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Background: Transforming growth factor-β1 (TGF-β1) is known to be a potent growth inhibitor of 

many cell types, including most epithelial cells. However, the mechanism of TGF-β1 action on cell 

growth in lymphomas and leukemia still remains to be elucidated. c-myc is a central regulator of cell 

proliferation and apoptosis, and telomerase is believed to play an important role in carcinogenesis. The 

aim of the study was to determine the effects of cell growth, c-myc gene expression and telomerase 

activity due to TGF-β1 and examine its mechanism of action in lymphomas and leukemia. 

Methods: The cell growths of Jiyoye (Burkitt lymphoma), H9 (T cell lymphoma), and CCRF-CEM (acute 

lymphocytic leukemia, T cell) cell lines due to TGF-β1 were measured using the MTT assay. RT-PCR 

was also performed to monitor the expression of the c-myc gene in these cells with the telomerase activity 

measured using a TRAP assay. 

Results: There was significant inhibition of cell growth in TGF-β1 (5ng/mL) treated Jiyoye cells. When 

treated with TGF-β1, the Jiyoye cells exhibited marked decreases in the levels of c-myc RNA and 

telomerase activity. However, TGF-β1 treated H9 and CCRF-CEM cells showed no cell growth inhibition 

or reductions in the levels of c-myc mRNA and telomerase activity. The effect of TGF-β1 on cell growth 

was noted to closely correlate with c-myc mRNA expression and telomerase activity.

Conclusion: These results suggest that TGF-β1 may inhibit cell growth in Jiyoye cells by a mechanism 

involving down-regulation of the c-myc gene, which in turn, reduces the telomerase activity. (Korean 

J Hematol 2005;40:149-158.)
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서      론

  암전환 성장인자 β (transforming growth factor 

beta, TGF-β)는 분자량이 25KD인 단백으로 다양한 기

능을 갖고 있는 것으로 알려져 있다. 현재 사람을 포함

한 포유동물에서는 TGF-β1, β2, β3의 세가지 아형이 

밝혀져 있으며 이 중 TGF-β1이 가장 많이 발견되고 

잘 알려져 있다.1) 

  TGF-β1은 대부분의 상피세포를 포함한 여러 종류 

세포의 성장을 억제하는 것으로 알려져 있으며2) 그 기

전으로 c-myc 유전자의 전사 억제가 보고되기도 하였

다.3) 또한 발암과정에도 중요한 역할을 하는데 특히 

급성 림프구성 백혈병 발생에 TGF-β1 신호전달과정

의 하부인자 중 하나인 Smad의 비정상적인 발현 또는 

소실이 관여한다고 알려지기도 하였다.2,4,5) 그러나 악

성림프종과 백혈병에서 TGF-β1의 세포 성장 억제 효

과 및 작용기전에 대한 연구는 부족한 실정이다. 

  c-myc 유전자는 세포성장, 증식과 분화를 조절하는 

기능을 가지고 있다. c-myc 유전자의 증폭 또는 c-myc 

단백 과발현은 종양세포의 성장을 촉진하고 종양의 침

윤, 분화, 예후와 밀접한 관계가 있는 것으로 보고되고 

있다.6,7) 또한 c-myc 암 유전자의 과발현은 human telo-

merase reverse transcriptase (hTERT) promotor의 E- 

box와 결합하여 hTERT의 전사를 추진시켜 종말체 효

소(telomerase)를 활성화 시킨다고 보고되고 있다.8) 

  종말체(telomere)는 염색체의 말단에 존재하는 특수

구조로서 10～15Kb의 TTAGGG 반복서열과 단백으로 

구성되어 있다. 종말체는 주로 염색체의 안정성을 높

이고 DNA의 재결합을 방지하며 염색체의 복제에 관

여한다.9) 정상세포에서 세포분열이 반복되면 종말체

가 짧아지는데 어느 수준이하로 짧아지면 세포분열이 

더 이상 일어나지 않게 되지만 암세포에서는 종말체 

효소 활성으로 세포분열에 따른 종말체 단축이 일어나

지 않기 때문에 암세포가 계속 분열 증식하여 죽지 않

게 된다.10) 종말체 효소는 RNA‐dependent DNA poly-

merase로써 염색체의 말단에 반복되는 telomeric repeat

를 합성함으로써 세포분열로 인하여 짧아진 종말체 길

이를 연장시켜 주는 중요한 역할을 담당하고 있다.11) 

일부 세포를 제외한 거의 모든 정상세포나 조직에서 

종말체 효소는 비활성화 되어 있지만 종양에서는 85% 

이상이 활성화 되어 있어 종양 표지자로 인정받고 있

다.12)

  이에 본 연구에서는 악성림프종과 백혈병 세포주에

서 TGF-β1이 세포성장과 종말체 효소 활성에 미치는 

영향과 c-myc 유전자와의 상관관계를 연구함으로써 

TGF-β1의 작용 기전을 알아보고자 하였다. 

