기간내 목표 연구성과로 기 제출한 값

-정성적 성과
․인간의 activated EGFR mutation을 발현하는 C. elegans Muv model을 제작하고, 이 모델을 이용하

여 억제제 개발이 가능하다는 것을 drug screen을 통해 증명함.

◆ 참여연구원

(최종연도 참여인원)

성 명
심재갈, 김태훈, 김소희, 유범호

주민등록번호
******-*******, ******-*******, ******-*******,

******-*******

※ 요약문의 총분량은 2page 이내로 제한함
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편집순서 5 : 요약문 (영문)

Project Summary

Title of Project
Development of C. elegans model for the mutated EGFR

induced cell proliferative mechanism and EGFR inhibitor screen

Key Words C. elegans, Mutant EGFR, Cell proliferation, Inhibitor screen

Project Leader Jaegal Shim

Associated Company

Epidermal growth factor receptor (EGFR) is well established target for cancer treatment and 
EGFR tyrosine kinase (TK) inhibitors such as gefinitib and elotinib have been developed as 
anti-cancer drugs.  Although non-small cell lung carcinoma (NSCLC) with activating EGFR 
mutant L858R responded well to gefinitib and elotinib, tumors with double mutated EGFR 
T709M-L858R developed acquired resistance to those drugs.  The C.elegans EGFR homolog 
LET-23 and its downstream signaling pathway have been studied extensively to provide 
insight into regulatory mechanisms conserved from worms to humans. To develop an in vivo 
screening system for potential cancer drugs targeting specific EGFR mutants we expressed 
three LET-23 chimeras where its tyrosine kinase (TK) domain was replaced with either 
human wild-type TK domain (LET-23::hEGFR-TK), TK domain with L858R 
mutation:LET-23::hEGFR-TK[L858R] (jgIs6), or TK domain with T790M-L858R 
mutations:LET-23::hEGFR-TK[T790M-L858R] (jgIs25) in C.elegans vulval cells.  The 
wild-type EGFR-TK chimeric receptors rescued let-23 mutant phenotypes and the 
activating mutant TK chimeras induced a multivulva (Muv) phenotype in a wild-type 
background. The anticancer drugs gefitinib and erlotinib can suppress the Muv phenotype in 
jgIs6 expressing transgenic animals, but not in jgIs25 transgenic animals. 
We screened inhibitors suppressing the Muv phenotype of jgIs6 using 400 natural componds 
extracted from plants.  We treated 50ug/ml concentration of plant extracts to the 
synchronized L1 larvae using 96 well plates.  As a result, 12 plant extracts inhibited the 
Muv phenotype of jgIs6 more than 20%.  Among 12 plants, Eurycoma longifolia is known to 
induce apoptosis of the breast cancer cell line and have cytotoxicity for the lung cancer cell line.  We 
further tested 12 plant extracts using two breast and one prostate cancer cell lines, and 8 plant extacts 
inhibited cell proliferation.  Therefore, jgIs6 is proven to be acceptable for screening anti-cancer agent.



- 4 -

Next, we also screened using 7,680 chemical library, of which target and mechanism are not 
known.  Finally, 7 chemicals inhibited the Muv phenotype of jgIs6 well, and they have the 
same basic structures. We continue to test using 244 derivatives of these 7 chemicals, and 
found that 15 chemicals are more effective than gefitinib.  However, no chemicals suppressed 
the Muv phenotype of the EGFR-TKI resistant model jgIs25. 
We tried to screen using 1,280 small chemicals of which target and mechanism are known.  
AG1478 (an EGFR-TK inhibitor) and U0126 (a MEK inhibitor) were identified as potential 
inhibitors for EGFR-mediated biological function. Both chemicals inhibited the Muv phenotype 
of jgIs6, but only U0126 could inhibit the Muv phenotype of jgIs25.  In conclusion, 
transgenic C.elegans expressing chimeric LET-23::EGFR-TK proteins provide a model 
system that can be utilized in mutation-specific screens for new anticancer drugs.
We also tried to apply jgIs6 which is developed for screening the anticancer drug to reveal 
the interaction and relationship between the cell proliferation from the activated EGFR and 
extracellular matrix(ECM) molecules. We planed to screen mutants which are involved in the 
components or organization of the cuticle, then tested the change of hyperplasia in that 
mutants by mating with jgIs6.  For this purpose, we screened suppressors of transgenic 
worms expressing dominant ROL-6 collagen proteins.  We named these Rol suppressor 
mutants as suro mutant. Most mutants enhance the Muv phenotype of jgIs6, but only one 
mutant inhibited the Muv phenotype of jgIs6.  We first cloned the suro-4 mutant, and found 
a mutation in the sqt-1 gene.  SQT-1 is a famous collagen protein, and it is closely related 
to ROL-6.  We further tested the suro-4 mutant by mating with jgIs25 and jgIs26 which 
express EGFR-TKI resistant LET-23::EGFR[T790M L858R].  The suro-4 mutation also 
increased the Muv phenotype of jgIs25 and jgIs26. In particular, suro-4 increased the Muv 
phenotype of jgIs26 dramatically.
The suro-1 mutant inhibited the Muv phenotype of jgIs6 and exhibited a different 
ROL-6::GFP localization pattern compared to other Dpy mutants.  We identified mutations in 
R11A5.7, which encodes a zinc-carboxypeptidase homologue.  The expression pattern in the 
hypodermis and genetic interaction with other collagen modifying enzyme mutants imply that 
the regulatory role of this novel carboxypeptidase for collagen processing and cuticle 
organization. This result helps further understanding of the cuticle formation during larval 
development and the relationship between epithelial cell proliferation and ECM.
In summary, we made in vivo screening model targeting the EGFR pathway using C. elegans 
vulval development pathway and the activating mutant form of human EGFR.  We 
characterized and evaluated this model by the molecular genetic analysis and pilot screens 
with 400 natural compounds and approximately 9,000 small chemicals. In addition, we tried 
to elucidate the relationship of the epithelial cell proliferation from the activated EGFR signal 
and ECM using this model. As a result, we found a novel zinc-carboxypeptidase A homolog 
and reported the function of this CPA.
※ 연구목표, 연구방법, 연구성과를 영문으로 요약하여 2쪽이내의 분량으로 작성
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구분 목표 내용 및 범위
연구비

1차년도
(2008)

변이형 hEGFR 형질전환

꼬마선충 제작/검증

1. 변이형 hEGFR 발현 꼬마선충 제작

2. 형질전환 개체의 hEGFR활성을 비교

3. 기존의 EGFR 저해제에 의한 반응 분석

110,000

2차년도
(2009)

변이형 hEGFR 신호전달에

의한 세포증식에 관련된

새로운 유전자 탐색

1. Iressa와 EGFR 억제제를 이용한 hEGFR

에 의한 hyperplasia 모델 분석

2. Natural compound를 이용한 EGFR 경

로의 저해제 스크린

3. EGFR 신호전달의 negative regulator로

예상되는 rs48 돌연변이의 원인 유전자 기

능 분석

110,000

3차년도
(2010)

화합물의 효능 평가를 통해

적합한 Hit을 선정하고,

SURO-1과 SURO-4의

세포증식에 대한 조절 규명

1. 7개 화합물의 유도체 244종과 1280종에

대한 구매 화합물 스크린 결과를 종합하여

세포배양실험에서 효능을 평가

2. SURO-1이 실제 작용하는 표적을 찾고

그 표적의 세포 증식에 대한 영향 분석

3. SURO-4를 비롯한 다양한 collagen들이

세포증식에 미치는 영향에 대해 분석

110,000

편집순서 6 : 연구결과

1. 연구의 최종목표

(1) 최종목표 : 인간의 돌연변이형 EGFR의 발현에 의한 꼬마선충(C. elegans) 과형성(Hyperplasia) 

모델을 제작하고, 이 모델을 통해 세포 증식의 신호전달을 조절하는 유전자를 발굴하고, 변이형 EGFR 

신호전달계의 저해제 탐색 가능성 검증. 

(2) 연차별 목표 및 내용

2. 연구의 내용 및 결과

<EGFR경로 저해제 탐색을 위한 선충 모델 제작과 특성 연구>

(1) EGFR의 다양한 돌연변이 형을 발현하는 형질전환 꼬마선충 제작

Epidermal growth factor receptor (EGFR) 는 유방암, 자궁암, 비소세포폐암(non-small-cell lung

cancer, NSCLC) 등의 여러 암에서 과발현되어 있거나 과활성화된 돌연변이를 가짐[1]. EGFR는

발암(tumorigenesis), 침윤(invasion), 전이(metastasis), 그리고 신생혈관형성(angiogenesis) 등의
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암 발생과 성장의 다양한 단계에 관여함 . 이러한 특성으로 인해 EGFR은 항암제 개발의 유력한

표적이 되고 있음[2]. Gefitinib (Commercial name: Iressa)는 첫 번째 EGFR-TK inhibitor drug

으로 개발되어 NSCLC와 같은 epithelial cancer를 치료하는데 사용되고 있음[3]. EGFR tyrosine

kinase (TK) domain의 mutation은 일부 폐암에서 gefitinib에 대한 반응성과 밀접한 연관을 가지

며, anti-apoptotic pathways를 활성화한다는 보고가 있음[4, 5].

NSCLC에서 활성화된 EGFR의 변이는 주로 exon 19에서의 결실과 exon 21에서 L858R과 같은

point mutation이 90% 이상을 차지함[6, 7]. 이러한 EGFR의 과활성 변이를 가진 NSCLC는

gefitinib과 erlotinib(상품명:Tarceva)와 같은 EGFR-TK inhibitor(EGFR-TKI)에 대해 아주 잘 반

응하여 억제됨[6, 8]. 하지만 암세포는 EGFR-TKI에 대한 내성을 원천적으로 가지거나 획득함으

로써 EGFR-TKI에 대한 치료 효과가 없어짐. EGFR-TKI의 내성 원인으로 IGF의 과발현, cMet

과 KRas의 변이, EGFR의 또 다른 변이등에 의함. 그 중에서 EGFR의 새로운 변이에 의한

EGFR-TKI에 대한 내성이 잘 연구되어 있음. 한 예로 EGFR[L858R] 은 gefitinib에 민감하나,

EGFR[T790M L858R]의 이중 변이 형은 내성을 보임[8]. 따라서 한가지 항암제에 의한 치료 효과

는 한계가 있으며, 개인별 맞춤 치료를 위해서도 각각의 변이에 잘 반응하는 항암제 개발이 필요

함.

C. elegans vulval development는 EGFR signaling pathway가 작동하는 아주 잘 연구되고 확립된

모델임[9-11]. 6개의 vulval precursor cells (VPCs) 중에서 P5.p, P6.p와 P7.p 가 각기 2o-1o-2o

cell fates로 결정되어 분열을 지속하고 완전한 생식기를 형성함. 1
o

cell fate는 P6.p 세포에서

EGFR-Ras-MAPK 신호 전달에 의해 결정되고, 2
o

cell fate는 P5.p와 P7.p 세포에서

LIN-12/Notch 신호 전달 경로에 의해 결정됨. EGFR, RAS, RAF, MEK와 MAPK를 포함한 대부

분의 EGFR 경로의 구성 요소들은 아주 잘 보존되어 있음[10].

