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                              < 국문 요약문 >

연구의

목적 및 내용

< 최종목표 >

l C/EBPbeta의 EMT 조절 및 기전 연구를 통하여 암세포의 침윤을 극복할 수 있

는 암치료 타겟으로의 가능성을 평가하고자 함. 

< 내용 >

○ C/EBPbeta가 과발현 혹은 활성화된 암종 및 암세포주 선별 

  - 정상 및 다양한 primary lung cancer와 metastatic lung cancer 조직에서 

C/EBPbeta를 면역 염색하여 발현 정도를 비교하였을 때 정상 폐세포에서 보

다 암조직에서, 일차암보다 전이암에서 C/EBPbeta의 발현이 높아져 있음을 

관찰.

  - 정상 human bronchiolar epithelial primary 세포와 비교 시 다양한 폐암세

포주에서 C/EBPbeta 단백질이 과발현됨을 관찰함. 

○ C/EBPbeta의 EMT 조절 여부 확인 및 관련 C/EBPbeta의 전사적 타겟유전자 선

별

  - C/EBPbeta의 세포형태 및 actin organization 대한 영향을 확인

  - 암세포에서 C/EBPbeta가 epithelial marker, mesenchymal marker, 기타 EMT 

관련 전사조절인자, adherin junction protein, protease inhibitor, EGFR 

등 EMT에 관여하는 인자들의 발현 변화에 관여함을 관찰.

  - C/EBPbeta knockdown으로 TGFbeta로 유도되는 EMT 조절 확인 

  - EMT 조절 관련 C/EBPbeta의 전사적 타겟 유전자를 단백질 및 mRNA 발현, 

promoter binding, transcription activity 변화를 확인함으로써 선별

○ in vitro에서 C/EBPbeta의 암세포 침윤 작용 검증

- 암세포에서 C/EBPbeta의  motility/migration/invasion 조절 확인

○ in vivo에서 C/EBPbeta의 기능 검증

  - C/EBPbeta의 기능을 in vivo에서 확인하기 위한 세포주 구축

- 대조군, C/EBPbeta 발현 저해 A549-luc 세포주를 이용한 폐전이 실험 수행 

연구개발성과

<정량적 성과1)>

구분 달성치/목표치1) 달성도(%)

SCI 논문 편수 0/1 0

IF 합 0/4 0

기타 성과

   1) 총연구기간 내 목표연구성과로 기 제출한 값

<정성적 성과>

- 정상조직, 원발성 폐암조직, 전이성 폐암조직 순으로 C/EBPbeta 단백질 발

현이 증가됨을 관찰하고, C/EBPbeta 발현이 높은 환자의 예후가 유의하게 

나쁜 것을 관찰함으로써 C/EBPbeta가 폐암진행 억제인자로서의 좋은 치료

타겟임을 제시함.

- 암세포의 EMT 및 이동/침윤 조절인자로서의 C/EBPbeta의 새로운 기능 확인 

연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

l 암치료에 있어 전이와 재발은 극복해야 할 과제임. 암전이을 촉진하는 주요 

요인 중 하나인 EMT에 대한 근본적인 이해가 이루어진다면 EMT를 유발하는 주

요인자를 조절함으로써 전이 및 재발암을 치료하는데 있어 큰 발전을 가져올 

것임. 

l 암 치료효과를 증진시킬 수 있는 세포내 조절인자 C/EBPbeta를 발굴하고 기전

을 밝힘으로써 암 치료의 효율을 증진시킬 수 있는 분자적 근거 및 암 치료제 

개발의 소재를 마련함.

중심어

(5개 이내)
C/EBPbeta EMT 침윤 폐암 전사조절인자



< 영문 요약문 >

〈 SUMMARY 〉

Purpose&

Contents

○ To elucidate the role and mechanism of action of C/EBPbeta in regulating 
EMT and cancer cell invasion and to further evaluate C/EBPbeta as a 
therapeutic target for cancer treatment.

- To examine the expression or activity of C/EBPbeta in various tumor 
tissues with/without metastasis and cancer cell lines compared to 
corresponding control 

- To check if C/EBPbeta regulates EMT and if so, to identify the 
transcriptional target genes of C/EBPbeta

- To check if C/EBPbeta is involved in cell migration/invasion in vitro

- To confirm the function of C/EBPbeta in EMT/invasion/metastasis in vivo 
mouse model

Results

○ Comparison of C/EBPbeta protein expression levels among normal lung tissue, 
primary or metastatic lung cancer tissues and various cell lines.

- The protein expression of C/EBPbeta is high in the order of metastatic 
cancer tissues, primary cancer tissues, normal tissues of lung 

- Overall survival of the patient who has higher levels of C/EBPbeta mRNA is 
significantly shorter than that of the patient who has lower levels.

- Most of lung cancer lines including various histological subtypes express 
higher levels of C/EBPbeta compared with normal epithelial bronchiolar 
epithelial cells.

- Lung cancer cell lines which has higher levels of C/EBPbeta shows the 
higher levels of the vimentin and snail, suggesting the role of C/EBPbeta 
in EMT

○ To see if C/EBPbeta reulates EMT, migration and/or invasion of cancer 
cells.

  - C/EBPbeta knockdown cells display the epithelial phenotype and increased 
expression of several genes involved in EMT includes E-cadherin, EGFR, 
ZEB, Snail and decreased Vimentin, Claudin. 

- TGF-beta-induced EMT and hEGF-induced Snail expression was inhibited in 
C/EBPbeta knockdown cells.

- It is also observed that migration and invasion is inhibited in C/EBPbeta 
knockdown cells.

○ To identify C/EBPbeta downstream target genes involved in cancer cell 
migration/invasion and to determine direct transcription regulation of 
those genes by C/EBPbeta.

