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서   론

Wnt 단백은 배아 유도, 세포 극성의 생성, 세포 운명 결

정에 관여하는 주요한 신호 분자로[1], 최근까지 19개의 

Wnt 단백이 포유동물에서 발견되었다. Wnt 단백은 시스테
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ABSTRACT

Background: Wnt proteins are major signaling molecules involved in embryonic induction, generation of 

cell polarity and the cell fate decision. A central player in the Wnt signaling pathways is beta-catenin. Several 

studies have suggested that the Wnt/beta-catenin signaling pathway may be involved in the 

physiologic/pathologic control of thyroid cell growth and function. 

Methods: We investigated the effect of thyroid-stimulating hormone (TSH) on the expression of Wnt 

proteins in FRTL-5 cells. To evaluate the effect of Wnt-1 on FRTL-5 cells growth, we isolated a stable cell 

line that overexpressed Wnt-1 (W1), and a vector-transfected cell clone (V3) was used as a control. We 

investigated the differences in the cellular growth rate, the cell cycle and cell apoptosis in the W1 and V3 

cell lines.

Results: TSH caused a significant increase in the Wnt-1 level and a pronounced decrease in both the active 

and total beta-catenin levels in the FRTL-5 cells. The growth rate, the percentage of cells in the S/G2/M phase 

and the c-myc level were significantly higher in the W1 cells compared with the V3 cells. There was no 

change in the beta-catenin level and the cyclin D1 level in the W1 cells compared with the V3 cells. The 

cellular apoptosis induced by actinomycin-D seemed to be significantly decreased because the level of bcl-2 

was increased in the W1 cells compared with the V3 cells.

Conclusion: The FRTL-5 cells expressed Wnt-1 protein, and TSH increased the Wnt-1 expression, and it 

paradoxically decreased beta-catenin in the FRTL-5 cells. Overexpression of Wnt-1 in the FRTL-5 cells 

increased cell growth and it decreased apoptosis. Growth stimulation by Wnt-1 overexpression was not 

mediated by beta-catenin (the canonical Wnt pathway), but seemed to be mediated by activation of the 

Wnt/Ca
2+ pathway, which involves an increased c-myc level. Suppression of apoptosis with Wnt-1 

overexpression was due to the increased bcl-2 level. (J Kor Endocrinol Soc 22:35~44, 2007)
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인이 풍부한 당단백질로 아주 한정된 범위에서만 작용하는 

리간드(short-range ligand)이며 수용체 매개 신호 전달체계

를 국소적으로 활성화시켜 세포 증식과 분화에 중요한 조절

인자로 작용한다[2]. Wnt 신호 전달체계에서 중요한 역할을 

하는 것은 베타 카테닌(beta-catenin)으로[3], T cell factor/ 

lymphoid enhancing factor (TCF/LEF)와 결합하여 표적 유

전자 발현을 유도하고, 세포 간의 부착에서 액틴 세포골격

(cytoskeleton)과 카드헤린(cadherin)을 연결하는 역할을 한

다[4,5]. 

Wnt는 세포에서 분비된 후 Frizzled 단백과 지질단백 관

련 단백 5/6 (LRP 5/6)이라는 두 개의 수용체 분자와 결합한

다. 이 결합은 “Wnt/베타 카테닌” 전달체계, “Wnt/칼슘” 전

달체계, “평면 세포 극성(planar cell polarity)” 전달체계를 

포함한 다양한 신호 전달체계를 활성화시킨다[1~3,6]. 이들 

중에 가장 잘 알려지고 광범위하게 연구된 전달체계는 “Wnt/

베타 카테닌” 신호 전달체계로 ‘고전적(canonical)' 신호 전

달체계로 불리며, 베타 카테닌의 세포 내 농도를 조절하는 

역할을 한다. Wnt 신호가 없는 경우 프로테오솜(proteosome) 

매개 분해로 인해 베타 카테닌의 세포 내 농도는 낮게 유지

된다[3]. 베타 카테닌은 액신(axin)과 adenomatous polyposis 

coli (APC) 단백질 골격 복합체와 결합되어 있는 casein 

kinase I (CKI) 및 glycogen synthase kinase-3 (GSK-3)에 

의해 인산화가 되고, 26S 프로테오솜에서 유비퀴틴화

(ubiquitination)된 후 분해된다[7,8]. Wnt 신호 전달체계가 

활성화되면 GSK-3 β 매개 인산화가 감소하여 베타 카테닌

이 세포질 내에 축적된다. 축적된 베타 카테닌은 핵으로 이

동하여 TCF/LEF 전사요소와 결합하고, 다양한 표적 유전자

의 전사를 유도한다. 

