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요   약   문

Ⅰ. 제    목

암의 이를 진시키는 RhoGDI2의 기능 연구

Ⅱ. 연구개발의 목   필요성

본 연구의 최종목표는 암의 이를 진시키는 RhoGDI2의 작용 기작을 규명하는 것이

었으며, 연구 과정동안 RhoGDI2가 암의 이뿐만 아니라 여러 가지 항암제에 한 내

성을 유발하는 데에도 요한 기능을 담당한다는 것을 확인하여 그 작용 기작을 규명하고

자 하 다.

Ⅲ. 연구개발의 내용  범

본 연구의 세부 내용은 다음의 6가지로 요약할 수 있다.

1) RhoGDI2의 암 이 진 능력 검증

2) RhoGDI2에 의해 조 되는 하  신호 달 과정 확인

3) 암의 이 과정에서 RhoGDI2의 발 을 유도하는 상  신호 달 과정 확인

4) RhoGDI2의 하  target 유 자의 기능 규명

5) RhoGDI2에 의한 암세포의 이를 억제할 수 있는 약물 탐색

6) RhoGDI2의 발 에 의한 항암제 내성 기작 규명

Ⅳ. 연구개발결과

본 연구의 결과는 다음의 6가지로 요약할 수 있다.

1) RhoGDI2의 암 이 진 능력 검증: RhoGDI2에 의한 암 이 진 능력을 

in vitro와 in vivo 실험을 통해 검증하 다.

2) RhoGDI2에 의해 조 되는 하  신호 달 과정 확인: RhoGDI2에 의한 Rac1 

하  신호 달 과정이 요하다는 것을 확인하 다.

3) 암의 이 과정에서 RhoGDI2의 발 을 유도하는 상  신호 달 과정 확인: 

RhoGDI2 유 자의 발 에 transcription factor인 AP-1의 요성을 확인하 다.

4) RhoGDI2의 하  target 유 자의 기능 규명: RhoGDI2의 하  target으로서 

VEGF-C의 요성을 확인하 다.

5) RhoGDI2에 의한 암세포의 이를 억제할 수 있는 약물 탐색: RhoGDI2에 의한 

암의 이과정에 요한 NF-kB activity를 억제하는 천연물을 탐색하 다.

6) RhoGDI2의 발 에 의한 항암제 내성 기작 규명: RhoGDI2의 발 에 의해 여러 
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가지 항암제에 한 내성이 유발되는 기작을 규명하 다.

와 같이 본 연구의 세부 연구목표를 100% 달성하 다. 

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획

본 연구의 결과 RhoGDI2가 암세포의 이를 진시킬 뿐만 아니라 여러 가지 항암제에 

한 내성을 유발하는 데에도 요한 기능을 담당한다는 것을 확인하 다. 하지만 아직 

RhoGDI2가 다른 종류의 암에서 암과는 상반된 결과를 보이는 이유와, RhoGDI2가 어떠

한 기작으로 Rac1을 activation 시키는지, 한 Rac1 이외의 다른 신호 달 과정이 

RhoGDI2에 의한 암의 이와 항암제 내성과정에 여하는지 등에 한 연구가 이루어

지지 못하 다. 한 하  target으로도 VEGF-C 이외의 여러 가지 유 자들의 발 이 

RhoGDI2에 의해 변화됨을 확인하 는데, 이 유 자들 가운데 RhoGDI2에 의한 암세포

의 이와 항암제 내성에 여하는 유 자들을 검증하는 연구가 추가로 수행되어야 할 것

이다.

향후 이러한 연구들이 마무리되어 RhoGDI2에 의한 암세포의 이와 항암제 내성 유발 

기작이 더 자세히 규명되고 암세포의 이와 항암제에 한 내성을 억제하는 치료제 개

발의 target으로서의 유용성이 확인되면, 이후에는 유 자 치료제를 문으로 연구하고 개

발하는 산업체와의 연계를 통해 응용연구로 이어질 수 있을 것이다.
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S U M M A R Y

Gastric cancer is declining in incidence, but it remains the second most 

common cancer in the world and ranks second in terms of global 

cancer-related mortality. Although chemotherapy is commonly used for this 

type of cancer, the prognosis of advanced gastric cancer
 is still poor and 

treatment is usually unsuccessful. Cisplatin is a common anti-tumor agent that 

is used to treat various cancers. The initial tumor response to cisplatin 

treatment is robust however, the treatment efficacy decreases as the duration 

and number of therapy cycles increases. Resistance is acquired rapidly, 

contributing to therapy failure. However, the mechanisms by which cells 

develop resistance
 to cisplatin are not fully understood.

The biological activities of Rho GTPases, which control a wide range of 

signaling pathways that regulate a variety of biological processes, are 

controlled through a tightly regulated GDP/GTP cycle, which is stimulated by 

guanine nucleotide exchange factors (GEFs) and terminated by 

GTPase-activating proteins (GAPs). An additional level of regulation is 

provided by Rho GDP dissociation inhibitors (RhoGDIs). RhoGDIs were 

originally identified as negative regulator of Rho GTPases because they bind 

the majority of Rho GTPases in the cytoplasm, maintaining Rho in an inactive 

form in which it cannot interact with effector target proteins. On the other 

hand, recent reports suggest that RhoGDIs may also act as positive regulator 

of Rho GTPases because they are also associated with active forms of Rho, 

Rac, and Cdc42. This interaction results in an inhibition of the intrinsic and 

GTPase-activating protein-stimulated GTPase activities of the Rho GTPases, 

maintaining Rho in an active form.

Three human RhoGDIs have been identified thus far: RhoGDI1 (also referred 

to as RhoGDI or RhoGDI-α), RhoGDI2 (Ly-GDI or D4GDI or RhoGDI-β), and 

RhoGDI3 (RhoGDI-γ). RhoGDI2 is preferentially expressed in hematopoietic 

cells, RhoGDI3 is expressed in the brain, lungs, kidneys, testes, and pancreas, 

and RhoGDI1 is ubiquitously expressed in all mammalian organs. RhoGDI1 has 

been known to bind to and regulate most of the Rho GTPases, including 

RhoA, Rac and Cdc42. However, RhoGDI2appears to have a narrow selectivity 

and lower binding affinity for Rho GTPases. RhoGDI2 associates with Rac1 
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and Rac3 in breast cancer cells, but not with RhoA, Cdc42, and RhoC, and 

negatively regulates their activities. On the other hand, RhoGDI2 was also 

described as an activator of Rac1 in human bladder cancer cells. Thus, 

RhoGDI2 may regulate cellular function by interacting primarily with Rac 

GTPase.

Several reports have assessed the expression levels of RhoGDI2 in a variety of 

cancer cells, revealing opposite patterns depending on the tumor type. For 

instance, RhoGDI2 expression has been shown to be inversely correlated with 

invasive capacity in bladder cancer cell lines. Furthermore, the reduced 

expression of the RhoGDI2 protein has been associated with a poor prognosis 

of patients with advanced bladder cancer. In contrast, the mRNA level of 

RhoGDI2 has been known to be significantly higher in ovarian adenocarcinoma 

than in benign adenoma. Consistent with this, RhoGDI2 is overexpressed in 

human breast cancer cell lines and increases cancer cell invasion and motility 

in vitro. We also recently showed that RhoGDI2 expression is positively 

correlated with tumor progression and metastasis potential in gastric cancer.

