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서 론

Insulin-like growth factor II (IGF-II)는 proinsulin과 구조적

인 상동성을 가지며 여러 세포에서 증식과 분화를 조절하

는 인자로 알려져 있다(1). IGF-II는 insulin과는 달리 인체

대부분의 조직에서 생산되고 있으며, 상당히 높은 혈중농

도를 유지하고 있다. 이러한 IGF-II의 활성은 자가분비/주

위분비 또는 내분비의 기전으로 조절되고 있다. 정확한

발생과정에서의 역할은 알 수 없지만 IGF-II가 태생기의

somatomedin이란 사실은 쥐를 이용한 실험을 통해 밝혀진

바 있고(2), 여러 세포주 실험을 통해 IGF-II가 DNA합성

및 세포증식을 유도하는 인자임이 알려져 있다(3-8). 뿐만

아니라 IGF-II는 발생과정중에 mesodermal origin 세포의

분화를 유도하고(4,5), 암화과정에서는 혈관신생인자로도

작용함이 알려져 있다(9,10). 특히, 종양의 성장은 혈관신

생과정과 밀접한 관계가 있으며, 이 혈관신생과정은 많은

혈관신생인자 및 억제인자의 균형에 의해 조절된다. 이러

한 인자들로는 vascular endothelial growth factor (VEGF),

basic fibroblast growth factor (bFGF), transfoming growth

factor β1 (TGF β1) 등 여러 가지 성장인자들이 알려져

있다(11∼15). 이 중, 최근 혈관신생인자로 보고된 IGF-II

는 간암에서 그 발현이 증가하는 단백질로 알려져 있다

(16). 간암은 한국인의 사망률에 있어서 높은 비율을 차지

하고 있지만 진행된 경우에는 아직까지 적절한 치료방법

이 거의 없으며, 유전자 수준에서 국내외적으로 많은 연

구가 이루어져 있지 않은 암종이다. 특히, 간암은 조직주

위로 과도한 혈관신생을 보이고 있으며, 이러한 간암의

혈관신생과정을 유도하는 혈관신생인자로서 IGF-II가 작

Study on the Expression of Insulin-like Growth Factor II (IGF-
II) in Hepatocellular Carcinoma Cells and Developing Rat
Embryos

Byung Kun Lee 1 , Se ung -Ge un S hin1 , J in Hye Se o 1 , Myung-Ho Bae 2 , Yo u Mie Lee 2 , Se un-Ja Park1 , Byung
Chae Park1 , Kyu-Wo n Kim3 and Ja-Yo ung Koo 1

1Department of Internal Medicine, School of Medicine, Kosin University, Busan; 2Department of Molecular Biology, Pusan
National University, Busan; 3College of Pharmacy, Seoul National University, Seoul, Korea

Purpos e: The ins ulin-like growth facto r II (IGF-II) gene
express es a family of trans c ripts in e mbryonic/fetal tis -
s ue , and als o highly was expres s ed during he patoce llular
carc inoge nes is . In this s tudy, we s howed that IGF-II
mRNA and prote in leve ls are detected in rat e mbryo,
He pG2 human he patoma ce lls and Chang live r ce lls .

Materials and Methods : This s tudy inc luded sections
of rat e mbryos 7∼17 days pos t co itum (d.p.c), He pG2
ce lls and Chang live rce lls . Us ing immunohis toc hemis try,
No rthe rn blotting and Weste rn blotting , we o bs erved the
express io n of IGF-II in the rat e mbryo, He pG2 ce lls and
Chang live r ce lls .

Res ults : We localized IGF-II ge ne products in s ectio ns
of rat e mbryo 7∼17 d.p.c by perfo rming immuno his to-
che mis try. The IGF-II was mainly expres sed in the
proximal e ndoderm and ecto place ntal co ne betwee n 7

and 9 d.p.c . At 10 d.p.c . the expres s io n was localized at
the heart primodium as well as the proximal e ndode rm,
and at 11 d.p.c . the IGF-II was expres s ed in the live r and
heart. Afte r 12 d.p.c . and 14 d.p.c ., the expres s io n was
als o detected in the brain, musc le and bo ne , and head
mes e nc hyme, res pective ly. While the expres s io n of IGF-II
prote in was not detected in the no rmal adult liver, inte ns e
s taining was detected in the heart, liver and c ho roids
plexus at 17 d.p.c .

