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최근 종양관련 유전자의 기능 변화가 DNA 상의 특정 부위에 일어나는 메틸화 
(methylation)에 의해 유발된다는 보고가 다수 있어왔다. 본 연구에서는 특히 방사선에 의
해 발현이 변화하는 유전자군을 최신 pyrosequencing 기법에 의해 탐색하고, 그 중 두 가
지 유전자를 선택하여 폐암세포주 H460과 A549에서의 기능을 분석하였다.  
두 세포 공히 방사선에 의해 심각한 G2/M arrest를 보였으며 특히 A549에서는 H460에 

비해 신속히 arrest가 저하되는 결과를 보였다. 유전자 분석 결과 A549는 H460에 비해 

PTEN 유전자가 고도로 메틸화되어 있었다 (저발현되었다). western blot 결과 PTEN은 

pAkt의 음성조절자로 작용하며, pAkt 는 또한 방사선에 의해 유발되는 유전자인 p53의 음

성조절자로 작용함을 발견하였다. 본 결과는 H460에서 보이는 높은 수준의 방사선 민감성

이 해당 세포주에서 보이는 PTEN과 p53의 고발현에 기인함을 알 수 있었다.

또한 Wnt-antagonist로 알려진 네 종류의 DKK (Dickkopf gene) 유전자 중, non-small 

cell lung cancer H460에서의 DKK3 유전자의 기능을 살펴보았다. 최신  pyrosequencing 

기법을 이용하여 분석한 결과 DKK3 는 약 44% 수준으로 메틸화가 되어 있었지만, 여전히 

높은 수준으로 발현되어 있었음을 보았다. SiDKK3 RNA를 처리하여 DKK3 발현을 완전히 

억제한 결과, 방사선에 의해 유도되는 p53 유전자와 p21 유전자가 크게 증가하였고, 아울

러 cyclin-dependent kinases D1과 E 역시 크게 증가하다. 또한 현미경적 관찰과 flow 

cytometry를 통해 전형적인 apoptosis가 유도됨을 발견하였다. 이 결과는 DKK3가 세포내 

활성산소의 수준을 낮추어 줌으로써 antiapoptotic molecule로 작용함을 보여준다.
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요약문

최근 종양관련 유전자의 기능 변화가 DNA 상의 특정 부위에 일어나는 메틸화 

(methylation)에 의해 유발된다는 보고가 다수 있어왔다. 본 연구에서는 특히 방사선에 의

해 발현이 변화하는 유전자군을 최신 pyrosequencing 기법에 의해 탐색하고, 그 중 두 가

지 유전자를 선택하여 폐암세포주 H460과 A549에서의 기능을 분석하였다.  

두 세포 공히 방사선에 의해 심각한 G2/M arrest를 보였으며 특히 A549에서는 H460에 

비해 신속히 arrest가 저하되는 결과를 보였다. 유전자 분석 결과 A549는 H460에 비해 

PTEN 유전자가 고도로 메틸화되어 있었다 (저발현되었다). western blot 결과 PTEN은 

pAkt의 음성조절자로 작용하며, pAkt 는 또한 방사선에 의해 유발되는 유전자인 p53의 

음성조절자로 작용함을 발견하였다. 본 결과는 H460에서 보이는 높은 수준의 방사선 민

감성이 해당 세포주에서 보이는 PTEN과 p53의 고발현에 기인함을 알 수 있었다.

또한 Wnt-antagonist로 알려진 네 종류의 DKK (Dickkopf gene) 유전자 중, non-small 

cell lung cancer H460에서의 DKK3 유전자의 기능을 실펴보았다. 최신  pyrosequencing 

기법을 이용하여 분석한 결과 DKK3 는 약 44% 수준으로 메틸화가 되어 있었지만, 여전

히 높은 수준으로 발현되어 있었음을 보았다. SiRNA를 처리하여 DKK3 발현을 완전히 

억제한 결과, 방사선에 의해 유도되는 p53 유전자와 p21 유전자가 크게 증가하였고, 아울

러cyclin-dependent kinases D1과 E 역시 크게 증가하다. 또한 현미경적 관찰과 

flowcytometry를 통해 전형적인 apoptosis가 유도됨을 발견하였다. 이 결과는 DKK3가 세

포내 활성산소의 수준을 낮추어 줌으로써 antiapoptotic molecule로 작용함을 보여준다.

Ⅰ. 제목
 
  폐암세포주에서 DNA 메틸화에 의한 방사선 감수성 극복 유전자 규명 및 활용 연구

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성
다양한 폐암세포주의 DNA 메틸화 정도에 따른 방사선 민감성 조사, 방사선 감수성 관

련 유전자 규명 및 이를 제어할 수 있는 활용 기술 개발
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Ⅲ. 연구개발의 내용 및 범위
 
1) 방사선 민감도 차이를 보이는 폐암 세포주 선발

  - 감마 방사선 (γ-ray) 조사 조건 확립 

  - 방사선 처리 후 (0-10Gy) 세포반응 실험

  - 실험 대조군 및 유용 세포주 선별

2) 선별 폐암 세포주에서 DNA 메틸화 비교 분석 및 관련 유전자 선발

  - 선발된 세포주에서 방사선 민감성 관련 유전자의 선발 및 규명

  - 방사선 처리 후 다양한 종류의 암세포 간의 후성유전학적 DNA 메틸화 차이 

    비교  

  - 결과 분석을 통한 방사선 민감성 및 내성 관련 유전자 선발 및 확립

3) 방사선 민감성 관련 유전자 기능 분석 및 신규 제어물질 개발

  - 관련 유전자의 신호전달 체계 규명

  - SiRNA를 이용한 DNA 메틸화 제어기술 및 유전자 제어기술 타당성 검토

  - 신규 유전자 제어 물질 개발 

Ⅳ. 연구개발결과

○ non-small lung cancer cell인 H460과 A549에서의 방사선 민감도를 비교 분석하였고, 

방사선 내성 및 민감성에 관여하는 두 유전자 (PTEN/DKK3)를 선발하여 그의 기능

을 살펴봄

○ flow cytometry 분석 결과 두 세포 공히 방사선에 의해 심각한 G2/M arrest를 보였

으며 특히 A549에서는 H460에 비해 신속히 arrest가 저하되는 결과를 보임

○ A549는 H460에 비해 PTEN 유전자가 고도로 메틸화되어 있었으며 그 결과 PTEN 

발현량이 상당히 저하되어 있음

○ SiRNA PTEN을 제작하였고, western blot 실험을 통해 분석한 결과 PTEN은 pAkt의 

음성조절자로 작용하며, pAkt 는 또한 방사선에 의해 유발되는 유전자인 p53의 음성

조절자로 작용함을 발견

○ 본 결과는 H460에서 보이는 높은 수준의 방사선 민감성이 해당 세포주에서 보이는 

PTEN과 p53의 고발현에 기인함을 알 의미함

○ Wnt-antagonist로 알려진 네 종류의 DKK (Dickkopf gene) 유전자 중 DKK3는 H460

에서 약 44% 수준으로 메틸화가 되어 있었지만, 여전히 높은 수준으로 발현되어 있

음



- 5 -

○ SiRNA를 처리하여 DKK3 발현을 완전히 억제한 결과, 방사선에 의해 유도되는 p53 

유전자와 p21 유전자가 크게 증가하였고, 아울러 cyclin-dependent kinases D1과 E 

역시 크게 증가하였음

○ 현미경적 관찰과 flowcytometry를 통해 DKK3 발현을 억제시킨 결과 전형적인 

apoptosis가 유도됨을 발견하였고, 세포내 활성산소가 크게 감소함을 발견하였음

○ 이 결과는 DKK3가 세포내 활성산소의 수준을 낮추어 줌으로써 antiapoptotic 

molecule로 작용함을 보여줌

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획
 
인간 종양 세포에서 방사선 저항성 혹은 약제 저항성을 일으키는 유전자를 발굴하고 이 

유전자의 기능을 규명하게 되면 원천적으로 방사선 및 약제내성을 일으키는 유전자를 상

위 단계에서 제어함으로써 암 치료의 효과를 증진시킬 수 있을 뿐 아니라 환자별 맞춤 치

료를 가능하게 할 것으로 기대된다. 과제 연구기간 동안 다양한 종양 세포 간 방사선 및 

약제 내성 DNA 메틸화 결과 및 이의 기능연구를 토대로, 과제 종료 후 후속연구를 수행

할 발판을 마련함은 물론 암 제어 물질의 개발 가능성을 타진할 계획이며 향후 국가 대형

연구과제 혹은 실용화 연구과제 등에 적극 응용 및 활용하고자 한다. 아울러 본 연구과제 

완료 후 신규 항암후보물질에 대한 독성시험 및 임상시험을 적극 추진할 예정이다.
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영문 요약서

The sensitivity or resistance of cancer cells and normal tissues to ionizing radiation 

plays an important role in the clinical setting of lung cancer treatment. However, to 

date the exact molecular mechanisms of intrinsic radiosensitivity have not been well 

explained. In this study, we compared the radiosensitivity or radioresistance in two 

non-small cell lung cancers (NSCLCs), H460 and A549, and investigated the signaling 

pathways that confer radioresistance. H460 cells showed a significant G2/M arrest 

after 12 h of irradiation (5 Gy), reaching 60% of G2/M phase arrest. A549 cells also 

showed a significant G2/M arrest after 12 h of exposure; however, this arrest 

completely disappeared after 24 h of exposure. A549 has higher methylated CpG sites 

in PTEN, which is correlated with tumor radioresistance in some cancer cells, than 

H460 cells, and the average of the extent of the methylation was ~4.3 times higher in 

A549 cells than in H460 cells. As a result, PTEN expression was lower in A549 than 

in H460. Conducting Western blot analysis, we found that PTEN acted as a negative 

regulator for pAkt, and the pAkt

acted as a negative regulator for p53 expression. According to the above results, we 

concluded that the radiosensitivity shown in H460 cells may be due to the higher 

expression of PTEN through p53 signaling pathway.