There are many reports showing the function of RhoGDI2 in tumor growth 

and malignant progression in many cancer types, however, the role of 

RhoGDI2 in resistance to genotoxic anticancer reagents has not been defined 

yet. In this study, we provide the first evidence to our knowledge that 

RhoGDI2 contributes to the resistance of gastric cancer cells to 

chemotherapy-induced apoptosis. Functional characterization of RhoGDI2 reveals 

its dual functions in promoting chemoresistance and metastasis of gastric 

cancer cells.
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제 1 장 연구개발과제의 개요  

제 1  한국인 암의 연구배경

인간 게놈의 연구 성과와 유 자 기능의 해독으로 가장 목할 만한 연구 성과를 거둘 

것이라고 견되는 연구는 암의 진단  치료에 한 연구이다. 암의 치료와 련하여서

는 그 동안 많은 연구를 통하여 외과  수술, 항암화학  방사선 치료 등 다양한 치료방

법이 개발되었고, 분자생물학 인 방법을 도입하여 치료 방법의 개선  암의 발생과 재

발을 방지할 수 있는 방법을 개발하고 있으나 아직도 많은 연구가 필요함은 주지의 사실

이다. 특히 한국인 암 발생의 수 를 하고 있는 암은 남자의 경우 체 암 발생자  

약 25% 정도를 차지하며 여자의 경우 18%를 차지하고 있어 체 으로 10명의 암 환자 

 2명이 암 환자인 셈이다. 암의 발병원인으로 만성 염, 장이형성, 식이요인, 

Helicobacter pylori의 감염, 기타 환경  요인 등이 지목되고 있으나, 아직 이 다 할 증

거는 없는 실정이다. 암은 다른 장기의 암에 비해 조직학 으로 다양하고, 서로 다른 

조직학  모양이 한 종양 내에 섞여서 나타나는 특징이 있다. 이 때문에 암의 조직학  

분류가 제시되었음에도 불구하고 임상  특성을 잘 나타내는 조직학  분류법은 없는 실

정이다. 이러한 특징도 암의 치료와 진단의 걸림돌이 되고 있다. 암의 경우 우리나라

의 암 발생의 1 를 차지하는 질환이지만 국외 으로 이에 한 연구는 아직 미진한데 

그 이유는 미국을 비롯한 선진국에서는 발병률이 비교  낮아 이에 한 연구가 상

으로 기 때문이다.

제 2  암 이 연구의 필요성

암의 진행은 크게 개시 (initiation), 진 (promotion), 이 (metastasis)의 3 단계로 나뉜

다. 기 단계의 암은 외과  제와 방사선 치료  항암 화학요법 치료제를 이용하면 

치료 성공률이 높으나 이 단계에 들어가면 다양한 치료 방법을 동원해도 치료 효과와 

생존율은 히 떨어진다. 지 까지 수행된 많은 연구결과에 의하면 암의 이에는 여러 

유 자가 여된다는 것을 알 수 있으며, 암의 종류에 따라서도 많은 차이가 있다는 것을 

알게 되었다. 이 단계에 들어간 암의 진단과 치료를 해서는 이 련 유 자와 이 

유 자들의 작용에 요한 향을 끼치는 유 자들을 탐색하는 것이 필요하며, 이들 유

자의 작용기작에 한 이해를 높이기 한 연구가 다각 으로 필요하다. 암의 이는 아

주 복잡한 과정을 거쳐서 일어나는 암세포만의 특성으로서 아직까지 이를 해결할 만한 

생물학  특성이나 유  특성이 밝 진 바는 없다. 재까지 암의 이에 필요한 생물

학  상으로는 주변 조직을 침범해서 자라야 하는 능력과 이된 곳에서 생존을 해 

을 형성하는 것이 특이한 상으로 알려져 있으며 이는 특수한 유  변화에 의한 

것이라고 믿어진다. 그러나 이와 같은 두 가지의 특성만으로 이는 결코 성공하지 못할 

것이기 때문에 이가 어떤 유  사건으로 시작되어 주변조직의 괴와 침범, 침

범, 타 장기로의 침범과 침범한 곳에서 신생 을 유도하여 지속 인 성장을 하는가를 
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체계 으로 규명하여야 할 것이다. 암의 발생과 이 과정동안 일어난 유  변화들은 

여러 종류의 신호 달 네트워크를 통하여 유기 으로 연결되어 있으며, 세포나 조직은 

이 네트워크들의 종합  상태를 인지하여 총체 으로 모든 신호들에 하여 반응하여 각

각의 운명을 결정하게 될 것이다. 암의 이를 해서는 이 과정들이 서로 연 되어 상호 

작용하여야 하며 이들의 일 인 통제 체제가 존재할 것이다. 그러므로 이들 신호 달

망의 구성 인자들 에서 암의 이에 향을 미치는 인자들을 탐색하고 동정하여 이들

의 정확한 작용 기작을 생화학 , 분자생물학 으로 규명하는 노력은 암 이의 기  규

명과 이 억제 치료법 개발의 근간이 될 것으로 기 된다.

제 3  항암제 내성 연구의 필요성

암은 재 국내에서 사망원인 1 를 차지하는 질병으로 향후 환경문제, 수명의 연장, 식

문화의 서구화 등으로 암환자의 발생은 더욱 증가할 것으로 상되어지고 있다. 암을 치

료하는 방법은 크게 외과  수술, 방사선 치료  약물치료의 세 가지가 있다. 각 방법은 

암 치료를 해 독자 으로 사용될 수도 있고 두 가지 이상의 방법이 함께 사용될 수도 

있다. 많은 경우 기단계의 암은 외과  수술로 치료가 가능하지만, 암이 많이 진행되었

거나 이가 일어난 경우에는 외과  수술만으로는 치료가 어렵고 다른 방법을 함께 사

용해야 한다. 방사선 요법은 x-ray나 γ-ray를 암세포에 조사하는 것으로 이때 선은 외

부에서 조사하거나 투여한 방사성 물질에서부터 나오게 된다. 방사선 요법은 외과  수술

이 곤란한 부 나 방사선에 특히 반응성이 좋은 암의 치료에 사용되는데, 약물치료와 병

행하거나, 외과  수술 후에 사용될 수도 있다. 약물요법은 항암제를 경구나 주사로 투

여하여, 암세포의 증식에 필요한 DNA나 련 enzyme을 괴하거나 억제하는 방법이다. 

약물요법이 방사선 치료나 외과  수술에 비해 나은 은 어떤 부 에 생긴 암이라도 약

물이 도달할 수 있고 이된 암을 치료할 수 있다는 으로, 약물요법은 이성 암 치료

에 표 요법으로 사용되고 있다. 물론 약물요법으로 이된 암을 완치시킬 수 있는 것은 

아니지만 증상을 완화시켜 환자의 삶의 질을 개선시키고 수명을 연장시켜주는 요한 역

할을 한다. 최근 10년 동안 생명과학분야는 부신 발 을 하고 있어서 암을 치료할 수 

있는 가능성과 희망을 높여주고 있다. 재 임상 으로 사용되고 있는 항암제는 크게 화

학요법제와 생물요법제로 분류할 수 있다 (표 1). 화학요법제는 암세포의 각종 사경로

에서 주로 DNA와 직  작용하여 DNA의 복제, 사, 번역과정을 차단하거나, 핵산 구

체의 합성을 방해하고 세포분열을 해함으로써 항암활성, 즉 암세포에 한 세포독성을 

나타내는 약제를 총칭한다. 화학요법제로는 핵산알킬화제, 사길항제, 항생제, 식물유래 

알칼로이드 같은 천연물  호르몬제 등이 있다.

생물요법제는 우리 몸이 원래 가지고 있는 면역 기능을 회복시키거나 증가시켜 암세포의 

활동력을 약화시킴으로 암의 진행을 막는 것을 치료  근거로 삼고 있다. 본래 우리 몸은 

면역 기능이 제 로 가동될 경우 암세포들을 효과 으로 사멸시킬 수 있으나, 그 지 않

은 경우는 암세포가 쉽게 증식하거나 혹은 다른 병원균들이 쉽게 공격을 가할 수 있게 

된다. 외과  수술요법, 방사선요법, 화학요법 등은 일시 으로 정상세포 군에도 큰 해를 
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주어 면역기능을 떨어뜨릴 수 있으므로, 생물요법제가 그와 같은 단 을 보완하기 해 

다른 치료법들과 함께 사용되기도 한다. 재 사용되거나 개발되고 있는 생물요법제로는 

인터루킨, 인터페론 같은 사이토카인, 단일항체와 같은 재조합항체, 유 자치료제, 신생

형성 억제제 등이 있다.