- Among the genes regulated by C/EBPbeta, identified transcription target of 
C/EBPbeta related to EMT are SNAIL-1 and CLDN-1. 

Expected

Contribution

○ It is expected to establish the cornerstone for improvement of lung cancer 
therapy and molecular basis by identifying C/EBPbeta as promoting molecule 
for chemotherapeutic reagent 

○ It is expected to be applied to overcome drug resistance of cancer cells to 
chemotherapeutic agents.

○ It is considered to be applicable to recurred and metastatic cancer 

Keywords C/EBPbeta EMT invasion lung cancer transcription factor
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<본문작성 양식>

1. 연구개발과제의 개요

1-1. 연구개발 목적

○ C/EBPbeta의 EMT 조절 및 기전 연구를 통하여 암세포의 침윤을 극복할 수 있는 암치료 타겟으로의 

가능성을 평가하고자 함. 

n C/EBPbeta가 과발현 혹은 활성화된 암종 및 암세포주 선별 

n C/EBPbeta의 EMT 조절 여부 확인  

n C/EBPbeta의 암세포 침윤 검증 

n C/EBPbeta의 전사적 타겟 유전자 선별

n in vivo에서 C/EBPbeta의 역할 검증

1-2. 연구개발의 필요성 

○ 폐암은 발생 빈도 및 사망율이 높고, 전이와 재발이 치료실패의 원인으로 생각되어지고 있음. EMT

의 암 전이 및 약물 저항성에 관련된 역할이 지속적으로 보고되고 있으나, 그 분자학적 기전에 관하

여서는 면밀한 연구가 필요한 실정임. 암전이 과정에서 EMT의 역할에 관한 근본적인 이해가 이루어진

다면 EMT를 조절함으로써 전이 및 재발암의 치료하는 등 암 치료에 큰 발전을 가져올 것임. 

1-3. 연구개발 범위

○ EMT 조절에 관여하는 것으로 알려진 adherens junction marker, 전사조절인자, 신호전달체계 활성

인자, proteases 등의 C/EBPbeta로 인한 조절 여부 확인. 

○ TGFbeta에 의해 유도되는 EMT를 C/EBPbeta knockdown으로 조절할 수 있는 지의 여부를 관찰.

○ C/EBPbeta가 과발현되거나 활성화된 암세포에서 C/EBPbeta로 인한 암세포 운동성/이동/침윤을 확

인

○ 대조군 및 C/EBPbeta 저해 세포주에서 gene expression array와 C/EBPbeta-ChIP-on-chip assay를 

실시하여 공통적으로 C/EBPbeta에 의해 조절되는 EMT/이동/침윤 관련 유전자를 C/EBPbeta의 전사

적 타겟 유전자로 선별하고, C/EBPbeta에 의한 전사조절을 확인.

○ 선별된 타겟 유전자의 C/EBPbeta로 인한 EMT 조절 기능에 있어서의 역할 검증을 위해 C/EBPbeta 

저해와 동시에 타겟 유전자의 과발현 혹은 발현을 억제하여 EMT 조절/이동/침윤 여부를 확인.

○ 상용화된 human common cancer tissue microarray slide 및 normal tissue microarray slide, 정

상 폐세포주와 다양한 종류의 폐암세포주에서 C/EBPbeta 과발현 및 활성화를 조사하고 암종 및 암

세포주 선별. C/EBPbeta 발현과 1차년도에 도출된 EMT maker 상관관계 확립.

○ C/EBPbeta를 저해함으로써 in vitro 실험에서 확인된 EMT 및 침윤 억제 효과를 재현할 수 있는 세

포주 확립 및 in vivo 동물 실험
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2. 국내외 기술개발 현황

○ CCAAT/enhancer binding proteins (C/EBPs)는 basic leucine zipper계 전자조절인자로 

C/EBPalpha, C/EBPbeta, C/EBPgamma, C/EBPzeta (CHOP) 등 6가지 이상의 구성원을 포함하고 있으

며, 세포 성장, 분화, 염증반응, 대사 등 중요한 생물학적 반응을 조절하는 것으로 알려짐 

(Ramji, 2002). 

○ 기능적으로는 C/EBPbeta가 caspase 8과 관련되어 세포고사 (apotosis)를 억제하는 것으로 보고되

어 C/EBPbeta의 세포고사에 관련된 기전이 밝혀진 바 있음 (Buck, 2001). 마우스에서 발암물질에 

의한 피부종양유도 시 C/EBPbeta knockout 마우스는 정상 마우스와 비교 시 종양형성 프로토콜에 

의해 종양 형성이 관찰되지 않았으며 (Zhu, 2002), 이는 DNA 손상 물질 처리 후 p53의 발현을 억

제하여 손상 세포의 apoptosis를 저해한 결과임이 밝혀짐 (Yoon, 2007, Ewing, 2008).  

○ C/EBPs의 다른 member인 tumor suppressor로 알려진 C/EBPdelta는 최근 mammary gland에 

Neu/Her2/ERBB2 proto-oncogene을 과발현하는 마우스에서 mammalian target of rapamycin (mTOR)

의 분해를 증진하는 F-box and WD repeat-domain containing 7 gene (FBXW7, FBW7, AGO, Cdc4)의 

발현을 억제하여 유방암 전이를 증가시키는 것이 동물실험으로 증명된 바 있음 (Balamurugan, 

2010). 결과적으로  C/EBPdelta는 저산소증 적응에 필요한 mTOR/AKT/S6K1 signalling을 증가시키

고 hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α)의 translation 및 활성을 증가시키는 것이 보고됨.

