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◆ 연구목표
<최종목표>

소아골육종의 성장 및 전이 조절기전을 연구하고 전이와 관련된 표적분자를 발굴

<2012년도 목표>

▶ 마우스 모델에서 interferon consensus sequence binding protein (ICSBP)의 골육종 전이

유도물질로서의 역할을 구명

▶ 인체 골육종조직에서 ICSBP와 Snail의 전이유도물질로서의 역할 확인

◆ 연구내용 및 방법
▶ 골육종세포에서 ICSBP의 성장 및 전이 조절기능을 연구

- 인체골육종조직과 세포주에서 ICSBP 발현을 조사; immunoblotting, RT-PCR

- ICSBP가 과발현된 골육종세포주의 확립

- ICSBP가 골육종세포의 성장속도, 부착성, 이동성, 운동성, 침윤성, epithelial to

mesenchymal transition (EMT)에 미치는 효과 분석; cell counting, live cell imaging,

transwell migration assay, wound healing assay, confocal microscopy

▶ 골육종세포에서 ICSBP에 의해 유발되는 transforming growth factor-beta (TGF-β) 수용

체와 하부신호전달물질의 변화를 조사

- ICSBP에 의한 TGF-β 수용체의 발현 조사: immunoblotting, RT-PCR

- ICSBP에 의한 신호전달물질 (Smad, ERK, p38, AKT 등)의 활성 변화를 조사:

immnuoblotting

▶ 골육종 전이에 중요한 역할을 하는 표적분자 발굴

- ICSBP 과발현 골육종세포주의 mRNA와 protein의 expression profiling; cDNA microarray,

proteomic analysis

- ICSBP 과발현 골육종세포주에서 위에서 발굴된 물질의 발현 및 기능 연구

< 요 약 문 >
▶ ICSBP에 의한 TGF-β 수용체 전사조절기전을 규명

- ICSBP에 의한 TGF-β 수용체 promoter 활성에 대한 영향 분석; luciferase assay

- TGF-β 수용체 promoter 내 ICSBP의 결합 부위 탐색; site-directed mutagenesis, EMSA

- ICSBP와 결합하는 타 전사인자의 탐색 및 이들 단백질들 간의 상호작용 조사; yeast two

hybrid assay, immunoprecipitation assay

▶ 마우스모델을 이용하여 골육종 전이에서 ICSBP의 기능적 중요성을 검증

- ICSBP, Mock 또는 ICSBP의 siRNA로 형질전환 된 골육종세포를 마우스에 피하접종 후

종양의 성장속도를 평가

- 위 세포를 꼬리정맥에 주사한 후 in vivo imaging과 적출된 폐조직에서 전이의 정도를 조

사

- 마우스 수명 및 독성에 대한 영향 평가

◆ 연구성과

-정량적 성과

구분 달성치/목표치
1)

달성도(%)

SCI 논문 편수 11/3 366%

IF 합 19/12 158%

기타 성과
국외 5건+국내

4건/학회발표3건
300%

-정성적 성과
- 골육종 성장 및 전이에서 ICSBP의 novel role 발견

- ICSBP에 의한 TGF-β 수용체 발현 조절기전의 최초 규명

- ICSBP에 의해 유도되는 골육종의 전이관련 표적분자를 발굴하고 이들의 생물학적 기능을 파악

◆ 참여연구원

(최종연도 참여인원)
성 명

박병규, 김용연, 강현귀, 김준혁, 박석연, 성지영, 권미미
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Project summary

Title of Project

Study on the regulatory mechanism of growth and metastasis in

pediatric osteosarcoma and the discovery of target molecule for

metastasis

Key Words Osteosarcoma, ICSBP, metastasis, TGF-β, Snail

Project Leader Byung-Kiu Park

Associated Company

Background and Objective

Interferon consensus sequence binding protein (ICSBP), a transcription factor induced by

interferon gamma (IFN-γ), is a member of interferon regulatory factor (IRF) family.

ICSBP is mainly expressed in hematopoietic cells and regulates immune response and cell

differentiation, but little is known of its functions in non-hematopoietic cells. The objective

of this study is to investigate the role for ICSBP in the regulation of growth and 

metastasis in the pediatric osteosarcoma and the discovery of target molecule for metastasis.

Methods and Results

Effect of ICSBP on cell growth, morphology, adhesiveness, motility, and migration in U2OS 

cells

- ICSBP expression was weak in the human U2OS osteosarcoma cells, but it was high in

tumor tissues obtained from osteosarcoma patients. (RT-PCR, Immunoblotting)

- Stable clones of ISCBP-overexpressing U2OS cells (ICSBP cells) were established.

(lipofectamine transfection)

- ICSBP cells showed increased growth, fibroblast-like morphology, decreased E-cadherin and

ZO1 but increased vimentin expression, increased adhesiveness and motility indicating that

EMT occurred in the ICSBP cells (cell counting, immunoblotting, wound healing assay, live

cell image)

Induction of TGF-β receptor and activation of its signal pathways by ICSBP  

- Both TGF-β type 1 receptor (RI) and type II recrptor (RII) were up-regulated, and Smad as

well as non-Smad pathway were activated. (immunoblotting)
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TGF-β receptor mediated Snail induction by ICSBP 

- E-cadherin repressors such as Snail, Slug, and Twist were up-regulated in the ICSBP

cells. (cDNA microarray)

- Only Snail induction was mediated by TGF-β receptor activation driven by ICSBP.

(RT-PCR, immunoblotting, immunoblotting after incorporation of si-TGF-β RI or treatment

with TGF-β receptor inhibitor)

Effect of Snail on adhesiveness, motility, migration, and invasion 

- Snail incorporation led to increased adhesiveness, motility, migration, and invasion in the

ICSBP cells. (electrical cell-substrate impedance sensing (ECIS) system, wound healing,

transwell migration assay, migration through human umbilical vascular endothelial cell

(HUVEC))

Essential role of TGF-β RI promoter nt (-220/-210) for ICSBP binding

- nt (-220/-210) in the TGF-β RI promoter was found to be a critical domain for ICSBP

binding. (preparation of serial deletion mutants and luciferase assay, EMSA with supershift

assay)

Enhanced fluorescence in Balb-C mice injected with ICSBP cells through tail vein

- Greater intensity and area of fluorescence in ICSBP cell-injected mice as compared to

Mock-injected mice was noted, suggesting occurrence of metastasis in ICSBP

cell-injected animals (preparation of GFP tagged ICSBP or Mock constructs)

- Lower survival rates for ICSBP cell-injected mice

Summary and Conclusions

we established the stable U2OS cell line that over-expresses ICSBP. ICSBP expression

led U2OS cells to have fibroblast-like morphology and increased vimentin expression.

