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국문요약 

 

성선자극호르몬분비호르몬수용체(GnRHR) 

신규 리간드(GV1001)의 항전립선암 작용 

 

Anti-prostate cancer effect of GV1001, a novel 

GnRHR ligand 

 

 

김 지 원 

지도교수: 강 건 욱 

 

 항암 백신인 GV1001은 인간 텔로머라아제 역전사효소 촉매 

소단위(hTERT)의 일부 16개 아미노산으로 구성된 펩타이드로 인체 

면역계 중 암세포 선택적인 T세포 기능을 강화시키는 cancer vaccine이다. 

최근 다양한 암종에 대해 GV1001이 항암 효능을 갖는다는 연구와 임상 

결과가 보고되어 있지만, 아직까지 항암제로써 그 기능과 기전에 대한 

연구는 부족하다. 

 전립선암은 남성에서 가장 많이 발병하는 암종이며, 암에 의한 

사망의 주된 원인이다. 전립선암 치료 요법으로는 호르몬 요법, 

전립선적제술, 방사선 치료 및 항암화학요법이 사용되는데 특히 호르몬 

요법이 단독 혹은 병용으로 다른 치료 요법과 함께 사용된다. 
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전립선암의 치료가 어려운 이유는 항암제 저항성 전립선암으로 쉽게 

악성화되기 때문인데, 악성화가 일어나면 빈번한 재발과 빠른 전이로 

인하여 사망률이 크게 높아진다. 현재까지 이러한 전이성 전립선암에 

대한 진단 마커와 치료 전략이 부족한 실정이다. 

 본 연구에서는 GV1001을 GnRH 수용체에 작용하는 새로운 리간드로 

제시하고, 악성 전립선암에 적용 가능한 새로운 치료 약제로 규명하고자 

하였다. 첫 번째, GV1001을 최초로 GnRH 수용체 리간드로서 제시하고 

그 기능에 대한 연구를 진행하였다. 두 번째, 전립선암의 악성화 형태인 

암세포 전이에 대한 GV1001의 기능과 기전 탐구를 통한 전립선암 치료 

요법 발굴을 연구 목표로 설정하였다. 

 GV1001의 구조 분석 결과, 펩타이드 서열 일부가 GnRH 유사체들과 

중첩되는 것을 확인하였다. 이 서열은 GnRH 유사체가 수용체와 

결합하는 데에 핵심적인 역할을 담당하고 있을 것으로 예측되어 

GV1001이 GnRH 수용체와 결합하는지 확인하였고, 결과적으로 GnRH 

수용체와 결합하여 하위 신호 전달을 매개하고 있음을 관찰하였다. 또한, 

대표적인 GnRH 유사체인 leuprolide acetate(LA)와 비교하였을 때, LA 

처치에 의하여 GnRH 수용체 주요 하위 전달 신호인 Gαq-칼슘 분비가 

증가한 반면 GV1001 처치에 의하여 부차적인 하위 전달 신호인 Gαs-

cAMP 신호가 활성화 되는 것을 관찰할 수 있었다. LA와 GV1001는 또한 

경쟁적으로 상호 신호 전달을 억제하였으며, 이러한 신호 전달은 GnRH 

수용체에 의존적으로 관찰되었다. 

 GV1001의 GnRH 수용체 매개 전립선암 억제 효과를 평가하기 위해 

동물 실험과 세포 실험을 진행하였다. GV1001을 반복하여 투여했을 때, 
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누드 마우스의 혈중 테스토스테론 수치가 현저히 감소하였으며, 정액 

소포 무게가 유의하게 감소하였다. 또한, GV1001 처치에 의해 전립선암 

이종 이식 누드 마우스 모델에서 LNCaP 세포주 종양의 부피가 

감소하였으며 종양 내 세포자가사멸 마커의 유도와 세포증식 마커의 

억제가 관찰되었다. 암세포 전이 유도 인자인 MMP2, MMP9의 종양 내 

mRNA 발현 수준을 평가한 결과 GV1001 처치에 의해 MMP2, MMP9의 

mRNA 발현 수준이 억제되는 것을 확인하였다. 세포 실험에서 GV1001 

처치에 의해 LNCaP과 PC-3 세포주 증식이 감소되었으며, Transwell-세포 

이동능 평가 결과에서도 LNCaP과 PC-3-세포주 이동능이 감소하였다. 

또한, LNCaP과 PC-3 세포주 내의 세포자가사멸 유도 효과가 관찰되었다. 

GV1001의 세포자가사멸 유도 효과는 GnRH 수용체에 의존적으로 

관찰되었다. 이러한 GV1001의 암세포 발현-GnRH 수용체에 대한 

직접적인 암세포 억제 효과가 생체 내에서 관찰되는지 평가하기 위해 

CRISPR/Cas9 유전자 편집 시스템을 도입한 LNCaP 전립선암 세포주를 

구축하여 이종 이식 누드 마우스 모델을 구축하였다. 그 결과, GV1001 

처치에도 GnRH 수용체 편집 LNCaP 세포주 종양의 부피가 유의하게 

감소하지 않았다. 이러한 결과는 GV1001의 전립선 종양 억제 효과가 

뇌하수체 호르몬 분비 세포 및 암세포 자체에 발현된 GnRH 수용체 

모두를 경유하여 나타나는 효과임을 시사한다. 

