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  Egr-1 is a zinc finger transcription factor and one of immediate early response genes. 
Egr-1 is upregulated in response to a wide variety of mitogenic and nonmitogenic stimuli, 
including peptide growth factors, shear stress, urea, hypotonicity and hypoxia. To identify 
novel Egr-1 interacting protein, we performed yeast two-hybrid screening using Egr-1 
baits. In this study, we identified that proteasome subunit α type 3 (PSMA3) and protein 
inhibitor of activated STAT protein (PIASy) interacts specifically with Egr-1 protein by 
yeast two-hybrid screening. In addition, we found that the stability of Egr-1 was increased 
under hypoxic condition. These results suggested the importance of O2 tension in the 
degradation processes of Egr-1. 
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
  Key Words: Egr-1, Two-hybrid, Proteasome subunit α type 3, Protein inhibitor of 

activated STAT protein y, Hypoxia

책임 자：김규원, ꂕ 151-742, 서울시 악구 신림 9동 산 56-1, 서울 학교 약학 학 약학과

Tel: 02-880-6988, Fax: 02-872-1795, E-mail: qwonkim@plaza.snu.ac.kr

수일：2002년 5월 17일,  게재승인일：2002년 6월 14일

서      론

  인체조직을 구성하고 있는 모든 세포들의 생존

은 에 의한 산소와 양분의 공   사산

물의 배출이 필수 으로 요구된다. 따라서 인체의 

각 조직에는 의 미세 그물망이 존재하며, 그 

총길이는 ～10만 km에 달할 정도로 체내 구석구

석에 도달하고 있다. 과 인체 조직세포의 

계는 배자(embryo)와 태아(fetus)를 거쳐 신생아, 

성인, 노화에 이르는  생애에 걸쳐 뗄 수 없는 

불가분의 계를 가지고 있다. 

  배발생과정에서 의 발달은 기 의 형태  
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분화유지에 매우 요한 역할을 하고 있으며, 

내피세포는 발생과정에서 치에 따라 그 기원

이 다르며 기능 한 조 씩 다르다. 특히, 장기 

 신체부 에 따라 발생의 기원  양상이 

매우 다르고 그 발생조  한 복잡하며 아직 기

본 인 메카니즘조차 알려져 있지 않은 상태이다. 

최근에서야 단편 으로 발생과정에서 을 형

성하면서 이에 여된 유 자들의 연구가 행해지

고 있다. 표 인 로 VEGF군과 그 수용체, 그

리고 angiopoietin과 그 수용체인 Tie receptor와 같

은 계를 구축하는 유 자들이 밝 졌으며 발

생과정에서 발 치, 발 단계가 밝 졌다.
1,2)

 

한 동맥과 정맥으로의 분화에 여하는 유 자, 

ephrin-B2와 그 수용체인 Eph-B4도 최근에 보고되

었다.
3)

 이와 같이 은 생체의 각 장기  부

에 따라 그 형태가 조 씩 다르고 특히 그 분화형

태가 그 부 마다 차이가 있는 것으로 보고되어 

있어,  각각은 기본 으로 공통된 분화기작을 

가지고 있으며 동시에 형성 부 에 따라 특

수한 분화유 자들이 여하고 있을 것으로 상

이 된다.

  기발생과정에서 생성이 일어나는 과정은 

두가지 다른 경로에 의해 일어난다고 알려져 있

다. 하나는 형성(vasculogenesis)으로서 

구세포인 angioblast의 분열과 분화에 의해 과 

구세포들이 만들어지는 de novo 생성과정

이다.
4)

 이 과정은 기발생과정에서만 일어나며 

기 망을 구성하는 역할을 하고 성인에서는 

일어나지 않는다. 다른 경로는 신생으로서 

생성자극에 의해 기존의 으로부터 발아

가 일어나서 새로운 이 생성되는 과정이다. 

이 신생은 발생과정에서 기 이 형성되고 조

직이 성장하는 동안 매우 활발하게 일어나며 출

생 후, 성인에 이르기까지 이 기 이 생성을 

담당한다.