Conclus ion: These res ults s ugges t that IGF-II may act
as an o ncofetal prote in during he patoce llular carc ino-
ge nes is and e mbryoge nes is . (Cancer Res earch and Treat-
ment 2001;33:256 263)

Key Words : IGF-II, He patoce llular carc inoge nes is , Em-
bryoge nes is , He pG2

책임저자：구자영 , 부산시 서구 암남동 34
602-030, 고신대학교 의과대학 내과

Tel: 051-240-6203, Fax: 051-248-5686
E-mail: jykoo @ns.kosinmed.or .kr

접수일：2000년 11월 29일 , 게재승인일：2001년 6월 21일



Byung Kun Lee , et a l：The Express ion of IGF-II in He patoce llula r Carcinoma Ce lls a nd Rat Embryos 257

용할 뿐만 아니라 정상간에 비해 간암조직에서 그 발현이

현저히 증가한다는 보고가 있다(16).따라서 간암발생과정

에서 증가하는 IGF-II의 발현은 간암의 악성화 및 전이에

있어서 필수적인 조건으로 생각된다. 혈관신생은 암화과

정 뿐만 아니라 초기발생과정, 상처치유 등 정상적인 상

태에서도 중요한 역할을 담당하고 있다. 이 중 초기발생

과정에서 혈관생성이 일어나는 과정은 두 가지 다른 경로

에 의해 일어난다고 알려져 있다. 하나는 혈관형성(vas-

culogenesis)으로서 혈관전구세포인 angioblast의 분열과 분

화에 의해 혈관과 혈구세포들이 만들어지는 de novo 혈관

생성과정이다(17). 이 과정은 초기발생과정에서만 일어나며

초기 혈관망을 구성하는 역할을 하고 성인에서는 일어나지

않는다. 또다른 경로는 혈관신생으로서 혈관생성자극에 의

해기존의혈관으로부터발아가일어나서새로운혈관이생

성되는과정이다.이혈관신생은발생과정에서기관이형성

되고 조직이 성장하는 동안 매우 활발하게 일어나며 출생

후, 성인에 이르기까지 이 기전이 혈관생성을 담당한다.

이와 같이 암화과정과 초기발생과정에서 모두 혈관신

생과정은 존재하며, 매우 중요한 단계임을 알 수 있다.이

러한 발생단계와 암화과정의 유사성은 세포의 지속적인

분열과 활발한 이동 등에 의해 특징적으로 나타나며, 이

와 관련된 유전자들도 공통적으로 발현이 될 것으로 예상

이 된다. 이와 관련해 많은 단백질들이 발생 및 발암과정

에서 작용하여 태생기 발생과 발암과정에 모두 관여하는

oncofetal 단백질로보고되고있다(18∼20).이미본 연구에

서 사용된 IGF-II의 mRNA가 초기 발생단계 및 조직에 따

라 달리 조절된다는 사실은 알려져 있다(21). 따라서 암화

과정 뿐만 아니라 초기발생과정에서도 IGF-II가 혈관신생

과정의 중요한 인자로 사용될 가능성이 있으며 이러한

IGF-II의 생물학적 활성조절기작은 암화과정과 발생과정

을 동시에 이해하는데 도움을 줄 수 있을 것이다.

