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국문요약

폐암은 전세계적으로 높은 발병률과 사망률을 보이고 있는 질환이며, 치료 타겟을 발
굴하기 위한 다양한 연구가 진행 중에 있다. 그 중에서도 USE1 단백질은 폐암 조직
에서 발현이 증가해 있으면서, 암의 성장을 촉진하는 역할을 한다는 선행연구 결과가 
있다. 본 연구에서는 UBA6-USE1 연쇄작용을 억제하는 기전을 가지는 화합물 개발을 
통해 폐암 치료에 적용해보고자 한다. 먼저, 후보군에 해당하는 화합물들의 효소 활성 
억제 능력 및 농도를 검증하기 위한 Ubiquitin charging assay를 시행했다. 이 과정
에서 선정된 KA20-01003, KA20-01007 화합물이 UBA6-USE1에 의한 유비퀴틴 활
성화 및 전달 과정을 저해함을 확인했다. 이 과정에서 KA20-01007은 KA20-01003 
보다는 높은 농도에서 UBA6-USE1의 유비퀴틴 활성화 및 전달 억제 효과를 나타내
었고, KA20-01007의 경우 KA20-01003에 비해 UBA6에 대한 특이성이 높은 것으로 
나타났다. 유비퀴틴 활성화 및 전달 과정을 저해함으로써 폐암 세포에 미치는 영향을 
확인하였고, 결과적으로 폐암 세포의 증식, 세포 집락 형성, 이동 및 침습 능력이 억
제되는 것을 확인했다. 또한 폐암 세포 이외의 다른 암종의 세포에서도 같은 효과를 
확인했다. KA20-01007을 통해 폐암 세포 마우스 이종이식 실험에서 해당 화합물이 
생체내에서 암 조직의 성장을 효과적으로 저해할 수 있음을 확인했다. 본 연구에서 
폐암의 새로운 치료제로서 해당 화합물이 갖는 가능성을 제시하고자 한다.

Keywords : Ubiquitin-proteasome system; Ubiquitin like modifier activating 
enzyme 6; UBA6-specific E2 conjugating enzyme; Lung cancer
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Ⅰ. 서론

 폐암은 5대 암종 중 하나로 폐 조직에서 시작되는 악성 종양이며 흡연과 환경 오염, 
유전적 요인 등이 주된 원인으로 주목되는 질환이다[1-3]. 암으로 인한 사망률의 큰 
부분을 차지하는 주요 원인으로 알려져 있으며 그중 비소세포 폐암 환자의 비율이 특
히 높다. 현재 사용되는 치료 방법으로는 국소부위의 외과적 절제를 통한 치료, 방사
선 치료 및 EGFR, ALK 등을 타겟으로 하는 화학요법 등이 이용되고 있다[4-7]. 하
지만 이런 다양한 치료법들이 있음에도 불구하고 폐암은 재발 및 전이가 잘 일어나
며, 특히 화학요법에 대한 감응성이 감소하는 환자의 비율이 점차 증가하고 있다. 이
에 따라 신규 치료 타겟을 발굴하여 표적 저해하는 화합물의 개발 필요성이 대두되고 
있다[8-10].
 Ubiquitin-proteasome system (UPS)은 진핵 세포에서 단백질 분해의 대부분을 담
당하는 중요한 시스템으로 알려져 있다[11]. 이 과정은 E1, E2, E3 효소의 연쇄반응
을 통해 유비퀴틴을 기질 단백질에 전달함으로써 이루어진다. 이때 E1은 Adenosine 
triphosphate (ATP)를 사용하여 유비퀴틴을 활성화시켜 E2로 전달을 유도한다. 유비
퀴틴에 관여하는 E1은 2가지가 존재하며 Ubiquitin like modifier activating 
enzyme 6 (UBA6)와 Ubiquitin like modifier activating enzyme 1 (UBE1)이 있
다. UBE1의 경우 상호작용하는 E2가 많은 반면에 UBA6는 훨씬 적은 수의 E2와 상
호작용한다. 그 중에서도 UBA6는 UBA6-specific E2 conjugating enzyme 1 
(USE1)과 특이적으로 작용하며, USE1은 UBA6에 의해서는 유비퀴틴이 전달되지만 
UBE1에 의해서는 전달되지 않는 것을 확인했다[12]. 이러한 UBA6-USE1의 특이적인 
반응을 이용하여 치료 타겟으로 이용하고자 하며, USE1은 최근 연구에서 폐암에서 
높은 발현양을 보인다고 보고되었다[13-16].
 USE1의 발현이 폐암에서 증가함에 따라, 폐암 세포의 증식과 집락 형성이 현저히 
늘어났습니다[17]. 트랜스웰 침습 및 상처 치유 분석에서도 세포의 침습성과 이동성이 
증가하는 것으로 나타났다. 반면, USE1 발현을 감소시킴으로써 폐암 세포의 증식, 집
락 형성, 침습성 및 이동성이 모두 감소하는 현상이 관찰되었다. 이러한 결과는 
USE1의 발현 증가가 폐암에서 종양 발생을 촉진하고 예후를 악화시키는 요인임을 시
사한다. USE1은 UBA6의 특이적인 E2 효소로서, UBA6에 대한 유비퀴틴 전달을 억
제하면 USE1으로의 유비퀴틴 전달도 차단되어 폐암의 종양 발생을 효과적으로 줄일 
수 있을 것으로 기대된다.
 MLN4924는 유비퀴틴 외에 대표적인 유비퀴틴 유사 단백질인 NEDD8을 표적하여 
저해하는 소분자 화합물이다[18]. NEDD8 (Neural precursor cell Expressed 
Developmentally Down-regulated 8)은 단백질의 번역 후 수정에 중요한 역할을 하
는 작은 유비퀴틴 유사 단백질이다. 유비퀴틴과 비슷한 방식으로 특정 단백질에 결합
하여 기능을 조절한다. 이 과정을 NEDDylation이라고 한다. MLN4924는 NEDD8 활
성화 효소를 억제하는 작용을 가지고 있다. NEDD8 활성화 효소를 억제하여 세포 내 
NEDD8 연결의 형성과 활성화를 방해한다. NEDD8-activating enzyme E1 
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catalytic subunit (NAE1)과 Ubiquitin like modifier activating enzyme 3 
(UBA3)가 이량체를 이루어 NEDD8을 활성화시키며, Adenosine triphosphate 
(ATP)를 사용하여 연결되어 이후 NEDD8의 E2라고 불리는 UBE2M, UBE2F 등에 연
결되어 이후 Cullin family 등과 같은 단백질에 전달된다. MLN4924는 NAE1/UBA3
가 ATP를 사용하여 NEDD8을 활성화하고 전달하는 것을 억제한다. MLN4924는 
AMP를 모방하는 구조로서 아데닌 대신 N6에 데아자퓨린을 가지고 리보스당 대신 탄
소환, 인산염 대신 황산염을 가져 NAE의 뉴클레오타이드 결합 부위에 결합한다[19]. 
결과적으로 NAE에 특이적이게 결합하며 다른 E1들인 UAE, SAE, UBA6, UBE1, 
ATG7에 비해 선택적임을 확인했다[20]. MLN4924를 통해 NEDDylation을 억제함으
로써 위암 세포에서 세포의 성장 및 이동성을 억제할 수 있다[21]. 또한 유방암에서도 
같은 효과가 보고되었으며, 이는 일반적인 약물에 대한 저항성을 가지는 세포에서도 
유효했다[22, 23].
 본 연구에서는 화합물인 KA20-01003과 KA20-01007을 통해서 실험을 진행했다. 
UBA6와 UBE1의 유비퀴틴 활성화 및 전달을 억제를 확인하기 위해 Ubiquitin 
charging assay를 통해 UBA6와 UBE1으로의 유비퀴틴이 활성화 및 전달되는지 확
인하고자 하였으며, E1을 통해 유비퀴틴을 전달 받는 E2에 유비퀴틴의 전달이 억제
되는지도 평가하였다. 폐암 세포 및 다른 암종에서도 유비퀴틴 전달 및 활성화가 억
제되는 지와 세포의 증식, 집락 형성, 이동 및 침습 능력이 감소하는지 평가하는 실
험을 진행했다. 또한 KA20-01007 화합물의 경우 KA20-01003 보다 UBA6에 대한 
선택성 및 특이성이 높은 것을 확인할 수 있었으며, 이를 마우스 이종이식 실험을 통
해 부작용 및 치료효과를 확인하고자 했다.
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II. 재료 및 실험방법 

세포 배양
이 실험에 사용한 세포주 (A549, NCI-H1299, NCI-H1975, AGS, HCT116)는 ATCC
를 통해 입수하였으며, 다른 세포주인 (Hs578T, PC3)은 한국세포주은행을 통해 입수
하여 Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM)(Corning), Roswell Park 
Memorial Institute (RPMI)(Corning)에서 성장시켰다. DMEM, RPMI는 10% Fetal 
Bovine Serum (FBS)(Corning)와 1% Penicillin-Strptomycin (P/S)(Corning)가 첨
가 되었다. 세포들은 37℃, 5% CO2 인큐베이터에서 유지됐다.

