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서    론

  이온화 방사선의 항암효과는 주로 DNA 손상을 유발하

여 나타나는데, 만약 손상된 DNA를 완전복구하면 세포는 

생존할 수 있으나 완전복구하지 못하면 세포자멸사, 세포

분열사, 세포주기의 원한 정지 등이 일어나게 된다. 알려

진 바에 의하면 DNA 손상이 일어나면 특정한 신호(signal)

가 발생하여 전사인자 발현에 향을 주게 된다. DNA 손

상시 신호전달체계에 의해 전사인자의 양이 변하거나 인

산화(phosphorylation), 탈인산화(dephosphorylation)되어 유전

자 발현의 변화로 이어져 DNA 복구에 향을 주게 되는

데 복구 가능하지 않은 심각한 손상이 발생하여 DNA 완

전복구에 실패하면 세포는 사멸하게 된다.
1)

  방사선치료의 항암 기전은 DNA 이중나선 구조의 파괴

에 의한 세포사가 주된 작용인데 만약 암세포의 손상된 

DNA 복구 기전을 이해하여 회복 정도를 예측할 수 있다

면 방사선치료 선택유무와 선량 등을 효과적으로 결정할 

수 있을 것이다. 방사선에 의한 암세포의 분자생물학적 반

응기전은 매우 복잡하고 다양한 것으로 알려져 있다. DNA

가 방사선에 의해 손상을 받으면 절단된 DNA 구조를 복

구하기 위하여 절단된 양측 DNA에 일차적으로 Ku 단백질

이 부착되고 DNA-dependent protein kinase (DNA-PKcs)와 

Ku 단백질이 결합하여 DNA를 복구하게 된다. DNA-PKcs/ 

Ku 복합체는 DNA의 이중나선 구조가 파괴된 경우(dou-

ble-strand-breaks, dsb) 이를 인지하고 복구하는데 중추적 역

할을 하는 효소이다.
2∼5) DNA-PK 복합체는 catalytic subu-

nite인 DNA-PKcs와 regulatory subunite인 Ku로 구성되어 있

는데 Ku는 그 질량에 의해 Ku70과 Ku86으로 분류되어 있

다.
6,7)
 DNA-PK에서 Ku는 절단된 DNA 말단부에 DNA염기

서열에 관계없이 직접 부착되는 부분이다. Ku는 polymyo-

sites-scleroderma overlap 증후군 환자의 혈청에서 최초로 확

인되었으며 당시 두 명의 환자 이름의 알파벳 첫 자를 인

용하여 만들었다.
8,9)
 Ku 단백질은 DNA 이중나선구조 손상

복구, 면역 로블린 V(D)J 재조합, telomere 길이 유지, 세포

주기 및 전사 조절에 관여하는 것으로 알려져 있다.
9∼12)

  두경부 종양의 치료에 있어서 방사선치료는 매우 중요
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목 적: DNA-dependent protein kinase (DNA-PK)는 serine/threonine kinase로 470 kDa의 catalytic subunit (DNA- PKcs)

와 각각 70 kDa과 86 kDa의 무게를 갖는 Ku 70, Ku 80 단백질로 구성된다. 이 DNA-PK는 방사선에 의해 DNA의 

두 가닥이 동시에 절단되는 경우 DNA 손상 복구에 핵심적 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 본 연구에서 Ku 발현

과 이온화방사선에 민감도와의 상관 관계를 알아보고자 하 다. 
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AMC-HN3이 방사선에 가장 민감하 고, AMC-HN9이 방사선에 가장 저항성을 보여 2개의 세포주에 대한 Ku70/80

의 발현을 Western blot과 면역형광 염색을 시행하여 방사선의 반응도와의 상관관계를 알아보았다. 
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한 역할을 하고 있지만 방사선치료의 효과를 예측할 수 있