Wnt/베타 카테닌 신호 전달체계는 여러 종류의 암에서 

활성화되어 있다고 알려져 있다[9~12]. 인체의 갑상선 세포

에는 Wnt/베타 카테닌 신호 전달체계의 요소인 Wnt, 

Frizzled, Disheveled 단백 등이 발현되는 것으로 알려져 있

고[13], Wnt/베타 카테닌 전달체계의 조절 이상으로 인하여 

갑상선 세포의 비정상적인 성장과 탈분화가 일어나 갑상선 

종양이 생긴다는 보고도 있다[14~17]. 이런 소견은 Wnt/베

타 카테닌 신호 전달체계가 갑상선 세포의 성장과 기능의 

생리적, 병리적 조절에 연관되어 있음을 시사하나 아직 이에 

관한 연구는 없다.

FRTL-5 세포는 갑상선자극호르몬과 인슐린/인슐린유사성

장인자의 조절을 받는 백서 갑상선 세포주로, thyroperoxidase, 

갑상선글로불린, sodium iodide symporter, 갑상선자극호르

몬수용체 유전자와 같은 갑상선 특이적 혹은 제한적인 유전

자를 발현한다[18~21]. FRTL-5 세포는 지속적으로 계대 배

양이 가능하지만(immortalized) 시험관 내(in vitro)나 생체 

내(in vivo)로 이식되었을 때 종양을 형성하지는 않는 특성

을 가진다.

본 연구에서는 FRTL-5 세포를 사용하여 갑상선세포에서 

Wnt 신호 전달체계의 생물학적 역할을 평가하기 위해 갑상

선자극호르몬에 의한 Wnt-1 및 베타 카테닌의 발현 변화와, 

안정적 Wnt-1 과발현에 의한 세포 성장의 변화 및 조절기전

을 알아보고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 세포 배양

Coon’s modified F-12 배양액에 열불성화된 5% 우태아

혈청(Gibco; Grand Island, NY, USA), 1 mM non-essential 

amino acid (Biosource International; Rockville, MD, 

USA), 갑상선자극호르몬(10 mU/mL), 인슐린(10 μg/mL), 

코르티솔(0.4 ng/mL), 트랜스페린(5 μg/mL), glycyl-L 

-histidyl-L-lysine 아세트산염(10 ng/mL), 소마토스타틴(10 

ng/mL) 등의 6가지 호르몬 혼합체를 첨가하여 만든 배양액

(6H 배양액)에 FRTL-5 세포주(Interthyr Research 

Foundation, Baltimore, MD, USA)를 배양하였다. 새로운 

배양액으로 2~3일마다 교환하였고, 세포를 5~7일마다 계대 

배양하였다. 일부 실험에서는 실험 전 5~6일 동안 FRTL-5 

세포를 갑상선자극호르몬이 없는 배양액(5H 배양액)에서 배

양하였다. 

2. 일시 과발현 FRTL-5 세포의 제작

DEAE-dextran (ProFection® Mammalian Transfection 

System, Promega, Madison, WI, USA)을 이용하여 Wnt-1, 

Wnt3, Wnt-5a 등을 일시적으로 과발현하는 FRTL-5 세포주

를 제작하였다. pCS2+ 벡터에 클로닝된 마우스 Wnt-1, 

Wnt-3, Wnt-5a cDNA (각각 Wnt-1/CS2+, Wnt-3/CS2+, 

Wnt-5a/CS2+)가 실험에 사용되었다[22~25]. 세포가 우물 

바닥의 40~50% 정도 찰 때까지 6H 배양액에서 배양하고, 

5H 배양액에서 5~6일 동안 유지한 후, 과발현 세포 제작 하

루 전에 다시 6H 배양액으로 교환하였다. 배양된 세포를 실

온에서 9분 동안 DEAE-dextran 수용액(1 mg/mL를 함유한 

D-PBS)으로 전처치한 후에 플라스미드 수용액(20 ug/540 

uL D-PBS)을 추가하였다. 세포를 중간중간 흔들면서 37℃

에서 30분 동안 반응시키고, 6H 배양액에서 추가로 48~72 

시간 동안 배양 후, 총 RNA 또는 whole cell lysate를 분리

하였다. 

3. Wnt-1 안정 과발현 FRTL-5 세포주의 확립

전기천공(electroporation) 방법을 이용하여 Wnt-1을 안정

적으로 과발현하는 FRTL-5 세포주를 제작하였다. Wnt-1을 

선택한 이유는 갑상선자극호르몬 자극에 대한 민감도뿐 아

니라, 세포 내 베타 카테닌 농도를 상승시키는 데 있어서 여

러 Wnt 발현 벡터 중에 가장 효과적이기 때문이었다. 