시약 처리
화합물을 처리하기 위해 각 세포들을 6 well 세포 배양 플레이트 (SPL)에 5⨯105 
cell/well의 밀도로 배양하고 24시간 후 0.1-10 μM 농도로 16시간 처리했다.

Ubiquitin charging assay
세포를 MES-용해 버퍼 (50 mM MES, 150 mM NaCl, 0.2% Nonidet P40, 
protease inhibitors, pH 4.5)를 이용해 4℃에서 15분간 용해 시켰다. 용해물을 수집
하여 원심분리를 이용해 4℃에서 15분간 원심분리 하였다. 이후 원심분리된 상층액을 
4⨯LDS sample buffer (Invitrogen)과 함께 혼합하여 NuPAGE 4~12% Bis-Tris, 
1.0 mm, 12 well (Invitrogen)에 단백질을 로딩하여 전기영동을 진행했다.

세포 용해 및 SDS-PAGE
세포를 1% SDS 용해 버퍼 (40 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 1% SDS)를 이용하여 녹인 후 23게이지 바늘을 사용해 피스톤질을 20회 반복
해 균질화 시켰다. 용해물을 수집하여 5x SDS sample buffer (40 mM Tris-HCl 
pH 7.4, 10% SDS, Glycerol 50%, Bromophenol blue 0.05%, β-mercaptoethanol 
5%)와 함께 혼합하여 SDS-PAGE 8, 12%, 1.5 mm, 12 well에 단백질을 로딩하여 
전기영동을 진행했다.

웨스턴 블롯
전기영동이 끝난 NuPAGE gel (Invitrogen), SDS gel을 트랜스퍼를 진행하여 PVDF 
membrane (Merck) 0.45 μm를 이용해 단백질을 옮겼다. 이후 5% Skim milk 
(LPS)를 이용하여 1시간 동안 blocking을 진행하였고, 1차 항체를 4℃에서 16시간 
처리한 후 Phosphate-buffered saline (PBS)(Intron)에 Tween 20 0.5% (LPS)를 
첨가하여 10분씩 3번 세정 하였다. 다음으로 Horseradish peroxidase (HRP) 결합 
2차 항체를 25℃에서 1시간 처리한 후 PBST를 이용하여 10분씩 3번 세정 한 후 
Ehanced chemiluminescence (ECL) 용액 (Biorad)을 이용해 발광하는 표적 단백질
을 X-ray 필름에 감광하여 검출했다. 사용한 1차 항체는 α-UBA6[12], α-USE1[24], 
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α-UBE1 (Bethyl), α-UBE2A (Bethyl), α-p53 (Cell Signaling Technology), α-p21 
(Cell Signaling Technology), α-PARP (Cell Signaling Technology), α-Caspase 
3 (Cell Signaling Technology), α-Actin (Santacruz)를 이용하였고, 2차 항체는 
Goat anti-rabbit IgG, polyclonal 항체 (HRP conjugate) (Enzo)를 사용했다.

세포 증식률 측정
세포 증식률을 측정하기 위해 세포를 96 well 세포 배양 플레이트 (SPL)에 1⨯103 
cell/well의 밀도로 배양하고 0-3일에 분석하였다. 각 분석일에 Cell Titer-Glo 시약 
(Promega)을 첨가하고 15분이 지난 후에 GloMax® 96 Microplate Luminometer 
(Promega)를 이용해 측정했다.

상처 치유 분석
상처 치유 분석을 위해 세포를 6 well 세포 배양 플레이트에 7⨯105 cell/well의 밀
도로 48시간 배양했다. 이후 세포를 200 μL 파이펫 팁으로 긁고 PBS로 두 번 세정
한 후 화합물이 든 배지를 첨가하여 0-2일에 현미경으로 분석하였다.

세포 집락 형성 분석
세포 집락 형성 분석을 위해 세포를 6 well 세포 배양 플레이트에 1⨯103 cell/well
의 밀도로 1-2주 동안 배양하였다. 이후 PBS로 세정하고 4% Paraformaldehyde 
(Biosolution)를 사용하여 30분 동안 고정하였다. PBS로 두 번 세정한 후 0.5% 
Crysral violet (Biosesang)으로 20분 동안 염색한 후 수돗물을 이용해 세정하였다.

트랜스 웰 침습 분석
트랜스 웰 침습 분석을 위해 SPLInsert Hanging 24 well (SPL)을 사용했다. 트랜스 
웰 삽입물의 상부 챔버에 Matrigel matrix (Corning) 원액과 PBS를 이용해 1:10으
로 희석하여 100 μL로 분주하여 37℃에서 30분 인큐베이션 했다. 이후 세포를 24 
well 세포 배양 플레이트에 놓여진 8 μm 트랜스 웰 삽입물의 상부 챔버에 3⨯105 
cell/well 밀도로 배양하였다. 하부 챔버에는 10% FBS 및 1% P/S가 첨가된 DMEM, 
RPMI로 채우고 36시간 동안 배양하였다. 트랜스 웰 인서트에 침투한 세포를 PBS로 
세정하고 4% Paraformaldehyde를 사용하여 30분 동안 고정하였다. PBS로 세정하
고 0.5% Crystal violet으로 20분 동안 염색한 후 수돗물을 이용해 세정하였다. 이후 
트랜스 웰 상부 챔버에 남아있는 세포를 면봉으로 제거하고 현미경으로 분석하였다.

마우스 이종이식 모델
마우스 종양 이식모델은 오리엔트바이오(주)에서 구매하여 아산생명과학 연구원 동물 
시설에서 사육한 수컷 BALB/c 면역 결핍 마우스 (누드마우스) 5주령을 이용하여 실
험 그룹으로 무작위 분할하였다. 세포 주입은 27게이지 바늘을 사용하여 1⨯107 개의 
A549 세포를 면역 결핍 마우스의 우측 옆구리 피하에 주사하였고 7일 뒤부터 종양의 
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성장을 추적하기 위해 주기적으로 종양의 크기를 측정하였다. 각 그룹의 마우스 종양 
크기를 결정하기 위해 최대 종단 직경 (길이)와 최대 횡단 직경 (너비)를 버니어 캘리
퍼스를 이용해 측정하였다. 종양의 크기는 타원체 공식으로 계산하였다: V=(L ⅹ 
W2)/2, V는 종양의 부피 (mm3), L은 종양의 길이 (mm), W는 종양의 너비 (mm)를 
나타낸다.

체내 치료 효과
이종이식 종양 크기가 100 mm3에 도달하면 면역 결핍 마우스를 무작위로 3개의 그
룹으로 나누었다 (그룹당 6마리). 주사는 2~3일 간격으로 시행하였고, KA20-01007을 
두가지 농도로 사용하였다 (12.5 mg/kg, 50 mg/kg). 그와 동시에 암 조직의 부피와 
마우스 개체의 체중을 측정하여 치료효과 및 부작용 여부를 확인하였다. 또한 실험 
종료일에 마우스를 희생 시키고 피하 암 조직을 적출 하여 사진을 촬영하였다.
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III. 연구 결과