NSCLC에서 EGFR의 변이에 따른 EGFR-TKI 반응성과 선충의 vulval development pathway를

이용하면, EGFR 경로를 표적으로 하는 효율적인 새로운 항암제 스크린 시스템 개발이 가능할 것

임. 따라서 본 연구의 시작은 기존의 EGFR-TKI의 내성을 극복할 수 있는 EGFR 경로에 특이적

인 신규 항암 물질의 발굴을 위한 in vivo screening model을 개발하는 것을 목적으로 인간의

EGFR을 선충에서 발현시키는 것을 계획함. 선충에서 let-23 mutant들은 대부분 larval lethal인데

let-23(sy1)의 경우 C-terminal 일부 아미노산의 결실로 인해 vulvaless(Vul) phenotype을 보임

[12].

Human EGFR (hEGFR)을 선충에 발현하기 위해, 우선적으로 hEGFR의 cDNA를 폐암 세포 주에

서 RT-PCR을 통해 확보하였음. 다음으로 선충에 가장 효율적이고 EGFR 경로 특이적으로 발현

시키기 위해, 꼬마선충의 EGFR ortholog인 let-23 유전자의 promoter를 genomic DNA에서 PCR

을 통해 5kb 정도 길이를 확보함. 선충의 LET-23과 hEGFR은 TK 도메인은 40% 이상의 유사성

을 보이나(그림1A), 다른 부위는 대체로 20% 이하의 유사성을 보이므로, hEGFR의 extracellular

domain대신에 LET-23의 extracellular domain을 swapping한 construct를 제작하였음. 우선

LET-23::hEGFR-C construct는 LET-23의 C-terminal PDZ interactin motif인 6개 아미노산을 추

가하여 선충의 VPC에서 baso-lateral localization에 문제가 없도록 제작하였음. 그리고 각종

hEGFR의 돌연변이 형은 보다 TK 도메인에 특이적으로 hEGFR-TK만을 선충의 LET-23의 TK

도메인을 대체하여 제작하였음(그림 1B, 그림 2A).

LET-23::hEGFR-C(wild-type hEGFR의 C-termal 도메인 전체가 포함)이 선충에서 정상적인 기
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능을 수행할 수 있는지를 알아 보기 위해, 선충의 EGFR lf mutant인 let-23(sy1)의 vulvaless

phenotype을 rescue하는 실험을 수행하였음. 그림 2B에서처럼 LET-23::hEGFR-C을 발현하는

let-23(sy1) mutant는 정상적으로 vulva가 형성됨을 확인하였음. 또한 null mutant인 let-23(sy15)

의 lethality를 rescue하는 것을 확인하였음. 따라서 LET-23과 hEGFR의 chimeric receptor가 선충

의 유충 발생과 생식기 발생 모두에 정상적으로 기능하여, 내재적인 LET-23의 변이에 의한 기능

상실을 대체할 수 있다는 것을 확인하였음.

다음으로 과활성화된 hEGFR-TK 도메인을 포함하는 LET-23::hEGFR-TK[L858]을 발현하는 형

질 전환 개체에서 multivulva(Muv) phenotype을 관찰하였음. 기존의 선충에 존재하는 Muv

mutant들과 비교해 보면, 기존의 Muv mutant들 보다 pseudovulva의 형성이 더 뚜렷하다는 것을
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알 수 있었음(그림 2C). LET-23::hEGFR-TK[L858]을 발현하는 형질 전환 개체에서 Muv이 세포

의 증식으로 인한 것인지를 확인하기 위해, Hoechst33342로 세포 핵을 염색해 보았음. 그 결과 몇

몇 pseudovulva region에서 세포의 수가 20개 이상 관찰되는 것을 확인하였음(그림 2D). 정상적인

vulva 발생에서 3개의 VPC에서 최종적으로 22개의 세포로 구성된 vulva를 만드는데 비해, 하나의

pseudovulva에서 20개 이상의 세포가 만들어졌다는 것은 세포 증식이 과도하게 일어났다는 증거

임. 실제로 어느 정도까지 세포 수가 늘어 나는지는 정확히 알 수 없으나, pseudovulva가 커지면

결국 그 부위가 터져서 일찍 죽게 되고, 고배율 현미경에서 관찰이 불가능함. 과도한 EGFR 신호

에 의한 과도한 세포 증식 현상은 초기 발암 과정에서 과형성(hyperplasia) 현상과 유사하다고 판

단됨.

LET-23::hEGFR-TK[L858]을 발현하는 형질 전환 개체는 야생형 선충에 비해 느리게 자라고, 알

을 적게 낳으며, 유충 발생단계에서도 많은 수가 사망하는 것으로 나타남(그림 3). 이러한

phenotype은 다른 연구자 그룹에서 LIN-3/EGF를 과발현 시킨 개체에서 나타나는 특징과 유사하

며[13], 이것으로 보아 과도한 EGFR의 신호 전달은 정상적인 개체 성장을 저해한다는 것을 알 수

있음.

(2) 돌연변이형 hEGFR의 활성을 비교 분석

그림 2A에서처럼 여러 종류의 LET-23::hEGFR의 chimeric construct를 제작하였고, 각각의 플라

스미드를 선충에 미세주입하여 형질전환 개체를 제작하였음. 각 형질전환 개체의 Muv 형성 여부

를 비교해 보면, 표1과 같이 정상적 EGFR을 포함하는 것과 EGFR[T790M]을 포함하는 것은 Muv
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형성을 하지 않음. 반면에, 활성화된 EGFR 변이형은 모두 Muv을 잘 형성하였음. 이후 실험을 위

해 LET-23 ::hEGFR[L858R]과 LET-23 ::hEGFR[T790M L858R]을 발현하는 두 종류의 형질전환

개체는 UV 조사에 의해 integration line을 제작하였음.

LET-23 ::hEGFR[L858R]의 형질전환 개체에서는 약 50% 정도의 Muv 비율을 보였는데, 이것의

integration line(jgIs6라 명명)은 90% 이상의 비율로 Muv 비율이 증가하였음. LET-23

::hEGFR[T790M L858R]의 경우에는 3종의 Is line (jgIs25, 26, 27)이 만들어졌는데, 마찬가지로

integration 후에 Muv 비율이 증가함.

(3) jgIs6에서 vulval cell fate 변화

C. elegans vulval development는 6개의 VPC가 크게 3종류의 cell fate를 갖는 것으로 구분되며, 각 발생

단계별로 특이적으로 발현하는 유전자들이 보고 되었음(그림 4A). 이러한 cell fate marker를 이용하여

jgIs6에서 생식기 발생 및 hyperplasia 부위에서의 cell fate 변화를 관찰하였음. jgIs6에서 Muv 형성이 과

도한 EGFR 신호에 의한 것이라면, 정상적으로 3o fate를 가지는 세포가 hyperplasia에서는 1o 또는 2o 로

바뀔 가능성이 있음. 정상적인 3
o

fate 세포들은 더 이상 분열을 하지 않고, hypodermis의 Hyp7 세포와

fusion을 하게 되는 반면, 1
o
또는 2

o
는 여러번 세포 분열을 더 하는 특성이 있음.

hEGFR[L858R]에 의해 과다 증식된 세포의 정확한 특성을 알기 위해, 정상적인 꼬마선충 생식기 발생에

서 발현되는 유전자들의 promoter들을 이용한 cell specific reporter가 필요함. 세포의 특성은 EGFR 신호

뿐만 아니라, WNT와 Notch 신호들이 관여하여 결정되는 것이므로 과형성된 세포의 fate가 1o, 2o, 3o

cell fate 중에서 어느 것이냐에 따라 많은 정보를 얻을 수 있음. 이러한 cell fate specific marker



- 10 -

들은 세포핵 또는 세포질에 발현시켜 증식된 세포의 수를 세는데도 유용하고, 세포의 형태를 구분

하는데 유용할 것임.

그림 4B는 이미 존재하는 1
o

cell marker인 cadherin-3의 GFP reporter를 marker를 jgIs6에서 발현

시켜 보았음. 그 결과 야생형 선충에서는 vulva의 중앙 부위에서만 GFP가 나타나는데, jgIs6에서

는 vulva와 hyperplasia가 형성된 부위에서도 강하게 발현되는 GFP를 확인할 수 있음.

우리는 또한 2
o

cell marker의 발현을 jgIs6에서 확인하고자 하였음. 이를 위하여 dhs-31과 egl-17

을 선정하였음. dhs-31 유전자는 성체의 2
o

fate cell 중에서 Vul C를 제외한 Vul B1, B2, D에서 발

현한다고 알려져 있는데, dhs-31의 프로모터를 이용하여 NLS-GFP를 발현시킨 개체에서 정확하게 핵

에서 녹색형광이 잘 관찰되는 것을 확인할 수 있었음. egl-17 유전자는 L3 유충에서 1
o
, 2

o
fate에서만

발현되고, L4 이후에는 2
o

fate에서만 발현된다고 알려짐, EMR-1은 선충의 emerin 상동체로 핵막

에서 발현되므로 egl-17 프로모터를 이용하여 EMR-1::RFP를 발현시킨 결과 성체의 2o fate 세포

의 핵막에서만 잘 발현된다는 것을 관찰함. lin-15는 선충의 Muv mutant 중에서 가장 센

phenotype을 보이므로, lin-15와 jgIs6에서 2
o

cell marker의 발현을 주로 비교 관찰하였음. 야생형

선충과 달리 lin-15와 jgIs6 모두에서 2o cell marker의 발현도 vulva 세포 외에 hyperplasia가 일

어난 부위에서도 관찰이 되었음(그림 4C). Ras의 dominant mutant인 let-60에서도 cell fate

marker의 발현은 jgIs6와 동일 하였음. 따라서 jgIs6에서도 다른 Muv mutant와 마찬가지로 과활

성화된 EGFR 신호 전달이 세포의 운명을 바꾸어 과도한 세포 증식을 유도한 것으로 판명됨.

(4) jgIs6에서 junction protein의 발현

Epithelial cell proliferation이 일어날 때, junction protein들이 많이 만들어지는데, 꼬마선충의 생

식기 발생에서도 잘 알려져 있음. Epithelial cell은 특징적으로 세포와 세포 사이에 junction이 형

성되어 있고, polatity를 가짐. 꼬마선충의 epithelial junction은 apical junction이라고 불리는데, 이

것은 상대적 위치와 조성에 따라 CCC(catenin-cadherin complex)와 DAC(dlg-1-ajm-1 compex)

로 구분됨.

jgIs6의 과형성 부위에서도 junction protein들이 잘 발현되는지 알기 위해, 꼬마선충의 대표적인

apical junction marker인 AJM-1의 발현을 AJM-1::GFP를 통해 다른 Muv mutant들과 비교해

보았음.
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그림 5는 lin-15와 let-60(RAS의 gain-of-function) mutants와 jgIs6에서 AJM-1::GFP의 발현이 정상적

인 생식기 발생 부위와 과형성 부위에서 강하게 일어나는 것을 보여주고 있음. 과형성이 일어나는 부위

에서 AJM-1::GFP는 L4 유충에서는 몸 안쪽으로 함입이 일어난 부위에서 나타나며, 성체에서는 주로

과형성이 일어난 세포 덩어리와 몸체의 경계에서 발현됨.