IGF-II의 생물학적 활성의 조절은 type-I, II receptor 및

insulin receptor와의 상호작용, 혹은 6종의 IGF binding

protein을 통해서도 조절된다(1). 이 중 인간의 IGF-II는 태

생기 발생과정에서 발견되는 IGF의 주된 형태이며 서로

다른 4개의 촉진자(P1-P4)에 의해서유전자 발현이조절되

는 것으로 보고되어 있다(21). 따라서 인간의 IGF-II 유전

자는 다양한 생리적 조건에서 이들 촉진자에 의해 조절받

게 된다. 즉, 4개의 촉진자는 발생과정과 조직에 따라 활

성이 조절되어 다른 크기의 IGF-II mRNA를 생성할 수 있

다(Fig. 1). 이전의 보고에서 P2, P3, P4 촉진자는 많은 태

생기 조직과 비간장성 조직에서 쓰이며, 성인의 간에서는

P1 촉진자만이 활성화 될 뿐 나머지 촉진자들은 완전히

억제된다는 사실이 알려져 있다(21). 특히 IGF-II P3 촉진

자는 태생기 조직 및 몇몇 악성종양에서 공히 상당한 활

성을 보이고 있다(21,22). P3촉진자에 의해 생성되는 IGF-

II mRNA의 크기는 약 6.0 kb이고 이것이 간암생성과정과

초기발생단계에서 공통적으로 활성이 된다. 따라서 이미

태생기 발생과 발암과정에 모두 관여하는 많은 oncofetal

단백질들이 보고되고 있는 상태이므로, IGF-II의 발현 또

한 발생 및 발암과정에서 상당히 높은 정도를 보일 것이

며, 이러한 IGF-II는 발생 및 발암과정 모두에서 중요한

oncofetal 단백질로서의 역할을 수행할 것임을 추측할 수

있다.

본 연구에서는 HepG2 인간 간암세포주로부터 IGF-II

mRNA의 발현정도를 Northern을 통해서 알아보았고, HepG2

의 conditioned media내에서 IGF-II 단백질의 함유정도를

Western blotting을 통해 살펴보았다. 뿐만 아니라 쥐의 각

발생조직 및 발생단계상에서 IGF-II의 발현을 면역조직화

학적 방법으로 살펴보았다.

재료 및 방법

1) HepG2 및 Chang liver 세포의 배양

American Type Culture Collection에서 구입한 HepG2 cell

(HB-8065)을 Gibco BRL에서 구입한 fetal bovine serum

(FBS)을 첨가한 Minimal Essential Medium (MEM)에 배양

하였다. 분말상태의 배지를 2차 증류수 1 L로 녹인 후

sodium bicarbonate 2.2 g을 첨가하여 HCl로 pH 7.2를 맞추

었다. 0.22μm Millipore filter로 이를 여과한 다음, 사용직

전에 10% FBS와 1% penicillin-streptomycin (P-S)를 첨가하

였다. Chang liver cell (CCL-13) 역시 American Type Cul-

ture Collection에서 구입하여 Gibco BRL에서 구입한 FBS

를 첨가한 Dulbeco's modified eagle's medium (DMEM)에

배양하였다. 분말상태의 배지를 2차 증류수 1 L로 녹인 후

sodium bicarbonate 3.7 g을 첨가하여 HCl로 pH 7.2를 맞추

고 0.22μm Millipore filter로 이를 여과한 다음, 사용직전에

10% FBS와 1% penicillin-streptomycin (P-S)를 첨가하였다.

2) Northern blot analysis(23)

CO 배양기에서 배양한 HepG2 세포에 각각 Tri reagent

Fig. 1. The location of promoters within IGF-II gene (P: promoter,
E: exon).
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(Molecular Research Center, Inc.) 5 106 세포당 1 ml을 처

리하여 세포를 분쇄한 다음, 1.5 ml 원심분리용 튜브에 옮

겼다. 여기에 0.2 ml의 chloroform을 첨가한 후 잘 흔들고

이것을 상온에서 10분간 보관하였다. 두 개의 층으로 나

뉘어진 시료를 4oC, 15분간 12,000 g에서 원심분리하였다.

수층을 조심스럽게 새 튜브에 옮기고, 여기에 0.5 ml의

isopropanol을 첨가하고 잘 섞은 다음 상온에서 10분동안

반응시킨 후 12,000 g에서 4oC, 15분간 원심분리하였다.

