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Background : PS-341 is a novel, highly selective and potent proteasome inhibitor, which showed cytotoxicity against 
some tumor cells. Its anti-tumor activity has been suggested to be associated with modulation of the expression of 
apoptosis-associated proteins, such as p53, p21WAF/CIP1, p27KIP1, NF-κB, Bax and Bcl-2. c-Jun N-terminal kinase (JNK) 
and glycogen synthase kinase-3β (GSK-3β) are important modulators of apoptosis. However, their role in 
PS-341-induced apoptosis is unclear. This study was undertaken to elucidate the role of JNK and GSK-3β in the 
PS-341-induced apoptosis in lung cancer cells. 
Method : NCI-H157 and A549 cells were used in the experiments. The cell viability was assayed using the MTT 
assay and apoptosis was evaluated by proteolysis of PARP. The JNK activity was measured by an in vitro immuno 
complex kinase assay and by phosphorylation of endogenous c-Jun. The protein expression was evaluated by Western 
blot analysis. Dominant negative JNK1 (DN-JNK1) and GSK-3β were overexpressed using plasmid and adenovirus 
vectors, respectively.
Result : PS-341 reduced the cell viability via apoptosis, activated JNK and increased the c-Jun expression. Blocking 
of the JNK activation by overexpression of DN-JNK1, or pretreatment with SP600125, suppressed the apoptosis 
induced by PS-341. The activation of caspase 3 was mediated by JNK activation. Blocking of the caspase 3 activation 
suppressed PS-341-induced apoptosis. PS-341 activated the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt pathway, but 
its blockade enhanced the PS-341-induced cell death via apoptosis. GSK-3β was inactivated by PS-341 via the 
PI3K/Akt pathway. Overexpression of constitutively active GSK-3β enhanced PS-341-induced apoptosis; in contrast, 
this was suppressed by dominant negative GSK-3β (DN-GSK-3β). Inactivation of GSK-3β by pretreatment with 
lithium chloride or the overexpression of DN-GSK-3β suppressed both the JNK activation and c-Jun up-regulation 
induced by PS-341. 
Conclusion : The JNK/caspase pathway is involved in PS-341-induced apoptosis, which is negatively regulated by 
the PI3K/Akt-mediated inactivation of GSK-3β in lung cancer cells. (Tuberc Respir Dis 2004; 57:449-460)
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서  론

  Proteasome은 모든 세포의 핵과 세포질에 존재하는 

multicatalytic enzyme complex로서, 세포가 ubiquitin

과 ATP에 의존하여 신속하게 단백을 분해할 때 사용

하는, lysosome을 통하지 않는 세포의 기본적인 장치

이다1-3. 다양한 단백들, 특히 cyclin, cyclin-dependent 

kinase inhibitor와 myc, p53, NF-κB, IκB, c-fos, 

c-jun 등과 같은 각종 전사 인자들이 proteasome을 

통해 분해되며4-9, 이러한 조절 단백들의 분해 과정은 

세포 주기 조절, 신호 전달, 전사 조절, 수용체들의 

down-regulation, endocytosis 등에 매우 중요한 역할

을 하고 있다. Proteasome 억제제가 세포에 미치는 가
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장 잘 알려져 있는 효과는 세포의 생존에 미치는 영향

이다. 즉, proteasome 억제제가 일부 암세포주에서 아

포프토시스를 일으키는 사실이 알려졌고
10
, 본 교실에

서도 proteasome 억제제에 의한 폐암세포주의 아포프

토시스를 보고하였다
11
.

  PS-341은 dipeptidyl boronic acid로서 최근에 개발

된 강력하고 특이적인 proteasome 억제제로서, 일부 

암세포주에서 효과적인 항암효과를 보이는 약제이다. 

Proteasome 억제제의 항암효과는 아포프토시스 유발 

물질, 즉 p53 
12
, p21

Waf1 10
과 p27

Kip1
 
13
등의 발현 증가와 

관련이 있는 것으로 제시되고 있고, 세포질내 IκB의 

분해억제에 의한 NF-κB의 활성화 차단도 기여하는 

것으로 이해되고 있다
14
. c-jun N-terminal kinase 

(JNK)는 여러 스트레스에 의한 아포프토시스의 초기

에 중요한 역할을 하는 것으로 제시되고 있지만
15-17
, 

PS-341에 의한 아포프토시스에서의 역할은 잘 알려

져 있지 못한 실정이다. Glycogen synthase kinase-3

β (GSK-3β)는 세포내 신호전달경로에서 다양한 작용

을 보이는 serine/threonine kinase이다. GSK-3β에 의

해 인산화되는 대부분의 단백이 불활성화되고 다른 

kinase와 달리 GSK-3β는 기저상태에서 활성화된 상

태로 존재하기 때문에 세포의 정상적인 성장 조건하

에서 GSK-3β는 세포내 신호전달경로의 지나친 활성

화를 억제하는 기능을 보인다. GSK-3β는 외부자극에 

의해 억제됨으로써 조절되는데, 아미노기쪽의 9번 

serine이 인산화되어 불활성화되고, 이는 PI3K/Akt 

경로의 활성화에 의한 것으로 알려져 있다
18
. 최근에 

아포프토시스 유발 물질에 의해 GSK-3β가 활성화되

고, GSK-3β의 억제로 아포프토시스가 억제되어, 

GSK-3β의 아포프토시스에서의 역할이 제시되었다19. 