－ 김정민 외 6인: FRTL-5 세포의 성장 및 세포자연사에 대한 Wnt-1의 영향 －

- 37 -

pVITRO3-mcs (hygromycin 저항 유전자인 hph를 지님)에 

클로닝된 생쥐 Wnt-1 cDNA (pVITRO3/Wnt-1)를 이용하여 

안정 과발현 FRTL-5 세포주를 제작하였다[25~28]. 

pVITRO3/Wnt-1의 대조군 벡터(pVITRO3)는 Eco/RI으로 

Wnt-1 cDNA 단편 부위를 잘라내고 벡터 조각을 재결찰하

여 만들었다. 세포 부유액(5 × 10
6 cells/mL)과 30 μg의 플

라스미드를 큐벳에 혼합하고 Gene Pulser (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA)를 이용하여 300 V에서 전기충

격을 가한 후, 200 μg/mL hygromycin B (Invitrogen)에서 

유지하였다. 클로닝 실린더를 이용하여 클로닝을 시행하였

다. 각 클론은 Wnt-1 mRNA 및 단백질 발현 정도에 따라 

선별하여 선택되었다.

4. RNA 분리와 노던블롯 분석

노던블롯 분석은 이전에 기술된 대로 시행되었다[26]. 

FRTL-5 세포를 PBS로 세척하였고, 상품화된 키트(RNeasy 

Mini Kit; Qiagen Inc.)를 이용하여 총 RNA를 분리하였다. 

0.66M 포름알데히드를 함유하고 있는 1% 변성된

(denaturing) agarose 겔에 각 시료 당 20 μg의 총 RNA를 

영동하여 Nytran 막(Schleicher and Schuell Inc.; Keene, 

NH, USA)으로 이동시킨 후 자외선 교차결합 및 부합화

(hybridization)를 시행하였다. Wnt-1/CS2+ 벡터로부터 

Wnt-1에 대한 표지자를 얻었고, α-32P-dCTP와 Ladderman 

Labeling Kit (Takara Biochemical Inc.; Berkeley, CA, 

USA)로 표지하였다. 영상 분석은 BAS 1500 Bioimaging 

Analyzer (Fuji Photo Film Co., Ltd. Medical Systems 

USA Inc.; Stamford, CT)을 이용하였다. 

5. 웨스턴블롯 분석

Protease inhibitor를 포함하고 있는 용해 완충액을 세포

에 가한 후 세포를 수집하였다. Sonic dismembrator 550 

(Fisher Scientific, Pittsburgh, PA)를 이용하여 세포막을 파

괴하여 세포 용해액을 얻고, micro BCA 단백 분석 키트

(Pierce; Rockford, IL)로 단백 농도를 측정하였다. 용해액 

20 ug을 NuPAGE
TM 4~12% Bis-Tris 겔(Invitrogen)에서 전

기영동한 후 nitrocellulose 막으로 이동시켰다. 막을 5% 탈

지분유를 함유한 TBS-T [10 mM Tris (pH8.0), 150 mM 

NaCl, 0.1% Tween 20]으로 반응시키고, 베타 카테닌 항체, 

활성화된 베타 카테닌 항체, Wnt-1, 베타 액틴 항체를 1% 

탈지분유를 함유한 TBS-T에서 반응시켰다. 막을 TBS-T로 

세척하고 horseradish phosphatase와 접합된 이차 항체와 반

응시켰고, ECL Western Blot detection system (Amersham 

Bioscience, Piscataway, NJ)을 이용하여 단백 발현을 확인

하였다. 

6. 세포 성장 분석

세포 성장은 methyl-thiazoletetrazolium bromide (MTT) 

분석법으로 측정하였다[27]. 우물당 2 × 10
4 세포를 24 우

물 용기에 분주한 후 지정된 시간 동안 배양하였다. 각 시간

별로 50 μL의 1 mg/mL MTT 수용액을 0.5 mL 배양액이 

있는 우물에 첨가하여 3시간 동안 반응시킨 후 500 μL의 

MTT 용해액(10% Triton-X 함유한 isopropyl alcohol)을 추

가하였다. 각 우물의 흡광도를 570 nm에서 ELISA 판독기

(Model 540: Bio-Rad Labs, Mercules, USA)로 측정하였다. 

세포 분주 3시간 후의 수치를 기저치로 하였다. staurosporin

을 이용한 실험의 경우, 분주 후 24시간 후에 staurosporin을 

배양액에 첨가하였고 MTT 분석은 72시간째에 시행하였다. 

각 실험 조건 당 6개의 독립적인 우물의 결과를 평균 ± 표

준편차로 표시하였다. 