다음으로 또 다른 junction marker인 alpha-catenin의 발현을 jgIs6에서 확인해 보았음. HMP-1은 선충

의 alpha-catenin homolog이며, HMP-1::GFP는 야생형 L4 유충과 성체에서 vulval cell과 seam cell에

서 발현됨. 이에 비해 jgIs6에서는 vulval 뿐만 아니라, hyperplasia 부위에서도 강하게 발현되는 것을

확인할 수 있음(그림 6).

AJM-1::GFP와 HMP-1::GFP의 jgIs6에서의 발현 결과로 보아, 다른 Muv mutant와 마찬가지로

jgIs6의 hyperplasia 부위에서 epithelial cell의 증식이 활발하다는 것이 확인되었음.

(5) hEGFR[L858R]에 의해 유도된 과형성은 EGFR의 경로의 활성화에 의한 것임.

jgIs6에서 Muv phenptype이 우리가 도입한 hEGFR-TK[L858R] chimera에 의한 EGFR 경로의 활성

화에 의한 것인지 검증하기 위해, EGFR 신호 전달 경로에 존재하는 여러 유전자들의 RNAi 실험을 수

행하였음.
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그림 7에서 lin-3는 선충의 EGF, let-60는 Ras, mek-2는 MEK, mpk-1은 MAPK의 homolog임.

jgIs6와 jgIs25를 이러한 유전자의 RNAi에 의한 발현 억제에 의해 일정 부분 Muv phenotype이

감소함을 알 수 있음. LET-23/EGFR 하위에 존재하는 let-60, mek-2, mpk-1에 존재하는 유전자

들의 RNAi phenotype은 심할 경우 lethality를 보이므로, vulval phenotype을 보기 위해서는 성체

까지 성장한 개체만을 파악해야 하기 때문에, 비교적 약하게 RNAi가 작동한 개체만을 관찰하게

되는 이유로 Muv phenotype의 감소가 적은 것 같음.

이상의 결과들에서 LET-23 ::hEGFR[L858R]를 발현하는 jgIs6에서 일어나는 hyperplasia는 EGFR

신호 경로의 과도한 활성에 의한 것임을 확신할 수 있음.

(6) EGFR-TKI에 의한 jgIs6와 jgIs25 모델 비교 분석

우리의 목표는 실질적으로 새로운 EGFR 경로에 대한 특이적 항암제 개발을 위한 스크린 모델을 개발 하

는 것이기 때문에, 앞서 확인한 jgIs6와 jgIs25 모델에 대한 기존의 EGFR-TKI에 의한 반응성을 비교 분

석할 필요가 있음. NSCLC의 EGFR-TKI에 대한 반응성은 EGFR의 활성화된 변이에 민감하고, 또 다른

gate keeper mutation인 T790M에 의해 내성이 생김. 따라서 우리는 이미 상용화된 EGFR-TKI 항암제인

gefitinib와 erlotinib를 이용하여, LET-23 ::hEGFR[L858R]를 발현하는 jgIs6과 LET-23 ::hEGFR

[T790M L858R]를 발현하는 jgIs25의 Muv phenotype에 대한 효과를 확인하였음.

가장 먼저 EGFR-TKI의 야생형 선충에 대한 독성을 보기 위해, 40uM 농도의 gefitinib을 L4 유충에 처

리하여 보았음. 그 결과 대조군과 마찬가지로 자손들이 알에서 잘 깨어나 잘 성장하고, 성체에서 생식기

발생도 정상적임을 알 수 있음(그림 8A). 따라서, gefitinib이 선충의 다른 essential pathway를 저해하지

않고, 특히 LET-23에 대해 별로 저해하지 않는 다는 것을 확인함. 선충의 EGFR인 LET-23은 hEGFR

과 유사성이 떨어져서 이러한 결과를 낼 수도 있고, gefitinib이 활성화된 EGFR 변이형에만 높은 반응성
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을 보인다는 이유가 더 클 것임.

다음으로 gefitinib를 jgIs6에 처리한 결과, 1uM 농도에서도 Muv phenotype을 잘 억제하는 것을 확인 하

였음(그림 8B). gefitinib는 농도에 따라 jgIs6의 Muv phenotype을 잘 억제하는 반면에, jgIs25의 Muv

phenotype은 전혀 억제하지 못하는 현상을 보임(그림 8C). 이러한 결과는 인간의 NSCLC에서의 EGFR

mutation과 gefitinib의 반응성과 동일함. 또 다른 EGFR-TKI인 erlotinib도 gefitinib과 동일한 결과를 나

타냄(그림 8D). 이러한 결과로 보아, LET-23 ::hEGFR[L858R]를 발현하는 jgIs6과 LET-23 ::hEGFR

[T790M L858R]를 발현하는 jgIs25 모델이 인간의 비소세포폐암이 EGFR-TKI 반응성을 잘 반영

하는 모델이라는 것을 확인할 수 있었음.

선충에서 vulval development는 유충의 발생 단계와 밀접한 연관을 가짐. 생식기 발생은 LIN-3/EGF 신

호가 L3 molt 단계에서 anchor cell (AC)에서 나오게 되면, 그 이후 VPC의 cell fate가 결정됨. 따라서

jgIs6 모델에서 gefitinib에 의한 Muv 형성 저해가 유충 발생 단계와 관련성이 있는지 확인하고, 특히 실

질적인 스크린에 들어갈 때, 어느 유충 단계에 화합물을 처리해야 하는지를 알기 위해, 각 유충 단계 별

로 gefitinib을 처리하여 Muv phenotype의 억제 정도를 보았음. jgIs6의 자손들을 L1에서 L4 단계까지

synchronize한 다음, gefitinib을 처리하고, 성체에서 Muv을 관찰하였음. 그 결과, L1에서 L3까지는

gefitinib이 효과적으로 작동하여 Muv을 잘 억제하는 반면에, L4에서는 억제 정도가 현저히 감소함(그림

8E). 따라서, jgIs6의 Muv phenotype은 정상적인 생식기 발생과 밀접한 연관이 있고, 화합물 스크린을 위

해서는 L1에서 L3 단계의 유충을 이용하면 된다는 것을 확인함.

<야생형 선충과 과활성화된 hEGFR 발현 선충를 이용한 항암제 탐색>

(1) 꼬마선충의 항암제 탐색 시스템으로서의 가능성 및 유용성 연구

Doxorubicin과 Farnesyl trasferase inhibitor 등의 처리에 의해 꼬마선충의 정상적인 발생과 성장이 억제

된다는 보고가 있었음[14]. 본 실험실에서도 5-FU와 같은 pyrimidine antagonist의 처리 결과로 꼬마선충

의 성장을 억제함을 알 수 있었음[15]. 따라서 꼬마선충의 성장을 억제하는 물질을 탐색하는 것이 새로운

항암제 발굴에 유용한지를 알아보기 위해 EGFR 신호 전달과 같은 특정 경로를 표적으로 하는 것과 별도

로 연구를 진행하였음.

그림 9는 생명공학연구원의 자생식물사업단에서 가져온 400개의 식물 추출물을 이용하여 야생형

선충의 성장을 저해하는 물질을 스크린한 과정을 설명함. 선충 배양 배지에서 알들이 많을 때, 버

퍼로 성체와 유충을 씻어 내고, 남은 알들을 12시간 이상 두면 대부분 L1 유충으로 동일하게 됨

(그림 9A). 이 유충들을 M9 buffer로 모아서 식물 추출물이 담겨있는 96 well plate에 분주함(그

림 9B). 이후 3-4일 배양하면, 실체 현미경으로 선충의 성장이 저해된 것을 관찰할 수 있음(그림

9C).

표 2는 선충에서 찾은 식물 추출물 13종을 MDA-MB-231, MCF-7 유방암 세포주와 PC-3 전립선

암 세포주에 처리하여 8개의 공통적인 효과를 보이는 후보 물질을 찾은 결과임. 현재까지 공동 연

구자인 박대훈 박사(안정성 평가 연구소)가 그 중에서 Stephania delavayi Diels.의 추출물이



- 14 -

NFkB와 COX-2를 저해하여 암 세포 증식을 억제하고 세포 사멸을 유도하는 등의 기작을 분석하

고 있음. S. delavayi Diels.는 꼬마선충에서는 유충의 성장을 느리게 하는 효과를 보임.

꼬마선충의 유충 성장 억제 물질의 스크린을 위해서는 우선적으로 동일한 발생 단계의 많은 수의

꼬마선충을 얻어야 함. 일반적으로 이를 위해서는 Gravid adult를 모아서 Bleaching solution을 처

리하여, 성체의 자궁 속에 있는 알들을 모으는 것임. 이 경우에는 bleaching solution에 의해 알들

이 어느 정도 영향을 받으므로 건강하다고 보장할 수 없음. 이를 대체하기 위해서 꼬마선충 배양

플레이트에서 M9 buffer로 성체와 유충들을 씻어 내는 방법을 사용하였음. 성체와 유충은 계속해

서 움직이기 때문에 buffer를 주면 쉽게 떠 오르게 되는 반면에, 알들은 Agar 또는 E. coli lawn

에 붙어 있어 비교적 덜 떨어지게 됨. 완전히 알들만 남긴 플레이트를 8시간 정도 두면, 모두 알
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에서 깨어나 L1 유충이 되고, 이러한 L1유충에 다시 M9 buffer를 넣어 다채널 피펫으로 96 well

plate에 100ul 정도로 분주하여 30-50 개체가 한 well에 들어가게 조절함. 400개 이상의 식물 추출

물을 동시에 진행 시키는데도 무리가 없었음(그림 9A).

(2) 꼬마선충의 항암제 탐색 시스템으로서의 가능성 및 유용성 연구

기존의 EGFR 저해제에 비해 향상된 EGFR 경로 저해제의 탐색 가능성을 확인하기 위해, 식물 추출물과

jgIs6 모델을 이용한 스크린을 실시하였음. 생명공학연구원의 자생식물 사업단에서 분양 받은 400종의 식

물 추출물을 이용하여 다양한 농도에서 스크린을 하였음.

그림 10은 식물 추출물 중 FBM017-037에 의한 jgIs6의 Muv 억제 효과를 보이는 것임. FBM017-037은

Eurycoma longifolia로 확인되었고, 억제 효과는 50ug/ml 농도에서 45%에 이를 정도로 뛰어남.

표 3은 400종의 식물 추출물과 jgIs6 과형성 모델을 이용한 스크린 결과, Muv phenptype의 저해 정도

가 20% 이상인 12개의 후보 식물 추출물에 대한 내용을 정리한 것임.



- 16 -

12종의 식물들 가운데, Eurycoma longifolia와 같이 어느 정도 항암 효과가 알려져 있는 것이 존재하

는 것으로 보아 jgIs6 모델의 가능성을 충분히 보여준 결과라 할 수 있음.

다음으로 꼬마선충의 다른 Muv mutant들에 이 식물 추출물들이 영향을 주는지, 그리고 EGFR 경로의

어느 단계에서 작용하는지 알아 보기 위해, lin-15ts와 let-60d Muv mutant들에 처리해 보았음.