RNA pellet에 75%에탄올 1 ml을첨가한 후 7,500 g에서 5

분 동안 4oC를 유지하면서 원심분리하였다. 에탄올을 조

심스럽게 버리고 pellet을 완전히 말린 다음 diethyl pyro-

carbonate (DEPC)로 처리한 증류수로 녹여서 70oC에 보

관하였다. 분리한 RNA 20μg을 1% formaldehyde agarose

gel에서 전기영동한 다음, Gel을 조심스럽게 옮겨 50 mM

NaOH, 1X SSC 용액에 30분간 반응시키고, Zeta probe

membrane에 transfer시켰다. RNA가 붙은 면에 조심하여 18

S와 28 S rRNA의 위치를 표시한 후 UV crosslinker로

crosslinking을 실시하였다.탐침자로 사용할 DNA fragment

를 5분 동안 끓인 다음 반응액(Rediprime kit, Amersham)을

상온에서 첨가하여 잘 섞은 다음 32P를 3μl 첨가하고,

37oC에서 1시간반응시킨후 random primer labelling mixture

를 5분간 끓였다. 이렇게 하여 만들어진 isotope이 붙은

cDNA 탐침자를 hybridization에 사용하였다. RNA가 붙어

있는 Zeta probe membrane에 prehybridization 용액을 처리

하여, 42oC에서 4∼24시간 반응시킨 다음, 용액을 새롭게

갈아준 뒤 열 변성시킨 탐침자를 첨가하여 42oC에서 16∼

24시간 반응시켰다. 반응이 끝난 filter는 상온에서 2X

SSC, 0.1% SDS 용액에 4번 세척한 후 X-ray 필름에 감광

시켜 IGF-II 유전자의 발현을 조사하였다.

3) HepG2 및 Chang liver 세포의 conditioned medium

준비

HepG2 및 Chang liver 세포를 70∼80% confluent한 상태

로 배양한 다음 10% FBS가 첨가된 배지로 세 번 세척하

였고, 세척한 세포에 serum-free 배지를 첨가하고 24시간

동안 배양하였다. 세포의 배양이 끝나면 배지를 수거한

다음 5,000 rpm, 4oC에서 10분간 원심분리하여 바닥의 세

포를 제거한다. 세포가 제거된 배지를 13,000 rpm, 4oC에

서 5분간 원심분리하여 세포의 불순물을 제거한다. 이렇

게 준비된 conditioned media를 Millipore에서 구입한 한외여

과장치(Ultrafree-15)에 부은 뒤, 원심분리기에 넣어 2,000 g

에서 회전시키면 농축이 완료된다. 농축된 conditioned

media로 Western blot analysis를 수행한다.

4) Western blot analysis

농축된 conditioned media 50μg을 gel loading buffer 20

μl에 녹여 3분간 boiling한 뒤 SDS-PAGE를 행하였다. Gel

로부터 NC filter로의 transfer는 transfer kit를 사용하고

transfer가 끝난 filter는 3% BSA가 들어 있는 PBS buffer

로 하루동안 blocking시킨 뒤 충분한 washing하였다. 항원

항체 반응은 filter에 anti-rat IGF-II primary antibody (Upstate

Biotechnology Inc., New York, NY)를 적당량(대략 1：

1,000 정도) 첨가하여 상온에서 1∼2시간 정도 반응을 진

행시켰다. 이어 반응이 끝나면 washing을 한 후 anti-mouse

secondary antibody를 처리하여 상온에서 1∼2시간 동안 반

응시켰다. PBS-T (PBS/0.1% Tween 20)으로 washing을 한

filter는 Amersham에 구입한 ECL Western blotting detection

reagent로 반응을 끝낸 뒤 X-ray film에 감광하여 signal을

조사하였다.

5) Immunoprecipitation (IP)

HepG2 conditioned media에 단클론 anti-rat IGF-II anti-

body (Upstate Biotechnology Inc., New York, NY)와 12시간

반응시킨 후 protein A-agarose (Sigma chemical Co., St

Louis, MO)로 immunoprecipitate를 얻었다. 이렇게 얻은

immunoprecipitate로부터 Western blotting를 수행하였다.