는 편하고 정확한 방법은 없는 상태이다. 두경부암의 방사

선치료 시 Ku 발현 정도가 방사선치료 결과의 예측 인자

로써 의미 있다면 향후 수술적 치료보다 장기보존 목적의 

방사선치료가 적당한 환자군을 구별하는 데 매우 유용하

게 활용될 수 있을 것이다. 암 조직내에서 Ku 단백질 발현 

정도가 방사선에 대한 반응성을 직접적으로 예측할 수 있

다면 방사선치료 전에 방사선치료에 대한 반응유무를 쉽

게 예측할 수 있게 됨으로써 방사선치료에 따른 국소제어

율을 향상시킬 수 있을 것이다. 후두암, 하인두암, 구강암, 

그리고 구인두암에서 장기 보존율을 향상시킬 수 있고 환

자들의 삶의 질 향상을 기대할 수 있을 것이다. 본 저자들

은 방사선에 반응도가 다른 두경부종양 세포주에서 그 원

인으로 Ku단백질의 발현의 차이로 가설을 세우고 연구를 

진행하 다. 본 연구는 암세포의 방사선 민감도의 차이와 

Ku 단백질 발현정도와의 연관성을 알아보고자 하 다.

대상 및 방법

1. 세포배양

  사람 두경부종양 세포주인 AMC-HN은 이 세포주를 최초

로 배양에 성공한 원 제작자(울산의대 김상윤 교수)에서 제

공 받아 사용하 다.
13,17) 세포배양을 위해서 사용한 배지는 

15% FBS (fetal bovine serum, Gibco BRL Life Technologies, 

Gaitherburg, MD, USA)이 함유된 DMEM (Dulbeco Modified 

Essential Medium, Gibco BRL, USA)에 24 mM HEPES 완충

액 (Gibco BRL, USA) 및 10% streptomycin-penicillin 등을 

첨가하여 하여 사용하 고, 5% CO2, 37
o
C 조건에서 자라게 

하여 10회 이하 계대 배양된 지수 성장기의 세포를 이용하

다. 

2. 방사선조사

  방사선 조사는 6 MV 에너지의 치료용 선형가속기(Var-

ian Co, Milpitas, CA)를 이용하여 분당 2 Gy 내외의 선량율 

(dose rate)로 균일하게 조사하 다. 방사선 조사량은 3 Gy, 

6 Gy, 9 Gy, 12 Gy를 조사하 다. 

3. 세포생존측정(Clonogenic survival)

  지수 성장기에 있는 세포를 trypsinize하여 계수한 후, 순

차적 희석을 통하여 T-25 플라스크에 적당한 숫자의 암세

포를 분주하 다. 분주한 암세포가 플라스크 바닥에 붙게 

하기 위하여 CO2 배양기에서 24시간 이내 배양하 다. 세

포들을 각각 T-25 플라스크에 키운 후 0, 3, 6, 9, 12 Gy의 

방사선을 조사한 후 세포배양기 내에서 10∼14일 배양하

여 세포집락(colony)이 생기는 것을 확인하 다. 방사선조

사에 따른 세포생존은 세포집락 형성 능력을 기준으로 판

단하 다. 상층의 배지를 제거하고 플라스크 전체를 0.5% 

crystal violet, 20% 에탄올 혼합액에 넣어 3분 염색하고 

PBS로 여분의 혼합액을 제거한 후 건조시켜 세포집락의 

수를 계측하 다. 대조군 (0 Gy)에서 얻은 배양효율 (plat-

ing efficiency, P.E.)을 기준으로 각 실험군의 생존분획 (sur-

vival fraction, S.F.)을 산출하 다. 각각의 생존분획은 3번 

이상 반복 실험하 으며 이의 평균값을 환산하 다.

4. Western blot

  AMC-HN-3과 AMC-HN-9세포를 배양하여 방사선조사전

Fig. 1. Clonogenic cell survival of AMC-HN-1,-2,-3,-4,-5,-6,-7,-8 and -9 cells were generated after their exposure to 0, 1, 2, 4, 8 Gy of 
ionizing radiation. AMC-HN-3 was most radiosensitive and AMC-HN-9 was most radioresistance.
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과 방사선 12 Gy 조사 후 시간별로(2, 4, 8, 16, 24시간) 

