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  Expression of High mobility group protein (HMG)I(Y), architectural transcription factor 
is elevated in a lot of cancer and highly proliferating cells such as fibroblast and smooth 
muscle cells. HMGI(Y) has been implicated in the control of cell proliferation and gene 
expression. Here we observed the expression of HMGI(Y) in proliferating Human 
Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC). When basic Fibroblast Growth Factor 
(bFGF), a well-known angiogenic factor, induced cell proliferation, HMG I(Y) mRNA 
was increased by RT-PCR. To investigate role of HMGI(Y) in cell proliferation, we used 
distamycin A, natural antibiotics which is also known as competitor of HMGI(Y). In MTT 
assay, bFGF induced proliferation of HUVECs but distamycin A with bFGF decreased 
cell proliferation. Moreover, distamycin A blocked bFGF-induced angiogenesis in vivo 
mouse matrigel plug assay and chorioallantoic membrane (CAM) assay. Taken together, 
we suggest that HMGI(Y) plays an important role in bFGF-induced angiogenesis 
especially through controlling of cell proliferation. 
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서      론

  HMGI(Y)는 핵내에 존재하는 아주 작은 기능성 

단백질로, 동일 유 자에서 유래한 두가지 단백

질, HMGI와 HMGY를 말한다.1) 이 단백질은 

architectural transcription factor로서 세포증식  

유 자 발 에 여하는 것으로 알려져 있다.2) 

HMGI(Y)는 활발하게 분열하는 세포에서 발 이 

증가하고, 분화된 세포에서는 발 이 감소한다.3) 

특히, 암세포에서 HMGI(Y)의 발 을 조사한 결
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과, 다양한 종류의 암세포에서 발 이 증가됨이 

보고되어, tumor maker로 알려져 있다.4～6) 섬유아

세포나 근육세포에서도 분열을 유도할 경우, 

HMGI(Y)가 하게 증가됨이 알려져 있다.7,8)

  HMGI(Y)는 AT-hook이라는 구조를 통해 DNA

의 AT-rich sequence에 결합을 하며, 크로마틴 구

조를 변화시키거나 다른 사조 인자의 결합을 

유리하게 도와 으로써 특정 유 자의 발 을 

조 하는 것으로 알려져 있다.
1)

 iNOS의 경우, 

HMGI(Y)는 DNA에 결합하여 NF-kB의 결합을 더

욱 용이하게 하는 사실이 보고되었고,9) IFN-b나 

COX-2의 경우 역시, HMGI(Y)가 enhanceosome의 

형성을 도와 유 자 발 을 조 하는 것이 보고

되었다.10,11)

  이 실험에서 HMGI(Y)의 경쟁자로 사용한 디스

타마이신 에이는 자연에 존재하는 항생제의 일종

으로 DNA의 minor groove의 AT-rich seguence에 

강하게 결합하는 성질을 가지고 있다.
12)

 디스타마

이신 에이 자체는 세포독성을 거의 갖지 않으나, 

DNA에 특이 으로 결합하는 성질을 이용해 디스

타마이신 에이의 골격에 약간의 변형을 가하여 

세포독성효과를 가지는 화합물을 합성하는 시도

도 이루어지고 있다.13,14)

  신생과정은 발생과정 뿐만 아니라, 암, 당

뇨병성 망막증, 건선 등 여러 질환을 유발하는 생

물학  상으로 그 발생기 을 정확히 이해하는 

일이 요하다.
15)

 재까지 많은 연구가 진행되어

오고 있는 가운데, 본 연구에서는 분열 인 

내피세포에서의 HMGI(Y)의 발 을 조사하고, 이 

단백질이 신생과정에 어떻게 작용하는지를 

조사하 다.

