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상피성 난소암 세포에서 MEK 억제제 
AZD6244의 세포증식 저해 효과

부산대학교 의학전문대학원 산부인과학교실

유신애 ․김승철 ․조무성 ․서동수 ․김기형 ․윤만수

Anti-proliferative effect in epithelial ovarian cancer cells 

by MEK Inhibitor AZD6244

Shin Ae Yu, M.D., Seung Chul Kim, M.D., Moo Sung Jo, M.D., 

Dong Soo Suh, M.D., Ki Hyung Kim, M.D., Man Soo Yoon, M.D.

Department of Obstetrics and Gynecology, 
Pusan National University School of Medicine, Busan, Korea

Objective: The objectives of this study were to determine the efficacy of AZD6244, a potent, selective MEK inhibitor, in epithelial ovarian 
cancer (EOC) cells and to determine the enhanced cell death by combined treatment of paclitaxel and AZD6244.

Methods: EOC cells were treated with tenfold dilutions of AZD6244 (0.1 to 10 μM) for 24, 48 and 72 hours. Cell viability was determined 
by the CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. The apoptotic cascade was assessed by Caspase-Glo assays. ERK 
activation was evaluated by Western blot analyses. Cytokine profiling was performed from culture supernatants using the Luminex 200 
system. 

Results: In vitro cell viability showed that ovarian cancer cells with high p-ERK activities (A2780, R454, 01-28) exhibited significant growth 
inhibition. Cells with low p-ERK activities (R182, CP70), however, were resistant to AZD6244. Caspase-3 was not activated during 
AZD6244-induced growth inhibition. AZD6244 significantly inhibited p-ERK1/2 in both cell types regardless of constitutive levels of 
p-ERK. Proinflammatory cytokines including IL-6, IL-8, MCP-1 and GM-CSF were significantly decreased. Paclitaxel activated the p-ERK 
levels in paclitaxel-resistant R182 cells with low basal p-ERK level. MEK inhibition by AZD6244 enhanced paclitaxel-induced apoptosis 
significantly in R182 cells. 

Conclusion: These results demonstrate that AZD6244 has a potent growth inhibitory effect in ovarian cancer cells with high p-ERK activities. 
In addition, targeted inhibition of the extracellular signal-regulated kinase pathway with AZD6244 can enhance the anti-tumor efficacy of 
the cytotoxic paclitaxel.
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상피성 난소암은 우리나라에서 자궁경부암에 이어 두 

번째로 흔하나 치명도는 가장 높은 대표적인 부인암이다. 

효과적인 선별검사법이나 특이 증상이 없어 60% 이상은 

진행된 병기에서 발견이 되며, 현재의 표준치료법은 종양

감축술을 시행하고 파클리탁셀과 플래티늄 (platinum)의 

병합요법을 시행하는 것이다.1 이러한 치료법으로 80~ 

90%는 초기에 양호한 반응을 보이나 최종적으로 10~15%

만이 완전관해에 이르며, 진행된 병기에서 5년 생존율은 
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30% 정도로 불량하다.2 재발암에서는 신속히 항암제내성

을 보여 65~75%가 이러한 약제에 반응을 보이지 않는다. 

난소암은 최근 20여 년 동안 수술기법과 항암제의 진보로 

무진행 생존율 (progression free survival)과 전반적인 

생존율의 향상이 있어 왔으나 여전히 높은 사망률을 보이

고 있어 새로운 약제개발이 필요하다. 향후 난소암 치료의 

성공은 항암제 내성의 분자기전을 규명하고 또 여러 세포

내 신호전달 과정을 표적으로 하는 약제의 개발에 달려있

으며, 특히 항암제 의존도가 높은 난소암에서 분자표적치

료는 더욱 관심이 되고 있다. 