ICSBP expression also promoted adhesiveness, motility, and invasion of U2OS cells.

ICSBP up-regulated TGF-β receptors and activated TGF-β signaling cascades, which

are responsible for EMT and increased cell motility and invasion. In addition,

ICSBP-induced TGF-β receptor activation resulted in the up-regulation of Snail.

Knock-down of Snail attenuated the ICSBP-induced augmentation of cell motility and

invasion. Altogether, these data demonstrate a novel function for ICSBP in the

induction of EMT and the augmentation of cell motility and invasion through TGF-β
and Snail pathways. Experiments to confirm the metastatic role of ICSBP using in

vivo model are still ongoing.
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구분 목표 내용 및 범위

1차년도
(2010 )

∙골육종세포에서 ICSBP의
성장 및 전이 조절기능을
연구

∙골육종세포에서 ICSBP에
의해 유발되는 TGF-β 
수용체와 하부신호전달물질의
변화를 조사

∙골육종 전이에 중요한
역할을 하는 표적분자 발굴

- 인체골육종조직과 세포주에서 ICSBP 발

현 조사

- ICSBP가 과발현된 골육종세포주의 확립

- ICSBP에 의한 골육종세포의 성장속도,

세포주기, 운동성, 침윤성, EMT에 대한

영향 분석

- ICSBP에 의한 TGF-β 수용체의 발현

조사

- ICSBP에 의한 신호전달물질의 활성 변

화를 조사

- ICSBP 과발현 골육종세포주와 종양조직

에서 mRNA와 protein의 expression

profile 분석

2차년도
(2011)

∙ICSBP에 의한 TGF-β 
수용체 전사조절기전을 규명

∙1차년도에서 발굴한
전이관련 표적분자의
생물학적 기능 규명

- ICSBP에 의한 TGF-β 수용체 promoter

활성에 대한 영향 분석

- TGF-β 수용체 promoter 내 ICSBP의

결합 부위 탐색

- 전이관련 표적분자의 세포성장, 이동성,

침윤성, EMT 현상에서 역할 탐구

3차년도
(2012)

∙마우스모델에서 ICSBP의
골육종 전이유도물질로서의
역할을 구명

∙인체 골육종조직에서
ICSBP와 Snail의
전이유도물질로서의 역할
확인

- ICSBP/표적물질 또는 ICSBP/표적물질

의 siRNA로 형질전환된 골육종세포를 마

우스에 피하접종 후 종양의 성장속도를 평

가

- 위 세포를 꼬리정맥에 주사한 후 in

vivo imaging과 적출된 폐조직에서 전이

의 정도를 조사

- 마우스 수명 및 독성에 대한 영향 평가

- 10종의 인체골육종조직에서 ICSBP와

Snail의 발현을 조사하고, 전이를 비롯한

임상양상과의 상관관계를 분석

1. 연구의 최종목표

연구의 최종목표

-소아골육종의 성장 및 전이 조절기전을 연구하고 전이와 관련된 표적분자를 발굴
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2. 연구의 내용 및 결과

(1) 연구수행방법

▶ 골육종세포에서 ICSBP의 성장 및 전이 조절 기능을 연구

∙ 인체골육종조직과 골육종세포주에서 ICSBP 발현 조사: immunoblotting, RT-PCR

∙ ICSBP가 과발현된 골육종세포주의 확립: U2OS, SaOS2 human osteosarcoma cell line 사

용

∙ ICSBP에 의한 골육종세포의 성장속도, 이동성, 운동성, 침윤성, EMT에 대한 영향 분석:

cell counting, MTT assay, live cell imaging, wound healing assay, confocal microscopy,

immunoblotting

▶ 골육종세포에서 ICSBP에 의해 유발되는 TGF-β 수용체와 하부신호전달물질의 변화를 조

사

∙ ICSBP에 의한 transforming growth factor-β (TGF-β) 수용체의 발현 조사:

immunoblotting, RT-PCR

∙ ICSBP에 의한 신호전달물질 (Smad, ERK, p38, AKT 등)의 활성 변화를 조사:

immunoblotting

▶ ICSBP에 의한 TGF-β  수용체 신호전달계의 활성화가 골육종세포의 성장 및 전이와 관

련됨을 검증

∙ ICSBP 또는 TGF-β receptor knock down에 의해 골육종세포에 대한 ICSBP의 성장 및 전

이조절 기능이 억제되는지를 조사: cell counting, MTT assay, wound healing assay

▶ 골육종 전이에 중요한 역할을 하는 표적분자 발굴

∙ ICSBP 과발현 골육종세포주에서 mRNA와 protein의 expression profiling: cDNA

microarray, proteomic analysis

∙ ICSBP 과발현 골육종세포주에서 발굴된 전이관련 표적분자의 발현과 기능을 연구:

RT-PCR, immunoblotting, gene knock down을 이용한 functional assay

▶ ICSBP에 의한 TGF-β 수용체 promoter 활성에 대한 영향 분석

∙ TGF-β 수용체 promoter와 serial deletion mutants를 제작

∙ Full promoter와 deletion mutants를 ICSBP 과발현 U2OS 세포에 도입

∙ Full promoter와 deletion mutants에 의한 TGF-β 수용체의 발현을 조사하기 위하여 luciferase

발현 벡터를 도입한 후 luciferase 활성을 측정
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▶ TGF-β 수용체 promoter 내 ICSBP의 결합 부위 탐색

∙ Chromatin immunoprecipitation assay (ChIP)를 이용하여 ICSBP 과발현 U2OS 세포에서

ICSBP와 TGF-β 수용체 promoter 내의 결합부위를 탐색

∙ 탐색된 TGF-β 수용체 promoter의 특정 부분에 대한 site-directed mutagenesis 기법으로 다양

한 oligonucleotides를 제작하고, 이 oligonucleotides를 이용한 EMSA 분석법으로 ICSBP가 결합하

는 regulatory element를 발굴

▶ 전이관련 표적분자의 세포성장, 이동성, 침윤성, EMT 현상에 대한 역할 탐구

∙ 발굴한 전이관련 표적분자의 기능을 조사하기 위해 ICSBP-U2OS 세포에서 표적분자를 siRNA

로 knock down 한 후 세포성장, 이동성, 침윤성, EMT 현상의 저해 여부를 조사: cell counting,

live cell imaging, transwell migration assay, wound healing assay, confocal microscopy