○ C/EBPbeta는 위암, 예후가 좋지 않은 유방암 등에서 과발현되어 있고, Wilm's 종양에서는 재발 및 

전이암에서 과발현되어 있다는 결과가 발표되어 종양형성 및 진행에 역할을 하고 있음이 제시됨 

(Rask et al, 2000, Sundfeldt, 1999, Sankpal, 2006). 

3. 연구수행 내용 및 결과

○ 정상조직, 원발성 폐암조직, 전이성 폐암조직 순으로 C/EBPbeta 단백질 발현이 증가됨을 관찰함.

○ TCGA overall survival 분석 시 C/EBPbeta 발현이 높은 환자의 예후가 유의하게 나쁘게 나타남. 

--> C/EBPbeta가 폐암진행 억제인자로서의 좋은 치료타겟임을 제시

○ 다양한 histology subtype의 폐암세포에서 C/EBPbeta 발현이 증가해 있음을 관찰함.

○ C/EBPbeta 발현이 높은 폐암세포주에서 Vimentin, Snail이 증가, E-cadherin이 감소해 있음을 관

찰하여 C/EBPbeta가 EMT 유도에 관여함을 제시.

○ 폐암세포주의 세포형태 및 actin organization에 대한 C/EBPbeta의 조절을 확인

○ 암세포에서 C/EBPbeta가 epidermal marker (E-cadherin)와 mesenchymal marker (vimentin) 발현 

변화에 관여함을 관찰.

○ C/EBPbeta knockdown으로 TGFbeta로 유도되는 EMT 및 hEGF로 유도되는 Snail-1 발현 억제 확인

○ C/EBPbeta의 EMT 조절 여부 확인 및 관련 C/EBPbeta의 전사적 타겟 유전자 선별

○ 폐암세포에서 C/EBPbeta의  motility/migration/invasion 조절확인

--> 전사조절인자인 C/EBPbeta가 폐암세포주에서 EMT, 암세포의 이동/침윤 관여하며, 그에 관여하는 

하부 전사타겟 유전자를 밝혀 C/EBPbeta의 새로운 기능을 증명함. 

○ in vivo에서 C/EBPbeta의 기능 검증
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n 정상 및 원발성, 전이성 폐암 조직에서 C/EBPbeta 단백질 변화 관찰.

  - 폐암 조직 TMA slide를 이용하여 C/EBPbeta 면역염색하여 정상 및 각종 폐암조직, primary lung 

cancer와 metastatic lung cancer 조직에서 C/EBPbeta 발현 정도를 비교함. 정상조직, 원발성 폐암

조직, 전이성 폐암조직 순으로 C/EBPbeta 단백질 발현이 증가됨을 관찰함. 정상조직의 경우 매우 

약하게 C/EBPbeta가 발현되었으나 (score, 0), squamous cell carcinoma, large cell carcinoma의 

의 경우 약 70~75%에서 adenocarcinoma의 경우 약 40%에서 C/EBPbeta 단백질 발현이 높아져 있었

고, 전이성 암에서는 약 90%에서 과발현을 보임 (Fig.1, 위). TCGA database를 이용하여 overall 

survival 분석 시 C/EBPbeta mRNA 발현이 높은 환자의 예후가 lung adenocarcinoma와 squamous 

cell carcinoma 모두에서 유의하게 나쁘게 나타남 (Fig.1 아래). 

Fig. 1. C/EBPbeta expression in normal and lung cancer tissue and is related to overall survival of 

lung cancer patients.

n 폐암세포주에서 C/EBPbeta의 발현 및 EMT 관련인자 발현과의 연관성   

- 다양한 histology subtype의 폐암세포에서 C/EBPbeta 발현양을 관찰하였고, 대부분의 폐암세포주에서  

정상 폐세포 (NHBE, normal human bronchiolar epithelial cells)와 비교 시 발현이 증가됨을 관찰함.

- 또한 C/EBPbeta 발현이 높은 폐암세포주에서 Vimentin, Snail이 증가, E-cadherin이 감소해 있음을 

관찰함으로써 C/EBPbeta가 EMT 유도에 관여함을 제시함.
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       Fig. 2. Expression of C/EBPβ and EMT-associated proteins in various cancer cell lines.

  

n 폐암세포주의 세포형태 및 actin organization에 대한 C/EBPbeta의 조절작용 확인.

- C/EBPbeta siRNA를 이용하여 A549 폐암세포주에서 C/EBPbeta를 knockdown 한 후 actin-phalloidin 

staining을 시행하였음. A549세포에 비해 C/EBPbeta가 저하된 세포에서 상피세포의 특성인 polygonal 

shape이 더 잘 나타나고, 세포 내 actin stress fiber의 형성이 줄어든 것으로 보이며 세포분열 후 세

포 이동이 적어서인지 더 많이 군집되어 있음을 보여 EMT 및 세포이동에 영향이 있음을 시사함 (Fig. 

3A,B). 

             

            Fig. 3. C/EBPβ regulates cancer cell morphology and EMT markers.
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- 암세포에서 C/EBPbeta가 epidermal marker (E-cadherin) 발현을 저해시키고 mesenchymal marker 

(vimentin) 발현을 증가시켜 EMT marker 변화에 관여함을 관찰 (Fig. 3C).

n C/EBPbeta의 EMT 조절 

- EMT 조절에 관여하는 것으로 알려진 adherens junction marker,  transcription factor, 신호전달체

계 활성인자, proteases 등의 C/EBPbeta로 인한 조절 여부 확인. 

- A549 세포에 C/EBPbeta를 siRNA를 사용하여 knockdown하고 EMT에 관련된 인자들의 단백질 변화 및 

mRNA 변화를 관찰함. Fig. 4에서와 같이 C/EBPbeta에 의해 E-cadherin, Vimentin, ZEB1, EGFR을 단백

질 수준에서 SNA1, CLDN-1, TIMP1, TIMP2 등을 mRNA 수준에서 조절함을  보임 (Fig. 4).