1. 폐암 세포에서의 KA20-01003의 유비퀴틴 억제 효과

화합물인 KA20-01003의 유비퀴틴 억제 효과를 폐암 세포주 A549, H1299, H1975를 
사용하여 검증하였다. KA20-01003을 0.1-10 μM 농도로 처리한 후, 유비퀴틴 활성화 
및 전달을 측정하기 위해 Ubiquitin charging assay를 수행하였다. 이 실험에서 주
요 타겟은 UBE1, UBA6였다. UBE1은 UBE2A와 특이적으로 상호작용하는 것으로 알
려져 있으며, UBE2A는 UBE1에 의해 유비퀴틴을 전달 받는다. UBA6의 경우, USE1
이라는 E2와 특이적으로 상호작용한다. 실험 결과, KA20-01003을 처리한 세포에서
는 UBE1과 UBA6에 의한 유비퀴틴의 활성화 및 E2로의 전달이 억제되었음을 확인할 
수 있었다. A549에서는 UBE1 0.5 μM, UBE2A 0.7 μM, UBA6, USE1 0.1 μM에서 
억제 효과를 나타냈고 (그림 1), p53-null type인 H1299에서는 UBE1 0.1 μM, 
UBE2A, UBA6, USE1 0.1 μM에서 나타났다 (그림 2). EGFR에 돌연변이를 가지는 
H1975에서는 UBE1 0.5 μM, UBE2A 3 μM, UBA6, USE1 0.1 μM에서 나타났다 (그
림 3). 결과적으로, KA20-01003은 UBE1과 UBA6 모두에 대해 유비퀴틴 전달을 억
제하는 비특이성 효과를 보였다. 이 결과는 KA20-01003이 폐암 세포에서 UBE1 및 
UBA6의 유비퀴틴 활성화 및 전달을 효과적으로 억제하지만, E1 효소에 대한 비특이
적인 억제 효과를 가짐을 보여준다.
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그림 1. A549 세포에서 KA20-01003의 UBE1, UBA6에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효
과. 폐암 세포인 A549 세포에서 KA20-01003을 농도별로 16시간 처리하고 비환원 
조건 하에서 웨스턴 블랏을 위해 세포 용해물을 처리하고 각 단백질의 항체를 통해 
검출했다. Control은 DMSO를 처리하였으며 β-ME는 세포 용해물에 첨가하였다. (A) 
UBE1에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효과는 0.5 μM, UBE2A는 0.7 μM에서 나타났다. 
(B) UBA6에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효과는 0.1 μM, USE1은 0.1 μM에서 나타났
다.
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그림 2. H1299 세포에서 KA20-01003의 UBE1, UBA6에 대한 유비퀴틴 전달 억제 
효과. 폐암 세포인 H1299 세포에서 KA20-01003을 농도별로 16시간 처리하고 비환
원 조건 하에서 웨스턴 블랏을 위해 세포 용해물을 처리하고 각 단백질의 항체를 통
해 검출했다. Control은 DMSO를 처리하였으며 β-ME는 세포 용해물에 첨가하였다. 
(A) UBE1에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효과는 0.1 μM, UBE2A 0.5 μM에서 나타났
다. (B) UBA6에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효과는 0.1 μM, USE1은 0.1 μM에서 나타
났다.
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그림 3. H1975 세포에서 KA20-01003의 UBE1, UBA6에 대한 유비퀴틴 전달 억제 
효과. 폐암 세포인 H1975 세포에서 KA20-01003을 농도별로 16시간 처리하고 비환
원 조건 하에서 웨스턴 블랏을 위해 세포 용해물을 처리하고 각 단백질의 항체를 통
해 검출했다. Control은 DMSO를 처리하였으며 β-ME는 세포 용해물에 첨가하였다. 
(A) UBE1에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효과는 0.5 μM, UBE2A는 3 μM에서 나타났
다. (B) UBA6에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효과는 0.1 μM, USE1은 0.1 μM에서 나타
났다.
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2. 폐암 세포에서의 KA20-01007의 유비퀴틴 억제 효과

다음으로 KA20-01007 화합물의 유비퀴틴 억제 효과를 평가하기 위해 폐암 세포주 
A549, H1299, H1975에 대한 실험을 수행하였다. KA20-01007을 0.1-10 μM의 농도
로 세포에 처리하였으며, Ubiquitin charging assay를 통해 UBE1 및 UBA6의 유비
퀴틴 활성화 및 E2 전달체와의 상호작용을 조사하였다. 실험 결과, KA20-01007은 
특히 UBA6와의 상호작용을 효과적으로 억제하며 UBE1보다는 UBA6에 대한 특이성
을 더 크게 나타냈다. A549에서는 UBE1, UBE2A에서는 나타나지 않았다. UBA6, 
USE1 1 μM에서 억제 효과를 나타냈다 (그림 4). p53-null type인 H1299에서는 
UBE1, UBE2A에서는 나타나지 않았고 UBA6, USE1 1 μM에서 나타났다 (그림 5). 
EGFR에 돌연변이를 가지는 H1975에서는 UBE1, UBE2A에서는 나타나지 않았으며, 
UBA6, USE1 1 μM에서 나타났다 (그림 6). 결과적으로 KA20-01007을 사용했을 때 
UBE1 보다 UBA6에 더 높은 특이성을 나타냄을 확인했다. 이 결과는 KA20-01007이 
폐암 세포에서 UBA6에 대한 특이성을 통한 유비퀴틴 활성화 및 전달 경로를 표적으
로 하여 유비퀴틴화 과정을 조절 할 수 있는 잠재력을 가지고 있음을 보여준다.
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그림 4. A549 세포에서 KA20-01007의 UBE1, UBA6에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효
과. 폐암 세포인 A549 세포에서 KA20-01007을 농도별로 16시간 처리하고 비환원 
조건 하에서 웨스턴 블랏을 위해 세포 용해물을 처리하고 각 단백질의 항체를 통해 
검출했다. Control은 DMSO를 처리하였으며 β-ME는 세포 용해물에 첨가하였다. (A) 
UBE1, UBE2A 모두 나타나지 않았다. (B) UBA6에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효과는 
1 μM, USE1도 1 μM에서 나타났다.



12

그림 5. H1299 세포에서 KA20-01007의 UBE1, UBA6에 대한 유비퀴틴 전달 억제 
효과. 폐암 세포인 H1299 세포에서 KA20-01007을 농도별로 16시간 처리하고 비환
원 조건 하에서 웨스턴 블랏을 위해 세포 용해물을 처리하고 각 단백질의 항체를 통
해 검출했다. Control은 DMSO를 처리하였으며 β-ME는 세포 용해물에 첨가하였다. 
(A) UBE1에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효과는 나타나지 않았으며, UBE2A는 3 μM에
서 나타났다. (B) UBA6, USE1에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효과는 1 μM에서 나타났
다.
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그림 6. H1975 세포에서 KA20-01007의 UBE1, UBA6에 대한 유비퀴틴 전달 억제 
효과. 폐암 세포인 H1975 세포에서 KA20-01007을 농도별로 16시간 처리하고 비환
원 조건 하에서 웨스턴 블랏을 위해 세포 용해물을 처리하고 각 단백질의 항체를 통
해 검출했다. Control은 DMSO를 처리하였으며 β-ME는 세포 용해물에 첨가하였다. 
(A) UBE1, UBE2A에서는 효과가 나타나지 않았다. (B) UBA6, USE1에 대한 유비퀴
틴 전달 억제 효과는 1 μM에서 나타났다.
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3. 페암 세포에서의 KA20-01003가 세포 성장, 집락 형성, 이동성 및 침습성에 미치
는 영향

