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폐암세포주에서 NF-κB 활성 억제를 통한 Proteasome 억제제 MG132의 
TRAIL-유도성 Apoptosis 감작 효과
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The Proteasome Inhibitor MG132 Sensitizes Lung Cancer Cells to 
TRAIL-induced Apoptosis by Inhibiting NF-κB Activation
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1Department of Thoracic Surgery, Dankook University College of Medicine, Cheonan, 2Department of Internal Medicine, Konkuk 
University School of Medicne, Seoul, Korea

Background: TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) is a newly identified member of the TNF gene family 
which appears to have tumor-selective cytotoxicity due to the distinct decoy receptor system. TRAIL has direct 
access to caspase machinery and induces apoptosis regardless of p53 phenotype. Therefore, TRAIL has a therapeutic 
potential in lung cancer which frequently harbors p53 mutation in more than 50% of cases. However, it was shown 
that TRAIL also could activates NF-κB in some cell lines which might inhibit TRAIL-induced apoptosis. This study 
was designed to investigate whether TRAIL can activate NF-κB in lung cancer cell lines relatively resistant to 
TRAIL-induced apoptosis and inhibition of NF-κB activation using proteasome inhibitor MG132 which blocks IκBα 
degradation can sensitize lung cancer cells to TRAIL-induced apoptosis.
Methods: A549 (wt p53) and NCI-H1299 (null p53) lung cancer cells were used and cell viability test was done 
by MTT assay. Apoptosis was confirmed with Annexin V assay followed by FACS analysis. To study NF-κB- 
dependent transcriptional activation, a luciferase reporter gene assay was used after making A549 and NCI-H1299 
cells stably transfected with IgGκ-NF-κB luciferase construct. To investigate DNA binding of NF-κB activated 
by TRAIL, electromobility shift assay was used and supershift assay was done using anti-p65 antibody. Western 
blot was done for the study of IκBα degradation.
Results: A549 and NCI-H1299 cells were relatively resistant to TRAIL-induced apoptosis showing only 20∼30% 
cell death even at the concentration 100 ng/ml, but MG132 (3μM) pre-treatment 1 hour prior to TRAIL addition 
greatly increased cell death more than 80%. Luciferase assay showed TRAIL-induced NF-κB transcriptional activity 
in both cell lines. Electromobility shift assay demonstrated DNA binding complex of NF-κB activated by TRAIL 
and supershift with p65 antibody. IκBα degradation was proven by western blot. MG132 completely blocked 
both TRAIL-induced NF-κB dependent luciferase activity and DNA binding of NF-κB.
Conclusion: This results suggest that inhibition of NF-κB can be a potentially useful strategy to enhance 
TRAIL-induced tumor cell killing in lung cancer. (Tuberc Respir Dis 2008;65:476-486)
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서   론

  TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand)은 

TNF-α와 FasL와 같은 TNF 유전자 가족군의 일원으로서, 

DR4 및 DR5와 같은 death 수용체 외에 DcR1 및 DcR2와 

같은 decoy 수용체 체계를 동시에 가지고 있어 정상세포

는 보호하고 종양세포만 선택적으로 살상시킨다는 장점

으로 주목받고 있는 유망한 항암제제이다1-3
. DcR1은 세포

질 내 death domain이 미완성(truncated) 형태로 존재하
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고 DcR2는 death domain이 존재하지 않기 때문에 아포프

토시스(apoptosis) 신호전달을 수행할 수 없기 때문이다4. 

반면 TRAIL도 TNF 유전자 가족군의 일원으로서 TNF-α

와 같이 NF-κB를 활성화시키는 것으로 밝혀져 있는데, 

NF-κB는 잘 알려진 아포프토시스 억제 인자로서 TNF-

α는 물론 TRAIL에 대해서도 내성인자로 작용할 가능성

이 있어 TRAIL에 의한 NF-κB 활성화를 차단한다면 

TRAIL의 효과를 상승시킬 수 있음이 알려져 있다5. 

  Proteasome 억제제는 ubiquitin-proteasome 경로를 억

제하여 중요한 세포 내 종양 관련 단백질들의 분해를 차단

함으로써 암세포의 아포프토시스를 유도하는 유망한 항

암약제군이다
6
. 그 기전으로는 p53의 축적, cyclin-depen-

dent kinase 억제단백질인 p21과 p27의 발현, stress-acti-

vated protein kinases의 활성화, 그리고 아포프토시스 억

제 전사인자인 NF-κB 차단 등이 알려져 있으며 이러한 

작용 등으로 인해 항염증효과와 항암효과를 나타낸다
7,8

. 

실제로 최근 PS-341 (bortezomib)이 다발성 골수종의 2차 

치료 약제로 미국 FDA의 허가를 받아서 국내에서도 사용 

중이며 폐암을 비롯한 여러 고형암에서도 임상 시험이 진

행되고 있다9,10.

  이러한 배경에서 저자들은 TRAIL에 비교적 내성을 보

이는 폐암세포주에서 TRAIL에 의한 NF-κB 활성화를 확

인하고, proteasome 억제제인 MG132에 의해 TRAIL 유도

성 NF-κB 활성화가 차단되면서 TRAIL에 의한 아포프토

시스의 항진효과가 발생하는지를 확인함으로써 폐암에서 

TRAIL의 내성문제를 극복하고 항암효과를 향상시킬 수 

있는 방법으로서 proteasome 억제제와의 병용요법의 타

당성을 확인하기 전임상 단계로서 본 연구를 시행하였다.