대상 및 방법

    1. 악성림프종과 백혈병 세포주 배양 및 형태학적 

검색

  Burkitt 림프종 세포주 Jiyoye, T세포 림프종 세포주 

H9와 급성 T림프구성 백혈병 세포주 CCRF-CEM은 모

두 한국세포주은행에서 분양받아 계대 배양을 통해 저

장한 것을 사용하였다. 이 세포주들은 10%의 fetal bo-

vine serum (FBS) (JBI, Daegu, Korea)과 1× antibiotic- 

antimycotic을 첨가한 RPMI 1,640 (GIBCO, Grand Is-

land, NY) 배지로 37
o
C, 5% CO2 배양기에서 배양하였

다. 

  계대 배양으로 인한 악성림프종과 백혈병 세포주의 

초미세 형태학적 변화가 관찰되는지 확인하기 위해 전

자현미경 검색을 시행하였다. 세포주를 원심분리하여 

pellet을 만든 후 4
o
C phosphate buffered saline (PBS)으

로 제작한 3% glutaraldehyde에 24시간동안 1차고정한 

다음 4
o
C 1% osmium tetroxide (OsO4)에서 1시간동안 

이차고정하였다. 계열별 알코올로 탈수 후 epoxy resin

에 포매하여 초미세 박절편을 제작하고 uranyl acetate

와 lead citrate로 이중염색한 후 Hitachi H-7,600 (Hita-

chi, Tokyo, Japan)을 이용하여 관찰하였다.

    2. TGF-β1이 세포성장에 미치는 영향

  Human TGF-β1 (Biovision, Mountain View, CA)이 

종양세포의 성장에 미치는 영향을 평가하기 위하여 

MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetraz

olium bromide, Sigma, St. Louis, MO] 측정방법을 이용

하였다. 지수 증식기의 세포들을 96 well plate에 2× 

104개/well씩 분주하고 다양한 농도의 human TGF-β1 

(5, 0.5, 0.05, 0.005, 0.0005ng/mL)으로 처리한 후 37oC, 

5% CO2 배양기에서 각각 24시간, 48시간 및 72시간 배

양하였다. 시간별로 PBS로 녹인 5mg/mL MTT 시약을 

각각의 well에 10μL씩 첨가하여 5시간동안 반응시킨 

후 0.04N HCl (5N HCl：Isopropyl Alcohol=1：125)을 

100μL씩 넣어 540nm에서 흡광도를 측정하여 세포성

장에 가장 큰 영향을 주는 TGF-β1의 농도를 얻어 아

래의 실험에 사용하였다. 세포생존율(%)은 다음 공식

에 의하여 계산하였다. 
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     3. c-myc mRNA 측정

  1) 세포주에서 total RNA 분리: 1×106개의 악성림프

종과 백혈병 세포주를 100∅ T/C dish에 분주하고 

37oC, 5% CO2 배양기에서 배양한 후 5ng/mL의 TGF-

β1으로 처리하여 24시간, 48시간, 72시간 배양하였다. 

대조군은 배양액만 넣어 주고 같은 시간동안 배양하였

다. 각 시간별로 세포를 수거하고 PBS (pH 7.4)로 세 

번 세척한 후 trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA)을 1mL 

넣고 상온에서 5분간 배양하였다. 200μL의 chloro-

form를 넣어 잘 섞어준 후 3분간 상온에서 반응시켰

다. 13,200rpm에서 15분간 원심 분리하여 생긴 상층액

을 새 튜브로 옮겨 isopropyl alcohol을 500μL 첨가하

여 흔들어 준 후 10분간 상온에 반응시켰다. 13,200rpm

에서 10분간 원심 분리하여 생긴 침전물에 75% 알코

올 1mL을 넣어 섞은 후 13,200rpm에서 5분간 원심 분

리하여 알코올을 제거하고 공기 중에 건조시켰다. 각 

튜브에 35μL의 0.1% diethyl pyrocarbonate (DEPC)로 

처리된 증류수를 첨가하여 항온수조에서 녹인 후 260㎚ 

파장에서 정량하였다.