▶ ICSBP 또는 ICSBP의 siRNA로 형질전환된 골육종세포를 마우스에 피하접종 후 종양의 성장

속도를 평가

∙ ICSBP-U2OS, Mock-U2OS 세포와 si-ICSBP를 ICSBP-U2OS에 도입한 세포를 마우스에 피하

접종한 후 종양의 발생여부와 종양체적의 변화를 조사

▶ ICSBP 또는 ICSBP의 siRNA로 형질전환된 골육종세포를 꼬리정맥에 주사한 후 in vivo

imaging과 적출된 폐조직에서 전이의 정도를 조사

∙ ICSBP-U2OS, Mock-U2OS 세포와 si-ICSBP를 꼬리정맥에 주사한 후 in vivo imaging으로

전이 부위를 luminometer로 visualization 하고, imaging에서 폐전이가 확인되면 마우스의 폐를 적

출해서 앞에서 기술된 세포 종류별로 전이의 정도를 육안 및 현미경으로 관찰하고 비교 분석

▶ 마우스 수명 및 독성에 대한 영향 평가

∙ ICSBP-U2OS, Mock-U2OS 세포와 si-ICSBP를 ICSBP-U2OS에 도입한 세포를 마우스에 피하

접종하거나 꼬리정맥에 주사한 후 마우스의 체중이나 activity, 수명을 세포 종류별로 평가하고 비

교 분석

(2)연구수행 내용 및 결과

▶ ICSBP에 의한 U2OS 골육종세포의 성장 촉진 및 전이세포 특성 획득

∙ 인체 골육종세포주인 U2OS 세포의 ICSBP 발현은 매우 낮았으나 인체골육종조직의 ICSBP 발현은

높았음 (그림 1, 2).
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그림 1. 세 환자에서 얻은 골육종조직의 ICSBP와 TGF-β RI 발현 (N, normal bone; O, tumor)

∙ 이에 U2OS 세포에 ICSBP를 형질도입한 stable cell (U2OS-ICSBP)을 제조하여 ICSBP의 기능을

파악하고자 하였음. U2OS-ICSBP 세포 (ICSBP cell)는 ICSBP를 잘 발현하였고, ICSBP가 핵 내에 위

치함을 관찰할 수 있었음 (그림 2).

그림 2. ICSBP가 과발현된 U2OS 골육종 세포 (U2OS-ICSBP)

∙ ICSBP 세포는 성장이 촉진되고, 세포가 fibroblast와 유사한 형태로 변하고, 부착성이 증가하였음

(그림 3, 4). ICSBP에 의한 성장촉진은 다른 인체골육종세포인 SaOS-2에 ICSBP를 도입한

SaOS-2-ICSBP에서도 관찰됨.
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그림 3. U2OS-ICSBP (upper panel)와 SaOS-2-ICSBP 세포 (lower panel)의 성장 속도 증가

그림 4. U2OS-ICSBP 세포의 형태변화와 부착성 증가

∙ 또한 ICSBP 세포는 전이세포의 특성인 부착성과 이동성이 증가하고, wound healing이 촉진되었음

(그림 5, 6).
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그림 5. ICSBP 세포의 부착성 (upper panel) 증가와 live cell image로 관찰한 이동성 (lower panel) 증

가
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그림 6. ICSBP 세포의 wound healing 항진

∙ Epithelial to mesenchymal transition (EMT)은 종양 세포의 침윤 및 전이 시에 나타나는 중요한

현상으로 ICSBP 세포에서 EMT 현상의 지표 단백질인 E-cadherin, pFAK, Zo-1의 발현이 감소하고

vimentin 발현은 증가하였음 (그림 7). 또한 confocal microscopy에서 이들 cell junctional protein의 붕

괴 및 소실이 관찰되어 (그림 8) ICSBP 세포에서 EMT 현상이 일어났음을 알 수 있었음.

그림 7. ICSBP에 의한 EMT 지표물질 (E-cadherin, vimentin, pFAK, ZO-1)의 발현 조절과 si-ICSBP

에 의한 역변화
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그림 8. ICSBP 세포에서 confocal microscopy로 관찰된 E-catherin, ZO-1 단백질의 붕괴 및 소실

∙ 그림 1-8의 결과를 종합하면 ICSBP-U2OS 세포는 성장이 촉진되고, 세포의 부착성, 운동성

(wound healing), 이동성이 증가되고, EMT 현상을 보여 전이세포의 특성을 나타내었음.

▶ 골육종포세포에서 ICSBP에 의한 TGF-β 수용체 유도와 하부신호전달물질의 변화

∙ ICSBP-U2OS 세포에서 TGF-β type I (TGF-β RI) 및 type II receptor (TGF-β RII)의 발현이 유

도되고, pSmad2, pSmad3 단백질의 발현이 증가하였음 (그림 9)

그림 9. ICSBP에 의한 TGF-β receptor 발현 유도와 Smad pathway의 활성화

∙ 또한 ICSBP에 의해 pERK, pAKT, pP38의 발현도 증가하였음 (그림 10).
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그림 10. ICSBP에 의한 non-Smad pathway의 활성화

▶ ICSBP에 의한 U2OS 세포의 성장 촉진과 전이세포 특성 (부착성, 이동성 증가, EMT 현상) 획

득이 TGF-β 수용체와 TGF-β signal 활성화에 의한 것인지를 검증

∙ ICSBP 세포에 TGF-β 수용체의 선택적 억제제 (SB431542)를 처리하였더니 ICSBP 세포의 wound

healing이 둔화되고 pSmad2의 발현이 감소하였음 (그림 11)

그림 11. TGF-β 수용체 억제제 (SB431542) 처리에 의한 ICSBP 세포의 wound healing 둔화와

Smad2 활성 억제

∙ 또한 ICSBP와 TGF-β RI에 대한 siRNA를 처리하였을 때 ICSBP에 의한 세포의 성장속도 증가와

부착성 및 이동성 항진효과가 억제되었음 (그림 12, 13)
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그림 12. si-ICSBP와 si-TGF-β RI에 의한 ICSBP 세포의 성장 둔화

그림 13. si-ICSBP와 si-TGF-β RI에 의한 ICSBP 세포의 wound healing 둔화

∙ 그림 9-13의 결과를 종합하면 ICSBP 세포의 성장 촉진과 전이세포의 특성 획득이 ICSBP에 의한

TGF-β 수용체를 통한 신호 전달 활성화를 통해서 일어남을 알 수 있었음.