그러나, PS-341에 의한 아포프토시스에서 GSK-3β의 

역할과 JNK와의 관련성 여부에 관해서는 아직 규명

되지 못한 상태이다.

대상 및 방법

  1. 세포 배양

  폐암 세포주인 A549 세포와 NCI-H157 세포를 37℃, 

5％ CO2의 조건하에서 10% fetal bovine serum (FBS), 

penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 μg/ml)이 첨

가된 RPMI 1640 (GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, 

USA) 배지에 배양하였다.

  2. 시  약

  PS-341은 Millennium Pharmaceuticals(Cambrige, 

MA)에서 제공받았다. Rabbit polyclonal anti-PARP 

(poly(ADP-ribose) polymerase) 항체, anti-pro-caspase 

3 항체, anti-JNK1 항체, anti-c-Jun 항체, anti-GSK-3α

/β 항체, anti-hemaggulutinin(HA) 항체, 그리고 

recombinant GST-c-jun은 Santa Cruz Biotechnology, 

Inc. (Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하였다. Rabbit 

polyclonal anti-phosphorylated Akt 항체, anti- pho󰠀
sphorylated GSK-3β 항체는 Cell Signaling Technology, 

Inc. (Beverly, MA, USA)에서 구입하였다. 3-(4,5-dime

󰠀thyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide 
(MTT)와 DAPI는 Sigma-Aldrich Corporation (St. 

Louis, MO)에서 구입하였다. Horseradish peroxidase 

(HRP)가 conjugation된  goat anti-rabbit 이차 항체는 

Promega(Madison, WI, USA)에서, protein-G sepha󰠀
rose beads와 ECL kit는 Amersham Pharmacia Biotech 

(Uppsala, Sweden)에서, protease 억제제는 RocheMan󰠀
nheim, Germany)에서, [γ-32P]ATP는 ICN Pharma󰠀
ceuticals, Inc. (Costa Mesa, CA, USA)에서 각각 구입하

였다.

  3. 세포 생존율의 측정

  세포 생존율은 3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyl tetrazolium bromide assay를 이용하여 측정

하였다. 96-well plate에서 배양된 세포에 MTT 용액

을 0.5 mg/ml까지 첨가하고 37℃에서 4 시간 동안 배

양하였다. 배양액을 제거한 후 50 μl의 DMSO를 첨가

하여 녹이고 분광광도계를 이용하여 590 nm 파장에

서 흡광도를 측정하였다. 

  4. 아포프토시스의 분석

  아포프토시스 유무는 Western 분석으로 poly 

(ADP-ribose) polymerase (PARP)의 분해 유무와 

DAPI 염색 후 아포프토시스때 특징적으로 관찰되
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는 세포의 위축과 chromatin의 compaction을 관찰하

여 평가하였다. 

  5. Western 분석

  Whole lysis buffer (0.1% Nonidet P-40, 5 mM 

EDTA, 50 mM Tris (pH 7.5～8.0), 250 mM NaCl, 50 

mM NaF)를 이용하여 총세포 단백을 추출하였다. 20 

μg의 세포 단백을 10% SDS-polyacrylamide gel에서 

전기영동 시켰다. 4시간 동안 400 mA의 일정한 전류

로 단백질들을 nitrocellulose membrane으로 transfer

시키고, 이 membrane을 blocking solution (5% skim 

milk in 1 X PBS/Tween 20)으로 1시간동안 block시

킨 후 일차 항체를 1:1,000으로 첨가하여 12시간 동안 

반응시켰다. 세척 후 이차 항체를 1: 2,000으로 첨가하

여 반응시킨 후 면역신호의 검출은 ECL Western 

blotting detection system을 이용하였다.

  6. JNK 활성에 대한 immunocomplex kinase 

assay

  JNK 활성도를 immunocomplex kinase assay로 평

가하였다. 총세포 단백 추출액을 1:100으로 희석된 

anti-JNK1 항체에 반응시키고, protein-G sepharose 

bead를 첨가한 상태에서 밤새 반응시켜 immuno󰠀
precipitated resin을 얻었다. 여기에 kinase reaction 

buffer (20 mM HEPES, pH 7.6, 20 mM β-glycero󰠀
phosphate, 0.1 mM sodium orthovanadate, 10 mM 

MgCl2, 50 mM NaCl, 1 mM DTT), 1 μg/ml 

GST-c-jun, 10 μCi [γ32P]ATP를 가하여 30℃에서 30

분간 반응시켰다. SDS protein sample buffer를 가하

여 반응을 종료시킨 후 10% SDS-PAGE를 시행하고 

nitrocellulose membrane에 transfer하여 autoradio󰠀
graphy를 시행하였다. 또한, 동량의 JNK가 immuno󰠀
precipitation 되었는지를 확인하기 위하여 같은 mem󰠀
brane을 이용하여 anti-JNK1 항체로 immunoblot을 

시행하였다. 