재료  방법

    1) 내피세포의 배양  시약

  내피세포인 Human umbilical vein endothe-

lial cell (HUVEC)은 umbilical cord에서 분리하

고, 0.3% 젤라틴이 코 된 세포 배양 라스크에

서 20% fetal bovine serum (FBS) (Life Techno-

logies, USA), 3 ng/ml bFGF, 100 ug/ml heparin, 

100 units/ml penicillin, and 100 ug/ml streptomycin

이 첨가된 Medium 199 (M199) 배지에서 단층 배

양하 다. 세포는 37oC, 포화 습도로 유지되는 5% 

CO2 배양기에서 배양하 고, passage 3～8의 세포

를 실험에 사용하 다. Basic fibroblast growth 

factor (bFGF, 50 ng/ml) 처리 시, HUVEC은 미리 

10% 청이 들어있는 M199 배지로 4시간 동안 

응시킨 다음, 12시간 동안 bFGF를 처리하 다. 

디스타마이신 에이(Sigma, USA)는 96% 에탄올에 

5 mg/ml로 녹여 사용하 다.

    2) RT-PCR

  bFGF를 처리한 HUVEC에서 TRI reagent (Mol-

ecular Research Center, USA)를 사용하여 체 

RNA를 분리하 다. 역 사반응은 RNA 5 ug에 

해 M-MLV reverse transcriptase (Promega, USA)

를 이용해 42
o
C에서 52분, 70

o
C에서 15분간 실시

하 고, 역 사 산물 1 ul에 해 아래와 같은 조

건으로 HMGI(Y)에 해 PCR 하 다. 즉, HMGI(Y) 

cDNA의 3～24그리고 540～560 nucleotide에 해당

하는 5'-GAGTGAGTCGAGCTCGAAGTC-3'과 5'- 

GGAGGGCATGTGTGTATGCGT-3'를 라이머로 

하여 25 cycles (30 sec at 94
o
C, 2 min at 55

o
C and 

2 min at 72oC)의 PCR을 수행하 다.16) Glyceral-

dehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)를 in-

ternal control로 사용하 고, PCR 산물은 1% aga-

rose gel에서 기 동하여 EtBr로 염색한 뒤, UV

하에서 찰하 다.

    3) MTT assay

  MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl te-

trazolium bromide) assay로 내피 세포 생존율

을 조사하 다. 내피세포를 96-well culture 

plate에 4×103개가 되도록 심 어 하루동안 안정화

시킨 후, 0.5% 청이 들어있는 M199로 starvation 

하 다. bFGF 처리 세시간 에 디스타마이신 에

이를 처리하고, bFGF와 디스타마이신을 처리하

여 사흘동 안 배양하 다. MTT를 최종농도 0.5 

mg/ml로 넣어 4시간 배양한 뒤, 배지를 제거하고 

dimethylsulfoxide (DMSO)를 가하여 생성된 forma-

zan crystal을 녹여낸다. 540 nm에서 흡 도를 측

정하여 세포의  내피세포의 증식에 한 

향을 조사하 다(reference 장 650 nm). 각 조건

별로 triple로 하 고, 실험은 2회 반복하 다.
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Fig. 1. Induction of HMGI(Y) expression on the endo-

thelial cells by bFGF.

HMG I(Y)

Control bFGF

GAPDH

HMG I(Y)

Control bFGF

GAPDH Fig. 2. Effect of HMGI(Y) on the proliferation of endo-

thelial cells. Control; 0.1% ethanol in media, 1; Dista-

mycin A 1 uM, 2; Distamycin A 5 uM, 3; Distamycin A 

10 uM, 4; bFGF 10 ng/ml, 5; bFGF 10 ng/ml+Dista-

mycin A 1 uM, 6; bFGF 10 ng/ml+Distamycin A 5 uM, 

7; bFGF 10 ng/ml+Distamycin (mean±SE).
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    4) In vivo mouse Matrigel plug assay
17)

  Matrigel 500 ul에 heparin (15 unit/ml)을 섞은 뒤 

ice에서 bFGF (100 ng/ml) 단독 혹은 디스타마이

신(100 ug)과 조합으로 넣고, C57BL/6J 쥐에 피하 

주사하 다. Matrigel을 주사한지 5일째, 쥐를 희

생시켜서 Matrigel plug을 꺼내어 사진을 고, 일

부는 3.7% formaldehyde/phosphate-buffered saline 

(PBS)에서 고정시킨 다음, hematoxylin과 eosin으

로 염색하 다. Plug 내에 생긴 을 정량화하

기 해 Drabkin reagent kit 525 (Sigma, USA)로 

헤모 로빈양을 측정하 다.