  이와 같이 암화과정과 기발생과정에서 존재

하는 생성과정은 매우 요한 단계임을 알 

수 있다. 이러한 발생단계와 암화과정의 유사성은 

세포의 지속 인 분열과 활발한 이동 등에 의해 

특징 으로 나타나며, 이와 련된 유 자들도 공

통 으로 발 이 될 것으로 상이 된다. 이와 

련해 많은 단백질들이 발생  발암과정에서 작

용하여 태생기 발생과 발암과정에 모두 여하는 

oncofetal 단백질로 보고되고 있다.5～7) 이미 본 연

구에서 사용된 IGF-II의 mRNA가 기 발생단계 

 조직에 따라 달리 조 된다는 사실은 알려져 

있다.8) 따라서 암화과정뿐만 아니라 기발생과

정에서도 IGF-II가 신생과정의 요한 인자로 

사용될 가능성이 있으며 이러한 IGF-II의 생물학

 활성조 기작은 암화과정과 발생과정을 동시

에 이해하는데 도움을  수 있을 것이다. 본 연

구실에서는 이와 같은 사실에 을 맞추어 간

암의 진행과정에서 IGF-II가 신생을 유발하는 

인자임을 새롭게 증명하 고,
9,10)

 이러한 IGF-II가 

hypoxia 상태에서 발 증가를 보임을 밝  내었

다.9) 한 IGF-II 유 자의 진자 동정을 통하여 

hypoxia 상태에서의 IGF-II의 발 증가가 Egr-1 

사인자에 기인한 사실임을 알 수 있었고, Egr-1 

사인자도 hypoxia 상태에서 그 발 이 격히 

증가함을 증명하 다.
10)

 즉, Egr-1 사인자는 간

암 발생과정에서 산소의 양에 따른 신생을 

일으킬 수 있는 요한 O2 sensing factor임을 알 

수 있다.

  Egr-1은 zinc-finger의 DNA binding domain을 지

니는 “immediate-early response protein”으로 많은 

종류의 성장인자, cytokine, injurious stimuli (i.e., 

UV, heat shock, anisomycin, arsenite...) 등에 의해 

격한 발 증가를 보이는 단백질로서 NGFI-A, 

krox24, Zif268, Tis8 등의 다른 명칭으로도 알려져 

있다.10,11) 한 많은 표 유 자(IGF-II, PDGF 

A&B, Myc, Nur77, bFGF, EGFR, Rb, cyclin D1, 

thymidine kinase, c-Ki-ras, TGF-β1, IGF1R...)의 

진자에 결합하여 유 자 발 을 유도하게 된다. 

이들 유 자의 진자에 결합한 Egr-1은 coactiva-

tor와 corepressor를 통한 기작으로 유 자의 사

를 조 하게 되는데, 표 으로 CREB-binding 

protein (CBP), p300 등이 coactivator로서 Egr-1의 

trans-activation을 유도하고, NGFI-A-binding protein 

(NAB) 1과 2가 Egr-1의 활성을 억제하는 인자로 

알려져 있다.11,12) 뿐만 아니라 최근의 보고에 의

하면 Egr-1이 유도하는 hypoxia하에서의 신호 달 

경로가 hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1)과는 무

한 독립 인 과정이라는 사실13)로 보아 Egr-1이 

유발하는 신호 달과정은 hypoxia가 유발하는 많
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은 과정  요한  하나의 기임을 시사하고 

있다.

  따라서 본 연구에서는 IGF-II 유 자의 진자

에 결합하여 신생을 유발하는 Egr-1 사인자

의 새로운 결합단백질을 동정하기 해 yeast 

two-hybrid 스크리닝을 실시하 다. 뿐만 아니라 

검색된 인자가 hypoxia 조건 하에서 어떠한 발

변화를 보이는 지를 Western blot analysis를 통해 

살펴 으로서 신생이 조 되는 근본 인 기

을 규명하고 신생질환들의 방  새로운 

치료법의 개발에 이용하고자 하 다.

재료  방법

    1) Yeast two-hybrid 스크리닝

  (1) Bait construction: Egr-1을 yeast two-hybrid 

screening에 bait로 이용하기 하여 bait로 사용할 

부 를 PCR로 증폭하고, 이를 pGEMT 벡터에 

ligation한다. Ligation된 벡터를 EcoRI/BamHI으로 

자르고, 나온 단편을 yeast GAL4 DNA binding 

domain을 가지는 pBHA 벡터에 ligation한다.