The expression of the Wnt-antagonist Dickkopf gene (DKK) is downregulated in 

several types of tumors as a consequence of epigenetic DNA modification; four DKK 

members, DKK1, DKK2, DKK3, and DKK4, have been identified. In this study, we 

investigated another function of DKK3 in non-small cell lung cancer H460 cells, in 

which DKK3 was hypermethylated (44%) but still expressed, by interfering with DKK3 

expression using DKK3-silencing RNA (SiRNA). We found that knockdown of DKK3 

expression by DKK3 SiRNA transfection led to the detachment of H460 cells from the 

bottom of the culture plate and caused apoptosis. The expression of cyclindependent 

kinases D1 and E were increased by DKK3 knockdown, indicating that cells with 

blocked DKK3 expression entered the apoptotic pathway. We also found that the 

intracellular level of reactive oxygen species was higher in cells with blocked DKK3 

expression than in normal H460 cells, and levels of p53, p21, and Bax were also 

increased by the gene knockdown. These results indicate that DKK3 acts as an 

antiapoptotic molecule by decreasing the intracellular level of reactive oxygen species.



- 7 -

Chap. 1 Outline ------------------------------------------------------- 9

  Para. 1 Necessity ------------------------------------------------------- 9

     1. Technical aspects ------------------------------------------------------- 9

     2. Economical/Industrial aspects ------------------------------------------------------- 10

     3. Commercial/Cultural aspects ------------------------------------------------------- 10

  Para. 2 Objectives ------------------------------------------------------- 11

  Para. 3 Goals and Scopes ------------------------------------------------------- 11

  para. 4 Strategies and Methods ------------------------------------------------------- 12

Chap. 2 Currest status of R&D ------------------------------------------------------- 13

  Para. 1 Research status ------------------------------------------------------- 13

  Para. 2 Performances ------------------------------------------------------- 13

  Para. 3 Weakness of current technologies ------------------------------------------------------- 16

  Para. 4 Prospects ------------------------------------------------------- 16

Chap. 3 Research contents and Results ------------------------------------------------------- 18

  Para. 1 Scopes and Methods ------------------------------------------------------- 18

     1. Outline ------------------------------------------------------- 18

     2. Matarials and Methods ------------------------------------------------------- 19

  Para. 2 Results ------------------------------------------------------- 21

     1. Comparison of radiation sensitivity ------------------------------------------------------- 21

     2. Pyrosequencing ------------------------------------------------------- 21

     3. Comnparasion of methylated-PTEN ------------------------------------------------------- 21

     4. Characterization of signal pathways ------------------------------------------------------- 22

     5. Analysis of methylated-DKK3 ------------------------------------------------------- 28

     6. Cytotoxicity by the DKK3 gene expression ------------------------------------------------------- 28

     7. Apoptosis by the DKK3 gene expression ------------------------------------------------------- 28

     8. Characterization of signal pathways ------------------------------------------------------- 28

     9. Measurement of internal ROS level ------------------------------------------------------- 29

  Para. 3 Outputs ------------------------------------------------------- 34

Chap. 4 Achievements and Contributions ------------------------------------------------------- 35

  Para. 1 Original research plans ------------------------------------------------------- 35

  Para. 2 Achievements ------------------------------------------------------- 36

  Para.3 Contributions ------------------------------------------------------- 37

     1. Technological aspects ------------------------------------------------------- 37

     2. Economical/Industrial aspects ------------------------------------------------------- 37

Chap. 5 Application plans ------------------------------------------------------- 38

Chap. 6 Information on technologies oversea ------------------------------------------------------- 39

Chap. 7 References ------------------------------------------------------- 39

CONTENTS (영문목차)



- 8 -

제 1장 연구개발과제의 개요 ------------------------------------------------------- 9

  제 1절 연구개발의 필요성 ------------------------------------------------------- 9

     1. 기술적 측면 ------------------------------------------------------- 9

     2. 경제 • 산업적 측면 ------------------------------------------------------- 10

     3. 사회 • 문화적 측면 ------------------------------------------------------- 10

  제 2절 연구개발의 목적 ------------------------------------------------------- 11

  제 3절 단계별 연구개발 목표 및 범위 ------------------------------------------------------- 11

  제 4절 연구개발의 추진전략 방법 및 추진체계 ------------------------------------------------------- 12

제 2장 국내외 기술개발 현황 ------------------------------------------------------- 13

  제 1절 국내외 연구현황 ------------------------------------------------------- 13

  제 2절 지금까지의 연구개발 실적 ------------------------------------------------------- 13

  제 3절 현 기술상태의 취약성 ------------------------------------------------------- 16

  제 4절 앞으로의 전망 ------------------------------------------------------- 16

제 3장 연구개발수행 내용 및 결과 ------------------------------------------------------- 18

  제 1절 연구범위 및 연구수행 내용 및 방법 ------------------------------------------------------- 18

     1. 실험 및 방법 개요 ------------------------------------------------------- 18

     2. 재료 및 방법 ------------------------------------------------------- 19

  제 2절 연구결과 ------------------------------------------------------- 21

     1. 두 다른 폐암 세포주서의 방사선 내성/민감성 ------------------------------------------------------- 21

     2. pyrosequencing ------------------------------------------------------- 21

     3. PTEN 유전자의 메틸화 비교 분석 ------------------------------------------------------- 21

     4. PTEN 신호전달 규명 ------------------------------------------------------- 22

     5. DKK3 유전자 부위에서의 메틸화 분석 ------------------------------------------------------- 28

     6. DKK3 발현 억제로 인한 세포독성 효과 ------------------------------------------------------- 28

     7. DKK3 발현 억제에 의한 apoptosis의 유도 ------------------------------------------------------- 28

     8. 신호전달 경로 규명 ------------------------------------------------------- 28

     9. ROS 수준 측정 ------------------------------------------------------- 29

  제 3절 연구성과 ------------------------------------------------------- 34

제4장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도 ------------------------------------------------------- 35

  제 1절 계획서 상의 추진일정 ------------------------------------------------------- 35

  제 2절 연구목표 달성도 ------------------------------------------------------- 36

  제 3절 관련분야에의 기여도 ------------------------------------------------------- 37

     1. 기술적 측면 ------------------------------------------------------- 37

     2. 경제적 • 산업적 측면 ------------------------------------------------------- 37

제 5장 연구개발결과의 활용계획 ------------------------------------------------------- 38

제6장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보 ------------------------------------------------------- 39

제7장 참고문헌 ------------------------------------------------------- 39

목 차



- 9 -

제 1장 연구개발과제의 개요

제 1절 연구개발의 필요성

1. 기술적 측면

○ 인류 공공의 적이 되고 있는 암은 그 원인이 다양하여 치료효과를 감소시키거나 암 

재발률을 높이는 원인이 되고 있다. 현재 알려진 암 발병의 원인으로는 염색체 이상 및 

염기서열의 돌연변이 등이 있는데, 최근의 연구 결과에 의하면 암의 발생을 근본적으로 

이해하기 위해서는 이러한 직접적인 염기의 변화 외에도, 유전자의 기능소실에 관련된 

후성유전학적 (epigenetics) 관점을 도입해야 한다는 사실이 속속 밝혀지고 있다. 이러한 

후성유전학의 중심이 되고 있는 것이 DNA 메틸화 (DNA methylation)에 의한 유전자 

기능의 이상이다.