▶ 골육종 전이에 중요한 역할을 하는 표적분자 발굴

∙ ICSBP에 의한 U2OS 세포의 성장 촉진 및 전이특성 획득에 관여하는 표적분자를 발굴하기 위해

RNA expression array 분석법으로 두배 이상의 발현 변화를 보인 수십종의 단백질을 screening 하였음

(그림 14).
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그림 14. ICSBP 세포에서 나타나는 gene expression의 변화 (RNA expression array)

∙ ICSBP 세포 (ICSBP-U2OS cell)에서 전이관련 표적분자 후보로 E-cadherin repressor인 Snail,

Slug, Twist를 발굴하였고, ICSBP 세포에서 이들의 mRNA와 단백질의 발현이 증가함을 확인함

(그림 15).

그림 15. ICSBP 세포에서 관찰되는 Sanil, Slug, Twist의 발현 항진

∙ si-ICSBP를 ICSBP 세포에 처리했을 때 Snail 발현 감소가 가장 뚜렷하였고, TGF-β receptor

inhibitor인 SB431542를 처리하면 Snail만 감소하였던 반면 Slug, Twist의 발현은 변하지 않았고,

si-TGF-β RI에 의해서도 Slug와 Twist의 발현은 별로 감소하지 않았음 (그림 16).
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그림 16. si-ICSBP, SB431542처리에 의한 ICSBP 세포의 Snail 발현 저하

∙ ICSBP 세포에서 Snail의 기능을 조사하기 위해 세포의 부착성 (adhesiveness)을 ECIS (electrical

cell-substrate impedance sensing) 기기를 이용하여 평가하였음. ICSBP 세포는 부착성이 증가하

여 저항 (impedance)이 높게 측정되었음 (그림 17). si-ICSBP로 ICSBP를 knockdown 하면 부착

성 감소와 함께 저항이 낮아졌음. ICSBP 세포에 si-Snail을 처리하면 저항이 감소하였고,

si-ICSBP와 Snail을 co-transfection하면 (si-ICSBP+Snail) si-ICSBP를 단독으로 처리한 것보다

저항이 증가하였음.

그림 17. ICSBP와 Snail에 의한 U2OS 세포의 부착성 증가와 si-ICSBP 또는 si-Snail 처리에 의한 부

착성 감소

∙ ICSBP 세포에서 보이는 항진된 wound healing은 si-ICSBP에 의해 억제되었으나 Snail을 처

리하면 wound healing이 부분적으로 회복되어 Snail이 세포의 운동성 (motility)에 관여함을 확인

하였음 (그림 18).
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그림 18. Snail에 의한 wound healing 촉진 효과

∙ trans-well migration assay를 이용해 세포의 이동성과 침윤성을 조사하였을 때 ICSBP 세포는

lower chamber로 잘 이동하였음 (그림 19). si-ICSBP를 처리하면 이동이 억제되었으나 si-ICSBP

와 Snail을 co-transfection 하면 이동성과 침윤성이 부분적으로 회복되었음.

그림 19. ICSBP와 Snail에 의한 ICSBP 세포의 침윤성 증가

∙ 다음으로 인체 제대정맥내피세포 (human umbilical vein endothelial cell, HUVEC) monolayer

를 투과하는 침윤성을 ECIS system을 이용하여 조사하였음. 배양기에 HUVEC 만 배양하면 저항

이 높게 측정되었으나 ICSBP-U2OS 세포를 첨가하면 ICSBP 세포가 HUVEC을 침윤함으로써 저

항이 감소하였음 (그림 20). si-ICSBP를 처리하면 침윤성 저하로 저항이 높아졌으나 Snail을

si-ICSBP와 co-trasnfection 하면 저항이 다시 감소하였음.
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그림 20. ICSBP와 Snail에 의한 U2OS 세포의 HUVEC 침윤성

∙ 그림 14-20의 결과를 종합하면 ICSBP는 Snail, Slug와 Twist의 발현, 특히 Snail의 발현을 유

도하고, Snail은 U2OS 세포의 부착성, 이동성, 침윤성 증가에 관여하였음. ICSBP에 의한 U2OS

세포의 전이특성 획득은 부분적으로 Snail에 의해 중재되었음.

▶ ICSBP에 의한 TGF-β 수용체 promoter 활성에 대한 영향 분석

∙ ICSBP에 의해 TGF-β RI 발현이 유도되는 기전을 파악하기 위해 TGF-β RI full promoter와

deletion mutants를 제작하여 (그림 21) luciferase 벡터 (pGL3)에 삽입함.

그림 21. TGF-β RI full promoter와 deletion mutants의 모형도와 putative ICSBP binding sites

(Pu.1, Sp.1, GAS, EICE)
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∙ U2OS-ICSBP 세포에 TGF-β RI full promoter와 deletion mutants를 도입한 후 luciferase 활

성도를 측정한 결과 DM3 (-600/+50)에 의한 luciferase 활성도가 매우 높게 측정된 반면 DM1,

DM2의 활성도는 미미한 수준이었음 (그림 22).

그림 22. ICSBP 세포에서 TGF-β RI full promoter와 deletion mutants에 의한 luciferase 활성도

∙ DM3 domain 내 ICSBP가 결합하는 regulatory element를 찾기 위해 DM3를 세분한 deletion

mutants를 제작한 후 각각에 의한 luciferase 활성을 측정함. DM3 (-300/-1)에 의한 luciferase 활

성도는 DM3의 4.5배 이었고 DM3 (-200/-1) 보다 높았음. 반면 DM3 (-600/-300)은 DM3

(-300/-1)의 1/10도 안되어 nt -300/-200이 TGF-β RI promoter activity에 중요한 sequence 임을

알 수 있었음 (그림 23).