그 결과 lin-15에 대해서는 12종 모두 아무런 저해 효과를 보이지 않았으며, 위 그림과 같이

let-60에서 두 종의 물질이 Muv phenotype을 저해하는 것을 확인할 수 있음. 이 두 물질은 jgIs6

에서도 다른 물질들에 비해 저해 정도가 높았는데, EGFR 경로에서 let-60/Ras나 그 이하 단계에

작용하거나, 식물 추출물은 여러 물질들을 함유하고 있기 때문에 다른 경로를 일부 저해할 가능성

도 배제할 수 없음. 최종적으로 이들 12 종의 식물 추출물을 EGFR을 과발현하는 A431 세포에 처

리해 본 결과, 3종의 식물 추출물이 유효한 수준에서 세포 증식을 억제하는 것을 확인하였음.

이로써, jgIs6를 이용한 항암물질 스크린이 가능하다는 것을 확인하였고, 스크린의 방법과 과정을

최적화 시킬 수 있었음. 천연물의 경우 새로운 물질을 찾을 가능성은 높지만, 여러 화합물이 섞여

있어 분리를 해야 하는 과정이 필요하고, 많은 양을 확보하기가 어려운 점이 있음.

(3) 7,680종의 화합물 스크린의 결과

새로운 EGFR 경로의 저해제를 찾기 위해, 화학연구원의 화합물 은행에서 대표화합물 7680종의

화합물을 이용하여 스크린을 하였음. 이 화합물 라이브러리는 화합물의 표적이나 작용 경로 등이

알려져 있지 않음.
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화합물 스크린 과정은 식물 추출물을 이용한 스크린 과정과 유사하나, 수적으로 20배 정도로 스케

일이 큼(그림 12A). 모든 화합물을 5uM의 농도로 스크린을 한 결과, 7개의 화합물이 jgIs6의

Muv phenotype을 아주 잘 억제하는 것으로 나타났음(그림 12B). 이들 화합물들은 3개의 링을

가진 Quinazoline 계열로 gefitinib, erlotinib와 기본 구조는 동일함. jgIs6의 Muv을 저해되는 정도

는 대부분 90% 이상으로 높지만, gefitinib는 5uM에서 거의 100% inhibition하므로 이들 화합물은

효과가 낮다고 판단됨.

다음 단계로 화합물 은행에서 이용 가능한 7개 화합물의 유사 화합물 244개를 분양 받아 각기

2uM 농도로 jgIs6에 처리해 보았음.

그림 13은 244개 화합물 중에서 jgIs6의 Muv을 50% 이상 저해하는 물질 40종의 효과를 비교한

것임. 처리 농도가 2uM이므로, 100% 저해하는 15개의 물질은 gefitinib의 효능과 동등하거나 그

이상임을 알 수 있음.

이 화합물들이 gefitinib 내성 EGFR 변이형에 대한 효과를 알아 보기 위해, 40종의 화합물들을

5uM 농도로 jgIs25에 처리하였음. 그 결과 모두 jgIs25의 Muv phenotype은 억제하지 못하는 것

으로 나타남. 따라서 quinazoline 계열의 화합물이 가지는 한계를 증명하는 실험에 그치고 말았

음.

(4) 1,280종의 작용 기전이 알려진 화합물 스크린의 결과

작용 경로를 모르는 7,680 화합물 라이브러리의 스크린 결과는 jgIs6 모델이 대단위 화합물 스크

린이 가능하다는 부분적인 목표만 달성하였음. 새로운 물질이 나오지 않는 이유는 화합물 라이브

러리가 좋지 않은 이유도 있을 수 있겠지만, 스크린 조건이 최적화되지 않았을 가능성이 더 크다

고 생각됨. 따라서, 작용 기전을 모르는 화합물 라이브러리 보다는 작용 기전이 알려진 라이브러
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리를 가지고 스크린하여 조건을 잡는 것이 유리하다고 판단되었음. 발암원 연구과 김선신 박사가

시그마에서 구입한 1,280개 화합물 라이브러리를 주셔서, 이것을 가지고 jgIs6에 5uM 농도로 스크

린을 하였음. 그 결과, 두 가지 화합물이 jgIs6의 Muv phenotype을 잘 억제하는 것으로 나타남.

하나는 AG1478로 quinazoline 구조를 가지고, 이미 in vitro 실험에서 널리 사용되는 EGFR-TKI

임. 또 다른 하나는 U0126으로 MEK inhibitor(MEKI)로 알려져 있음. 그 구조는 그림 14A에 있

음.

AG1478과 U0126을 40uM의 고농도로 야생형에 처리하면, gefitinib의 경우와 마찬가지로 선충의

발생을 방해하지 않음(그림 14B). AG1478은 다른 quinazoline 계열의 화합물과 비슷한 특성을 가

질 것이므로 관심이 기울지 않았으며, U0126은 EGFR의 하위 단계인 MEK에 작용하니,

EGFR-TKI 내성 모델에도 작용할 가능성이 있을 것으로 판단되었음. 실제로 U0126을 jgIs25에

처리하면 Muv을 잘 억제한다는 것을 알 수 있음(그림 14C). AG1478과 U0126 모두 용량에 의존

적으로 jgIs6의 Muv을 잘 억제함. AG1478의 경우 낮은 농도에서도 잘 억제하나, U0126은 5uM

정도에서 잘 억제되는 것을 확인할 수 있음(그림 14D). 여러 EGFR-TKI와 U0126을 5uM 농도로

jgIs25에 처리했을 때, 예상대로 U0126만 jgIs25의 Muv을 억제하는 것을 확인할 수 있음(그림

14E). U0126의 5uM 농도도 충분히 jgIs25의 Muv을 억제하지는 못하므로 더 높은 농도가 필요할

것으로 생각됨. 1,280개의 라이브러리에는 기존에 알려진 EGFR inhibitor와 MEKI 들이 여러 개가

포함되어 있음에도 불구하고, AG1478과 U0126만이 스크린에서 나왔다는 것은 이 두 물질이 과활

성화된 EGFR에 의한 Muv phenotype을 억제할 수 있다고 생각됨. 농도를 아주 높이면 다른 물질

들도 나올 가능성이 있지만, U0126의 경우에만 한정지어 생각하면, U0126은 EGFR의 과활성에 의

한 MEK의 활성을 억제하는데 특이성을 가질 가능성이 있음. 여기까지 결과로 보아 기존의

EGFR-TKI에 내성을 보이는 암세포를 억제하기 위해서는 특정 MEKI가 효과적일 수 있다는 결

론을 유도할 수 있음.

MEKI의 EGFR-TKI 내성 모델에 대한 효과를 분석하기 위해, U0126과 새로이 개발되고 있는 또

다른 MEKI인 PD0325901, bRAF의 mutant form의 억제제인 AZD6244, 그리고 gate keeper
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mutant EGFR[T790M]에 대한 억제제인 WZ4002를 jgIs6와 jgIs25에 처리하는 실험을 수행하였음.

jgIs6에 각 화합물을 1uM과 5uM로 처리했을 때, 유일하게 U0126이 Muv phenotype을 잘 억제하

는 것으로 나타남(그림 15A). PD0325901은 5uM 농도에서 아주 조금 억제하는 것처럼 보이므로

더 높은 농도에서 처리하는 실험이 필요 했음. 다음으로 jgIs25에 각 화합물을 5uM과 20uM 농도

로 처리하였음. 그 결과 MEKI인 U0126과 PD0325901이 Muv phenotype을 억제하는 것을 확인됨

(그림 15B). WZ4002는 20uM 농도일 때, 아주 미약하게 억제하는 것으로 보아 더 높은 농도로

처리하는 실험이 필요하다고 판단됨.

따라서, 100uM이라는 과도한 농도로 U0126, PD0325901, WZ4002를 jgIs6와 jgIs25에 처리해 보

았음. 그 결과 두 MEKI는 확실하게 100% 두 모델의 Muv을 억제하고, WZ4002는 어느 정도 억

제하는 것으로 확인됨(그림 15C). 이러한 결과로 보아, 새로이 EGFR-TKI 내성을 극복하기 위해

새로이 개발된 EGFR[T790M] inhibitor인 WZ4002에 비해 MEKI가 훨씬 효과적이다는 것을 알

수 있음.

U0126과 같은 MEKI가 jgIs6와 jgIs25 모델의 Muv을 억제하는 것은 LET-23/EGFR의 하위에

존재하는 C. elegans MEK를 억제할 가능성이 높음. 선충의 MEK homolog로 mek-1과 mek-2가

존재함. 이중에서 vulval development와 연관된 것은 mek-2임. 따라서 U0126과 PD0325901이

mek-2를 억제하는 것을 알아보기 위해, 선충의 Muv mutant 가운데, EGFR 신호 전달 경로가

가장 활성화되어 있는 lin-15에 100uM 농도로 처리해 보았음. 그 결과 U0126과 PD0325901은 모

두 효과적으로 lin-15의 Muv 형성을 잘 억제하는 것으로 나타남(그림 15D). 실제로 jgIs6와

jgIs25 모델에서 Muv는 lin-15 보다 더 잘 나오므로, U0126의 저해 효과는 EGFR 경로의 활성

정도에 비례하는 결과로 나타남. 따라서 선충 모델에서 U0126의 실험 결과를 종합해서 고려하면,

U0126이 정상적인 상태의 MEK 활성은 잘 억제하지 못하지만, 과도한 EGFR 신호에 의한 MEK

활성을 잘 억제하므로, 적어도 EGFR의 활성화된 변이형을 발현하는 NSCLC에 응용 가능성이

높다는 것을 알 수 있음.
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jgIs6과 jgIs25 모델은 앞서도 설명했듯이, 아주 느리게 자라는 phenotype을 보임. 이 모델에서

성장이 저해되는 원인은 chimeric EGFR이 vulval cell 이외의 세포에서 발현되어 나타나는 현상

일 것임. 따라서 jgIs6와 jgIs25의 Muv 형성 저해 물질이 느린 성장 현상을 suppression해서 정

상적인 성장 속도를 회복하는지가 의문임. 이것을 확인하기 위해, jgIs6와 jgIs25에 몇 종의 화합

물을 처리해 보았음. 확실함 효과를 보기 위해 50uM의 고농도로 처리한 후, 4일 후 새 배지에

회복을 시켜서 크기를 관찰하였음. 야생형 선충의 경우에는 어떤 약물 처리에 상관없이 고른 성

장 속도를 보였으나, jgIs6의 경우에는 Muv을 저해하는 gefitinib, AG1478, U0126, PD0325901 모

두에서 성장 속도가 회복되는 것을 확인하였음. jgIs25의 경우에는 Muv을 억제하는 U0126과

PD0325901에서만 성장 속도가 회복되었고, gefitinib와 AG1478의 경우에는 대조군과 동일하게

느린 성장 속도를 suppression하지 못했음(그림 16).