Mitogen-activated protein kinase (MAPK)는 세포증

식, 세포주기 조절, 세포생존, 혈관신생, 세포의 이동 등에 

관여하는 세포내 신호전달경로이다. 포유류의 MAPK 경로 

중 extracellular signal-regulated kinase  (ERK) 경로가 

가장 중요하며 많이 알려져 있다. 이 RAS-RAF-MEK- 

ERK 경로는 여러 세포유형에서 다양한 세포외적 자극에 

의해 활성화되어 세포막 수용체에서 핵까지를 연결해주는 

경로로 세포의 증식과 생존에 관여하는 대표적인 경로이

다. 사람의 암종에서 ERK 경로의 활성화에 관여하는 요인

으로 RAF 혹은 RAS의 돌연변이가 잘 알려져 있다.3 RAS

의 돌연변이는 사람의 암종에서 30%까지 보고되었으며, 

특히 췌장암에서는 90%, 대장암에서 50% 정도로 높게 보

고되었다.4 BRAF 돌연변이는 악성 흑색종의 60~80%, 유

두상 갑상선암의 35~70%, 저등급 장액성 난소암의 36~ 

60%에서 보고되었다.5,6 

RAS-RAF-MEK-ERK 신호경로의 이상이 사람의 암종

에서 흔하게 보고되어 항암치료의 표적으로 관심이 되고 

있다. 이러한 배경에는 ERK 경로의 활성화가 암화과정에 

관여하며 또한 종양의 진행, 항암제내성, 임상 예후 등과

도 밀접한 관련이 있다고 한다.7-9 ERK 경로를 효과적으로 

차단하면 세포의 증식, 종양세포의 전이, 혈관신생을 억제

한다고 하며,10 이 경로를 차단할 수 있는 약제로 RAF 억

제제, 또는 MEK1/2 억제제가 개발되었다. RAF 억제제는 

아직 초기 단계이며 BAY 43-90069 (sorafenib), RAF 

265, PLX4032, XL281 등이 임상시험 중에 있다. MEK1/2 

억제제로는 1세대 약물로 PD098059, U0126가 있으며 임

상시험에 까지 이르지 못했으나 실험실 연구에 유용하게 

이용되고 있다. CI-1040 (PD 184352)이 처음으로 임상시

험에 이용되었고, 만족할만한 임상적 효용성이 도출되지 

않아 현재에는 임상시험이 진행되고 있지 않다. 2세대 

MEK 억제제로 PD0325901와 AZD6244가 개발되었고, 이 

두 약제는 약효가 강력하고 경구용 제제이며 전임상 연구

에서 우수한 항종양효과를 보여 표적치료 후보약물로 주목

받고 있다. 특히 AZD6244는 BRAF나 RAS의 돌연변이를 

가진 대장암, 췌장암, 유방암, 폐암, 흑색종 등의 동물실험

에서 우수한 항암효과가 보고되어 현재 2상 연구가 진행 

중이다.5  

본 연구에서 저자들은 상피성 난소암 세포에서 p-ERK

의 기초 활성도에 따라 MEK 억제제인 AZD6244가 MEK 

활성을 효과적으로 억제하는 지, 세포의 증식과 염증성 싸

이토카인의 생성에 어떤 영향을 미치는 지, 또한 파클리탁

셀과 AZD6244의 병합효과는 어떠한 지를 알아보고자 하

였다. 

연구 대상 및 방법

1. 세포주와 약제

기존의 확립되어진 인간 상피성 난소암 세포주 (A2780, 

CP70)와 난소암 환자의 복수에서 분리한 일차세포 (R182, 

R454, 01-28)를 실험에 이용하였다. 모든 세포는 10% 

fetal bovine serum이 첨가된 RPMI-1640 배지에서 증식

시켰고, 37℃에서 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 

AZD6244 (AstraZeneca)는 10 mM 원액을 희석하여 0.1, 

1, 10 uM 농도로 치료하였고, 파클리탁셀 (Sigma 

Chemical Co.)은 2.342 mM을 희석하여 0.2, 2, 20 uM 

농도로 치료하였다.  

2. Cell Viability Assay

5×103개의 세포를 각 well당 100 μL으로 96-well 

plate에 심었다. 세포가 70% 정도로 차게 되면 Opti- 

MEM medium (Gibco)으로 교체하여 4시간 동안 두었다

가 약물치료를 시행하였다. AZD6244는 0.1, 1, 10 μM 농

도로, 파클리탁셀은 0.2, 2, 20 uM의 농도로 치료하였고, 

각각 24, 48, 72시간 치료한 후에 CellTiter 96 AQueous 

One Solution Cell Proliferation Assay  (Promega)를 통

해 cell viability를 측정하였다. 각 샘플의 흡광도는 au-
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Fig. 1. AZD6244 effectively inhibited MAPK/ERK pathway signaling in epithelial ovarian cancer cells. (A) EOC cells were treated 
with increasing concentrations of AZD6244 (0.1 to 10 μM) for 24 hours. MEK activity was determined by western blot for 
p-ERK1/2. Total ERK and β-actin were used for quantity control of proteins. (B) EOC cells were treated with with AZD6244 (10 μM)
for different time points (0, 0.5, 1, 3, 24 hrs).

tomatic microplate reader  (Model 550; Bio-Rad, 

Hercules, CA)를 이용하여 490 nm에서 측정하였다. 측정

값은 치료를 하지 않은 대조군과 비교하였고, percent vi-

ability로 나타내었다. 