  2) cDNA의 합성: cDNA의 합성은 oligo (dT) primer 

(Invitrogen)를 이용하여 다음과 같이 수행하였다. 2.5

μg의 total RNA에 1μL oligo (dT) primer, 1μL dNTP 

Mix (2.5mM each)를 첨가하고 0.1% DEPC로 처리된 

증류수를 넣어 12μL되게 한 다음 65oC에서 5분간 가

열처리 한 후 빠르게 얼음에 방치하였다. 수거한 내용

물을 짧게 원심분리하고 4μL의 5×First-Strand Bu-

ffer, 2μL의 0.1M DTT, 1μL의 40Units/μL RNase-

OUTTM (TaKaRa, Shiga, Japan)를 넣고 가볍게 섞은 후 

42oC에서 2분간 배양하였다. 1μL의 200Units/μL Su-

perScriptTM II Reverse Transcriptase (Invitrogen)를 넣고 

잘 섞어주고 42oC에서 50분간 반응시켜 cDNA를 합성

한 다음 최종으로 70oC에서 15분간 가열처리하여 비활

성화 시켰다. 반응이 종료된 후 합성된 cDNA는 20oC

에 보관하면서 중합효소연쇄반응(PCR)에 사용하였

다.

  3) Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction 

(RT-PCR): 합성된 cDNA로부터 c-myc을 증폭시키기 

위하여 2μL의 cDNA, 각각 1μL의 10μM 5’과 3’ 

primer, 0.25μL 의 5Units/μL Ex TaqTM (TaKaRa), 5

μL의 10×Ex Taq
TM
 Buffer (20mM Mg

2+
 포함), 4μL 

의 2.5mM each dNTP를 잘 섞고 증류수로 전체를 50μL 

로 맞춘 다음 Thermal Cycler를 이용하여 PCR를 시행

하였다. c-myc primer (sense: 5'-CTCCAGCGCCTT-

CTCTCCGT-3', antisense: 5'-GAGCCTGCCTCTTTTC-

CACAG-3')를 합성하여 PCR에 사용하였다. PCR 조건

은 95
o
C에서 5분간 처리하고 94

o
C 30초, 60

o
C 45초, 

72
o
C 45초로 총 26주기 시행하고 72

o
C에서 10분간 반

응시켰다. 내인성 대조군으로 GAPDH primer (sense: 

5'-GAGAAGGCTGGGGCTCATTT-3', antisense: 5'-C-

AGTGGGGACACGGAAGG-3')를 합성하여 PCR에 사

용하였다. PCR 조건은 94
o
C에서 2분간 처리하고 94

o
C 

30초, 60
o
C 30초, 72

o
C 60초로 총 23주기 시행하고 

72
o
C에서 10분간 반응시켰다. PCR 반응산물은 2% 

agarose gel에서 전기영동을 실시하고 ethidium bro-

mide로 염색하여 밴드를 확인하였다. 

    4. 종말체 효소 활성 측정

  종말체 효소 활성은 Telomeric Repeat Amplification 

Protocol (TRAP)을 이용한 TRAPEZE
Ⓡ ELISA Telome-

rase Detection Kit (Chemicon International, Temecula, 

CA)를 사용하여 분석하였다. 

  1) 종말체 효소 분리와 단백 농도 측정: 1×106개의 악

성림프종과 백혈병 세포주를 100∅ T/C dish에 분주하

고 24시간 37oC, 5% CO2 배양기에서 배양한 후 5 

ng/mL의 TGF-β1으로 처리하고 24시간, 48시간, 72시

간 배양하였다. 대조군은 배양액만 넣어주고 같은 시

간으로 배양하였다. 각 시간별로 세포를 수거하고 PBS

로 세척한 후 1×CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl) di-

methylammonio]-1-propanesulfonate) 용해완충액 (10 

mM Tris‐HCl, pH 7.5, 1mM MgCl2, 1mM EGTA, 0.1 

mM Benaxmidine, 5mM β-mercaptoethanol, 0.5% CH-

APS, 10% Glycerol) 200μL으로 처리하고 얼음 위에서 

30분간 방치한 후 12,000rpm, 4oC에서 20분간 원심 분

리하여 상층액을 얻었다. 단백 농도 측정은 Bio-Rad 

Protein Assay로 정량하고 모든 추출액을 500ng/μL되

게 희석하여 사용하였다. 