RIPA buffer (Tris 50 mM (pH 7.5), NaCl 300 mM, EDTA 5 

mM, Triton X-100 0.5%, 1mM NaF, 1% Aprotinin, 1% Leu-

peptin, 10 mM Iodoacetamide, 1% Peptatin, 0.25% Sodium 

deoxycholate, 2 mM PMSF)로 단백을 추출하 으며 Bradford

법으로 정량 (BioRad, USA)하여 10% Tris-Glycine gel에 40 

mA로 전기 동하 다. PVDF membrane (Amersham Co., 

USA)에 cold Transfer buffer (0.025 M Tris, 0.192 M Glycine, 

20% Methanol)로 2시간 동안 전기 동하 다. Marker 

(Amersham Co., USA)의 위치를 확인한 후 5% skim milk에 

Primary Antibody를 가하 으며 2시간 동안 항원항체 반응

시켰다. TBS-T (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 

20)에 세척하고 HRP conjugated secondary Antibody를 1：

1,000의 비율로 가했으며 항원항체 반응시킨 후 충분히 세

척하여 ECL (Amersham Co., USA)으로 반응을 검출하 다. 

필름(AGFA, USA)에 노출시키고 band의 굵기를 Phospho-

Image analyzer (BioRad, USA)로 분석하여 반응세기를 계산

하 다. 여기에 쓰인 Primary antibody는 Ku80, Ku70, p53, 

p21 (PharMingen, USA)이었다.

5. 유세포 분석

  세포주기를 분석하기 위해서 PI를 이용하여 DNA con-

tent를 분석하 다. AMC-HN-3,-9 세포를 12 Gy 방사선 조

사 후 처치한 세포를 분리하기 위해서 1,000×g에서 5분간 

원심분리한 후 상층액은 버리고 pellet만 조심스럽게 풀어

주었다. Azide 완충액(PBS with 2.5% FCS, 0.05% Na-azide) 

1 ml를 섞고 위와 같은 방법으로 원심분리한 후 세척하

다. 세포의 농도를 1×10
6/ml로 하고 azide 완충액과 50μ

g/ml PI를 넣고 4oC에서 1시간 반응시킨 후 완충액 400μl

를 가해 전체를 500μl로 맞추어 유속세포 분석기 FACscan 

(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)에서 dual color 

parameter protocol을 사용하여 분석하 다. 단 30분 이후에

는 4
oC 혹은 얼음에 보관하며 빛을 차단하 고, 3시간 이

내 분석하 다.

Fig. 2. Clonogenic cell survival of AMC-HN-3 and -9 cells 
were generated after their exposure to 0, 3, 6, 9, 12 Gy of 
ionizing radiation. Variation of radiosensitivity through the cell 
lines of head and neck cancer.

Fig. 3. Immunofluorescent staining was performed in Ku70 and Ku80 (×250 magnification) after 12 Gy of ionizing radiation. Expres-
sion of Ku80 was increased in AMC-HN-9 cell line postirradiation.

AMC-HN-3 AMC-HN-9

Control RT-4hr Control RT-4hr

Ku80 

Ku70

AMC-HN-3 AMC-HN-9

Control RT-4hr Control RT-4hr

Ku80 

Ku70
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6. 면역형광염색

  Chamber 슬라이드에 104개의 세포를 심고 24시간 동안 

배양하 다. PBS (phosphate buffered saline, Sigma Chemical 

Co., St. Louis, Mo, USA)로 씻어준 후 250μl의 메탄올을 

넣어 20분간 고정시켰다. PBS로 씻고 5% skin milk로 3시

간 동안 차단한(blocking) 후 일차 항체(Oncogene Science, 

Mahassett, NY, USA)를 넣고 실온에 2시간 두었다. PBS로 

씻은 후 이차 항체(Oncogene Science)를 넣고 실온에 1시간 

두었다. PBS로 씻고 형광 현미경으로 관찰하 다.

Fig. 4. Western blot showing the levels of Ku80 protein (30 
minutes interval) in the AMC-HN-3 and AMC-HN-9 after 12 
Gy of ionizing radiation. Expression of Ku80 was increased in 
AMC-HN-9 more than AMC-HN-3.