 

3. Caspase 활성도 측정 

Caspase-3/7 활성도는 Caspase-Glo 3/7 assay를 이

용하였고, 10 μg의 단백질을 넣어 물과 함께 50 μL의 부피

로 만든 다음 50 μL의 Caspase-Glo 반응액 (Promega)을 

혼합하였다. 실온에서 1시간 반응시킨 후에 발광도를 TD 

20/20 Luminometer를 이용해 측정하였다. 활성도는 치

료하지 않은 대조군을 기준으로 하여 몇 배 정도 증가하는 

지를 상대적으로 표시하였다. 

4. 싸이토카인 측정

세포배양 후 상층의 배양액을 채취하여 싸이토카인을 

측정하였다. 50 μL씩의 샘플을 96-well plate에 각각 넣

은 후 25 μL씩의 microparticle mixture를 첨가하였다. 

검사용 plate를 orbital shaker  (500 rpm) 위에서 실온에

서 2시간 방치하였다. 다시 plate를 Beadlyte cell sig-

naling assay buffer로 3차례 세척하였고, microparti-

cles를 75 μL의 assay buffer안에서 다시 현탁을 시켰다. 

이후 각 well에 25 μL의 biotinylated detection antibody

를 첨가하였다. 실온에서 90분간 방치한 후 plate를 다시 

assay buffer로 3차례 세척한 후 microparticle을 75 μL의 

assay buffer안에서 다시 현탁을 시켰다. 1:20 Streptavadin- 

PE:assay buffer mixture를 준비하였다가 25 μL씩을 각 

well에 첨가하였다. 실온에서 30분 방치 후 plate를 assay 

buffer로 3차례 세척한 후 125 μL assay buffer로 다시 현

탁을 시켰다. 최종적으로 검사용 plate는 Luminex 200 

multiplex analyzer로 그 값을 측정하였다. 

5. Western Blot 

각각의 단백질 20 μg씩을 sample buffer (2.5% SDS, 

10% glycerol, 5% β-mercaptoethanol, 0.15 M Tris- 

HCl [pH 6.8], 0.01% bromophenol blue)로 변성시킨 후 

12% SDS-polyacrylamide gel에서 전기영동하였다. 단백

질을 100 V에서 105분 동안에 PVDF 막으로 이동시킨 후, 

1시간 동안 5% milk를 포함한 PBS와 0.5% Tween-20 

(PBS-T)으로 차단한 후 4℃에서 하룻밤 동안 1차 항체를 

부착하였다: rabbit anti-cyclin D1  (Santa Cruz, 

1:1,000), mouse anti-phosphorylated ERK1/2 (Santa 

Cruz, 1:1,000), rabbit anti-total ERK1/2 (Upstate 
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Fig. 2. (A) AZD6244 inhibited the proliferation of EOC 
cells. Cells were exposed to increasing concentrations 
of AZD6244 (0.1 to 10 μM) for 24, 48 and 72 hours and 
the viability (in percentage, normalized to untreated 
cells) was measured. (B) Absorbance at 490 nm after 
AZD6244 for 24, 48 and 72 hours. Data were compiled 
from at least three independent experiments, each done 
in triplicate.
*P<0.05.

Biotechnology, 1:500). 다음 날 PBS-T로 3차례 세척한 

후 2차 항체를 부착하여 1시간 동안 실온에서 반응시켰다: 

1:10,000 horse anti-mouse antibody, goat anti-rab-

bit antibody. 마지막으로 단백질을 enhanced chem-

iluminescence  (Pierce Biotechnology)를 이용하여 영상

화하였다.  

6. FACS cell cycle analysis

난소암 세포 (1×106 cells/well)를 10% FBS를 포함한 

6-well plates에서 배양한다. 10 μM AZD6244로 48시간 

동안 치료한 후 세포를 수확하여 ice-cold PBS로 씻은 후

에 70% ethanol/PBS에 4˚C에서 고정한다. 고정된 세포는 

20 μg/ml RNase A를 포함한 0.5 mL PBS와 함께 37˚C에

서 30분간 배양한다. 그런 다음 실온 암실에서 50 μg/ml 

PI를 넣어 30분간 염색한다. 마지막으로 세포를 FACS-

Calibur™ flow cytometer로 분석한다 (Becton Dickin-

son, San Jose, CA). 최소 샘플당 1×104 cells을 평가하

여 각 세포주기별로 세포분포의 분율을 CellQuest & 

ModFit software를 이용하여 계산한다. 

7. 통계분석

결과는 mean±SD로 표시하였고, 통계분석은 one-way 

ANOVA를 이용하였으며, P< 0.05일 때를 통계학적 의의

가 있는 것으로 판정하였다. 