  2) TRAP 분석: 각 시료 2μL를 5×TRAP 반응 혼합

액 [100mM Tris buffer; primers: biotinylated TS primer 

(5’-AATCCGTCGAGCAGAGTT-3’) and RP primer; 

dNTPs: dGTP, dATP, dTTP and DNP‐dCTP; oligomer 

mix for amplification of 36bp internal control band] 10

μL, Taq polymerase (5Units/μL) 0.4μL을 증류수 

37.6μL에 넣어 총 50μL 반응 혼합액을 만들었다. 같



152 Korean J Hematol Vol. 40, No. 3, September, 2005

은 방법으로 미리 준비한 종말체 효소 양성 세포주 2

μL, PCR/ELISA 양성 대조군(TSR8)을 위한 8개의 종

말체 반복을 갖고 있는 synthetic oligonucleotide 용액 

1μL, 음성 대조군(1×CHAPS 완충액) 및 85
o
C에서 10

분간 가열 처리한 불활성화 대조군 2μL을 각각 혼합

하였다. 반응은 Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, 

Germany)를 이용하여 각각의 혼합액을 30
o
C에서 30분

간 반응시키고 두 번째부터 94
o
C 30초, 55

o
C 30초씩 33

주기 PCR을 수행하였다.

  3) ELISA 검출: Streptavidin‐coated microtiter plate 

well에 blocking/dilution 완충액을 250μL씩 넣고 para-

film
TM

으로 덮은 후 37
o
C에서 30분 동안 반응시켰다. 

세척 완충액 300μL로 한번 각 well을 세척하였다. 

blocking/dilution 완충액 100μL씩 각 well에 넣고 

TRAP 반응산물을 5μL를 넣어 잘 혼합시킨 후 para-

film
TM

으로 덮고 37
o
C에서 1시간 반응시켰다. 1×세척 

완충액 300μL로 5회 세척한 후 anti-DNP antibody‐

HRP conjugation을 100μL 넣고 parafilm
TM

으로 덮고 

상온에서 30분간 반응시켰다. 그 후 항체 용액을 완전

히 제거하고 각각의 well을 세척 완충액 300μL로 5회 

세척하였다. TMB (tetramethylbenzidine) substrate 100

μL를 넣고 상온에서 10분간 반응시켰다. 이때 반응성

분을 균일하게 혼합시키기 위해 well을 1～2분에 한번

씩 가볍게 흔들어 주었다. 발색 후 stop solution 100μL

를 넣어 혼합시켰다. 반응 종료 후 30분 이내에 mic-

rotiter plate reader로 690nm의 파장을 참고 파장 길이로 

삼아 450nm에서 시료의 흡광도를 측정하고 아래와 같은 

공식으로 흡광도 단위(Absorbance unit)를 계산하였다. 

 Absorbance (units) = A450 — A690

  4) 결과분석: TRAPEZE ELISA telomerase detection kit

의 편람에 따라 음성 대조군의 흡광도는 0.2 이하, 양

성 대조군의 흡광도는 0.8 이상, 가열 처리한 대조군의 

흡광도는 0.25 이하라는 대조군의 조건이 만족될 때 

TRAP assay가 잘 된 것으로 보고 결과를 분석하였다. 

종말체효소 활성의 양성 판정은 원 시료와 85
o
C에서 

10분간 가열처리한 시료의 흡광도의 차(△A= As-

ample — Aheat-treated sample)가 0.15 이상일 경우를 

양성으로 판정하였다. 

  5) Polyacrylamide gel 전기영동: 흡광도 증가분에 따

라 종말체 효소의 활성 양성, 음성이 판정된 결과를 재

확인하기 위하여 PCR 생성물 16μL을 12.5% poly-

acrylamide gel에 분주한 후 200V에서 2시간 전기영동 

하였고 ethidium bromide로 20분간 염색한 후 자외선 

투과기에서 판독하였다. 이때 50bp로부터 6bp 간격으

로 반복되는 종말체 효소 ladder signal이 관찰되면 종

말체 효소 활성이 있다고 판정하였다.

    5. 통계학적 분석

  통계학적 분석은 Chi-Square test를 이용하였고 통계 

검증은 P 값이 0.05 이하 일 때 통계학적으로 유의성이 

있는 것으로 인정하였다.

결      과

    1. 악성림프종과 백혈병 세포주의 초미세 형태학적 

소견 

  세포주들은 낱개로 떨어져 있었으며 모두 높은 핵-

세포질 비율을 보였다. 세포질내 소기관은 발달이 미

약하였으며 계대배양에 따른 특이한 형태학적 변화는 

없었다. 

    2. TGF-β1이 악성림프종과 백혈병 세포주의 성장

에 미치는 영향

  각 세포주에게 다양한 농도의 TGF-β1을 투여하고 

MTT를 시행한 결과 세포성장에 가장 큰 영향을 주는 

TGF-β1 농도는 5ng/mL였다. 5ng/mL의 TGF-β1을 

투여한 Jiyoye 세포주는 24시간에 88.5%가 생존하였

고, 48시간에 70.5%, 72시간에 56.4%가 생존하여 시간

이 지남에 따라 생존율이 낮아졌으며 대조군에 비해 

명확히 억제되었다(Fig. 1). 

