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담배 연기에 의한 Muc5ac 유전자 발현에 관여하는 세포 내 신호 전달 경로로
서의 ERK1/2와 p38 MAPK
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Object : Cigarette smoking is a major cause of mucus hypersecretion, which is a pathophysiological feature of many 

inflammatory airway diseases. Mucins, which are an important part of the airway mucus, are synthesized from the 

Muc gene in airway epithelial cells. However, the signaling pathways for cigarette smoke-induced mucin synthesis 

are unknown. The aim of this study was to determine the signal pathway for smoking induced Muc5ac gene 

expression. 

Methods : A549 cells were cultured and transiently transfected with the Muc5ac promoter fragment. These cells 

were stimulated with 5% cigarette smoke extract (CSE) alone or with CSE after a pretreatment with various signal 

transduction pathway inhibitors (AG1478, PD98059 and SB203580). The Muc5ac promoter activity was examined 

using the luciferase reporter system, and the level of phosphorylated EGFR, ERK1/2, p38 MAPK and JNK were all 

examined using Western blot analysis. Muc5ac mRNA expression was also examined using reverse transcriptase 

polymerase chain reactions (RT-PCR).

Results : 1. The peak level of luciferase activity of the Muc5ac  promoter was observed at 5% concentration and 

after 3 hours of incubation with the CSE. The level of EGFR phosphorylation and the luciferase activity of the 

transfected cells caused by the CSE were significantly suppressed by AG1478 or PD98059 (P<0.01). 

2. CSE phosphorylated ERK1/2 or p38 MAPK but not JNK. The Muc5ac  mRNA expression level was increased by 

the CSE but that was suppressed by PD98059 or AG1478. 

3. The CSE-induced phosphorylation of ERK1/2 was blocked by PD98059 and that of p38 MAPK was blocked by 

either PD98059 or SB203580. Either PD98059 or SB203580 suppressed the luciferase activity of the transfected cells 

(P<0.0001).

Conclusion : The Muc5ac mRNA expression level was increased by the CSE. The increased CSE-induced transcriptional 

activity was mediated via EGF receptor activation, which led to ERK1/2 and p38 MAPK phosphorylation.  

(Tuberc Respir Dis 2005; 58: 590-599)
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서   론

흡연은 오래 전부터 만성폐쇄성폐질환 (Chronic ob󰠀

structive lung disease)과 죽상경화증의 주요 위험 인

자 1-4로 잘 알려져 있다. 또 흡연은 만성폐쇄성폐질환 

환자에서뿐만 아니라 건강한 사람에서도 기도 내 점

액분비를 증가시킨다. 특히 만성폐쇄성폐질환의 주요 

임상 양상인 점액의 과다 분비는 이 질환의 중요한 병

태생리학적 소견이며 과도하게 분비된 점액은 하부기

도의 폐쇄를 일으켜 호흡곤란과 나아가 호흡부전을 

야기하는 중요한 원인이 된다5. 기도 점액은 기도상피

를 덮고 있으며 수분의 증발을 막고 병균이나 화학적 

자극 물질들로부터 상피를 보호하는 역할을 하는데, 
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이는 대기도 상피에 존재하는 배상세포와 점막 하 분

비선에 존재하는 점액세포와 장액세포에서 분비된

다
6-8
. 점액은 95%의 물과 소량의 지방, 단백질 및 특

정 유전자에 의해 만들어지는 당 단백질 등으로 구성

되어 있으며
6
 어떤 이유에 의해 과다 분비가 일어나면 

문제를 일으킨다. 점액의 과다 분비는 기도 내 배상세

포의 증식 및 화생 (metaplasia)때문이다
9
. 점액의 과

다 분비를 일으키는 원인은 매우 다양한데 이 중 한 

가지가 흡연이다. 