7. 세포 주기의 유속 세포측정 분석

세포가 우물 바닥의 80~90% 정도 차면 트립신으로 처리

하여 모은 후 PBS로 세척하였다. 세포를 다시 PBS에 부유

시킨 후 차가운 에탄올을 첨가하였다. 시료는 분석하는 날까

지 4℃에 보관하였다. 분석 당일, 시료를 리보핵산분해효소 

A (3 μg/mL)와 propidium iodide (0.05 mg/mL)를 포함한 

PBS 수용액으로 세척, 부유시킨 후 차광된 상태로 37℃에

서 15분 동안 반응시켰다. 세포는 FACSort flow cytometer 

(Becton Dickinson; San Jose, CA, USA)로 측정하였다.

8. 세포자연사(apoptosis)의 측정

Cell death detection ELISA plus kit (Roche 

Diagnostics, Mannheim, Germany)를 이용하여 세포자연사

를 측정하였다. 6 우물 용기에 배양 중인 세포에 

actinomycin-D를 다양한 농도로 첨가하여 일정시간 배양하

고 트립신을 이용하여 분리한 후 PBS로 세척하고 1.5 mL 

튜브로 옮겼다. 각 튜브에 세포를 10
4개씩 넣어 10분간 원심

분리하였다. 상층액을 조심스럽게 제거하고 각 우물에 200 

μl의 용해 완충액을 첨가하여 15~25℃에서 30분간 반응시켰

다. 튜브를 다시 10분간 원심분리하고 상층액 20 μL를 

streptavidin이 코팅된 96 우물 용기에 옮겼다. 각 우물에 면

역반응액을 80 μL씩 첨가하고 덮개 호일로 감싼 후 300 

rpm에서 15~25℃의 온도에서 2시간 동안 반응시켰다. 용액

을 제거하고 반응액으로 3회 세척 하고 각 우물에 ABTS 용

액을 100 μL씩 첨가하여 충분한 발색반응이 보일 때까지 약 

10~20분 동안 250 rpm으로 반응시킨 후, 405 nm에서 

ELISA 판독기(Model540; Bio-Rad Labs, Mercules, USA)

로 흡광도를 측정하였다.
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9. Statistics

양 군 간의 통계학적 차이를 평가하기 위해 Mann 

Whitney U Test (SPSS
® 13.0; SPSS Inc., Chicago, IL)를 

이용하였다. 표준편차는 오차 막대로 표시하였다. 

결   과

1. FRTL-5 세포주에서 갑상선자극호르몬에 의한 

Wnt-1 발현 증가와 베타 카테닌 농도 감소

FRTL-5 세포에서 갑상선자극호르몬 첨가 시 Wnt-1 

mRNA 농도(Fig. 1A)와 단백질 농도(Fig. 1B)가 의미 있게 

증가하였다. FRTL-5 세포에서 몇 가지 Wnt 발현 벡터를 과

발현시켰을 때 Wnt-1의 경우에만 활성화된 베타 카테닌 농

도가 증가하였다(Fig. 2A, 화살표). 하부 항체 반응 복합체

(lower antibody reactive complex) 밴드는 Wnt 발현과 무

관하게 일정하였다. FRTL-5 세포의 Wnt-1 농도가 갑상선

자극호르몬 처리 시 증가한 본 실험 결과를 통해, FRTL-5 

세포에서 갑상선자극호르몬을 투여하면 베타 카테닌 농도

가 증가할 것이라 가정할 수 있었다. 그러나 FRTL-5 세포

에 갑상선자극호르몬 투여 시 총 베타 카테닌 농도는 약간 

감소하였고(Fig. 2B, 화살표), 활성화된 베타 카테닌 농도는

A B

Fig. 1. Wnt-1 expression in FRTL-5 cells being increased by TSH.

FRTL-5 cells were grown in the absence (5H media, '5H') or presence 

(6H media, '6H') of TSH for 5 days. A, Total cellular RNA was subjected 

to Northern blot analyses using Wnt-1 probe. B, 20 μg of cell lysates were 

subjected to SDS-PAGE and Western blot analysis using Wnt-1 antibody. 

MCF7, a breast cancer cell line known to over-produce Wnt-1 protein, 

was used as positive control.

A

B C

Fig. 2. Total and active beta-catenin level in FRTL-5 cells being affected by TSH.

A, Lysates of FRTL-5 cells transfected with Wnt-1, Wnt-3a or Wnt-5a expression vectors were 

subjected to SDS-PAGE and Western blot analysis using antibody against 'active beta-catenin'. B, 

Lysates of FRTL-5 cells grown in the absence (5H media, '5H') or presence (6H media, '6H') of 

TSH were subjected to SDS-PAGE and Western blot analysis using antibody against total 

beta-catenin. C, Lysates of FRTL-5 cells grown in the absence (5H media, '5H') or presence (6H 

media, '6H') of TSH were subjected to SDS-PAGE and Western blot analysis using antibody against 

active beta-catenin. Arrows indicate target protein (total or active beta-catenin). 