그림 23. DM3와 DM3의 deletion mutants에 의한 luciferase 활성도
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∙ nt (-300/-200)이 TGF-β RI promoter activity에 중요하였으므로 (그림 23), nt (-300/-200)를

10 nt 크기로 세분한 mutants를 제작하였음. TGF-β RI promoter activity와 비교해 보았을 때

DM3 (-210/+50)에서 luciferase activity가 현저히 감소하는 것으로 보아 DM3(-220/-210)가

TGF-β RI promoter activity에 중요한 sequence 임을 알게되었음 (그림 24).

그림 24. DM3 (-270/-210)의 serial deletion mutants 도입에 의한 luciferase 활성도

∙ TGF β RI promoter nt (-220/-210)를 포함하는 probe를 제작하여 electrophoretic mobility

shift assay (EMSA)를 수행하였음. ICSBP 세포에서 probe와 결합한 두 개의 band가 관찰됨 (그

림 25 arrowhead).

그림 25. ICSBP 세포에서 관찰되는 TGF β RI promoter nt (-220/-210)을 포함하는

oligonucleotide probe와 결합한 두 개의 band
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∙ 그림 25에서 관찰된 band가 ICSBP 단백질임을 확인하기 위해 supershift assay를 시행함.

ICSBP 항체 (ICSBP AB)를 처리한 후 EMSA를 시행한 결과 두 개의 band가 현저하게 줄어들어

ICSBP band 임을 알 수 있었음. (그림 26).

그림 26. ICSBP 항체를 이용한 supershift assay

∙ TGF-β RI promoter nt (-220) 중심으로 주변의 sequence를 조사해 보았을 때 ICSBP가 직접

결합하는 것으로 보고된 site는 없었으나 Specificity Protein1 (SP1)의 binding site가 많이 존재하

였음 (그림 21). ICSBP가 TGF-β RI promoter에 결합하는데 SP1이 ICSBP와 complex를 형성할

가능성을 조사하기 위해 ICSBP와 SP1의 immunoprecipitation assay를 수행하여 SP1이 ICSBP와

직접 결합함을 알 수 있었음 (그림 27). 다음으로 SP1이 ICSBP의 TGF-β RI promoter 결합에 어

떠한 영향을 미치는지 조사하기 위해 si-SP1으로 SP1을 knock-down 한 후 EMSA를 수행하였을

때 ICSBP와 TGF-β RI promoter의 결합이 더 강하게 일어났음 (그림 28). 이는 ICSBP 단백질과

SP1이 TGF-β RI promoter의 -220 부근의 sequence에 경쟁적으로 결합하며, SP1이 ICSBP의

TGF-β RI 발현 유도를 negative regulation 할 가능성을 시사함.

그림 27. 면역침전법으로 조사한 ICSBP와 SP1의 결합
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그림 28. SP1을 knock-down 한 후 수행한 EMSA

∙ 그림 21-28의 결과를 종합하면 TGF-β RI promoter nt (-220/-210)에 ICSBP가 결합하는

positive regulatory element가 있으며, SP1은 ICSBP와 결합하여 ICSBP의 RI promoter binding을

억제하였음.

▶ 마우스모델에서 ICSBP의 골육종 전이유도물질로서의 역할을 규명

∙ 마우스에 피하접종 후 종양의 생성 여부와 성장속도를 평가하였는데 ICSBP 세포를 피하접종

한 마우스는 5마리 중 3마리, Mock은 3마리 중 1마리에서 종양이 생성됨 (그림 29).

그림 29. ICSBP 또는 Mock 세포를 피하주사 후 생성된 종양 결절
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∙ Green fluorescence protein (GFP)을 도입한 U2OS-ICSBP와 U2OS-Mock 세포를 꼬리정맥에

주사한 후 4주 후에 형광을 측정하였음. ICSBP 세포를 주사한 마우스가 Mock을 주사한 마우스보

다 형광이 넓은 범위에 걸쳐서 더 밝게 검출되었음 (그림 30).

Fig 30. GFP 유전자를 도입한 U2OS-Mock, U2OS-ICSBP 세포의 마우스 꼬리정맥 주사 후 형광 촬영

한 모습

∙ ICSBP-U2OS와 Mock-U2OS 세포를 마우스 꼬리정맥에 주사한 후 마우스의 수명을 비교하였

음. ICSBP 세포를 주사한 마우스는 Mock을 주사한 마우스보다 일찍부터 폐사하기 시작하여 150

일이 경과되었을 때 10마리 중 3마리만이 생존하였던 반면 Mock 세포를 주사한 마우스는 10마리

중 7마리가 생존하였음 (그림 31).

그림 31. Mock과 ICSBP 세포를 주사한 마우스의 생존률
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3. 연구결과 고찰 및 결론

골육종은 소아와 청소년기의 원발성 골암 중 가장 흔한 종양이다. 지난 30년간 복합항암화학요

법의 도입으로 골육종의 치료성적은 괄목할만한 성장을 보여 5년 생존율이 불과 20%에서 65%로

높아졌으나 원격전이가 잇거나 재발한 경우는 생존율이 20%에 불과하고 지난 20년간 생존율이

답보 상태이다.

골육종은 침윤성이 매우 강해 진단시에 폐 CT에서 보이는 전이병변이 없더라도 약 80%의 환

자에서 이미 미세전이 (micrometastasis)가 일어나므로 팔다리의 원발부위를 수술로 완전히 제거

하더라도 대부분 재발하고 사망에 이르게 된다. 수술전화학요법은 전이를 억제하고 종양제거술을

용이하게 하는 역할을 하여 골육종의 표준치료로 인정되고 있으나, 화학요법 중이나 후에도 여전

히 전이가 일어나거나 병이 재발하고 이런 경우는 거의 완치를 기대하기 어려워 항암화학요법만

으로는 치료에 한계가 있다. 전이가 되었거나 재발한 경우 조혈모세포이식이나 samarium 같은 방

사선동위원소를 사용하는 치료법이 시도되었으나 생존율을 높이지 못하였다.

최근 다양한 표적치료제가 개발되어 다양한 암종에서 단독으로 사용되거나 화학요법과 병행

투여하여 치료성적이 개선되고 화학요법의 독성을 줄이는 성과가 나오고 있다. 골육종의 성장이나

전이를 저해하는 표적물질로 dasatinib, IFN-α, IGF-IR 항체, trastuzumab, erlotinib 등이 임상시

험에서 사용되고 있으나 아직은 만족스러운 결과가 나오지 않고 있다. 따라서 골육종의 전이기전

을 연구하고, 전이에서 핵심적인 역할을 하는 분자를 발굴하고, 이를 target으로 하는 표적치료제

의 개발은 시급한 연구과제라고 하겠다.