  7. Adenovirus vector를 이용한 유전자 이입

  세포를 6 well tissue culture plate에 한 well당 1 X 

10
5
개씩 분주하고 밤새 배양하였다. 혈청이 첨가되지 

않은 RPMI 배지에 adenovirus vector를 50 multi󰠀
plicities of infection (moi)로 첨가하고 조심스럽게 흔

들어주면서 1시간 동안 배양하였다. PBS로 세포를 세

척한 후, 새로운 배양액을 넣어주고 37
o
C의 5% CO2 

배양기에서 배양하였다. 48시간이 경과한 후 실험에 

이용하였다.

  8. Plasmid vector를 이용한 유전자 이입

  6 well tissue culture plate에 한 well당 1 X 10
5
개씩 

분주하고 밤새 배양하였다. Plasmid vector 1 μg으로 

lipofectamin 2000을 이용해 제조사의 설명에 따라 

transfection을 시켰다. 48시간이 경과한 후 실험에 이

용하였다.

결  과

  1. PS-341 이 폐암세포주의 생존능과 아포프토

시스에 미치는 영향

  PS-341이 폐암 세포의 생존에 미치는 영향을 평가

하기 위하여, NCI-H157 세포주에 PS-341을 투여하

고 시간 경과 및 농도에 따른 세포의 생존율을 측정하

였다. 50 nM의 PS-341 투여하고 24시간이 경과한 후 

대조군에 비해 통계적으로 유의하게 세포의 생존율이 

감소하였고, 48시간 후에는 더욱 감소하였다(Fig. 

1A). 여러 농도의 PS-341을 투여하고 24시간 후에 세

포의 생존율을 측정하였다. 10 nM 에서부터 세포의 

생존율이 감소하기 시작해 농도를 증가시킴에 따라 

농도 의존성으로 세포의 생존율이 감소하였다(Fig. 

1B). PS-341의 투여에 의해 관찰되는 세포 생존율의 

감소가 아포프토시스에 의한 것인지를 확인하기 위하

여, 아포프토시스때 특징적으로 관찰되는 PARP의 분

해 유무를 Western 분석으로 평가하였다. NCI-H157

과 A549 세포에서 50 nM의 PS-341을 투여하고 24시

간이 경과한 후 PARP의 86 kD 분절이 관찰되었다

(Fig. 2A). PS-341에 의한 폐암세포주의 아포프토시

스를 재확인하기 위하여, DAPI 염색 후 아포프토시스

때 특징적으로 관찰되는 세포의 위축과 chromatin의 

compaction을 관찰하였다. PS-341을 투여하고 24시
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Figure 1. PS-341 reduced cell viability time- and 
dose-dependently. (A) NCI-H157 cells were treated 
with 50 nM PS-341 or DMSO (D) for the indicated 
times. (B) Cells were incubated with PS-341 (2, 10, 
50 and 100 nM) or DMSO for 24 h. The cell viability 
was determined using the MTT assay. Data are shown 
as the mean percentage of the control±standard 
deviation of three separate experiments.
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Figure 2. PS-341 induced apoptosis. (A) NCI-H157 
or A549 cells were treated with PS-341 (50 nM) for 
the indicated times. PARP proteolysis was assayed by 
Western blot analysis. PARP (116kD) and PARP 
(86kD) represent the intact PARP and proteolyzed 
PARP, respectively. (B) NCI-H157 cells treated with 
PS-341 (50 nM) for the indicated times. Cells were 
examined by phase contrast microscopy (upper 
figures). Cells were fixed in methanol containing 1 
mg/ml DAPI to label the nuclear DNA and examined 
by fluorescence microscopy (lower figures). Arrows 
represent the fragmented nuclei of apoptotic cells. 
Results are representative of three separate 
experiments.

간이 경과한 후 아포프토시스의 특징을 보이는 세포

가 관찰되었다 (Fig. 2B). 이상의 결과는 PS-341에 의

한 폐암세포주의 생존율 감소가 아포프토시스 유발로 

이루어짐을 시사하는 소견이다.

  2. PS-341에 의한 아포프토시스와 JNK 경로와

의 관련성

  NCI-H157 세포에 PS-341을 처리하고 4시간 후부

터 JNK의 활성도가 증가하였고, 이는 8시간까지 지속

되었으며, 24시간 후에는 기저수준으로 회복되었다

(Fig. 3A). PS-341을 8시간동안 처리하였을 때 50 nM 

이상의 농도에서 JNK의 활성화가 관찰되었다(Fig. 

