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Mutational Analysis of Pro-apoptotic BNIP3 Gene in Non- 
Small Cell Lung Cancers

Purpose: Cell death deregulation is a hallmark of human cancers. BNIP3, which 
was initially identified as a pro-apoptotic member of the Bcl-2 family, plays an 
important role in apoptosis, necrosis and autophagy. This study was conducted 
to explore whether mutation of the BNIP3 gene is a characteristic of human 
non-small cell lung cancers (NSCLC). Materials and Methods: In the current 
study, we used polymerase chain reaction (PCR), single-strand conformation 
polymorphism (SSCP), and DNA sequencing to detect somatic mutations in the 
DNA sequences encoding the BH3 (Bcl-2 homology3) and TM (transmembrane) 
domains that are important to the cell death function of BNIP3 in 48 NSCLCs. 
Results: SSCP analysis revealed no evidence of somatic mutation in the DNA 
sequences encoding the BH3 and TM domains of the human BNIP3 gene in 
the 48 NSCLCs evaluated in this study. Conclusion: The data presented here 
indicate that the pro-apoptotic BNIP3 gene may not be somatically mutated in 
human NSCLCs, which suggests that mutational events of the BNIP3 gene may 
not be involved in the mechanisms by which NSCLCs evade cell death. (J Lung 
Cancer 2007;6(2):74󰠏 77)
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서      론

  세포자멸사(apoptosis)는 세포사멸(cell death)의 주된 발생

기전으로 조직의 항상성, 세포분화 및 발생에 중요한 역할

을 하며, 세포자멸사 조절 이상은 퇴행성 질환, 종양, 에이

즈 등 여러 질병을 유발한다(1∼3). 정상세포에 비하여 암

세포는 일반적으로 생리적 자극에 대해 사멸이 잘 유발되

지 않는 특성이 있으며, 이런 특성은 종양의 발생, 종양의 

성장 및 전이에도 중요한 역할을 한다(3). 

  세포사멸을 유발하는 경로는 많지만, 내인성 경로와 외

인성 경로로 나누는 것이 가장 흔한 분류법이다(1). 외인성 

경로는 Fas, tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing 

ligand (TRAIL) receptor 같은 death receptor family에 의해서 

유발되고, 내인성 경로는 성장인자의 소실, 저산소증, 방사

선 조사, 항암제 등에 의해서 유발된다(1∼3). 내인성 경로

는 bcl-2 family에 의해서 주로 조절되는데, bcl-2 family는 

크게 세포자멸사 유발성과 세포자멸사 길항성으로 나뉜다

(1). 이들 bcl-2 family 구성원은 서로 결합하여 homodimer 

및 heterodimer로서 복잡한 조절 체계를 구성하며, bcl-2 

family 단백질의 상대적 비율은 세포자멸사의 반응정도를 

결정하는 중요한 인자이다(1).

  포유동물의 bcl-2 family 단백질은 약 20종류가 밝혀져 있

고, 이들 모두에는 한 종류 이상의 bcl-2 homology (BH) 

domain이 있다(1). BH domain 중 BH3 domain은 세포사멸을 

유발하는 데 필요 충분한 domain이다. Proapoptotic bcl-2 

family 단백질에는 BAD, PUMA, Hrk, bcl-G, Noxa, BIM, 

bcl-rambo, BAX, BIK, BAX, BID, BMF 등이 있으며, 이들은 

모두에는 BH3 domain이 있고 대부분의 경우 세포사멸 유발

을 BH3 domain의 존재에 의존한다(4∼9). Bcl-2/adenovirus 

E1B-19kDa-interacting protein3 (BNIP3)는 세포자멸사 유발

성 bcl-2 family에 속하며 BH3 domain과 transmembrane (TM) 

domain을 갖는다(10∼13). TM domain은 BNIP3가 mitochon-

dria에 결합하는데 중요하며, BNIP3의 세포사 유발에도 필

요한 domain이다(10∼13). BNIP3는 hypoxia에 의해서 발현

이 증가되며, 세포자멸사 뿐 아니라 괴사 및 autophagy에 이

르는 다양한 종류의 세포사에 관여한다고 알려져 있다(12

∼14). 

  세포사멸 기전에 관여하는 유전자의 이상이 발암과정에 
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Fig. 1. Representative SSCP of BNIP3 gene in the non-small 

cell lung cancers. The exon 4 of the BNIP3 gene was amplified 

by PCR using a specific primer set. The PCR products from 

the representative cases of non-small cell lung cancers were 

visualized on SSCP. SSCP of DNA from the non-small cell lung 

cancers (T) shows no aberrant bands as compared to SSCPs 

from the normal tissues (N). 