대상 및 방법

1. 세포주

  실험 세포주인 A549와 NCI-H1299 세포주는 ATCC로부

터 구입하였다. A549 세포주는 wild-type p53을 가지는 

폐의 선암세포주이며, NCI-H1299 세포주는 p53 상태가 

null인 폐의 대세포암세포주이다. A549 세포주는 F-12K를 

NCI-H1299 세포주는 RPMI-1640 배양액을 사용하였고 각

각 10% fetal calf serum, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml 

penicillin, 그리고 100 U/ml streptomycin를 첨가하여 세

포배양하였다. 

2. 시약

  TRAIL은 Alexis biochemicals사(San Diego, CA, USA)

에서 human recombinant soluble TRAIL (rhsTRAIL) kit

를 구입하여 사용하였고, company protocol에 따라 

rhsTRAIL 표준농도 100 ng/ml에 enhancer 2μg/ml을 동

시에 사용하였다. Enhancer는 TRAIL 결합후 수용체를 삼

중체로(trimerization) 만들어 신호전달을 활성화시키는 

기능을 갖고 있다. MG132는 Biomol Research Laborato-

ries사(Plymouth Meeting, PA, USA)에서 구입하여 표준

농도를 3μM로 사용하였다. TNF는 R&D system, PMA는 

Sigma에서 구입하였다. 

3. MTT assay

  실험 세포주를 96-well plate에 각 well당 세포 10,000

개씩 분주하여 세포를 부착시킨 후 MG132과 TRAIL을 정

해진 농도와 시간에 따라 처치하였다. MG132 전처치는 

3μM 농도로 TRAIL 처치 1시간 전에 시행하였다. 24시간 

후에 3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT) 5 mg/ml 용액 20μl를 첨가하여 2시간 

incubation한 후 0.1N acidified CH3Cl-HCl을 추가하면 세

포들이 용해되는데, iEMS Labsystems plate plate reader

에서 590 nm의 파장을 측정하여 다음과 같은 공식에 의

해 cell viability를 결정하였다.

Cell viability (%) =

sample absorbance−
blank absorbance

×100
control absorbance−

blank absorbance

  blank: well with media only

  control: untreated, 100% viable well

4. Annexin V assay

  TRAIL에 의한 세포사망이 아포프토시스임을 확인하기 

위하여 세포막에서 일어나는 변화의 하나인 phophati-

dylserine의 외전(eversion)을 검출하는 Apo Alert Anne-

xin V Apoptosis Kit (Clontech, Palo alto, CA, USA)를 

이용하였다. 6-well 세포배양 용기에서 A549 세포주를 80

∼90%의 confluency가 되도록 배양한 후 각각 Untreated, 

MG132 3 microM, TRAIL (Alexis, San Diego, CA, USA) 

100 ng/ml, MG132 1시간 전처치 후 TRAIL 처치 등으로 

처치한 24시간 후 세포를 harvest하여 제작사 protocol에 

따라 1 mg/ml annexin V-FITC로 염색하고 FACS 분석을 
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Figure 1. MG132 inhibits TNF-α induced NF-κB depend-
ent transcriptional activation in both A549 and NCI- 
H1299 cells. A549 and NCI-H1299 cells which stably ex-
pressed an IgGκ-NF-κB luciferase reporter gene con-
struct were pretreated with MG132 (3 uM) for 1 h fol-
lowed by the addition of TNF-α (10 ng/ml) for 6 h. The
cells were then harvested for analysis of luciferase activity.
Values are mean of three experiments±SD.

하였다.

5. Plasmid: IgGκ-NF-κB luciferase reporter gene 

construct

  NF-κB 활성 변화에 의한 전사조절을 평가하기 위하여 

reporter gene assay를 시행하는 것이 보편적인 방법으로

써 과거에는 CAT gene을 많이 사용하였으나 근자에 이르

러서는 동위원소를 사용하여야 하는 번거로움 때문에 lu-

ciferase gene을 많이 사용하는 추세이다. 본 연구자도 

NF-κB 의존성 전사활성을 평가하기 위하여 luciferase 

reporter gene assay를 도입하기로 결정하였고 이를 위해 

NF-κB의 원조격인 IgG kappa chain 유전자의 NF-κB 

binding site인 IgGκ-NF-κB site (sequence 5-GGGG-

ACTTTCC-3) oligonucleotide가 minimal IL-8 promoter 

(position −67 to ＋44)의 상류(upstream)에 위치하도록 

구축된 luciferase reporter gene construct를 이용하였다
5
. 

대조 plasmid construct로는 NF-κB 결합 부위가 제거되

고 minimal IL-8 promoter만 삽입된 min-IL-8-luciferase 

reporter gene construct를 이용하였다.

6. 유전자이입

  A549 세포주와 NCI-H1299 세포주에서 TRAIL에 의한 

NF-κB 활성을 평가하기 위하여 상기한 IgGκ-NF-κB 

luciferase construct를 lipofectamine (Gibco-BRL) 방법으

로 유전자 주입을 시행한 후 G418 400∼600μg/ml의 조

건 하에서 선택 배양하여 내성 clone을 모아서 IgGκB- 

luc 세포주를 획득한다. IgGκ-NF-κB site가 없고 mini-

mal IL-8 promoter만 존재하는 control vector를 이용하여 

같은 방법으로 minimal IL-8 luciferase 세포주를 획득하여 

대조군으로 사용하였다.

