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서     론

MITF는 microphthalmia-associated transcription factor
의 약자로 여러 조직에서 발현되며 basic helix-loop-helix 
leucine zipper (b-HLH-Zip) 전사인자이다 [1-3]. MITF는 

분화된 멜라닌세포에서 멜라닌 생성에 필수적인 효소를 

조절함으로써 멜라닌세포자극호르몬 (α-MSH)의 분화 효

과를 매개한다 [4-6].
MITF 유전자는 최소 9개의 뚜렷한 엑손 단위 (exon unit)

로 구성되어 있으며, 각각의 MITF 아형의 첫 번째 엑손만 

다르며 그 이후의 2~9번째 엑손들은 같은 구조를 가지고 

있다. 이 첫 번째 엑손의 promotor에 따라 기능에 차이를 

나타낸다 [7].
MITF 아형은 사람에게 발견되었고 아형에는 MITF- 

A, MITF-B, MITF-C, MITF-D, MITF-E, MITF-H, MITF- 
M, 그리고 MITF-J가 있으며, 처음에 밝혀진 MITF 아형 

중 MITF-M이 멜라닌세포에 특정하게 발현한다고 알려져 

있으며 419개의 아미노산으로 이루어져 있다 [8]. MITF-M 
mRNA는 멜라닌세포와 흑색종에만 전적으로 발현되며 멜

라닌세포의 분화를 위한 핵심 조절유전자이다 [9].
MITF-A는 골격근에서 상대적으로 높게 발현이 된다고 

알려져 있으며 근육발생 단계에서 MITF가 관련 있다는 

연구 결과가 발표되었으며, MITF-A는 근육대롱 (myotube) 
형성에 필수적이다 [10]. 또한 MITF-A 활성화는 멜라닌세

포의 분화과정에서 다양한 시점에서 필요하지만 제브라피

시에서 멜라닌줄기세포의 형성에는 필수적이진 않다고 알
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간추림 : Microphthalmia-associated transcriptian factor (MITF)는 basic-loop-helix leucine zipper family 중의 하나

인 중요한 조절인자로서 멜라닌세포에서 멜라닌 형성에 관여한다. MITF는 MITF-M, MITF-A, MITF-B, MITF-C, 
MITF-H 및 MITF-J 등이 아형이 존재한다. MITF-M은 피부의 멜라닌세포에서 발현되며 멜라닌을 만들어내는 데 관

여한다. 이전의 연구에서 MITF-A, MITF-C, MITF-H 및 MITF-J가 표피에서 발현됨을 확인하였다. 본 연구에서는 

멜라닌세포에서 발현되는 MITF 아형을 확인하고 이들의 멜라닌 형성 이 외의 역할을 확인하고자 하였다. MITF-M
과 MITF-A가 일차멜라닌세포 및 SK-MEL-24 흑색종 암세포에서 발현됨을 확인하였다. SK-MEL-24 흑색종 암세포

에 과발현시킨 결과 세포의 멜라노솜의 이동통로가 되는 가지돌기의 길이가 MITF-M 과발현 시 주로 증가하였으며, 
MITF-A 과발현 시는 주로 가지돌기의 수가 유의하게 증가하였다. 가지돌기의 액틴 중합반응에 관여하는 물질 중에 

하나인 Rac1이 MITF 과발현세포에서 증가하였다. 결론적으로 멜라닌세포에서 MITF-M과 MITF-A는 Rac1 신호를 

경유하여 가지돌기 형성을 증가시킴을 확인하였다.
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려져 있다 [11,12].
멜라닌세포는 신경능선에서 유래된 멜라닌세포로부터 

파생되어 피부 표피에서 이동하여 분화되며 멜라닌세포 

가지돌기의 복잡한 네트워크를 통하여 각질세포 주변으로 

멜라노좀이 이동한다 [13,14]. 따라서 멜라닌세포의 가지돌

기의 길이와 수는 멜라닌세포의 활성 및 피부 색에 영향을 

미친다. 몇몇의 성장인자와 호르몬은 멜라닌세포 가지돌

기 형성에 관련되어 있는데 예를 들면 endothelin-1 (ET-1), 
stem cell factor (SCF), basic fibroblast growth factor (bFGF),  
그리고 amelanocyte stimulating hormone (α-MSH)이 있다 

[15,16].
Rho family of GTP-binding protein은 모든 세포의 유형

에서 세포골격 조직에 중요한 역할을 하며 그 외에도 세포 

극성을 조절하며 세포부착과 세포 주기 조절, 세포자살, 세
포 외 유출 등 다양한 기능을 가지고 있다고 알려져 있다. 
RhoA, Rac1, Cdc42를 포함한 Rho family GTPases는 가지