이러한 결과는 각 약재들이 EGFR-TKI sensitive jgIs6와 resistant jgIs25 모델에서 나타나는

Muv 억제 효과와 성장 속도에 대한 영향이 동일한 기전으로 일어나고 있다는 것을 의미함. 이제

까지 스크린은 Muv phenotype의 억제 현상에 집중해서 보았는데, 이것은 40-50배 배율에서 관

찰이 필요하므로 실질적인 HTS를 하기에는 부적합함. 따라서, 이후의 스크린은 jgIs25의 느린

성장 속도를 suppression하는 물질을 먼저 찾은 후에 Muv phenotype의 억제를 이차적으로 확인

하는 스크린 방법을 고안할 것임. 이 방법을 이용하면, 현 상태의 스크린 속도에 비해 최소 10배

이상의 향상을 기대할 수 있을 것이므로, 보다 많은 수의 화합물 라이브러리를 이용하여 보다 짧

은 시간 내에 스크린을 수행할 수 있을 것임.
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이상의 결과들을 간단히 요약하면, EGFR 신호 전달 경로를 표적으로 하는 선충 모델을 제작하

여, 그 EGFR-TKI에 대한 반응성 및 여러 특성이 인간의 NSCLC와 유사함을 알 수 있고, 이 모

델을 이용하여 실질적으로 실험실 수준의 화합물 스크린을 여러 방법으로 증명하였음.

끝으로 LET-23::hEGFR-TK[L858R]을 발현하는 jgIs6에서의 신호 전달 특성 및 저해제에 대한

반응성을 그림 17에서 간단히 요약해 보았음.

야생형 선충에서 vulval development는 LIN-3/LET-23/LET-60/LIN-45/MEK-2/MPK-1 등의 신

호 전달에 의해 이루어지며, jgIs6 모델에서는 이 경로에 추가적으로 hEGFR-TK[L858R]에 의한

과도한 신호 전달이 이루어져 hyperplasia 또는 Muv이 형성됨. jgIs6에 의한 hyperplasia는 기존

의 EGFR-TKI인 gefitinib 등에 의해 잘 억제되며, 하위 단계에 존재하는 MEK의 저해제인

U0126에 의해서도 잘 억제됨. 특히 EGFR-TKI 내성 모델인 jgIs25의 hyperplasia도 U0126은 잘

억제함으로써 향후 MEKI의 새로운 항암제 개발 가능성을 더욱 밝게하고 있음.

<hEGFR에 의한 세포 증식과 Collagen의 조절과의 상호관계 연구 모델로의 응용>

(1) Epithelial cancer와 ECM과의 관계 연구 모델로서의 jgIs6

C. elegans의 vulva precursor cell (VPC)는 hypodermis와 같은 origin으로 포유동물의 epithelial cell에

해당함. jgIs6에 의한 hyperplasia model은 C. elegans의 Muv mutant와 여러 면에서 유사한 특징을 가

짐을 앞서 밝혔음. 따라서 jgIs6 model을 이용하여 기존의 방식으로 EGFR의 경로 조절에 관여하는 새

로운 유전자를 찾는 것은 가능성이 아주 낮음. Epithelial cancer의 proliferation, invasion, metastasis는

cell to cell interaction이 중요함을 알 수 있음. 특히 초파리에서 cell polarity와 epithelial cell junction

의 여러 단백질들이 중요하다고 밝혀져 있음. 우리는 jgIs6 모델에서 hyperplasia가 일어난 부위의 세포

분열이 결국에는 cuticle 층을 뚫고 나와 터져서 꼬마선충이 죽는 것을 보고, 세포의 과다 증식과 세포

를 둘러싼 microenvironment인 ECM의 관계의 중요성을 확신하였음. 실제로 jgIs6에서 cuticle collagen

인 ROL-6의 GFP 리포터를 이용하여 관찰한 결과, 몸통에서는 정상적으로 ROL-6::GFP 배열이 규칙적

으로 나타나지만, 여러 초점에서 hyperplasia region을 관찰한 결과 ROL-6::GFP의 규칙적인 배열을 관
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찰하였음(그림 18). 이것은 정상적인 발생 과정에서 조절되지 않는 부분은 정상적인 구조를 형성하지

못해 결국 개체 사망으로 귀결되는 점에서 암환자가 보이는 현상과 유사함.

세포의 증식이 ECM의 조성이나 구조에 의해 일정 정도 조절될 것이며, 이러한 조절 작용은 세포배양

실험보다 꼬마선충과 같이 개체 모델에서 규명하는 것이 실질적인 방법이 될 것임. 그림 19에서 정상적

인 생식기 발생에서 cell to cell 및 cell to matrix 간의 상호 작용이 정확한 생식기 구조 발생을 유도할

것이며, 과도한 EGFR 신호 전달에 의한 세포의 과다 증식 상황에서 cell to cell 또는 cell to matrix의

역할은 더욱 중요할 것임. 따라서 jgIs6 과형성 모델에서 ECM의 조성이나 구조에 영향을 주는 유전자

가 세포의 증식에 어떠한 영향을 주는지 테스트할 수 있을 것임.
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(2) ECM 구조나 조성에 영향을 주는 새로운 유전자 발굴

꼬마선충의 생식기 발생 모델을 이용하여 EGFR 신호에 영향을 주거나 세포 증식을 조절하는 유전자들

은 전통적인 유전학적인 방법에 의해 이미 많이 발굴되었음. 생식기 발생에 영향을 주는 유전자들을 찾

는 유전학적 방법은 Muv phenotype이 같은 돌연변이 개체라도 다양하게 나타나므로 영향력이 아주 큰

유전자들을 대상으로 가능함. 따라서 epithelial cell의 tumorigenesis가 oncogene에 의해 선행되고, 그

이후 세포 증식을 조절하는 유전자를 찾기 위해서, 특히 그 대상이 ECM의 조성과 구조에 제한하기 위

해 간접적인 방법을 고안하였음.

꼬마선충의 hypodermis는 한 층의 세포로 되어 있으며, 바로 꼬마선충을 둘러싼 cuticle 층과 닿아 있

음. Hypodermal cell에서 cuticle을 이루는 대부분의 단백질이 합성되어 분비됨. 우선적으로 꼬마선충의

epithelial cell인 hypodermis의 ECM인 cuticle의 조성과 구조에 영향을 주는 유전자를 찾기 위해 Rol

suppressor를 찾는 스크린을 실시하였음(그림 20A). ROL-6는 대표적인 cuticle collagen으로 그것의 일

부 mutant phenotype이 rolling하며, 20년 전에 suppressor screen을 통해 intragenic suppressor들이 이

미 분석되었음[16]. rol-6 null mutant의 phenotype은 거의 야생형과 동일하므로, rol-6의 Rol phenotype

은 neomorph라고 생각되어, 스크린 방법을 달리하면, ROL-6의 분비와 ROL-6와 상호작용하는 다른

collagen들을 제어하는 유전자들을 찾을 수 있을 것이라 가정함. ROL-6gf 단백질을 여러 copy로 과발

현하는 형질전환 개체를 만들어 mutant screen을 실시하게 되면, intragenic suppressor를 피하고

extragenic suppressor를 찾을 수 있을 것이라 생각함. 50만 F2 screen의 결과 모두 40 종이 넘는 Rol

suppressor mutant들을 발굴하였음(그림 20B). Rol suppressor mutant들은 recessive mutant와

dominant mutant가 각기 절반 정도로 나왔고, recessive mutant들의 complementation test 결과, 5종의

group으로 나누어졌음. 우리는 이들 mutant들을 suro(suppressor of rol-6) 라고 명명하였고, 임시로

allele name을 rs(rol suppressor)로 정했음. suro-1 mutant는 모두 3개의 mutant를 가지고 1번 염색체

에 위치하고 있음. suro-2는 단 하나의 mutant만 존재하고, 1번 염색체에 위치함. suro-3은 꼬리의 모

양이 이상하게 형성되는데, 모두 4개의 mutant로 구성되고, 2번 염색체에 존재함. suro-4는 가장 많은

mutant들을 포함하며, 역시 2번 염색체에 존재하는 것을 염색체 맵핑을 통해서 확인하였음. suro-5는

두 mutant를 가지며, 특징적으로 유충 단계에서는 Rol을 suppression 못하지만, 성체에서는 suppression

함. 아직 염색체를 확인하지 못했음. 나머지 돌연변이들은 모두 dominant mutant이므로 염색체 맵핑과

complementation test를 수행하지 못하고, 단지 back-cross만 1-2회 실시하였음.

ROL-6gf 단백질 발현 개체(jgIs4)는 Rol phenotype을 보여 주고, EMS라는 mutagen을 처리하여 F2에

서 rolling하지 않는 돌연변이들의 예를 보여 주고 있음(그림 20A). 이렇게 찾은 suro mutant들이 jgIs6

의 hyperplasia에 영향을 주는지 알아보기 위해, 우선 recessive suro mutant들과 jgIs6를 교배하였음.
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그 결과 suro-3과 4 mutation은 jgIs6의 hyperplasia를 증가시키는 것을 알 수 있었으면, suro-1 은 오

히려 감소시키는 것을 확인하였음(그림 21A). jgIs6의 Muv phenotyupe의 빈도는 94.6%이고,

suro-3;jgIs6과 suro-4;jgIs6에서는 각기 99.3%, 97.2%로 증가했음. suro-1;jgIs6에서는 Muv이 88.5%

로 감소하였음. 이러한 결과로 cuticle formation에 영향을 주는 유전자들이 EGFR의 과도한 신호 전달

에 의한 epithelial cell의 증식에 영향을 준다는 것을 선충에서 확인할 수 있었음.

다음으로 나머지 dominant mutant들은 어떤 영향을 주는지 알아 보기 위해 16 종의 rs mutant들과

jgIs6를 교배하였음. 그 결과 모든 dominant mutant들이 jgIs6의 Muv phenotype을 증가시키는 것을 확

인하였음(그림 21B). 이러한 점으로 보아 cuticle의 조성이나 구조에 영향을 주는 유전자들이

hyperplasia를 일정 정도 조절할 수 있다는 것을 확인하였음.