6) 동물관리 및 교배

특정병원체부재(SPF)의 Sprague Dawley (SD) 쥐를 사용

하여 암컷과 수컷을 1：1로 교배시켰다. 다음날 질전

(vaginal plug)이 있거나 질도말법으로 정자가 확인된 암컷

을 임신동물로 하고 교배 확인일을 임신 0일로 간주하였

다. 동물은 실험동물용 고형사료 및 수돗물을 자유롭게

섭취시켰으며, 23 2oC의 사육온도와 55 5%의 상대습도

를 유지하였고 명암은 1일 12시간씩 교대하였다.

7) Embryo 및 fetus의 분리

임신 7∼19일째 되는날 임신 암컷을 경추탈구(cervical

dislocation)시켜 복부를 절개하여 임신자궁으로부터 embryo

와 fetus를 분리하여 중성 포르말린(pH 7.4)에 고정시켰다.

8) IGF-II 면역조직화학 검사

면역조직화학 검사를 위하여 포르말린에 고정되고 파

라핀에 포매된 조직을 4μm 두께로 절편한 후 60oC 오븐

에서 한시간 동안 가열하고 탈파라핀화 과정을 거쳐 함수

시켰다. 내재성 페록시다제의 활성을 없애기 위해 0.3%

H O -methanol 용액에서 10분간 처리한 후 buffer로 세척하
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였다.이후 blocking antibody를 30분간 작용시킨 후 anti-rat

IGF-II antibody (Upstate Biotechnology Inc., New York, NY)

를 30분간 처리하여 세척하였다. 3-amino-9-ethylcarbazole

(AEC)을 chromogen으로 사용하여 10분간 처리하였고, 증

류수로세척한 후에 Mayer hematoxylin으로대조염색을 하

고 세척하였다. 수성매체로 봉입하고 건조시켰다.

결 과

1) Northern blotting상 확인한 HepG2 cell에서 IGF-II

의 발현

인간 간암세포주인 HepG2 세포로부터 RNA를 분리하여

IGF-II mRNA의 발현정도를 살펴보았다(Fig. 2). IGF-II P3

촉진자의 조절을 받는 것으로 알려진 약 6.0 kb의 IGF-II

mRNA를 확인할 수 있었다. 반대로 정상간세포인 Chang

liver cell에서는 전혀 IGF-II mRNA의 발현을 볼 수 없었다.

2) Western blotting상 확인한 HepG2 conditioned media

에서 IGF-II의 발현

인간 간암세포주인 HepG2 conditioned media 내에 간암

의 대표적인 혈관신생촉진인자로알려져 있는 IGF-II가다

량 존재할 것이라는 판단하에 HepG2 conditioned media내

의 IGF-II 단백질량을 Western blot analysis를 통하여 조사

하였다. 그 결과 HepG2 conditioned media 내에는 상당한

양의 IGF-II가 검출된 반면, Chang liver cell conditioned

media에는 IGF-II가 거의 검출되지 않았다. HepG2 condi-

Fig. 2. Expression of IGF-II mRNA in the HepG2 human hepato-
cellular carcinoma cell lines. RNAs were isolated and
Northern blot analysis was performed as described under
Materials and Methods. 18S and 28S rRNA were dipicted
at the bottom of the figure.

Fig. 4. Immunohistochemical staining
of rat embryo using anti-
IGF-II monoclonal antibody.
A: rat embryonic day 7, B:
rat embryonic day 8, C: rat
embryonic day 9, D: rat

Fig. 3. Identification of IGF-II protein in the conditioned media
of HepG2 and Chang liver cell cultures by Western blot
analysis. IP pellet and supernatant indicated the immuno-
precipitated conditoned media of HepG2 cell cultures by
anti-IGF-II monoclonal antibody. Recombinant human
IGF-II (rh IGF-II, 7.5 kDa) was used as a positive control
and is indicated by arrow.
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tioned media에서 검출된 IGF-II는 7.5 kDa의 크기로 positive

control로 쓰인 recombinant IGF-II의 크기와 일치하였다.