  H9 세포주는 24시간에 73.4% 생존하였고, 48시간에 

85.1%, 72시간에 93.4% 생존하여 시간이 지남에 따라 

생존율이 높아졌으며 대조군에 비해 억제되었지만 48

시간부터 점차 높아지는 양상을 보였다.

  CCRF-CEM 세포주는 24시간에 세포생존율이 72.9%

였고, 48시간에 100%, 72시간에 114.1%로 시간이 지남

에 따라 생존율이 높아졌고 48시간 이후로는 대조군보

다 더 높아졌다.

  이를 통계 분석한 결과 세포생존율이 Jiyoye 세포주

는 24시간, 48시간 및 72시간 모두 대조군에 비해 유의

한 차이를 보였고, 72시간 실험군의 생존율이 24시간 

실험군에 비해서도 유의한 차이를 보였다(P＜0.005, 

Table 1). H9 세포주는 24시간과 48시간에서 대조군에 

비해 유의한 차이를 보였고, CCRF-CEM 세포주는 24

시간에 대조군에 비해 유의한 차이를 보였으나 48시간

과 72시간에는 통계학적 의미가 없었다.
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F ig . 1 . E ffect o f TG F-β1 treatm ent on Jiyoye ce ll g rowth. (A ) C ontro l ce ll a fter 24 hours, (B ) 24 hours after treatm ent o f TG F-β1.
(C) Contro l cell after 48 hours, (D ) 48 hours after treatm ent of TG F-β1. (E) Contro l cell after 72 hours, (F) 72 hours after treatm ent
of TG F-β1.

Ta b le  1 . E ffect on cell g row th by TG F-β1 in  Jiyoye, H 9 and
C CRF-C EM  cell lines 
󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚

C ell surviva l ra tio  (% )
 󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏 P  va lue

24 hours 48 hours 72 hours
󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏
 Contro l 100 100 100
 Jiyoye  88.5  70.5  56.4 ＜0.005
 H 9  73.4  85.1  93.4
 CC RF-CEM  72.9 100 114.1
󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏｝

    3. TGF-β1이 악성림프종과 백혈병 세포주의 c-myc 

mRNA 발현에 주는 영향

  각 시간별로 대조군과 실험군에서 RNA를 분리하고 

RT-PCR 방법을 이용하여 c-myc mRNA 발현을 관찰

한 결과 TGF-β1으로 처리한 실험군이 대조군에 비하

여 Jiyoye 세포주에서 c-myc mRNA 발현이 시간이 지

남에 따라 더욱 명확하게 억제되었다. H9 세포주에서

는 대조군의 c-myc mRNA 발현 및 GAPDH에 비해서 

볼 때 시간이 지남에 따른 c-myc mRNA 발현 억제효

과는 없었다. CCRF-CEM 세포주도 실험군과 대조군

의 c-myc RNA 발현에 큰 차이가 없었고 GAPDH에 비
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F ig . 2 . Effect of TG F-β1 treat-
ment on c-myc RNA expression 
in Jiyoye cell line, H 9 ce ll line , 
and C C RF-C EM  cell line . 1 , 
negative  contro l; 2 , contro l 
after 24 hours; 3 , 24 hours 
after treatm ent o f TG F-β1; 4 , 
contro l a fte r 48 hours; 5, 48 
hours after treatm ent o f TG F-
β1; 6 , contro l a fter 72 hours;
7, 72 hours after treatm ent o f 
TG F-β1.

F ig . 3 . Absorbance un its (A 450-A 690) o f J iyoye cell line for 
te lom erase activity. TRS8, positive contro l; CH APS, negative
contro l; C , contro l; T, TG F-β1 treated .

F ig . 4 . Absorbance un its (A 450-A 690) o f H 9 ce ll line for 
te lom erase activity. TRS8, positive contro l; CH APS, negative
contro l; C , contro l; T, TG F-β1 treated .

해서도 차이가 없었다(Fig. 2). 

    4. 종말체 효소 활성

  양성 대조군의 흡광도는 0.934, 음성 대조군의 흡광

도는 0.139로 나타났고 가열처리한 대조군의 흡광도는 

모두 0.25 이하로 나타났다(Fig. 3～5). 

  Jiyoye 세포주의 흡광도 차(△A)는 24시간에 대조군 

0.499, 실험군 0.230으로 종말체 효소 활성이 대조군과 

실험군 모두에서 양성이었고 48시간에 대조군 0.428, 

실험군 0.211로 모두 양성이었으며 72시간에 대조군은 

0.404로 양성, 실험군은 0.146으로 음성을 보였다. 이는 

시간이 지남에 따라 TGF-β1으로 처리한 실험군의 종

말체 효소 활성이 대조군에 비해 점차 낮아졌고 72시

간에는 완전히 억제되었음을 시사한다(Table 2). 