              Fig. 4. C/EBPbeta Regulates Expression of EMT-Associated Genes.

n C/EBPbeta knockdown으로 TGFbeta로 유도되는 EMT 조절 

- A549와 NCI-H2279 세포에 C/EBPbeta를 siRNA를 사용하여 knockdown하고 TGFbeta 처리 시 control 세

포에서는 EMT가 유도되었으나 siC/EBPbeta 세포는 TGFbeta를 처리하기 전의 형태를 유지하고 있음을 

확인하므로써 TGFbeta가 유도하는 EMT에 C/EBPbeta가 중요한 역할을 하고 있음을 시사함 (Fig.5). 이 

조건에서 EMT 관련 단백질의 발현 변화를 A549 및 NCC2279세포에서 관찰함 (Fig 5).
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         Fig. 5. Requirement of C/EBPbeta in TGFbeta-induced EMT in lung cancer cells

n C/EBPbeta와 EGFR의 상호조절 및 C/EBPbeta의 EGF 신호전달경로에서의 역할       

                      Fig. 6. Reciprocal regulation of C/EBPbeta and EGFR.
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- 폐암세포주에 C/EBPbeta 저해 시 EGFR 단백질의 발현이 저해되고, 역으로 EGFR 저해 시 C/EBPbeta의 

단백질 발현이 저해됨을 관찰함 (Fig.4A,B). hEGF 처리 시 증가되는 EGFR 및 Akt 인산화가 C/EBPbeta 

저해 시 감소되었으며, Snail의 증가 또한 억제되는 것을 관찰하여, C/EBPbeta가 hEGF의 세포 생존 및 

EMT 유도에 관여함을 제시함. 

              
n C/EBPbeta의 EMT 조절 여부 확인 및 관련 C/EBPbeta의 전사적 타겟 유전자 선별            

- C/EBPbeta는 전사조절인자이므로 기능과 관련하여 하부 유전자의 발현을 조절할 것으로 예상되므로 

C/EBPbeta knockdown 세포에서 mRNA 발현이 현저히 저하되어 있고, C/EBPbeta에 의해 전사 조절되는 

하부유전자 선별을 위해 ChIP-on-chip (chromatin immunoprecipitation-on-chip) 분석법을 시행하고 

EMT, 암세포 침윤 및 전이 관련 유전자를 선별함 (Fig. 7).         

        

        

              Fig. 7. Candidates of transcriptional target genes of C/EBPbeta.
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- C/EBPbeta knockdown 세포에서 mRNA 발현이 현저히 저하되어 있고 ChIP-on-chip 결과에서 그 프로모

터 부위에 C/EBPbeta가 결합되는 것으로 보여진 유전자에서 ChIP-on-chip에서 2배 이상의 결합을 보

이는 프로모터 부위와 TFsearch를 이용하여 C/EBP가 결합할 가능성을 보이는 프로모터 부위 주변에 

primer를 제작하여 C/EBPbeta-ChiP assay를 시행한 결과 두 target 유전자 프로모터 부위에서 약 

7~10배 정도로 C/EBPbeta 결합이 증가되어 있음을 확인함 (Fig. 8).

                      Fig. 8. Direct transcriptional target genes of C/EBPbeta.

- C/EBPbeta가 전사적으로 발현 조절하는 타겟유전자 프로모터에서의 전사조절기전을 탐색하기 위하여 

histone modifying enzyme과의 상호작용을 조사해 본 결과, histone acetylase 1 (HDAC1)과의 상호

작용은 관찰되지 않았으나, HDAC2와 상호작용이 일어남을 관찰함 (Fig. 9). C/EBPbeta와 결합한 

HDAC2가 타겟유전자 (예, CLDN1) 프로모터 부위 히스톤 탈아세틸화를 통한 타겟유전자의 전사를 억

제하는지 혹은 C/EBPbeta 단백질의 탈아세틸화를 통한 전사활성을 억제한 결과인지에 관해서는 추가

적 검증이 필요함.

                   Fig. 9. Interaction of C/EBPbeta and HDAC2 histone deaceylase.
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n 암세포에서 C/EBPbeta의  motility/migration 조절

- 폐암세포주에 C/EBPbeta를 knockdown함으로써 C/EBPbeta가 암세포의 migration 및 invasion을 조절

하는 지의 여부를 관찰함. C/EBPbeta siRNA를 이용하여 A549에서 C/EBPbeta가 세포의 motility를 조절

하여 migration (fig. 10A,B)과 invasion (fig.10C)을 증가시킴을 관찰함.  

Fig. 10. The motility/migration and invasion of A549 lung carcinoma cells decreased by C/EBPbeta 

knockdown.

n C/EBPbeta에 의해 조절되는 EMT 관련 단백질의 암세포 migration 조절

- 실험결과에 따르면 C/EBPbeta에 의해 조절되는 대표적인 EMT 관련 단백질로 Snail, Claudin을 들 수 

있음. 따라서, C/EBPbeta 저해 세포주에서 보이는 migration의 감소가 C/EBPbeta 저해로 인한 Snail의 

감소 혹은 Claudin의 증가로 인한 기능적 변화인지 확인하기 위해 C/EBPbeta 저해 세포주에 Snail, 

Claudin을 각각 과발현, knockdown하거나 동시에 Snail 과발현, Claudin을 저해하고, cell migration

을 확인함. 그 결과 C/EBPbeta 저해군에 비해서 부분적인 migration의 회복을 보임 (Fig. 11).