골육종의 강한 침윤성과 높은 미세전이율이라는 특성은 암전이 연구영역에서 골육종이 좋은

모델이 될 수 있음을 의미한다. 또한 다양한 암종에서 사망의 90%가 전이에 의한 것으로 알려져

있으므로 골육종 전이에 관한 연구결과가 타 암종에 적용될 수도 있다.

암의 전이는 다단계과정을 걸쳐서 발생한다. 즉, 1) 암세포의 기저막 붕괴와 세포외기질 침윤,

2) 혈관내침입 (intravasation), 3) 혈류 내에서 생존, 4) 면역감시체계의 공격 회피, 5) 혈관외침윤

(extravasation), 6) 원격장기에서 생존하고 신생혈관을 생성하여 증식하는 과정을 거쳐 전이가 일

어난다. 단계별로 다양한 물질이 관여한다. 세포외기질내 이동과 침윤에는 MMPs, Wnt, Src,

Notch 등이 관여한다. 고 전이성 골육종세포주에서 Notch1, 2 receptor와 Notch에 의해 유도되는

Hes1 유전자 발현이 항진되었다는 보고가 있다 (Zhang P et al, Clin Cancer Res, 2008). 혈류내

에서 생존하는 능력은 anoikis 내성과 세포사멸에 대한 내성에 의해 발휘되는데 anoikis 내성은

PI3K/AKT, NF-kB, Wnt/β-catenin, Bcl family가 관여하고, 세포사멸에 대한 내성은 Src

(Gorlick R et al, Clin Cancer Res, 2003), NF-kB, Wnt/β-catenin, Fas/FasL가 관여한다. 혈류내

circulating tumor cell이나 전이된 곳의 암세포는 숙주의 면역감시체계를 회피하기 위해 종양세포

의 HLA-1 (Schuetze S et al, J Clin Oncol, 2010)이나 Fas의 발현을 억제하며, IL-10을 분비하여

면역세포의 공격을 회피한다. 전이될 장소에 가서 정지하고 혈관외침윤을 하는데는 CXCR4 (Kim

SY et al, Clin Exp Metastais, 2008), CXCR3가 관여한다. 전이되는 장소에 부착하기 위해서는 종

양세포와 전이장기의 미세환경과의 상호작용이 필요한데 여기에 ezrin/MAPK, ezrin/β

4-integrin/PI3K (Wan X et al, Oncogene, 2009)이 작용한다. 전이된 장기에서 신생혈관생성과 종

양세포의 증식은 EGFR, PDGFR, VEGF, IGFR, TGF-β, Src, Integrin, Wnt/β-catenin이 관여한

다.

그러나 전이의 초기단계에서 핵심적인 역할을 하는 것이 근래 주목을 끌고 있는 epithelial to

mesenchymal transition (EMT)이라는 현상이다 (Thiery JP, Nature Rev Cancer. 2002). EMT는
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조직손상 복구, 장기의 섬유화 또는 암의 전이에 관여한다 (Iwano M et al, J Clin Invest, 2002).

EMT가 일어나는 동안 junction protein인 E-cadherin이나 ZO-1의 재배치나 발현감소가 일어나

고, 간엽조직의 marker인 vimentin이 발현된다. 이러한 분자변화는 세포가 fibroblast 같은 간엽세

포의 모양을 띠는 형태의 변화와 함께 세포-세포간 결합을 약화시키고, 세포의 부착성, 운동성, 침

윤성을 높인다 (Thiery JP, Nature Rev Cancer. 2002). EMT는 다양한 cytokine이나 TGF-βb와

같은 성장인자에 의해 유도된다 (Massague J, Cell, 2008). TGF-β는 Snail, Slug, Zeb1, Zeb2와

같은 zinc finger protein의 발현 뿐 아니라 Twist, E47 같은 basic helix loop helix factor의 발현

을 증가시킨다 (Peinado H et al, Nature Rev Cancer, 2007). 이 단백질들은 E-cadherin promoter

에 결합하여 E-cadherin의 발현을 억제한다. EMT 현상이 일어나면 상피세포에서 유래한 암종이

간엽세포화되고, 세포의 부착성, 운동성, 침윤성이 증가한다.

Transforming growth factor-beta (TGF-β)는 암발생 초기 단계에서는 암의 진행을 억제하는

tumor suppressor로 작용하지만, 암이 진행되면 tumor promoter로 작용하여 EMT, 암의 운동성,

침윤성, apoptosis 저항, 면역감시체계의 억제, 신생혈관생성을 일으킨다 (Roberts AB, Proc Natl

Acad Sci USA, 2003).

Interferon consensus sequence binding protein (ICSBP)은 inteferon regulatory factor-8

(IRF-8)이라고도 하며, 면역계에서 interferon-γ에 의해 유도된다. ICSBP는 혈구세포에서 발현되

어 대식세포 성숙과 T 세포 발달에 중요한 역할을 한다 (Tamura T et al, Immunity, 2003). 또한

혈구세포의 분화, 대식세포의 분화, 면역반응 등에 관여하고, ICSBP knock-out 마우스는 인체의

만성골수성백혈병과 유사한 질병에 걸리며, 바이러스 감염에 취약하다 (Holtschke T et al, Cell,

1996). 또한 ICSBP knock-out mice에서 채취한 골수계 세포는 세포사멸에 내성을 보인다

(Gabriele L et al, J Exp Med, 1999). 이처럼 대부분의 연구는 혈구세포에서 ICSBP의 역할에 주

목하였으나 최근의 연구에서 비인두암, 식도암, 대장암 같은 고형암에서 ICSBP의 발현 저하를 보

고하면서 ICSBP가 이들 종양에서 tumor suppressor로 작용할 수 있음을 제시하였다 (Lee KY et

al, Oncogene, 2008). 그러나 본 연구진은 최근 HL-60 백혈병세포에서 ICSBP가 TGF-β

receptor-TAK signaling pathway를 통해 세포의 증식을 촉진함을 보고하였다 (Sung JY et al,

Laboratory Invest, 2011). 이는 ICSBP가 tumor suppressor일 뿐 아니라 tumor promoter로 작용

할 수도 있음을 시사한다. 또한 백혈병세포의 ICSBP mRNA 발현을 조사한 연구에서도 34명의

CML 환자 중 27명, 32명의 AML 환자 중 21명에서 ICSBP mRNA의 발현 이상이 있어 ICSBP가

tumor suppresor 역할을 하였으나, 일부 AML 환자는 ICSBP mRNA가 높았다는 사실은 ICSBP

가 tumor promoter가 될 수도 있음을 뒷받침한다 (Schmidt M et al, Blood, 1998).