  H9 세포주의 흡광도는 24시간에 대조군 0.399, 실험

군 0.324로 나타났고, 48시간에 대조군 0.296, 실험군 
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Ta b le  2 . Te lom erase activity in  J iyoye, H 9 and CC RF-CEM  ce ll lines
󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚

Te lom erase activity (ΔA*)
󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏

24 hours 48 hours 72 hours
󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏 󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏 󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏

C ontro l TG F-β1 C ontro l  TG F-β1  C ontro l TG F-β1
󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏
  J iyoye +  (0.499) +  (0.230) +  (0 .428) +  (0 .211) +  (0.404) – (0 .146)
  H 9 +  (0.399) +  (0.324) +  (0.296) +  (0 .272) +  (0.222) +  (0 .227)
  C C RF-C EM +  (0.556) +  (0.360) +  (0 .554) +  (0 .541) +  (0.467) +  (0 .467)
󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏
*∆A, A sam ple–A heat-treated sam ple; –, negative; + , positive fo r te lom erase activity.

F ig . 5 . Absorbance un its (A 450-A 690) o f C C RF-C EM  cell line
fo r te lom erase activ ity. TRS8, positive contro l; CH APS, 
negative contro l; C , contro l; T, TG F-β1 treated.

0.272로 나타났으며, 72시간에 대조군 0.222, 실험군 

0.227로 나타나 종말체 효소 활성이 대조군과 실험군 

모두에서 양성을 나타냈다.

  CCRF-CEM 세포주의 흡광도는 24시간에 대조군 

0.556, 실험군 0.360로 나타났고, 48시간에 대조군 

0.554, 실험군 0.451로 나타났으며, 72시간에 대조군 

0.467, 실험군 0.467로 나타나 실험군과 대조군에서 종

말체 효소 활성이 모두 양성을 나타냈다.

  흡광도 차에 의한 종말체 효소 활성의 양성, 음성의 

결과를 재확인하기 위하여 polyacrylamide gel 전기영

동을 시행한 결과 양성인 경우 50bp로부터 6bp간격으

로 반복되는 밴드가 확인되었고 모든 예에서 흡광도 

측정 결과와 일치하였다.

고      찰

  정상세포에서의 TGF-β1의 역할은 세포의 성장과 분

화, 세포자멸사, 세포의 부착과 이동 및 세포의 기질 

합성, 면역세포의 조절 등에 있어 중요한 조절인자로 

작용하고 있다. 그러나 그 기능이 완벽하게 밝혀지지 

않았는데 그 이유는 TGF-β1에 의한 신호전달이 세포 

및 조직의 종류에 따라 또는 주위환경에 따라 반응 정

도 및 결과가 달라지기 때문이다. 예를 들면 상피세포

의 경우 TGF-β1는 세포의 성장을 억제시키지만 반면, 

섬유모세포의 경우는 성장을 촉진시킨다. 암세포에서

는 TGF-β1 신호전달체계의 손상 또는 TGF-β1 수용

체의 발현 감소나 돌연변이 등으로 인하여 암세포의 

성장 억제 실패로 계속 증식하게 되며 혈관신생을 촉

진하여 전이를 유도하고 면역세포에 작용하여 암세포 

제거능력을 억제한다.
2,3.13,14) 

  본 연구에서는 Burkitt 림프종 세포주인 Jiyoye에서 

TGF-β1이 세포성장을 억제하였고 시간이 지남에 따

라 억제작용이 더 명확하였다. T세포 림프종 세포주인 

H9과 T세포 급성 림프구성 백혈병 세포주인 CCRF- 

CEM에서 TGF-β1이 시간이 지남에 따라 세포성장에 

대한 억제작용이 대조군에 비해 큰 차이가 없었다. 

  세포성장을 억제하는 TGF-β1의 작용 기전에 대해

서는 아직까지 명확히 알려져 있지 않다. TGF-β1이 

세포 내에서 억제작용을 나타내려면 먼저 세포표면에 

존재하는 TGF-β1 수용체와 결합하여 세포외 신호를 

세포 내로 전달함으로써 가능하게 된다.
15)
 세포 내로 

들어간 TGF-β1은 c-myc 유전자 산물과 세포주기에 

필수적인 cyclin과 cyclin-dependent kinase (CDK)의 조

절작용을 통하여 세포증식을 억제하는 것으로 보고되

고 있다.
16,17)