결   과 

1. AZD6244의 MEK 활성 억제 효과

2종류의 난소암 세포주 (A2780, CP70)와 난소암 복수

에서 분리배양한 3종류의 일차세포 (R182, R454, 01-28)

에서 p-ERK의 기초 발현도를 조사하였다. p-ERK 활성

도가 높은 세포는 A2780, R454, 01-28이었고, 활성도가 

낮은 세포는 R182, CP70이었다 (Fig. 1A). 먼저 AZD 
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Fig. 3. Relative caspase-3/7 activity in A2780 and R182 cells. 
Cells were exposed to AZD6244 for 24 hours. Caspase activity 
was measured as described in Materials and Methods. Y axis: 
caspase activity fold increase from control. The data were 
compiled from at least three independent experiments. 

Fig. 4. Cell cycle analysis in EOC cells. Cells were treated with 
AZD6244 (10 μM) for 48 hours. The cells stained with 
propidium iodide (PI) solution were subjected to flow 
cytometric analysis to determine the cell distribution at each 
phase of the cell cycle. The EOC cells treated with AZD6244 
were found to undergo G0/G1-phase cell cycle arrest. 

AZD6244

0         0.1         1          10      (uM)

β-actin

p37p37A2780
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01-28
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Fig. 5. AZD6244 induced down-regulation of cyclin D1 in 
EOC cells. Cells were lysed for Western blot analyses after 
AZD6244 (0.1 to 10 μM) for 48 hours. 

6244가 난소암 세포에서 ERK 경로 차단효과를 조사하기 

위해 AZD6244를 0.1, 1, 10 μM의 농도로 24시간 동안 치

료하였고, 또한 시간에 따른 반응을 보고자 AZD6244 10 

μM의 농도로 0, 0.5, 1, 3, 24시간 후에 p-ERK의 활성을 

조사하였다. AZD6244는 total ERK1과 ERK2는 변화가 

없이 p-ERK 활성을 치료농도에 비례하여 억제하였고 특

히 10 μM에서 가장 뚜렷한 억제효과를 보였다. 이러한 반

응은 기초 p-ERK 활성도가 높은 세포 (A2780, R454, 

01-28)나 낮은 세포 (R182, CP70) 모두에서 나타났다 

(Fig. 1A). 또한 AZD6244 치료 후 30분 후부터 신속하고 

강한 억제 반응을 나타내어 24시간까지 지속되는 것을 관

찰하였다 (Fig. 1B). 

2. AZD6244의 세포성장 억제 효과

AZD6244가 MEK 활성을 효과적으로 억제함을 확인한 

후 AZD6244가 난소암 세포의 증식에 미치는 영향을 알아

보기 위해 각 세포를 AZD6244 0.1, 1, 10 μM 농도로 치료

한 후 각각 24, 48, 72시간 후에 cell viability를 조사하였

다. AZD6244는 p-ERK의 고발현 세포에서 (A2780, 

R454, 01-28) 치료농도에 비례하여, 치료기간에 비례하

여 효과적으로 증식억제효과를 보였으며, 특히 10 μM 

AZD6244에서 가장 뚜렷한 효과를 보였다. 하지만 p- 

ERK의 저발현 세포 (R182, CP70)에서는 큰 차이를 보이

지 않았다. 이러한 결과로 AZD6244는 p-ERK의 고발현 

세포에서 선택적으로 성장억제 효과를 보인다는 것을 알 

수 있었다 (Fig. 2).

이러한 세포증식 억제효과가 세포고사 경로의 활성화와 

관련이 있는 지를 알아보기 위해 caspase-3/7 활성도를 

측정하였다. AZD6244에 민감하게 세포증식의 억제반응을 

보인 A2780 세포에서도 caspase-3/7 활성도는 유의한 증

가가 관찰되지 않아 AZD6244는 세포고사 효과는 미약하

고 세포증식 억제효과가 (cytostatic) 주된 작용임을 알 수 

있었다 (Fig. 3).  

3. 세포주기에 미치는 AZD6244의 영향

AZD6244 치료 후 난소암 세포에서 세포주기의 진행과 
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Fig. 6. Expression of cytokines in MyD88-positive, low basal p-ERK R182 cells. Cells were treated with AZD6244 or paclitaxel for 48hrs, and 
the levels of cytokines /chemokines secreted were determined in the supernatants from EOC cells. Significant levels of pro-inflammatory 
cytokines were expressed in response to paclitaxel treatment. AZD6244 decreased pro-inflammatory cytokines in EOC cells. X-axis: AZD 
6244(Taxol) dose.

정지에 미치는 영향을 조사하였다. AZD6244에 감수성을 

보인 A2780 세포를 10 μM 농도로 48시간 치료한 후에 

flow cytometry를 이용해 각 세포주기별 세포분포의 분율

을 분석하였다. G0/G1 fraction의 증가와 S 기의 감소를 

보여 AZD6244는 상피성 난소암 세포에서 G0/G1 기의 세

포주기 정지를 유도함을 알 수 있었다 (Fig. 4). 