분류 약리작용 시  약물

화학요법제

 핵산 알킬화제  Meclorethanmine, Chlorambucil, Busulfan 등

 사길항제  Methotresate, Fluorouracil, Doxifluridine 등

 천연물  Doxorubicin, Vinblastin, Mitomycin, Taxol 등

 호르몬제  Tamoxifen, Prednisone 등

 기타  Carboplastin, Mitoxantron, Hydroxyurea 등

생물요법제

 면역요법

 사이토카인  인터루킨-2, 인터페론, 콜로니자극인자 등

 재조합항체  Rituximab, Trastuzumab 등

 암백신  임상실험단계

 유 자치료
 안티센스  임상실험단계

 p53, Toxin  임상실험단계

 신생 형성 억제  임상실험단계

 다약제 내성  임상실험단계

표 1. 항암제의 분류 

재 암 치료에 사용되고 있는 항암제의 부분은 화학요법제로, 이들은 암의 완치보다는 

증상완화의 방법으로 사용되고 있어서 암의 증상과 증후를 일시 으로 제거해주고 수명

을 연장시켜주는 수 이다. 비록 항암제가 상당히 발 해 왔음은 분명하지만, 여러 가지 

부작용과 항암제 내성 등의 문제 을 가지고 있다.

화학요법제는 세포독성 약물로서, 암세포뿐만 아니라 정상세포에도 독성을 가지고 있다. 

따라서 정상세포같은 원하지 않는 부분에 악 향을 끼치는 부작용을 나타낸다. 정상세포

보다 왕성하게 증식하는 암세포에 보다 많은 독성을 보이는 것이 사실이지만, 인체 내에

는 새로운 세포의 증식이 왕성하게 일어나는 부분이 있어서 이들에 미치는 부작용이 심

각하다. 세포의 증식이 활발히 일어나는 골수, 모낭, 장  내피세포 등은 화학요법제의 

향을 많이 받기 때문에, 약물치료를 받는 환자들은 골수에서 만들어지는 면역에 계되

는 세포들에 한 부작용이 크다. 면역에 계된 백 구의 감소, 액응고에 련된 

구, 백 구  소 의 감소 등으로 세균감염, 자연출 , 탈모, 메스꺼움  구토 등의 

부작용을 겪게 된다.

화학요법제의  다른 문제 으로는 항암제에 한 내성이다. 항암제에 한 내성은 항암 

약물치료를 할 때 처음에는 항암효과를 나타내었다가 차 효과가 어드는 상으로 결

국 치료에 실패하는 가장 요한 요인이 되기도 한다. 특히 어떤 한 종류의 약물치료를 
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받다가, 이와는 다른 화학구조나 작용기 의 약물에 해서도 내성을 나타내는 다약제 내

성 문제는 항암제 개발에서 요하게 고려해야 할 으로 꼽히고 있다. 지 까지 암에 

한 많은 연구가 계속되고 있음에도 불구하고 암 자체의 다양성  발병기 의 다양화로 

인해 부작용이 고 내성을 극복할 수 있는 새로운 항암제의 개발은 여 히 필요하고 이

에 따라 새로운 항암제들이 계속해서 출시되고 있다. 새로운 항암제의 개발에 있어 고려

해야할 가장 필수 인 요소는 기존 항암제에 한 내성기작과 다르거나 기존 항암제에 

한 내성을 극복할 수 있는 물질의 개발이다. 이를 해서는 먼  여러 가지 항암제에 

한 암세포의 내성 기작의 규명이 선행되어야 하며, 이를 토 로 내성극복의 방법이 모

색되어야 한다.

제 4  연구개발의 목

본 연구의 최종목표는 암의 이를 진시키는 RhoGDI2의 작용 기작을 규명하는 것이었으며, 

연구 과정동안 RhoGDI2가 암의 이뿐만 아니라 여러 가지 항암제에 한 내성을 유발하는 데

에도 요한 기능을 담당한다는 것을 확인하여 그 작용 기작을 규명하고자 하 다.
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제 2 장 국내외 기술개발 황

제 1  암의 이과정에서 Rho signal의 역할에 한 국내외 연구

황

Rho signal pathway는 세포의 골격 구조와 세포의 이동성을 조 하는 표 인 신호 달 과

정이다. 암의 이과정에는 세포가 이동성을 갖는 것이 필수 이며, 세포가 이동성을 갖기 

해서는 많은 종류의 세포 골격 단백질의 역할이 요하므로 Rho signal은 암의 발  단계  특

히 암의 이에 여할 것으로 측되어 왔으며, 실제로도 이가 일어난 암환자의 조직에서 

Rho signal이 activation되어 있다는 많은 보고들이 있다. Rho family 단백질들은 GDP/GTP와 

결합하는 분자량 21-25 kDa의 단백질 (small G protein)로 Rho, Rac, cdc42등이 있으며, Ras와 

같이 GTPase의 효소 활성을 갖는다. Rho family 단백질은 세포질에서 GDP와 결합하고 있을 

때에는 불활성인 상태이고, 세포막에서 GTP와 결합하 을 때 활성을 갖게 되며, 다양한 

effector 단백질들과 결합하여 신호를 달한다. Rho family 단백질은 여러 종류의 GDP/GTP 

교환 단백질에 의해 그 활성이 조 되는데 표 인 로는 GTP의 결합을 유도하여 Rho 단백

질을 활성화 시키는 Guanine nucleotide exchange factors (GEFs)와 GTP의 가수분해를 진시

켜 Rho 단백질을 불활성화 시키는 GTPase-activating proteins (GAPs)이 있다. Rho family 단

백질은 다양한 종류의 암에서 그 발 이 증가되어 있는 것이 발견 되면서 향후 항암제 개발의 

유용한 target이 될 것이라고 생각되어 지고 있다. 하지만, 아직까지 Rho family 단백질의 직

인 변이에 의해 암이 발생한다는 증거는 제시되지 않고 있고, 여러 가지 GDP/GTP 교환 단

백질의 변이가 암의 발생과 이에 향을 미칠 것이라는 보고가 많이 나오고 있어 이들 

GDP/GTP 교환 단백질들의 기능에 한 연구가 필요한 상황이다. 한 여러 종류의 암에서 

GDP/GTP 교환 단백질들의 기능과 역할이 상반된 결과들이 나오면서 각각의 암에서 specific

한 이들의 역할에 한 연구가 요구되고 있다.

제 2  항암제 내성에 한 국내외 연구 황

항암제에 한 연구가 과거부터 지속되어 왔음에도 불구하고 암 자체의 다양성  발병

기 의 다양화로 인해 부작용이 고 내성을 극복할 수 있는 새로운 항암제의 개발은 여

히 필요하고 새로운 항암제들이 계속해서 출시되고 있다. 한 식습 , 환경의 변화  

수명연장으로 인해 암으로 인한 사망률은 10년 과 비교해 볼 때 매우 격히 증가하고 

있다. 세계 항암제의 시장규모는 2000년 148억 달러, 2005년 267억 달러, 2010년 350억 달

러로 성장하면서 연평균 9%의 성장률을 나타낼 것으로 망되고 있다 ( 국의 IMS 

Health Incorporated와 미국의 business communications). 국내의 경우 2002년 1,450억 원

이었으며, 2003년 2,090억 원, 2008년 2,780억 원 정도가 될 것으로 상되고 있다 (약업

신문). 지속 으로 증가하는 항암제 시장은 향후 거 시장으로 발 되어 갈 것으로 상

되고 있고 국제 인 메이  제약회사들과 국내의 규모가 큰 제약회사들도 모두 항암제 

개발  매에 몰두하고 있다. 그러나 우리나라의 항암제 시장은 마  능력이 우수하
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고 풍부한 임상데이터를 갖고 있는 외국계 제약회사들에 의해 주도되고 있으며, 이들의 

제품은 국내 시장의 75 ∼ 80% 정도를 유하고 있다. 