연구결과 1을 통해 KA20-01003의 유비퀴틴 억제 효과를 각 농도를 통해 폐암 세포
주에서 확인하였다. 결과적으로 UBE1과 UBA6를 통한 유비퀴틴 활성화 및 E2로의 
전달이 효과적으로 억제되었다는 것을 확인할 수 있었다. 이 억제 효과는 세포의 생
리적 특성에도 영향을 미쳤다. 세포 증식은 Cell titer Glo를 사용하여 측정되었고, 
KA20-01003 처리군에서 대조군에 비해 세포 증식이 현저히 감소하였다. 또한 세포 
집락 형성 실험에서도 집락의 수와 크기가 줄어든 것이 관찰되었다 (그림 7-9). 상처 
치유 분석과 트랜스 웰 침습 분석을 통해 세포의 이동성 및 침습성을 확인하였다 (그
림 10-12). 상처 치유 분석은 세포 이동성을 평가하는 실험 방법으로, 폐암 세포 주
의 이동성을 확인하기 위해 실시했다. 200 μL 파이펫 팁을 사용해 일직선의 스크래
치를 가한 후 세포가 이동해 상처를 치유하는 효과를 확인했다. KA20-01003을 처리
한 그룹은 대조군에 비해 상처를 치유하기 위한 세포의 이동성이 감소하는 것을 관찰
했다. 트랜스 웰 침습 분석은 matrigel matrix를 이용해 폐암 세포의 침입 능력을 평
가했다. 이는 암세포가 기저막을 통과하여 주변 조직으로 침투하는 능력을 실험하는 
것으로 침습성을 나타내며 암의 전이와 직접적으로 관련되어 있다. Matrigel matrix
는 단백질 기질을 모사하기 위해 사용되었으며, 이를 뚫고 트랜스 웰 하부에 이동한 
세포를 확인했다. KA20-01003을 처리한 그룹은 대조군에 비해 침습한 세포의 수가 
적은 것을 확인할 수 있으며, 세포의 침습성이 떨어지는 것을 확인했다. 결과적으로 
KA20-01003을 사용 했을 때 세포의 성장, 집락 형성, 이동성 및 침습성이 감소함을 
관찰 할 수 있다.
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그림 7. KA20-01003가 폐암 세포 A549의 성장에 미치는 영향. (A) 폐암 세포 A549
에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 24시간 주기로 72
시간 동안 cell viability를 Cell-Titer-Glo luminescent assay를 통해 측정했다 
(Control을 통해 normalized 했음, n=4). (B) 폐암 세포 A549에 KA20-01003 (0.1 
μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 10일 배양한 후 crystal violet로 염색했
다.
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그림 8. KA20-01003가 폐암 세포 H1299의 성장에 미치는 영향. (A) 폐암 세포 
H1299에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 24시간 주기
로 72시간 동안 cell viability를 Cell-Titer-Glo luminescent assay를 통해 측정했
다 (Control을 통해 normalized 했음, n=4). (B) 폐암 세포 H1299에 KA20-01003 
(0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 10일 배양한 후 crystal violet로 
염색했다.
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그림 9. KA20-01003가 폐암 세포 H1975의 성장에 미치는 영향. (A) 폐암 세포 
H1975에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 24시간 주기
로 72시간 동안 cell viability를 Cell-Titer-Glo luminescent assay를 통해 측정했
다 (Control을 통해 normalized 했음, n=4). (B) 폐암 세포 H1975에 KA20-01003 
(0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 10일 배양한 후 crystal violet로 
염색했다.
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그림 10. KA20-01003가 폐암 세포 A549의 이동성 및 침습성에 미치는 영향. (A) 상
처 치유 분석을 통해 폐암 세포 A549에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 이동
성을 확인했다. 24시간 주기로 72시간 동안 관측하였다. (B) 트랜스웰 침습 분석을 
통해 폐암 세포 A549에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 침습성을 확인했다. 
트랜스웰을 이용하여 세포를 배양한 후 36시간 후 crystal violet으로 염색하여 관찰
했다.
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그림 11. KA20-01003가 폐암 세포 H1299의 이동성 및 침습성에 미치는 영향. (A) 
상처 치유 분석을 통해 폐암 세포 H1299에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 
이동성을 확인했다. 24시간 주기로 24시간 동안 관측하였다. (B) 트랜스웰 침습 분석
을 통해 폐암 세포 H1299에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 침습성을 확인했
다. 트랜스웰을 이용하여 세포를 배양한 후 36시간 후 crystal violet으로 염색하여 
관찰했다.
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그림 12. KA20-01003가 폐암 세포 H1975의 이동성 및 침습성에 미치는 영향. (A) 
상처 치유 분석을 통해 폐암 세포 H1975 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 이
동성을 확인했다. 24시간 주기로 72시간 동안 관측하였다. (B) 트랜스웰 침습 분석을 
통해 폐암 세포 H1975에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 침습성을 확인했다. 
트랜스웰을 이용하여 세포를 배양한 후 36시간 후 crystal violet으로 염색하여 관찰
했다.
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4. 페암 세포에서의 KA20-01007가 세포 성장, 집락 형성, 이동성 및 침습성에 미치
는 영향

연구결과 2을 통해 KA20-01007의 유비퀴틴 억제 효과를 각 농도를 통해 폐암 세포
주에서 확인하였다. KA20-01007이 3 μM에서는 UBA6에 특이성을 가지는 억제 효과
를 나타 냈고, 이 억제 효과는 세포의 생리적 특성에도 영향을 미쳤다. 세포 증식은 
Cell titer Glo 실험을 통해 확인했다. KA20-01007 처리한 그룹에서 세포 증식이 현
저히 감소함을 확인했다. UBA6에 특이성을 갖는 농도인 3 μM에서도 세포의 증석이 
감소했으며 이는 세포 분열과 성장에 직접적으로 영향을 미칠 수 있음을 나타냈다. 
세포 집락 형성 능력도 감소하였으며, 세포들의 집락의 수와 크기 모두에서 대조군에 
비해 감소하는 경향을 보였다 (그림 13-15). 상처 치유 분석과 트랜스 웰 침습 분석
을 이용해 세포의 이동성과 침습성을 평가했다 (그림 16-18). 상처 치유 분석에서는 
스크래치 후의 치유 과정이 눈에 띄게 느려졌으며, 트랜스 웰 침습 분석에서는 
Matrigel matrix를 통과하여 이동한 세포의 수가 대조군에 비해 현저히 감소했다. 이
는 KA20-01007이 세포의 이동과 침습 능력을 감소시킴으로써, 암의 진행 및 전이를 
억제할 가능성이 높음을 나타낸다. 결과적으로 KA20-01007의 유비퀴틴 억제 효과는 
세포의 성장, 집락 형성, 이동성 및 침습성에 광범위한 영향을 미치며, 이 결과는 암 
치료에 있어서 KA20-01007이 효과적인 치료 대안이 될 수 있음을 보여준다.
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그림 13. KA20-01007가 폐암 세포 A549의 성장에 미치는 영향. (A) 폐암 세포 
A549에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 24시간 주기
로 72시간 동안 cell viability를 Cell-Titer-Glo luminescent assay를 통해 측정했
다 (Control을 통해 normalized 했음, n=4). (B) 폐암 세포 A549에 KA20-01007 
(0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 10일 배양한 후 crystal violet로 
염색했다.
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그림 14. KA20-01007가 폐암 세포 H1299의 성장에 미치는 영향. (A) 폐암 세포 
H1299에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 24시간 주기
로 72시간 동안 cell viability를 Cell-Titer-Glo luminescent assay를 통해 측정했
다 (Control을 통해 normalized 했음, n=4). (B) 폐암 세포 H1299에 KA20-01007 
(0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 10일 배양한 후 crystal violet로 
염색했다.
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그림 15. KA20-01007가 폐암 세포 H1975의 성장에 미치는 영향. (A) 폐암 세포 
H1975에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 24시간 주기
로 72시간 동안 cell viability를 Cell-Titer-Glo luminescent assay를 통해 측정했
다 (Control을 통해 normalized 했음, n=4). (B) 폐암 세포 H1975에 KA20-01007 
(0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 10일 배양한 후 crystal violet로 
염색했다.
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그림 16. KA20-01007가 폐암 세포 A549의 이동성 및 침습성에 미치는 영향. (A) 상
처 치유 분석을 통해 폐암 세포 A549에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 이동
성을 확인했다. 24시간 주기로 72시간 동안 관측하였다. (B) 트랜스웰 침습 분석을 
통해 폐암 세포 A549에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 침습성을 확인했다. 
트랜스웰을 이용하여 세포를 배양한 후 36시간 후 crystal violet으로 염색하여 관찰
했다.
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그림 17. KA20-01007가 폐암 세포 H1299의 이동성 및 침습성에 미치는 영향. (A) 
상처 치유 분석을 통해 폐암 세포 H1299에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 
이동성을 확인했다. 24시간 주기로 24시간 동안 관측하였다. (B) 트랜스웰 침습 분석
을 통해 폐암 세포 H1299에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 침습성을 확인했
다. 트랜스웰을 이용하여 세포를 배양한 후 36시간 후 crystal violet으로 염색하여 
관찰했다.
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그림 18. KA20-01007가 폐암 세포 H1975의 이동성 및 침습성에 미치는 영향. (A) 
상처 치유 분석을 통해 폐암 세포 H1975 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 이
동성을 확인했다. 24시간 주기로 72시간 동안 관측하였다. (B) 트랜스웰 침습 분석을 
통해 폐암 세포 H1975에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 침습성을 확인했다. 
트랜스웰을 이용하여 세포를 배양한 후 36시간 후 crystal violet으로 염색하여 관찰
했다.
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5. 다른 암종에서의 KA20-01003의 유비퀴틴 억제 효과