4. Cyclin D1 발현에 미치는 AZD6244의 영향

다음으로 난소암 세포에서 AZD6244를 0.1, 1, 10 μM의 

농도로 48시간 치료한 후 MEK-ERK 신호경로에 의해 조

절되는 세포주기 조절분자인 cyclin D1의 발현을 분석하였

다. A2780, R454, 01-28 세포에서 치료농도에 비례하여 

cyclin D1의 발현이 효과적으로 감소하였고 (Fig. 5), 특히 

AZD6244 10 μM에서 가장 뚜렷한 감소를 보였다. p-ERK 

저발현 세포임 R182, CP70에서도 cyclin D1의 발현감소를 

보였다. 이러한 결과는 AZD6244가 ERK 경로를 효과적으

로 차단하며 G1기에서 세포정지를 통해 세포증식을 억제함

을 보여준다. 

5. 염증성 싸이토카인 생성에 미치는 AZD6244의 영향

Myeloid differentiation protein 88 (MyD88) 발현을 

보이는 난소암 세포가 파클리탁셀에 저항성을 보인다고 보

고되었다. 파클리탁셀은 TLR-4에 부착하여 TLR-4/ 

MyD88 경로를 통해 NF-κB를 활성화하여 염증성 싸이토

카인을 생성하여 세포증식과 항암제 내성에 관여한다고 한

다. AZD6244를 48시간 동안 치료한 후 MyD88 양성이며 

p-ERK 저발현 세포인 R182에서 싸이토카인의 변화를 관

찰하였다. 파클리탁셀이 IL-6, IL-8를 증가시킨 반면, 
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A

B

C

D

Fig. 7. Combination treatment of paclitaxel and AZD6244. (A) Effect of paclitaxel on the activation of p-ERK1/2 in epithelial ovarian 
cancer cells (A2780, R182). Cells were exposed to the indicated concentrations of paclitaxel for 24 hours. (B) Cells were treated with 
AZD6244 (10 μM) and increasing concentrations of paclitaxel (0.2 to 20 μM) for 24 hours and activation status of p-ERK1/2. (C) 
Cells were treated with AZD6244 (10 μM) and paclitaxel (20 μM) for 24, 48, and 72 hours and cell viability was determined 
(A2780, R182). (D) Cells were treated with AZD6244 (10 μM) and paclitaxel (20 μM) for 24 hours and activity of caspase-3 was 
measured. NT: non-treated. *P<0.05.

AZD6244는 IL-6, IL-8, MCP-1, GM-CSF를 감소시켰

다 (Fig. 6). 

6. 난소암 세포에서 AZD6244 + Paclitaxel 병합요법  

p-ERK의 고발현과 저발현 세포를 대표하는 A2780, 

R182를 선택하여 파클리탁셀과 AZD6244의 병합효과를 

알아보았다. 먼저 각 세포에서 파클리탁셀이 p-ERK 활성

화에 미치는 영향을 조사하였다. 파클리탁셀에 저항성을 

가지는 R182 세포에서 p-ERK의 발현이 뚜렷하게 증가하

였고, 파클리탁셀에 감수성을 가지는 A2780 세포에서는 

p-ERK의 발현이 농도에 비례하여 감소하다가 (0.2-2 

uM) 고농도인 20 uM에서는 저농도에 비해 상대적으로 증

가하는 양상을 보였다 (Fig. 7A). AZD6244와 병합요법시 

두 세포 모두에서 파클리탁셀에 의한 ERK 경로의 활성화

는 AZD6244에 의해 효과적으로 상쇄되어 거의 발현되지 
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않았다 (Fig. 7B). AZD6244 10 μM와 파클리탁셀의 각 치

료 농도 0.2, 2, 20 μM를 병합투여하여 각각 24, 48, 72 

시간 후에 cell viability를 측정하였다. A2780 세포에서는 

치료기간에 비례하여 유의한 항종양효과의 증강을 보였다 

(Fig. 7C). R182 세포에서도 유의한 세포독성 효과의 증강

이 나타났다. 파클리탁셀 단독요법에서 24, 48, 72시간 후

에 세포생존율이 각각 21%, 38%, 47% 씩 감소하였으나 병

합요법시에 각각 39%, 64%, 85%의 뚜렷한 감소를 보였다. 

Caspase-3 활성도는 두 세포 모두에서 유의한 증가소견을 

보였다 (Fig. 7D). 