○ 인간은 정상적인 환경에서는 암억제 유전자 등이 정상적으로 발현됨으로써 암발생을 

막고 있다. 그러나 특정 상황이 도래하면, 암 억제 유전자의 기능이 제대로 발휘되지 못

하여 정상세포가 암으로 진행하게 되는데 이러한 암억제 유전자의 기능 소실이 이들 유

전자의 특정 부위에 일어나는 비정상적인 DNA 메틸화에 의해 일어나고 있다는 사실이 

밝혀지고 있다. 더구나 특정 유전자의 프로모터 부위에서 일어나는 DNA 메틸화는 지

금까지 알려진 암의 원인인 돌연변이 및 암억제 유전자의 이상 등에 의한 것만큼 일반

적인 현상임이 밝혀지고 있다. 따라서 이러한 DNA 메틸화 이상에 의한 암 발생이라는 

관점에서의 접근은 암치료 시장에 있어 기술적으로 중요한 요소기술이 될 것으로 기대

된다.

○한편, 유전자의 기능소실과 관련된 DNA 메틸화 등의 후성유전학적 기작에 대한 정확

한 이해와 분석은 이를 제어할 수 있는 물질의 개발을 가능하게 함으로써 효과적인 신

규 항암제 개발을 유도하게 될 것이다.

○ 방사선은 화학요법, 수술요법 등과 더불어 환자의 종양치료에 널리 이용되고 있으며, 

나아가 방사선 및 약제를 동시에 이용하는 등의 복합치료 역시 임상에 보편적으로 적용

되고 있다. 그러나 일반적으로 인간 종양의 상당수는 정상 세포 조직에 비해 약제 및 

방사선에 대한 저항성이 강하여 방사선 치료시 정상 조직에 심각한 피해를 주게 되어 

환자의 고통을 가중시키게 됨은 물론 환자별로 암발생 원인 및 그 진행정도가 다양하여 

방사선 치료효과를 떨어뜨리게 하는 요인이 되고 있다. 따라서 이러한 방사선 치료 효

과를 저하시키는 방사선 내성 및 민감성에 관여하는 유전자 및 그 원인을 규명하고, 이

를 제어할 수 있는 기술을 개발한다면 방사선에 의한 항암치료 효과를 효과적이고 근본
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적으로 높이는데 크게 기여할 것으로 기대된다. 

2. 경제 • 산업적 측면

○ 전 세계적으로 종양치료 시장의 규모는 수백억불이 넘고 있고, 엄청난 수의 연구자들

이 암치료제 또는 암치료법의 발명 및 연구를 위해 노력하고 있으며 그 결과 다양한 치

료제와 치료법 쏟아져 나오고 있다. 하지만 아직 암 치료 분야에서 확실한 효과를 보고 

있지 못하고 있는 실정이며, 이로 인해 환자는 불필요한 비용과 고통을 지불하고 있다. 

암으로 인한 사회적 비용이 매년 14조에 달하고 있는 것으로 추산되고 있다.

○ 또한 항암치료제로 개발되어 각광을 받던 기존의 암치료제 역시 환자 치료 후에도 암

이 재발되는 현상을 종종 발견하고는 하는데 이것은 해당 항암제에 대한 내성이 생겨서 

일어나는 것으로 알려져 있다. 마찬가지로 방사선 치료시에도 방사선 내성이 발생하여 

기존의 항암치료요법을 무력화시킴으로써 암치료를 어렵게 함은 물론 환자의 생존을 크

게 위협하고 있는 실정이다.

○ 아울러 다양한 환자의 상태에 따라 갖가지 병용 요법이 사용되고는 있으나 암 발생 

및 전이 등에 대한 명확한 이해가 부족하며, 개개인의 특성을 고려한 맞춤 처방 역시 

아직 요원한 실정이다. DNA 메틸화를 고려한 새로운 암치료 방법의 개발은 기존의 돌

연변이 의존적인 암치료 시장에 후성유전학적 개념을 도입하게 됨으로써 새로운 고부가

가치 치료법을 제시할 수 있을 것으로 기대된다.

○ 아울러 방사선 및 약제 저항성 및 민감도에 따른 인간 종양 유전자의 DNA 메틸화 차

이를 파악하고 이를 고려하여 DNA 메틸화를 제어하거나 이용할 수 있는 방법을 개발

한다면, 기존의 방사선 및 약제 항암치료와 더불어 신규 병용요법으로 적극 응용이 가

능함은 물론 방사선 요법 자체의 능력을 극대화할 수 있을 것으로 보인다. 따라서 고부

가가치 산업의 창출을 통한 국가 경제력 제고에 큰 도움이 될 것이며, 아울러 관련 산

업의 신규 창출에 크게 기여할 것으로 기대된다.

3. 사회 • 문화적 측면

○ 상기에서 설명했듯이, DNA 메틸화 이상에 의한 암 발생이라는 관점에서의 접근은 새

로운 신규 항암 기술의 개발이라는 기술적인 측면 뿐 아니라, 새로운 항암치료의 목표

가 되고 있다는 점에서 사회적으로도 큰 관심이 되고 있어 전국가적으로 공동연구 및 

집중적인 연구 등을 통해 DNA 메틸화에 의한 암 발생 및 진행을 제어하고자 하는 노

력이 경주되고 있다.
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구분 년도 연구개발목표 연구개발내용 연구범위 연구비

1차년도 2009

 DNA 메틸화 정

도에 따른 방사

선 민감성 조사

○방사선 조사 조건 확립 

○방사선 처리에 의한 세포반응 실험

○실험 대조군 및 유용 세포주 선별

조건 확립 

및 세포주 

선발

2,000

방사선 감수성 관

련 유전자 규명 

○선발 세포주에서의 DNA 메틸화 

분석

○방사선 처리 후 다양한 종류의 폐

메틸화 분

석의뢰 및 

관련 유전

2,800

○ 이러한 DNA 메틸화가 방사선에 의해 어떻게 반응하고 조절되는지를 이해하는 연구는 

결국 항암치료시 널리 사용되고 있는 방사선요법의 적절한 사용을 위해 대단히 중요한 

문제가 될 것이다.

○ 따라서 항암치료시 개인별 맞춤 방사선 피폭량을 적용함으로써 치료효과를 극대화시

킴은 물론 이로 인한 부작용을 최소화함으로써 방사선 생체방어에 적극적으로 이용할 

수 있을 것으로 사료된다. 아울러 상기 기술의 개발은 방사선환경방호측면에서 방사선 

안전과 국민보건향상을 위하여 반드시 필요하다.

○ 현재 국내의 원자력 발전규모는 전체발전량의 40%이상을 담당하고 있어 높은 에너지 

의존도를 보이고 있다. 또한 의학, 생물학, 식품 등 방사선기술 이용분야가 상당히 증대

함에 따라 국민의 방사선영향에 대한 올바른 이해를 통하여 원자력에 의한 에너지 자립

도를 증진시킬 필요가 있기 때문에 방사선의 생물학적 측면에서의 국민 건강에 이바지

할 방사선생체영향 및 방호와 관련된 기술개발이 절실하다. 인간 종양 세포주에서 

DNA 메틸화에 따른 방사선 및 약제 내성 저감화 기술을 개발한다면 개인별 맞춤 치료

의 시대를 앞당기고 고부가가치 경제시대를 앞당기는 한편,  국민보건에 있어 원자력의 

평화적 이용 측면에서도 상당한 의미를 갖게 될 것으로 보여 결국 원자력 문화에 대한 

이해와 번영에 크게 기여할 것으로 기대된다.

제 2절 연구개발의 목적

다양한 폐암세포주의 DNA 메틸화 정도에 따른 방사선 민감성 조사, 방사선 감수성 관

련 유전자 규명 및 이를 제어할 수 있는 활용 기술 개발

제 3절 단계별 연구개발 목표 및 범위
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암세포 간의 후성유전학적 DNA 

메틸화 차이 비교  

○결과 분석을 통한 민감성 및 내성 

관련 유전자 선발 및 확립

자 선발

2차년도 2010

방사선 민감성 관

련 신호전달 회

로 규명

○관련 유전자 신호전달 체계 규명

○유전자 발현 조절 가능한 SiRNA 

개발

신호전달체

계 규명
3,000

방사선 민감성 제

어 기술개발

○신규 제어물질 탐색

○DNA 메틸화 제어기술 및 유전자 

제어기술 타당성 검토

○타겟 유전자의 SiRNA를 이용한 

전사발현 조절 가능성 탐색

○신규 유전자 제어물질 개발을 위한 

근거 및 향후 타과제 활용 검토

SiRNA 및 

기능성 약

물을 통한 

제 어 기 술 

개발

1,800

제 4절 연구개발의 추진전략 방법 및 추진체계
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연구수행 기관 연구개발의 내용 연구개발성과의 활용현황