3B). 같은 시간에 JNK의 substrate인 c-Jun의 인산화

가 증가되어, PS-341에 의한 JNK의 활성화가 확인되

었다(Fig. 3C). 흥미롭게도 PS-341 처리로 c-Jun의 

발현이 증가되었다(Fig. 3C). JNK 경로의 활성화가 

PS-341에 의한 아포프토시스에 관여하는지를 확인하

기 위하여, dominant negative JNK1 (DN-JNK1)의 

과발현이 PS-341에 의한 아포프토시스에 미치는 영

향을 평가하였다. Plasmid vector를 이용한 DN- 

JNK1의 과발현은 JNK에 대한 Western 분석으로 확

인되었고, 이때 PS-341에 의한 c-Jun과 인산화 c-Jun

의 발현 증가가 효과적으로 억제되었다(Fig. 3D). 

DN-JNK1의 과발현으로 PS-341에 의한 PARP의 분

절화가 효과적으로 억제되었다(Fig. 3E). JNK 억제제

인 SP600125 전처치로도 같은 결과가 확인되었다(Fig. 

3F). 이상의 결과는 PS-341에 의한 아포프토시스가 

JNK 경로의 활성화에 의함을 시사하는 소견이다.

  3. PS-341에 의한 아포프토시스와 caspase와

의 관련성

  Caspase의 활성화에 의한 단백분해가 아포프토시

스의 특징적인 소견이다32. PS-341에 의한 아포프토

0 24(h)
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Figure 3. PS-341-induced apoptosis was mediated by JNK activation. NCI-H157 cells were treated with 
PS-341 (50 nM) for the indicated times (A, C) or with PS-341 (2, 10, 50 and 100 nM) for 8 h (B). Cell 
were transfected with plasmid encoding dominant negative JNK1 (DN-JNK1) or control plasmid (pcDNA3) 
(C, E). PS-341 (50 nM) was added to the culture medium 48 h after transfection, for the indicated times. 
Cells were pretreated with SP600125 (5 nM) for 1 h, and then treated with PS-341 (50 nM) for 24 h (F). 
JNK1 was immunoprecipitated using anti-JNK1 antibodies. The kinase activities of JNK were then assayed 
using GST-cJun as a substrate (upper panel). The amounts of immunoprecipitated JNK1 were evaluated 
by Western blot analysis (lower panel). The levels of c-Jun and phosphorylated c-Jun (p-c-Jun) expression 
were assayed by Western blot analysis. PARP proteolysis was assayed by Western blot analysis. Results are 

representative of three distinct experiments. D: DMSO 
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시스와 caspase 경로와의 관련성을 평가하였다. 

PS-341 처리로 procaspase 3의 발현이 감소하였다 

(Fig. 4A). Procaspase 3는 단백분해 과정을 통해 12 

kD으로 분해되어 활성화되기 때문에, procaspase 3의 

발현 감소는 caspase 3의 활성화를 의미한다. 이는 활

성화된 caspase 3에 대한 Western 분석으로 확인되었

다 (Fig. 4A). JNK의 활성화와 caspase 3의 활성화와

의 관련성을 평가하기 위하여, DN-JNK1의 과발현과 

JNK 억제제인 SP600125 전처치가 PS-341에 의한 

caspase 3의 활성화에 미치는 영향을 평가하였다.  이

상의 두가지 다른 방법으로 JNK의 활성화를 억제한 

상태에서 PS-341에 의한 caspase 3의 활성화가 차단

되었다(Fig. 4B). 이 결과는 caspase 3의 활성화가 

JNK의 downstream에 있음을 시사하는 소견이다. 다

음 단계로 PS-341에 의한 아포프토시스에서 caspase 

3의 역할을 규명하기 위하여, caspase 3의 활성화 차



KH Lee, et al.: PS-341-Induced apoptosis is related to JNK-dependent caspase 3 activation

454

Figure 4. PS-341-induced apoptosis was associated with JNK-mediated caspase 3 activation. (A) 
NCI-H157 cells were treated with PS-341 (2, 10, 50 and 100 nM) for 24 h or with PS-341 (50 nM) for the 
indicated times. (B) Cells were pretreated with 20 mM of the pan-caspase inhibitor, zVAD-fmk, or the 
caspase 3 specific inhibitor, zDEVD-fmk (Z), for 1 h, and then incubated for 24 h with PS-341 (50 nM). (C) 
Cell were transfected with plasmid encoding dominant negative JNK1 (DN-JNK1) or the control plasmid 
(pcDNA3). After 48 h transfection, cells were incubated with PS-341 (50 nM) for 24 h. (D) Cells were 
pretreated with SP600125 (5 nM) for 1 h, and then treated with PS-341 (50 nM) for 24 h. The levels of 
pro-caspase 3 expression and PARP proteolysis were evaluated by Western blot analyses. Results are 
representative of three separate experiments.
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단이 PS-341에 의한 아포프토시스에 미치는 영향을 

평가하였다. 전체 caspase를 억제하는 zVAD-fmk 또

는 caspase 3만 선택적으로 억제하는 zDEVD-fmk 전

처치로 PS-341에 의한 아포프토시스가 완전히 차단

되었다(Fig. 4C). 이상의 결과는 PS-341에 의한 폐암

세포주의 아포프토시스는 caspase 3의 활성화를 경유

하고, caspase 3의 활성화는 JNK 활성화에 의한 것임

을 시사하는 소견이다.