돌기 형성에 핵심적인 역할을 한다 [17-19]. 이 중 Rac1이 

활성화되면 액틴 중합 (actin polymerization)을 통하여 가

지돌기가 길어지고 연장되는 데 기여한다고 알려져 있다 

[20-22].
본 연구에서는 다양한 세포주에서의 MITF 아형별 발

현 양상을 확인하고 흑색종세포를 이용하여 MITF-M과 

MITF-A를 과발현시켜 그 영향을 확인하고 Rac1의 발현

을 관찰하여 멜라닌세포의 가지돌기 형성에 MITF가 관여

하는 것을 확인하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 세포 배양

사람의 무흑색소성 흑색종세포주인 SK-MEL-24, SK-
MEL-28, HM3KO 및 MNT-1 세포주들은 사람의 피부 종

양에서 파생된 세포 중 하나로 충남대학교 의과대학 피부

과학교실에서 분양받아 사용하였다. 그 외 진피유두 (der-

mal papilla)세포와 바깥뿌리집 (outer root sheath)세포, 멜
라닌세포, 각질세포, 섬유모세포, 그리고 흑색종세포주도 

충남대학교 의과대학 피부과학교실에서 분양받아 사용하

였다.
10% Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco, Rockvilli, USA)

를 포함한 Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, 
Welgene, Daejeon, Korea)으로 계대배양 및 유지되었고, 
배양기의 온도는 37°C로 유지하였다.

2. RNA 추출

SK-MEL-24 세포에 MITF-M 및 MITF-A adenovirus
를 각각 0.5%로 48시간 처리 후 세포를 1.5 mL tube에 넣

고 RNA isolation reagent (TRI-REAGENT)를 500 μL 넣고 

3~5분간 반응시킨 후 100 μL의 chloroform을 첨가하여 

충분히 섞어준 후 13,000 g, 4°C에서 15분간 원심분리하

였다. 약 300 μL의 상층액을 취하여 새로운 tube에 옮기고 

동량의 isopropanol을 넣어주었다. 상온에서 5분간 처리한 

후 13,000 g, 4°C에서 10분간 원심분리하고 tube의 바닥에 

얻어진 pellet에 75% ethanol을 500 μL씩 넣었다. 13,000 g
에 2분간 원심분리하여 75% ethanol을 제거하고 최종적으

로 RNA를 얻었다. DEPC (diethylpyrocarbonate)가 처리된 

증류수에 녹여 UV spectrophotometer로 RNA를 정량하였

다.

3. RT-PCR

RNA (3 μg)를 80°C에서 3분간 가열하여 변성시킨 후 

5X buffer, dNTP, oligo-dT, reverse transcriptase와 RNase 
inhibitor를 첨가하여 총 30 μL가 되게 한 후 42°C에서 1
시간 30분간 반응시켜 cDNA를 합성하였다.

Primer에 따라 MITF-M, MITF-A 및 MITF-H는 PCR 조
건을 94°C에서 3분, 94°C에서 30초, 58°C에서 30초, 72°C
에서 8분으로 30회 반복 수행하였고, MITF-C, MITF-J의 

PCR 조건은 94°C에서 3분, 94°C에서 30초, 56°C에서 30
초, 72°C에서 8분으로 30회 반복하여 수행하였다. 각각 

Table 1. List of primer sequences used in RT-PCR

        Gene Primer sequence

MITF-M Forward primer
Reverse primer

5′-ACCTTCTCTTTGCCAGTCCA-3′
5′-CGGATATAGTCCACGGATGC-3′

MITF-A Forward primer 5′-TGAAGAGCCCAAAACCTATTACGA-3′
MITF-C Forward primer 5′-CTTCAGTGGTTTTCCCACGAGCT-3′
MITF-H Forward primer 5′-GGAGGCGCTTAGAGTTCAGATG-3′
MITF-J Forward primer 5′-CTCTCCATGAGTCTGAGCATCTAA-3′
MITF-A, C, H, J Reverse primer 5′-GATCAATCAAGTTTCCCGAGACAG-3′
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MITF 아형의 primer는 Table 1에 자세히 기재되어 있다. 
증폭된 PCR 산물을 1% agarose gel에 전기영동시킨 후, 밴
드를 관찰하였다.