(3) sqt-1으로 밝혀진 suro-4는 Muv 형성을 증가시킴

다음으로 Rol suppressor의 원인유전자를 찾기 위해, 우선적으로 많은 mutant들 가운데 선택이 필요하

였음. Recessive mutant를 우선적으로 선택하였고, 그 중에서 가장 높은 빈도로 나온 suro-4를 선택하

였음.

suro-4 mutant는 Rol suppressor mutant들 중에서 가장 높은 빈도로 나타났고(그림 20B), EGFR 신호

전달에 의한 hyperplasia를 증가시킴(그림 20A). suro-4의 원인 유전자를 찾기 위해, 그림 22A와 같이

SNP를 이용하여 mapping을 하여, 2번 염색체의 3.14에서 3.5 사이에 존재한다는 것을 알았음. 다음으

로 그 사이에 있는 12개 fosmid clone을 미세주입하여 Rol phenotype을 회복하는 clone을 찾은 결과,

WRM0630cG11이라는 fosmid가 rescue함을 알게됨. 이 fosmid에는 유전자가 8개 존재하며, 그 중에서

sqt-1이라는 collagen gene이 가능성이 가장 높아 보였음. sqt-1은 rol-6와 더불어 잘 알려진 collagen

이며 두 유전자 간의 유전학적 상호작용이 가장 비번하게 보고되었음[16]. suro-4 mutant는 sqt-1에 의

해 rescue되어, SURO-4는 SQT-1 collagen으로 밝혀짐.

suro-4 mutant는 cuticle 형성 또는 구조에 영향을 주는 mutant임으로 직접적으로 ROL-6::GFP 발현이

어떻게 변하는지 확인해 보았음. 정상적인 야생형 선충과 달리 큐티클에서 ROL-6::GFP의 배열이 불규

칙적으나 나타남을 알 수 있었음(그림 22B). 그 이외에 suro-4 mutant의 phenotype은 약간 길이가 길

뿐, 야생형과 별 다른 차이를 보이지 않음. 따라서, 앞서 EGFR 경로를 표적으로 한 항암제 스크린을
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위한 jgIs6와 jgIs25 model은 rol-6d 유전자를 transgenic marker로 이용하여 스크린에 부적합하였기에,

suro-4 mutation을 이용하여 jgIs6와 jgIs25의 Rol phenotype을 suppression하는 모델을 실제 스크린에

이용하였음.

sqt-1 mutantion에 의해 jgIs6의 Muv은 약간 증가하는 경향을 보이고, jgIs25는 거의 변화가 없음(표

4). Rol을 suppression하는 정도의 phenotype 변화밖에 없으며, 소폭 Muv 형성을 상승하는 것은 보다

jgIs6와 jgIs25 모델의 적합성을 높이는 결과를 가져옴. 따라서 cuticle 구조나 형성에 영향을 주는

sqt-1의 mutant은 jgIs6와 jgIs25 모델에서는 큰 영향이 없음을 확인 하였음.

실질적으로 Muv 또는 정상으로 구분하는 방식은 방법적으로는 쉽지만, 질적인 측면에서는 상당히 부

적절한 계량 방법임. 같은 jgIs6 스트레인에서도 개인차가 있어, pseudovulva가 하나인 것과 둘, 셋인

것은 분명히 다름(그림 23A). 또한 pseudovulva의 크기도 고려해야 하겠지만, 측정하기가 어렵기 때문

에 pseudovulva의 숫자(HIN number)만으로 sqt-1에 의한 jgIs6, jgIs25, jgIs26에 대해 자세히 관찰하였

음. 그 결과 jgIs6와 jgIs25에서 Muv의 증가는 미미한 수준이었지만(표 4), pseudovulva의 수가 2개 이

상인 개체의 증가가 더 높다는 것을 알 수 있음(그림23B). jgIs6에서 HIN 2개 이상은 62.5%이지만,
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sqt-1;jgIs6에서는 71.5%로 9%나 증가하는 것을 알 수 있음. 특히, jgIs25와 같은 LET-23::hEGFR-TK

[T790M L858R]을 발현하는 Is line인 jgIs26의 경우, Muv의 비율도 51.2%에서 94.6%로 급격히 증가하

고, pseudovulva의 수가 2개 이상인 개체의 증가도 21%에서 69%로 48%나 증가하는 것을 보였음. 이

러한 결과로 보아, sqt-1에 의한 세포 증식의 변화는 상황에 따라 다르지만, 오히려 약한 hyperplasia

모델에서 더 높이는 경향성이 있음을 알 수 있음. 따라서 이러한 선충에서의 결과를 암세포에 적용하

면, EGFR의 신호가 비교적 덜 활성화된 암세포에서 ECM의 변화가 더 중요하다는 것을 알 수 있음.

(4) 새로운 zinc-carboxypeptidase인 SURO-1의 기능

suro-1 mutant는 mild Dpy phenotype을 보이며, jgIs6 모델에서 다른 suro mutant들과 달리 Muv 형성

을 저해하는 결과를 보였음(그림 21A). 따라서 그 다음 우선 순위로 연구를 시작하였음.

우선적으로 suro-1의 cuticle 구조와 형성에 미치는 영향을 알아 보기 위해, alae의 방향성을 확인해 보

았음. suro-1도 sqt-1과 마찬가지로 jgIs4에서 몸 길이 방향과 비틀어진 alae가 정상적으로 평행하게 위

치하는 것을 확인하였음(그림 24A). 다음으로 Dpy phenotype을 보이는 기존의 mutant들과
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ROL-6::GFP pattern을 비교해 보았음. suro-1을 비롯한 Dpy mutant들은 각각의 고유한 ROL-6::GFP

pattern을 보이는 것으로 확인되었음(그림 24B). 다른 collagen인 COL-19::GFP를 suro-1에서 발현시켜

본 결과, 이 역시도 야생형과 달리 배열이 불규칙적으로 변하는 것을 알 수 있었음(그림 24C). 이러한

결과들을 종합해 보면, suro-1은 전반적인 cuticle 구조나 형성에 영향을 mild하게 준다는 것임.

suro-1 mutant의 원인 유전자를 규명하기 위해, single nucleotide polymorphism(SNP) 방법을 이용하

여 genetic mapping을 수행하였음. suro-1 mutant를 CB4856(Hawaiian strain)과 교배하여 F2에서 그

homozygote suro-1 mutant를 고르고, 적당한 SNP primer를 이용하여 PCR한 다음, 제한효소로 자른

뒤, 아가로스 젤 전기영동을 실시하였음. 야생형 N2와 CB4856의 band pattern에 의해 원인 유전자의

위치를 결정하였음.
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그림 25의 A는 최종적인 suro-1 mutant의 mapping 결과임. 약 388kb 내에서 suro-1이 좁혀졌는데, 그

안에서 가능성이 있는 유전자는 몇 개 없었으며, Wormbase(www.wormbase.org)에서 RNAi data들을

분석한 결과 Dpy phenotype을 보이는 것 중에서 R11A5.7이 가장 가능성 높아 보였음. 이후 R11A5.7

ORF를 포함하는 genomic PCR을 수행하여, 그 유전자를 suro-1 mutant에 미세주입하여 rescue되는 것

을 확인하였음. R11A5.7은 zinc-carboxypeptidase A(CPA) homolog를 발현할 것으로 예상되는 유전자

임(그림 25B).

suro-1 mutant들의 sequencing 결과 jg33은 splicing donor site에 point mutation이 있어 early stop이

잡혀 있어 THR(threonine rich domain)의 일부와 ShkT domain이 만들어지지 않게 됨(그림 26). jg34

의 경우는 carboxypeptidase domain에 point mutation이 있어 효소활성이 떨어진 돌연변이로 추정됨.

jg43의 경우는 propeptide domain과 carboxypeptidase domain 사이의 cleavage가 일어나는 LI site가

LF로 바뀐 돌연변이였음(그림 25A).

3종의 suro-1 mutant의 cuticle 형성에 대한 영향을 비교하기 위해, ROL-6::GFP 발현 차이를 비교해

보았음. 그 결과 3종의 차이는 거의 없었음(그림 27A). suro-1이 dominant ROL-6 발현 개체인 jgIs4

이외에 다른 Rol mutant들을 suppression할 수 있는지 알아 보기 위해, recessive rol-6(e187)과 rol-9,

sqt-3등과 suro-1을 교배하여 double mutant를 만들었음. 그 결과 suro-1은 다른 Rol mutant들도

suppression할 수 있음을 확인하였음. 그림 27B는 suro-1이 sqt-3의 Rol phenotype을 suppression한 것

을 보여줌.

SURO-1 carboxypeptidase가 cuticle formation 또는 collagen의 modification에 중요한지 알기 위해서,

hypodermis에서 발현되는지 확인하였음. 그림 27A는 suro-1 프로모터에 NLS::GFP 리포터를 결합시켜

간접적으로 발현을 확인한 것임. Psuro-1::NLS::GFP는 3-fold의 embryo에서부터 발현되어 young adult

까지 발현됨. 이러한 점은 꼬마선충의 발생 단계에서 4번의 molting 과정이 존재하는데, 처음 cuticle 형

성을 포함해서 molting이 끝난 시점까지 발현된다는 것으로 새로운 cuticle의 합성에 관여할 가능성이

아주 높음. 어린 시기에는 intestine에서도 발현이 되나, 대체로 hypodermis에서 발현이 고르게 되는 것

을 알 수 있음. Psuro-1::NLS::GFP의 발현이 hypodermis에서 일어나는지 정확하게 재확인하기 위해,

rol-6 promoter에 의해 발현되는 EMR-1::RFP인 Prol-6::EMR-1::RFP를 Psuro-1::NLS::GFP과 동시에

발현시키는 형질전환 개체를 제작하였음. 이 개체에서 모든 EMR-RFP 발현 세포 핵에서 NLS::GFP가

동시에 발현됨을 확인하였음(그림 27B).

다음으로 suro-1의 subcellular localization을 알아보기 위해, 3가지 종류의 SURO-1::GFP 플라스미드를
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제작하여 형질전환 개체를 만들었지만, 발현을 확인할 수 없었음. 다른 방법으로 SURO-1::FRP를 발현

하는 형질전환 개체를 만든 뒤, UV 조사에 의한 integration을 유도하여 jgIs32 strain을 얻었음. 이 개

체에서 SURO-1::RFP의 발현을 구체적으로 확인할 수 있었음. SURO-1:;RFP는 jgIs32를 starvation 시

킨 뒤에, 새 배지에 회복시키면, 강하게 발현됨. 따라서 평상 조건에서는 기저 수준의 발현만 유지되므

로 발현을 확인할 수 없으며, 굶주린 후에 영양분이 들어오면 전사적인 조절이 강하게 되는 것으로 예

상됨. 이것은 food signal에 의해 조절되므로 암세포의 증식에 대한 연관성이 있을 것으로 예상됨.

SURO-1:;RFP는 처음에는 세포질에서 점점이 발현이 나타나고, 시간이 지남에 따라 cuticle에서 규칙적

인 배열을 이룸(그림 27C). SURO-1:;RFP가 발현되는 세포가 hypodermis인지를 확인하기 위해 DIC와

Hoechst33342 염색을 통해 검증하였음. 또한 HeLa cell에서 SURO-1::GFP의 발현을 통해, 인간의 암세

포에서도 SURO-1의 발현이 세포질에 점점이 나타나는 것을 확인하였음(그림 27D).
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SURO-1이 cuticle형성과 collagen 조절에 관여하는지를 알기 위해, 기존에 알려진 collagen 조절 효소

인 DPY-11과 DPY-18의 mutant들과의 유전학적 상호 작용을 살펴 보았음. DPY-11은

membrane-associated thioredoxin-like protein이며, DPY-18 은 propyl-4-hydoxylase의 alpha

subunit임. suro-1 mutant 자체로는 mild Dpy phenotype을 보이며, dpy-11과 dpy-18은 확실한 Dpy

mutant임. 따라서 이들 간의 double mutant를 제작하여, 20개체 정도에서 길이를 재어 통계 처리하였

음. suro-1;dpy-11 또는 suro-1;dpy-18은 각각의 single mutant인 dpy-11과 dpy-18에 비해 몸 길이가

유의한 정도에서 조금 더 짧아지므로(그림 28A), 서로 다른 경로를 통해 collagen을 조절할 가능성이

있다고 생각됨. 또한 이들 double mutant에서 ROL-6::GFP의 발현을 비교해 보면, dpy-11, dpy-18

single mutant에 비해 suro-1과의 double mutant에서 급격한 변화가 있다는 것을 알 수 있음(그림

28B). 이 결과들을 종합해 보면, suro-1은 dpy-11 또는 dpy-18과 다른 경로를 통해 cuticle 형성에 영

향을 준다고 판단됨.