한국원자력의학원 방사선 민감성 관련 유전
자 규명

cell cycle 조절을 통한 방사선 민감성 
변화 조사 수행중. 기타 활용 현황 없
음

연세대학교 김영준 교수 뉴클레오좀 형성에 따른 
유전자의 발현 차이 규명

사람에 따라 다른 질병 감수성의 차
이를 설명 할 수 있는 근거를 제공하
였고, 향후 질병 치료를 위한 유전자 
발현 조절법 개발에 응용

MD Anderson Cancer 
Center, 미국

방사선 민감성 관련 유전
자 규명

DNA repair 능력의 회복을 통한 방
사선 민감성 극복 노력 수행 중. 기타 
활용 현황 없음

NIH, 미국
생애 전단계를 통한 식습
관과 환경요인에 의한 후
생학적 변화에 대한 연구

후성 유전제 지도화 (epigenome 
mapping)가 시도되고 있음

Sna Diego epigenome 
center, 미국

배아세포의 epigenome 
연구

2008년-2013년까지 5개년 계획으로 
현재 연구 단계

Human Epigenome project, 
EU

인간의 후성유전학적 특
성 및 비교 분석에 관한 
연구

유렵 10개국 컨소시엄 구축

제 2장 국내외 기술개발 현황

  제 1절 국내외 연구현황

  제 2절 지금까지의 연구개발 실적

최근의 암 연구 동향을 보면, 유전자 구조의 변화 없이 유전자 발현의 이상으로 인한 암 발

생에 관심이 증가되고 있는 실정인데, 이러한 분야를 다루는 학문이 후성유전학 

(epigenetics)이다. 이러한 후성유전학의 중심이 되고 있는 분야가 DNA 메틸화에 의한 유전

자 발현의 이상인데, 특정 유전자의promoter 부위에 DNA 메틸화가 일어나면 정상적인 

mRNA 합성 과정이 억제되어 필수적인 단백질의 합성이 저하된다고 잘 알려져 있다. DNA 

메틸화는 정상적으로는 분화, 발달, 여성에서 x-chromosome의 불활성화 등에 관여하는 것으

로 알려져 오고 있으며, 최근에는 이러한 DNA 메틸화가 암, 노화에 관련이 되고 있다는 보

고가 증가하고 있다. 

암 환자에서 mRNA가 비정상적으로 발현되는 이유로는 결실, 전좌, 역위 등에 의한 염색체 

이상, 단일 염기서열의 변화, 그리고 DNA 메틸화에 의한 후성유전학적 변화를 들 수 있다. 

앞서 언급했듯이 이러한 mRNA의 비정상적 발현은 암, 노화 등과 밀접한 연관이 되어 있다

는 결과가 속속 밝혀지고 있다. 이러한 몇 가지 mRNA 전사 변화 기작 중, DNA 메틸화는 



- 14 -

인체 DNA를 염기서열 변화 없이 변형시키는 유일한 기작으로 이 과정은 DNA 메틸기전이

효소 (DNA methyltransferase, DNMT)라는 단백질에 의해 일어난다. 현재 인간을 비롯한 포

유동물 세포에서 3종류의 메틸기전이효소가 알려져 있는데 그 중  DNMT1은 세포분열과정

에서 DNA가 합성될 때 DNA 메틸화 상태를 유지시키는 기능을 하는 것으로 알려져 있으

며, 추가로 발견된 DNMT3a와 3b는 새로운 메틸화를 촉매하는 기능을 갖고 있는 것으로 보

고되어 있다. 

앞서 설명한 직접적인 DNA의 돌연변이 등 유전적인 변화 (genetic alteration)는 비가역적인

데 비해, DNA 메틸화에 의한 후성유전학적 변화 (epigenetic alteration)는 가역적인 것으로 

알려져 있다. DNA 메틸화가 특히 암치료 분야에서 각광받는 이유 중의 하나가 바로 앞에서 

설명한 바와 같이 DNA 메틸화가 가역적인 변화라는 데에 있다. 즉, dietary agent인 셀레늄, 

녹차, 마늘 뿐 아니라 epigenetic agent인 DNMT inhibitor 혹은 HDAC (histone 

deacetylase) inhibitor 등에 의해 DNA의 메틸화가 풀릴 수 있다는 사실이 밝혀져 있다. 따

라서 이들 물질을 이용하여 DNA의 메틸화를 조절함으로써 암 치료 증진 효과를 진행시킬 

수 있는 가능성이 대두되고 있다. 

DNA 메틸화에 의한 유전자 기능의 이상에 관한 연구가 전세계적으로 진행이 되고 있으며, 

최근에는 이러한 DNA 메틸화 기작에 있어 좀 더 정확한 내용이 보고되고 있다. DNA 메틸

화는 우선 promoter의 CpG island (CpG 섬)에서 주로 일어나는데, 일단 DNA가 메틸화 되

면 이 부위에 메틸기와 결합하는 methyl-binding domain (MBD)이라는 단백질이 유도된다. 

MBD는 현재 5종이 알려져 있으며 이 중 MeCP2, MBD2, MBD3는 히스톤 탈아세틸화효소 

등이 결합한 복합체와 반응한다. 따라서 DNA 메틸화는 DNA 메틸화 자체 외에도 히스톤 

단백질과의 복합체 형성 등 다양한 반응에 의해 유전자 기능의 이상을 초래하는 것으로 알

려져 있다. 그러나 역시 이러한 유전자 이상을 일으키는 비돌연변이성 원인으로 가장 근본이 

되는 것은 DNA 메틸화이며, 현재 이러한 DNA 메틸화의 변화를 이해하고자 하는 노력이 

경주되고 있는 실정이다.

지금까지 거의 대부분의 DNA 메틸화 연구는 국내외를 막론하고 암세포에서 기능이 소실된 

유전자를 발굴하는 일이었다. 이를 위해 정상조직과 암조직 또는 각기 다른 환자에게서 적출

한 암조직 사이에서의 유전적 차이를 이해하고 관련 유전자를 규명함으로써 항암제로 개발

하고자 하는 시도는 많이 이루어지고 있으나, 아직까지는 단지 기초적인 관점에서 DNA 메

틸화에 의한 유전자 발현의 이해가 연구의 주를 이루고 있다. 이러한 DNA의 메틸화는 후성

유전학적 관점에서 암의 발생 및 진행에 밀접한 연관성을 갖게 되리라고 예상되고 있기 때

문에 최근에는 대규모 검색시스템을 이용하여 암 게놈에서 전체 메틸화 패턴을 분석해 미지

의 유전자를 발굴하려는 노력이 시도되고 있으며, 이를 위해 다양한 검색 시스템이 개발되어 

활용되고 있다. 미국 등 선진국에서는 메틸화된 DNA를 찾는 여러 기술을 이용해 암발생과 

관련된 암억제 유전자, 세포주기 관련 유전자, DNA 보수 유전자등을 밝혀냈으나 아직 실용
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화를 위한 기술개발은 요원한 실정이다. 국내에서도 몇 개 대학과 벤처 연구소에서 대용량 

유전체 분석 시스템을 이용하여 암세포에서 기능이상이 발생한 유전자를 찾는 연구가 활발

하게 진행되고 있다.  그러나 이러한 연구는 단지 유전자 발현의 이상 또는 변화에 초점을 

맞추고 있는 것이며 더욱이 방사선 민감성의 차이가 DNA 메틸화의 차이로 인해 결정된다

는 내용에 대한 연구는 전무한 실정이다. 

  또한, 연세대학교 김영준 교수팀은 뉴클레오좀이 발현에 미치는 영향을 조사함으로써 후성

유전학적 관점에서의 유전자발현 양상을 규명하여 최근에 관련연구를 Nature Genetics에 발

표하였다. 뉴클레오좀은 좌우로 움직이기도 하고 더 촘촘한 크로마틴 구조를 이루기 위해 빽

빽하게 모이기도 하는데, 만약 프로모터에 빽빽한 크로마틴 구조가 형성되면 RNA 중합효소

와 전사 단백질들이 프로모터에 결합을 하지 못하여 적절한 전사가 이루어지지 못하게 된다. 

예를 들어 열충격이라는 외부 조건이 오면 어떤 프로모터의 뉴클레오좀은 형성이 되기도 하

고 사라지기도 하는데, 이와 같은 환경의 변화, 유전적 변화에 의해 뉴클레오좀의 형성이 변

경되면 이에 따라 그에 해당하는 유전자의 발현이 변하고 이것이 변이를 유발하게 된다는 

것을 규명하였다. 이러한 결과는 최근에 과학계에서 논란이 되어 온 현상, 즉 환경변화와 밀접

한 관계에 있는 유전자일수록 유전자 발현변이가 크다는 사실을 설명하는 과학적 근거로 제공

될 수 있을 뿐 아니라, 환경에 대해 다양한 반응을 만들어 냄으로서 집단의 적응을 극대화하

려는 진화원리의 기전을 제시할 수 있는 결과이다.