항암제 내성에 한 연구를 해서는 먼  항암제 내성과 련된 유 자를 탐색하는 연

구가 선행되어야 한다. 이를 해 국외의 여러 기 에서는 항암제 내성을 보이는 세포주

나 in vivo model을 확립하고 이로부터 항암제 내성 특이  유 자를 동정하고 그 기능

에 한 연구를 수행하고 있는데, 항암제 내성 특이  유 자의 탐색을 해서는 주로 

RNA differential display, Microarray, Proteomics나 Serial analysis of gene expression 

(SAGE)과 같은 방법들이 사용되고 있으며, 이를 통해 여러 가지 유 자들이 동정되어 기

능연구가 수행되고 있다 (표 2).

연구수행 기 연구개발의 내용 연구개발성과의 활용 황

Kyushu University

RNA differential display를 

통한 항암제 내성 련 

유 자의 동정  기능 

연구

Cisplatin 내성 련 유 자로 T-plastin 동정 

후 기능 연구

Masssachusetts 

General Hospital

Taxol 내성 련 유 자로 TRAG-3 동정 후 

기능 연구

Humboldt University

Melanoma 세포에서 4종류 (vindesine, 

etoposide, fotemustine, cisplatin)의 항암제 

내성 련 유 자 11개 동정 후 기능 연구

University of 

California Subtractive hybridization과 

Microarray를 통한 항암제 

내성 련 유 자의 동정 

 기능 연구 

Cisplatin 내성 련 유 자 67개 동정 후 

기능 연구

Robert Wood Johnson 

Medical School

Doxorubicin 내성 련 유 자 동정 후 기능 

연구

Massachusetts 

General Hospital

Taxol 내성 련 유 자로 interleukin-6, -8, 

monocyte chemotactic protein I 동정 후 

기능 연구

Children's Cancer 

Institute in Australia

Proteomics를 이용한 

항암제 내성 련 유 자의 

동정  기능 연구 

Vincristine, vinblastin 내성 련 단백질 

10개 동정 후 기능 연구

National Institute on 

Aging

Serial analysis of gene 

expression (SAGE)을 

이용한 항암제 내성 련 

유 자의 동정  기능 

연구  

Cisplatin 내성 련 유 자로 Collagen VI 

동정 후 기능 연구

Johns Hopkins 

University School of 

Medicine

5-fluorouracin (5-FU) 내성 련 유 자로 

FDXR 동정 후 기능 연구

표 2. 항암제 내성 유 자의 탐색방법  연구 황
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그림 1. 암 환자 조직에서 

RhoGDI2의 발 . 

표 3. 암의 진행 정도와 RhoGDI2 발 의 

상 계.

제 3 장 연구개발수행 내용  결과

제 1  RhoGDI2에 의한 암 이 진 기작 규명

본 연구책임자는 약 200여명의 암 환자의 정상조직과 암조직 sample의 display 

proteomics를 통해 암에서 선택 으로 발 이 증가되거나 감소되는 단백질을 탐색하 으며, 

그 결과 암조직에서 RhoGDI2라는 단백질의 발 이 증가한다는 것을 확인하 다 (그림 1, A 

and B). 이후에는 RhoGDI2의 발 이 실제 환자에서 암의 진행 정도와 련성이 있는지 확인

하기 해 26명의 환자로부터 외과  수술을 통해 제거된 암조직에서 RhoGDI2의 발 을 확

인하 다. 그 결과 정상조직이나 기 암 환자 (Tumor stage I and II)의 경우 RhoGDI2의 발

을 거의 찰할 수 없었으나, 후기 암 환자 (Tumor stage III and IV)의 경우 RhoGDI2의 발

이 아주 높음을 알 수 있었다 (그림 1, C and 표 1). 특이한 사항은 lymphnode로의 이 정도

를 의미하는 N stage가 높을수록 RhoGDI2의 발  한 높다는 사실이었다 (표 3). 이러한 결과

는 RhoGDI2의 발 이 실제 환자에서 암의 진행 정도와 한 련이 있으며 암의 이를 

진시키는 역할을 할 가능성이 높다는 것을 의미하는 것이다.

암의 이 과정에서 RhoGDI2의 기능을 확인하고자 먼  여러 가지 암 세포주들에서 

RhoGDI2의 발 을 확인하 다. 그 결과 특이하게도 RhoGDI2는 여러 가지 암 세포주들 가

운데 이가 일어난 조직에서 유래한 세포들 (SNU-18, SNU-638)이나 이 능력이 뛰어난 세포 

(MKN-28)에서만 발 되었으며, primary tumor에서 유래한 세포들 (SNU-1, SNU-484, 

SNU-719)이나 이 능력이 거의 없는 세포 (MKN-45)에서는  발 되지 않음을 확인하

다 (그림 2).
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그림 3. RhoGDI2 과발  세포의 

invasion 능력 증가 확인 

그림 4. RhoGDI2 발  억제 

세포의 invasion 능력 감소 

확인 

그림 2. 여러 종류의 암 

세포주에서 RhoGDI2의 발  확인 

RhoGDI2의 발 이 암의 이 능력 향상에 직 으로 향을 미치는지 확인하고자 

RhoGDI2가 발 되지 않고 이 능력이 없는 암 세포주인 SNU-484와 SNU-719 세포에 

RhoGDI2를 발 시킨 후 이들의 in vitro invasion 능력을 확인하 다. 그 결과 RhoGDI2가 발

됨에 따라 각 세포의 invasion 능력이 히 향상됨을 확인할 수 있었다 (그림 3). 이와는 반

로 RhoGDI2가 발 되는 SNU-638과 MKN-28 세포에 shRNA를 이용하여 RhoGDI2의 발

을 억제하면 각 세포의 invasion 능력이 히 억제됨을 확인하 다 (그림 4). 이러한 결과는 

RhoGDI2가 암 세포의 invasion 능력을 증가시켜 in vivo에서 암의 이를 진시킬 가능

성이 높음을 의미하는 것이다. 
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그림 5. RhoGDI2의 과발 에 의한 암의 생성,  형성  이 진 확인 

이후에는 RhoGDI2에 의한 암 이 진 능력을 in vivo에서 확인하기 해 동물실험을 

수행하 다. 4주령의 nude mice에 RhoGDI2가 과발 된 SNU-484 세포 (GDI2-4, GDI2-6)

와 control SNU-484 세포 (Mock)를 각각 피하주사한 후 5주 동안 암의 크기를 조사한 결

과, 첫 3주간에는 큰 차이가 없었으나 그 이후에는 RhoGDI2가 과발 된 세포가 주사된 

nude mice에서 약 2배 증가한 암이 생성됨을 확인하 다 (그림 5, A). 한 RhoGDI2가 

과발 된 세포에서 유래한 암 조직에는 control 세포에서 유래한 암 조직에 비해 3배 정

도 높은  생성 (angiogenesis)을 찰할 수 있었다 (그림 5, B). 이뿐만 아니라 

control 세포가 주사된 nude mice에서는 폐로 이된 암세포를 거의 찰할 수 없었으나 

(8마리 가운데 1마리에서 찰됨), RhoGDI2가 과발 된 세포가 주사된 nude mice의 경

우 8마리 가운데 6마리에서 암세포가 폐로 이된 것을 찰할 수 있었으며 metastatic 

lung nodule도 히 증가하 음을 찰할 수 있었다 (그림 5, C and D). 이러한 모든 

결과는 RhoGDI2가 암의 발생,  형성  이를 진시키는 단백질임을 보여주는 

것이다.