중요한 역할을 한다는 증거들이 제시되고 있다. 예를 들면 

caspase-3, Fas 등의 돌연변이가 비소세포폐암을 비롯한 여

러 암에서 보고된 바 있다(15∼21). BNIP3가 세포사멸에서 

중요한 기능을 담당하지만, 현재까지 이 유전자의 돌연변

이에 관한 연구는 보고된 바 없다. 이에 저자들은 본 연구에

서 BNIP3 유전자의 돌연변이가 비소세포성폐암의 세포사

멸 이상에 관여하는지를 알아보기 위해, 비소세포성폐암 

조직을 대상으로 돌연변이 발굴연구를 시행하였다. 

대상 및 방법

1) 연구 대상

  1999년 이후 근치적 폐 절제술을 받고 진단된 48명의 비

소세포성폐암 환자의 폐조직을 대상으로 하였다. 폐암 환자

의 파라핀 포매 조직을 5μm 두께로 박절하여 hematoxylin 

& eosin 염색을 실시한 후 2명의 진단병리 의사가 독립적으

로 WHO 분류에 따라 분류하였으며, 이들은 편평상피암 25

예, 선암 23예였다. 36∼79세의 연령분포를 보였으며 평균

연령은 57세였다. 

2) 돌연변이 조사

  Hematoxylin & eosin 염색된 조직에서 미세절제술(micro-

dissection)을 이용하여 암세포 및 정상세포를 각각 분리 수

집한 후, proteinase K를 처리하여 DNA를 얻었다. BNIP3 유

전자를 이루고 있는 exon 중 세포사에 중요한 역할을 한다

고 알려진 BH3 domain을 코딩하는 exon 4와 TM domain을 

coding하는 exon 5를 증폭할 수 있는 시발체(primer) 2쌍을 

제작하였고, DNA sequence는 exon 4 (5'-atctgcctttaacattgact- 

3' 및 5'-cgtgacactgagaacacact-3'), exon 5 (5'-cacgtttcttcccgcctca- 

3' 및 5'-tgccatgacaggagtcacacag-3')였다. 방사성 동위원소인

([
32P]dCTP)를 중합효소연쇄반응에 포함시켜서 자기방사법

(autoradiogram)으로 중합효소연쇄반응 산물을 분석할 수 있

게 하였다. 중합효소연쇄반응은 혼합액을 94
oC에서 10분간 

변성시킨 후 94
oC에서 30초, 53∼62oC에서 40초와 72oC에

서 40초씩 각각 35회 반복하였으며 72
oC에서 5분간 연장반

응을 실시하였다. 중합효소연쇄반응 산물을 single-strand 

conformation polymorphism (SSCP) 분석을 위해 non-dena-

turing gel에 running 후 gel을 건조하고 관찰하여, 정상 DNA

에서 관찰되는 wild-type band 이외의 band가 나타난 경우, 

2회 이상 반복하여 확인하고, aberrant band를 잘라서 cyclic 

sequencing으로 DNA 염기서열을 분석하였다. SSCP, DNA 

염기서열분석에 관한 내용은 이전의 논문에 자세히 기술되

어 있다(15∼21).

결      과

  미세절제를 통해서 암 및 정상세포를 비소세포성폐암 조

직에서 선택적으로 분리할 수 있었고, 추출된 DNA를 이용하

여 BNIP3 BH3와 TM을 coding하는 exon 4와 exon 5를 증폭하

여 SSCP로 분석하였다. 중합효소연쇄반응 산물은 SSCP에서 

잘 관찰되어서, 미세절제를 통한 DNA의 획득 및 중합효소

연쇄반응에 이상이 없음을 알 수 있었다(Fig. 1). SSCP를 분

석한 결과 중합효소연쇄반응의 결과물은 정상조직의 DNA

와 같이 wild-type의 band로만 나타났으며, 돌연변이에서 보

이는 abnormal band는 관찰 할 수 없었다(Fig. 1). 또한, 이들

은 염기서열 분석 결과 돌연변이가 없는 정상 염기서열을 

가지고 있었다(data not shown). 따라서, SSCP 결과는 BNIP3 

유전자의 돌연변이가 분석한 48예의 폐암에서 나타나지 않

음을 의미했다. 이 실험은 미세절제, 중합효소연쇄반응, 

SSCP 및 염기서열분석을 2회 반복하였으며, 결과는 2회 모

두 일치하였다. 

고안 및 결론

  세포사와 연관된 단백질을 코딩하는 유전자에 흔히 돌연

변이가 발생하고 기능적으로 세포사멸 기능을 저하시키는 

경우가 흔하다는 선행연구(15∼21)를 따라 세포사멸 유발

기능은 확인이 되었지만 돌연변이 연구가 이루어지지 않은 

BNIP3 유전자의 돌연변이 연구를 시행하였다. 따라서, 본 
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연구의 목적은 두 가지였다. 첫째는 세포사멸 조절에 중요

한 역할을 하는 BNIP3가 비소세포폐암 조직에서 돌연변이 

되는 지 여부를 판명하는 것이었고, 둘째는 돌연변이가 있

다면 그 기능적 변화를 암발생과 연관 시키는 것이었다. 하

지만 BNIP3 유전자가 48예의 비소세포폐암 조직에서 돌연

변이가 되지 않았다는 것을 확인하였고, 이를 통해서 비소

세포폐암의 병발생 기전에서 이 유전자의 돌연변이가 작용

하지 않으리라는 것을 예측할 수 있었다. 