KA20-01003 화합물의 유비퀴틴 억제 효과를 폐암 세포에서 확인 후, 이 화합물이 
다양한 다른 암종에서도 유사한 효과를 나타내는지 검증하기 위한 실험을 진행했다. 
KA20-01003을 0.1-10 μM 농도로 전립선암 (PC3), 위암 (AGS), 대장암 (HCT116), 
유방암 (HS578T) 세포에 처리하여 Ubiquitin charging assay를 통해 UBE1 및 
UBA6에 대한 유비퀴틴 활성화 및 E2로의 전달을 평가했다. 실험 결과 KA20-01003
의 처리는 전립선암, 위암, 대장암, 유방암 세포에서도 UBE1과 UBA6에 대한 유비퀴
틴 활성화를 효과적으로 억제했다 (그림 19-22). PC3에서 UBE1에 대한 유비퀴틴 전
달 억제 효과는 1 μM, UBE2A 1 μM에서 나타났고, UBA6, USE1 0.1 μM에서 나타
났다. AGS에서 UBE1에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효과는 0.3 μM, UBE2A 0.7 μM에
서 나타났고, UBA6 0.1 μM, USE1 0.5 μM에서 나타났다. HCT116은 UBE1에 대한 
유비퀴틴 전달 억제 효과는 0.1 μM, UBE2A 3 μM에서 나타났고, UBA6, USE1 0.1 
μM에서 나타났다. HS578T는 UBE1에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효과는 0.5 μM, 
UBE2A 0.5 μM에서 나타났고, UBA6 0.1 μM, USE1 0.3 μM에서 나타났다. 결과적
으로 KA20-03003 화합물은 폐암 세포 이외에 다양한 다른 암종에서도 UBE1과 
UBA6에 모두 작용하여 유비퀴틴 활성화 및 E2로의 전달을 억제함을 확인했다. 또한 
KA20-01003은 폐암 세포에서와 같은 결과로 UBE1과 UBA6 모두에 작용하는 비특이
성을 나타냈다.
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그림 19. PC3 세포에서 KA20-01003의 UBE1, UBA6에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효
과. 전립선 암세포인 PC3에서 KA20-01003, KA20-01007을 농도별로 16시간 처리하
고 비환원 조건 하에서 웨스턴 블랏을 위해 세포 용해물을 처리하고 각 단백질의 항
체를 통해 검출했다. Control은 DMSO를 처리하였으며 β-ME는 세포 용해물에 첨가
하였다. (A) UBE1에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효과는 1 μM, UBE2A 1 μM에서 나타
났다. (B) UBA6, USE1 0.1 μM에서 나타났다.
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그림 20. AGS 세포에서 KA20-01003, KA20-01007의 UBE1, UBA6에 대한 유비퀴
틴 전달 억제 효과. 위암 세포인 AGS에서 KA20-01003, KA20-01007을 농도별로 
16시간 처리하고 비환원 조건 하에서 웨스턴 블랏을 위해 세포 용해물을 처리하고 각 
단백질의 항체를 통해 검출했다. Control은 DMSO를 처리하였으며 β-ME는 세포 용
해물에 첨가하였다. (A) UBE1에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효과는 0.3 μM, UBE2A 
0.7 μM에서 나타났다. (B) UBA6 0.1 μM, USE1 0.5 μM에서 나타났다.
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그림 21. HCT116 세포에서 KA20-01003, KA20-01007의 UBE1, UBA6에 대한 유비
퀴틴 전달 억제 효과. 대장암 세포인 HCT116에서 KA20-01003, KA20-01007을 농
도별로 16시간 처리하고 비환원 조건 하에서 웨스턴 블랏을 위해 세포 용해물을 처리
하고 각 단백질의 항체를 통해 검출했다. Control은 DMSO를 처리하였으며 β-ME는 
세포 용해물에 첨가하였다. (A) UBE1에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효과는 0.1 μM, 
UBE2A 3 μM에서 나타났다. (B) UBA6, USE1 0.1 μM에서 나타났다.
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그림 22. HS578T 세포에서 KA20-01003, KA20-01007의 UBE1, UBA6에 대한 유비
퀴틴 전달 억제 효과. 유방암 세포인 HS578T에서 KA20-01003, KA20-01007을 농
도별로 16시간 처리하고 비환원 조건 하에서 웨스턴 블랏을 위해 세포 용해물을 처리
하고 각 단백질의 항체를 통해 검출했다. Control은 DMSO를 처리하였으며 β-ME는 
세포 용해물에 첨가하였다. (A) UBE1에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효과는 0.5 μM, 
UBE2A 0.5 μM에서 나타났다. (B) UBA6 0.1 μM, USE1 0.3 μM에서 나타났다.



33

6. 다른 암종에서의 KA20-01007의 유비퀴틴 억제 효과

KA20-01007 화합물의 유비퀴틴 억제 효과를 KA20-01003과 마찬가지로 폐암 세포
를 넘어 다양한 암종에서 평가했다. 전립선암, 위암, 대장암, 유방암 세포에 0.1-10 μ
M 농도로 처리한 후, Ubiquitin charging assay를 통해 UBE1 및 UBA6에 대한 유
비퀴틴 활성화 및 E2로의 전달을 억제하는 효과를 확인했다. 실험 결과 KA20-01007
은 폐암 세포 뿐만 아니라 전립선암, 위암, 대장암, 유방암 세포에서도 유비퀴틴의 활
성화와 E2 효소로의 전달을 효과적으로 억제했다 (그림 23-26). PC3에서는 UBE1에 
대한 억제 효과는 나타나지 않았고, UBE2A 10 μM, UBA6 3 μM USE1 10 μM에서 
나타났다. AGS에서는 UBE1, UBE2A에 대한 효과는 나타나지 않았으며, UBA6 3 μ
M, USE1 3 μM에서 나타났다. HCT116도 UBE1, UBE2A에 대한 효과는 나타나지 
않았지만 UBA6, USE1 3 μM에서 나타났다. HS578T에서도 UBE1, UBE2A에 대한 
효과는 나타나지 않았고, UBA6 3 μM, USE1 10 μM에서 나타났다. 결과적으로 
KA20-01007은 폐암 세포에서와 마찬가지로 UBE1보다 UBA6에 특이성을 보였다. 종
합적으로 KA20-01007은 폐암 세포와 다른 암종에서도 UBE1보다 UBA6에 대한 특이
성이 높으며 이는 UBA6에 관련한 신호 전달을 억제함을 예상 할 수 있다.



34

그림 23. PC3 세포에서 KA20-01007의 UBE1, UBA6에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효
과. 전립선 암세포인 PC3에서 KA20-01003, KA20-01007을 농도별로 16시간 처리하
고 비환원 조건 하에서 웨스턴 블랏을 위해 세포 용해물을 처리하고 각 단백질의 항
체를 통해 검출했다. Control은 DMSO를 처리하였으며 β-ME는 세포 용해물에 첨가
하였다. (A) UBE1과 UBE2A 10 μM에서 효과가 나타났다. (B) UBA6는 3 μM, USE1 
10 μM에서 나타났다.
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그림 24. AGS 세포에서 KA20-01007의 UBE1, UBA6에 대한 유비퀴틴 전달 억제 효
과. 위암 세포인 AGS에서 KA20-01003, KA20-01007을 농도별로 16시간 처리하고 
비환원 조건 하에서 웨스턴 블랏을 위해 세포 용해물을 처리하고 각 단백질의 항체를 
통해 검출했다. Control은 DMSO를 처리하였으며 β-ME는 세포 용해물에 첨가하였
다. (A) UBE1, UBE2A에 대한 효과는 나타나지 않았다. (B) UBA6 3 μM, USE1 3 μ
M에서 나타났다.
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그림 25. HCT116 세포에서 KA20-01007의 UBE1, UBA6에 대한 유비퀴틴 전달 억
제 효과. 대장암 세포인 HCT116에서 KA20-01003, KA20-01007을 농도별로 16시간 
처리하고 비환원 조건 하에서 웨스턴 블랏을 위해 세포 용해물을 처리하고 각 단백질
의 항체를 통해 검출했다. Control은 DMSO를 처리하였으며 β-ME는 세포 용해물에 
첨가하였다. (A) UBE1, UBE2A 모두 효과가 나타나지 않음 (B) UBA6, USE1 3 μM
에서 나타났다.
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그림 26. HS578T 세포에서 KA20-01007의 UBE1, UBA6에 대한 유비퀴틴 전달 
억제 효과. 유방암 세포인 HS578T에서 KA20-01003, KA20-01007을 농도별로 
16시간 처리하고 비환원 조건 하에서 웨스턴 블랏을 위해 세포 용해물을 처리하고 각 
단백질의 항체를 통해 검출했다. Control은 DMSO를 처리하였으며 β-ME는 세포 
용해물에 첨가하였다. (A) UBE1, UBE2A 모두 효과가 나타나지 않음 (B) UBA6 3 
μM, USE1 10 μM에서 나타났다.
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7. 다른 암종에서의 KA20-01003가 세포 성장, 집락 형성, 이동 및 침습성에 미치는 
영향