7. Luciferase reporter gene assay

  상기에서 획득한 세포주의 NF-κB 의존성 luciferase 

발현여부의 적정성을 확인하기 위하여 각 IgGκB-luc 세

포주와 대조 세포주인 min-IL-8-luc 세포주를 대표적인 

NF-κB 자극물질인 TNF-α (10 ng/ml)과 PMA (20 ng/ 

ml)로 자극한 후 luciferase assay를 시행하였다. 각 세포

주를 TNF-α (10 ng/ml)와 PMA (100 ng/ml)로 6시간 자

극한 후 0.1 ml의 lysis buffer (0.1 M HEPES, pH 7.6, 

1% Triton-X, 1 mM DTT and 2 mM EDTA)를 직접 첨가

하여 수확(harvest)한 후 4oC에서 10분간 14,000 rpm으로 

원심분리하여 세포 단백을 얻었다. Bradford assay (Bio- 

Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)를 이용하여 단백 

농도를 측정한 후 20μg의 단백질을 luciferase assay mix 

[25 mM glycylglycine, 15 mM MgSO4, 1 mg/ml bovine 

serum albumin (BSA), 5 mM ATP and 1 mM D-luciferin 

(Analytical Luminescence Laboratory, San Diego, CA, 

USA)]에 첨가한 후 Monolight 2010 (Analytical Lumine-

scence Laboratory)을 이용하여 20초간 luminescence를 3

회 반복 측정하였다. 그 결과 A549 IgGκB-luc 세포주에

서는 TNF-α (10 ng/ml)자극에 의해서 4.61±0.52배, 

PMA (20 ng/ml) 자극에 의해서 5.35±0.62배의 lucifer-

ase 활성 증가를 보인 반면 대조세포주인 A549 min- 

IL-8-luc 세포주에서는 기저수준이 kB-luc 세포주의 10분

의 1 수준의 활성을 보였고 TNF-α와 PMA 자극에 의해서 

전혀 활성 증가가 관찰되지 않아, A549세포주에서 NF-κB

에 특이적인 전사활성 여부를 평가할 수 있는 안정된 세포

주를 획득하였음을 확인할 수 있었다(data not shown). 

마찬가지로 NCI-H1299 IgGκB-luc 세포주에서도 대조세

포군에서 함께 TNF와 PMA 자극에 의한 luciferase assay

를 통하여 NF-κB에 특이적 전사활성을 확인함으로써 

NF-κB에 대한 전사활성을 평가할 수 있는 system을 획

득하였다. 

  양 세포주에서 본 연구에서 사용할 MG132에 의해 NF-

κB가 억제되는지를 확인하기 위하여 대표적인 NF-κB 
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활성 유도물질인 TNF를 이용하여 NF-κB 활성억제를 시

험하여 보았다. MG132는 TNF 처치 1시간 전에 처치하였

다. A549 세포주에서 TNF 자극에 의해 4.61±0.52배의 

활성 증가가 있었으나 MG132 전처치로 1.47±0.14배로 

거의 기저 수준으로 감소되었다. NCI-H1299 세포주에서

도 TNF 자극에 의해 2.23±0.21배의 활성 증가가 있었으

나 MG132 전처치로 1.16±0.12배로 거의 기저 수준으로 

감소되어 같은 결과를 나타내었다(Figure 1).

8. Electromobility shift assay (EMSA)

  세포주를 네 개의 100 mm dish에서 80∼90% con-

fluency되게 배양한 후 TRAIL 100 ng/ml로 0, 1, 2, 4시간 

처치한 후 Trypsin/EDTA로 harvest한다. 100μl Buffer A 

(10 mM HEPES pH7.9, 1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.2% 

NP-40 with protease inhibitors)를 첨가한 후 25G 주사바

늘로 5∼6회 통과시켜 세포막을 파괴시키고 4
o
C에서 15

분간 14,000 rpm으로 원심분리하여 세포핵 pellet을 얻은 

후, 100μl Buffer C (20 mM HEPES pH7.9, 25% glycerol, 

0.42 M Nacl, 1.5 mM MgCl2, 0,2 mM EDTA plus protea-

some inhibitors)를 이용하여 핵막을 파괴시키고 4oC에서 

30분간 석어준다. 4
o
C에서 14분간 14,000 rpm으로 원심

분리하여 chromatin을 pellet시켜 핵추출(nuclear ex-

traction)성분을 얻은 후 4oC에서 Buffer D [20 mM HEPES 

pH7.9, 20% glycerol, 100 mM KCl, 0.2 mM EDTA with 

1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and 1mM 

dithiorethreitol (DTT)]로 6시간 투석하여 핵단백을 획득

한 후 Bradford assay로 단백농도를 측정한다.

  EMSA는 추출된 핵단백 7.5μg을 1μg의 poly(dI-dC) 

: poly(dI-dC)와 2.5 pg의 [α-P32] - labeled oligonuleotide 

probe (1×105 cpm)이 포함된 20μl의 binding buffer 

(25 mM HEPES pH7.6, 0.1 mM EDTA, 10% glycerol, 50 

mM KCl, 0.05 mM DTT)에 첨가하여 4oC에서 30분간 반

응시킨 후 0.5×Tris-Borate EDTA (pH8.3) buffer에서 4% 

nondenaturating polyacrylamide gel을 전기영동하여 단

백질-DNA 복합체를 분리하여 autoradiography로 결과를 

얻었다. 사용된 oligonucleotide probe는 IgG kappa 

chain 유전자의 5 flanking 부위의 NF-κB site (5 tcga-

GTCGGGGACTTTCCTCTGA)를 사용하였고, 이에 대한 

상보적 strand를 5쪽에 네 개 염기 overhang을 갖도록 고

안하여 annealing한 후 [α-P
32
] dCTP (Amersham, Arling-

ton Heights, IL, USA)와 non-radioactive dA/T/GTPs, 그

리고 Klenow DNA polymerase (New England Biolabs, 

Beverly, MA, USA)를 이용하여 제조하였다. Cold com-

petition과 항체 방향에 의해 supershift를 위해서는 250 

pg (100×)의 cold oligouncleotide probe와 NF-κB의 

p65 subunit에 대한 rabbit polyclonal 항체(Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)를 radio-labeled 

probe와 반응시키기 5분 전에 먼저 반응시켰다.