고   찰

본 연구는 상피성 난소암 세포에서 세포증식과 생존에 

관여하는 ERK 경로의 기초 활성도를 조사하고, MEK 억

제제인 AZD6244가 난소암 세포의 증식과 세포주기, 염증

성 싸이토카인의 생성에 미치는 영향을 알아보고, 또한 

AZD6244를 파클리탁셀과 병합치료를 하였을 때 세포독성 

효과의 증강이 있는 지를 알아보고자 하였다. 

저자들은 이 연구에서 MEK 억제제인 AZD6244가 기초 

p-ERK의 발현이 높은 세포에서 선택적으로 성장억제 효

과를 보임을 관찰하였고, 파클리탁셀에 저항성을 보이는 

세포에서도 파클리탁셀과 AZD6244의 병합요법이 세포독

성 효과를 뚜렷하게 증강시킴을 관찰하였다. 

RAS-RAF-MEK-ERK 경로는 가장 많이 연구되어진 

MAPK 경로로 리간드가 세포 표면의 tyrosine kinase 수

용체에 부착한 후에 개시된다. 성장인자가 세포막의 수용

체에 부착하면 MAPK 경로 활성화의 첫 단계인 RAS 단백

질을 활성화시킨다. RAS는 serine/threonine kinase인 

RAF  (ARAF, BRAF, RAF-1)를 세포막으로 이동시켜 인

산화시키고 MEK1/MEK2를 직접적으로 활성화시킨다. 활

성화된 MEK은 다시 ERK1과 ERK2를 활성화시키고 ERK1

와 ERK2는 이합체화 (dimerize)되어 핵으로 이동하여 여

러 전사인자를 활성화시켜 최종적으로 유전자 발현을 통해 

세포증식과 생존, 유사분열, 세포이동 등과 같은 다양한 

반응을 유도한다.11 

난소암에서 가장 흔한 유전적 이상은 KRAS, BRAF, 

p53의 돌연변이이다. ERK 경로의 기초 활성화에는 여러 

인자가 관여하며 MEK 의존성, 또는 비의존성 기전이 있

다. 대개는 KRAS나 BRAF의 돌연변이가 ERK의 기초 활

성화에 관여한다고 알려져 있다.9,12 저등급 장액성 난소암

에서 BRAF 돌연변이는 36~60%에서 보고되었고,6,13 한 

국내 연구에서는 KRAS와 BRAF의 돌연변이가 각각 30%, 

10%에서 보고되었다.14 MEK 억제제에 의해 p-ERK의 활

성이 감소하는 것은 MEK 의존성 기전을 시사하며 본 연구

에서도 MEK 억제제인 AZD6244에 의해 p-ERK의 활성이 

감소되어짐을 보여 MEK 의존성 기전을 보여준다. 

AZD6244는 경구용 제제로 benzimidazole 유도체이며 

MEK1과 MEK2를 아주 강력하게 억제한다고 보고된 2세

대 MEK 억제제이다.5 대장암, 췌장암, 유방암, 폐암, 흑색

종 암세포를 이용한 동물실험에서 우수한 항암효과가 보고

되었으며, 결과가 우수하여 여러 고형암에서 현재 2상 임

상시험이 진행 중이다. 본 연구에서 AZD6244는 기초 

p-ERK 활성도가 높은 세포나 낮은 세포 모두에서 

p-ERK를 치료농도에 비례하여 억제하였고, 치료 후 30분 

후부터 아주 신속하고 강한 억제 반응을 나타내었다. 하지

만 세포증식의 억제는 p-ERK의 고발현세포에서 AZD 

6244에 예민하게 반응하여 선택적인 억제 효과를 나타냄

을 알 수 있었다.   

MAPK 경로의 신호전달은 첫 단계로 RAS가 활성화된 

후 차례로 RAF를 이동시키고 MEK1/MEK2를 활성화시킨 

다음 ERK1/ERK2를 활성화시키고 ERK1/ERK2는 핵으로 

이동하여 cyclin D1의 활성화와 p27의 억제를 통해 세포증

식을 유도한다. Solit 등15은 MEK 억제제인 CI-1040을 치

료하였을 때 MEK 활성 억제 후에 G1 기에서 세포주기의 

정지가 일어났으며 cyclin D1의 발현감소와 잘 비례한다고 

하였다. 본 연구에서도 AZD6244는 G0/G1 fraction의 증

가와 S 기의 감소를 보여 G0/G1 기에서 세포주기의 정지를 

유도함을 알 수 있었고, ERK 경로의 세포주기 조절분자인 

cyclin D1의 발현이 치료농도에 비례하여 감소함을 알 수 

있었다.      