RhoGDI2가 어떠한 유 자들의 발  변화를 유도하여 암 세포의 이를 진시키는지 

확인하기 해 RhoGDI2가 발 되지 않는 세포들과 RhoGDI2가 발 되는 세포들에서 서

로 다른 발  양상을 보이는 유 자들을 microarray analysis를 통해 탐색하 다. 그 결과 

여러 가지 유 자들의 발  변화를 찰할 수 있었는데 (표 2) 특히 여러 종류의 VEGF 

family member들 가운데 VEGF-C의 발 이 증가함을 볼 수 있었다. 최근의 여러 보고에 

의하면 VEGF-C는 암의 이에 필수 인 lymphangiogenesis를 진시킨다고 알려져 있

으며, 암세포의 invasion을 증가시켜 이를 진시킬 수 있음이 밝 져 있다. Microarray 

analysis 결과를 확인하기 해 여러 종류의 VEGF와 VEGF receptor의 발  변화를 

RT-PCR로 찰한 결과 RhoGDI2가 과발 된 세포에서 VEGF-C만이 특이 으로 증가하

는 것을 확인하 다 (그림 6, A). 한 shRNA로 RhoGDI2의 발 을 억제하 을 때 

VEGF-C의 발  한 감소함을 확인하 고 (그림 6, B), parental 세포에서 RhoGDI2의 

발 이 높은 세포에서만 VEGF-C의 발 이 증가되어 있음을 확인하 다 (그림 6, C). 
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표 2. RhoGDI2에 의해 발 이 조 되는 후보 유 자들

VEGF-C의 발 이 RhoGDI2에 의한 암세포의 invasion 증가에 필수 인지 확인하기 해 

VEGF-C에 한 siRNA를 제조하고 그 효과를 확인한 후 (그림 6, D) 암세포의 invasion

을 조사한 결과 VEGF-C의 발 을 억제하면 RhoGDI2에 의한 암세포의 invasion이 감소

함을 확인할 수 있었다 (그림 6, E). 이러한 결과는 RhoGDI2에 의한 암세포의 invasion 

증가에 VEGF-C의 발 이 필수 임을 의미하는 것이다.

RhoGDI는 일반 으로 Rho 단백질의 activity를 조 하는 단백질이지만 Rho 뿐만 아니라 

같은 family 단백질인 Rac이나 cdc42와도 interaction하여 그들의 activity를 조 할 수 있

다고 알려져 있다. RhoGDI2의 발 으로 invasion이 증가한 세포들에서 어떠한 Rho 

family 단백질이 RhoGDI2와 interaction하는지 확인한 결과 RhoGDI2는 Rac과만 specific

하게 interaction하며 Rac1의 activity를 증가시킨다는 것을 알 수 있었다 (그림 7, A and 

B). shRNA를 이용하여 RhoGDI2의 발 을 억제하 을 때 Rac1의 activity가 다시 감소하

으며 parental 세포에서 RhoGDI2의 발 이 높은 세포에서만 Rac1의 activity가 증가되

어 있음을 확인할 수 있었다 (그림 7, C and D). 한 Rac1의 activation이 invasion의 증

가와 VEGF-C의 발  증가에 필수 임을 Rac1에 한 inhibitor (NSC23766)를 이용하여 

확인하 다 (그림 7, E and F).
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그림 6. RhoGDI2에 의한 암세포의 invasion에 미치는 VEGF-C의 기능 확인 

그림 7. RhoGDI2에 의한 암세포의 이  VEGF-C의 발 에 미치는 Rac1의 

향 확인 
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그림 8. RhoGDI2의 target 유 자인 VEGF-C의 발 에 미치는 NF-κB의 향 확인

그림 9. RhoGDI2의 발 에 의한 NF-κB activity와 VEGF-C의 발 에 미치는 NADPH 

oxidase와 ROS의 향 확인

의 결과로부터 RhoGDI2에 의한 암세포의 이에 Rac1의 activation과 VEGF-C의 발 이 요함

을 확인하 다. 이후에는 어떠한 경로를 통해 Rac1의 activation이 VEGF-C의 발 을 증가시키는지 

알아보기 해 먼  RhoGDI2의 발 에 의해 Rac1이 activation 되어 있는 세포에서 NF-κB의 

activity를 확인하 다. 몇몇 보고에 의하면 VEGF-C의 발 이 NF-κB에 의해 조  된다고 알려져 

있다. 그 결과 RhoGDI2가 발 된 세포에서 NF-κB의 activity가 증가되어 있음을 확인할 수 있었으

며 (그림 8, A), Rac1에 한 inhibitor를 처리하 을 때 NF-κB의 activity가 다시 감소하 으며 (그

림 8, B), NF-κB에 한 inhibitor를 처리하면 RhoGDI2의 target 유 자인 VEGF-C의 발 이 감소

함을 확인하 다 (그림 8, C). 이러한 결과는 RhoGDI2에 의한 VEGF-C의 발  증가에 NF-κB의 

activity가 필수 임을 의미하는 것이다.

한 어떠한 과정을 통해 RhoGDI2가 발 되는 세포에서 NF-κB의 activity가 증가하는지 확인하기 

해 NADPH oxidase와 ROS inhibitor를 사용하여 NF-κB의 activity와 VEGF-C의 발  변화를 확

인하 다. 많은 보고에 의하면 Rac1이 activation되면 NADPH oxidase의 activity가 증가하게 되고, 

NADPH에 의해 ROS가 생성되게 되는데 이때 생성된 ROS에 의해 NF-κB가 activation된다고 한다. 

아래의 결과에서 볼 수 있듯이 NADPH oxidase와 ROD에 한 inhibitor를 처리하 을 때 NF-κB

의 activity와 VEGF-C의 발 이 감소함을 확인할 수 있었다 (그림 9). 이러한 결과는 NADPH 

oxidase에 의해 생성된 ROS가 RhoGDI2에 의한 NF-κB의 activity와 VEGF-C의 발  증가에 필수

임을 의미하는 것이다. 이러한 모든 결과를 종합해 보면 RhoGDI2에 의해 Rac1이 activation되게 

되고 Rac1에 의해 NADPH oxidase가 activation 되어 ROS가 증가하게 되면 NF-κB가 activation되

어 VEGF-C의 발 을 증가 시킨다는 것을 알 수 있다.
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그림 10. MKN28과 MKN45 세포에서 RhoGDI2 promoter activity 확인 

그림 11. AP-1 binding 

site의 EMSA analysis

그림 12. AP-1 binding site가 

RhoGDI2 promoter activity에 

미치는 향 확인

제 2  RhoGDI2의 발 을 유도하는 상  신호 달 과정 확인

RhoGDI2가 어떠한 mechanism을 통해 이암에서만 발 되는지 규명하기 해 RhoGDI2의 

promoter study를 수행하 다. 먼  Genomic DNA로부터 RhoGDI2 유 자의 translation initiation 

site로부터 3,663 base upstream sequence를 PCR로 분리한 후 Luciferase reporter vector에 cloning

하 다. 이 construct를 RhoGDI2가 발 되는 MKN28 세포와 RhoGDI2가 발 되지 않는 MKN45세

포에 transfection한 후 Luciferase activity를 확인한 결과 MKN45 세포에 비해 MKN28 세포에서 

높은 activity가 나타남을 확인하 고 여러 가지 deletion constructs를 제조하여 promoter activity

를 확인한 결과 translation initiation site로부터 563 base를 포함하는 construct는 promoter activity

가 높지만 463 base를 포함하는 construct는 그 activity가 낮음을 확인할 수 있었다 (그림 10).