C 30m 1h   2h   4h C 30m 1h 2h 4h
AMC-HN-3     AMC-HN-9

Ku80

Actin

C 30m 1h   2h   4h C 30m 1h 2h 4h
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C 30m 1h   2h   4h C 30m 1h 2h 4h
AMC-HN-3     AMC-HN-9

Ku80

Actin

Fig. 5. Western blot showing the levels of Ku70, Ku80, p53, and p21 in the AMC-HN-3 and -9 cell lines were observed in time 
interval (at 0, 2, 4, 8, 16, 24 hours) after 12 Gy of ionizing radiation.
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7. 연구방법

  총 9개의 두경부종양 세포주의 방사선조사에 대한 생존

율의 차이는 다음과 같다(Fig. 1). 방사선에 저항성이 높은 

9번 세포주(AMC-HN-9)와 민감도가 높은 3번 세포주(AMC- 

HN-3) 2개의 세포주를 선택하여 방사선에 대한 민감도와 

Ku 단백질의 발현정도의 상관 관계를 일차적으로 밝혀내

고자 하 다.

결    과

  AMC-HN-3과 AMC-HN-9 세포주의 방사선에 대한 감수

성을 확인하기 위하여 0 Gy, 3 Gy, 6 Gy, 9 Gy, 12 Gy로 방

사선량을 변화시키면서 세포 생존 곡선을 구하 다(Fig. 

2). AMC-HN-3 세포주가 AMC-HN-9 세포주에 비해서 방사

선에 의해 더 많은 세포사 발생하여 생존 세포 분획이 적

게 관찰되었다. 

  방사선조사에 의한 Ku단백질 발현의 변화 양상을 두 가

지 세포주에서 관찰하기 위하여 방사선 8 Gy 조사하고 4

시간 후 면역 형광염색을 시행하 다(Fig. 3). Ku70은 방사

선 조사에 의해 현저한 변화를 관찰할 수 없었지만 Ku80

은 AMC-HN-3 세포주와 AMC-HN-9에서 모두 발현이 증가

되었다. 특히 AMC-HN-9 세포주에서는 Ku80의 발현이 강

하게 증가 하 다. 방사선조사 후 시간 변화에 따라 Ku80

의 변화를 관찰하기 위하여 8 Gy 방사선조사하고 30분, 1

시간, 2시간, 4시간 지난 시점에서 Western blot을 시행하여 

Ku80의 발현을 관찰하 다. 방사선조사하기 전 기저상태에

서부터 AMC-HN-9에서 Ku80의 발현이 증가되어 있었고 방

사선조사 후 30분 부터 Ku80의 발현이 증가하 다(Fig. 4).

  방사선조사에 의해 유발 신호전달 체계상에서 Ku 단백

질 발현에 상위단계에서 관여하는 p53의 변화를 관찰하고

자 하 다. 방사선 12 Gy 조사하고 Western blot을 시행하

여 Ku70, Ku80, p53, p21발현을 시간에 변화에 따라 관찰

하여 보았다(Fig. 5). 방사선에 의한 Ku 단백질 발현양상은 

AMC-HN-3세포주에서는 Ku70과 Ku80 모두 발현이 증가하

지 않았다. AMC-HN-9 세포주에서는 방사선조사 후 Ku80

은 약 2시간째 1.5배 증가하 고 Ku70은 별다른 변화를 보

이지 않았다(Fig. 6). 방사선을 조사하고 4시간까지의 변화

를 관찰하 던 Fig. 4의 결과와 같았고, 이런 결과는 24시

간까지 관찰하여도 비슷한 양상임을 알 수 있었다. p53과 

p21은 AMC-HN-3 세포주보다 AMC-HN-9 세포주에서 더 

많이 발현되었다.

  12 Gy 방사선에 의해 유도되는 세포고사를 관찰하기 위

하여 시행한 유세포 분석 결과에 따르면 AMC-HN-3 세포

주에서 세포고사가 현저히 증가됨을 관찰할 수 있었고, 세

포주기 변화는 G1기, G2기 세포주기 지연이 AMC-HN-9 

세포주에서 현저히 증가됨을 관찰할 수 있었다(Fig. 7, 8).