  (2) cDNA library 분리: Screening에 필요한 cDNA 

library는 mouse 17-day embryo cDNA library (Clon-

tech)로서 3.5×106개의 independent colony를 함유

하고 있다. 먼  library titering과정을 통해 의 

independent colony의 숫자만큼 spreading을 하고, 

이를 large scale DNA purification column을 이용하

여 library를 분리하고자 한다. 분리된 library는 

enzyme cutting (EcoRI/XhoI)을 통하여 확인하게 

된다.

  (3) Yeast strain and yeast transformation: Yeast 

stain은 GAL4 binding site에 의해 조 되는 lacZ 

reporter를 가지는 Yeast Sacchromycses cerevisiae 

HF7C [MATα, ura3-52, his3-200, lys2-801, ade2- 

101, trp1-901, leu2-3112, gal4-542, gal80-538]와 

SFY526를 two-library system에 사용하 다. Two- 

hybrid vector를 HF7C에 삽입하기 하여 sequen-

tial transformation 방법을 이용하 다. YPD (2% 

pepton, 1% yeast extract, 2% glucose)에 yeast의 

cell density가 OD=0.2되게 2～3시간 동안 30
o
C에

서 배양한 후 cell을 모은다. 모은 cell을 증류수로 

washing하고 1XTE/1XLiAc에 resuspension한다. 이

게 비된 competent cell에 pGBT9-AD2와 her-

ring sperm carrier DNA, pACT2 mouse embryo 17 

day library, PEG/LiAc를 섞어 30
o
C에서 30분간 배

양한다. 10% DMSO를 첨가하여 42oC, 15분간 heat 

shock을 한 후 ice 상에서 1～2분 배양하여 다시 

cell을 모아서 증류수나 TE에 resuspension하여 

histidine, Leucin, Tryptophan이 결핍된 SD plate 

(6.7% nitrogen base, 2% glucose, 선택된 아미노산)

에 spreading하여 30
o
C에서 3일간 배양시킨다.

  (4) β-galactosidase assay: Plate에서 자란 yeast 

transformants를 nitrocellulose filter membrane에 

transfer하여 이 filter를 액체질소에 10분간 담군다. 

이 filter를 5-bromo-3-indolyl-β-D-galactopyranoside 

(0.32 mg/ml) (X-gal)를 함유하는 Z buffer (60 mM 

NA2HPO4, 40 mM NaHPO4, 10 mM MgCl2, 50 mM 

KCl)에 셔 놓은 3 MM paper에 올려 30oC 는 

상온에서 방치시킨다. 1～2시간 내에 란색으로 

변하는 colony를 선택한다.

  (5) Recovery of pACT2-mouse embryo 17 cDNA 

clones: β-galactosidase 활성을 띠는 transformants

를 pGBTAD2를 제거하기 해 leucine이 결핍된 

SD 액체배지에 넣어 30oC, 16시간 이상 배양시킨

다. 이 게 배양된 yeast를 모아서 lysis buffer에 

resuspension시키고, 동량의 phenol/chloroform  

1/3의 glass bead를 첨가하여 vortex하여 yeast cell

를 쇄시킨다. 상층액에 100% 에탄올을 첨가하

여 yeast DNA를 precipitation하여 E.coli에 electro-

poration시킨다.

  (6) E-coli electroporation: 먼  screening을 통

하여 histidine growth  β-galactosidase 활성을 보

인 yeast DNA를 desalting solution (100 mM glu-

cose․1% agarose)에 5μl loading 한다. Loading된 

DNA를 ice에서 1시간 30분 동안 반응시켜 salt를 

없앤다. 이후 미리 제작한 electorcompetent cell 

40μl와 DNA를 섞는다. 이 mixture를 electropora-

tion 용 cuvette에 넣은 뒤, electroporator에서 2.5 V

의 pulse를 10  동안 주게 된다. 이 반응물에 1 ml

의 LB media를 넣고 1시간 동안 37oC에서 re-

generation 시켜  뒤 LB-Ampicillin plate에 spread-

ing한다.

    2) Automatic DNA sequencing
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Fig. 1. PSMA3 binds the C-terminal region of Egr-1. 