다음으로 그림 27A에서 3종의 suro-1 mutant들이 유사한 ROL-6::GFP pattern을 보여 주었기 때문에,

이들 mutation이 SURO-1의 기능을 얼마나 상실했는지 알아보기 위해, 각각의 mutant cDNA를 발현하

는 플라스미드를 제작하여 가장 null에 가까울 것이라 생각되는 suro-1(jg33)에 과발현시켜 보았음. 그

결과 야생형 SURO-1 발현 플라스미드만이 rescue 되는 것을 확인하였음(그림 29A). 이 결과와 그림

27A의 결과를 종합하면, 3종의 mutant들이 거의 null에 가깝다는 것을 짐작할 수 있음.

SURO-1은 전형적인 propeptide domain(Pro-pep)과 carboxypeptidase A domain(CPA) 이외에

threonine rich domain(THR)과 Shk toxin domain(ShkT)을 가짐. 이러한 domain들이 어떠한 역할을 하

는지 알아보기 위해서 각 domain의 deletion series를 만들어 SURO-1의 function에 중요한지 알아 보

았음. 그림 29B와 같이 여러 종류의 플라스미드를 제작하여 suro-1 mutant에 주입하여 형질전환체가

rescue되어 Rol을 하는지 확임하였음. 이 실험 결과, GFP의 위치에 따른 효과는 없으며, GFP fusion
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protein도 suro-1 mutant를 잘 rescue함을 알 수 있었음. 이 실험 결과 오직 full-length cDNA 또는

genomic DNA를 포함하는 플라스미드를 가진 형질전환 개체만 rescue되었음(그림 29B). 따라서, 모든

SURO-1의 도메인이 SURO-1의 기능에 중요하고 필요하다는 것을 알 수 있었음.

이상에서 선충의 유전학적 방법을 이용한 새로운 유전자 발굴과 앞서 제작한 jgIs6 모델을 이용한

cuticle 구조나 형성이 비정상적인 epithelial cell의 증식에 미치는 영향을 현상 중심으로 살펴 보았음.

3. 연구결과 고찰 및 결론

(1) C. elegans를 이용한 항암제 스크린 모델의 가치

그 동안 선충을 이용한 신약 개발은 유럽의 Devgen이라는 회사에서 임상 시험에 들어간 2종의

물질이 있다고 보고 되었음. 하지만, 항암제 개발 분야에서 선충의 이용은 단지 실험실 수준에서

이미 개발된 물질이 선충에 대한 효과를 실험하는 정도에 머물고 있음. 따라서 항암제 개발을 위

한 실용적 스크린 모델로서는 본 연구에서 제시된 jgIs6와 jgIs25 등의 모델이 기존의 어떠한 연

구에 비해 비교 우위에 있음. 특히 인간의 발암 유전자를 도입한 실험은 cMet을 도입한 형질전환

개체의 phenotype을 보고하는 수준의 연구 정도는 있었지만, 이 모델의 한계는 아주 제한적인

(5% 미만) Muv phenotype을 보이므로 실질적인 이용 가치는 없음. 이에 비해 우리가 제작한 모

델은 95% 이상의 Muv phenotype을 보이며, 이 모델을 이용해 저해제 탐색이 가능하다는 것을

확인하였음. 또한 우리 모델은 상용화된 항암제 gefitinib와 erlotinib와 같은 EGFR-TKI에 대한

반응성이 활성 변이형 EGFR을 발현하는 NSCLC의 특성과 매우 유사함을 확인하였으므로, 이 모

델을 이용하면 EGFR-TKI에 대한 내성을 극복할 수 있는 새로운 항암제 스크린이 가능성이 높

음. 그럼에도 불구하고 본 연구의 한계는 제한된 인원과 연구비 및 연구 기간으로 인해 충분한

화합물 라이브러리의 구매와 테스트가 불가능하여, 제한된 연구 성과만을 이루었음.

선충의 EGFR ortholog인 let-23의 promoter를 사용하여 LET-23::hEGFR을 발현시킨 jgIs6와

jgIs25 모델에서 hyperplasia phenotype이 vulval phenotype에만 나타나는지가 중대한 의문임.

let-23 유전자의 경우, 발생상에서 대부분의 epithelial cell에서 발현될 것이고, 대부분의 let-23

mutant들이 lethality를 보이는 것으로 보아 vulval development 이외의 다른 tissue와 organ

development에도 중요함을 알 수 있음. 그럼에도 불구하고 과활성화된 EGFR의 발현이 과도한 세

포증식으로 나타나는 것은 VPC에 국한된다는 것임. let-23이 발현되는 다른 세포에서는 과도한

EGFR 신호 전달이 오히려 세포의 성장을 억제하는 것처럼 나타나고, VPC에서는 세포 증식을 촉

진하는 것은 궁극적으로 이들 세포 간의 competence의 차이에 의한 것이라 생각됨. 선충의 생식

기 발생에서 6개의 VPC는 발생상으로 동등한 potential을 가진 equivalent group을 형성하여 다른

세포들과 차별화됨. 선충의 생식기 발생에서 EGFR 신호 전달 경로가 6개의 VPC 상에서 교란이

생기면, 신호가 약할 때는 hypoinduction을 유도하고, 신호가 강하면 hyperinduction을 유도함. 정

상적인 생식기 발생은 3개의 VPC가 22개의 세포로 분열하여 하나의 vulva를 형성하게 되나, 기종

의 Muv mutant들과 jgIs6, jgIs25 모델에서는 추가적인 VPC의 세포증식이 유도되어 hyperplasia

를 형성하게 됨. Cell fate marker를 이용한 우리의 실험 결과도 기존의 Muv mutant들과 마찬가

지로, 정상적인 vulva에서 벗어난 곳에서 1차, 2차 운명을 가진 세포들이 나타나는 것으로 보아,

과도한 EGFR 신호 전달에 의해 3차 운명을 가진 세포가 증식하여 1차 또는 2차 운명을 가진 세
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포를 만들어 내거나, 아니면 3차 운명을 가진 세포의 운명이 1차 또는 2차 운명으로 바뀌어 세포

의 증식이 활발히 일어나는 것으로 생각됨. 이러한 특성은 모든 인간 세포에 과활성 변이를 가진

EGFR을 발현시킨다고, 암으로 발전하는 것이 아니고, NSCLC와 같은 몇몇 암종에서 EGFR의 활

성화된 변이가 중요한 현상과 일치함.

(2) MEKI의 항암제 개발 전망

U0126은 이미 MEKI로 in vitro 실험에 많이 이용되고 있으나, 임상에는 실패한 경우임. U0126이

일반적인 세포 배양 실험에 사용되는 농도는 10uM로 비교적 높다는 것을 알 수 있음. 개체 수준

의 C. elegans 모델에 사용될 경우, jgIs6와 jgIs25 모델의 경우 5-20uM이면 충분히 Muv

phenotype을 잘 억제하는 것으로 보아, 우리 연구 결과를 확대 해석하여 적용하면 일반적인 암보

다 NSCLC의 치료에 U0126은 충분한 응용할 가능성이 있음. 이를 위해, mutant EGFR을 발현하

는 폐암 세포주를 이용하여 U0126과 gefitinib의 효과를 비교하는 실험을 진행 중에 있음. 이미 새

로운 MEKI가 임상 시험에 여러 개 진행 중인 것으로 보아, 우리 실험 결과는 MEKI의 미래가 긍

정적임을 알 수 있음.

개인별 맞춤 치료가 next genome sequencing (NGS)의 방법의 개발과 동시에 향후 의료 시장에

서 대세를 형성할 것으로 예상됨. 기존의 항암제 EGFR-TKI에 대한 내성을 극복하기 위해

EGFR[T790M]를 표적으로 한 항암 물질의 개발도 그것의 일환임. 최근에 개발된 WZ4002는

EGFR-TKI에 내성을 보이는 EGFR[T790M L858R] 암 세포주에 효과를 보임[17]. 하지만, 우리의

실험결과로는 WZ4002가 jgIs25의 Muv을 저해하는 정도는 U0126이나 다른 MEKI인 PD0325901

에 훨씬 못 미치는 효과를 보임. 따라서 EGFR의 개개의 mutation에 맞추어 저해제를 개발하는

것에 비해 downstream인 MEKI를 개발하는 것이 치료에 효과적일 가능성이 높음. 한가지 우려되

는 점은 MEKI의 경우 정상세포의 MEK 작용도 방해할 것으로 예상되므로, 부작용을 고려해야

함. 하지만, 우리의 선충 모델에서 실험 결과는 정상적인 MEK의 기능을 저해하는 U0126의 농도

는 100uM까지도 확인이 되지 않는데 비해, jgIs25에서 과활성될 것으로 예상되는 MEK의 저해는

20uM 이하에서도 충분함으로 NSCLC와 같은 EGFR의 과활성화된 mutation에 의한 암 세포의 치

료에는 문제가 없을 것으로 생각됨. 이후에 다양한 암 세포주에서 실험이 먼저 확인되어야할 것이

고, 선충에서도 유전학적인 분석에서 벗어나 분자 수준에서 EGFR과 MEK등의 활성이 증가하거

나 감소되는 현상을 증명해야할 것임.

(3) 선충 모델을 이용한 EGFR에 의한 epithelial cell 증식과 ECM 간의 상호관계 모델의 한계

선충의 표면을 둘러싼 epithelial cell로 구성된 hypodermis는 바깥으로 basement membrane과

cuticle로 보호되어 있음. 선충의 hydroskeleton을 유지하는 만큼 cuticle은 아주 내구성이 강한 구

조를 이루고 있음. 이것은 정상적인 세포의 증식과 분화를 제한하고, 개체의 형태를 정상적으로

유지하는데 핵심적인 역할을 수행하고 있음. 이것은 포유동물에서 세포간의 결합 조직이 존재하여

각각의 영영을 정하고, 세포의 이동과 증식을 억제하는 역할과 유사함. 따라서 EGFR 경로를 표적

으로 하는 항암제 스크린 모델로 개발된 jgIs6와 jgIs25는 선충의 기존 Muv mutant들에 비해

phenotype이 분명하므로, 이 모델을 이용하여 epithelial cell의 과도한 증식과 ECM간의 관계를 분

석하는데 이용하고자 하였음. Rol suppressor를 찾은 뒤, jgIs6와 교배를 통해 세포 증식을 영향을

주는 mutant를 찾는, 간접적이고 손쉬운 스크린 방법을 이용하여 새로운 mutant들을 찾을 수 있

었음. 또한 이중 두 mutant를 cloning하여 원인 유전자를 찾았음. 특히 새로운 CPA는 mutant에서
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논문명
저자

(저자구분1)) 저널명(I.F.)
Year;

Vol(No):Page 구분
2)

지원과제번호
3)

A novel zinc-carboxypeptidase
SURO-1 regulates cuticle formation

and body morphogenesis in

Caenorhabditis elegans.