－ 김정민 외 6인: FRTL-5 세포의 성장 및 세포자연사에 대한 Wnt-1의 영향 －

- 39 -

Fig. 3. The growth rate of FRTL-5 cells stably transfected with Wnt-1.

Growth rates of FRTL-5 cells stably transfected with Wnt-1 expression 

vector (W1) or control vector (V3) were compared at indicated time points 

using MTT assay. Background absorbance (cell culture medium only) was 

subtracted to obtain actual absorbance. Absorbance values were plotted 

relative to baseline absorbance (i.e., absorbance at day 0). All values are 

mean ± standard deviation.

A B

C D

Fig. 4. Cell cycle analysis in stable transfectant overexpressing Wnt-1.

Cell cycle analysis of Wnt-1 overexpressing cells (W1) and vector-transfected cells (V3) was 

performed using flow cytometry. DNA content of cells stained with propidium iodide was 

measured and analyzed. Cell cycle distribution of V3 clone grown in 6H media (A), maintained 

in 5H media for 6 days (B), W1 clone grown in 6H media (C), and maintained in 5H media for 

6 days (D) are shown. M1 indicates cells in G1 phase and M2 indicates cells in G2/S/M phase.
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현저하게 감소하였다(Fig. 2C, 화살표). 

2. FRTL-5 세포의 성장을 촉진하는 Wnt-1

FRTL-5 세포는 transfection 효율이 매우 낮기 때문에 일

시적 과발현에 의해서는 세포 성장속도의 변화를 파악하기 

어렵다. 따라서 FRTL-5 세포 성장에 대한 Wnt-1의 효과를 

평가하기 위해 Wnt-1 발현 농도를 기준으로 대표 클론을 하

나씩 선택하여 Wnt-1 안정적 과발현 세포주 클론(W1)과 대

조군으로 벡터만 안정적으로 과발현시킨 세포주 클론(V3)을 

분리하였다. MTT 분석방법으로 세포 생존을 측정하였을 

때, W1에서 V3보다 세포의 성장률이 유의하게 높은 것을 

알 수 있었다(Fig. 3). Wnt-1 과발현 세포주의 증가한 성장

률은 세포 주기 분석을 통하여 확인되었는데, 갑상선자극호

르몬에 관계없이  S/G2/M 주기의 세포 비율이 W1에서 V3

보다 의미있게 높았다(Fig. 4). 

3. Wnt-1 과발현에 의한 FRTL-5 세포 성장의 기전

각 클론에 대하여 활성화된 베타 카테닌(TCF/LEF 

factors와 함께 핵 복합체를 형성하는 Ser-37과 Thr-41 위치

에 모두 비인산화된 베타 카테닌[28])과 총 베타 카테닌을 

기저상태에서 살펴보았다. 활성화된 베타 카테닌은 FRTL-5 

세포와 비교해서 W1과 V3에서 감소되었고, 총 베타 카테닌

은 V3, FRTL-5 세포와 비교해서 W1에서 변화가 없었다

(Fig. 5). 이는 W1 세포주의 성장 촉진 현상이 고전적인 

Wnt 신호 전달체계(베타 카테닌)를 매개로 하지 않음을 시

사한다. Wnt/칼슘 신호 전달체계가 W1 세포주에서 활성화

되어 있는지 살펴보기 위해 단백질키나아제(protein kinase 

C; PKC) 억제제를 W1에 가하고 성장에 대한 영향을 평가

하였다. PKC 억제제인 staurosporin을 이용하여 세포의 성

장률을 비교하였을 때, W1에서 V3보다 성장 억제 정도가 

더 큰 것을 알 수 있었다(Fig. 6). 각 클론에서 c-myc, cyclin 

D1의 농도를 기저상태에서 살펴보았을 때, W1에서 V3보다 

Fig. 5. Beta-catenin level in Wnt-1 transfected FRTL-5 

cells.

20 μg of cell lysates of Wnt-1 transfected (W1) or 

vector-transfected (V3) FRTL-5 cells and FRTL-5 cells 

grown in the presence of TSH (6H media) were subjected to 

SDS-PAGE and Western blot analysis using antibodies 

against 'active beta-catenin' and 'total beta-catenin'.

Fig. 6. Effect of staurosporin, a PKC inhibitor, on the growth rate of 

FRTL-5 cells stably trasfected with Wnt-1 or control vector. 

Growth rates of FRTL-5 cells stably transfected with Wnt-1 expression 

vector (W1) or control vector (V3) were compared in the presence of 

staurosporin or control (DMSO) using MTT assay. Background 

absorbance (cell culture medium only) was subtracted to obtain actual 

absorbance. Absorbance values at 72 hours were plotted relative to 

baseline absorbance (i.e., absorbance at day 0). All values are mean ± 

standard deviation of 6 independent wells. 