  비소세포폐암에서 세포사멸 관련 유전자의 돌연변이 연

구는 이미 많은 유전자를 대상으로 이루어졌다. Death re-

ceptor인 Fas의 돌연변이는 7.7%의 비소세포폐암에서 나타

났으며, 이중 대부분은 세포사멸에 중요한 death domain에

서 발견되었다(16). 또한, 다른 death receptor인 TRAIL 

receptor1 및 2의 돌연변이는 6.8%의 비소세포폐암에서 나

타났다(17). Death receptor를 기시부로 하는 외인성 세포사

멸 경로상의 유전자들을 검색한 결과 Fas, FADD, caspase- 

10의 돌연변이가 13.8%라는 높은 빈도로 나타났고, 림프절

로 전이한 폐암의 경우는 그 돌연변이 정도가 전이하지 않

은 폐암에 비해 의미 있게 높은 것을 관찰되었다(18). 내인

성 세포사멸경로를 이루는 Bcl-2계열의 돌연변이는 BAD 등

을 검색하였으나 발견할 수 없었다(19). Caspase는 caspase- 

3, 7, 8, 9, 10에 대해서 돌연변이 연구가 이루어졌으며, cas-

pase-10과 caspase-3만이 돌연변이가 발견되었다(15,18,20,21). 

하지만, 이 경우도 caspase-3는 2.2%, caspase-10은 5%로 나

타나서 caspase-10을 제외한 대부분의 caspase-유전자는 돌

연변이로 인해 세포사멸 기능을 폐암에서 소실하지는 않는

다는 것을 알 수 있었다(15,18). 정리하면 비소포폐암에서 

세포사멸 관련 유전자의 돌연변이는 주로 death receptor 경

로상의 유전자에 집중적으로 나타나는 것을 알 수 있으며, 

본 연구의 결과로 BNIP3의 돌연변이가 비소세포폐암에서 

발견되지 않았던 것도 이에 상응하는 결과라고 생각한다.

  암세포의 사멸을 방해하는 기전은 여러 가지가 있으며, 

돌연변이는 이 중 한 가지 기전이다(1∼3). 돌연변이 이외

에 DNA 메틸화, 단백질의 세포내 위치 변경, 단백질 발현 

감소, 길항물질의 생성 증가, 인산화 등이 세포사멸을 유도

하는 단백질의 기능을 불활성화 시키는 방법이다(1∼3). 

Bim 단백질은 세포 골격기관인 미세관과 결합하면 불활성

화 되고, bad 단백질은 인산화되면 기능을 소실한다(1). 또

한, bcl-2 단백질의 발현 증가는 암세포의 사멸을 항암제 등

의 세포사 유발기전으로부터 보호한다(1). 본 연구 결과는 

BNIP3 유전자가 비소세포폐암에서 돌연변이 되지 않는다

는 사실을 제시하며, 비소세포폐암에서 암세포의 세포사멸 

억제기전의 이해를 위해서는 BNIP3 유전자의 불활성화가 

돌연변이 이외에 다른 어떤 방법으로 일어나는지를 규명할 

필요가 있다고 생각한다. BNIP3 단백질의 발현은 장기에 

따라서 다양한 형태로 나타난다. 정상 대장상피는 BNIP3를 

발현하지만 많은 대장암에서는 이 단백질의 발현이 소실되

며 이는 메칠화에 의한 것으로 알려져 있다(22). 반면에, 유

방의 정상상피는 BNIP3를 발현하지 않지만 유방암의 전암

병변과 유방암은 이 단백질을 강하게 발현하는 것이 알려져 

있어서(23), 단백질의 발현이 암세포를 selection하는 기전으

로 작용할 가능성이 있음을 제시한다. 폐암에서는 BNIP3의 

발현에 대한 연구가 알려진 바가 없다. 따라서, BNIP3에 대

한 발현연구를 통해서 이 단백질이 어떤 경로로 폐암발생

에 영향을 주는지를 알 수 있을 것이다. 

  많은 연구가 비소세포폐암을 대상으로 시행되었지만 많

은 비소세포폐암 환자들이 매년 사망하고 있다. 따라서 비

소세포폐암의 조기 발견 및 진행을 예측하는 방법의 개발

이 절실하다. 최근, 치료적 관점에서 세포사멸 유방성 반백

질을 소형분자약제와 결합시켜서 종양의 세포자멸사를 유

도하는 방법도 연구되고 있다(24). 이와 같은 임상연구를 

위해서는 진단 및 치료타겟 발굴연구가 환자의 암조직을 

이용해서 이루어져야 한다고 생각되며, 앞으로도 이를 위

해 많은 세포사멸 관련 유전자 및 산물의 이상에 관한 연구

가 이루어져야 한다고 생각된다.
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