4. Western blot

세포를 단백질분해효소 억제제 [20 μg/mL leupeptin, 10 

μg/mL pepstatin A, 10 μg/mL chymostatin, 2 μg/mL apro-
tinin, and 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)]를 

포함한 immunoprecipitation assay (RIPA) buffer (150 mM 
NaCl, 50 mM Tris, pH 7.4, 1 mM EDTA, 0.1% NP-40)를 

사용하여 용해시킨 후 피펫으로 강하게 풀어준 뒤 그 추

출액을 원심분리기에 13,000 g에 15분간 분리한 뒤 총 단

백질을 Bradford protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA)를 이용하여 측정하였다.

Sample을 10, 15% SDS-polyacrylamide gels에 전기영

동을 하였다. 전기영동이 끝난 후 PVDF cell membrane에  

transfer buffer (20 mM Tris-HCl, 150 mM glycine, 20% 
methanol, pH 8.3)를 사용하여 transfer하였다. Transfer가 

끝난 후 membrane을 5% skim milk (0.05% TBST, Tween 
20)를 사용하여 1시간 동안 blocking하였다.

Blocking이 끝난 후 1차 항체를 4°C에서 overnight을 하

였다. 1차 항체 반응이 끝난 후 membrane을 TBST (0.05%  
TBST, Tween20)에 10분간 3회 씻어준 후 2차 항체를 상

온에 1시간 동안 반응시켰으며, 반응이 끝난 후 membrane
을 TBST (0.05% TBST, Tween20)에 10분간 3회 세척하였

다. 세척이 끝난 후 ECL (Enhanced Chemiluminescene)을 

사용하여 발색 반응을 유도한 후 X-ray film에 감광하여 

결과를 분석하였다.
다음과 같이 1차 항체를 본 연구에 사용하였다 : MITF 

(Milipore, Darmstadt, Germany), Flag (Sigma, St. Louis, 
USA), Rac1 (Santa Cruz, CA, USA), phospho-Rac1 (Cell 
Signaling Technology, Danvers, MA, USA).

5. Phaloidin 염색

SK-MEL-24 세포를 PBS (phosphate buffered saline, pH 
7.4)로 두 번 세척하고 3.7% formaldehyde solution에 상

온에 10분 동안 고정시켰다. 고정 후 다시 PBS로 두 번 세

척하고 0.1% Triton X-100에 3~5분 가량 방치하고 PBS
로 2회 세척 후 Alexa Fluor 488® phalloidin (Life tech-
nologies, Carlsbad, CA, USA)을 PBS에 희석하여 어두운 

곳에서 30분간 반응시키고 형광현미경 (Olympus, Tokyo, 
Japan)으로 형태를 관찰하였다.

6. 수상돌기 길이 측정

정상대조군과 실험군 (MITF 과발현군)을 각각 무작위로 

10장씩 찍은 후 Image J 프로그램을 사용하여 분화된 세포 

수 및 가지돌기의 길이를 각각 측정하여 평균을 구하였다.

7. 통계분석

정상대조군과 실험군 (MITF 과발현군) 간의 가지돌기 길

이 차이 및 단백질의 발현 차이를 t-test로 분석하였으며, 
통계적 유의성은 P값이 0.05 미만일 때를 통계적으로 유의

하다고 판정하였다.

결     과

1, 정상세포 별 MITF 아형의 발현 양상

역전사중합효소연쇄반응을 통해서 다양한 세포주에서 

MITF-M, MITF-A, MITF-C, MITF-H 및 MITF-J 아형의 

발현 양상을 확인하였다. 그 결과 진피 유두 (dermal papilla)
세포와 바깥뿌리집 (outer root sheath)세포에서는 MITF-A
와 MITF-H가 발현되는 것을 확인하였고, 멜라닌세포에서

는 MITF-A, MITF-H, MITF-M 그중 MITF-M이 강하게 

발현되는 것을 확인하였다. 각질세포에서는 MITF-A와 -H
의 발현을 확인하였고, 섬유아세포에서는 MITF-A만 발현

하는 것을 확인하였다 (Fig. 1).

2. 흑색종세포에서 MITF 아형의 발현 양상

RT-PCR을 통해서 흑색종세포주에서 각각의 MITF 아
형의 발현 양상을 확인하였다. 그 결과 SK-MEL-24, SK-
MEL-28, HM3KO 및 MNT-1 세포 등 모든 흑색종세포

에서 MITF-M과 MITF-A가 발현되는 것을 확인하였고, 
MITF-M이 현저히 많이 발현되는 것을 확인하였다 (Fig. 
1).