한편, 한국원자력연구원에서도 다양한 폐암세포주를 가지고 방사선 및 약제 민감도를 시험

한 결과 같은 폐암 세포주임에도 불구하고 그 기원에 따라 방사선 내성 또는 민감도가 현저

히 차이나 나는 현상을 관찰하였다. 이러한 방사선 및 약제에 의한 민감도의 차이가 DNA 

메틸화에 의한 것인지 일차 검토해 본 결과 몇몇 유전자에서의 DNA 메틸화 정도가 종양 

조직세포 사이에서 상당히 다르게 나타났다. 따라서 현재 한국원자력연구원에서는 DNA 메

틸화의 차이에 의해 방사선 및 약제 민감도가 결정되는지를 자세히 분석 중에 있다. DNA 

메틸화의 차이로 인해 방사선 및 약제 민감도가 결정된다는 것을 입증한다면, 이를 제어할 

수 있는 신규 항암제를 개발하는데 있어 매우 중요한 근거를 제시해 줄 것으로 기대된다. 아

울러 방사선 및 약제 치료시 환자별 민감도에 대한 차이를 설명하는데 중요한 역할을 할 것

으로 기대된다. 이러한 근거를 토대로 각 환자별 맞춤 방사선 및 항암악제 치료가 가능할 것

으로 기대되어, 궁극적으로 새로운 치료법의 개발은 물론 이를 제어할 수 있는 항암제 개발

에 적극 기여할 수 있게 될 것으로 기대된다.
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제 3절 현 기술상태의 취약성

암 치료를 위한 접근법으로 진단마커의 개발, 암의 예측, 암의 예방, 그리고 치료 등 전방위

적인 분야에서 연구가 이루어지고 있는데, 후성유전학적 개념을 통한 암의 치료는 초기 암 

발생에 있어서의 진단마커로 사용이 가능할 것으로 기대되며 그 결과 정확한 진단효율을 증

가시킬 것으로 기대된다. 일례로 이미 폐암에서는 p16 유전자가 고 메틸하되어 

(hypermethylation) 있어 환자 진단시 일부 병원에서는 이미 환자별 p16의 메틸화 정도를  

검사하고 있다. 

이처럼 DNA의 메틸화에 의한 암 진단의 가능성이 적극 대두됨에 따라 선진국에서는 이미 

DNA 메틸화에 대한 연구를 상당부분 진행시켜 오고 있으며 정상조직과 암 조직세포에서의 

DNA 메틸화 차이를 광범위하게 비교 분석하여 오고 있다. 아울러 이러한 후성유전학적 

screening 외에도 관련 분야인 DNA microarray에 의한 전체 유전체의 발현 패턴 분석 등 

관련 연구 분야와의 통합적 이해를 통한 암 치료 접근 방법이 대두되고 있다. 우리나라 역시 

이에 대한 연구를 진행시키고 있지만 아직 축적 정보량에서 상당한 정도로 기술격차가 있는 

것이 현실이다. 따라서 이러한 상황에서 우리가 선점할 수 있는 분야 중의 하나가 바로 특정 

분야에서의 DNA 메틸화 응용 가능성 여부를 타진하는 것이며, 그 일환으로 DNA 메틸화에 

따른 방사선 내성 및 민감도의 차이를 규명하고자 한다. 이러한 특화된 연구를 통해 신규 항

암제 개발에 적극 활용하고자 한다. 

한국원자력연구원에서는 방사선에 의한 암세포 사멸 및 관련 유전자를 지난 십수년간 구축

하여 왔음은 물론 관련 기술과 경험을 축적하여 왔다. 따라서, 방사선을 이용한 암억제 기능 

연구 측면에서는 선진국과 비교해 볼 때 그 격차가 크지 않는 것으로 파악된다. 따라서 이러

한 축적된 지식과 기술을 바탕으로 DNA 메틸화에 의한 암 제어 물질의 개발을 위한 선도

적 기초연구는 독점적 기술 우위의 확보에 필요하며 타과제 및 항암치료 시장에의 활용성이 

크다고 할 수 있다.

  제 4절 앞으로의 전망
     

유전자 전사과정의 후성유전학적 조절 메카니즘은 DNA 메틸화, 히스톤의 메틸화와 탈아세

틸화, 염색질 리모델링 등 여러 가지 서로 다른 기작이 밀접하게 연결되어 있다. 따라서 가

까운 미래에 암 환자를 관리하는데 있어 각 환자별 암세포가 갖고 있는 DNA 메틸화의 패

턴이 매우 중요하게 활용될 것으로 보인다. 왜냐하면, 특정 유전자나 게놈 수준에서의 CpG 

메틸화 패턴을 밝혀 암발생을 예측하거나 진단하는 표지자로 사용할 수 있기 때문이다. 한편 
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후성유전학적 조절 기작에 기초해 메틸기 전이효소, 탈아세틸화효소 등의 기능을 억제함으

로써 기능이 소실된 유전자를 정상으로 회복시켜 항암효과를 얻는 임상실험이 진행중에 있

어 DNA 메틸화를 통한 후생학적 암치료 시대가 열릴 것으로 기대된다.

이와 함께 같은 암 조직, 같은 유형의 암세포라 할지라도 방사선 및 약제 저항성이 모두 다

르고 그 작용 기작도 다양하다. 이러한 다양성은 결국 암치료제 개발 분야에 있어 환자 맞춤

형 및 암세포 적응성 등을 고려해야 함을 의미하는데, DNA 메틸화에 따른 방사선 및 약제 

내성의 차이를 규명하게 되면 후성유전학 방법에 의한 신규 항암제 시장이 확대될 것으로 

보인다.  아울러 방사선 및 약제에 대해 서로 다른 민감성을 보이는 암조직에서의 메틸화를 

비교 분석함으로써 각각의 특성에 따른 효과적인 제어물질을 개발하려는 노력이 경주될 것

이다. 

특히, 현재 폐암의 경우 방사선 치료가 주되게 사용되고 있는 실정인데, 동일한 폐암 환자라 할지라도 

방사선 민감성이 개인별로 틀리기에 환자별로 방사선 치료 효과가 모두 틀린 문제점이 대두되어 있다. 

따라서 방사선 민감성의 차이가 DNA 메틸화에 의한 것임을 입증하고 이러한 DNA 메틸화에 관여하

는 유전자를 규명한다면, 폐암의 방사선 치료시 각 개인별 적정 선량 (dose)를 결정하는데 핵심적으로 

기여하게 될 것이며 이러한 활용 결과 개인별 치료 효과를 극대화 할 수 있을 것으로 기대된다.
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제 3장 연구개발수행 내용 및 결과

  제 1절 연구범위 및 연구수행 내용 및 방법

1. 실험 및 방법 개요

연 구 범 위
연구수행방법

(이론적․실험적 접근방법)
구체적인 내용

조건 확립 및 세포주 선발

○방사선 조사 조건 확립 

한국원자력연구원에서 보유

중인 방사선원 C-60을 이용

하여, 방사선 조사 조건을 

확립 (0.1Gy/min, 총 

2-10Gy)

○방사선 처리에 의한 세포반

응 실험

방사선 처리 후 세포반응을 

Flowcytometry 및 현미경검

사, MTT assay등을 실시

○실험 대조군 및 유용 세포

주 선별

방사선에 민감한 폐암 세포 

중, 비소성폐암 세포주인 

H460 및 대조군으로 A549

를 선발

방사선 감수성 관련 

유전자 규명 

○선발 세포주에서의 DNA 메

틸화 분석

두 세포주에서의 전체 지놈

상에서의 DNA 메틸화를 분

석 (마크로젠에 용역 의뢰 

후 결과 분석)

○방사선 처리 후 다양한 종

류의 폐암세포 간의 후성유

전학적 DNA 메틸화 차이 

비교  

H460 및 A549에서 관심 유

전자 PTEN의 후성유전학적 

DNA 메틸화 차이 비교  
H460에서 DKK3 유전자의 

methylation 분석

○결과 분석을 통한 민감성 

및 내성 관련 유전자 선발 

및 확립

PTEN 유전자 선발 완료 및 

관련 회로 탐색

DKK3 유전자 선발 완료 및 

관련 회로 탐색
○flowcytometry를 이용한 세

포주기/ROS 

H460 및 A549에서의 세포

주기 분석 및  ROS 분석



- 19 -

2. 재료 및 방법

가. 세포 배양 및 방사선 조사

모든 폐암세포주는 American Type Collection Center (ATCC, USA)에서 구입하여 사영하였다. 배양을 

위한 세포배지는 10% FBS (Hyclone Lab. USA)와 penicillin/streptomycin 항생제를 함유한 RPMI1640 

배지를 사용하였다.  세포배양은 95% air/5% CO2 로 충진된 배양기에서 수행되었다. 초기 세포 접종

량은 1X10(5) 개 였으며, 하루 배양 뒤 60Co γ-ray를 이용하여 0.2Gy/min의 선량으로 조사하였다.