담배연기 내에는 대략 4000 여 가지의 다양한 물질

들이 기체 혹은 결정의 형태로 존재하며 nitrogen oxide, 

hydrogen peroxide, hydrogen cyanide, acrolein 등의 

다양한 산화제를 포함하고 있다
10
. 이들 산화제는 만

성폐쇄성폐질환, 기관지확장증, 낭성섬유증과 같은 기

도 내 염증질환의 병태생리에 중요한 역할을 한다고 

알려져 있다. 기도내의 점액분비를 유발하고 조절시

키는 기전은 아직까지 정확하게 알려져 있지 않지만 

점액의 주성분인 점액 당단백질을 합성하는데 관여하

는 기도상피세포내의 점액 유전자, 즉 Muc 유전자가 

있음이 알려져 있다. 현재까지 인체에서는 15종류의 

Muc 유전자가 존재한다
11
. 그 중에서도 Muc5ac 유전

자에 의해 합성되는 당단백은 정상인과 기관지 천식 

환자에서 기도 분비액의 주된 성분으로 알려져 있고
12
 

기도 내 배상세포 증식 및 화생과 가장 관련성이 있다

고 보고 되었다
13
. 

최근 이 Muc 유전자의 발현 과정에 대한 여러 연

구에서 유전자를 활성화시키는 세포 내 신호전달 

과정에 표피성장인자 (epidermal growth factor) 수

용체가 관여함이 밝혀졌다
14,15
. 하지만, 표피성장인

자 수용체 활성화 이후의 세포 내 신호전달 과정

에 대해서는 확실하게 규명이 되어 있지 않고 일부

의 연구들에서 이 신호전달 과정에 mitogen-activated 

protein kinase (MAPK)가 관련되어 있음을 최근 

보고하였다
16-18
. 저자들은 흡연에의 노출이 점액 유

전자의 발현을 활성화시키고 이 유전자의 발현에 

어떠한 MAPK가 신호전달 과정에 관여하는지 알아

보고자 기도상피세포의 특성을 가지고 있는 폐선암 

세포주인 A549세포를 담배연기 추출물에 노출시켜 

실험하였다. 

방   법

1. 세포배양

사람의 폐선암 세포주인A549 세포 (KCLB, 한국세

포주은행, Korea)를 10% 우 태아혈청 (Glbco-BRL, 

California, USA), penicillin (Glbco-BRL) 100 U/mL, 

streptomycin (Glbco-BRL) 100 ㎍/mL, HEPES 640 

(Sigma, St. Louis, USA) 25 mmol 배지에서 37℃, 

5% CO2 의 배양기에서 배양하였다. 

2. 담배연기 추출 용액 (cigarette smoke extract 

solution) 

25 mL의 RPMI1640 medium (10% 우 태아혈청, 

HEPES 50 mmol without penicillin and streptomy󰠀
cin)내로 one puff/min의 비율로 5분 동안 담배연기를 

모았다. pH 7.4가 되도록 적정을 하고, 0.22 ㎛ filter 

unit (Millipore, Bedford)을 사용하여 여과를 하였다. 

이때 만들어진 담배연기 추출용액은 사용하기 30분전

에 만들어 썼다.  또한 이 용액은 동일한 배지로 5% 

혹은 10%로 희석하여 세포에 처리하였다. 

3. Transient transfection과 세포 자극 

A549세포를 6-well 조직배양 용기 (Nunc, Roskilde, 

Denmark)에 1×10
5
 세포/mL의 양으로 2mL씩 접종 후

48시간 동안 배양하여, 용기의 80% 정도 채워 자랐을 

때 Muc5ac의 transfection 실험을 실시하였다. Trans󰠀
fection을 수행할 PGL3-Muc5ac-3752pro luciferase 

reporter plasmid와 PGL3-basic vector는 실험을 수

행하기 전에 각각 200 ng/㎕로 정량화하였고, 대조군

으로 사용할 β-galactosidase의 양은 100 ng/㎕로 정

량화 하였다. Transfection전에 세포는 혈청이 없는 

배지로 세척을 하고 각 용기 당 800㎕의 혈청이 없는 

배지를 넣어 미리 적응을 시켰다. 한 튜브에는 혈청이 

없는 배지 300㎕, PGL3-Muc5ac-3752pro luciferase 

reporter plasmid 5㎕, plus reagent (Gibco-BRL) 5㎕, 

β-galactosidase 3㎕를 혼합하여 준비하고 다른 한 튜
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브에는 혈청이 없는 배지 300㎕, LIPOFECTAMINETM 