ERK는 몇 가지 기전을 통해 세포고사를 방해할 수 있

다. Caspase의 활성을 방해하고 항세포고사 단백의 발현

을 유도하고 전사인자인 NF-κB를 활성화시킬 수 있

다.16,17 MyD88의 고발현을 보이는 난소암 세포에서 

TLR-4의 리간드인 파클리탁셀이 TLR-4/MyD88 경로를 

통해 NF-κB를 활성화하고 IL-6, IL-8 등의 염증성 싸이

토카인을 생성하여 세포증식과 항암제 내성을 유도한다고 
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하였다.18 본 연구에서 MyD88 양성이며 p-ERK 저발현을 

보인 R182 세포에 AZD6244를 치료하였을 때 IL-6, 

IL-8, MCP-1, GM-CSF의 감소가 나타났다. 이러한 파클

리탁셀에 상반된 효과는 결국 NF-κB의 억제에 따른 변화

로 생각된다. 

ERK 경로를 차단하는 약제는 ‘cytostatic’ agent로 분

류되는데, 이는 암세포의 성장을 억제하지만 그 자체로 세

포고사를 유도하는 효과는 미미하다. 항암요법에서 병합요

법은 표준접근법이며 MEK 억제제를 병합하면 ara-C, 

cisplatin, paclitaxel/taxotere, vinblastine/ vincristine 

등의 세포독성 약제의 효과를 증강시킬 수 있다.19 MEK 억

제제가 기존 항암제의 효과를 증강시키는 기전은 명확하지

는 않다. 세포독성 항암제는 ERK 경로를 활성화시켜 세포

생존을 유도하고 항암효과를 감소시키므로 병합투여된 

MEK 억제제가 이 경로를 차단함으로 효과를 증강시키는 

것으로 이해된다.10 파클리탁셀은 아주 효과적으로 세포독

성을 유도하는 항암제이지만 또한 세포생존 경로인 ERK 

경로를 활성화시켜 세포의 증식과 생존을 조장하여 세포독

성 효과를 약화시키는 효과도 가진다. 또한 ERK가 cas-

pase, Bim-EL, IEX1, Bad 등의 여러 세포고사 유도 단백

질의 활성을 억제하는데 MEK 억제제는 ERK를 효과적으

로 차단함으로 이러한 세포고사 유도 단백질의 활성화로 

세포독성 효과를 증강시킬 수 있다.20 폐암과 난소암 세포

에서 U0126, PD098059를 파클리탁셀에 병합하였을 때 세

포고사 효과를 4배 이상 증강시켰다.21 본 연구에서 난소암 

세포에서는 AZD6244를 파클리탁셀과 병합하였을 때 파클

리탁셀에 의한 ERK 경로의 활성화를 효과적으로 상쇄하

였고, caspase의 활성도를 유의하게 증가시켰다. 특히 파

클리탁셀에 저항성을 보이며 MyD88 고발현을 보이고 

p-ERK의 기초 활성도는 낮은 R182 세포에서 파클리탁셀

에 의해서는 ERK 경로의 활성화가 뚜렷하게 나타나지만 

AZD6244를 병합하였을 때 ERK의 감소와 함께 유의한 세

포독성 효과의 증강이 나타났다.  