연구결과 5를 통해 각각의 암종에서 KA20-01003의 유비퀴틴 활성화 및 E2 효소로
의 전달 억제 효과를 Ubiquitin charging assay를 이용해 확인했다. KA20-01003이 
유비퀴틴의 활성화 및 E2로의 전달을 억제함으로써 세포 증식, 집락 형성, 이동 및 
침습 능력을 감소시키는 것을 확인하고자 실험을 진행했다. PC3, AGS, HCT116, 
HS578T에 KA20-01003을 0.1-10 μM 농도로 처리하였다. 세포 증식은 Cell Titer 
Glo를 통해 측정했다. 그 결과 세포 증식이 대조군에 비해 감소함을 확인할 수 있다. 
세포 집락 형성 실험에서도 집락 형성이 감소하는 것을 확인했다 (그림 27-30). 이동 
및 침습성을 확인하기 위해 상처 치유 분석 및 트랜스 웰 침습 분석을 실시했다. 상
처 치유 분석을 통해 스크래치를 회복하는 세포의 이동성을 확인했을 때 
KA20-01003을 처리한 그룹에서 이동성이 감소함을 확인했다. 트랜스 웰 침습 분석
의 matrigel matrix를 침습하여 트랜스 웰 하부 챔버에 침습되는 세포를 확인했고, 
KA20-01003을 처리했을 때 세포의 침습성이 감소함을 관찰했다 (그림 31-34). 결과
적으로 KA20-01003을 처리했을 때 폐암 세포이외의 다른 암종에서 세포의 증식, 집
락 형성, 이동성 및 침습성이 감소함을 확인했다.
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그림 27. KA20-01003가 전립선 암세포 PC3의 성장에 미치는 영향. (A) 전립선 암세
포 PC3에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 24시간 주
기로 72시간 동안 cell viability를 Cell-Titer-Glo luminescent assay를 통해 측정
했다 (Control을 통해 normalized 했음, n=4). (B) 전립선 암세포 PC3에 
KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 10일 배양한 후 
crystal violet로 염색했다.
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그림 28. KA20-01003가 위암 세포 AGS의 성장에 미치는 영향. (A) 위암 세포 AGS
에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 24시간 주기로 72
시간 동안 cell viability를 Cell-Titer-Glo luminescent assay를 통해 측정했다 
(Control을 통해 normalized 했음, n=4). (B) 위암 세포 AGS에 KA20-01003 (0.1 μ
M-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 10일 배양한 후 crystal violet로 염색했
다.
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그림 29. KA20-01003가 대장암 세포 HCT116의 성장에 미치는 영향. (A) 대장암 세
포 HCT116에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 24시간 
주기로 72시간 동안 cell viability를 Cell-Titer-Glo luminescent assay를 통해 측
정했다 (Control을 통해 normalized 했음, n=4). (B) 대장암 세포 HCT116에 
KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 10일 배양한 후 
crystal violet로 염색했다.
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그림 30. KA20-01003가 유방암 세포 HS578T의 성장에 미치는 영향. (A) 유방암 세
포 HS578T에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 24시간 
주기로 72시간 동안 cell viability를 Cell-Titer-Glo luminescent assay를 통해 측
정했다 (Control을 통해 normalized 했음, n=4). (B) 유방암 세포 HS578T에 
KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 10일 배양한 후 
crystal violet로 염색했다.
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그림 31. KA20-01003가 전립선 암세포 PC3의 이동성 및 침습성에 미치는 영향. (A) 
상처 치유 분석을 통해 전립선 암세포 PC3에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 
이동성을 확인했다. 24시간 주기로 48시간 동안 관측하였다. (B) 트랜스웰 침습 분석
을 통해 전립선 암세포 PC3에 KA20-01003 (1 μM-10 μM) 처리 후 침습성을 확인했
다. 트랜스웰을 이용하여 세포를 배양한 후 36시간 후 crystal violet으로 염색하여 
관찰했다.
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그림 32. KA20-01003가 위암 세포 AGS의 이동성 및 침습성에 미치는 영향. (A) 상
처 치유 분석을 통해 위암 세포 AGS에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 이동
성을 확인했다. 24시간 주기로 48시간 동안 관측하였다. (B) 트랜스웰 침습 분석을 
통해 위암 세포 AGS에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 침습성을 확인했다. 
트랜스웰을 이용하여 세포를 배양한 후 36시간 후 crystal violet으로 염색하여 관찰
했다.
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그림 33. KA20-01003가 대장암 세포 HCT116의 이동성 및 침습성에 미치는 영향. 
(A) 상처 치유 분석을 통해 대장암 세포 HCT116에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 
처리 후 이동성을 확인했다. 24시간 주기로 72시간 동안 관측하였다. (B) 트랜스웰 
침습 분석을 통해 대장암 세포 HCT116에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 침
습성을 확인했다. 트랜스웰을 이용하여 세포를 배양한 후 36시간 후 crystal violet으
로 염색하여 관찰했다.
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그림 34. KA20-01003가 유방암 세포 HS578T의 이동성 및 침습성에 미치는 영향. 
(A) 상처 치유 분석을 통해 유방암 세포 HS578T에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 
처리 후 이동성을 확인했다. 24시간 주기로 48간 동안 관측하였다. (B) 트랜스웰 침
습 분석을 통해 유방암 세포 HS578T에 KA20-01003 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 침습
성을 확인했다. 트랜스웰을 이용하여 세포를 배양한 후 36시간 후 crystal violet으로 
염색하여 관찰했다.
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8. 다른 암종에서의 KA20-01007가 세포 성장, 집락 형성, 이동 및 침습성에 미치는 
영향

연구 결과 6을 통해 KA20-01007의 폐암 이외의 다른 암종에서 유비퀴틴 활성화 및 
전달 억제 효과를 Ubiquitin charging assay를 이용해 확인했다. KA20-01007은 다
른 암종에서도 UBA6에 대한 특이성을 나타냄을 확인했고 이를 통해 세포 증식, 집락 
형성, 이동 및 침습 능력을 감소시키는 것을 확인하고자 실험을 진행했다. PC3, 
AGS, HCT116, HS578T에 KA20-01007을 0.1-10 μM 농도로 처리했다. 각 세포에
서 UBA6가 억제되는 농도에서 세포 증식, 집락 형성, 이동 및 침습 능력이 감소하는 
것을 확인했다. 세포 증식은 Cell Titer Glo를 이용해 측정하였고, 세포 증식이 대조
군에 비해 감소함을 확인했다. 세포 집락 형성에서도 마찬가지로 집락 형성이 감소함
을 관찰했다 (그림 35-38). 이후 세포의 이동 및 침습 능력을 확인하기 위해 상처 치
유 분석 및 트랜스 웰 침습 분석을 실시했다. 각 세포에 KA20-01007을 0.1-10 μM 
농도로 처리했다. 상처 치유 분석은 스크래치를 회복함을 통해 세포의 이동성을 확인
했으며, UBA6를 억제하는 농도에서 세포의 이동성이 감소함을 확인했다. 또한 트랜
스 웰 침습 분석을 통해 matrigel matrix를 침습하여 트랜스 웰 하부 챔버에 침습되
는 세포를 확인했을 때도 세포의 침습성이 감소함을 관찰했다 (그림 39-42). 결과적
으로 KA20-01007을 통해 폐암 이외의 다른 암종에서 세포의 증식, 집락 형성, 이동
성 및 침습성이 감소함을 나타냈다.
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그림 35. KA20-01007가 전립선 암세포 PC3의 성장에 미치는 영향. (A) 전립선 암세
포 PC3에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 24시간 주
기로 72시간 동안 cell viability를 Cell-Titer-Glo luminescent assay를 통해 측정
했다 (Control을 통해 normalized 했음, n=4). (B) 전립선 암세포 PC3에 
KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 10일 배양한 후 
crystal violet로 염색했다.
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그림 36. KA20-01007가 위암 세포 AGS의 성장에 미치는 영향. (A) 위암 세포 AGS
에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 24시간 주기로 72
시간 동안 cell viability를 Cell-Titer-Glo luminescent assay를 통해 측정했다 
(Control을 통해 normalized 했음, n=4). (B) 위암 세포 AGS에 KA20-01007 (0.1 μ
M-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 10일 배양한 후 crystal violet로 염색했
다.
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그림 37. KA20-01007가 대장암 세포 HCT116의 성장에 미치는 영향. (A) 대장암 세
포 HCT116에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 24시간 
주기로 72시간 동안 cell viability를 Cell-Titer-Glo luminescent assay를 통해 측
정했다 (Control을 통해 normalized 했음, n=4). (B) 대장암 세포 HCT116에 
KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 10일 배양한 후 
crystal violet로 염색했다.
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그림 38. KA20-01007가 유방암 세포의 성장에 미치는 영향. (A) 유방암 세포 
HS578T에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 24시간 주
기로 72시간 동안 cell viability를 Cell-Titer-Glo luminescent assay를 통해 측정
했다 (Control을 통해 normalized 했음, n=4). (B) 유방암 세포 HS578T에 
KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 세포 증식을 확인했다. 10일 배양한 후 
crystal violet로 염색했다.
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그림 39. KA20-01007가 전립선 암세포 PC3의 이동성 및 침습성에 미치는 영향. (A) 
상처 치유 분석을 통해 전립선 암세포 PC3에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 
이동성을 확인했다. 24시간 주기로 48시간 동안 관측하였다. (B) 트랜스웰 침습 분석
을 통해 전립선 암세포 PC3에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 침습성을 확인
했다. 트랜스웰을 이용하여 세포를 배양한 후 36시간 후 crystal violet으로 염색하여 
관찰했다.
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그림 40. KA20-01007가 위암 세포 AGS의 이동성 및 침습성에 미치는 영향. (A) 상
처 치유 분석을 통해 위암 세포 AGS에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 이동
성을 확인했다. 24시간 주기로 48시간 동안 관측하였다. (B) 트랜스웰 침습 분석을 
통해 위암 세포 AGS에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 침습성을 확인했다. 
트랜스웰을 이용하여 세포를 배양한 후 36시간 후 crystal violet으로 염색하여 관찰
했다.
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그림 41. KA20-01007가 대장암 세포 HCT116의 이동성 및 침습성에 미치는 영향. 
(A) 상처 치유 분석을 통해 대장암 세포 HCT116에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 
처리 후 이동성을 확인했다. 24시간 주기로 72시간 동안 관측하였다. (B) 트랜스웰 
침습 분석을 통해 대장암 세포 HCT116에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 침
습성을 확인했다. 트랜스웰을 이용하여 세포를 배양한 후 36시간 후 crystal violet으
로 염색하여 관찰했다.
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그림 42. KA20-01007가 유방암 세포 HS578T의 이동성 및 침습성에 미치는 영향. 
(A) 상처 치유 분석을 통해 유방암 세포 HS578T에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 
처리 후 이동성을 확인했다. 24시간 주기로 48시간 동안 관측하였다. (B) 트랜스웰 
침습 분석을 통해 유방암 세포 HS578T에 KA20-01007 (0.1 μM-10 μM) 처리 후 침
습성을 확인했다. 트랜스웰을 이용하여 세포를 배양한 후 36시간 후 crystal violet으
로 염색하여 관찰했다.
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9. KA20-01007의 유비퀴틴 활성화 및 전달 억제를 통한 세포 사멸 유도