9. Western blot

  A549와 NCI-H1299 세포주에서 TRAIL에 의한 IκBα 

인산화와 퇴행(degradation)을 확인하기 위하여 IκBα에 

대한 western blot을 시행하였다. 각 세포주를 6개의 60 

mm 배양접시에서 80∼90% confluency가 되도록 배양한 

후 TRAIL 100 ng/ml을 0, 30, 60, 120, 180, 240분 처치한 

후 Trypsin/EDTA로 harvest하여 lysis 용액(1% SDS, 1 

mM Sodim vanadate, 10 mM Tris-HCl, pH7.4)으로 

whole cell lysate를 취득한 후 5분간 4
o
C 14,000 rpm에서 

원심분리하여 단백추출을 얻는다. Bradford assay로 단백

농도를 측정하고 3분간 가열하여 단백변형 시킨 후 SDS- 

PAGE로 전기영동하여 nitrocellulose에 이전한다. Blot을 

blocking buffer (4% milk, 1% BSA, 10 mM Tris-Hcl 

pH7.5, 100 mH NaCl, 0.1% Tween 20)에서 1시간 in-

cubation한 후 rabbit polyclonal IκBα 항체(Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)를 4% milk, 1% 

BSA, 10 mM Tris-HCl pH7.5, 100 mM NaCl, 0.1% 

Tween 20 등을 포함한 4% milk 용액에 1：1,000으로 희

석하여 1시간동안 실온에서 incubation하고 10분씩 3회 

세척한 후 horseraddish peroxidase conjugate anti-rabbit 

IgG 1：5000 희석된 blocking buffer로 2차항체 반응을 

1시간 거친 후 역시 3회 세척한 후 ECL (Amersham, 

Arlington Heights, IL, USA) 검출하였다.

결   과

1. 폐암세포주에서의 TRAIL 유도성 아포프토시스

  우선 본 실험에서 사용하기로 한 A549와 NCI-H1299 

두 종류의 비소세포암 세포주에서 TRAIL에 의한 세포독

성을 MTT assay를 이용하여 측정하였다. 각 세포주에서 

TRAIL을 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml, 1,000 ng/ml 등

의 용량으로 각각 농도를 증가하여 MTT assay로 cell via-

bility를 측정한 결과, A549 세포주에서는 각각 98.1±1.3, 

86.4±9.8, 65.6±3.8, 56.2±11.5%의 viability를 보였고, 

NCI-H1299 세포주에서는 각각 98.5±0.8, 90.8±10.8, 
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Figure 2. Dose-dependent TRAIL-induced cytotoxicity in 
A549 and NCI-H1299 lung cancer cells. Cells were in-
cubated with TRAIL for 24 h followed by analysis of cell
viability by an MTT assay. Values are mean of three ex-
periments±SD. 

Figure 3. TRAIL induces NF-κB activation in A549 cells. (A) Luciferase assay:　Stable A549 IgGκ-NF-κB luciferase cells 
were treated with TRAIL (100 ng/ml) for different time points. Cells were harvested for luciferase assay. The fold luciferase
activation was calculated relative to a normalized value of one given to control (untreated) cells. Data represent the mean
luciferase value from triplicates in one experiment, which was used to calculate the mean＋SD. from two experiments.
(B) Western blot for IκBα degradation: A549 cells were treated with TRAIL (100 ng/ml) for various times and cellular
proteins was harvested followed by loading of equal amounts of protein on an SDS-PAGE gel which was probed with
an anti-IκBα antibody after transfer to nitrocellulose. (C) EMSA with supershift. A549 cells were treated with TRAIL (100
ng/ml) for various times and harvested for nuclear extraction. Electromobility shift assay was done with a radiolabeled
IgGκ-NF-κB probe. Equal amounts (7.5 ug) of nuclear protein was loaded in each lane. In 5th lane, an 100x excess 
of unlabeled oligonucleotide was added 5 min before the addition of radiolabeled probe. In 6th lane, a rabbit polyclonal
antibody p65 was added to the nuclear extract 10 min before the addition of radiolabeled probe.

73.6±6.8, 65.8±12.8%의 결과를 보였다(Figure 2). 이 

결과로서 두 폐암세포주는 TRAIL 표준농도인 100 ng/ml

에서 각각 약 30% 내외의 세포독성을 유도하며 농도를 

10배로 증가시켜도 그 상승효과가 크지 않음을 관찰할 수 

있어서 TRAIL에 민감한 세포주가 아님을 확인할 수 있었

다.

2. 폐암세포주에서의 TRAIL에 의한 NF-κB 활성화

  본 연구에서 사용한 두 세포주에서 TRAIL에 대한 민감

도가 30% 내외에 그친다는 사실은 역으로 TRAIL에 대한 

내성 기전이 존재한다는 가설이 성립하고 그 중 가장 가능

성이 있는 인자로서 TNF 유전자군의 일원이므로 NF-κB

를 활성화시킬 것이라는 가설 하에 두세포주에서 TRAIL

이 NF-κB를 활성화시키는지를 luciferase reporter gene 

assay, IκBα의 퇴화에 대한 western blot, electromo-
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Figure 4. (A) MG132 sensitizes A549 and NCI-H1299 cells to TRAIL-induced cytotoxicity. MG132 (3 uM) was pretreated
1 h before the addition of TRAIL (100 ng/ml) and after 24 h incubation cell viability test by an MTT assay was done. 
Values are mean of three experiments±SD. (B) Annexin V assay shows the sensitization effect of MG132 to TRAIL-in-
duced apoptosis in A549 cells. Treatment schedule was the same with Figure 3A. and cells were harvested and followed
by the analysis of apoptosis by FACS scan. (a: control, b: MG132 3μM, c: TRAIL 100 ng/ml, d: MG132 1 hr pre-treat-
ment＋TRAIL).

bility shift assay를 이용하여 확인하였다.