reagent (Gibco-BRL) 4㎕를 넣은 후 각각의 튜브를 

상온에서 15분간 반응시킨 후, 두 개의 튜브를 잘 섞

어서 상온에서 15분간 반응을 시켜 복합체를 형성하

도록 하였다. 준비된 복합체를 미리 적응시킨 배양 용

기에 200㎕씩 골고루 넣은 후, 20% FBS를 1 mL을 배

양 용기에 첨가하여 24시간 동안 배양하였다. Trans󰠀
fection한 세포 주를 혈청이 없는 배지에 24시간 배양

한 후, 5% 담배연기 추출 용액과 mitogen-activated 

protein kinase kinase (MAPKK)의 억제제인 PD98059 

40 mmol  (Sigma), epidermal growth factor receptor 

(EGFR) kinase의 억제제인 AG1478 (Calbiochem, 

Bad Soden, Germany) 50 ㎛ol, p38 MAPK 억제제인 

SB203580 (Calbiochem) 50 ㎛ol을 넣어 30분간 전 처

리한 후, 다시 5% 담배연기 추출용액으로 3시간 자극

하였다.  phosphate buffer solution (PBS)으로 2번 세

척하고 reporter lysis buffer (Promega, Madison, USA)

를 넣고 상온에서 20 분간 반응시켜 12,000 rpm에서 

15 초간 원심 분리한 후, 세포 단백질을 얻었다.

4. Luciferase receptor assay 

얻어진 세포 단백질을 20㎕으로 정량 한 후 lucife󰠀
rase 활성화 정도를 측정하기 위해서 세포 추출 단백

질에 100㎕의 luciferase assay substrate (Promega)

를 넣어 반응시킨 후, luminometer (Turner Designs, 

Turku, Finland)를 이용하여 활성화 정도를 측정하였

다. 또한 각각의 활성도는 β-galactosidase를 이용하

여 보정하였다. 

5. 역전사효소 연쇄중합반응 (Reverse transcription 

polymerase chain reaction)  

A549 세포가 배양 용기의 80% 정도 채워 자랐을 

때, transient transfection 실험과 동일한 조건으로 Tri- 

ZolTM reagent (Invitrogen, California, USA) 500 ㎕

로 상온에서 5분간 반응시키고 제조자가 제시한 방법

으로 RNA를 추출하였다. 추출한 RNA는 spectropho󰠀
tometer (Bio-RAD, California, USA)를 이용해 1 ㎍/㎕

로 정량화 하였고, 여기에서 1 ㎕를 채취하여 역전사

효소 (SUPERSCRIPT Ⅲ, Invitrogen) 0.5㎕로 BioNeer 

Accupower PCR premix (BioNeer, Seoul, Korea)를 

이용하여 역전사효소 연쇄중합반응을 수행하였다. 활

성화 정도는 GAPDH를 사용하여 보정하였으며 사용

한 Muc5ac 및 GAPDH의 primer 염기서열은 다음과 

같다. 

Muc5ac ; (F) 5’–TCCGGCCTCATCTTCTCC–3’

(R) 5’–ACTTGGGCACTGGTGCTG–3’

GAPDH ;(F) 5’–ACCACAGTCCATGCCATCAC–3’

         (R) 5’–TCCACCACCCTGTTGCTGTA–3’

6. Western blot  

A549 세포를 위에서 언급한 방법으로 처리하여 배

양하고 Bradford assay (Bio-RAD) 방법으로 정량하

여 세포 단백질을 준비하였다. 준비된 세포 단백질 30

㎍을 10% SDS-polyacrylamide gel에서 120V에서 약 

1시간 30분간 전기영동을 하였다. 이어 PVDF mem󰠀
brane (Bio-RAD)으로 4℃, 250mA에서 1시간 30분간 

전기영동 하여 단백질을 전이시키고 차단 용액으로 

차단시켰다. Phosphorylated EGFR (P-EGFR/EGFR), 

phosphorylated extracellular signal-related kinase 

(P-ERK/ERK), phosphorylated p38 MAPK (P-p38 

MAPK/p38 MAPK), phosphorylated c-Jun N-ter󰠀
minal kinase (P-JNK/JNK)에 대한 일차항체 (rabbit 

anti-human, Santacruz, California & Cell signaling, 

Beverly, MA, USA)로 4℃에서 밤새 반응시키고 세척 

후 이차항체 (anti-rabbit IgG HRP-linked antibody 

또는 anti-mouse IgG HRP-linked antibody, Cell si󰠀
gnaling)로 1시간 30분 동안 반응시켰다. 세척 후, ECLTM 

reagent (Amersham-Pharmacia Biotech, Seoul, Korea)

를 이용하여 제조자가 제시한 방법으로 반응시킨 후, 

X-ray 필름에 감광시키고 자동 현상기를 이용하여 현

상하였다. 