RhoGDI2 promoter의 563과 463 base 사이에는 암세포의 이에 요한 역할을 한다고 이미 많이 

알려져 있는 AP-1 transcription factor가 binding할 수 있는 sequence가 존재하 으며, 이 부분의 

sequence를 이용하여 Electrophoretic Mobility Shift Analysis를 수행하여 이를 확인하 으며 (그림 

11), mutagenesis를 통해 AP-1 binding sequence가 RhoGDI2 promoter activity에 필수 임을 확인

하 다 (그림 12).
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그림 13. NF-kB의 활성을 억제하는 

천연물의 탐색 

제 3  RhoGDI2에 의한 암세포의 이를 억제하는 천연물의 탐색

앞선 연구를 통해 RhoGDI2에 의한 암의 이 과정에서 NF-kB의 활성이 요한 기능

을 한다는 것을 밝힌 바 있다. 이후의 연구에서는 암의 이를 억제하는 천연물을 탐

색하기 해, RhoGDI2에 의한 암세포의 이에 필수 인 과정인 NF-κB의 활성을 해

하는 천연물을 screening하 다. 34종의 국내 농산자원 유래 천연물을 이용하여 NF-κB 

활성을 조사한 결과 총 10종의 천연물이 NF-κB의 활성을 억제하는 것으로 확인되었다 

(그림 13).

NF-kB의 활성을 억제하는 10종의 천연물 가운데 암세포의 이를 in vitro에서 확인하는 

invasion 능력을 조사해본 결과 그 가운데 2종의 천연물이 RhoGDI2에 의한 암세포의 

invasion을 효과 으로 억제함을 확인하 다 (그림 14).

최종 으로 탐색된 천연물이 암의 이를 진시키는 RhoGDI2 단백질의 target 유

자인 VEGF-C의 발 을 억제하는지 확인하 다. 그 결과 NF-kB의 활성을 억제하는 10

종의 천연물 가운데 3종의 천연물이 VEGF-C의 발 을 억제함을 확인하 다 (그림 15). 

특히 이들 3가지 천연물 가운데 2종 (20, 34)의 경우 본 연구에서 수행한 3종류의 

screening을 모두 통과하 으므로, 암 세포의 이를 억제하는 새로운 천연물로서의 
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그림 14. 암세포의 invasion을 억제하는 

천연물의 탐색

그림 15. 탐색된 천연물에 의한 VEGF-C의 발 변화 

확인 

가능성이 아주 높다고 생각된다.

제 4  RhoGDI2에 의한 항암제 내성 진 기작 규명

RhoGDI2가 어떠한 유 자들의 발  변화를 유도하여 암 세포의 이를 진시키는지 

확인하기 해 RhoGDI2가 발 되지 않는 세포들과 RhoGDI2가 발 되는 세포들에서 서

로 다른 발  양상을 보이는 유 자들을 microarray analysis를 통해 탐색한 결과 여러 

가지 유 자들의 발  변화를 찰할 수 있었는데, 주목할 만한 사실은 암세포의 이와 

련이 있다고 보고된 여러 가지 유 자들뿐만 아니라 항암제에 한 내성을 유발하는데 

요하다고 알려져 있는 많은 유 자들의 발 이 RhoGDI2에 의해 변화된다는 것이었다.

이러한 결과를 바탕으로 RhoGDI2의 발 이 실제로 항암제에 한 내성을 유발하는지 확

인하고자 RhoGDI2가 발 되지 않는 control SNU-484 세포 (Mock)와 RhoGDI2를 과발

시킨 SNU-484 세포 (GDI2-4 and GDI2-7)를 각각 cisplatin으로 처리한 후 MTS assay와 

TUNEL analysis를 수행하고, caspase-3의 activation  PARP cleavage를 확인하 다. 그 

결과 RhoGDI2를 과발 시킨 세포는 control 세포에 비해 cisplatin에 해 상 으로 높

은 내성을 가지고 있음을 확인할 수 있었다 (그림 16, A-D). 한 Nude mice를 이용한 

in vivo 실험에서도 RhoGDI2가 과발 된 세포로부터 유래한 암의 경우 cisplatin에 한 

내성이 증가하 음을 확인하 는데 (그림 16, E), 이러한 모든 결과는 RhoGDI2의 발 이 

암세포가 cisplatin에 해 내성을 나타내는데 요한 기능을 담당한다는 것을 의미하는 

것이다. 
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그림 16. RhoGDI2 발 에 의한 cisplatin 내성 확인 

그림 17. RhoGDI2의 발 을 억제시킨 세포의 항암제 내성 억제 확인

이와는 반 로 RhoGDI2가 발 되는 세포에 siRNA를 이용하여 RhoGDI2의 발 을 억제

하면 cisplatin에 한 내성이 다시 억제됨을 확인하 다 (그림 17).
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그림 18. RhoGDI2의 발 에 의한 etoposide와 staurosporine에 한 내성 진 확인

RhoGDI2가 cisplatin 이외의 다른 항암제에 한 내성에도 여하는지 확인하기 해 

etoposide와 staurosporine을 처리한 후 동일한 실험을 수행한 결과 RhoGDI2의 발 이 

cisplatin뿐만 아니라 etoposide와 staurosporine에 해서도 내성을 유발한다는 것을 확인

하 다 (그림 18).

기존의 많은 보고들에 의하면 여러 가지 항암제에 한 내성 유발 과정에 Bcl-2 family 

단백질의 발 이 요하다는 결과들이 있어 본 연구에서도 RhoGDI2를 과발 시킨 세포

와 발 을 억제한 세포에서 여러 가지 Bcl-2 family 단백질들의 발 을 확인한 결과 

RhoGDI2가 과발 된 세포의 경우 Bcl-2의 발 이 증가하 고, 이와는 반 로 RhoGDI2

의 발 을 억제한 세포에서는 Bcl-2의 발 이 억제됨을 확인하 다 (그림 19, A and B). 

Bcl-2의 발 이 RhoGDI2에 의한 항암제 내성을 유발하는데 요한지 확인하기 해 

siRNA를 이용하여 Bcl-2의 발 을 억제시키고 Cisplatin에 의한 효과를 확인한 결과, 

RhoGDI2를 과발 시킨 세포에 Bcl-2의 발 을 억제하면 Cisplatin에 의한 세포사멸이 다

시 증가하는 것으로 보아 Bcl-2의 발 이 RhoGDI2에 의한 항암제 내성에 필수 임을 확

인하 다 (그림 19, C-E).

Microarray analysis를 통해 RhoGDI2의 발 에 의해 여러 가지 유 자들의 발 이 변화

됨을 확인하 는데, 특히 여러 종류의 VEGF family member들 가운데 VEGF-C의 발 이 

증가함을 볼 수 있었다. 최근의 여러 보고에 의하면 VEGF-C는 암세포의 이뿐만 아니

라 Bcl-2의 발 을 진시켜 암세포의 항암제에 한 내성을 유발하는 데에도 요한 기

능을 담당한다고 알려져 있다. Microarray analysis 결과를 확인하기 해 여러 종류의 

VEGF와 VEGF receptor의 발  변화를 RT-PCR과 western blot analysis로 찰한 결과 

RhoGDI2가 과발 된 세포에서 VEGF-C만이 특이 으로 증가하는 것을 확인하 으며 (그

림 20, A and C), siRNA로 RhoGDI2의 발 을 억제하 을 때 VEGF-C의 발 이 감소함
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그림 19. RhoGDI2에 의한 cisplatin 내성 과정에서 