심재갈

(교신)

FEBS 
letters
(3.2)

2010.11 [Epub

ahead of print]

국외

SCI
0810070

UEV-1 Is an Ubiquitin-Conjugating
Enzyme Variant That Regulates

Glutamate Receptor Trafficking in C.

elegans Neurons

심재갈

(공동)

PLoS one
(4.7)

2010;
5(12): e14291

국외

SCI
없음

Tyrosylprotein Sulfotransferase
Regulates Collagen Secretion in

Caenorhabditis elegans

심재갈

(교신)

Molecules 
and Cell

(1.8)
2010;

29(4):413-8

국내

SCI
0810070

Functional analysis of pyrimidine
biosynthesis enzymes using the
anticancer drug 5-fluorouracil in

Caenorhabditis elegans

심재갈

(교신)

FEBS 
Journal
(3.1)

2009;
276:4715-4726

국외

SCI
0810070

Biological Safety and B Cells
Activation Effects of Stephania

delavayi Diels.

심재갈

(공동)
MCT

2009;

5(1): 93-98

국내

SCIE
없음

jgIs6의 Muv phenotype을 감소시키므로, 정상 기능은 과도한 EGFR 신호전달에 의한 세포 증식

을 증진시키는 역할을 수행할 것으로 예상됨. 우리는 이 CPA가 선충의 collagen 조절을 통해서

cuticle의 구조 형성에 영향을 주고, 유충 발생과 개체 형태에 중요한 영향을 준다는 결과를 얻었

음. 암과 관련해서 human CPA의 과발현은 prostate cancer의 전이를 촉진한다는 보고가 있으므

로, 선충에서 CPA 결과와 어느 정도 연관성을 가짐. 하지만, CPA의 연구의 한계는 너무나 많은

종류의 CPA가 인간과 선충에 존재하므로, 어느 것이 어느 것의 ortholog인지 구분하기가 어렵다

는 것이고, 특히 SURO-1 CPA는 선충과 일부 동물에만 존재하는 C-terminal ShkT 도메인을 가

지고 있다는 점에서 human CPA와 다름. 이러한 이유로 CPA의 세포 증식에 대한 연구 모델로

선충의 한계가 있음. 이와 마찬가지로 sqt-1의 mutation이 EGFR에 의한 세포 증식을 증가 시키

는데, sqt-1은 collagen이고, 선충에만 140개 이상의 collagen이 존재하며 인간도 많은 수의

collagen을 가진다는 점에서 깊이 있는 연구를 하기 어려움. 따라서 이러한 한계를 극복하기 위해,

간접적인 스크린에 의한 방법 보다도 jgIs6의 느린 성장 속도를 suppression하는 mutant를 스크린

하는 방법을 이후에는 시도할 것임.

4. 연구성과 및 목표달성도

(1) 연구성과

가. 국내 및 국제 전문학술지 논문 게재 및 신청
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Thymidylate Synthase and

Dihydropyrimidine Dehydrogenase Levels

Are Associated with Response to

5-Fluorouracil in Caenorhabditis elegans.

심재갈

(교신)

Molecules 
and Cell

(1.9)
2008;

26(4):344-9

국내

SCI
0810070

A forward genetic approach for

analyzing the mechanism of resistance

to the anti-cancer drug, 5-fluorouracil,

using Caenorhabditis elegans.

심재갈

(교신)

Molecules 
and Cell

(1.9)
2008;

29;25(1):119-23

국내

SCI
0510583

논문명 저자 학술대회명 지역
1)

지원과제번호

An in vivo C. elegans model system

for screening EGFR-inhibiting

anticancer drugs

심재갈 제3회

동물모델연합심포지움

(2010.12)

국내 0810070

SURO-1, a zinc-carboxypeptidase

functions in body morphogenesis by

regulating cuticle formation

김태훈,

심재갈

한국예쁜꼬마선충연구회

(2010.2)

국내 0810070

Characterization of pyrimidine

biosynthesis enzymes using the

anti-cancerdrug 5-fluorouracil in

Caenorhabditiselegans

김성섭,

김태훈,

황무각,

심재갈

한국세포생물학회

하계발표회(2009.8)

국내 0810070

Development and characterization of

hyperplasia models induced by the

ectopic expression of the activated

human EGFR inC.elegans

황무각,

심재갈

한국예쁜꼬마선충연구회

(2009.2)

국내 0810070

Forward genetics for understanding

C.elegans cuticle formation by the

rol-6 suppressor analysis

김태훈,

심재갈

한국세포생물학회

하계발표회(2008.8)

국내 0810070

Development of C. elegans hyperplasia

model induced by the ectopic

expression of the activated human

EGFR

황무각,

심재갈

International Congress

of Cell Biology

(2008.10)

국내 0810070

1) 저자구분 : 교신, 제1, 공동

2) 구분 : 국내, 국내 SCI, 국내 SCIE, 국외, 국외SCI, 국외SCIE 등

3) 지원과제번호(Acknowledgement)

- 과제번호를 연차 표시(-1, -2, -3 등)를 생략하고 7자리로 기재하고, 과제와 관련성은 있으나

불가피하게 Acknowledgement가 누락된 경우에는 ‘없음’으로 기재

나. 국내 및 국제 학술대회 논문 발표

1) 지역 : 국내, 국외
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최종목표 연차별목표 달성내용
달성도(%)
연차 최종

인간의 돌연변이형 

EGFR의 발현에 의

한 꼬마선충 (C. 

elegans) 과형성

(Hyperplasia) 모델

을 제작하고, 이 모

델을 통해 세포 증

식의 신호전달을 

조절하는 유전자를 

발굴하고, 변이형 

EGFR 신호전달계

의 저해제 탐색 가

능성 검증

1차년도

변이형 hEGFR 발현 꼬

마선충 제작

야생형과 변이형 hEGFR을 발

현하는 꼬마선충 5종 제작
100

100

100

40
형질전환 개체의 hEGFR

활성을 비교

L858R 변이가 높은 활성을 보

이는 것을 확인함

기존의 EGFR 저해제에

의한 반응 분석

기존의 EGFR 저해제에 의한

반응은 별로 영향을 받지 않음

2차년도

Iressa와 EGFR 억제제를

이용한 hEGFR에 의한

hyperplasia 모델 분석

Iressa, cell fate marker,

junction protein marker, lin-3

RNAi로 분석 100

100

100

70

Natural compound를 이

용한 EGFR 경로의 저해

제 스크린

500종 식물추출물 스크린(3개

확보), 7600종 화합물 스크린(7

개 확보)

EGFR 신호 전달의

negative regulator로 예

상되는 rs48 돌연변이의

원인 유전자 기능 분석

suro-4(rs48), suro-1(rs19)

mutant cloning하여 2개 유전자

를 찾음.

3차년도

7개 화합물의 유도체 244

종과 1280종에 대한 구매

화합물 스크린 결과를 종

합하여 세포배양실험에서

효능을 평가

연구소 내 공동 연구를 통해

Iressa, AG1478, U0126을

L858R, T790M-L858R을 발현

하는 폐암세포주에서 효능 확인

한 결과 U0126이 모든 세포에

서 효과를 보이는 것을 확인함.

100

100

100

100

SURO-1이 실제 작용하

는 표적을 찾고 그 표적

의 세포 증식에 대한 영

향 분석

SURO-1의 collagen 단백질 조

절에 의한 cuticle 형성에 대한

영향을 확인하고, activated

EGFR 신호에 의한 Muv 형성

을 억제함을 확인함.

SURO-4를 비롯한 다양

한 collagen들이 세포증

식에 미치는 영향에 대해

분석

suro-4 mutant에서 과도한

EGFR 활성에 의한 Muv 형성

이 증가한다는 것을 확인하였

고, 20종 이상의 collagen 관련

gf mutant들에서도 Muv 형성

이 증가함을 확인함.

(2) 목표달성도

가. 연구목표의 달성도
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평가의 착안점 자 체 평 가

형질전환 개체의 제작 수(>4)
6종의 형질전환 개체 제작(3종 완료, 2종은 11월 중 완료

예정)으로 목표를 충분히 달성

사용한 저해제의 수(>3)와 처리

방법의 적절성 및 수(>3)

예상과 다르게 기존의 EGFR 저해제가 꼬마선충 모델에 적

절한 영향을 주지 않아서 그 원인과 해결책을 파악 중임.

그 대안으로 400 종의 천연물을 이용하여 과형성 억제 후

보 물질 한 종을 확보하였음.

후보 물질 최소 5종 이상 발굴
식물추출물 3종과 화합물 7종의 총 10종 발굴함.

(매우 우수)

3종의 모델에서 Iressa 효과 비교

야생형, sy1;ExhEGFR, jgIs6, lin-15, let-60 등에서 Iressa

효과를 확인하고, cell fate marker, junction protein

marker, lin-3 RNAi 등의 여러 방법으로 모델을 분석함.

(매우 우수)

Iressa보다 높은 효능을 보이거나

Iressa 내성을 극복하는 물질 발굴

최소 1종의 Hit을 선정

U0126이 Iressa 내성을 극복할 수 있는 물질로 선정됨.

(우수)

SURO 유전자들의 cuticle 형성 또

는 세포 증식에서의 기능을 분석

SCI 논문 1편 이상으로 정리

새로운 유전자인 suro-1의 cuticle 형성에 관한 내용의 논

문을 투고하여 Febs letters에 1편 accepted. (우수)

나. 평가의 착안점에 따른 목표달성도에 대한 자체평가

5. 연구결과의 활용계획

(1) 연구종료 2년후 예상 연구성과

구 분 건 수 비 고

학술지 논문 게재 1건 PNAS (IF=10.0)

산업재산권 등록

기 타
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(2) 연구성과의 활용계획

인간의 EGFR을 발현시킨 선충 모델을 이용하여, 항암제 스크린이 가능하다는 것을 보임으로써,

향후 새로운 항암제 후보 물질을 찾기 위한 스크린을 실시할 계획임. 현재의 스크린 방법은 선충

의 vulval phenotype (Muv suppression)을 보고 판단해야 하기 때문에 실질적인 HTS가 어려움.

따라서 후속적으로 보다 쉽게 phenotype을 판별할 수 있는 시스템으로 개발이 필요함. 그 가능성

은 hEGFR을 발현하는 선충이 느리게 자라고, 항암제를 처리하면, 다시 성장 속도가 회복되는 점

에 착안하여, 먼저 성장 속도에 기준을 두고 스크린한 다음, vulval phenotype을 보아 판단하면

HTS가 실질적으로 가능하게 될 것임. 원활한 연구비의 지원과 다양한 chemical libarary가 확보

된다면, 6개월 이내에 새로운 물질의 발굴과 in vitro test를 마칠 수 있을 것으로 기대함.

이레사나 타세바에 대한 내성은 EGFR 자체의 돌연변이에 한정되어 있지 않으므로, 다른 원인에

의한 내성 극복을 위해, IGFR 또는 cMet 등을 동시에 도입한 모델을 이용한 스크린 방법도 고안

할 필요가 있음. 이로써 개인별 맞춤 치료에 적합한 EGFR 경로를 표적으로 한 항암제 스크린 선

충 모델을 확립하게 될 것임.
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