    5) CAM assay
18)

  수정란을 구입하여 45시간 동안 18
o
C에 놓아둔 

다음, 90% 습도가 유지되는 37oC 배양기에 넣어 

이를 0일배로 하여 배양하 다. 3일배가 되면 계

란의 끝부분에 구멍을 내어 주사기로 알부민을 2 

ml 뽑아낸 뒤, 계란의 공기주머니가 있는 쪽을 

70% 알코올로 소독한 후 메스를 이용하여 지름 3 

cm 크기의 원형 창문을 만들었다. 공기주머니 아

래에 있는 막은 핀셋으로 제거한 후 유리테이

로 구멍을 막았다. 이것을 계속 배양기에서 키워 

4일배가 되면 thermanox coverslip에 디스타마이신 

에이를 도포하고 이를 40분 동안 말린다. 다 마른 

것을 확인하고 4일배의 유리테이 를 떼어낸 후, 

이 coverslip을 발생 의 embryo CAM 표면에 놓

고 다시 유리테이 로 창문을 막았다. 이를 배양

기에서 3일 동안 배양시킨 후 10% fat emulsion 

(Intralipose, 녹십자)을 CAM막 안쪽에 주입하여 

해부 미경(magnification×8)으로 신생 억제

효과를 찰하고, CAM의 사진을 었다.

결      과

    1) 분열 인 내피세포에서 HMGI(Y)의 

발  조사

  bFGF를 12시간 동안 처리하여 세포증식을 유

도한 내피세포에서 HMGI(Y)의 발 을 조사하

기 해 RT-PCR을 수행한 결과(Fig. 1), HMGI(Y)의 

mRNA가 control에 비해 발 이 증가되었다.

    2) MTT assay를 통해 HMGI(Y)가 내피 

세포증식에 미치는 향 조사

  bFGF에 의해 발 이 증가된 HMGI(Y)가 세포

증식에 미치는 향을 조사하기 해 HMG I(Y)

의 경쟁자로 알려진 디스타마이신 에이를 이용하

여 MTT assay를 실시하 다. Fig. 2에서와 같이, 

bFGF (10 ng/ml)를 3일 동안 처리한 경우 HUVEC

은 control에 비해 2.3배 증식하 으나, bFGF와 디

스타마이신 에이를 동시에 처리한 경우 bFGF 단

독처리의 66% 수 으로 분열이 감소하 다.

    3) Matrigel plug assay에서 디스타마이신 에

이를 이용하여 HMGI(Y)가 신생과정

에 미치는 효과 조사

  HMGI(Y)의 기능을 in vivo에서 확인해 보기 

해, bFGF와 디스타마이신 에이를 이용하여 Ma-
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Fig. 3. Anti-angiogenic activity of distamycin A in in vivo mouse Matrigel plug assay. After distamycin A was 

subcutaneously injected to mouse with Matrigel (n=7), Matrigel was stained. (A) There is little vessel in control. (B) 

When bFGF was treated, bFGF-induced angiogenesis is occurred. (C) Distamycin A inhibited bFGF-induced angiogenesis. 

(D) Quantitative anaylysis of Hb content is shown.
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trigel plug assay를 수행하 다(n=7). Matrigel plug

내의 을 찰하기 해 헤마톡실린과 에오신

으로 염색하여 미경하에서 찰하는 한편, 실제 

내의 헤모 로빈 양 측정을 통해 신생억

제 효과를 정량화하 다. Fig. 3에서와 같이 bFGF 

(100 ng/ml)를 처리하 을 경우(B), 아무것도 처리

하지 않은 조군(A)에 비해 신생이 하

게 증가되고, bFGF와 디스타마이신 에이(100 ug/ 

ml)를 동시에 처리한 경우(C)에 형성이 억제

되었다. Fig. 3 D에서 조군의 헤모 로빈은 0.8 

±0.3 g/dl, bFGF 처리한 경우는 7.8±0.6 g/dl이고, 

bFGF와 디스타마이신 에이를 동시에 처리한 경

우는 1.7±0.3 g/dl로 감소하 다.