 B세포 림프종 세포주에서 TGF-β1이 세

포성장에 주는 영향과 그 기전을 알아본 연구에서 

TGF-β1은 주로 cyclin A의 억제를 통하여 세포가 S기

로 진행하는 것을 차단함으로써 세포성장을 억제한다

고 하였다.
18)
 또한 Burkitt 림프종 세포주에서 TGF-β1

이 caspase 8 활성화를 통해 세포자멸사를 유도하여 세
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포성장을 억제한다고 하였다.
19) 

  c-myc 유전자와 그의 생성물인 c-myc 단백은 DNA 

복제를 촉진하고 G1 세포주기, 세포성장, 증식, 분화를 

조절하는 기능을 가지고 있다.
16,20)

 c-myc 유전자 증폭, 

또는 단백 과발현은 악성림프종(특히 Burkitt 림프종) 

및 백혈병, 폐암, 위암, 자궁경부암, 대장암 등 많은 악

성종양에서 나타나고 있다.
21-25)

 Mulder 등은 처음으로 

대장암 배양세포에서 TGF-β1의 세포성장 억제와 

c-myc mRNA의 억제를 보고하였고,
26)
 Rama 등은 융

모암종 세포주인 BeWo 세포주에서 10ng/mL의 TGF-

β1을 투여한 결과 48시간부터 c-myc mRNA가 억제

되었고 12시간부터 c-myc 단백 발현이 억제됨을 보고

하였다.
27)
 Chen 등은 유방암 세포주에 TGF-β1을 투여

한 결과 c-myc mRNA의 증폭이 현저하게 억제되었다

고 하였다.
28)
 악성림프종과 백혈병에서 TGF-β1의 세

포성장 억제에 관한 연구는 많지 않으며 TGF-β1이 악

성림프종과 백혈병세포 성장억제와 c-myc 유전자와의 

관계에 관한 연구는 매우 드물다.

  본 연구에서는 악성림프종과 백혈병 세포주에 5ng/ 

mL의 TGF-β1을 투여하여 24시간, 48시간, 72시간 배

양하고 RT-PCR법을 이용하여 c-myc RNA의 발현을 

관찰한 결과 Jiyoye 세포주에서 c-myc RNA의 발현이 

대조군에 비해 시간이 지남에 따라 억제작용이 명확하

였다. H9 세포주에서는 대조군의 c-myc mRNA 발현 

및 GAPDH에 비해서 볼 때 시간이 지남에 따른 c-myc 

mRNA 발현 억제효과는 없었다. CCRF-CEM 세포주

도 실험군과 대조군의 c-myc RNA 발현에 큰 차이가 

없었고 GAPDH에 비해서도 차이가 없었다. 즉, TGF-

β1이 Burkitt 림프종 세포주의 c-myc RNA의 발현은 

억제하나 T세포 림프종과 급성 T림프구성 백혈병 세

포주의 c-myc RNA의 발현은 억제하지 못하였다. 

  종말체는 세포 염색체의 말단에서 염색체의 안정성

을 높이고 DNA의 재결합을 방지하며 염색체의 복제

에 관여하는 핵산과 단백질로 구성된 복합체이다.
9) 

정

상세포에서는 세포분열 때마다 종말체에 50～200개의 

핵산염이 소실됨으로써 그 길이가 점점 짧아지게 되어 

결국 G0 또는 G1기에 세포분열이 정지되면서 세포노

화와 세포자연사를 일으키게 된다.
10)
 암세포에서는 종

말체 효소의 활성으로 세포분열에 따른 종말체의 단축

이 일어나지 않기 때문에 암세포가 계속 분열 증식하

여 죽지 않게 된다. Tarasawa 등은 악성난소종양 49예

에서 종말체 효소 활성을 조사한 결과 95%에서 양성이

었고,
29)
 Huang 등은 39예 간암조직에서 24예가 종말체 

효소 양성을 보였다고 하였다.
30)
 Kumaki 등은 115예 

폐암에서 109예(93%)가 양성을 보였다고 하였다.
31)
 Kim 

등은 백혈병에서 급성기, 재발한 경우, 항암치료를 받

지 않은 경우에 높은 활성도를 나타낸 반면, 완전관해

에 도달한 경우와 만성 백혈병에서는 낮은 종말체 효

소 활성을 나타내어 백혈병의 진행정도와 종말체 효소 

활성 사이에 밀접한 관련이 있음을 시사하였다.
32)
 그

러므로 종말체 효소 활성 억제는 악성종양 치료에 있

어 아주 중요한 작용을 할 것으로 생각한다. 