3. MITF 과발현에 의한 SK-MEL-24 흑색종세포의 형태 

변화

SK-MEL-24 흑색종 세포에 MITF-M과 MITF-A adeno-
virus를 사용하여 과발현시키고 5일 후 현미경으로 관찰하

였을 때 MITF-M과 MITF-A의 과발현에 의해 가지돌기의 

형태의 변화를 확인하였다 (Fig. 2).
실험군 MITF-M은 대조군에 비해 분화된 세포의 수도 

많을 뿐만 아니라 가지돌기의 길이가 2~3배 이상 길어진 
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것을 확인하였다. 이 가지돌기를 F-actin 염색을 통해서 가

지돌기의 길이와 모양을 자세히 관찰할 수 있었다. 그리고 

MITF-A도 대조군인 Lac-Z와 비교해봤을 때 분화된 세포

에서도 차이를 보였고 또한 MITF-M과는 달리 짧고 많은 

Fig. 2. The change of morphology of the MITF-overexpressed SK-MEL-24 melanoma cells. Number of the dendrites, mainly long (red 
arrows), are increased in the MITF-M-overexpressed SK-MEL-24 melanoma cells (B and E) compared to the Ad/Lac-Z control (A and D). 
Number of the dendrites, mainly short (white arrows), are increased in the MITF-A-overexpressed SK-MEL-24 melanoma cells (C and F) 
compared with the Ad/Lac-Z control (A and D). E and F, Magnified photographs of the rectangular region in the Fig. B and Fig. C, respec-
tively. Original magnification, A-C, × 100; D-F, × 400.

Ad/Lac-Z	 Ad/MITF-M	 Ad/MITF-A

Fig. 1. Gene expression of MITF isoforms in various cells. (A) MITF isoforms expression in normal cells, DP cells (dermal papilla cells of 
hair follicle), ORS cells (outer root sheath cells of hair follicle, melanocytes, keratinocytes, and fibroblast. (B) MITF isoforms expression in 
melanoma cell lines, SK-MEL-24, SK-MEL-28, HM3KO, and MNT-1 cells.
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가지돌기들이 증가되었다 (Figs. 2, 3).

4. SK-MEL-24 흑색종 세포에서 MITF 과발현에 의한 

Rac1의 발현 변화

SK-MEL-24 흑색종 세포에 각각 MITF-M과 MITF-A
의 adenovirus를 사용하여 과발현시키고 2일 후 세포를 걷

어 실험을 진행하였다. Western blot을 이용하여 Rac1 단
백질의 발현 변화를 확인한 결과 total Rac1과 활성형인 

phosph- Rac1이 MITF-M과 MITF-A를 과발현시킨 세포

들에서 발현양이 증가하였다 (Fig. 4).

고     찰

멜라닌세포는 신경능으로부터 파생되었고 신경세포와 

가지돌기를 가지고 있는 형태학적인 유사점을 가지고 있

다 [13,14]. 멜라닌세포의 가지돌기를 통해 표피의 각질세

포 주변으로 멜라닌 색소 합성에 중요한 특정 소기관인 멜

라노좀을 이동시켜주는 중요한 역할을 한다 [15]. 멜라닌 

형성을 촉진하는 자극제로 알려진 α-MSH, NGF와 ET-1
은 멜라닌 형성을 유도하고 하위 신호를 통해 가지돌기가 

형성된다 [16].
본 연구에서는 흑색종세포 가지돌기의 형성에 MITF의 

역할을 연구하기 위해서 이를 과발현시켜 그 영향에 대

해 연구하였다. 무흑색소성 흑색종세포인 SK-MEL-24에 

MITF-M 및 MITF-A를 adenovirus를 이용하여 과발현시

켜 형태학적 변화를 확인하였고, 그 변화를 살펴보면 가지

돌기의 길이 및 형태가 MITF-M, MITF-A가 서로 각각 다

른 유형의 변화가 나타남을 확인하였다.