 Fig. 11. Migration was partially recovered in C/EBPbeta-depleted A549 cells by overexpression of 

 Snail and/or knockdown of Claudin.
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n in vivo에서 C/EBPbeta의 전이 조절 확인을 위한 세포주 확립 및 동물 실험 

- control A549-luc 혹은 stable  shC/EBPbeta A549-luc 세포를 200ul PBS에 섞어 꼬리정맥에 주입한 후 일주일 

간격으로 luciferin 복강 주입 후 IVIS 영상장비로 마우스의 폐에 종양 생성 여부, 개수 및 크기를 촬영/관찰 및 

luciferase activity 측정함 (Fig. 12). 약 7주 후부터 폐부위에 luciferase activity가 대조군에서 

C/EBPbeta 발현이 저해된 암세포를 주입한 군보다 현저히 높게 측정되었으며, 이후 약 10주까지 관찰

하였을 때 형성된 종양이 빠르게 자라는 것을 관찰함. 형성이지연되고, 종양크기의 저하를 관찰함. 종

합적으로 C/EBPbeta는 폐암세포의 EMT, migration, invasion을 유도하며 결과적으로 폐암세포의 전이

에 있어서 역할을 수행함을 제시함.

  Fig. 12. Mice with C/EBPbeta knockdown A549 cells display decreased lung tumor formation.
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4. 목표달성도 및 관련분야 기여도

4-1. 목표달성도

○ 아래 표 참조

4-2. 관련분야 기여도

○ 전사조절인자인 C/EBPbeta가 폐암세포주에서 관련 단백질 발현 조절을 통해 EMT, 암세포의 이동/

침윤 관여하며, 이 중 EMT 관련 유전자인 SNAI-1, CLDN-1의 전사를 직접적으로 조절하는 것을 밝

혀 C/EBPbeta의 암세포에서의 새로운 기능을 증명함. 

○ 정상조직, 원발성 폐암조직, 전이성 폐암조직 순으로 C/EBPbeta 단백질 발현이 증가됨을 관찰하

고, TCGA overall survival 분석 시 C/EBPbeta mRNA 발현이 높은 환자의 예후가 유의하게 나쁘게 

나타남을 관찰하여 C/EBPbeta가 폐암진행 억제인자로서의 좋은 치료타겟임을 제시

목 표
달성도

(%)
내  용

C/EBPbeta가 과발현 
혹은 활성화된 암종 
및 암세포주 선별 

90

- 다양한 histology subtype의 폐암세포에서 C/EBPbeta 발현이 증가
해 있음을 관찰하였고, 

- C/EBPbeta 발현이 높은 폐암세포주에서 Vimentin, Snail이 증가, 
E-cadherin이 감소해 있음을 관찰하여 C/EBPbeta가 EMT 유도에 관
여함을 제시. 

- 정상조직, 원발성 폐암조직, 전이성 폐암조직 순으로 C/EBPbeta 
단백질 발현이 증가됨을 관찰함.

- 대장암, 폐암, 위암, 유방암, 부인암, 간암 등 여러 종류의 암종 
및 정상 조직, 전이 조직 TMA에서 C/EBPbeta의 단백질 발현 차이
를 조사하였음.

선별된 암세포주에서 
C/EBPbeta의 암세포 
이동성/침윤 검증 

100
- 폐암세포에서 C/EBPbeta의  motility/migration/invasion 조절확
인

C/EBPbeta의 EMT 조절 
여부 확인 및 관련 
C/EBPbeta의 전사적 
타겟 유전자 선별

100

- A549 세포에서 C/EBPbeta knockdown시 세포 형태 및 F-actin 
stainnig 패턴, EMT관련 단백질 변화 등의 관찰 결과 MET 유사현
상이 일어남을 관찰함. 

- TGFbeta로 EMT 유도 시 C/EBPbeta knockdown 세포에서 EMT가 저해
됨을 관찰하므로써 C/EBPbeta가 EMT유도에 중요한 인자임을 밝힘. 

- 주요 관련 단백질 변화로 E-cadherin, Vimentin, Claudin, Snail, 
Slung, Zeb1, EGFR 등이 있음.

- C/EBPbeta의 전사 타겟 유전자 선별을 위해 EMT 관련 유전자를 
mRNA 변화 및  ChiP-on-chip assay를 통해 에서 관찰하고, 그 중 
SNAI1, CLDN1 유전자의 프로모터에 C/EBPbeta가 결합함을 보임. 

 in vivo에서 
C/EBPbeta의 EMT 및 
침윤 조절 확인을 위
한 세포주 확립 및 동
물 실험 

80

- luciferase를 발현하여 영상추적이 가능한 A549 세포에 C/EBPbeta 
knockdown stable cell line 구축하여 in vivo에서 종양의 성장 
및 주변 조직 및 장기로의 침윤 전이에 적합한 동물실험 기반마련

- tail vein injection으로 전이 실험 진행 중이며 현재까지의 결과
로 C/EBPbeta의 폐암 형성/전이 역할이 제시됨.
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5. 연구결과의 활용계획

○ 암치료에 있어 전이와 재발은 치료에 있어 극복해야 할 과제임. 암전이에 대한  EMT의 근본적인 

이해가 이루어진다면 EMT를 조절함으로써 전이 및 재발암의 치료하는데 있어 암 치료에 큰 발전을 

가져올 것임. 암 치료효과를 증진시킬 수 있는 세포내 조절인자 C/EBPbeta를 발굴하고 기전을 연

구함으로써 암 치료의 효율을 증진시킬 수 있는 기반과 분자적 근거 마련할 것이며, 암 치료제 개

발을 소재를 함께 제공할 것임.