7. 통계 방법 

통계적 검정은 SPSS 프로그램을 사용하여 one-way 
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Figure 2. Effect of incubation time on the CSE-induced 
Muc5ac transcriptional activity. Transcriptional activity 
of Muc5ac promoter was the highest when cells were 
exposed to 5% CSE for three hours (PGL3-basic: 
PGL3-basic vector without Muc5ac promoter region, 

* P＜0.01).

Figure 1. Effect of cigarette smoke extract solution 
(CSE) concentration on the transcriptional activity of 
Muc5ac promoter. MUC5AC reporter plasmid was 
transfected into A549 cells and transfected cells were 
treated with CSE for one hour. The transcriptional 
activity of Muc5ac promoter was the highest when 
the transfected cells were exposed to 5% CSE. 
Luciferase activity was expressed as a relative value 
to a PGL3-basic value (PGL3-basic: PGL3-basic vector 
without Muc5ac promoter region, CTL: control/Muc5ac 
promoter transfected, CSE: cigarette smoke extract 
solution, * P＜0.01). 

Figure 3. Western blot analysis of epidermal growth 
factor receptor (EGFR) and phosphorylated epidermal 
growth factor receptor (P-EGFR). Western blot analy󰠀
sis was performed under conditions as described in 
methods. A549 cells were incubated with 5% CSE for 
three hours. EGFR phosphorylation was increased by 
CSE and decreased by EGFR tyrosine kinase inhibitor, 
AG1478 or mitogen-activated protein kinase kinase 
inhibitor, PD98059 pretreatment (M: marker, CTL: control/ 
MUC5AC promoter transfected, 5% CSE: 5% cigarette 
smoke extract solution)

ANOVA와 independent sample T-test를 사용하였으

며 P 값이 0.05 이하인 경우를 통계적 유의성이 있는 

것으로 하였다. 

 

결   과

1. 담배연기 추출물 자극에 의한 Muc5ac 유전자 

전사 활성도의 증가 및 표피성장인자 수용체의 

인산화 

담배연기 추출물의 농도를 달리하여 A549 세포를 

자극하였을 때 5% 담배연기 추출용액일 때 가장 높은 

luciferase 활성도를 보여 이 농도에서 Muc5ac pro󰠀
moter의 전사가 가장 증가됨을 알 수 있어 이후 세포 

자극 시 5% 담배연기 추출 용액을 사용하였다 (그림 

1). 자극시간에 따른 활성도는 일반적으로 자극시간이 

길수록 활성도가 더 증가하는 경향을 보였으며 3시간 

자극 시 가장 높은 활성도를 보였다 (그림 2). Western 

blot을 이용하여 표피성장인자 수용체의 인산화, 즉 

활성화된 수용체를 본 결과 대조군에 비해 담배연기 

추출물 자극에 의해 수용체의 인산화가 증가 되었고 

이는 수용체 인산화를 억제하는 AG1478에 의해 억제

되었다 (그림 3). 
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PGL3-basic  ＋ － － － － 

MUC5AC － ＋ ＋ ＋ ＋

5% CSE － - ＋ ＋ ＋

PD98059 － - － ＋ －

AG1478 － - － － ＋

Figure 4. The effect of cell signal transduction inhibi󰠀
tors on luciferase activity. Mitogen-activated protein 
kinase kinase inhibitor, PD98059 and EGFR tyrosine 
kinase inhibitor, AG1478 suppressed the CSE-induced 
luciferase activity (PGL3-basic: PGL3-basic vector with
󰠀out Muc5ac promoter region, MUC5AC: Muc5ac pro
󰠀moter transfected, 5% CSE: 5% cigarette smoke 
extract solution, * P＜0.01).