    4) CAM assay를 통한 디스타마이신 에이의 

신생 억제작용 조사

  HMGI(Y)의 기능을 in vivo 조건에서 다시 확인

하기 하여 디스타마이신 에이를 처리하여 CAM 

assay를 수행하 다. 아무것도 처리하지 않은 것

과 티노익 에시드를 처리한 조군을 각각 실

험의 음성  양성 조군으로 사용하여, 디스타

마이신 에이를 10 ug 는 50 ug 처리했을 때, 각
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Fig. 4. Anti-angiogenic activity of distamycin A on CAM assay. Anti-angiogenic activity of distamycin A was evaluated 

by CAM assay. (A) control (only containing ethanol) CAM shows normal angiogenesis. (B) Angiogenesis was completely 

blocked by RA (1 ug/egg) treatment. (C) Distamycin A (50 ug/egg) treated CAMs significantly decreased the 

angiogenesis. (D) Anti-angiogenic activity of distamycin A was represented by statistic comparison and S.E.M was 

calculated for independent experiments. *(P＜0.05 compared to control) RA; retinoic acid, D; distamycin A.
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각 58.57±1.43, 83.34±16.66%의 신생억제 효

과를 보 다(Fig. 4).

고      찰

  본 연구에서는 분열 인 내피세포에서 

HMGI(Y)의 발 이 증가됨을 확인하 고, 증가된 

HMGI(Y)의 기능을 신생 에서 살펴보았다. 

즉, 세포수 에서 세포분열과 련하여 HMGI(Y)의 

기능을 조사하 고, HMGI(Y)의 경쟁자를 이용한 

in vivo 실험을 통해 HMGI(Y)가 신생과정에 

여할 가능성을 확인하 다. HMGI(Y)의 경쟁자

로 사용한 디스타마이신은 자체로서는 세포독성

이 없고, 이미 iNOS의 유 자 발 시 HMGI(Y)와 

경쟁 으로 작용하여 iNOS 발 을 감소시킨다는 

것이 보고되었다. HMGI(Y)가 신생의 분자수

에서 어떠한 기능을 하는지 알기 해서는 보

다 더 자세한 연구가 이루어져야 하나, 기존의 보

고를 토 로 신생과정에서 HMGI(Y)의 기능

을 추측해 보면 다음과 같다.

  HMGI(Y) 자체는 사조 인자의 기능이 없으

나 DNA의 AT-rich sequence에 결합하여 염색체의 

구조를 변형시킴으로써 다른 사조 인자들의 

결합을 용이하게 하고 enhanceosome의 형성을 유

도한다고 알려져 있다.
1,2)

 이런 맥락에서 볼 때, 

크로마틴 구조에서 CpG island가 실질 으로 사

가 일어나는 곳이라면, HMGI(Y)가 결합하는 AT- 

rich sequence는 구조 으로 조 이 이루어지는 곳

이고, HMGI(Y)는 구조  조 을 하는 기능성 인

자가 된다. 즉, HMGI(Y)는 그 존재유무가 유 자 

발 에 으로 향을 미치지는 않지만 사

가 일어나기 쉬운 구조 인 환경을 조성함으로써 
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유 자 발 에 상당한 향을 끼칠 것으로 생각

되어진다. HMGI(Y)가 리크루트 한다고 알려져 

있는 사조 인자로는 NF-kB, AP-1, CBP/P300, 

NF-AT 등이 있고,19) 재까지 IFN-b, COX-2 등의 

유 자에서 HMGI(Y)의 기능에 한 연구가 보고

되어 있다.
10,11)

 이런 에서 HMGI(Y)가 신

생 련 특정 유 자의 발 에 어떠한 향을 미

치는지 앞으로 조사해 볼 필요가 있다. 결론 으

로 본 연구에서는 in vitro  in vivo 신생측

정법에 의해 HMGI(Y)가 신생과정에 여할 

가능성을 제시하 다.
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