고    찰

  방사선에 의한 세포사의 주 기전은 DNA 이중나선구조

의 절단이고 DNA 손상복구에 작용하는 중요한 물질 중의 

하나는 Ku70과 Ku80이다. 본 연구는 방사선에 대한 반응

도가 다른 2개의 사람 두경부종양 세포주에서 Ku 단백질 

발현의 차이를 알아보고자 하 다. 비교적 방사선에 내성

을 나타내는 AMC-HN-9 세포주에서 방사선에 대한 반응이

Fig. 6. Western blot showing the levels of Ku70 Ku80 by phosphoimage analyzer (at 0, 2, 4, 8, 16, 24 hours) in the AMC-HN-3 and 
AMC-HN-9 after 12 Gy of ionizing radiation.
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Fig. 7. Cell cycle analysis by flowcytometry in the AMC-HN-3 and AMC-HN-9 after 12 Gy of ionizing radiation.
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다르게 나타나는 이유 중의 하나는 방사선조사 후 Ku80의  

발현이 증가된다는 점이었다. 한편 Ku70은 양 세포주간에 

차이가 없었고 방사선 조사 후 발현이 증가하지도 않았다. 

Ku 단백질의 존재가 밝혀진 것은 오래되었지만
8) 아직까지 

Ku70과 Ku80에 대한 각각의 역할과 기능은 밝혀져 있지 

않고 있다. Ku70에 대한 면역조직화학염색(immunohisto-

chemical staining) 연구결과에 따르면 Ku70의 발현이 방사

선치료의 반응에 향이 있다는 보고가 대부분이고,
14,15) 

Ku80을 면역화학염색을 한 연구의 결과는 상반된 결과가 

보고되는데 자궁경부암에서 Ku80의 발현이 낮은 경우 국

소재발률이 낮았다는 보고도 있고 편도암에서 Ku80의 발

현이 낮은 종양에서 방사선치료 성적이 오히려 저조하

다는 연구결과도 있어 결론을 내기 어려운 상태이다.
16,18) 

직장암에서 Ku70과 Ku80을 동시에 면역조직화학염색한 

결과에서 보면 Ku70의 발현만 방사선치료반응과 통계학적

으로 연관성이 있었고 Ku80의 발현은 방사선에 대한 반응

에서 의미가 없었다.
15) 문헌보고의 결과를 종합해보면 방

사선치료 전 Ku70의 발현 정도는 방사선 민감도와 관련이 

있을 것으로 생각되고 본 연구 결과에 따르면 Ku70의 발

현이 방사선조사에 의해 증가하지는 않는 것으로 나타났

다. 따라서 Ku70의 발현이 방사선치료 반응 예측인자로는 

적절할 수 있지만 Ku80처럼 방사선에 의해 발현이 증가되

지는 않는 것으로 생각된다. 앞으로 Ku70과 Ku80의 정확

한 기능을 밝혀내는 연구가 진행되어야 할 것이다.

  AMC-HN-3 세포주와 AMC-HN-9 세포주에서 방사선에 

대한 반응도가 차이가 나는 이유는 방사선 조사에 의해 손

상된 DNA 이중나선구조가 AMC-HN-9 세포주에서는 Ku80

의 발현이 증가되어 복구되기 때문인 것으로 생각되었다. 

방사선조사 후 시행한 유세포 분석 결과에 따르면 각각의 

세포주에서 세포고사의 차이가 있었는데 AMC-HN-3 세포

주에서는 손상된 DNA가 복구되지 못했기 때문에 세포고

사로 이어진 것으로 생각된다. 방사선조사 후 AMC-HN-9 

세포주는 AMC-HN-3세포주에 비해서 일종의 방어기전으

로 G1기, G2기 세포 주기 지연이 유발되어 DNA손상이 복

구되었기 때문일 것으로 생각된다. 방사선에 의한 세포내 

신호전달 체계에서 DNA 손상이 일어나면 ATM이 발현되

Fig. 8. Numerical analysis of cell cycles using flowcytometry in the AMC-HN-3 and AMC-HN-9 after 12 Gy of ionizing radiation.
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고 ATM이 p53을 유도하고 p53은 Ku발현을 유발하는 것으

로 알려져 있다. p53은 방사선에 의해 손상받은 세포를 세

포고사로 진행시키거나 p21 유도에 의해 G1기 세포주기 

지연을 유발하여 DNA 손상복구를 하는 것으로 알려져 있

다. 본 연구결과 보면 AMC-HN-9 세포주에서 p53과 p21의 

AMC-HN-3 세포주에 비해서 증가되어 있는데 그 이유로 

생각해 볼 수 있는 점은 p53의 발현이 Ku80의 발현을 유발

하여 DNA 이중나선 구조를 복구하고, 다른 측면에서는 

p21을 유도하여 세포주기에 향을 주어 DNA 손상복구에 

필요한 시간을 조절하는 것으로 생각된다. 하지만 방사선, 

p53, Ku에 대한 상호 작용에 대한 자세한 기전은 아직까지 

밝혀져 있지 않아 향후 Ku 단백질의 발현을 유발하는 데 

기여하는 신호전달체계에 대한 연구를 계속 진행해야 할 

것이다. 