Figure 5. Effect of CSE and signal transduction in󰠀
hibitors on the phosphorylation of ERK, p38 MAPK 
and JNK. Western blot analysis was performed to as󰠀
sess the phosphorylation of mitogen-activated protein 
kinases under same conditions above described. CSE 
phosphorylated both ERKs and p38 MAPK but not 
JNK. Phosphorylations of ERKs and p38 MAPK were 
inhibited by PD98059 or AG1478 (M: marker, CTL: 
control, 5% CSE: 5% cigarette smoke extract solution, 
MAPK: mitogen-activated protein kinase, P-ERK: 
phosphorylated extracellular signal-related kinase, 
P-JNK: phosphorylated c-Jun N-terminal kinase). 

2. 세포 내 신호전달 경로로써 MAPK와 Muc5ac 

유전자의 전사 발현 

Muc5ac 유전자의 전사과정에서 세포 내 신호를 전

달하는데 표피성장인자 수용체가 관여하며 그 하위 

신호전달 과정에 MAPK, 특히 ERK1/2가 관계 있음

이 알려져 있어 저자들은 표피성장인자 수용체의 tyr󰠀
osine kinase 억제제인 AG1478, MAPK kinase 억제

제인 PD98059를 사용하여 Muc5ac 유전자의 전사가 

억제되는지 luciferase 활성도를 통하여 관찰하였다. 

담배연기 추출물 자극 시 증가된 Muc5ac 유전자의 

전사는 이들 억제제에 의하여 모두 억제되었다 (그림 4). 

Western blot을 이용하여 3가지 MAPK의 활성화된 

형태, 즉 인산화 된 kinase 활성도를 본 결과 담배연기 

추출물의 자극에서 인산화 된 ERK1/2와 p38 MAPK

의 활성화는 관찰되었으나 JNK의 활성화는 볼 수 없

었다. 또 표피성장인자 수용체의 인산화를 억제하는 

AG1478에 의해 ERK 1/2와 p38 MAPK 활성도는 예

상대로 억제되었고 MAPK kinase 억제제인 PD98059 

처리시 ERK 1/2와 p38 MAPK 활성도 역시 감소하였

다 (그림 5). 이를 다시 확인하기 위하여 역전사효소 중

합연쇄반응을 이용하여 Muc5ac mRNA 발현을 관찰

해 보니 담배연기 추출물 자극 시 Muc5ac mRNA 발

현이 증가되었고 AG1478과 PD98059에 의해 Muc5ac 

mRNA 발현은 억제되었다 (그림 6). 
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Figure 7. Western blot analysis of ERK and p38 
MAPK. PD98059 inhibited phosphorylation of both 
ERKs and p38 MAPK. SB203580 also inhibited p38 
MAPK phosphorylation as much as to the level of 
control and CSE treatment group (CTL: control, CSE: 

5% cigarette smoke extract solution).
Figure 6. Reverse transcription polymerase chain re󰠀
action (RT-PCR) analysis of Muc5ac mRNA expression 
in A549 cells. PCR reaction was run on a 1% agarose 
gel and the band density was expressed as a relative 
value using densitometry measurement. CSE increased 
the Muc5ac mRNA expression. Pretreatment of PD98059 
or AG1478 suppressed the Muc5ac expression near 
to the control levels (CTL: control, 5% CSE: 5% cigar󰠀
ette smoke extract solution). 

Figure 8. The effect of cell signal pathway inhibitors 
on luciferase activity. PD98059 and SB203580 signi󰠀
ficantly suppressed CSE-induced luciferase activity, 
respectively (PGL3-basic: PGL3-basic vector without 
Muc5ac promoter region, CSE: 5% cigarette smoke 

extract solution, * P＜ 0.0001). 

3. SB203580 처리 시 세포 내 신호전달 경로와 

Muc5ac 유전자 발현 

담배연기 추출물에 의한 Muc5ac 유전자 발현에 관

여하는 MAPK 중 본 실험에서 ERK1/2와 p38 MAPK

의 인산화가 확인되어 p38 MAPK의 선택적 억제제인 

SB203580으로 처리한 후 p38 MAPK 인산화와 Muc5ac 

promoter 활성도를 관찰하였다. PD98059와 SB203580

은 예상대로 p38 MAPK 인산화를 억제하였으며 (그

림 7) SB203580은PD98059에 비하여 훨씬 강하게 lu󰠀
ciferase 활성도를 감소시켰다 (그림 8). 