나. cDNA 합성 및 PCR 증폭

total RNA는 QUIAGEN RNA extraction kit (QUIAGEN, USA)를 사용하여 추출되었다. 초기 dDNA

를 합성하기 위해 cDNA 합성 kit (MBI Fermentas, Canada)를 사용하였다. 그 결과 획득된 cDNA는 

PCR 증폭을 위한 주형으로 사용되었으며 이 때 사용한 primer와 PCR 조건은 다음과 같다. 

primer

  PTEN-F : 5'-ACGGGAAGACAAGTTCATGTAC

  PTEN-R : 5'-ACAGTAGAGGAGCCGTCAAA

  DKK3-F : 5'-GTTGAGGAACTGQTGGAGGACA

  DKK3-R : 5'-TTGCACACATACACCAGGCTGT

  b-ACTIN -F : 5'-ATGTGCAAGGCCCGCTTCG

  b-ACTIN-R : 5'-TTAATGTCACGCACGATTTCC

PCR 조건

  PTEN : denaturation (95도 30초) -> annealing (58도 30초) -> extension (72도 1분) / 35cycle

  DKK3 : denaturation (94도 30초) -> annealing (61도 30초) -> extension (72도 1분) / 40cycle

GC-rich 부위를 증폭하기 위해서 I-GC capture solution (Intron Biotechnology, Korea)을 사용하였다. 

증폭된 PCR 산물은 1% agarose gel을 사용하여 분리 후 관찰하였다.

다. western blot 분석

Akt, pAkt (phospho Akt), cyclinE,  b-actin은 Cell Signalling (USA)에서, p21은 Abcam (USA)에서 구

입하여 사용하였으며 그 외의 모든 항체는 Santa Cruz Biotechnology (USA)에서 구입하여 사용하였

다. 단백질 정량은 Lowry kit (BioRad, USA)를 사용하여 수행되었다. 

라. flowcytometry 분석

방사선으로 저사된 세포와 조사되지 않은 대조군 세포를 취득하여 PBS로 세척한 후, 암실에서 70% 

ethanol로 2시간 고정화하였다. 고정화된 세포를 propidium iodide (50μg/ml)로 염색한 후, DNA 함량
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을 FACScan (EPICS XL, Beckman, USA)을 이용하여 분석하였다. 분석은 Phoenix Multi-cycler 

software (USA)를 이용하여 수행하였다.

마. pyrosequencing 분석

pyrosequencing 분석은 대한민국 대전에 위치한 (주)지노믹트리의 도움을 받아 수행하였다.

바. 현미경 및 세포생존 분석

폐암세포주 간의 형태학적 차이를 분석하기 위해 위상차현미경 (Leica Microsystem, USA)를 이용하였

고, 이미지는 Cannon digital camera system (model PowerShot S45)을 이용하여 저장하였다.

사. DKK3 발현 억제

SiDKK3 RNA (5‘-AGCUGCUGCUAAAGCAUCAUCAGAA)는 Invitrogen (carlsbad, CA, USA)에서 구

입하여 사용하였으며 대조군 SiRNA (scrambled SiRNA)는 Bioneer (Korea)에서 구입하여 사용하였다. 

RNAi MAX reagent를 이용하여 세포에 transfection한 후 1-4일 후 분석에 이용하였다.

아. colony forming assay

세포를 transfection한 후, 하루 배양 뒤, trypsine으로 처리한 세포를 수득하여 35mm culture dish에 5 

X 10(3) 세포농도가 되도록 plating하였다. 일주일 후, 자라난 세포를 0.5% crystal violet으로 염색하여 

관찰하였다.

자. 생존율 및 MTT assay

세포생존율을 조사하기 위해, trypsine으로 처리한 세포를 수거하여 현미경 하에서 직접 분석하였다. 

MTT cell proliferation assay를 위해, 96 well plate에 1,000-3,000 cell이 되도록 plating 한 후, 24, 48, 

72시간 후에 0.1 ml의 MTT를 첨가한 후 37도에서 4시간 배양하였다. 배지를 제거한 후, MTT crystal

을 DMSO로 용해시킨 후, Promega Glomax 96 Microplate luminometer를 이용하여 570 nm에서 분석

하였다. 분석에 이용된 software는 Microplate Manager (Promega, USA)를 이용하였다.

차. reactive oxygen species (ROS) 분석

Carboxydichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA)는 세포 속으로 들어간 후에 세포내의 esterase에 의

해 극성물질인 DCFH로 변하게 되는 비극성 화합물이다. 이렇게 변화된 DCFH는 세포내 hydrogen 

perooxide에 의해 DCF로 급격하게 산화된다. trypsine으로 처리한 약 1X10(5)개의 세포를 PBS로 세척

한 후, DCFH-DA를 최종 10μM의 농도로 처리 한 후, 37도 암실에서 30분간 배양하였다. 이렇게 배양

된 세포를 flowcytometry를 이용하여 세포내 ROS 수준을 분석하였다.
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  제 2절 연구결과 

1. 두 다른 폐암 세포주서의 방사선 내성/민감성

본 연구에서는 우선 두 종류의 폐암세포주인 H460과 A549에서 방사선 조사 후 세포주기의 변화를 관

찰하였다.  해당 결과는 그림 1에 표시하였다. 그림 1에서 보듯이 H460 세포주는 방사선 조사 후 12시

간 후에 심각한 G2/M arrest를 보였으며, 그 정도는 약 60%에 달하였다 (그림 1).  A549 세포주 역시 

방사선 조사 후 12시간 후에 심각한 G2/M arrest를 보였으나, 이러한 현상은 방사선 조사 후 24시간 

이후에 현저하게 감소하였다. 

더군다나, 방서선 조사된 H460 세포주는 A549와 달리 심각한 세포독성 효과를 보였다 (그림 2A). 이 

때 A549는 10Gy에서 방사선에 대해 커다란 내성을 보였다. 이와 같이 H460에서 보이는 세포독성은 

culture dish로부터의 세포 탈착 (cell detachment)에 기인하는 것으로 보이는데, 왜냐하면 많은 

floating cell 들이 현미경에서 관찰되기 때문이다 (그림 2B). 이와 반대로 A549에서는 이러한 cell 

detachment 현상이 보이지 않았다.

2. pyrosequencing

한편, 이러한 두 세포간의 차이에 대해 보다 면밀히 연구하기 위해 두 세포주에서의 DNA 메틸화 정

도를 비교분석하였다. 본 연구는 (주) 지노믹트리의 도움을 받아 pyrosequencing 기법을 이용하여 분

석하였다 (그림 3). 본 결과를 분석한 결과 메틸화 정도에 심각한 차이를 보이는 PTEN 유전자와 DKK 

유전자 등 두 개의 후보 유전자를 분리해 내었다. 따라서 본 두 유전자에 대한 보다 면밀한 분석 작업

을 추후 수행하였다.

3. PTEN 유전자의 메틸화 비교 분석 

PTEN은 몇 종의 종양세포주에서 방사선에 의한 내성에 관여한다고 알려져 있다. 따라서 본 연구에서

는 두 다른 폐암세포주인 H460과 A549에서 PTEN이 방사선 민감성/내성에 관여하는지, 관여한다면 

어떤 경로를 통해 방사선 내성에 기여하는지를 조사하고자 하였다. 메틸화 정도를 분석하기 위해 

bisulfite pyrosequencing 방법을 사용하였다. 각 primer는 PSQ assay program법에 의해 디자인하였고, 

그림 4A에 나타내었다. 본 연구에서는 5개의 서로 다른 CpG 섬을 선택하였고 (position 1-5), 

bisulfite-modified gDNA를 EZ DNA Methylation Gold Kit (Zymo Research)에 의해 분리하였다. 그

림 4B에서 "Y"는 이 다섯 개의 메틸화된 부위를 나타낸다. 

그림 4C에서 보듯이, 조사된 모든 부위에서 A549에서 더 많이 메틸화가 이루어져 있었는데, 그 정도

는 약 4.3배에 달하였다. 이러한 결과를 증명하기 위해 직접 PTEN 유전자의 발현량을 RT-PCR 법으로 

조사하여 보았다. 그 결과 메틸화 분석 결과와 RT-PCR 분석 결과가 일치함을 알 수 있었다 (그림 

4D). 즉, PTEN은 H460에서 고도로 발현되며, A549에서는 이보다 훨씬 덜 발현됨을 알 수 있었다.
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4. PTEN 신호전달 규명과 기타 유전자 발현 분석

PTEN의 신호는 p53에 전달된다고 잘 알려져 있다. 따라서 본 연구에서는 두 다른 폐암 세포주에서도 

이러한 PTEN-p53 경로가 작동하는지를 살펴보았다. 예측한대로, PTEN은 pAkt의 음성조절자로 작용

하였으며, pAkt는 다시 p53의 음성조절자로 작용함을 알 수 있었다 (그림 5). 이상의 결과는 H460에서 

보이는 방사선 민감성이 PTEN의 고발현과 관계가 있으며, 그 신호는 p53에 전달되어 결국 cell arrest

가 크게 유도되는 것으로 결론지을 수 있다.

본 연구에서는 상기의 관련 신호회로를 폐암세포주에 국한하여 조사하였으나, 향후 이러한 

신호전달 회로가 다른 조직에서도 존재하는지의 여부를 조사하기 위한 후속 연구가 필요할 

것으로 보인다.  