  방사선치료의 실패원인 중의 하나는 암세포의 방사선에 

대한 저항성 때문으로 추측되는데 방사선에 의한 반응성

을 향상시키기 위해서 Ku 단백질 발현에 관여하는 물질과 

신호전달체계를 억제하여 Ku 단백질 발현 자체를 억제하

거나 Ku 단백질이 손상된 DNA에 부착하지 못하게 하거나 

Ku 단백질이 손상된 DNA에 결합된 후 nonhomologous 

DNA end-joining (NHEJ)을 억제하여 궁극적으로 손상된 

DNA 복구를 억제할 수 있는 방법에 대한 연구가 필요할 

것이다. 카페인이나 wortmanine은 ATM kinase를 억제하는 

것으로 알려져 있어 직접적으로 Ku발현을 억제하지 못한

다 하더라도 ATM kinase를 억제함으로써 간접적으로 Ku 

발현이 억제되는지를 실험하면 좀더 Ku 발현에 대한 기전

의 연구에 도움이 될 것으로 생각된다.

  요약하면 AMC-HN-9 세포주가 방사선에 저항성을 나타

내는 이유는 p53 발현에 의해 Ku80의 발현이 증가되어 

DNA 손상복구가 AMC-HN-3 세포주에 비해 상대적으로 

더 많이 일어나기 때문이고 DNA 손상 복구와 관련하여 

p53의 발현이 p21을 유도하고 세포주기에 향을 주어 

DNA 손상 복구에 필요한 시간을 세포주기 지연을 통해 

얻기 때문일 것으로 생각되었다. Ku 발현을 방사선치료의 

예측인자로 활용할 수 있다면 방사선치료에 민감한 환자

에서는 방사선치료 선량을 줄일 수 있게 되어 방사선치료

에 따른 부작용을 현저히 줄일 수 있을 것이다. 또한 Ku 

억제자를 개발하거나 돌연변이를 유발하여 Ku의 기능을 

억제함으로써 방사선치료의 민감도를 현저히 증진시킬 수 

있을 것이다.
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E xpression  o f K u C orre lates w ith  R ad iation  S ensitiv ities
in  the H ead and N eck C ancer C ell L ines
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Purpose: DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) is a serine/threonine kinase consisting of a 470 kDa 
catalytic subunit (DNA-PKcs) and a heterodimeric regulatory complex, called Ku, which is composed of 70 kDa 
(Ku 70) and 86 kDa (Ku 80) proteins. The DNA-PK has been shown to play a pivotal role in rejoining DNA 
double-strand-breaks (dsb) in mammalian cells. The purpose of this study is to examine the relationship 
between the level of Ku expression and radiation sensitivity. 
Methods and Materials: Nine head and neck, cancer cell lines showed various intrinsic radiation sensitivities. 
Among the nine, AMC-HN-3 cell was the most sensitive for X-ray irradiation and AMC-HN-9 cell was the 
most resistance. The most sensitive and resistant cell lines were selected and the test sensitivity of radiation 
and expression of Ku were measured. Radiation sensitivity was obtained by colony forming assay and Ku 
protein expression using Western blot analysis. 
Results: Ku80 increased expression by radiation, wheres Ku70 did not. Overexpression of Ku80 protein 
increased radiation resistance in AMC-HN9 cell line. There was a correlation between Ku80 expression and 
radiation resistance. Ku80 was shown to play an important role in radiation damage response. 
Conclusion: Induction of Ku80 expression had an important role in DNA damage repair by radiation. Ku80 
expression may be an effective predictive assay of radiosensitivity on head and neck cancer.

Key Words: Ku70/80, irradiation, Head and neck cancer cell line
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