고   찰

기도 내 기류제한과 반복적인 기도염증으로 요약되

는 만성폐쇄성폐질환에서 기도 내 점액분비의 증가는 

특징적인 임상양상이다. 만성폐쇄성질환의 원인은 여

러 가지가 알려져 있으나 그 중 흡연이 가장 중요한 

원인이며 이는 기도 내 점막의 염증을 일으키고 기도 

내 점액분비 증가에 기여한다2,19. 기도점액의 주성분

은 점액소 (mucin)라는 당 단백질 복합체로써 구조의 

뼈대를 이루는 여러 단백질이 각각의 특이 유전자에 
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의해 만들어짐이 최근 밝혀져 있는데 현재까지 모두 

15개의 점액 유전자 (Muc gene)가 알려져 있다. 점액

소는 막결합성 점액소와 분비형 점액소로 나누며 이 

중 폐 혹은 기도 내에 존재하는 분비형 점액소는 Muc2, 

Muc5ac, Muc5B, Muc7 그리고 Muc8이고
11
 이 중 

Muc5ac가 흡연에 의해 분비가 유도됨이 알려졌다
20
. 

하지만, 이러한 점액 유전자가 어떠한 세포 내 신호전

달 과정을 통하여 점액분비를 증가시키는지에 대해서

는 명확하게 밝혀진 바가 없으나 최근 호중구의 ela󰠀
stase, 흡연, 금속, 세균 감염, 산화제의 자극 등에 의

하여 표피성장인자 수용체가 활성화되고 이어 점액 

유전자의 전사가 일어난다는 사실이 알려졌다
17,21-23

. 

본 실험에서도 담배연기로 처리하였을 때 A549 세포

의 Muc5ac mRNA 발현이 증가되었고 표피성장인자 

수용체의 활성화를 동반하며 표피성장인자 수용체 인

산화를 억제하는 AG1478 처리 시 Muc5ac 유전자의 

발현이 억제되어 유전자 발현에 표피성장인자 수용체

가 관여함을 확인할 수 있었다. 표피성장인자 수용체

가 자극에 의해 활성화 되어 세포 내 신호를 전달하는 

데는 ERK1/2, JNK1/2/3, p38 MAPK 혹은 protein ki󰠀
nase C를 매개하는 것이 알려져 있는데 Muc2 혹은 

Muc5ac 유전자의 발현에 표피성장인자 수용체의 활

성이 먼저 일어나고 이어 ERK 신호전달 체계를 경유

하여 NF-κB나 SP1같은 전사인자가 DNA에 결합하

여 유전자의 발현을 증가시킨다는 보고들이 있다
16,18
. 

세포 내 신호전달에 관여하는 신호전달체계 중 MAPK

군은 proline-targeted serine-threonine kinase에 속

하며 외부 자극을 핵에 전달하는 역할을 하는데 포유

동물에서는 최소 4가지 종류의 MAPK, 즉 ERK1/2, 

JNK1/2/3, p38 MAPK, ERK5가 존재한다
24
. 본 연구

자는 담배연기에 의한 Muc5ac 유전자의 발현에 표피

성장인자 수용체의 활성화를 확인하고 그 이하 단계

에서의 신호전달 과정에 여러 MAPK 중 어떤 종류가 

관여하는지 확인하였다. 담배연기 자극 시에 ERK1/2

와 p38 MAPK의 인산화는 관찰하였으나 JNK 인산화

는 관찰되지 않았고 MAPK를 활성화 시키는 MAPK 

kinase (MAPKK) 억제제인 PD98059와 p38 MAPK의 

선택적 억제제인 SB203580으로 처리 시 각각 ERK1/2와 

p38 MAPK의 인산화가 억제되고 Muc5ac mRNA 발

현이 감소되었다. 이상의 결과로 보아 담배연기에 의

한 Muc5ac 유전자의 발현 증가를 일으키는 세포 내 

신호전달에는 MAPK 중 ERK1/2와 p38 MAPK가 관

여하고 JNK는 관계없음을 유추할 수 있다. 