  본 연구에서 종말체 효소 활성을 측정한 결과 악성

림프종과 백혈병 세포주 모두에서 종말체 효소 활성이 

양성을 나타냈으며 TGF-β1을 처리한 후 종말체 효소 

활성 측정 결과 Jiyoye 세포주에서는 대조군에 비해 시

간이 지남에 따라 낮아졌고 72시간에는 완전히 억제되

었다. 즉, TGF-β1이 B세포 림프종인 Jiyoye 세포주의 

종말체 효소 활성을 억제하지만 T세포 계열인 H9와 

CCRF-CEM 세포주에서는 종말체 효소 활성은 억제하

지 못하였다. 

  종말체 효소 활성은 여러 가지 암 유전자와 종양억

제 유전자와 연관되어 있다. 그 중 c-myc 유전자 과발

현은 종말체 효소를 활성화시키므로
8)
 c-myc 유전자가 

종말체 효소 활성에 있어 중요한 작용을 한다는 것을 

알 수 있다. Cerezo 등은 상피세포에서 hTERT를 과발

현시켰을 때 종말체 효소가 활성화 되었지만 세포증식

은 일어나지 않았고 c-myc 유전자를 과발현시킨 결과 

hTERT 발현과 세포증식이 모두 일어났다고 하였다.
33)
 

본 연구에서도 TGF-β1은 Jiyoye 세포주의 c-myc 

RNA 발현을 억제하고 종말체 효소 활성도 억제하였

으며 세포성장도 억제한 반면 H9 세포주와 CCRF-CEM 

세포주에서는 c-myc RNA 발현과 종말체 효소 활성을 

억제하지 못했으며 또한 세포 성장도 억제하지 못하였

다. 이러한 결과는 Fujimoto 등의 결과와 유사한데 백

혈병 세포주인 HL-60 세포주에 TGF-β1을 투여하여 

c-myc RNA의 발현과 종말체 효소 활성을 관찰한 결과 

c-myc RNA의 발현과 종말체 효소 활성을 억제하지 못

하나 U937 세포주(조직구성 림프종)에 TGF-β1을 투

여하였을 때 세포성장이 억제되었고 c-myc RNA의 발

현과 종말체 효소 활성도 억제되었다고 하였다.
34) 

  따라서 c-myc 유전자가 종말체 효소 활성과 세포증

식에 있어 중요한 조절인자라는 것을 알 수 있으며 앞

으로 더 많은 연구를 통해 그 기전이 더 명확히 밝혀져

야 할 것으로 생각한다.
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요      약

  배경: TGF-β1은 대부분의 상피세포를 포함한 여러 

종류 세포의 성장을 억제하는 것으로 알려져 있으나 

악성림프종과 백혈병에서 세포 성장에 대한 작용기전

은 잘 알려져 있지 않다. c-myc 유전자의 과발현은 세

포증식과 세포자멸사를 조절하며 종말체 효소는 암의 

발생에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다. 이에 본 연

구에서는 악성림프종과 백혈병 세포주에서 TGF-β1이 

세포성장과 종말체 효소 활성에 미치는 영향과 c-myc 

유전자와의 상관관계를 통해 TGF-β1의 작용 기전을 

알아보고자 하였다. 

  방법: Burkitt 림프종 세포주(Jiyoye), T세포 림프종 

세포주(H9)와 급성 T림프구성 백혈병 세포주(CCRF- 

CEM)를 사용하였으며 TGF-β1이 세포성장에 미치는 

영향을 평가하기 위하여 MTT법을 이용하였다. TGF-

β1을 투여한 후 c-myc 유전자 변화를 관찰하기 위하

여 RT-PCR법으로 c-myc RNA의 발현을 측정하였고 

종말체 효소 활성은 TRAP (telomeric repeat amplifica-

tion protocol)을 이용하여 분석하였다. 

  결과: 세포성장에 대한 영향을 알아본 결과 TGF-β1 

(5ng/mL)을 투여한 후 Jiyoye 세포주는 대조군에 비해 

시간이 지남에 따라 세포성장이 억제되었다(P＜0.005). 

c-myc mRNA 발현과 종말체 효소 활성은 TGF-β1으로 

처리한 Jiyoye 세포주에서 시간이 지남에 따라 유의하

게 억제되었다. 그러나 H9와 CCRF-CEM 세포주에서

는 TGF-β1으로 처리한 후 세포성장 억제, c-myc 

mRNA 감소, 종말체 효소 활성 억제가 관찰되지 않았

다. 즉 TGF-β1에 의한 세포성장은 c-myc mRNA 발현, 

종말체 효소 활성은 서로 밀접한 상관관계를 보였다. 

  결론: TGF-β1은 Burkitt 림프종 세포주인 Jiyoye의 

세포성장을 억제하는데 이는 TGF-β1이 c-myc mRNA

의 발현 억제를 통하여 종말체 효소의 활성을 억제하

여 일어나는 것으로 생각한다. 
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