본 연구에서는 혈구세포가 아닌 골육종에서 ICSBP가 발현되는지를 조사하였고, ICSBP가 골육

종의 전이와 관련해 어떤 역할을 하는지 파악하고자 하였다.

골육종환자의 암조직은 ICSBP가 높게 발현되었던 반면 정상 뼈나 골육종세포주인 U2OS나

SaOS-2에서는 ICSBP 발현이 매우 낮았다. 이에 ICSBP 발현이 낮은 골육종세포주에 ICSBP를

과발현시켜 어떤 변화가 오는지를 조사하였다. ICSBP를 인체골육종세포주인 U2OS 세포에 과발

현시킨 U2OS-ICSBP 세포 (앞으로 ICSBP 세포로 약칭)에서는 세포의 형태가 fibroblast와 유사한

형태로 바뀌고, 세포의 부착성, 운동성, 이동성, 침윤성 증가와 같은 전이세포의 특성을 나타냈다

(그림 4-6).

본 연구진이 HL-60를 대상으로 한 연구에서 ICSBP가 TGF-β receptor의 발현을 유도하였으

므로 ICSBP 세포에서 TGF-β receptor가 유도되는지를 조사하였다. 그 결과 ICSBP는 TGF-β RI

과 RII의 발현을 유도하였고, Smad pathway뿐 아니라 non-Smad pathway (ERK, AKT, p38)도
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활성화였다 (그림 9, 10). 이 non-Smad pathway와 관련된 물질은 골육종의 항암제내성이나 전이

와 관련이 있는 물질로 보고된 바 있다 (PosthumaDeBoer J et al, Clin Exp Metastasis, 2011).

ICSBP 세포에 si-ICSBP를 처리하면 TGF-β RI의 발현이 줄어드나 si-TGF-β RI을 처리하면

ICSBP 발현이 감소하지 않아 (그림 12) ICSBP가 TGF-β RI의 upstream에 있음을 알 수 있었다.

다음으로 골육종의 전이관련 표적물질을 탐색하기 위해 U2OS-ICSBP 세포에서 발현되는 전이

관련 물질로서 Mock-ICSBP 세포에서보다 두배 이상 발현이 높은 물질을 mRNA expression

microarray로 조사하였다. 그 결과 TGF-β에 의해 발현이 조절되는 E-cadherin repressor인

Snail, Slug, Twist를 발굴하였다. ICSBP에 의해서 이들 단백질의 발현은 모두 증가하였으나

Snail의 발현 증가가 가장 뚜렷하였다. 또한 TGF-β receptor inhibitor나 si-TGF-β RI을 ICSBP

세포에 처리하면 Snail의 발현은 감소하였으나 Slug, Twist의 발현은 큰 변화가 없어 (그림 16),

ICSBP에 의한 Slug, Twist의 발현 유도는 TGF-β signal이 아닌 다른 pathway를 통해 조절받음

을 알 수 있었다. si-ICSBP로 ICSBP를 knock-down 한 세포에 Snail을 도입하면 둔화된 세포의

부착성, 이동성, 침윤성이 부분적으로 회복되는 것으로 보아 (그림 17-20) ICSBP에 의한 골육종세

포의 EMT 현상이나 전이세포 특성 획득은 Snail이 부분적으로 중재함을 알 수 있었다.

다음으로 ICSBP가 TGF-β RI을 유도하는 기전을 조사하였다. Serial RI promoter의 deletion

mutants를 이용해 luciferase assay를 수행한 결과 RI nt (-220/-210)이 RI promoter activity에

중요한다는 것을 발견하였다 (그림 24). RI nt (-220/-210)을 포함하는 probe를 제작하고 EMSA

를 수행했을 때 ICSBP가 probe와 결합함을 확인할 수 있었다. 현재 ICSBP가 결합하는 정확한

regulatory element를 site-directed mutagenesis를 이용해 확인중이다.

다음으로 ICSBP와 Mock 세포를 피하 및 꼬리정맥에 주사한 후 마우스의 종양 형성 여부, 체

중 및 activity의 변화를 조사하였다. ICSBP 세포를 꼬리정맥에 주사한 마우스의 형광이 Mock 세

포보다 광범위하고 밝게 측정되어 ICSBP 세포가 광범위한 전이를 일으켰을 것으로 추정되었다.

이는 조직학적 염색을 통해 확인할 예정이다. 또한 ICSBP를 꼬리정맥에 주사한 마우스는 Mock

세포를 주사한 마우스보다 일찍 폐사가 일어났고 150일에 조사한 생존율도 3/10으로 30%에 불과

했던 반면 Mock 세포 주사군은 10마리 중 7마리가 살아있어 70%의 생존율을 보였다. ICSBP 세

포를 꼬리정맥뿐 아니라 mice의 뼈에 동소이식 (orthotopic transplantation) 한 후에 폐전이를 조

사하는 연구가 현재 진행되고 있으며, 여기서 얻어지는 결과로 in vivo에서 ICSBP의 metastatic

role을 확립할 수 있을 것으로 사료된다.

결론적으로 ICSBP는 인체골육종세포주인 U2OS 세포의 성장을 촉진하고, EMT 현상 및 세포

의 부착성, 운동성, 이동성, 침윤성을 높여 전이세포의 특성을 획득하게 하였다. ICSBP 세포의 이

러한 metastatic phenotype는 ICSBP에 의해 유도된 TGF-β receptor와 Snail에 의해 중재되었다.

또한 ICSBP에 의한 U2OS 세포의 변화는 TGF-β receptor를 통하지 않는 unidentified pathway

를 통해서도 일어나는 것으로 사료되었다. 이 결과를 토대로 ICSBP에 의해 U2OS 세포가 EMT

현상, 전이세포 특성을 보이는 기전을 다음과 같이 제시하였다 (그림 32). ICSBP에 의한 전이특성

획득은 마우스모델을 이용한 실험에서도 이를 뒷받침하는 소견을 보였고, ICSBP 발현은 마우스의

생존율을 저하시켰다.