SK-MEL-24 세포에 MITF-M, -A를 과발현시킨 결과 세

포의 형태가 변하는 것을 확인하였고, 대조군에 비해 가지

돌기의 길이가 MITF-M에서는 전체적으로 길어질 뿐만 

아니라 분화된 세포의 수 역시 증가하는 것을 확인하였고, 
반면에 MITF-A는 MITF-M과 달리 셋 이상의 가지돌기의 

수가 증가하는 것을 확인할 수 있었다.
MITF-M과 MITF-A 아형의 유전자에서 첫 번째 엑손을 

제외하고 2~9 엑손이 동일하다고 하였는데 MITF-M과 

MITF-A 유전자 서열을 정밀하게 서로 비교해보았을 때 

엑손 6에 아미노산 6개가 MITF-M에는 있지만 MITF-A

Fig. 4. Expression of total-Rac1 protein and phospho-Rac-1 
protein, active form of Rac1, are increased in the MITF-M-over-
expressed cells (Ad/MITF-M), and in the MITF-A-overexpressed 
cells (Ad/MITF-A) compared with the control (Ad/Lac-Z). The 
band of Flag shows that adenoviral vectors including MITF-M and 
MITF-A respectively are transfected well in each cells.
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Fig. 3. The graphs for the morphomentric analysis of Fig. 2 data. (A) Differential cell number in the control (Ad/Lac-Z), MITF-M-overex-
prssed cells (Ad/MITF-M), and MITF-A-overexpressed cells. (B) Dendritic length (% control) in the control, MITF-M-overexprssed cells, 
and MITF-A-overexpressed cells. (C) % cell with >3 dendrites in the control, MITF-M-overexprssed cells, and MITF-A-overexpressed 
cells. Results are expressed as the mean±SD of independent experiments (n=3). * Significantly different (p<0.05) from the control.
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에는 없는 것을 알 수 있었다. 또한 생쥐 MITF 엑손 6의 

splicing variants에 따라 tyrosinase의 활성에 차이를 보인

다는 연구가 있었다 [23]. 이를 통해 보았을 때 MITF의 엑

손 6의 아미노산 6개가 tyrosinase의 발현에 중요하다는 

것을 확인하였으며 멜라닌세포의 가지돌기 형성에는 중요

한 역할을 하지 않고 있음을 보여주고 있다. 그러나 사람에  

대한 연구는 아직 알려진 바가 없어 이에 관련하여 MITF
의 다양한 아형의 세포 기능 조절에 대해 자세한 연구가 

필요할 것으로 보여진다.
MITF-M 및 MITF-A를 과발현시킨 후 가지돌기 형성과 

관련된 Rho family GTPases 물질인 Rac1 단백질의 발현 

정도를 각각 확인하였다. Rho family GTPases 유전자들은 

가지돌기 형성에 중추적인 역할을 하는 것으로 알려져 있

는데, Rac1은 가지돌기와 판돌기 (lamellipodia) 형성을 촉

진한다고 알려져 있다 [24-27]. 본 연구의 결과는 MITF-M, 
MITF-A가 SK-MEL-24 세포에서 Rac1 단백질의 신호를 

통하여 가지돌기가 증가함을 보여준다. Rac1이 멜리닌세

포의 가지돌기를 증가시키는 데 관여하기는 하지만 MITF- 
M과 MITF-A가 각각 가지돌기의 수를 증가하거나 길이가 

증가시키는 기전에 대한 자세한 연구가 필요하다.
결론적으로 MITF-M과 MITF-A가 멜리닌세포의 가지

돌기 형성을 증가시킴을 확인하였다.
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Effect of MITF-M and MITF-A Overexpression on the Dendrtic 
Formation in Melanocytes

In Sook Jo1, Kyung-Cheol Sohn2, Chang Deok Kim2, Young Ho Lee1

1Department of Anatomy, College of Medicine, Chungnam National University, Daejeon, Korea 
2Department of Dermatology, College of Medicine, Chungnam National University, Daejeon, Korea

Abstract : The microphthalmia-associated transcription factor (MITF), has been described as the master regulator 
of the basic helix-loop-helix leucine zipper family, involves melanogenesis in melanocytes. MITF consists of at 
least six isoforms, called MITF-M, MITF-A, MITF-B, MITF-C, MITF-H, and MITF-J. Previously, we found 
that not only MITF-M is expressed in the human hair follicle, but also MITF-A, MITF-C, MITF-H, and MITF-J 
isoforms are expressed in the skin. The aim of this study was to conform the MITF isoforms expressed in human 
skin, and investigate novel role of MITF isoforms in the melanocytes. Expression of MITF-M and MITF-A was 
found in primary melanoctyes and the melanoma cell lines. Interestingly, when MITF-M and MITF-A were 
overexpressed in the SK-MEL-24 melanoma cells by adenoviral transfection, length of the dendrites, serves 
as the principal conduit for melanosomes transfer, was significantly increased in the MITF-M overexpressed 
cells compared with the control group, and number of the dendtrites was significantly increased in the MITF-A 
overexpressed cells. A signal molecule involve in actin polymerization during dendrite formation, Rac1, was 
increased in the SK-MEL-24 melanoma cells treated with adenoviral MITF-M and MITF-A vectors. These results 
suggest that MITF-M and MITF-A induce dendrite formation via Rac1 signaling in the melanocytes.
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