또한 본 연구에서는 PTEN 관련 신호전달에 관여하는 유전자군을 중심으로 영향을 분석하였으나, 방

사선에 의해 유도되는 다양한 유전자 군이 있음이 확인되었다. 이중, GADD45는 방사선에 의해 약 4

배 발현이 유도되는 stress response protein이며, ACTA2는 방사선에 의해 약 9배 유도되는 

cytoskeletal protein으로 향후 관련 연구가 필요하다고 사료된다.
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그림 1. H460에서 방사선 조사에 의한 G2/M arrest의 증가. (A) FACScan 분석 결과. (B) 두 세포주에

서의 cell cycle fraction. dark gray, G2/M : bright gray, S phase : black. G1 phase. (Ref. 1)
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그림 2. 세포독성 비교. (A) H460과 A549에서 방사선 조사후 세포생존성 비교 (B) 방사선 조사 후 현
미경 관찰 그림. floating cell은 화살표로 표시하였다.  (Ref. 1)



- 25 -

그림 3. (주) 지노믹트리의 도움을 받아 H460 및 A549 세포주에서 유전체 전체에 대해 메틸화 분석을 
실시함

(참고) 메틸화 분석 전체 데이터는 대용량 관계로 보고서에 기입을 하지 않고 자료로서 보관 중임
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그림 4. PTEN에 존재하는 5개의 CpG 섬 (CpG island)에 대한 pyrosequencing 결과. (A) 원래의 

PTEN 서열과 pyrosequencing을 위해 bisulfite로 전환된 서열. 붉은 색의 서열에 표시된 각각의 Y는 

각 세포주에서 메틸화된 부위를 나타낸다. (B) pyrosequencing diagram. 각 box는 그림 A에 표시된 5

개의 Y에 대한 부위를 의미한다. (C) 메틸화된 CpG 정도의 비교. 마지막 bar는 총 메틸화된 부위의 

평균을 의미한다. (D) 두 세포주에서 PTEN 유전자의 RT-PCR 결과. (Ref. 1)
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그림 5. western blot 분석 결과. 세포는 방사선 조사후 48시간 후에 수득하여 분석하였다. (Ref. 1)
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5. DKK3 유전자 부위에서의 메틸화 분석

많은 암 세포주에서, DKK3 유전자 발현의 실패는 DKK3 유전자 promoter의 메틸화에 기여한다고 알

려져 있다 (3,4,5,6,7,8,9,). 따라서, 본 연구에서는 우선 폐암세포주인 H460에서 DKK3 유전자의 메틸화

에 대해 분석해 보았다. 이를 위해 그림 6A에서 보듯이 4개의 CpG 섬을 선택하였다. PCR 증폭 후, 

메틸화 정도를 4개의 각각의 CpG 섬에 대한 메틸화에 대한 정도의 평균을 이용하여 산출하였다. 그 

결과 약 44% 수준으로 DKK3가 메틸화되어 있었으나, 여전히 DKK3 유전자가 발현이 되고 있었다 (그

림 6B). 본 연구에서는 여전히 발현되고 있는 DKK3 유전자 발현을 완전히 억제시키기 위해 SiDKK3 

RNA를 제작하였고, 이를 H460 세포주에 도입함으로써 여분의 DKK3 유전자 발현을 차단하였다 (그

림 6B).

6. DKK3 발현 억제로 인한 세포독성 효과

DKK3 유전자 발현이 H460 세포주에서 세포 생장과 apoptosis에 영향을 미치는지 조사하기 위하여 

SiDKK3 RNA를 H460에 transfection하였다. 그림 7A에서 보듯이, SiRNA 가 처리된 세포주에서는 

culture dish에 정상적으로 부착하지 못하고, 둥둥 뜨게 되는 현상 (floating cells)이 관찰되었다. EH한 

SiDKK3로 처리된 세포주는 약 70% 수준으로 심각한 생장 저해를 보였다 (그림 7B). 이와 반면에 

SiRNA가 도입되지 않은 모 H460세포주의 경우에서는 이러한 세포독성 현상이 보이지 않았다. 이처럼 

H460/SiDKK3에서 보이는 cell detachment 현상은 세포의 부착성 저해에 의한 floating 효과에 의한 

것으로 보인다. 이러한 비정상적인 생장 패턴은 MTT assay와 colony forming assay를 통해 다시 한 

번 입증되었다 (그림 7C 와 D).

7. DKK3 발현 억제에 의한 apoptosis의 유도

H460에서 DKK3 유전자의 억제에 의해 유도되는 세포독성 효과를 입증하기 위해, flowcytometry를 이

용하여 분석을 수행하였다. DKK3-negative cell (H460/SiDKK3 RNA)는 그의 모세포주 (DKK3-positive 

cell)와 유사한 양상을 보였으나 모세포주에 비해 이틀 후에는 apoptotic phase에 진입함을 알 수 있었

다.

한편 그림 8에서 보듯이, apoptosis에서 커다란 차이가 보였다. 모세포주 H460과 H460/negative 

SiRNA에서는 단지 3% 정도만의 apoptosis만을 보인 반면에, DKK3 발현이 억제된 H460/SiDKK3 

RNA에서는 25% 정도의 apoptosis 를 보였다. 그러나 세포주기에서는 어떠한 심각한 변화가 보이지 

않았다. 이러한 결과는 H460/SiDKK3 RNA에서 보이는 cell detachment와 비정상적인 생장이 DKK3

의 downregulation에 기인함을 의미한다.

8. 신호전달 경로 규명 

본 연구에서는 H460, H460/negative SiRNA, 그리고 H460/SiDKK3 RNA에서 apoptosis와 연관된 단
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백질의 발현을 조사하였다 (그림 9A). DKK3 발현의 억제는 cyclin D1과 cyclin E의 발현을 증가시켰

으나, Cdk2와 Cdk4의 발현에는 영향을 미치지 못하는 것으로 나타났다. 더구나, H460과 

H460/SiDKK3 RNA 사이에는 심각한 PTEN 수준의 변화가 보이지 않았는데, 이는 H460/SiDKK3 

RNA에서 보이는 apoptosis 현상이 PTEN/pAkt 신호전달 경로와는 독립적임을 의미한다. 흥미롭게도, 

H460/SiDKK3 RNA에서 p53과 p21의 수준이 크게 증가하였는데, 이는 이 세포주가 세포내 높은 수준

의 ROS에 의해 공격받고 있음을 의미한다. 또한 본 연구에서는 apoptosis 후에 핵으로 translocation되

는 Bax의 발현을 western blotting 법으로 측정하였다. 그 결과, bax의 발현은 H460보다 

H460/SiDKK3 RNA에서 더 높은 것으로 나타났다. 이상의 결과는 DKK3의 결핍이 방사선 및 스트레

스에 의한 민감성을 증진시키며 그 결과 cell apoptosis가 유도된다는 가설과 일치하는 결과이다.

9. ROS 수준 측정

세포내 ROS의 증가, 방사선, 기타 스트레스에 의해 p53의 발현이 증가한다는 사실은 잘 알려져 있다. 

따라서 본 연구에서는 DKK3 발현의 변화가 H460에서 세포내 ROS의 수준을 변화시킬 수 있는지 여

부에 대해 조사하였다. 이러한 세포내 ROS 수준은 DCFH-DA 를 이용하여 측정되었다 (27). 본 연구에

서 산화된 DCF는 flow cytometry로 검출하였다. 그 결과, 세포내 ROS 수준은 DKK3 발현 억제에 의

해 크게 증가함을 알 수 있었으며, 이러한 변화는 20시간 후에 최대치에 이름을 알 수 있었다 (그림 

9B). 이러한 결과는 결국 DKK3의 기능이 세포내 ROS 수준을 적절한 수준으로 유지시키는 것임을 의

미한다.