  1) Luciferase reporer gene assay에 의한 전사활성: 

A549 IgGκB-luc 세포주에서 TRAIL 100 ng/ml의 농도로 

각각 3, 6, 9, 12시간 처치한 후 harvest하여 luciferase as-

say를 시행하였다. 그 결과 각각 1.4, 1.7, 2.5, 2.7배의 

NF-κB 전사활성의 증가가 있었는데 이는 TNF에 의한 

NF-κB 활성화보다는 상대적으로 약하고 늦게 나타나지

만 뚜렷하고 의미있는 NF-κB 활성화가 일어남을 확인할 

수 있었다(Figure 3A). NCI-H1299 세포주에서는 TRAIL 

100 ng/ml 9시간 처치로 1.5배의 NF-κB 활성증가가 일

어남을 확인할 수 있었다. 

  2) Western blot에 의한 IκBα 퇴행: NF-κB가 활성화 

되기 위해서는 세포질에서 NF-κB의 핵으로의 이동을 방

해하는 억제 단백질인 IκBα가 인산화되고 뒤이어 퇴행

되어야 하는데 이를 확인하기 위하여 western blot을 시행

하였다. A549 세포주에서 TRAIL 처치 후 30분이면 IκBα

가 퇴행되어 소실되기 시작하는데 이는 4시간까지 지속적

으로 유지되고 있었다(Figure 3B). NCI-H1299 세포주에

서는 A549 세포주에서 만큼은 아니지만 IκBα band가 

현저히 감소함으로 보아 유의한 IκBα의 퇴행이 발생함

을 확인할 수 있었다(Figure 3B). 그러나 TNF에 의한 Iκ

Bα의 퇴행에 있어서는 IκBα가 완전 퇴행된 후 1∼2시

간 이후에 IκBα의 재등장이 있어 지속적인 NF-κB 활

성화를 억제하는 switch-off system이 존재하는 것으로 알

려져 있으나 TRAIL에 의한 IκBα의 퇴행에 있어서는 이

러한 IκBα의 재등장현상이 관찰되지 않았다. 이는 

TRAIL에 의한 NF-κB 활성화가 TNF보다는 약하지만 보

다 지속적이라는 reporter gene assay의 결과와 부합되는 

소견이 아닌가라고 생각된다. 

  3) Electromobility shift assay에 의한 NF-κB의 DNA 

결합: IκBα 인산화 및 분해에 이어 발생하는 과정이 NF-

κB의 핵이동 및 DNA 결합인데 이를 확인하기 위하여 

electromobility shift assay (EMSA)를 시행하였다. TRAIL 

처치 각 1, 2, 4시간 시점에서 핵단백을 추출한 후 EMSA

를 시행한 결과 시간 경과에 따라 NF-κB의 DNA 결합이 

뚜렷히 증가함을 확인할 수 있었고 lane 5에서 보듯이 un-

labelled oligonucleotide (×100, cold competition)에 의

해 완전히 DNA 결합이 억제됨을 관찰하여 NF-κB에 특

이적인 DNA 결합임을 확인할 수 있었으며 lane 6에서 보

듯이 p65 항체에 의한 supershift가 분명히 관찰되어 이 

NF-κB DNA 결합 복합체는 transactivation에 결정적 역

할을 하는 p65를 포함하고 있음을 확인할 수 있었다

(Figure 3C). 
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Figure 5. MG132 inhibits TRAIL-induced NF-κB tran-
scriptional activity in A549 and NCI-H1299 cells. A549 
and NCI-H1299 cells which stably expressed an IgGκ- 
NF-κB luciferase reporter gene construct were pre-
treated with MG132 (3 uM) for 1 h followed by the addi-
tion of TRAIL (100 ng/ml) for 24 h. The cells were then 
harvested for analysis of luciferase activity. Values are 
mean of three experiments±SD.

Figure 6. MG132 inhibits TRAIL-induced DNA binding of
NF-κB in A549 cells and supershift assay shows NF-κB
complex containing p65. A549 cells were treated with 
TRAIL (100 ng/ml) for various times and harvested for nu-
clear extraction. Electromobility shift assay was done with
a radiolabeled IgGκ-NF-κB probe. Equal amounts (7.5 
ug) of nuclear protein was loaded in each lane. In 4th
lane, an 100x excess of unlabeled oligonucleotide was
added 5 min before the addition of radiolabeled probe.
In 3rd and 7th lanes, a rabbit polyclonal antibody p65
was added to the nuclear extract 10 min before the addi-
tion of radiolabeled probe (lane 1: control, lane 2: TRAIL
100 ng/ml for 2 hr, lane 3: TRAIL＋p65 Ab, lane 4: TRAIL
＋x100 (cold competition), lane 5: MG132 3μM, lane 6:
MG132＋TRAIL, lane 7: MG132＋TRAIL＋p65 Ab).

3. MG132에 의한 폐암세포주의 TRAIL 유도성 아포프

토시스에 대한 감작효과

  TRAIL이 아포프토시스를 억제하는 역할을 한다고 알려

진 전사인자인 NF-κB를 활성화함을 확인한 후 이를 억제

하면 TRAIL에 의한 아포프토시스를 항진시킬 수 있을까

하는 가설을 확인하기 위하여 proteasome 억제제로 IκBα

의 분해를 방해함으로써 NF-κB 활성화를 억제한다고 알

려진 MG132 전처치로 TRAIL에 의한 아포프토시스 항진 

여부를 MTT assay와 Annexin V assay를 통하여 확인하여 

보았다.