연구 결과 2를 통해 KA20-01007이 UBA6에 특이성을 가지며, 유비퀴틴 활성화 및 
E2 효소로의 전달을 억제함을 확인했다. 또한 연구 결과 4를 통해 KA20-01007을 사
용 했을 때 세포의 증식, 집락 형성, 이동성 및 침습성이 감소함을 관찰했다. 결과적
으로 UBA6의 유비퀴틴 활성화 및 E2로의 전달을 억제함으로 인해 일어나는 세포 신
호 전달에서의 단백질들을 확인하고자 실험을 진행했다. KA20-01007을 0-10 µM 농
도로 16시간 처리했다. 이 후 세포를 1% SDS 용해 버퍼를 이용해 용해시켰다. 용해 
시킨 단백질을 SDS-PAGE를 통해 크기별로 분리한 후 웨스턴 블롯을 통해 단백질을 
검출했다. 결과는 p53 단백질의 발현이 농도에 따라 증가하였고, 하위 신호로 존재하
는 p21 단백질의 발현도 증가했다. 또한 세포 사멸 단백질로 알려져 있는 
Poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) 단백질의 절단된 형태도 증가되었으며, 
Caspase 3 단백질의 절단된 형태도 증가함을 확인했다 (그림 43). 이 실험의 결과로 
KA20-01007이 세포 내 p53과 p21의 발현을 증가시키고, 세포 사멸 관련 단백질인 
PARP, Caspase 3 단백질의 활성화가 유도됨을 보임으로써 KA20-01007이 세포 사
멸을 유도할 가능성이 있다.
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그림 43. KA20-01007 처리에 따른 세포 사멸 유도. A549 세포에 KA20-01007을 
0-10 µM의 농도로 처리한 후, 각각의 단백질 발현을 웨스턴 블롯으로 분석하였다. 
p53, p21, PARP, 절단된-PARP, 절단된-Caspase 3 및 Actin단백질의 발현을 각각 
검출하였다. Actin은 로딩 컨트롤로 사용되었다. 결과에서 p53 및 p21 단백질의 발
현은 KA20-01007 농도가 증가함에 따라 증가하는 경향을 보였으며, PARP 및 
Caspase 3의 절단 된 형태 역시 증가하였음을 확인할 수 있다.
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10. 마우스 이종이식 모델에서 KA20-01007의 효과

KA20-01007이 KA20-01003에 비해 UBA6에 대한 선택성이 더 높다는 것을 확인했
다. 이 연구에서는 KA20-01007이 폐암 세포의 증식, 집락 형성, 이동성 및 침습성을 
억제하는 효과가 있음을 밝혔다. 이러한 세포 실험 결과를 바탕으로, KA20-01007이 
생체 내에서도 유사한 억제 효과를 발휘하는지를 검증하기 위해 면역 결핍 마우스를 
이용한 이종이식 실험을 진행했다. 실험에서는 A549 폐암 세포를 1⨯107 cell개 세
포로 준비하여, 각 면역 결핍 마우스의 오른쪽 옆구리에 피하 주사로 주입하였다. 종
양의 크기가 일정 크기에 도달하면, 마우스들을 무작위로 3개의 그룹으로 나누어 각
각 6마리씩 배치했다 (n=6). 각 그룹은 KA20-01007의 처리 그룹 두 개와 대조군으
로 구성됐다. KA20-01007의 농도 설정은 세포 실험에서 사용한 농도를 기준으로 하
였으며, 이를 마우스의 체중 20 g에 맞추어 계산하여 12.5 mg/kg 및 50 mg/kg의 
두 가지 농도를 사용했다. 대조군인 Vehicle 그룹은 KA20-01007을 녹인 용매를 동
일한 방식으로 투여했다. 약물은 2~3일 간격으로 피하 주사 형태로 투여되었으며, 실
험 기간 동안 마우스의 체중 변화와 종양의 크기를 주기적으로 측정했다. 결론적으로, 
KA20-01007 처리 그룹에서는 마우스의 체중 감소가 관찰되지 않았으며, 종양의 크
기와 무게가 유의미하게 감소함을 확인했다. 특히, 높은 농도 (50 mg/kg)의 
KA20-01007을 투여한 그룹에서 종양 억제 효과가 더욱 뚜렷하게 나타났다. 이러한 
결과는 KA20-01007이 폐암 세포의 증식을 억제하는 효과가 있음을 생체 내에서도 
입증하는 것으로, 향후 폐암 치료제 개발에 중요한 기초 자료가 될 수 있다 (그림 
44).
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그림 44. KA20-01007의 생체내 치료 효과를 확인하기 위한 이종 이식 및 치료 실
험. 생체외 A549 세포를 마리당 1 ⨯ 107 cell만큼 누드 마우스 피하에 이종 이식한 
후, 종양의 크기가 일정크기에 도달했을 때 실험을 시작하였다. 음성 대조군으로 약물
이 없는 용매를 사용하여 치료 효과를 확인하였다. 암 조직의 부피와 마우스 개체의 
체중을 측정하여 치료 효과 및 부작용 여부를 확인하였고 암 조직을 적출 하여 촬영
하였다. 실험 결과 KA20-01007을 투여한 그룹에서 종양의 부피가 감소하였고, 몸무
게는 줄지 않았음을 확인할 수 있다. (n=6)