¡ EMT를 억제하여 원발성 종양, 재발암, 전이암에 대한 암치료저항성을 극복할 수 있는 방법의 개발 

및 그 기전을 규명하여 분자적 암치료 표적 발굴하여 암치료 저항성을 극복할 수 있는 가능성을 

제시함.

¡ 타 암종에서도 항암제 내성기전 억제로 효과적인 암치료법의 개발에 기여할 것으로 기대됨.

¡ 일차 항암치료 후 재발 및 전이 극복 방법으로 활용 가능함. 

6. 연구과정에서 수집한 해외과학기술정보

○ molecular signature로 부터의 reverse engineering과 unbiased 분석은 악성 glioma에서 

emsenchymal 유전자의 발현을 활성화시키는 전사 module이 C/EBPbeta와 Stat3임을 제시함. 사람의 

뇌암에서 C/EBPbeta와 STAT3의 발현은 mesenchymal 분화와 관련되어 있으며 임상적으로 나쁜 결과

를 예측함 (Carro, 2010).

○ 식도 편평상피암세포에서 EGF로 인해 C/EBPbeta가 유도되고, 이는 miR-203의 발현을 저하시켜 EMT에 

관여함이 보고됨 (Li, 2014).

○ 마우스 유방상피세포에서 C/EBPbeta isofo그의 발현 비율에 따라 EMT가 조절됨이 제시됨. LAP의 

과발현은 epithelial keratin의 발현과 함께 세포증식이 저하되었고, 역으로 LIP의 발현을 유도하

면 EMT marker를 발현하고, alveolar-like 형태유지가 되지 않고, adenoma 세포의 형질을 획득하

는 것으로 관찰되어, C/EBPbeta isoform의 밸런스가 전이를 조절할 가능성을 제시함 (Miura, 

2014).

○ 유방암에서 Mir-155는 C/EBPbeta의 발현을 저해시키고, TGF-beta 반응을 세포증식 억제에서 EMT, 

침윤 및 전이 증가로 변화시킴이 관찰됨 (Johansson, 2013).

○ 종합적으로 C/EBPbeta가 EMT 조절에 관한 보고가 최근 증가되고 있으며, 암종에 따라 EMT를 유도

하거나 억제하는 것으로 관찰되어 C/EBPbeta의 EMT에서의 역할 규명에 있어서는 암종 혹은 환경에 

따른 기전 확립 및  추가적인 연구가 필요할 것으로 생각됨. C/EBPbeta는 세포증식 조절 측면에 

있어서도 세포의 종류나 관련 신호전달경로에 따라 상이한 결과를 보이는 것이 이미 받아들여지고 

있음 (Ramji, 2002).  
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7. 연구개발과제의 대표적 연구실적

번호

구분

(논문

/특허

/기타

논문명/특허명/기타
소속

기관명
역할

논문게재지/

특허등록국

가

Impact 

Factor

논문게재일

/특허등록일

사사여부

(단독사사 

또는

중복사사)

특기사항

(SCI여부/인

용횟수 등)

1

학술

대회 

발표

C/EBPβ 
(CCAAT/enhancer 

binding 
proteins-beta) 

regulates EMT and 
lung cancer cell 

invasion 

국립암센

터
교신

FEBS 2015 

Conference

s

yyyy.mm.dd

2

학술

대회 

발표

The 
CCAAT/enhancer-bin
ding proteinβ 
(C/EBPβ) is 

critical regulator 
for Wee1 in G2/M 

cell cycle 
progression

국립암센

터
교신

FEBS EMBO 

2014 

Conference

s

yyyy.mm.dd

3 yyyy.mm.dd

4 yyyy.mm.dd

5 yyyy.mm.dd

8. 참여연구원 현황

번호

소속기관명 직위 생년월일 전공 및 학위
연구담당

분야

성명

과학

기술인등록

번호

성별
취득

년도

학위

(전공)

과제참여

기간

국립암센터

윤경실
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Ⅰ. 연구개발실적

※ 다음 각 평가항목에 따라 자체평가한 등급 및 실적을 간략하게 기술(200자 이내)

 1. 연구개발결과의 우수성/창의성

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

- C/EBPbeta 단백질은 정상세포보다 일차암, 전이암 순으로 발현이 증가되는 것을 폐암에서 관찰함. 

이는 세포의 항상성 유지에는 상대적으로 영향을 덜 미치나, 종양형성 및 진행 시 활성화되는 인자로 

생각되므로 암치료에 활용 시 부작용이 적고 효과적인 치료 표적이 될 것임. 본 과제는 C/EBPbeta가 

EMT를 조절하여 암세포의 이동성 및 침윤에 대한 역할을 밝힘으로써 암치료 분자 타겟으로의 가능성을 

제시하였음.

 2. 연구개발결과의 파급효과

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

- C/EBPbeta의 EMT에서의 분자적 수준에서의 기전은 아직 보고된 바가 적고, EMT는 암진행 및 치료저

항성에 있어 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있음. 본 과제는 C/EBPbeta가 폐암세포에서 

mesenchymal phenotype을 갖는데 중요한 역할을 할 뿐 아니라, TGFbeta 혹은 hEGF로 인한 EMT 유도에

도 관여함을 증명함으로써 암에서 중요한 신호전달경로와의 연관성 또한 제시함. C/EBPbeta는 EMT 

marker인 E-cadherin, Vimentin, adherin junction 단백질인 Claudin, EMT 관련 전사조절인자인 

Snail, Slug, ZEB의 발현을 조절하며, 그 중 Snail과 Claudin의 경우 프로모터 부위에 직접적으로 결

합하여 전사조절함을 밝힘으로써 ETM 유도 및 침윤에 있어 분자적 수준의 이해를 더함.