10. DKK3 및 암세포 전이

본 경로는 암세포의 전이에 관여하는 기능을 갖는 것으로 일부 알려져 있어 이에 대한 후속 

연구가 필요할 것으로 보인다. 아래 그림은 이러한 DKK의 기능과 관련하여 알려진 신호전

달 경로를 보여주고 있다.
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그림 6. 감마 방사선 조사에 의한 G2/M arrest의 유도. (A) Pyrosequencing analysis of DKK3. (B) 

SiDKK3 RNA transfection 후 DKK3의 발현 양상 조사. (Ref. 2)
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그림 7. DKK3 발현 억제에 의한 세포 생장의 손상. (A) 현미경 관찬 그림. Total, 총 세포; floating 

cell, 세포 배양액에 존재하는 세포 (화살표로 표시); attached cell, culture plate에 부착하여 자라는 세

포. (B) SiDKK3 RNA 도입에 의한 세포 생존효과. closed circle, 정상의 H460 모세포주; open circle, 

H460/negative SiRNA; closed square, H460/SiDKK3 RNA. (C) MTT cell proliferation assay. (D) 

colony forming assay. (Ref. 2)
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그림 8. flow cytometry 분석. (Ref. 2)
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그림 9. western blot 분석 및 세포내 ROS 수준 분석. (A) 세포를 24시간 배양 후 단백질 발현 양상을 

분석한 그림. (B) DCFH-DA에 의한 세포내 ROS 분석. (Ref. 2)

  제 3절 연구성과 
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10,000

폐암세포 간의 후성

유전학적 DNA 메

틸화 차이 비교
15,000

민감성 관련 유전자 

선발 및 확립
5,000

2010

관련 유전자의 신호

전달 체계 규명
15,000

유전자 발현 조절 

가능한 SiRNA 개발
13,000

신규 제어물질 탐색 13,000

DNA 메틸화 제어

기술 및 유전자 제

어기술 타당성 검토
5,000

타과제 활용 검토 2,000
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  제 1절 계획서 상의 추진일정 
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  제 2절 연구목표 달성도

목    표 연구개발 수행내용/결과 달 성 도(%)

○방사선 조사 조건 확립 
C-60을 이용한 방사선 조사 조건의 

확립 (0.1Gy/min, 총 2-10Gy)
100

○방사선 처리에 의한 세포반응 실험

방사선 처리 후 세포반응을 Flow 

cytometry 및 현미경검사, MTT 

assay등을 실시
100

○실험 대조군 및 유용 세포주 선별

방사선에 민감한 폐암 세포 중, 비

소성폐암 세포주인 H460 및 A549

를 선발
100

○선발 세포주에서의 DNA 메틸화 분석

두 세포주에서의 전체 지놈상에서의 

DNA 메틸화를 분석 (마크로젠에 

용역 의뢰)
100

○방사선 처리 후 다양한 종류의 폐암세포 

간의 후성유전학적 DNA 메틸화 차이 비

교  

H460 및 A549에서 관심 유전자 

PTEN의 후성유전학적 DNA 메틸

화 차이 비교  
100

○결과 분석을 통한 민감성 및 내성 관련 

유전자 선발 및 확립
PTEN/DKK3 유전자 선발 완료 및 

관련 회로 탐색 및 생리적 특성 규

명 완료

100

○관련유전자의 신호전달 체계 규명 100

○유전자 발현 조절 가능한 SiRNA 개발
PTEN/DKK3 유전자의 SiRNA 개

발 완료
100

○신규 제어물질 개발 SiRNA를 이용한 유전자 제어를 

RT-PCR 및 western blot 방법으로 

검증

100
○DNA 메틸화 제어 기술 및 유전자 제어

기술 타당성 검토
100

○타과제 활용 검토

신규 타과제 (원자력 중장기 연구개

발 사업)에 활용-현재 기획보고서 

작성중
100
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  제 3절 관련분야에의 기여도

1. 기술적 측면

본 연구의 성공적인 수행 결과, 다양한 종양 세포에서의 방사선 및 항암 약제에 따른 내성 

및 민감성의 차이가 DNA 메틸화에 의해 유발될 수 있음을 새로이 제시하게 될 수 있을 것

이다. 이러한 결과는  종양학 학문 전체에 새로운 관점을 제공해 줄 수 있을 것이며 아울러 

DNA 메틸화 분석기술의 향상에도 기여하리라 기대된다. 또한, 종양 세포에서의 방사선 및 

항암 약제에 따른 DNA 메틸화에 따른 방사선 및 약제 민감성의 차이 및 이를 제어할 수 

있는 기본 이론을 제공할 수 있고, 나아가 해당 암발생 관련 유전자의 기능을 최신의 분자

생물학적 방법으로 규명함으로써 국가적으로 경제성이 있는 유용유전자원을 확보 할 수 있

을 뿐 아니라 방사선 및 항암약제 치료시 치료 효과를 극대화 시킬 수 있을 것이다. 

2. 경제적 • 산업적 측면

종양세포 간 방사선/약제 민감성을 밝히고, 방사선 및 약제 감수성을 증가시키는 독자적인 

기술개발이 성공한다면, 방사선 및 약제를 이용한 항암 치료 분야에서의 치료 효과를 극대

화시킴으로써 의료비용 및 고통절감, 고가의 수입의약 대체 효과 등 경제적 파급효과가 클 

것으로 예상되며 세계시장 진출을 통한 기술료 획득과 제품화에 따른 고부가가치 산업으로

서의 수익창출을 기대할 수 있다. 아울러 DNA 메틸화를 고려한 새로운 암 발생 기작의 근

거를 제시함으로써 기존의 돌연변이 의존적 암치료 시장에 후성유전학적 개념의 도입을 가

능하게 하여 산업적으로 새로운 항암치료 관련 분야를 창출할 것으로 기대된다. 아울러 항

암 관련 유전자원의 확보 및 신규 항암기술의 개발은 생물 및 의료산업에 필수 불가결하며 

관련된 국내 기술수준 향상을 증대시킬 수 있을 뿐만 아니라 방사선 및 원자력관련 바이오

원천기술의 수출 기회 및 확대를 도모할 수 있을 것으로 기대된다. 
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제 5장 연구개발결과의 활용계획

○ DNA 메틸화 관련 방사선 민감성 및 내성 유전자군을 선발함으로써 신규 암치료 분야에서 

고부가가치 유용유전자원 확보

○ 신규 유전자원 확보를 통한 국내 생물 및 의료산업의 첨단 기술수준 향상

○ 방사선 및 원자력관련 바이오원천기술의 수출 기회 및 확대

○ 신규 항암시장의 선도적 역할 기대

○ 수입 항암제 대체 효과 및 세계시장 진출을 통한 기술료 획득 등 고부가가치 산업으로서의 

수익창출

○ 다양한 폐암세포주에서 DNA 메틸화를 조절함으로써 방사선 저항성 감소 및 방사선 감수성

을 증가시키는 기술에 적극 활용

○ 다양한 페암세포주 간 DNA 메틸화에 의한 방사선 민감성 조사 및 이의 기능연구를 토대로 

암 제어 물질의 개발 가능성 타진

○ microRNA, 생물정보학 등 관련 연구 분야와의 융합학문 태동 기대

○ 향후 국가 대형연구과제 혹은 실용화 연구과제 등에 응용 및 활용 가능
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제6장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보
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최근 종양관련 유전자의 기능 변화가 DNA 상의 특정 부위에 일어나는 메틸화 

(methylation)에 의해 유발된다는 보고가 다수 있어왔다. 본 연구에서는 특히 방사선에 

의해 발현이 변화하는 유전자군을 최신 pyrosequencing 기법에 의해 탐색하고, 그 중 

두 가지 유전자를 선택하여 폐암세포주 H460과 A549에서의 기능을 분석하였다.  

두 세포 공히 방사선에 의해 심각한 G2/M arrest를 보였으며 특히 A549에서는 H460에 

비해 신속히 arrest가 저하되는 결과를 보였다. 유전자 분석 결과 A549는 H460에 비해 

PTEN 유전자가 고도로 메틸화되어 있었다 (저발현되었다). western blot 결과 PTEN은 

pAkt의 음성조절자로 작용하며, pAkt 는 또한 방사선에 의해 유발되는 유전자인 p53의 

음성조절자로 작용함을 발견하였다. 본 결과는 H460에서 보이는 높은 수준의 방사선 민

감성이 해당 세포주에서 보이는 PTEN과 p53의 고발현에 기인함을 알 수 있었다.

또한 Wnt-antagonist로 알려진 네 종류의 DKK (Dickkopf gene) 유전자 중, non-small 

cell lung cancer H460에서의 DKK3 유전자의 기능을 살펴보았다. 최신  

pyrosequencing 기법을 이용하여 분석한 결과 DKK3 는 약 44% 수준으로 메틸화가 되

어 있었지만, 여전히 높은 수준으로 발현되어 있었음을 보았다. SiRNA를 처리하여 

DKK3 발현을 완전히 억제한 결과, 방사선에 의해 유도되는 p53 유전자와 p21 유전자가 

크게 증가하였고, 아울러cyclin-dependent kinases D1과 E 역시 크게 증가하다. 또한 

현미경적 관찰과 flowcytometry를 통해 전형적인 apoptosis가 유도됨을 발견하였다. 이 

결과는 DKK3가 세포내 활성산소의 수준을 낮추어 줌으로써 antiapoptotic molecule로 

작용함을 보여준다.

 주제명키워드

 (10단어내외) 

DNA 메틸화, PTEN, DKK3, 
폐암세포주, 방사선, 파이로시퀀싱
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The expression of the Wnt-antagonist Dickkopf gene (DKK) is downregulated in several 

types of tumors as a consequence of epigenetic DNA modification; four DKK members, 

DKK1, DKK2, DKK3, and DKK4, have been identified. In this study, we investigated 

another function of DKK3 in non-small cell lung cancer H460 cells, in which DKK3 was 

hypermethylated (44%) but still expressed, by interfering with DKK3 expression using 
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