뿐만 아니라 hypoglycemia와 같은 병적상태에서 발현증가

를 보이는 10 kDa 이상의 IGF-II의 거대형태도 발견할 수

있었다.또한 단클론 항IGF-II 항체를이용한 IP 방법에의

해 IGF-II를 제거시킨 conditioned media 내에는 IGF-II가

검출되지 않았고, IP에 의한 pellet에는 다량의 정상 IGF-II

와 거대형태의 IGF-II가 검출되어 HepG2로부터 상당한 양

의 IGF-II가 분비되고 있음을 확인하였다(Fig. 3).

3) Rat 발생조직에서 IGF-II의 발현

발생단계별로 IGF-II의 발현을 보기 위해 7, 8, 9, 10일

된 쥐의 egg cylinder 시기에 IGF-II의 발현을 살펴보았다

(Fig. 4).그 결과 화살표에표시된 바와 같이내배엽 및 원

시태반에서 균일하게 IGF-II가 발현되고 있음을 확인하였

다. Egg cylinder 시기인 7일에는 IGF-II의 발현이 주로

proximal endoderm과 ectoplacental cone에 나타났으나 me-

soderm이나 embryonic ectoderm에는 발현되지 않았다(Fig.

4). Post amniotic fold가 생성되고 ectoplacental cavity가 생

성되는 8일에는 proximal endoderm에만 발현이 강하게 나

타났으나 ectodermal cone에서의 발현은 미약하게 나타났

다(Fig. 4). Neural plate가 두터워지고 chorion이형성되는 9

일에도 8일과 유사한 발현양상을 나타내었다(Fig. 4). 10일

에는 심장과 체절 그리고 foregut에 나타나게 되고 그 이

외의 부위는 이전 시기와 유사한 양상을 나타내었다

(Table 1). 11일 이후에는 somite와 심장부위에만 국한되는

양상을 보이다가 12일 이후에는 뇌와 head mesenchyme,

somite 유래의 근육의 원기, 뼈의 원기, 간 등에도 나타나

기 시작하여 모든 내, 외, 중배엽 유래의 조직에서 균일하

게 나타났다.

발생조직별로 IGF-II의발현을 보기 위하여쥐의배자를

이용한 면역조직화학적 방법을 사용하였다. 17일된 쥐의

배자를 sagital section한 뒤, 항IGF-II 항체로 염색하였다.

그 결과 Fig. 5의 화살표(▶)와 같이 심장과 간의 조직에서

강하게 IGF-II가 발현이 되었다. 그러나 Fig. 5와 같이 정

상 간조직에서는 IGF-II의 발현이 면역조직화학적 방법으

로는 검출되지 않은 반면에 발생 17일 태자의 심실의

myocardium과 간에서는 강하게 염색이 되었다. 또한 IGF-

II는 17일 태자의 뇌의 맥락막층에서도 강하게 발현이 되

었다(Fig. 5). 위의 결과들을 종합하여 각 발생조직 및 단

계별로 IGF-II의 발현을 정리하면, Table 1에서 보는 바와

같이 발생 7일부터 9일까지 ectoplacental cone 및 proximal

endoderm에서 IGF-II의 발현이 우세하였고, 10일부터는 원

시심장에도 발현이 되었으며 발생 11일부터는 간과 심장

에서 발생 19일까지 계속 발현되었다. 발생 12일 이상에

서는 뇌와 mesenchyme 그리고 근육과 뼈(원시근육 및 연

골포함)에도 강한 발현을 나타내었다.

고 찰

IGF-II는다양한 태아조직에서 높은 농도로발현되는태

생기 성장인자(24)로서 이러한 IGF-II의 발현은 mRNA 뿐

만 아니라 단백질 수준에 이르기까지 공통적으로 발견이

된다. 따라서 여러 보고를 통하여 IGF-II가 발생과정 및

Table 1. Tissue distribution of IGF II embryonic rat

Ectoplacental Proximal Head
Age (day) Brain Muscle & bone Liver Lung Heart

cone endoderm mesenchyme

7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
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태생기 성장과정에서 중요한 역할을 할 것임이 추측되고

있다(1).또한 간암과 같은 혈관신생이 왕성한 악성종양에

서 IGF-II의 발현이 급격히증가하는것으로 보아 IGF-II는

발암 및 발생과정의 혈관신생활성에 모두 영향을 미치는

인자로 생각할 수 있다.