  1) MTT assay: MG132 자체도 3μM의 농도에서 양 세

포주 모두에서 20∼30%의 세포독성이 관찰되었다. TRAIL 

단독 투여로 양 세포주 모두에서 약 30%의 세포독성이 

관찰되었으나 MG132 전처치 후 TRAIL을 투여하면 양 세

포주 모두에서 80% 이상의 세포독성이 관찰되어 MG132

가 TRAIL에 대한 감작효과가 있음을 확인할 수 있었다

(Figure 4A).

  2) Annexin V assay: 두 폐암세포주에서 관찰되는 TRAIL

과 MG132의 감작 세포독성 효과가 아포프토시스라는 것

을 확인하기 위하여 아포프토시스 초기에 세포막에서 발

생하는 phophatidylserine의 외전을 검색하는 Annexin V 

assay를 A549 세포주에서 시행하였다. 그 결과 MG132 단

독으로는 17.8%, TRAIL 단독 투여로 41.4%, 그리고 

MG132 전처치 후 TRAIL 처치로 77.7%의 Annexin V 양

성세포가 확인되어 아포프토시스에 의한 세포독성임을 

확인할 수 있었다(Figure 4B). 

4. MG132의 TRAIL에 의한 NF-κB 활성화의 억제

  MG132에 의한 TRAIL세포독성에 대한 감작 효과가 

TRAIL에 의한 NF-κB 활성을 억제함에 기인한다는 것을 

확인하기 위하여 luciferase assay와 EMSA를 시행하였다.

  1) Luciferase reporter gene assay: A549 IgGκB-luc 

세포주에서 TRAIL에 의한 NF-κB 활성은 2.45±0.05배 

증가하였으나 MG132 전처치로 기저 수준의 0.24±0.08

배로 현저한 저하가 관찰되었고, NCI-H1299 IgGκB-luc 

세포주에서도 TRAIL에 의해서는 1.47±0.16배가 증가하
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였으나 MG132 전처지로 기저 수준의 0.21±0.12 강력한 

억제 효과가 관찰되었다(Figure 5).

  2) Electromobility shift assay: 이러한 MG132의 TRAIL

에 의한 NF-κB 활성 억제 효과가 NF-κB의 핵이동에 뒤

이은 DNA 결합의 억제 효과에 의한 것임을 확인하기 위

하여 MG132 전처치 후 EMSA를 시행하였다. 이미 확인한 

바와 같이 TRAIL 처치에 의한 NF-κB DNA 결합과 p65 

항체에 의한 supershift가 MG132 전처치로 완전 억제됨을 

확인할 수 있었다(Figure 6). 이의 효과는 두 세포주 모두

에서 확인하였다.

고   찰

  TNF가족군의 cytokines와 수용체들의 작용이 면역계를 

포함하여 체내 항상성을 유지하는 데 중심적인 역할을 한

다는 사실 외에 계획된 세포사인 아포프토시스를 유도한

다고 알려지면서 주목받고 있다. TNF가족군의 DIL 

(death inducing ligand)와 그의 수용체인 DR (death re-

ceptor)를 통한 아포프토시스 유도는 종양 연구에서 큰 비

중을 차지하고 있으며 많은 가능성을 시사하고 있다. 특

히 그 중에서 TNF가족군의 EST (expressed sequence 

tag) database를 이용하여 새로이 cloning된 TRAIL이 가

지는 장점은, 첫째로 항암 치료나 방사선 치료와는 달리 

DR이 p53과는 독립적으로 아포프토시스를 유도한다는 

점이며 이는 전체 종양의 50% 이상에서 p53의 변이가 관

찰되기 때문이다. 둘째는 TNF가 NF-κB를 활성화하여 염

증성 cytokines를 유도하여 패혈성 쇼크와 같은 부작용을 

보이고 FasL이 간독성을 보이는 반면에 TRAIL은 독성 부

작용을 보이지 않으며11, 비교적 안전하리라고 생각되며, 

셋째는 TRAIL이 뇌와 간, 고환을 제외한 거의 전 조직에

서 발현된다는 점이다
2,3

. TRAIL이 많은 인체 조직에서 발

현되어 있으며 종양세포에서는 세포 독성을 보이지만 정

상 세포에서는 독성을 보이지 않는다는 결과에서 초기의 

생각은 TRAIL 수용체가 분포에서 제한이 되거나 특정한 

환경에서만 아포프토시스를 유도할 것이라고 추론하였지

만 이는 곧이어 TRAIL의 수용체가 알려지면서 decoy 수

용체의 존재로서 설명하게 되었다
4
. TRAIL의 수용체로서 

DR4/ TRAIL-R1, DR5/ TRAIL-R2. DcR1/TRAIL-R3, DcR2/ 

TRAIL-R4 및 osteoprotegerin이 발견되었으며 이 중에서 

DR4와 DR5는 세포 내에 death domain을 가지고 있으며 

FADD와는 다른 경로로 아포프토시스를 유도하지만 

DcR1과 DcR2는 dominant negative fashion의 decoy re-

ceptor로서 아포프토시스로부터 세포를 보호하는 작용을 

하는 것으로 알려져 있다2-4. 골농도를 증가시키는 작용을 

하는 TNF수용체족인 osteoprotegerin이 TRAIL 유도성 아

포프토시스를 억제한다는 보고와 그렇지 않다는 보고가 

있다.