AZD6244는 암세포가 여러 항암제에 감수성을 가지도

록 한다. 그 예로 AZD6244는 대장암 세포를 이용한 동물

실험에서 docetaxel과 irinotecan의 세포독성 효과를 증

강시켜 시너지 (synergy) 효과를 나타내었다.20 MEK 억제

제와 함께 사용하여 시너지 효과나 부가 효과를 보이는 약

제들로는 EGFR inhibitor, tamoxifen, PI3K inhibitor, 

histone deacetylase inhibitor 등이 보고되었다.4 

ERK 경로를 차단하는 표적약제 개발에서 중요한 것은 

약제에 예민하게 반응할 환자의 선별을 위해 유전적 혹은 

생화학적 표지자를 발견하는 것이다. BRAF 돌연변이를 가

진 흑색종과 갑상선암 세포가 PD0325901에 민감하게 반

응하였으며,15,22 AZD6244의 경우도 NRAS, BRAF 돌연변

이가 있는 종양에서 민감하게 반응하여 BRAF 돌연변이가 

유용한 표지자가 될 수 있다. 사람의 여러 암세포에서 

BRAF나 RAS 돌연변이를 가진 세포가 AZD6244에 보다 

예민하게 반응하는 뚜렷한 경향을 보였으나 일부 KRAS 

돌연변이를 가진 세포는 저항성을 보여 이러한 경향은 절

대적인 것은 아님을 보여준다.20 Davies 등20은 동물실험의 

종양조직에서 면역조직화학염색과 western blot 분석으로 

p-ERK가 AZD6244 치료 시에 치료반응을 예측할 수 있

는 유용한 표지자라고 하였고, Kohno 등10은 수술시 채취

된 조직에서 p-ERK의 면역염색을 제안하였다. 반면 

p-ERK가 MEK 활성 억제의 좋은 표지자이긴 하지만 

p-ERK의 기초 활성도나 p-ERK의 억제 정도가 약제의 

임상적 효용성과 꼭 비례하는 것은 아니어서 한 가지 표지

자로만 환자선택에 유용한 지표로 삼기에는 충분치 않아 

많은 추가연구가 필요하리라 생각된다.4,5  

이상의 연구에서 MEK 억제제인 AZD6244이 파클리탁

셀의 세포독성 효과를 증강시키는 효과를 가짐으로 난소암

의 항암요법 시 병합요법을 시행하게 되면 재발률을 낮추

고 생존율을 향상시킬 수 있을 것으로 기대된다. AZD6244

에 민감하게 반응하여 세포증식을 억제할 수 있는 것은 

p-ERK의 기초 활성도가 높은 난소암 세포들이며, 또한 

파클리탁셀에 의해 ERK 경로가 활성화되는 MyD88 양성, 

p-ERK의 저발현 세포에서는 AZD6244를 병합함으로 유

의한 세포독성 효과의 증강을 기대할 수 있음을 알 수 있

었다. 현재의 항암요법은 대부분 조직학적 유형에 따라 결

정하고 있지만 ERK 경로가 활성화된 난소암 환자에서 

MEK 억제제의 병합요법으로 생존율을 향상시킬 것으로 

기대되며 ERK는 유용한 치료표적이 될 것으로 사료된다. 

향후 BRAF 돌연변이나 p-ERK 외에도 MyD88과 같은 분

자 표지자들이 p-ERK 발현과 함께 환자 선택에 유용한 

표지자가 될 수 있는 지 추가연구가 필요하다. 또한 많은 

임상시험이 MEK 억제제의 단독효과에 대한 보고여서 

MEK 억제제가 실제 임상에서의 유용성을 가지기 위해서
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는 기존의 세포독성 항암제와 병합요법에서 유용성을 가져

야 하므로 이에 대한 기초연구와 임상시험이 필요하리라 

생각된다.
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= 국문초록 =

목적: 상피성 난소암 세포에서 세포증식과 생존에 관여하는 ERK 경로의 기초 활성도를 조사하고, MEK 억제제인 AZD6244가 

난소암 세포의 증식과 세포주기, 염증성 싸이토카인의 생성에 미치는 영향과 AZD6244를 파클리탁셀과 병합치료를 하였을 

때 세포독성 효과의 증강이 있는 지를 알아보고자 하였다. 
연구 방법: 난소암 환자의 복수에서 분리한 일차세포와 확립되어진 난소암 세포주를 각각 AZD6244 (0.1-10 μM)를 24, 48, 72시

간동안 치료하였다. Cell viability는 CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay를 통해서, caspase 활성도는 

Caspase-Glo assay를 이용하였다. 싸이토카인의 분석은 세포배양 후 배양액의 상층액을 채취하여 Luminex 200 system을 이용

하여 측정하였고, flow cytometry를 이용해 세포주기를 분석하였으며, p-ERK와 cyclin D1은 western blot 분석을 하였다. 
결과: AZD6244는 기초 p-ERK 활성도가 높은 세포나 낮은 세포 모두에서 p-ERK를 억제하였다. AZD6244는 p-ERK의 고발현 

세포 (A2780, 01-28, R454)에서 치료농도와 치료기간에 비례하여 효과적으로 증식억제를 보였다. 하지만 p-ERK의 저발현 

세포 (CP70, R182)에서는 큰 차이를 보이지 않았다. AZD6244에 민감하게 세포증식의 억제반응을 보인 A2780 세포에서도 

caspase-3/7 활성도는 유의한 증가가 관찰되지 않았다. AZD6244는 IL-6, IL-8, MCP-1, GM-CSF를 감소시켰다. 파클리탁셀과 

AZD6244의 병합요법은 파클리탁셀에 의한 ERK 경로의 활성화를 AZD6244에 의해 효과적으로 상쇄시키며, 세포독성 효과

의 유의한 증강이 나타났다. 
결론: AZD6244는 p-ERK의 고발현 세포에서 효과적으로 세포증식 억제효과를 보이며, 파클리탁셀과 AZD6244의 병합요법은 

난소암 세포에서 유의한 세포고사를 유도하며 AZD6244에 의한 ERK 경로의 억제가 파클리탁셀의 세포독성 효과를 증강시

키는 데에 관여함을 보여준다.

중심단어: 난소암, MEK 억제제, AZD6244, 파클리탁셀 