  4. PI3K/Akt 경로의 활성화가 PS-341에 의한 아

포프토시스에 미치는 영향

  일반적으로 세포가 아포프토시스를 유도하는 물질

에 노출되면, 항 아포프토시스 경로가 동시에 활성화

되어 아포프토시스가 최소화되는 경향을 보인다. 

PI3K/Akt 경로는 세포생존에 관여하는 대표적인 경

로 중 하나이다. PS-341이 PI3K/Akt 경로에 미치는 

fmk
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Figure 5. Blocking of PI3K/Akt pathway enhanced apoptosis by PS-341. (A) PS-341 activated Akt. 
NCI-H157 cells were treated with PS-341 (50 μM) for the indicated times. Total cell lysates were subjected 
to Western blot analyses for phosphorylated active Akt (p-Akt) and total Akt (Akt). (B) Blocking of the 
PI3K/Akt pathway enhanced the PS-341 induced cell death. Cells were incubated with 50 mM LY294002 
(LY) or DMSO (D) for 2 h, and then treated with PS-341 (50 μM) for 24 h in the presence or absence of 
LY. The cell viability was evaluated using the MTT assay. Data are shown as the mean percentage of DMSO 
control ± standard deviation. (C) Blocking of the PI3K/Akt pathway enhanced PS-341-induced apoptosis. 
Cells were incubated with LY294002 (LY, 50 mM) or wortmannin (WT, 50 nM) for 2 h, and then treated 
with PS-341 (50 nM) for the indicated times. Western blot analyses for PARP and β-actin were performed. 
Results are representative of three separate experiments.
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영향을 평가하였는데, PS-341을 처리하고 4시간이 경

과한 후에 활성화된 인산화 Akt의 발현이 증가하였

고, 8시간 후에 기저 상태로 회복되었다(Fig. 5A). 

PI3K 억제제인 LY294002 전처치 자체가 세포의 생존

능에 영향을 미치지는 않았지만, PS-341에 의한 세포

생존능의 감소가 심화되었다(Fig. 5B). 또한, PS- 341

에 의한 아포프토시스가 PI3K 억제제인 LY294002 또

는 wortmannin 전처치로 증가되었다 (Fig. 5C). 이상

의 결과는 PI3K/Akt 경로의 활성화가 PS-341에 의한 

폐암세포주의 아포프토시스에 대한 음성 되먹이기 기

전으로 작용함을 시사하는 소견이다. 