60

V. 고찰 및 결론

 폐암은 많은 연구가 진행된 현재까지도 비교적 타 암종에 비해 높은 사망률을 가지
며, 이는 제한된 치료방법 선택지와 화학요법 내성 등의 문제 때문이다. 폐암 치료를 
위해 UPS를 통한 새로운 치료 타겟을 발굴하고자 실험을 진행했다[1, 2, 5, 8].
 본 연구에서 UPS에서 시작되는 효소인 UBE1과 UBA6에 대한 유비퀴틴 활성화 및 
E2로의 전달을 억제하는 화합물인 KA20-01003, KA20-01007을 통해 실험을 진행했
다. 이 화합물은 유비퀴틴의 전달을 억제하여 E1에 연결되지 못하게 하고, 연쇄작용을 
통해 E2로의 전달을 억제한다.
 KA20-01007이 KA20-01003보다 UBA6-USE1에 더 특이성을 가지는 것을 확인했
다. E1 효소는 두 가지밖에 알려져 있지 않다. 이 중 UBE1은 UBA6에 비해 특이성을 
보이는 E2 효소가 많이 존재하고 있기 때문에 UBE1을 억제한다면 심각한 부작용이 
나올 것이라 예측된다. 그렇기에 UBA6의 경우 UBE1에 비해 특이성을 보이는 E2가 
적으며 특히 USE1의 경우는 UBA6만이 조절할 수 있는 E2로 알려져 있다[12, 25]. 
이러한 UBA6-USE1을 조절할 수 있는 화합물이 있다면 UBE1을 조절하는 것에 비해 
낮은 부작용을 보여줄 수 있을 것이다.
 최근 연구에서 USE1이 폐암에서 높은 발현양을 나타냄으로 인해 폐암의 증식, 집락 
형성, 이동 및 침습성을 증가시킨다는 보고가 있었다[17]. 본 연구의 결과에 따르면, 
UBA6-USE1의 연쇄작용을 억제하는 KA20-01007을 이용하여 UPS를 제어하면 폐암 
세포의 증식과 집락형성, 이동성 및 침습성을 감소시킬 수 있었다. UBA6-USE1에 대
한 연쇄작용은 폐암 뿐 아니라 다른 암종에서도 UBA6-USE1의 유비퀴틴 전달을 억
제하고 세포의 증식 및 이동성, 침습성을 억제하는 결과를 나타냈기 때문에 효용가치
가 더 높을 것이라 예상된다.
 또한 UBA6 단백질을 원인으로 하는 다른 질병 등에도 적용이 가능할 것으로 사료
된다. 본 연구에서 발굴한 소분자 화합물은 유비퀴틴 연쇄작용 및 활성화를 억제하기 
때문에 UBA6를 통한 문제에서 해결할 능력을 가지고 있다.
 다른 연구에서 이노신을 통해 UBA6를 억제함으로써 종양의 면역원성과 면역 반응을 
증강시킬 수 있다고 밝혔다[26]. 이 연구 결과는 UBA6를 표적으로 한 KA20-01007
의 암 면역 치료에서의 큰 잠재력을 나타낸다. KA20-01007을 통해 UBA6의 억제가 
이루어지면 종양의 면역원성을 증가시키고 면역 반응을 증강시켜 암 면역 치료의 결
과를 향상 시킬 수 있는 가능성이 크다. KA20-01007과 면역 체크포인트 억제제를 
함께 사용하면 종합적인 암 치료 전략에 도움 될 것이다.
 UBA6 단백질의 발현량 조절은 철 관련 질환의 예방에도 사용될 수 있다[27]. 본 연
구에서는 UBA6와 NDFIP1이 ferroportin의 유비퀴틴화를 통해 분해를 조절하는 중
요한 역할을 한다는 사실을 밝혀냈다. 이를 바탕으로, UBA6의 활성을 억제함으로써 
ferroportin의 안정성을 높일 수 있다. UBA6의 활성을 억제하여 ferroportin의 유비
퀴틴화를 감소시키고 분해를 억제하면 ferroportin이 유지되어 세포 내의 철 배출을 
촉진해 철 대사의 균형을 회복할 것이다. 이러한 결과는 KA20-01007을 사용하여 



61

UBA6의 활성을 조절하여 철 관련 질환을 예방하고 치료하는 데 유망한 접근법이 될 
수 있음을 시사한다.
 다른 접근으로는 UBA6의 자가포식과의 연관성을 활용할 수 있다. UBA6와 BIRC6는 
LC3의 유비퀴틴화를 촉진하여 LC3의 분해를 유도한다[28]. UBA6의 활성을 
KA20-01007을 이용해 억제함으로써 LC3의 분해를 막아 자가포식과 관련한 질환의 
치료에도 새로운 치료 타겟이 될 수 있다.
 USE1은 폐암 이외에 간암에서도 높게 발현 된 것을 확인했고 USE1의 발현을 억제
하거나 과발현 시킴을 통해 세포의 증식, 이동성, 침습성이 촉진되었다. 반대로 발현
을 억제하면 감소했다[29]. 결과적으로 USE1을 조절함으로써 간암에서 종양 발달을 
억제할 수 있다. KA20-01007을 사용시 UBA6-USE1을 통하는 유비퀴틴의 전달 및 
활성을 제어함으로써 간암의 치료하는 타겟이 될 수 있다.
 UBA6는 유비퀴틴 외에도 유비퀴틴 유사 단백질인 FAT10을 활성화하는 특이적인 
E1 효소로 잘 알려져 있으며, 같은 경로에서 USE1도 특이적인 E2 효소로 작용한다
[30-32]. UBA6는 뇌 발달, 암 진행 및 다양한 생리적 과정에 중요한 역할을 함을 시
사한다[33-36]. 특히 UBA6와 FAT10의 상호작용 및 그 구조적 특성은 FAT10ylation 
과정을 이해하고, 이를 통해 질병 발병기전을 밝히는 데 중요하다[37]. UBA6와 
FAT10의 구조는 현재 밝혀져 있으며, 이들은 서로 다른 부위에 결합하여 기능한다
[38, 39]. UBA6는 유비퀴틴화에는 영향을 미치지 않으면서 FAT10ylation에는 선택
적으로 영향을 주는 것으로 나타났다. 이는 UBA6가 특정 상황에서 FAT10과의 상호
작용을 통해 특정 단백질을 조절할 수 있음을 의미한다. KA20-01007은 UBA6의 
FAT10ylation을 선택적으로 억제하는 데 사용 될 수도 있다. 유비퀴틴과 결합하는 
부위가 다르기에 KA20-01007을 좀 더 변형시켜 이용해 볼 수 있을 것이다.
 더 나아가 KA20-01007과 마찬가지로 UBA6에 대한 선택성이 높은 화합물 이외에
도, 구조를 변형시킴을 통해 유비퀴틴 유사 단백질과 관련된 E1 효소들에 억제 효과
를 낼 수 있는 새로운 화합물을 만들 수 있을 것이다. 예를 들어 이전에 알려져 있던 
AMP 유사체인 E1 억제제 TAK-243, MLN4924, ML-792, TAK-981등이 있으며, 이
들은 아데노신 설파메이트의 구조나 리보스 구조, 뉴클레오베이스 구조를 변형을 주
며 E1에 대한 선택성을 확인해 볼 수 있을 것이다[18, 40-42]. 이 접근법을 통해 
UBA6와 같은 특정 E1 효소를 표적으로 하여 암 치료에서의 새로운 가능성을 열 수 
있다.
 본 연구의 결과들을 종합했을 때, KA20-01007 화합물은 폐암뿐만 아니라 다른 암
종에서도 유비퀴틴의 전달을 억제하여 암 증식을 억제할 수 있음을 확인했다. 또한 
동물 실험에서도 세포주 수준 실험과 마찬가지로 폐암 성장 억제 효과를 보였고, 이
는 추후 임상 적용 가능성 또한 기대할 수 있다.
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Ⅶ. Abstract

Lung cancer is characterized by high global incidence and mortality rates, 
necessitating ongoing research to identify effective therapeutic targets. 
Among these targets, the USE1 protein, which is overexpressed in lung 
cancer tissues, has been implicated in promoting tumor growth. This study 
is dedicated to developing an inhibitor for the UBA6-USE1 cascade, aiming 
to offer a novel approach to lung cancer treatment. Initially, we conducted 
a Ubiquitin charging assay to evaluate the enzyme inhibition potency and 
determine the optimal concentrations of potential candidate compounds. 
The assay confirmed that compounds KA20-01003 and KA20-01007 
effectively inhibit the ubiquitin activation and transfer processes mediated 
by UBA6-USE1. Furthermore, KA20-01007 was confirmed to have higher 
specificity for UBA6 compared to KA20-01003. Subsequently, we explored 
the biological implications of inhibiting the ubiquitin activation and transfer 
processes in lung cancer cells. The results indicated significant reductions 
in cell proliferation, colony formation, migration, and invasion capabilities. 
These inhibitory effects were also observed in other types of cancer cells. 
Further validation in a xenograft mouse model of lung cancer confirmed 
that KA20-01007 effectively suppressed the growth of tumor tissues in vivo. 
This study underscores the potential of this compound as an innovative 
therapeutic agent for lung cancer, suggesting its broad applicability across 
various cancer types.

Keywords : Ubiquitin-proteasome system; Ubiquitin like modifier activating 
enzyme 6; UBA6-specific E2 conjugating enzyme; Lung cancer
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