* indicates P < 0.05 compared to V3 cells treated with the same 

concentration of staurosporin.
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c-myc의 농도는 높았지만, cyclin D1의 농도에는 차이가 없

었다(Fig. 7).

4. Wnt-1 과발현에 의한 FRTL-5 세포의 

세포자연사에 대한 감수성 영향 확인

기저상태에서 두 클론 간에 유의한 세포자연사의 차이를 

보기 어렵기 때문에, 각 클론을 actinomycin-D 0, 200, 400 

μM으로 48시간 동안 처리한 후 세포자연사 정도를 평가하

였다. W1이 V3에 비하여 모든 농도에서 세포자연사가 적었

다(Fig. 8). 그 기전을 알기 위하여 각 클론에서 기저상태의 

bcl-2의 농도를 살펴보았을 때, W1에서 V3보다 bcl-2 농도

가 높았다(Fig. 9).

고   찰

본 연구에서는 분화된 갑상선 세포주인 FRTL-5 세포를 

이용하여, Wnt 신호 전달체계 활성화의 생물학적 의미를 조

사하였다. 갑상선자극호르몬 처리시 FRTL-5 세포에서 

Wnt-1의 농도가 증가하였고, 별도의 실험에서 Wnt-1 과발

현은 세포 성장을 촉진하고 세포자연사에 대한 감수성을 감

소시키는 것을 알 수 있었다. 

FRTL-5 세포에서 갑상선자극호르몬 처리 시 Wnt-1 단백

과 RNA 농도가 증가하고 베타 카테닌의 농도는 감소하였

다. Wnt-1은 전통적으로 고전적 Wnt 신호 전달체계를 활성

화시켜 베타 카테닌의 분해를 저해함으로써 세포 내 농도를 

높여 베타 카테닌의 축적을 일으키기 때문에[1~3,6] Wnt-1 

농도를 증가시키는 갑상선자극호르몬 처리시 베타 카테닌 

농도의 증가가 기대되었지만 반대의 결과가 나왔다. Wnt-1 

안정적 과발현 세포주인 W1에서도 베타 카테닌의 농도, 특

히 활성화된 베타 카테닌의 농도가 감소하였다. 이 현상의 

원인으로 세 가지 가능성을 생각해 볼 수 있다. 첫 번째로, 

기존의 고전적 신호 전달체계가 아닌 비고전적 신호 전달체

계를 통한 작용을 생각해 볼 수 있다. Wnt 신호 전달체계는 

베타 카테닌을 증가시키는 고전적 신호 전달체계뿐 아니라 

PKC 활성을 증가시키는 비고전적 Wnt/칼슘 신호 전달체계

도 있는 것으로 알려져 있다. PKC 저해제인 staurosporin을 

처리했을 때 W1에서 세포의 성장이 저해되었다는 결과를 

통해서 Wnt 신호 전달체계가 비고전적 전달체계를 통해 이

루어질 가능성을 볼 수 있었다. 따라서 갑상선자극호르몬 처

리 시에도 고전적 신호 전달체계가 아닌 비고전적 신호 전

달체계를 통해서 베타 카테닌의 발현이 감소하였다고 생각

할 수 있다. 두 번째로 갑상선자극호르몬 신호 자극을 통해 

FRTL-5 세포에서 베타 카테닌의 분해 과정이 증가했을 가

Fig. 7. Protein expressions of c-myc, cyclin D, and actin of 

Wnt-1 transfected (W1) and vector-transfected (V3) 

FRTL-5 cells.

Expressions of c-myc, cyclin D1, and actin of W1 and V3 

were measured by Western blot analysis.

Fig. 8. Effects of actinomycin-D on apoptosis of Wnt-1 

transfected (W1) and vector-transfected (V3) FRTL-5 cells.

Apoptosis was measured by Cell death detection ELISA plus 

kit (Roche Diagnostics). W1 and V3 were treated by 0, 200, 

and 400 μM of actinomycin-D for 48 hours, respectively.  

Fig. 9. Protein expressions of bcl-2 and actin of Wnt-1 

transfected (W1) and vector-transfected (V3) FRTL-5 cells.

Expressions of bcl-2 and actin of W1 and V3 were measured 

by Western blot analysis.
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능성이 있다. 최근에, 세포의 베타 카테닌 농도는 표피성장

인자(epidermal growth factor)에 의해 유도된 Wnt 의존적 

기전에 의해 조절될 수 있다는 보고가 있었다[29]. 갑상선자

극호르몬이 표피성장인자와 같은 조절자로 작용하여 세포 

내 베타 카테닌 농도를 감소시켰을 것으로 생각할 수 있다. 