 3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

- 암 치료효과를 증진시킬 수 있는 세포내 조절인자 C/EBPbeta를 발굴하고 기전을 밝힘으로써 암 치료

의 효율을 증진시킬 수 있는 분자적 근거 및 암 치료제 개발의 소재를 제공함.

- EMT는 암화과정을 진행, 암세포의 이동, 침윤 및 전이 뿐 아니라 암치료저항성을 유발하는 과정에 

중요한 역할을 수행하는 것으로 알려져 있음. 본 연구를 통해 C/EBPbeta가 암세포에서 EMT 및 침윤을 

조절하는 하는 것이 밝혀졌으므로, 기존의 방사선 혹은 화학요법과 더불어 C/EBPbeta를 억제하는 병용

요법을 이용하여 원발성 종양, 재발암, 전이암의 치료 및 치료저항성 극복에 활용할 수 있을 것으로 

예상됨.

 4. 연구개발 수행노력의 성실도

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)
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1. 정상조직, 원발성 폐암조직, 전이성 폐암조직 순으로 C/EBPbeta 단백질 발현이 증가됨을 관찰함. 

2. TCGA overall survival 분석 시 C/EBPbeta mRNA 발현이 높은 환자의 예후가 유의하게 나쁘게 나타

남. 

3. 다양한 histology subtype의 폐암세포에서 C/EBPbeta 발현이 증가해 있음을 관찰함.

4. C/EBPbeta 발현이 높은 폐암세포주에서 Vimentin, Snail이 증가, E-cadherin이 감소해 있음을 관찰

하여 C/EBPbeta가 EMT 유도에 관여함을 제시.

5. C/EBPbeta의 세포형태 및 actin organization에 대한 영향을 확인

6. 암세포에서 C/EBPbeta가 epidermal marker (E-cadherin)와 mesenchymal marker (vimentin) 발현 변

화에 관여함을 관찰.

7. C/EBPbeta knockdown으로 TGFbeta로 유도되는 EMT 및 hEGF로 유도되는 Snail-1 발현 억제 확인

8. C/EBPbeta의 EMT 조절 여부 확인 및 관련 C/EBPbeta의 전사적 타겟 유전자 선별

9. 폐암세포에서 C/EBPbeta의  motility/migration/invasion 조절을 확인하였음.

10. in vivo에서 C/EBPbeta의 기능 검증 

- 3년차에 연구비의 극심한 삭감 (3년차 연구비, 48,000천원)으로 인해 3년간 208,000의 예산으로 숙

련된 인력과 재료비가 부족한 상황에서 최대한 성실히 수행하였음. 

 5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

C/EBPβ (CCAAT/enhancer binding proteins-beta) regulates EMT and lung cancer cell invasion.

C/EBPβ is a critical regulator of Wee1 at the G2/M cell cycle progression.

와 관련하여 연 1회 국제 및 국내 학회에 발표하였으며 현재 2편의 논문 투고를 준비하고 있음.
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Ⅱ. 연구목표 달성도

세부연구목표

(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

C/EBPbeta가 과발현 혹

은 활성화된 암종 및 암

세포주 선별 

20 90

- 다양한 histology subtype의 폐암세포에서 

C/EBPbeta 발현이 증가해 있음을 관찰하였고,

- C/EBPbeta 발현이 높은 폐암세포주에서 

Vimentin, Snail이 증가, E-cadherin이 감소해 

있음을 관찰하여 C/EBPbeta가 EMT 유도에 관여함

을 제시. 

- 정상조직, 원발성 폐암조직, 전이성 폐암조직 순

으로 C/EBPbeta 단백질 발현이 증가됨을 관찰함.

- C/EBPbeta mRNA 발현이 높은 폐암환자군의 예후

가 좋지 않음을 관찰. 

C/EBPbeta의 EMT 조절 

여부 확인 및 관련 

C/EBPbeta의 전사적 타

겟 유전자 선별

40 90

- A549 세포에서 C/EBPbeta knockdown시 세포 형태 

및 F-actin stainnig 패턴, EMT관련 단백질 변화 

등의 관찰 결과 epithelial phenotype 쪽으로 변

화됨을 관찰함. 

- C/EBPbeta knockdown 세포에서 TGFbeta로 EMT 유

도 시  EMT가 저해되고, hEGF로 인한 Snail의 발

현이 저해됨을 관찰하므로써 C/EBPbeta가 EMT유

도에 중요한 인자임을 밝힘. 

- 주요 EMT 관련 단백질 변화로 E-cadherin, 

Vimentin, Claudin, Snail, Slung, Zeb1, EGFR 

등이 관찰됨.

- C/EBPbeta의 전사 타겟 유전자 선별을 위해 EMT 

관련 유전자를 mRNA 변화 및  ChiP-on-chip 

assay를 통해 하부유전자를 선별하고, 그 중 

SNAI1, CLDN1 유전자의 프로모터에 C/EBPbeta가 

결합하여 직접적 전사조절 타겟임을 밝힘.

암세포주에서 C/EBPbeta

의 암세포 이동성/침윤

에서의 기능 검증 

20 100
- 폐암세포에서 C/EBPbeta knockdown 시 세포의 

motility, migration, 침윤이 감소함을 관찰함.

in vivo에서 C/EBPbeta

의 EMT 및 침윤 조절 확

인을 위한 세포주 확립 

및 동물 실험 

20 80

- luciferase를 발현하여 영상추적이 가능한 A549 

세포에 C/EBPbeta knockdown stable cell line 

구축하여 in vivo에서 종양의 성장 및 주변 조직 

및 장기로의 침윤 전이에 적합한 동물실험 기반 

마련

- tail vein injection을 이용한 in vivo 전이 실

험 결과 C/EBPbeta 저해군에서 폐종양의 형성이

지연되고, 종양크기의 저하를 관찰함.