담배연기가 표피성장인자 수용체를 활성화시키는 

기전은 아직 명확하지 않다. 표피성장인자 수용체의 

특이 리간드인 표피성장인자와 transforming growth 

factor는 직접 수용체에 결합하여 표피성장인자 수용

체 인산화를 유도하지만
14
 이외에도 외부에서 과산화

수소와 같은 산화제로 자극하거나 활성화 된 호중구

로 자극 시 수용체-리간드 결합과 관계없는 표피성장

인자 수용체 인산화 경로가 보고 되고 있다
23
. 활성화 

호중구 역시 많은 종류의 염증 매개물을 생성하여 DNA

의 산화손상을 일으킨다고 알려져 있어 다양한 자극

에 의해 생성된 산화물질들이 리간드 결합과는 무관

하게 직접적으로 표피성장인자 수용체를 활성화 시키

고 MAPK 경로를 통하여 점액분비를 증가시킨다고 

추측된다. 담배연기 내에도 다양한 산화제들이 존재

하므로 이들 산화제에 의해 표피성장인자 수용체 활

성화가 일어난다고 생각할 수 있다. 하지만 흡연은 생

체에서 기도 내 염증을 유발하여 기도 내 세포로부터 

다양한 염증매개물들을 분비하게 하는데 특히 호중구

의 동원을 일으키는 IL-8과 같은 시토카인 분비를 자

극함으로써 먼저 호중구가 동원되고 이차적으로 산화 

자극에 의해 수용체의 활성화가 이루어질 가능성을 

배제할 수는 없다. 그러나 본 실험은 호중구의 동원이 

불가능한 폐암 세포주에서 이루어졌으며 호중구의 자

극 혹은 외부에서의 산화제 처리에 의한 점액 유전자 

발현을 본 이전의 보고
23
와 같이 신호전달 과정에 

ERK1/2 경로는 관여하나 p38 kinase 경로는 무관하

다고 결론을 내렸다. 연구자의 실험결과 담배연기 자

극으로 나타난 신호전달 경로에는 ERK1/2와 p38 

MAPK가 모두 관여하는 결과를 보여 표피성장인자 

수용체 인산화는 호중구 동원의 이차적인 결과이거나 

단순히 담배연기 내에 포함된 산화 물질에만 의한 것

이라 단정할 수는 없다. 담배연기 내에 들어있는 대표

적 물질인 acrolein으로 기도상피세포를 직접 자극하

였을 때 Muc5ac mRNA의 발현 증가가 보고 되었으

며
25,26
 이의 기전으로 acrolein이 세포 내 glutathione을 
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소모시켜 reactive oxygen species를 생성하여 유전자 

발현을 증가시킨다는 보고도 있다
4,27
. 또 acrolein은 생

체에서 염증반응을 일으켜 호중구, 대식세포 및 단핵

구의 활성화를 촉진하고 이들 세포들은 다양한 염증 

매개물을 분비하는데 이들 염증 매개물로 기도상피세

포를 자극하였을 때도 역시 Muc5ac mRNA의 발현이 

증가되고 단백질 합성이 이루어지는 것으로 보아 

acrolein은 직접적으로 Muc5ac 유전자를 활성화시키

고 동시에 염증 반응을 매개하여 간접적으로도 Muc5ac 

유전자를 자극하는 것으로 생각된다. 이처럼 다른 신

호 전달 경로를 가진 자극원이 담배연기에 존재하거

나 산화 물질의 종류에 따라 각각 다른 신호전달 경로

를 가질 가능성이 있다. 담배연기 내에 4,000여 가지 

물질들이 존재하고 이들의 생물학적 기능이나 영향이 

완전히 규명되지 않았기에 이러한 물질들이 직접적으

로 표피성장인자 수용체를 활성화시키고 세포 내 신

호를 전달하는 과정에서 이미 알려진 산화 자극과는 

다른 세포 내 신호경로, 즉 p38 MAPK를 경유한다고 

생각할 수 있다. 요약하면 담배연기 추출물에 의하여 

A549세포의 표피성장인자 수용체가 활성화되고 이어 

MAPKK를 통하여 활성화되는 MAPK 중 ERK1/2와 

p38 MAPK의 경로를 경유하여 세포 내 신호가 전달

되어 Muc5ac 유전자의 mRNA 발현을 촉진하여 점액

분비 증가가 일어난다고 생각한다.