본 연구를 통해 ICSBP와 Snail이 TGF-β pathway를 통해 골육종세포주인 U2OS의 EMT 현

상을 일으킨다는 사실을 처음으로 확인하였기에 이를 보고하는 바이다.
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그림 32. U2OS 세포에서 ICSBP에 의해 유도된 EMT 현상에 대한 molecular pathway
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최종목표 연차별목표 달성내용
달성도(%)
연차 최종

소아골육종의 성장

및 전이 조절기전

을 연구하고 전이

와 관련된 표적분

자를 발굴

1차년도

골육종세포에서
ICSBP의 성장 및 전이
조절기능을 연구

- 인체골육종조직과 세포주

에서 ICSBP 발현 조사

- ICSBP가 과발현된 골육종

세포주의 확립

- ICSBP에 의한 골육종세포

의 성장속도, 운동성, 침윤성

에 대한 영향 분석

100 100

골육종세포에서
ICSBP에 의해 유발되는
TGF-β 수용체와
하부신호전달물질의
변화를 조사

-ICSBP에 의한 TGF-β 수

용체의 발현 조사

- ICSBP에 의한 신호전달물

질의 활성 변화를 조사

100 100

골육종 전이에 중요한
역할을 하는 표적분자
발굴

- ICSBP 과발현 골육종세포

주에서 mRNA와 protein의

expression profile 분석

100 100

2차년도
ICSBP에 의한 TGF-β 
수용체 전사조절기전을
규명

- ICSBP에 의한 TGF-β 수

용체 promoter 활성에 대한

영향 분석

- TGF-β 수용체 promoter

내 ICSBP의 결합 부위 탐색

- ICSBP와 결합하는 타 전

사인자의 탐색 및 이 단백질

들 간의 상호작용 조사

100 100

3차년도 ∙마우스모델을 - ICSBP 또는 ICSBP의 80 80

저서명 저자 발행기관(발행국, 도시) 쪽수
Chapter 제목, 쪽수

(공저일 경우)

소아청소년암 완치자의 관리 공저 대한소아혈액종양학회,
대한민국 (2011)

151-172 9장 근골격계

혈액학 2판 공저 대한혈액학회,
대한민국 (2011)

499-505 41장 자가조혈모세포이식
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라. 저 서

(2) 목표달성도

가. 연구목표의 달성도
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이용하여 골육종
전이에서 ICSBP와
전이관련 표적물질의
기능적 중요성을 검증

siRNA로 형질전환된 골육종

세포를 마우스에 피하접종

후 종양의 성장속도를 평가

- 위 세포를 꼬리정맥에 주

사한 후 in vivo imaging과

적출된 폐조직에서 전이의

정도를 조사

- 마우스 수명 및 독성에 대

한 영향 평가

평가의 착안점 자 체 평 가

ICSBP가 과발현된 골육종세포주를 확

립 하였는가?

ICSBP에 의한 골육종세포의 성장속도,

세포주기, 운동성, 침윤성에 대한 영향

분석은 이루어 졌는가?

ICSBP에 의한 TGF-β 수용체의 발현

조사하였나?

ICSBP에 의한 신호전달물질의 활성 변

화를 조사하였나?

ICSBP 과발현 골육종세포주와 종양조

직에서 mRNA와 protein의 expression

profile 분석을 해보았나?

ICSBP가 과 발현 된 세포주를 확립하여 ICSBP에

의한 골육종 세포의 성장 증가, 운동성 증가, 침윤성

의 증가함을 알아냄.

ICSBP에 의한 TGF-β 수용체의 발현 증가와 그 하

부 신호전달 과정이 활성화됨을 알아냄.

ICSBP 과발현 시켰을 때 활성화 되는 전이 관련

단백질의 expression profile을 조사하였음.

ICSBP에 의한 TGF-β 수용체

promoter 활성에 대한 영향 분석은 어

떠한가?

TGF-β 수용체 promoter 내 ICSBP의

결합 부위를 탐색하였나?

ICSBP와 결합하는 타 전사인자의 탐색

및 이 단백질들 간의 상호작용을 조사

하였나?

ICSBP에 의해 TGF-β 수용체 promoter 활성화가

일어남을 Luciferase 활성도로 측정하였으며 실제로

결합하여 활성화 되는 부위를 찾아내었음.

ICSBP와 결합하는 전사인자인 SP1과의 결합을 확

인함.

ICSBP 또는 ICSBP의 siRNA로 형질전

환 된 골육종세포를 마우스에 피하접종

후 종양의 성장속도를 조사하였나?

위 세포를 꼬리정맥에 주사한 후 in

vivo imaging과 적출된 폐조직에서 전

이의 정도를 조사하였나?

GFP 단백이 표지된 U2OS-Mock, ICSBP 세포주를

확립하여 피하 및 꼬리 정맥 주사를 통해 종양의 성

장 및 전이 정도를 조사하였음.

U2OS-Mock, ICSBP 세포주를 꼬리정맥에 주사한

마우스를 그룹별로 나누어 생존율을 조사하였음.

나. 평가의 착안점에 따른 목표달성도에 대한 자체평가
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마우스 수명 및 독성에 대한 영향을 보

았나?

5. 연구결과의 활용계획

(1) 연구종료 2년후 예상 연구성과

구 분 건 수 비 고

학술지 논문 게재 2
PLOS ONE (4.092),

Clin Exp Metastasis (3.524)

산업재산권 등록

기 타

(2) 연구성과의 활용계획

(1) 활용방안

- 골육종환자의 암조직에서 ICSBP와 TGF-β RI, Snail의 발현 수준을 토대로 환자를 risk group

으로 나누어 맞춤치료를 할 수 있겠음.

(2) 후속연구의 필요성

- 골육종환자의 암조직에서 ICSBP와 TGF-β RI, Snail의 발현과 전이여부와 항암제에 대한 반응,

예후와의 상관관계를 분석하는 것은 환자의 예후를 진단시에 예측하고, 예후에 따라 맞춤치료를

하기 위한 필수자료임. 이를 위한 환자수 확보와 생존율분석을 위해 후속연구가 반드시 이루어져

야함.

- 전이세포는 흔히 항암제나 방사선에 대한 내성을 보이므로 ICSBP와 항암제 내성간의 연관성을

분석할 필요가 있겠음.
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