합계 100점 90
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Ⅲ. 종합의견

1. 연구개발결과에 대한 종합의견

- 종양 부위의 저산소증은 다양한 대사과정의 변화 및 혈관 형성을 유도시키는 등으로 암화과정을 진

행시키는 것으로 알려져 있으며, 암세포의 이동, 침윤 및 전이를 유발시키는데, 이러한 저산소증으

로 기인한 반응에 HIF-1alpha의 중요성이 알려져 있음. 

- 본 과제에서는  1) 정상조직, 원발성 폐암조직, 전이성 폐암조직 순으로 C/EBPbeta 단백질 발현이 

증가됨을 관찰함. 2) TCGA overall survival 분석 시 C/EBPbeta 발현이 높은 환자의 예후가 유의하

게 나쁜 것을 관찰함. 3) 다양한 histology subtype의 폐암세포에서 C/EBPbeta 발현이 증가해 있음

을 관찰함으로써 C/EBPbeta가 폐암진행 억제인자로서의 좋은 치료 타겟임을 제시함. 4)C/EBPbeta 발

현이 높은 폐암세포주에서 Vimentin, Snail이 증가, E-cadherin이 감소해 있음을 관찰하여 

C/EBPbeta가 EMT 유도에 관여함을 제시. 5) C/EBPbeta의 세포형태 및 actin organization에 대한 영

향을 확인 6) 암세포에서 C/EBPbeta가 epidermal marker (E-cadherin)와 mesenchymal marker 

(vimentin) 발현 변화에 관여함을 관찰. 7) C/EBPbeta knockdown으로 TGFbeta로 유도되는 EMT 및 

hEGF로 인한 Snail 발현을 억제함을 발견함. 8) C/EBPbeta의 Claudin, Snail, Slung, Zeb1, EGFR 발

현 조절로 인한 EMT 조절 여부 확인 및 관련 C/EBPbeta의 전사적 타겟 유전자 선별함. 9) 폐암세포

에서 C/EBPbeta의  motility/migration/invasion 조절을 확인함으로써 전사조절인자인 C/EBPbeta가 

폐암세포주에서 EMT, 암세포의 이동/침윤 관여하며, 그에 관여하는 하부 전사타겟 유전자를 밝혀 

C/EBPbeta의 새로운 기능을 증명함. 

- 따라서 C/EBPbeta의 발현 및 활성 억제를 통한 종양 진행 억제의 가능성을 제시하였으며. 이를 토대

로 항암 관련 신약 타겟 발굴의 분자적 기초 및 실용화 가능성을 제공함으로써 보다 효과적인 암 치

료법의 개발에 기여할 것으로 기대함.

2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

- 본 과제는 C/EBPbeta가 폐암세포주에서 EMT, 암세포의 이동/침윤 관여함을 분자 수준에서 증명하였

음. 또한 정상폐조직, 원발성 폐암조직, 전이성 폐암조직 순으로 C/EBPbeta 단백질 발현이 증가됨을 

관찰하였고, overall survival 분석 시 C/EBPbeta 발현이 높은 환자의 예후가 유의하게 나쁜 것을 

발견하였음. 

- C/EBPbeta knockout 마우스는 폐의 표현형이 차이가 없어 C/EBPbeta는 세포의 항상성에는 상대적으

로 영향을 덜 미치나, 종양형성 및 진행 시 활성화되는 인자로 생각됨. 

- 따라서, 본 과제 수행의 결과로 폐암 진행 억제 혹은 치료저항성 극복에 좋은 치료 표적 도출의 근

거가 마련됨. 즉, 암 치료효과를 증진시킬 수 있는 조절인자로서의 C/EBPbeta를 평가하여 분자적 근

거 마련하고 암 치료제 개발의 소재를 제공하고자 한 당초의 목표에 부합한 것으로 사료됨.

- 본 과제는 3년 간 208,000천원의 연구비로 진행되었으며, 과제를 마무리할 3차년도에 많은 삭감으로 

숙련된 인력의 퇴사 및 재료비 부족에 따른 성과 창출이 늦어짐을 고려해 주시기 바람.
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3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견

- 정상조직, 원발성 폐암조직, 전이성 폐암조직 순으로 C/EBPbeta 단백질 발현이 증가됨을 관찰함으로

써 관찰함으로써 C/EBPbeta가 폐암 진행 억제를 위한 좋은 치료타겟임을 제시하였음. 또한 전사조절

인자인 C/EBPbeta가 폐암세포주에서 EMT, 암세포의 이동/침윤 관여하며, 그에 관여하는 하부 전사타

겟 유전자를 밝혀 C/EBPbeta의 새로운 기능을 증명함. EMT는 방사선요법 혹은 화학요법의 저항성과 

밀접한 관련이 있고 암치료 예후에 영향을 주는 것으로 알려져 있으므로, 기존의 방사선 혹은 화학

요법과 더불어 C/EBPbeta를 억제하는 병용요법을 이용한 원발성 종양, 재발암, 전이암에 대한 치료

저항성 극복에 관한 후속연구를 수행하고자 함.  

- C/EBPβ (CCAAT/enhancer binding proteins-beta) regulates EMT and lung cancer cell invasion.

  C/EBPβ is a critical regulator of Wee1 at the G2/M cell cycle progression.

  와 관련하여 논문 투고 준비 중에 있음.

Ⅳ. 보안성 검토

 o 연구책임자의 보안성 검토의견, 연구기관 자체의 보안성 검토결과를 기재함

※ 보안성이 필요하다고 판단되는 경우 작성함.

1. 연구책임자의 의견

2. 연구기관 자체의 검토결과