요   약

연구배경 : 

만성폐쇄성폐질환에서 나타나는 기도점액의 과다 

분비는 이 질환의 중요한 병리학적 소견이며 호흡곤

란 등 환자의 증상을 악화시키는 요인 중의 하나이다. 

기도 점액을 구성하는 여러 성분 중 Muc 유전자에 의

해 만들어지는 당 단백이 흡연에 의해 생성이 증가하

는데 이에 관여하는 세포 내 신호전달 과정에 대하여 

확실히 밝혀진 바가 없다. 저자는 Muc 유전자 중 인

체의 기도에 가장 많이 분비되는 Muc5ac 점액 생성

을 담당하는 Muc5ac 유전자의 발현이 흡연에 의하여 

증가하는데 관여하는 세포 내 신호전달 과정을 알아

보고자 하였다. 

재료 및 방법 :  

사람 폐선암 세포주인 A549 세포를 배양하여 Muc5ac 

유전자의 promotor를 luciferase reporter plasmid를 

사용하여 세포 내에 transfection시키고 5% 담배연기 

추출물로 자극하여 배양하였다. 또 세포 내 신호전달

에 관여하는 표피성장인자 수용체 kinase의 억제제인 

AG1478, mitogen-activated protein kinase kinase 

(MAPKK) 억제제인 PD98059, p38 mitogen-activated 

protein kinase 억제제인 SB203580으로 각각 전 처치 

후 역시 5% 담배연기 추출물로 자극 배양하였다. 배

양된 세포에서 단백질을 추출하여 luciferase 분석을 

통하여 Muc5ac promoter 활성도를 측정하고 Western 

blot을 이용하여 표피성장인자 수용체와 mitogen-act󰠀
ivated protein kinase (MAPK)인 extracellular signal- 

related kinase (ERK)1/2, p38 MAPK, c-Jun N-terminal 

kinase (JNK)의 발현을 확인하였다. 또 세포에서 RNA

를 추출한 후 Muc5ac primer를 이용하여 역전사효소 

중합연쇄반응을 수행하여 Muc5ac mRNA 발현을 관

찰하였다.

결  과 : 

1. Muc5ac promoter를 삽입한 A549 세포를 5% 담

배연기 추출물로 자극하였을 때 의의 있게 luciferase 

활성도가 증가하였고(P<0.001) 자극하는 시간이 3시

간이었을 때 luciferase 활성도가 최고치를 보였다

(P<0.01). 또 담배연기 추출물 자극은 표피성장인자 수

용체를 인산화시켰으며 인산화는 AG1478과 PD98059

에 의하여 억제되었다. 

2. AG1478 혹은 PD98059로 전 처치 후 5% 담배연

기 추출물로 자극한 경우 5% 담배연기 추출물 단독으

로 자극한 것에 비하여 유의하게 lucifearse 활성도가 

억제되었고 (P<0.01) 세 가지 종류의 MAPK 중 ERK1/2와 

p38 MAPK의 인산화는 관찰되었으나 JNK의 인산화

는 관찰되지 않았다. 역전사효소 중합연쇄반응을 이

용하여 관찰한 Muc5ac mRNA 발현은 담배연기 추출

물에 의해 증가되었고 PD98059와 AG1478에 의하여 

역시 억제되었다. 

3. 담배연기 추출물에 의하여 인산화 된 ERK1/2는 

PD98059에 의하여 인산화가 감소하였고 p38 MAPK

의 인산화는 PD98059와 SB203580에 의하여 감소하
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였으며 이 두 가지 억제제는 모두 luciferase 활성도를 

유의하게 억제시켰다(P<0.0001). 

결  론 : 

담배연기 추출물은 Muc5ac 유전자의 발현을 증가

시켜 기도 내 점액 분비를 증가시키며 이는 표피성장

인자 수용체를 매개로 ERK1/2와 p38 MAPK를 경유

하여 세포 내 신호전달이 이루어진다고 생각된다. 따

라서 점액 유전자 활성화를 매개하는 신호전달 과정

을 차단하는 약제나 방법이 개발된다면 과도한 점액 

분비를 치료할 수 있을 것으로 생각한다.  
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