  5. PI3K/Akt 경로의 활성화에 의한 GSK-3β의 불

활성화가 PS-341에 의한 아포프토시스에 미치

는 영향

  GSK-3β는 Akt의 down-stream molecule로 잘 알

려져 있고, 최근의 연구결과로 GSK-3β와 아포프토시

스와의 관련성이 제시되어
19
, PS-341에 의한 아포프

토시스에서 GSK-3β의 역할을 평가하였다. 폐암세포

주에서 PS-341 처치로 9번 serine이 인산화되어 불활

성화된 GSK-3β의 발현이 증가하였고, 이는 LY 

294002 전처치로 억제되었다(Fig. 6A). 이는 PS- 341

에 의한 GSK-3β 불활성화는 PI3K/Akt 경로의 활성

화에 의한 것임을 시사하는 소견이다. PS-341에 의한 

아포프토시스에서 GSK-3β의 역할을 평가하기 위하

여 GSK-3β 불활성화의 차단이 PS-341에 의한 아포

프토시스에 미치는 영향을 관찰하였다. PS-341에 의

한 GSK-3β의 불활성화를 차단하기 위하여, GSK-3β

의 9번 serine이 alanine으로 치환되어 외부 자극에 의

해 인산화되지 않는 mutant, 즉 constitutively active 

GSK-3β (S9A)를 adenovirus vector를 이용해 과발

현 시켰다. S9A의 과발현은 HA에 대한 immuno󰠀
blotting으로 확인되었다(Fig. 6B). 대조 adenovirus 

vector (β-gal)를 감염시킨 세포와 비교해 S9A를 과

발현 시킨 세포에서 PS-341 처리 후 caspase 3의 활

성화와 아포프토시스가 증강되었다(Fig. 6B). GSK-3

β의 85번 lysine이 alanine으로 치환된 dominant 
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Figure 6. Inactivation of GSK-3β via PI3K/Akt pathway was responsible for the suppression of 
PS-341-induced apoptosis. (A) PS-341 inactivated GSK-3β via the PI3K/Akt pathway. NCI-H157 cells were 
pretreated with 50 mM LY294002 (LY) or DMSO for 2 h, and then incubated with PS-341 (50 nM) for the 
indicated times in the presence or absence of LY. (B) Overexpression of constitutively active GSK-3β
enhanced PS-341-induced apoptosis. Cells were infected with adenovirus vectors expressing hemagglutinin 
(HA)-tagged GSK-3β cDNA in which the serine 9 was substituted with a non-phosphorylatable alanine (S9A) 
or control adenovirus (β-gal). Forty eight hours after transduction, the cells were treated with PS-341 (50 
nM) for 24 h. (C) Overexpression of dominant negative GSK-3β suppressed PS-341-induced apoptosis. 
Cells were infected with adenovirus vectors expressing HA-tagged catalytically inactive GSK-3β (K85A) or 
a control adenovirus at 50 moi. Forty eight hours after transduction, the cells were treated with PS-341 (50 
nM) for 24 h. Total cell lysates were subjected to Western blot analysis for phosphorylated GSK-3β
(p-GSK-3β), HA, pro-caspase 3, PARP, and β-actin. Results are representative of three distinct experiments.
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negative GSK-3β (K85A)의 과발현이 PS-341에 의

한 아포프토시스에 미치는 영향을 관찰하였는데, S9A

를 과발현시킨 세포에서와 반대로 PS-341 처리 후 

caspase 3의 활성화와 아포프토시스가 억제되었다 

(Fig. 6C). 이상의 결과로 폐암세포주의 PS-341에 의

한 아포프토시스에서 PI3K/Akt 경로의 활성화에 의

한 음성 되먹이기 기전은 GSK-3β의 불활성화를 통해 

이루어지는 것으로 판단된다.

  6. GSK-3β의 불활성화가 JNK 경로에 미치는 영향

  위의 결과로 폐암세포주에서 PS-341에 의한 아포

프토시스는 JNK의 활성화를 경유하고, 동시에 

PI3K/Akt 경로의 활성화에 의한 GSK-3β의 불활성화

가 PS-341에 의한 아포프토시스를 억제하는 것으로 

밝혀졌다. 따라서 GSK-3β의 불활성화에 의한 아포프

토시스의 억제가 JNK 경로와 관련이 있을 가능성을 
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Figure 7. GSK-3β inactivation suppressed PS-341-induced JNK activation and the up-regulation of c-Jun. 
(A) NCI-H157 cells were incubated with lithium chloride (LiCl, 10 mM) for 1 h, and then cells were treated 
with PS-341 (50 nM) for 4 or 8 h in the presence or absence of LiCl. (B) NCI-H157 cells were infected with 
adenovirus vectors expressing hemagglutinin (HA)-tagged catalytically inactive GSK-3β (K85A) at 50 moi. 
Forty eight hours after transduction, the cells were treated with PS-341 (50 nM) for 8 h. JNK activity was 
assayed by an in vitro immune complex kinase method. Total cellular extracts were subjected to c-Jun, 
phosphorylated c-Jun (p-c-Jun), HA, and β-actin. Results are representative of three separate experiments.

− −PS-341 84 84 (h)

c-Jun

(A)
− +LiCl −− ++

p-c-Jun

β-actin 

GST-c-Jun

JNK1

− −PS-341 84 84 (h)

c-Jun

(A)
− +LiCl −− ++

p-c-Jun

β-actin 

GST-c-Jun

JNK1

− +K85A − +
− −PS-341 8 8

c-Jun

HA

(B)

p-c-Jun

β-actin 

GST-c-Jun

JNK1

− +K85A − +
− −PS-341 8 8

c-Jun

HA

(B)

p-c-Jun

β-actin 

GST-c-Jun

JNK1

생각할 수 있다. 이를 규명하기 위하여 GSK-3β의 불

활성화가 JNK 경로에 미치는 영향을 평가하였다. 

GSK-3β의 불활성화는 GSK-3β의 억제제인 lithium 

chloride (LiCl) 처리와 dominant negative GSK-3β인 

K85A의 과발현으로 유도하였다. LiCl 처리로 불활성

화된 인산화 GSK-3β의 발현이 증가하였고, JNK의 

활성도 증가, 전체 c-Jun의 발현 증가가 억제되었다 

(Fig. 7A). Dominant negative GSK-3β의 과발현으로

도 같은 결과가 관찰되었다 (Fig. 7B). 이상의 결과로

부터 GSK-3β의 불활성화에 의한 아포프토시스의 억

제는 PS-341에 의한 JNK 경로 활성화의 차단에 기인

하는 것으로 판단된다.