세 번째로, Wnt-1이 FRTL-5 세포에서 기능적으로 유일한 

Wnt 단백이 아닐 수 있다. 즉, FRTL-5 세포가 Wnt-1 외에 

많은 다양한 기능적인 Wnt 단백을 가지고 있다면, 갑상선자

극호르몬이 Wnt 단백이나 Wnt 신호 전달체계에 미치는 결

과가 달라질 것이다.

FTRL-5 세포에서 Wnt-1을 일시적으로 과발현시키면 활

성화된 베타 카테닌 농도가 증가하는데 반하여 Wnt-1 또는 

벡터를 안정적으로 과발현시킨 세포주인 W1이나 V3에서 

활성화된 베타 카테닌의 농도가 모두 감소한 현상의 원인은 

명확하지 않다. 

Wnt-1 과발현 세포주인 W1에서 성장률과 S/G2/M 주기

의 세포 비율이 증가하며, 세포자연사가 감소하였다. 이는 

Wnt 신호 전달체계의 활성화가 FRTL-5 세포의 성장과 세

포 주기를 변화시키고, 세포자연사를 감소시켰음을 의미한

다. 기존의 여러 연구들에 따르면 Wnt/베타 카테닌 전달체

계에서 베타 카테닌 증가가 세포 성장 촉진의 주된 기전으

로 생각되기 때문에[6~8] 베타 카테닌 발현을 측정하였으나 

W1의 베타 카테닌 발현은 FRTL-5나 V3와 비교하여 전혀 

증가하지 않았다. 이러한 결과를 통해서 베타 카테닌이 

FRTL-5 세포의 성장 조절에 중요한 역할을 갖지 않는다는 

것을 알 수 있었다.