  세포독성을 보이는 DR4와 DR5는 대부분의 정상조직과 

많은 종양세포에 발현되어 있으며, 아포프토시스로부터 

세포를 보호하는 decoy 수용체로서 DcR1과 DcR2는 많은 

정상 조직에서 발현되는 반면에 종양세포에서는 거의 발

현을 보이지 않는다. 이는 TRAIL에 의하여 정상세포는 보

호되며 많은 종양세포가 세포사로 진행되는 실험적 현상

을 설명하여 준다. 그러나 TRAIL에 의하여도 종양세포에

서 상대적인 내성을 보이고 있으며 이의 기전은 아직 명확

치 않으나 한 가지 설명으로 TRAIL이 정상세포와 종양세

포에서 세포사뿐만 아니라 세포 생존과 증식과 같은 다른 

중요한 기능을 할 것이라고 추정하고 있다
12

. 이것은 

TRAIL도 anti-apoptosis로 작용하는 기전이 decoy 수용체 

이외에 존재할 것으로 생각되어지며 그 대상으로 전사인

자인 NF-κB 활성화와의 관련을 보고하고 있다. DR4와 

DR5가 과발현되면 NF-κB를 활성화하지만 TRAIL 자체는 

이 반응이 TNF에 비하여 약하고
13,14

 DcR2의 과발현으로 

NF-κB가 활성화된다는 보고
15

와 활성화하지 않는다는 

보고16가 있다. 

  본 연구는 TRAIL이 보이는 아포프토시스 효과를 2종류

의 폐암세포주에서 보고자 하였고, wild-type p53를 지니

는 A549 폐암세포주와 p53 null인 NCI-H1299 폐암세포주

에서 TRAIL의 처치로서 각각 약 30%의 아포프토시스를 

보여 상대적인 내성을 보이고 있으며, TRAIL에 의한 NF-

κB의 활성화가 각각 2.45, 1.47배 증가함을 확인하였다. 

또한 proteasome 억제제인 MG132 처치로서 NF-κB의 

활성이 현저하게 억제되며 따라서 MG132의 전처치로서 

TRAIL의 아포프토시스가 강화됨을 확인하였다. 세포의 

종류에 따라서 TRAIL에 대한 민감도가 차이를 보이며 그

의 기전을 설명하기는 쉽지 않지만 기존 NF-κB활성의 

차이가 작용하리라고 추측한다. 이 연구의 의의는, 첫째

로 TRAIL에 의한 아포프토시스가 wild-type p53인 A549

세포와 p53 null인 NCI-H1299세포에서 약 30% 정도의 세

포사를 보여 p53의 존재 여부와 큰 관련이 없음을 확인한 

것이고, 둘째로 TRAIL도 아포프토시스에 내성을 보이는 

기전으로 TNF-α와 마찬가지로 NF-κB의 활성화를 유발

한다는 가설을 폐암세포주를 대상으로 확인한 것이며, 셋

째로 NF-κB의 활성 억제를 통하여 TRAIL에 의한 아포프
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토시스 감작 효과가 뚜렷함을 확인한 것이라고 할 수 있겠

다. TARIL이 DR을 통하여 p53과는 독립적으로 내인성 아

포프토시스 장치를 점화하여 아포프토시스를 일으키지만 

p53가 DR5의 발현을 유도한다는 보고가 있다
17

. 이는 

TRAIL과 p53와의 관련성에 대한 향후 밝혀져야 하는 과

제이며 p53 knockout이나 transfection을 이용한 연구가 

필요하다고 생각된다. 

  NF-κB가 전사인자로서 DNA와 결합하여 염증성 cyto-

kines, interferons, 성장인자, cell adhesion molecules 등

의 유전자 발현을 조절한다는 사실 이외에 아포프토시스 

조절에 중요한 역할을 한다는 것은 p65 (Rel A)가 결핍된 

쥐가 전격적 간세포 아포프토시스로 발생과정에서 죽는

다는 사실에 근거하고 있으며
18
, TNF-α와 항암치료에 의

한 아포프토시스로부터 세포를 보호한다는 것은 잘 알려

진 사실이다
18-20

. TRAIL에 의한 아포프토시스도 연구된 세

포주의 50%에서만 감수성을 보이고 본 연구에서도 두 폐

암세포주에서 상대적인 내성을 보이고 있다. TRAIL로부

터 정상세포가 보호되는 기전으로 decoy 수용체에 대한 

역할이 강조되고 상대적인 장점으로 부각되어 왔지만 

Griffith 등21은 사람 melanoma 세포주에서 TRAIL 수용체

에 대한 monoclonal 항체를 이용한 분석으로 decoy 수용

체와 감수성과는 큰 관련이 없다고 보고하고 있다. 그러

나 연구되는 세포에 따라 TRAIL 감수성의 차이를 보이므

로 폐암 세포에서도 수용체의 발현 여부와 역할에 대하여 

보완적인 연구가 필요하겠다. TRAIL에 의해서도 NF-κB

가 활성화가 이루어지지만 TNF-α보다는 약하고 시간적

으로 늦으며 IκBα인산화에 있어서 rebound가 없다는 

차이가 있으며 이는 본 연구에서도 일치하는 결과이다. 

TRAIL에 의한 NF-κB 활성화의 차이는 TRAIL signaling

이 아직 밝혀져 있지 않아서 설명할 수 없지만 향후 그 

기전연구는 필요하리라 생각된다.