고  찰

  아포프토시스는 암세포의 성장을 억제하는 중요한 

인체의 방어 기전 중 하나이다. 최근의 연구에서 

ubiquitin-proteasome system이 아포프토시스에 의

한 세포사멸과 관련성이 있음이 제시되어, protea󰠀
some이 암치료에서 중요한 타겟으로 관심을 끌고 있

다20. Proteasome 억제가 세포의 아포프토시스에 미치

는 영향은 세포 종류에 따라 차이를 보이고 있다. 즉, 

분화가 완료된 혹은 빠르게 분열하지 않는 세포들에

서는 proteasome 억제제를 투여하면 아포프토시스가 

억제되지만21,22, 빠르게 분열하는 세포들에서는 반대

로 아포프토시스가 유발된다는 것이다12,23,24. 따라서 

proteasome 억제제는 세포의 종류에 따라 세포의 생

존을 촉진하기도 하고 아포프토시스를 유도하기도 한

다.

  여러 종류의 proteasome 억제제 중에서 PS-341은 

임상시험이 시도된 유일한 약제로서, 다발성 골수종 

환자에 투여하여 좋은 성적이 보고되고 있다. 본 연구

에서는 두 종류의 폐암세포주를 사용하였는데, 두 세

포 모두에서 PS-341에 의해 아포프토시스가 유도되

어, 폐암의 치료에 PS-341이 이용될 수 있음을 시사

하였다. 그러나 PS-341에 의한 항암효과는 아포프토

시스 유발 단백의 발현 증가와 관련이 있는 것으로 제

시되고 있지만, JNK의 역할에 관해서는 자료가 부족

한 실정이고, 세포의 생존에 관련된 경로에 미치는 영

향은 밝혀져 있지 못한 상태이다. 수 년 전에 

proteasome 억제제인 MG132에 의해 JNK의 활성화

가 유도되고, JNK 경로의 활성화 차단으로 MG132에 

의한 아포프토시스가 억제되어, proteasome 억제제에 

의한 아포프토시스에서 JNK 경로의 중요성이 시사되
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었다
25
. 그러나 PS-341에 의한 아포프토시스에서 

JNK의 역할에 관한 연구는 거의 없었고, 다발성 골수

종에서 PS-341에 의해 내인성 인산화 c-Jun의 발현

이 증가된다는 보고가 유일하였다
26
. 본 연구에서도 

PS-341 처치로 내인성 인산화 c-Jun의 발현이 증가

됨을 확인하였다. 본 연구에서는 in vitro에서 JNK의 

활성도를 직접 측정하여 PS-341에 의해 JNK가 활성

화됨을 확인하였고, 흥미롭게도 PS-341에 의해 JNK

의 substrate인 c-Jun의 발현이 증가됨을 확인하였다. 

본 교실에서는 proteasome 억제제에 의해 caspase가 

활성화됨을 보고하였는데
11
, 본 연구에서는 PS-341에 

의한 caspase의 활성화가 JNK에 의존적이고, caspase 

억제제로 PS-341에 의한 아포프토시스가 억제되었

다. 이상의 결과로부터 폐암세포주에서 PS-341에 의

한 아포프토시스는 JNK 활성화에 의한 caspase의 활

성화에 의한 것으로 생각된다.

  일반적으로 항암제는 세포의 생존경로를 동시에 활

성화 시킴으로써 항암 효과가 줄어든다. PI3K/Akt는 

세포의 생존에 관여하는 잘 알려져 있는 경로이다. 본 

연구에서 폐암세포주에서 PS-341에 의한 Akt의 활성

화가 PS-341에 의한 아포프토시스를 억제하는 것으

로 밝혀졌다. 이 결과는 다발성 골수종 세포에서 

constitutively active Akt의 과발현으로 PS-341에 의

한 아포프토시스가 억제된 기존의 보고와 일치하는 

결과이다
26
. 따라서 PS-341에 의한 아포프토시스는 

PI3K/Akt 경로의 활성화에 의해 제한되는 것으로 판

단된다. PS-341 처리 후 아포프토시스가 유도되기 전

에 Akt가 활성화되고, 아포프토시스가 유도되었을 때

는 Akt의 활성도가 기저수준으로 회복되었다. 이런 

사실로부터 Akt 활성화가 아포프토시스에 미치는 효

과는 다른 신호전달 경로를 경유할 것으로 생각되었

다.

  Akt의 substrate로서 아포프토시스에 관여하는 것

으로 알려져 있는 GSK-3β의 역할을 평가하였다. 기

존의 연구와 마찬가지로 PS-341에 의한 GSK-3β의 

불활성화는 Akt에 의존적인 것으로 관찰되었고, 

constitutively active GSK-3β의 과발현으로 PS-341

에 의한 아포프토시스가 증폭되었고, DN-GSK-3β의 

과발현으로 아포프토시스가 억제되었다. 따라서 폐암

세포주의 PS-341에 의한 아포프토시스에서 PI3K/ 

Akt 경로의 활성화에 의한 음성 되먹이기 기전은 

GSK-3β의 불활성화를 통해 이루어지는 것으로 판단

된다.