혈관신생은 발생초기에 시작되면서 일생동안 그 촉진

과 퇴행과정이 적절하게 조절되어야 인체가 정상적인 기

능을 유지할 수 있다. 따라서 혈관신생조절의 이상은 발

생과정 중에는 선천성 기형, 발육부진, 유산 등을 유발하

고 성인에서는 비정상적으로 혈관신생이 과다하게 될 경

우, 암, 당뇨병성 망막증, 류마티스성 관절염, 건선 등 다

양한 질병들의 발병과 밀접하게 관련이 있다(25).특히,암

조직에서의 혈관신생 관련인자들의 검색과 그 작용기전

에 대한 연구는 상당히 진척되어 있는 상태이다. 본 연구

에 사용된 IGF-II 역시간경변증에서간암으로의 진행단계

에서 급격한 발현증가를 보이는 성장인자로서 직접 또는

간접적인 혈관신생인자로 알려져 있다(9,16). 이와 같이

IGF-II는 암화과정 및초기발생과정에서유사한 발현을보

이며 두 과정에 중요한 단계인 혈관신생에 관여함을 알

수 있으므로 암화과정 및 초기발생이 상당히 유사함을 추

정할 수 있다.

발암과 발생과정은 개체발생학적으로 여러 측면에서

Fig. 5. Immunohistochemical staining of rat embryo using anti-IGF-II monoclonal antibody at rat embryonic day 17. A: Sagital section
of trunk region, B: Normal adult liver, C: Heart, D: Liver, E: Choroid plexus
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유사한 특징을 가진다. 그 중 여러 유전자와 단백질의 발

현이 발암 및 발생과정에서 공통적으로 발견된다는 사실

은 이미 알려지고 있으며(18∼20), 특히 몇몇 oncogene의

발암과정중의 과다한 발현은 초기발생과정에서도 보이는

현상중의 하나이다(18).따라서 정상적인 발생과정 동안은

발암과정과 매우 유사하다 할 수 있으며, 성체가 된 뒤부

터는 유전자와 단백질의 발현조절이 철저히 이루어져 비

정상적인 발암과정 및 병적상태를 억제할 수 있다.즉 위와

같은성질을지니는단백질을 oncofetal 단백질이라하며,이

들 단백질은 발암 및 발생과정에서 공통적으로 발현증가를

보여 두 과정을 함께 조절할 수 있는 인자라 하겠다.