Structures of Egr-1 proteins tested in yeast two-hybrid 

screening are shown. TAD, transactivation domain; DBD, 

DNA binding domain; R1, repression domain.

Egr-1 full-length cDNA

Bait 1

Bait 2 GAL4 DBD

LexA DBD

Zinc finger

Zinc finger

TAD1 TAD2 TAD4 R1 TAD3

  β-galactosidase를 통해 푸르게 변한 colony의 염

기서열 결정을 해 ABI 377 automatic DNA 

sequencer를 이용한다. 먼  terminator ready mix 

(Perkin Elmer)와 template, primer를 섞고, PCR 

(96oC 10 , 50oC 5 , 60oC 4분) 25 cycle을 실시

한다. 이후 ethanol precipitation을 통해 sample을 

purify하고, loading buffer (formamide; 25 mM 

EDTA)와 섞어 2μl 정도 loading한다. 7시간 run-

ning시킨 후에 염기서열을 분석한다.

    3) HepG2 세포의 배양

  KIST cell bank에서 구입한 human hepatocel-

lular carcinoma (HepG2) cell를 사용한다. HepG2 

cell은 10% fetal bovine serum (FBS) 을 첨가한 

minimum essential medium (MEM)에 1% Penicillin- 

Streptomycin (P-S)을 첨가한 배지에서 단층 배양

되며, 2일에서 3일에 한번씩 trypsinization으로 

subculture하여 유지하고 세포배양 환경은 37
o
C 

포화 습도로 유지되는 5% CO2 배양기에서 시행

된다.

    4) 이  가스 주입 배양기를 이용한 hypoxia 

조건의 확립

  N2와 CO2의 이  가스 주입이 가능한 CO2 

incubator를 이용한다. 즉 N2를 주입하여 배양기 

내의 O2의 농도를 당하게 낮추면서 동시에 CO2

를 공 하여 세포를 배양하여 체내에서 생성되는 

hypoxia 상태와 유사한 조건을 제공한다.

    5) Western blot analysis

  추출한 단백질 extract를 gel loading buffer에 녹

여 3분간 boiling한 뒤 SDS-PAGE를 행한다. Gel로 

부터 NC filter로의 transfer는 transfer kit를 사용하

고 transfer가 끝난 filter는 3% BSA가 들어 있는 

PBS buffer로 하루 동안 blocking시킨 뒤 충분한 

washing을 한다. 항원 항체 반응은 filter에 Egr-1에 

한 primary Ab를 당량 ( 략 1：1,000 정도) 

첨가하여 상온에서 1～2시간 정도 반응을 진행시

킨다. 이어 반응이 끝나면 washing을 한 후 se-

condary Ab를 처리하여 상온에서 1～2시간 동안 

반응시킨다. PBST (PBS/0.1% Tween 20)으로 wash-

ing을 한 filter는 ECL 반응을 끝낸 뒤 X-ray film

에 감 하여 signal을 조사한다.

결      과

    1) Egr-1 bait의 제작

  Egr-1의 체 domain  C-terminal 부 의 

transcription activation domain을 심으로 bait를 

2가지 제작하 다(Fig. 1). 한 yeast two-hybrid 

screening을 하여 mouse embryo  human Hela 

cell cDNA library를 량 분리하 고, 분리된 

library를 bait의 트 로 하여 screening을 실시

하 다.

    2) Yeast two-hybrid screening에 의한 결합단

백질 검색

  Bait와 library를 yeast strain HF7c에 co-transfor-

mation하고, 2차에 걸친 스크리닝을 통하여 여러 

개의 클론이 검색되었다. β-galactosidase assay와 

His growth test를 통한 1차 스크리닝 결과, 략 

100여 개의 클론이 검색되었고, 이어지는 2차 스

크리닝을 통해 10여 개의 클론이 동정되기에 이

르 다. 이들은 다시 DNA sequencing으로 mouse 

proteasome subunit type-3 (PSMA3)과 human pro-

tein inhibitor of activated STATy (PIASy)인 것으로 

명되었고,  다른 yeast strain인 SFY526에 다시 

transformation 하여 β-galactosidase assay를 해 본 

결과 서로 특이 으로 결합함을 알 수 있었다 

(Table 1, 2).
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Table 1. Interaction of Egr-1 with PSMA3 assayed using 
the yeast two-hybrid system. Yeast strain SFY526 was 
co-transformed with combinations of indicated plasmids 
and interaction was evaluated by filter assays of β- 
galactosidase activity
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