  GSK-3β의 불활성화가 아포프토시스를 억제하는 

구체적인 기전에 관해서는 잘 밝혀져 있지 못한 실정

이다. GSK-3β가 in vitro에서 c-Jun의 239번 

threonine, 243번과 249번 serine의 3군데에 인산화를 

유도한다는 보고가 있어
27
, GSK-3β의 불활성화가 

PS-341에 의한 JNK 경로의 활성화에 미치는 효과를 

평가하였다. Lithium chloride 전처치로 PS-341에 의

한 JNK의 활성도 증가와 전체 c-Jun의 발현 증가가 

억제되었다. 이는 lithium이 신경 세포에서 GSK-3β의 

불활성화를 통해 세포성장인자 부족에 의한 c-Jun의 

발현 증가와 아포프토시스를 억제하였다는 결과와 부

합되는 소견이다
28
. Lithium 은 GSK-3β의 선택적인 

억제제로 제시되었다
29
. GSK-3β가 lithium에 가장 예

민한 kinase로 알려져 있지만
30
, GSK-3β에만 특이적

이지는 않고 inositol phosphatase 등의 다른 효소를 

억제하는 작용도 있음이 밝혀졌다
31
. 따라서 lithium 

전처치에 의한 본 연구의 결과가 GSK-3β의 억제가 

아닌 다른 효과에 의한 결과임을 배제할 수 없다. 그

러나, DN-GSK-3β의 과발현으로도 같은 결과가 관찰

되었기 때문에 lithium 전처치에 의한 결과가 비특이

적 효과에 의한 것임을 배제 할 수 있었다. 이상의 결

과로부터 GSK-3β의 불활성화에 의한 아포프토시스

의 억제는 PS-341에 의한 JNK 경로 활성화의 차단에 

기인하는 것으로 판단된다.

  결론적으로 PS-341의 항암효과를 최대화하기 위해

서는 PI3K/Akt 경로를 통한 GSK-3β의 불활성화를 

차단하는 치료법이 병행되어야 할 것으로 판단된다.

요  약

연구배경 :

PS-341은 최근에 개발된 강력하고 특이적인 protea󰠀
some 억제제로서, 일부 암환자에 투여하여 좋은 성적

이 보고되고 있다. Proteasome 억제제의 항암효과는 

아포프토시스 유발 물질, 즉 p53, p21
WAF/CIP1

, p27
KIP1
, 
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NF-κB, Bax, Bcl-2 등의 발현 증가와 관련이 있는 것

으로 생각되고 있다. JNK와 GSK-3β도 아포프토시스

에 관여하는 것으로 잘 알려져 있지만, PS-341에 의

한 아포프토시스에서의 역할은 규명되지 못한 상태이

다. 본 연구에서는 폐암세포주에서 PS-341에 의한 아

포프토시스에서 JNK와 GSK-3β의 역할을 규명하고

자 하였다.

방  법 :

NCI-H157과 A549 폐암세포주를 실험에 사용하였다. 

세포생존능은 MTT 방법으로 평가하였고, 아포프토

시스는 PARP의 분해로 평가하였다. JNK의 활성도는 

in vitro immuno complex kinase 방법과 내인성 

c-Jun의 인산화로 측정하였다. 각종 단백의 발현은 

Western 분석으로 평가하였다. JNK1과 GSK-3β의 

과발현은 각각 plasmid vector와 adenovirus vector를 

이용하였다.

결  과 :

PS-341 처치로 아포프토시스에 의한 세포생존율의 

감소가 관찰되었다. PS-341 처치로 JNK가 활성화되

었고, c-Jun의 발현이 유도되었다. Dominant nega󰠀
tive JNK1의 과발현 또는 SP600125 전치치로 JNK의 

활성화를 차단하면 PS-341에 의한 아포프토시스가 

억제되었다. PS-341 처리로 JNK 활성화에 의존적으

로 caspase 3의 활성화가 유도되었다. Caspase 활성

화의 차단으로도 PS-341에 의한 아포프토시스가 억

제되었다. PS-341에 의해 Akt 가 활성화되었고, Akt 

활성화의 차단으로 PS-341에 의한 아포프토시스가 

심화되었다. PS-341에 의한 Akt 활성화로 GSK-3β가 

불활성화되었다. Constitutively active GSK-3β의 과

발현으로 PS-341에 의한 아포프토시스가 심화되었

고, dominant negative GSK-3β의 과발현으로 PS- 

341에 의한 아포프토시스가 감소되었다. Lithium 

chloride 전처치와 dominant negative GSK-3β의 과

발현으로 PS-341에 의한 JNK의 활성화와 c-Jun의 

발현 증가가 억제되었다.

결  론 :

폐암세포주에서 PS-341에 의한 아포프토시스는 

JNK/caspase 경로가 관여하며, 이는 PI3K/Akt 경로

를 통한 GSK-3β의 불활성화에 의해 억제되는 것으로 

판단된다. 따라서 PS-341의 항암효과를 최대화하기 

위해서는 PI3K/Akt 경로를 통한 GSK-3β의 불활성화

를 차단하는 치료법이 병행되어야 할 것으로 판단된

다.
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