본 연구에서는 HepG2 인간 간암세포에 IGF-II mRNA

양을 Northern blotting analysis를 통하여 살펴보았고,

HepG2 conditioned media내에 IGF-II 단백질이 상당히함유

되어 있을 것이라는 생각하에 Western blotting을 통해

IGF-II의 발현을 살펴보았다. Fig. 2에서 보는 바와 같이

HepG2 세포에서 분리한 RNA로부터 상당한 양의 IGF-II

mRNA 발현을 볼 수 있다. 반면 정상 간세포인 Chang

liver cell에서는 전혀 IGF-II mRNA의 발현을 찾아 볼 수

없었다(Fig. 2). 즉, IGF-II의 발현은 정상상태에서는 억제

혹은 조절되다가 암화과정 중에 비정상적인 발현증가를

보인다고 할 수 있다. 정상세포가 악성암 세포로 진행되

려면 비정상적인 세포의 증식 및 유전자 발현변화가 필수

적으로 요구된다. 이러한 조건하에서 결국 혈관신생현상

이 일어나게 되고 암전이가 일어나 암의 악성화가 일어나

게 된다. 따라서 Nothern blotting analysis에서 나온 것처럼

IGF-II 유전자의 발현은암화과정중에급속도로유발되어

정상세포의 악성화를 유발한다고 할 수 있다. 그렇다면

이렇게 유발된 유전자의 발현이 단백질로의 번역으로 까

지 이어지는지를 보기 위해 HepG2 conditioned media 내에

존재하는 IGF-II 단백질의 양을 볼 필요가 있다. IGF-II는

분비단백질로서 세포내에서 합성이 된 후 세포밖으로 분

비되어 세포자신을 스스로 활성화시키거나 주변세포를

활성화 혹은 혈류를 따라 이동하는 도중에 특정 조직을

활성화시키는 등 3가지의 활성기작을 가지고 있다(1). 따

라서 간암세포로부터상당한 양의 IGF-II 단백질의 분비가

예상되며 이렇게 분비된 단백질에 의해 암화과정의 촉진

이 일어날 것이다. 본 연구의 결과 역시 HepG2 condi-

tioned media 내에는 상당히 많은 IGF-II 단백질을 볼 수

있었으나 정상 간세포인 Chang liver cell에서는 전혀 IGF-

II를 찾아 볼 수 없었다(Fig. 3). 또한 IP를 수행하여 IGF-II

를 제거한 군에서도 IGF-II가 사라짐을 보아 Western blot-

ting상에서 나온 단백질이 IGF-II임을 다시 한번 증명하였

다. 뿐만 아니라 hypoglycemia와 같은 병적상태에서 발현

증가를 보이는 IGF-II의 거태형태가다량존재함이추측된

다(Fig. 3). 따라서 IGF-II의 발현은 정상 간조직에 비해 간

암조직에 특이적으로 발현되고, 정상 혹은 비정상적인

IGF-II의 다양한 형태로 존재함을 알 수 있다. 즉, 간암발

생과정에서 급격히발현이 증가되는 IGF-II는간암의 형성

과정중 간암세포로부터 분비되어 간암의 성장을 유도하

는 혈관신생활성을 가짐으로서 악성종양으로의 유도를

촉진하고 암전이를 일으킴을 추측할 수 있다. 그러나, 이

러한 현상은 HepG2 세포에서 보이는 현상이므로 이러한

결과가 간암세포의 보편적인 현상으로 확인되기 위해서

는 다른 간암 세포주들을 이용한 연구가 더 필요할 것으

로 생각된다.

또한 쥐의 발생조직으로부터 IGF-II의 발현을 면역조직

화학적 방법으로 살펴보았을 때 다양한 발생단계 및 조직

에서 IGF-II가 발현되고 있음을 알 수 있었다. 특히 발생

10일 이후부터 간과 심장에서 IGF-II의 발현이 강하게 보

임을 알 수 있다. IGF-II mRNA의 발현조절은 4개의 촉진

자에 의해 발생단계 및 조직에 따라 조절되고 있다. 즉,

발생시기에 따라 서로 다른 촉진자에 의해 IGF-II mRNA

의 발현조절이 이루어짐을 말한다. 따라서 본 실험에 의

해 IGF-II의 발현은 조직 및 발생시기에 따라 조절되고 있

으며 이러한 조절기작에 의해 정상적인 발생이 일어날 수

있음을 알 수 있다.

IGF-II가 태생기 발생과정동안에도 급격한 발현증가를

보인다는 사실은 간경변증에서 간암으로의 이행시 IGF-II

의 발현이 증가되는 것과 매우 유사하며, 이러한 IGF-II는

발암 및 발생과정에서 모두 중요한 oncofetal 단백질로서

의 성질을 지님을 알 수 있다. 또한 IGF-II가 암화과정 및

발생과정에서 중요한 단계중 하나인 혈관신생단계를 조절

하여 두 과정에 관여할 수 있는 인자임을 추측할 수 있다.

결 론

이상의 결과에 의해 암화과정 뿐만 아니라 초기발생의

각 조직 및 단계에 따라서 IGF-II가 조절되고 있음을 시사

하고 있다. 향후 암조직 및 발생조직에서의 IGF-II 작용에

관한 연구와 발현 기작에 관한 연구가 진행되면 악성암을

포함한 초기발생과정의 이상에 의한 각종 병적상태에서

의 IGF-II의 역할을 이해할 수 있을 것이다.
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