Protein Fused to Gal4 domain
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
DNA binding Activation Filter color
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

VA3 TD1 Blue

GBT9 PSMA3 White

GBT9 PIASy White

Egr-1 PSMA3 Blue

Egr-1 PIASy Blue
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Table 2. The property of positive Egr-1 interacting clones
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ
A. PSMA3

 ＞gi|13528948|gb|AAH05265.1|AAH05265 (BC005265) Similar to proteasome (prosome, maropain) subunit,

 alpha type, 3 [Homo sapiens], Length=248

 Score=265 bits (677), Expect=6e-71

 Identities=134/141 (95%), Positives=134/141 (95%)

 Query: 1 MSSIGTGYDLSASTFSPDGRVFQVEYAMKAVENSSTAIGIRCKDGVVFGVEKLVLSKLYE  60

MSSIGTGYDLSASTFSPDGRVFPVEYAMKAVENSSTAIGIRCKDGVVFGVEKLVLSKLYE

 Sbjct: 1 MSSIGTGYDLSASTFSPDGRVFQVEYAMKAVENSSTAIGIRCKDGVVFGVEKLVLSKLYE  60

 Query: 61 EGSNKRLFNVDRHVGMAVAGLLADARSLADIAREEASNFRSNFGYNIPLKHLADRVAXXV 120

EGSNKRLFNVDRHVGMAVAGLLADARSLADIAREEASNFRSNFGYNIPLKHLADRVA   V

 Sbjct: 61 EGSNKRLFNVDRHVGMAVAGLLADARSLADIAREEASNFRSNFGYNIPLKHLADRVAMYV 120

 Query: 121 HAYTLYSAVRPFGCRSXWGLQ 141

HAYTLYSAVRPFGC      G Q

 Sbjct: 121 HAYTLYSAVRPFGCSVNDGAQ 141
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

B. PIASy

 gi|3643111|gb|AAC36703.1|(AF077952) protein inhibitor of activated STAT protein PIASy [Homo sapiens],

 Length=510, Score=207 bits (527), Expect=2e-53

 Identities=106/110 (96%), Positives=106/110 (96%)

 Query: 1 MAAELVEAKNMVMSFRVSDLQMLLGFVGRSKSGLKHELVTRALQLVQIDCSPELFKKIKE 60

MAAELVEAKNMVMSFRVSDLQMLLGFVGRSKSGLKHELVTRALQLVQ DCSPELFKKIKE

 Sujct 1: MAAELVEAKNMVMSFRVSDLQMLLGFVGRSKSGLKHELVTRALQLVQFDCSPELFKKIKE 60

 Query: 61 LYETRYAKKNSEPAPQSHRXLDPLTMHSTYDRAGAVPRTPLAGPNIDXPV 110

LYETRYAKKNSEPAPQ HR LDPLTMHSTYDRAGAVPRTPLAGPNIDPV

 Sujct: 61 LYETRYAKKNSEPAPQSHRPLDPLTMHSTYDRAGAVPRTPLAGPNIDYPV 110
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

    3) Hypoxia하에서 Egr-1의 발  확인

  Hypoxia 상태에서 신생에 요한 역할을 

하는 것으로 알려진 Egr-1의 발 을 Western blot 

analysis로 살펴보았다(Fig. 2). 그림에서 보는 바와 

같이 normoxia와 같은 정상 인 상태에서 pro-

teasome inhibitor인 LLnL을 처리하 을 경우, 

한 Egr-1 단백질의 증가를 찰할 수 있었다. 