Bcl-2의 역할 규명

그림 20. RhoGDI2에 의한 VEGF-C의 발  변화

을 확인하 다 (그림 20, B and D). 한 HEK293 세포에 RhoGDI2를 발 하는 plasmid

를 transient하게 transfection시켰을 때 VEGF-C의 발 이 증가함을 확인함으로 VEGF-C

가 RhoGDI2의 direct한 target임을 확인하 다 (그림 20, E). 이와 함께 여러 가지 

parental 세포에서 RhoGDI2의 발 과 VEGF-C의 발 을 확인한 결과 RhoGDI2의 발 과 

VEGF-C의 발 에 상당한 상 성이 있음도 확인하 다 (그림 20, F). RhoGDI2의 하  

target 유 자로 확인된 VEGF-C의 발 이 RhoGDI2에 의해 유도되는 항암제에 한 내

성에 미치는 향을 확인하기 해 shRNA를 이용하여 VEGF-C의 발 을 억제하 을 때 

RhoGDI2가 과발 된 세포에서 Bcl-2의 발 이 억제됨을 확인하 으며 (그림 21, A), 
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그림 21. RhoGDI2에 의한 항암제 내성을 조 하는 

VEGF-C의 기능 확인

cisplatin에 의한 세포사멸과 PARP의 cleavage가 증가됨을 확인할 수 있었다 (그림 21 B 

and C). Nude mice를 이용한 실험을 통해 in vivo에서도 VEGF-C의 발 이 RhoGDI2에 

의한 cisplatin 내성에 요함을 확인하 다 (그림21, D). 이러한 모든 결과는 RhoGDI2에 

의해 유도되는 항암제 내성과 암세포의 이과정에 VEGF-C가 요한 기능을 담당한다는 

것을 의미하는 것이다.

VEGF-C는 세포 밖으로 분비되어 VEGF-C receptor를 통한 신호를 달한다고 알려져 있

는데, 이후의 연구에서는 세포 밖으로 분비되는 VEGF-C의 기능을 확인하기 해 

RhoGDI2가 발 되는 세포의 conditioned medium (CM)을 RhoGDI2가 발 되지 않는 세

포에 처리하고 항암제에 한 내성이 유발되는지 확인하 다. 그 결과 RhoGDI2가 발

되는 세포의 CM을 처리한 세포의 경우 cisplatin에 의한 세포사멸과 PARP의 cleavage가 

억제됨을 확인할 수 있었다 (그림 22, A and B). 한 VEGF-C의 발 을 억제시킨 

RhoGDI2 발  세포의 CM을 처리하면 이러한 효과가 사라지는 것으로 보아 RhoGDI2가 

발 되는 세포에서 분비되는 VEGF-C가 RhoGDI2에 의한 cisplatin 항성에 요하다는 

것을 확인할 수 있었다 (그림 22, C and D). 마지막으로 VEGF-C의 작용을 억제하는 

neutralizing antibody를 RhoGDI2가 발 되는 세포에 처리할 경우 cisplatin에 의한 세포

사멸과 PARP cleavage가 증가함을 확인하 는데 (그림 22, E and F), 이러한 모든 결과

는 RhoGDI2의 발 에 의해 유도되는 cisplatin 항성에 VEGF-C의 분비가 요한 역할

을 담당한다는 것을 의미하는 것이다.

RhoGDI는 Rho family 단백질들의 regulator로 알려져 있지만 RhoGDI2의 경우 어떠한 

Rho family 단백질의 활성을 조 하는지 알려져 있지 않다. 본 연구자는 RhoGDI2를 과

발 시킨 세포와 발 을 억제시킨 세포에서 여러 가지 Rho family 단백질들의 activity를 

조사하 는데, 그 결과 RhoGDI2의 발 에 의해 Rac1이 specific하게 activation됨을 확인
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그림 23. RhoGDI2에 의한 cisplatin 항성에 Rac1의 요성 

확인

그림 22. RhoGDI2에 의한 cisplatin 항성에 세포 밖으로 분비되는 

VEGF-C의 요성 확인 

하 다 (그림 23, A and B). 한 여러 가지 parental 세포에서 Rac1의 activity를 조사해

본 결과 RhoGDI2의 발 과 Rac1의 activation이 일치함을 확인하 다 (그림 23, C). 이러

한 결과는 RhoGDI2가 여러 가지 Rho family 단백질들 가운데 Rac1을 specific하게 

activation시킴을 의미하는 것이다. Rac1의 activation이 RhoGDI2에 의한 항암제 내성에 

요한지 확인하기 해 siRNA를 이용하여 Rac1의 발 을 억제시키면 RhoGDI2에 의한 
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항암제 내성에 필수 인 VEGF-C의 발 이 억제됨을 확인하 고 (그림 23, D), cisplatin

을 처리하면 세포사멸과 PARP의 cleavage가 증가함을 확인하 다 (그림 23, E and F). 

한 이와 유사한 실험으로 Rac1에 specific한 chemical inhibitor인 NSC23766을 처리하면 

VEGF-C의 발 이 감소하고 (그림 23, G), cisplatin에 의한 세포사멸과 PARP의 cleavage

가 증가함을 확인하 다 (그림 23, H and I). RhoA의 specific한 chemical inhibitor인 

Y27632를 처리하 을 때에는 이러한 효과가 보이지 않음을 통해 Rac1의 activation이 

RhoGDI2의 target 유 자인 VEGF-C의 발 을 진함으로 RhoGDI2에 의한 cisplatin 

항성을 매개한다는 것을 확인하 다. 
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제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도

제 1  연도별 연구목표

구분 연구개발 목표 연구개발 내용  범

1

차

년

도

RhoGDI2의 암 

이 진 능력 

검증

RhoGDI2가 과발 된 세포의 in vivo 이능력 향상 검증: 

Nude mice를 이용하여 RhoGDI2를 과발 시킨 세포의 암 

이 진 능력 확인

RhoGDI2의 발 이 억제된 세포의 invasion 능력 억제 검증: 

RhoGDI2의 siRNA를 이용하여 RhoGDI2의 발 을 억제하 을 

때 암세포의 invasion 능력 억제 확인

RhoGDI2에 의해 

조 되는 하  

신호 달 과정 

확인

RhoGDI2가 과발 된 세포에서 RhoGDI2에 의해 변화되는 Rho 

family 단백질 (Rho, Rac, cdc42)의 activity 확인: Rho, Rac, 

cdc42의 activity analysis를 통해 여러 종류의 Rho family 

단백질  RhoGDI2에 의해 activity가 변화되는 단백질의 확인

RhoGDI2가 과발 된 세포에서 암의 이와 련된 여러 종류의 

단백질 발   조 여부 확인: RhoGDI2를 과발  시킨 

SNU484와 SNU719 세포에서 E-cadherin, Vimentin, MMPs, 

TIMP, VEGF, IL-8, COX-2 발   조 여부 확인

2

차

년

도

RhoGDI2의 암 

이 진 능력 

검증

RhoGDI2의 발 이 억제된 세포의 in vivo 이능력 억제 검증: 

RhoGDI2의 siRNA를 이용하여 RhoGDI2의 발 이 억제된 

세포의 in vivo 암 이 능력 억제 확인

RhoGDI2에 의해 

조 되는 하  

신호 달 과정 

확인

RhoGDI2가 과발 된 세포에서 RhoGDI2와 Rho family 단백질 

(Rho, Rac, cdc42)의 interaction 확인: RhoGDI2가 과발 된 

세포에서 RhoGDI2와 direct하게 binding하는 단백질의 확인

RhoGDI2에 의해 조 되는 Rho 신호 달 과정의 조  

mechanism 연구: RhoGDI2에 의해 향을 받는 신호 달 

경로의 탐색  여러 종류의 active한 mutant와 dominant 

negative mutant Rho family 단백질의 constructs를 이용한 

mechanism 연구

암의 이 

과정에서 

RhoGDI2의 

발 을 유도하는 

상  신호 달 

과정 확인

RhoGDI2 유 자의 암 이 specific한 발  mechanism 규명: 