세포 성장과 세포 주기의 세포 비율 변화의 기전을 알기 

위해 측정한 c-myc의 발현은 W1에서 증가되어 있었다. 세

포 성장을 촉진하는 것으로 알려진 c-myc에 대한 유전자는 

베타 카테닌에 의해 발현이 증가하는 직접적인 표적으로 알

려져 있다[30~32]. c-myc은 세포의 성장과 증식을 증진시키

며, 대부분의 세포에서 분화를 방해하고 세포자연사가 일어

나기 쉽게 유도하는 것으로 알려져 있다[33]. c-myc은 진핵

세포에서 G1-S progression을 조절하는 cyclin-E-CDK 

(cyclin dependent kinase) 2의 활성화를 유도하고 CDK 억

제제를 불활성화시켜 세포 주기의 G1 시기에 MYC-induced 

G1-S progression을 일으킨다[33]. 따라서 c-myc의 증가는 

Wnt-1 과발현에 의한 세포 성장의 증가와 S/G2/M 주기 세

포 비율의 증가를 설명해 줄 수 있다. 그러나 c-myc과 같이 

세포 성장을 촉진하며 베타 카테닌의 또 다른 직접적인 표

적으로 알려진 cyclin D1[30~32]의 발현은 W1에서 증가하

지 않았다. cyclin D1은 특히 대장암 세포에서 Wnt/베타 카

테닌 신호 전달체계 활성화에 의한 성장 촉진의 주요한 요

소인 것으로 알려져 있다[7]. W1의 성장이 Wnt/베타 카테

닌 신호 전달체계의 활성화를 통해 증가되었다면, 베타 카테

닌의 발현이 증가될 뿐 아니라 c-myc, cyclin D1의 발현도 

동시에 증가하였을 것이다. 그러나, 베타 카테닌과 cyclin 

D1의 발현은 증가하지 않았다는 본 실험 결과를 통해, W1

의 성장과 증식이 고전적인 Wnt 신호 전달체계인 Wnt/베타 

카테닌 신호 전달체계가 아닌 비고전적 Wnt 신호 전달체계

인 Wnt/칼슘 신호 전달체계에 의해서 일어나는 것으로 생각

된다. 그 근거의 하나로 PKC 저해제인 staurosporin을 사용

하였을 때 W1에서 성장 촉진이 저해되었다는 결과를 들 수 

있다. 이것은 PKC가 W1의 성장에 관여하고 이는 Wnt/칼슘 

신호 전달체계를 통해 이루어진다는 점을 간접적으로 시사

한다 하겠다. FRTL-5 세포에서 세포 내 칼슘의 증가로 인해 

c-myc이 증가될 수 있음이 보고된 바 있다[34]. PKC 활성

화를 일으키는 Wnt/칼슘 신호 전달체계 활성화의 기전은, 

세포막에서의 Wnt 신호가 Frizzled 수용체의 특정한 아형에 

의해 인식되거나[35], heterotrimeric G-protein의 활성화를 

통해 기능할 것[35,36]이라는 몇몇 보고에도 불구하고, 현재

까지 잘 알려져 있지 않다. 본 연구의 결과를 토대로 할 때, 

결국 Wnt/칼슘 신호 전달체계가 Wnt-1의 과발현에 의해서 

활성화되고 그 결과 c-myc을 증가시켜서 세포 성장 주기를 

증진시키는 것으로 생각된다. Wnt-1 과발현 세포에서 세포

자연사 감소의 기전을 알기 위해 측정한 bcl-2는 증가되어 

있었다. c-myc의 발현이 증가되었음에도 불구하고 bcl-2의 

발현이 증가되었기 때문에 세포자연사가 W1에서 V3보다 

적게 일어난 것으로 생각된다.

결론적으로 정상 갑상선 세포주인 FRTL-5 세포에서 정

상적으로 Wnt-1이 발현되며 이는 갑상선자극호르몬에 의하

여 증가함을 본 연구에서 처음으로 밝혔다. FRTL-5 세포주

에서 Wnt-1의 과발현은 세포의 성장을 촉진하였으며 세포

자연사를 감소시켰다. Wnt-1의 과발현에 의한 세포 성장의 

촉진은 베타 카테닌을 통한 고전적인 Wnt 신호 전달체계를 

매개로 하지 않음을 알 수 있었고 c-myc의 증가와 관련된 

Wnt/칼슘 신호 전달체계를 매개로 할 것으로 생각된다. 

Wnt-1 과발현에 의한 세포자연사의 감소는 bcl-2 단백의 증

가 때문임을 알 수 있었다. 즉, 갑상선자극호르몬은 전통적

인 cAMP/PKA 경로를 통한 세포 성장 촉진 기전 외에도, 

Wnt-1 신호 전달체계의 활성화를 통하여 FRTL-5 세포의 

성장에 영향을 줄 수 있다. 

요   약

연구배경: Wnt 단백은 배아 유도, 세포 극성의 생성, 세

포 운명 결정에 관여하는 주요한 신호 분자로 세포 증식와 

분화에 중요한 조절인자로 알려져 있다. Wnt 신호 전달체계

에서 중요한 역할을 하는 것은 베타 카테닌으로, Wnt/베타 

카테닌 신호 전달체계는 갑상선 세포의 성장과 기능의 생리

적, 병리적 조절과 연관되어 있다고 알려져 있다. 본 연구에

서는 FRTL-5 세포를 사용하여 갑상선세포에서 Wnt 신호 
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전달체계의 생물학적 역할을 알아보고자 하였다.

방법: FRTL-5 세포를 이용하여 갑상선자극호르몬 유무

에 따른 Wnt 단백과 베타 카테닌 발현 정도를 평가하였다. 

Wnt-1 발현 클론(W1)과 대조군(V3)을 이용하였다. 각 군에

서 세포 성장률, 세포 주기 및 세포자연사를 비교하여 그 기

전을 밝히고, 갑상선 세포에서 Wnt-1의 역할을 평가하였다.

결과: FRTL-5 세포에 갑상선자극호르몬 처치 시 Wnt-1 

mRNA 농도와 단백질 농도가 유의하게 증가한 반면 활성화

된 베타 카테닌 및 총 베타 카테닌의 농도는 감소하였다. 세

포의 성장률과 S/G2/M의 주기의 세포 비율이 V3와 비교하

여 W1에서 유의하게 높았다. c-myc의 농도는 W1에서 V3

보다 의미있게 증가하였고, 베타 카테닌 농도와 cyclin D의 

농도에서는 차이를 보이지 않았다. actinomycin-D를 이용하

여 세포자연사를 평가했을 때, 모든 농도에서 W1에서 V3보

다 세포자연사가 적었다. bcl-2 농도는 W1에서 V3보다 높

았다.

결론: 정상 갑상선 세포주인 FRTL-5 세포에서 정상적으

로 Wnt-1이 발현되며 이는 갑상선자극호르몬에 의하여 증

가하나 베타 카테닌은 역설적으로 감소하였다. FRTL-5 세

포주에서 Wnt-1의 과발현은 세포의 성장을 촉진하였으며 

세포자연사를 감소시켰다. Wnt-1의 과발현에 의한 세포 성

장의 촉진은 베타 카테닌을 통한 고전적인 Wnt 신호 전달체

계를 매개로 하지 않음을 알 수 있었고 c-myc의 증가와 관

련된 Wnt/칼슘 신호 전달체계를 매개로 할 것으로 생각된

다. Wnt-1 과발현에 의한 세포자연사의 감소는 bcl-2 단백

의 증가 때문임을 알 수 있었다. 
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