즉, normoxia 상태에서는 Egr-1 단백질의 분해가 

활발히 일어나고 있음을 알 수 있다. 그러나 hy-

poxia에서는 LLnL의 작용이 미약한 것으로 보아, 

Egr-1 단백질의 분해작용이 hypoxia 상태에서는 

히 감소함을 알 수 있었다.
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Fig. 2. Effects of proteasome-specific inhibitors on the 

levels of Egr-1 protein under hypoxic condition. HepG2 

cells were treated with proteasome inhibitors, LLnL, for 

4 h. The total proteins were analyzed by Western blotting 

with Egr-1 and α-tubulin antibodies, respectively.
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고      찰

  인체조직을 구성하고 있는 모든 세포 내에서 

작용하는 수많은 조  단백질들은 기본 으로 상

당히 불안정하다. 특히, 특정 신호에 의해 유도되

는 사인자의 경우, 표 유 자에 향을 미칠 

수 있는 정도로의 특정신호에 의한 양 인 변화

가 뚜렷하다 하겠다. 따라서 이들 사인자들의 

세포 내 분해정도를 이해하는 것은 세포내의 신

호 달을 이해하는 요한 열쇠가 될 수 있을 것

으로 사료된다.

  Egr-1은 immediate-early 사인자로서, 여러 가

지 자극에 의해 빠른 시간 내에 증가하는 단백질

로 알려져 있다.
14)

 이러한 Egr-1은 정상상태에서

는 철 한 조 을 받으며, 특정 자극에 의해 그 

발 이 증가하게 된다. 비정상 인 Egr-1의 발

은 여러 병 인 상태를 유발하게 되는데, 표

인 질병으로는 Burkitt lymphoma, 폐암 그리고 간

암 등이 알려져 있다.14～16) 한 Egr-1이 간암에서 

신생인자로 알려져 있는 IGF-II의 발 에 

여하고 있으며 hypoxia에 의해 증가한다는 사실은 

이 의 보고에서 나타나 있으나,11) Egr-1 단백질

의 분해 조 에 해서는 알려진 바가 없다.

  한편, Egr-1과 같은 short-lived 단백질의 분해는 

ubiquitin-dependent 26S proteasome pathway에 의해 

수행됨이 잘 알려져 있으며, proteasome에 의한 단

백질 분해는 cell cycle, 세포증식, 발생, 분화 등 

범 한 세포 내 활동에 향을 끼치는 것으로 

알려져 있다.17) 26S proteasome complex는 약 2.5 

MDa의 거 한 단백질 복합체로서, 20S와 19S두 

개의 커다란 부분으로 나뉜다.
18)

 19S 복합체는 

ubiquitination 된 단백질을 인지하며, 20S 복합체

의 안쪽에서 단백질의 분해가 일어나게 된다. 이 

20S 복합체는 4개의 링구조를 이루는데, 각각 7개

의 서로 다른 subunit으로 이루어져 있어서, 안쪽

의 두 개의 β-type subunit과 바깥쪽의 α-type 

subunit으로 구성되어 있다. 이  α-type subunit

의 작용은 그리 잘 알려져 있지 않았으나, 최근 

PSMA7 subunit이 HIF-1α의 분해에 여하고 있

음이 밝 져,
19)

 조 씩 그 기능이 알려지고 있다.

  본 연구에서는 yeast two-hybrid 스크리닝에 

의하여 Egr-1과 특이하게 결합하는 단백질로서 

PSMA3와 PIASy를 검색하 다(Table 1, 2). 이와 

같은 사실을 바탕으로 하여 Egr-1 단백질의 안정

성을 정상산소분압과 hypoxia에서 각각 protea-

some inhibitor를 처리하여 살펴 본 결과, hypoxia 

상태에서 Egr-1의 단백질 분해가 정상산소분압에 

비해 해되는 것을 찰하 다(Fig. 2). 이는 hy-

poxic stress가 Egr-1 단백질의 안정성을 증 시키

고 있다는 것을 증명하고 있다.

  이상의 결과는 기존의 다양한 short-lived 단백

질의 분해과정과 일치하는 결과이며, Egr-1이 작

용할 수 있는 cell cycle progression, 발생  암화

과정에 Egr-1 단백질의 분해정도가 여할 가능성

을 제시하고 있다.

결      론

  Hypoxia에 의해 유도되는 단백질인 Egr-1의 새

로운 결합단백질로서 PSMA3와 PIASy가 검색되

었고, 이를 바탕으로 하여 hypoxia에 의해 Egr-1 

단백질의 분해정도가 감소될 수 있음을 밝히고 

있다. 이는 암화과정  발생과정에 여하고 있

는 Egr-1 단백질의 새로운 조 기작을 나타내고 

있다.
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