RhoGDI2 promoter analysis
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구분 연구개발 목표 연구개발 내용  범

3

차

년

도

RhoGDI2에 의해 

조 되는 하  

신호 달 과정 

확인

RhoGDI2에 의해 조 되는 Rho 신호 달 과정의 조  

mechanism 연구: RhoGDI2에 의한 Rho family 단백질의 

activation mechanism 확인

RhoGDI2에 의해 발 이 조 되는 새로운 유 자의 탐색: 

RhoGDI2가 과발 된 세포에서 microarray analysis와 

2-dimensional gel electrophoresis의 수행을 통해 새로운 

RhoGDI2의 target 유 자 탐색

암의 이 

과정에서 

RhoGDI2의 

발 을 유도하는 

상  신호 달 

과정 확인

RhoGDI2 유 자의 암 이 specific한 발  mechanism 규명:

RhoGDI2 promoter analysis

4

차

년

도

RhoGDI2에 의해 

조 되는 하  

신호 달 과정 

확인

방 암에서 RhoGDI2에 의한 암 이 억제 기작 규명: 방 암의 

경우 동일한 RhoGDI2의 과발 이 어떠한 mechanism에 의해 

 반 의 결과를 래하게 되는지 비교 분석

여러 종류의 암의 이에 미치는 RhoGDI2의 향 규명: 여러 

종류의 다른 암세포에서 RhoGDI2의 발 을 조사하고 암의 

이에 미치는 향을 확인

암의 이 

과정에서 

RhoGDI2의 

발 을 유도하는 

상  신호 달 

과정 확인

RhoGDI2 유 자의 암 이 specific한 발 을 유도하는 신호 

달 과정 탐색: 여러 가지 signal에 의해 유도되는 RhoGDI2의 

발  양상 확인

이 억제 후보 

약물의 

RhoGDI2에 의한 

암 이 억제력 

검증

Vitamin C  이 억제 후보 약물 투여 후 RhoGDI2의 이 

능력 억제에 한 연구: Vitamin C  여러 가지 항암 

치료제의 후보 약물들을 이용하여 RhoGDI2가 암 이 억제 

치료제의 target으로서의 가능성이 있는지 확인

2차년도의 연구결과 RhoGDI2가 암의 이를 진시킬 뿐만 아니라 항암제에 한 내성을 나타

내는 데에도 요한 역할을 한다는 것을 알게 되어 이에 한 내용을 추가로 3차와 4차년도에 수

행하 다. (3차년도와 4차년도의 연차실 계획서에 기술하 고 승인받았음)

구분 연구개발 목표 연구개발 내용  범

3

차

년

도

RhoGDI2의 

발 에 의한 

항암제 내성 기작 

규명

RhoGDI2에 의해 유발되는 항암제 내성 기작을 규명한다.

4

차

년

도

RhoGDI2의 

발 에 의한 

항암제 내성 기작 

규명

항암제 내성을 유발하는 RhoGDI2의 하  target 유 자인 

VEGF-C와 Bcl-2의 상 계를 규명하고 이들의 기능을 in 

vivo에서 규명한다.
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제 2  연구목표 달성도

번호 세부연구목표 달성내용 달성도(%)

1
RhoGDI2의 암 이 진 

능력 검증

RhoGDI2에 의한 암 이 진 능력을 in 

vitro와 in vivo 실험을 통해 검증하 음.
100

2
RhoGDI2에 의해 조 되는 

하  신호 달 과정 확인

RhoGDI2에 의한 Rac1 하  신호 달 

과정이 요하다는 것을 확인하 음.
100

3

암의 이 과정에서 

RhoGDI2의 발 을 유도하는 

상  신호 달 과정 확인

RhoGDI2 유 자의 발 에 transcription 

factor인 AP-1의 요성을 확인하 음.
100

4
RhoGDI2의 하  target 

유 자의 기능 규명

RhoGDI2의 하  target으로서 VEGF-C의 

요성을 확인하 음.
100

5

RhoGDI2에 의한 암세포의 

이를 억제할 수 있는 약물 

탐색

RhoGDI2에 의한 암의 이과정에 요한 

NF-kB activity를 억제하는 천연물을 

탐색하 음.

100

6
RhoGDI2의 발 에 의한 

항암제 내성 기작 규명

RhoGDI2의 발 에 의해 여러 가지 

항암제에 한 내성이 유발되는 기작을 

규명하 음.

100

제 3  련분야 기여도

앞서 여러 번 언 한바와 같이 암세포의 이와 항암제에 한 내성은 암환자 치료의 가장 큰 걸

림돌이 되는 문제로서 많은 연구자들을 통해 이들과 련된 신호 달 과정과 target 유 자들을 

발굴하는 연구들이 수행되고 있다. 특히 본 연구에서는 암세포의 이뿐만 아니라 여러 가지 항

암제에 한 내성을 동시에 유발하는 RhoGDI2 유 자의 기능과 작용 기작을 규명하 으므로 기존

의 개별 인 target 발굴 노력에 비해 두 가지 상을 함께 조 하는 새로운 연구의 방향을 제시하

다고 생각된다.
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

본 연구의 결과 RhoGDI2가 암세포의 이를 진시킬 뿐만 아니라 여러 가지 항암제에 한 내

성을 유발하는 데에도 요한 기능을 담당한다는 것을 확인하 다. 하지만 아직 RhoGDI2가 다른 

종류의 암에서 암과는 상반된 결과를 보이는 이유와, RhoGDI2가 어떠한 기작으로 Rac1을 

activation 시키는지, 한 Rac1 이외의 다른 신호 달 과정이 RhoGDI2에 의한 암의 이와 항

암제 내성과정에 여하는지 등에 한 연구가 이루어지지 못하 다. 한 하  target으로도 

VEGF-C 이외의 여러 가지 유 자들의 발 이 RhoGDI2에 의해 변화됨을 확인하 는데, 이 유 자

들 가운데 RhoGDI2에 의한 암세포의 이와 항암제 내성에 여하는 유 자들을 검증하는 연구

가 추가로 수행되어야 할 것이다.

향후 이러한 연구들이 마무리되어 RhoGDI2에 의한 암세포의 이와 항암제 내성 유발 기작이 

더 자세히 규명되고 암세포의 이와 항암제에 한 내성을 억제하는 치료제 개발의 target으로

서의 유용성이 확인되면, 이후에는 유 자 치료제를 문으로 연구하고 개발하는 산업체와의 연계

를 통해 응용연구로 이어질 수 있을 것이다.
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

본 연구개발 과정동안 외국의 연구자들에 의해 RhoGDI2가 Src kinase에 의해 phosphorylation될 

수 있음이 알려지게 되었다. 본 연구자도 Src 이외에 다른 kinase에 의해 RhoGDI2가 

phosphorylation될 수 있는지 확인하기 해 Yeast two-hybrid screening을 통해 RhoGDI2와 

interaction하는 새로운 단백질을 탐색하는 실험을 수행하고 있다. 한 본 연구가 시작될 당시에는 

RhoGDI2가 어떠한 Rho family 단백질의 activity를 조 하는지에 한 연구가 수행되지 않았지만 

본 연구의 결과 RhoGDI2가 Rac1을 specific하게 activation시킨다는 결과를 얻었으며, 외국의 다른 

연구자들에 의해서도 동일한 결과가 발표되었다. 하지만 유방암 세포에서는 본 연구결과와 달리 

RhoGDI2가 Rac1을 오히려 repression한다는 결과도 발표되었다. 하지만 여러 종류의 암세포에서 

상반된 결과를 보이는 이유에 해서는 아직 알려진 바가 없으며 본 연구자는 RhoGDI2가 여러 

종류의 암에서 상반된 결과를 보이는 이유를 설명하기 한 연구를 수행하고 있다.
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