  NF-κB의 활성화가 아포프토시스로부터 세포를 보호

하는데 이는 NF-κB의 활성 억제로서 아포프토시스를 감

작하는 효과를 기대할 수 있다. NF-κB의 억제제로서 

glucocorticoids22, 항산화제23, Cu2＋ 24, alkylating agents 

등과 proteasome 억제제가 알려져 있지만
25

 모두가 NF-

κB에 specific한 억제제는 아니다. Delic 등
26

은 protea-

some 억제제인 lactacystin이 apoptosis를 유발하여 항암

제와 방사선에 내성이 있는 CLL 임파구에서 TNF-α에 의

한 apoptosis를 감작시킨다고 보고하였고, Fiedler 등
27

은 

proteasome 억제제인 MG132가 A549 세포에서 TNF-α 

유도성 NF-κB 활성과 IL-8의 방출을 억제한다고 하였으

며, Jeremias 등
28

은 MG132나 mutant IκBα의 과발현으

로 DIL과 doxorubicin에 의한 아포프토시스 내성을 줄일 

수 있음을 보고하여 NF-κB의 억제가 항암치료에서 아포

프토시스를 감작시키는 분자적 접근임을 제시하였다. Iκ

Bα의 퇴행에 작용하는 proteasome의 억제제인 MG132

의 전처치로 DIL에 의한 아포프토시스 감작 효과는 뚜렷

하다. 본 연구에서도 대상으로 한 폐암세포에서 TRAIL 단

독으로 30% 정도의 세포사를 보였지만 MG132의 전처치

로 80% 이상의 세포사를 보여 상당히 고무적인 결과를 

얻었다. TRAIL에 의한 NF-κB활성이 MG132의 전처치로 

기저수준 이하로 억제되는 것에서 세포마다 기존 NF-κB

활성이 차이가 있으며 그 차이가 내성과 관련 있지 않은가

라고 추론할 수 있겠다. 그러나 MG132 자체가 세포독성

을 보이고 있으며 MG132는 proteasome억제제로서 비정

상적인 단백의 퇴행을 억제하며, MHC class I의 발현을 

차단하고
29
 세포주기 단백인 cyclin B를 증가시키는

30
 등의 

광범위한 작용이 있어 NF-κB 활성 억제를 통한 아포프토

시스 감작에서 in vivo 적용은 어려울 것이다. 따라서 NF-

κB에 특이한 억제 방법을 찾는 것이 요구되며 IκBα 

suppressor의 연구가 그의 대안이 될 수 있다고 생각된다.

  또한 TNF와 관련하여 NF-κB의 anti-apoptic down 

stream 유전자로 cIAP1, cIAP2 등이 알려졌으며, caspase 

8의 억제제인 FLIP (FLICE-inhibitory protein)과 XAIP (X- 

chromosome-linked apoptosis inhibitor protein), zink- 

finger protein A20 등이 연구되어지고 있다
31,32

. TRAIL에 

의한 NF-κB 활성화도 inhibitor of apoptosis protein을 

유도하는 지에 대한 연구와 더 나아가 TRAIL에 의한 NF-

κB 활성화의 생리적 기능이 무엇인가에 대한 연구, 즉 

TNF처럼 염증매개성 cytokine으로의 작용이 있는 지에 

대한 연구가 필요하다고 생각된다. 이것은 정상세포는 보

호하고 종양에 선택적으로 작용할 수 있는 TRAIL의 장점

을 극대화하고 단점을 극복하여 궁극적인 항암치료에서

의 가능성을 제시하기 때문이다.

요   약

  연구배경: 정상세포는 보호되고 종양세포에 독성을 보

인다고 알려진 TNF유전자족으로 새로이 확인된 TRAIL이 

폐암세포에서 보이는 아포프토시스 효과를 확인하고, 아

포프토시스로부터 세포를 보호하는 전사인자 NF-κB가 

TRAIL에 의하여 활성화 되는 정도를 평가하여 MG132의 

NF-κB활성억제가 TRAIL 유도성 아포프토시스를 감작시
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키는지를 확인하기 위하여 본 연구를 시행하였다. 

  방  법: A549 (wt p53) 및 NCI-H1299 (null p53) 폐암세

포주를 사용하였다. 세포독성 검사는 MTT assay를 이용

하였고 아포프토시스는 Annexin V assay와 FACS 분석을 

이용하였다. NF-κB 전사활성은 luciferase reporter gene 

assay를 이용하였고 IκBα 분해는 western blot을 이용

하였으며, TRAIL에 의해 활성화된 NF-κB와 DNA 결합은 

electromobility shift assay와 anti-p65 antibody를 이용한 

supershift assay로 확인하였다. 

  결  과: 1) TRAIL 100 ng/ml 농도에서 wild-type p53인 

A549 폐암세포는 34.4%, p53 null인 NCI-H1299 폐암세포

는 26.4%의 세포사를 관찰하였다. 2) Luciferase reporter 

gene assay로서 TRAIL에 의한 NF-κB의 활성이 A549 IgG

κB-luc세포에서 2.45배 증가하고 NCI-H1299 IgGκB- 

luc세포에서는 1.47배 증가함을 관찰하여 TRAIL에 의하

여 NF-κB가 활성화됨을 확인하였다. 3) MG132의 전처

치로 TRAIL에 의한 NF-κB의 활성이 A549 세포와 NCI- 

H1299 세포에서 각각 기저수준의 0.24, 0.21배로 강력히 

억제되었다. 4) TRAIL단독으로 30% 전후의 세포독성이 

MG132 전처치 후 TRAIL을 투여하면 두 세포주 모두에서 

80% 이상의 세포독성이 관찰되어 MG132가 TRAIL유도성 

아포프토시스에 감작효과가 있음을 확인하였다.

  결  론: 이상의 결과로 TRAIL에 상대적인 내성을 보이

는 폐암세포주에서 MG132가 NF-κB 활성억제로서 

TRAIL유도성 아포프토시스를 강화시키는 효과가 있음을 

확인할 수 있었다. 따라서 본 연구는 향후 폐암치료에 있

어서 TRAIL유도성 아포프토시스가 이용될 수 있는 가능

성을 확인한 기초자료가 된다고 생각된다.
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