 전립선암 이종 이식 누드 마우스 모델에서 GV1001은 종양 내 MMP2, 

MMP9의 mRNA 발현 수준을 억제하였으며, LNCaP, PC-3 세포주의 

이동능을 감소시킨 바 있다. 이러한 세포 이동능 및 전이에 미치는 

GV1001의 영향에 대해 탐구하기 위해 세포 표현형 변화를 관찰하였다. 
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GV1001의 처치는 LNCaP 세포의 상피간엽전환(epithelial-mesenchymal 

transition, EMT)을 억제하였다. 또한, ultra-low attachment surface plate 에서 

배양된 LNCaP 세포의 구 형성능이 GV1001 처치에 의해 억제되는 것을 

관찰하였다. 전립선암 세포의 세포 표현형 및 이동능에 미치는 

GV1001의 영향이 결과적으로 생체 내에서 다른 장기로의 전이를 억제할 

수 있는지 비장-간 전이 마우스 병리 모델(spleen-liver metastasis)을 통해 

평가하였다. 비장에 LNCaP 세포를 주입한 후 GV1001을 처치하였을 때, 

간 전이 발생 빈도와 종양 면적이 모두 감소되는 것을 확인하였다. 

 안드로겐 결핍이나 AR 활성 저해는 전립선암의 항-안드로겐 약제에 

대한 저항성의 원인이 되고 다양한 발암원성 신호전달을 촉진하는 

것으로 알려져있다. GV1001의 전립선암 억제, 특히 이동능의 억제에 AR 

활성이 영향을 미치는지 평가하였고, AR의 Gαs-cAMP 신호 의존적 

활성화가 관찰되었다. GV1001의 처치에 의해 LNCaP-세포주 내 AR의 

인산화와 androgen-response element(ARE) 매개 전사활성이 증가하는 것을 

western blot assay와 luciferase assay를 통해 관찰하였다. 이러한 AR 활성화 

및 AR 발현 증가는 LNCaP 세포주의 세포 이동능을 억제했다. AR 

활성은 일반적으로 전립선암의 증식을 매개하는 주요 인자로 알려져 

있으나, 전이 억제를 유도하는 기전을 탐구하기 위해 AR과 결합하는 

보조활성자의 역할을 규명하고자 하였다. 

 AR 결합 보조활성자와 GnRH 수용체 하위 전달 신호 중 Gαs-cAMP 

신호 특이적 활성화의 연관성을 평가하기 위해 전립선암 환자의 전이와 

관련된 유전자 발현을 분석하였고 핵심 유전자로 YAP1을 도출하였다. 

세포 실험을 통해 GV1001 처치에 의한 YAP1의 인산화, 세포질 내 축적 



 

v 

 

및 유비퀴틴화-단백분해효소 활성화를 관찰하였다. YAP1의 분해에 따라 

AR과의 결합이 저해되고 YAP1 의존적 타겟 유전자의 발현이 

억제되었다. 또한, YAP1 타겟 유전자의 프로모터 부위에 대한 AR의 

결합능 역시 억제되는 것이 관찰되었다. 이러한 YAP1의 활성 억제 

효과는 GV1001의 Gαs-cAMP 신호 의존적으로 관찰되었다. 세포 전이 

실험을 통해 GV1001의 Gαs-cAMP 신호 의존적 YAP1 활성 억제가 세포 

전이를 억제하고 있음을 확인하였다. 전립선암 세포의 성장과 전이에 

미치는 YAP1의 역할을 평가하기 위해 CRISPR/Cas9 유전자 편집 

시스템을 도입한 YAP1 편집 LNCaP 세포주를 구축하였다. YAP1 편집 

LNCaP 세포주는 세포의 이동능이 대조군 LNCaP 세포주에 비하여 

현저하게 억제되어 있었으며, 누드 마우스 모델에서 종양의 성장이 

대조군 LNCaP 세포주 종양에 비하여 유의하게 느린 것을 관찰하였다. 

또한, YAP1 편집 LNCaP 세포주에서 GV1001에 의한 세포 이동능 억제 

효과는 관찰되지 않았다. 활성화된 YAP1은 핵 내에 존재하여 다양한 

발암원성 유전자들의 전사를 촉진하는 전사 인자로 작용한다. 활성화 

YAP1의 발현을 촉진(constitutive active)하는 형태인 YAP5SA를 과발현시킨 

후 YAP1의 과활성이 미치는 영향을 평가하고자 하였다. YAP1 편집 

LNCaP 세포주와 반대로 YAP5SA 발현 LNCaP 세포주는 대조군 LNCaP 

세포주에 비하여 세포의 이동능이 현저하게 증가되어 있었다. 그러나, 

YAP1 편집 LNCaP 세포주와 마찬가지로, GV1001에 의한 세포 이동능 

억제 효과는 YAP5SA 발현 LNCaP 세포주에서도 관찰되지 않았다. 

 종합하여 볼 때, 본 연구에서 규명한 GV1001의 GnRH 수용체 

리간드로써의 역할은 Gαs-cAMP 신호의 선택적 활성화이며 Gαs-cAMP 
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신호 전달을 통해 YAP1의 활성 억제와 AR의 활성화가 유도되는 것을 

확인하였다. AR-YAP1 결합은 AR 활성화에 따른 전이 촉진의 주요한 

인자이고, 이를 저해했을 때 전이 억제 효과가 관찰된다. 따라서 

전립선암의 악성화를 제어하는 새로운 타겟으로 YAP1을 제시하며, 이를 

활용하면 기존 호르몬 치료제의 저항성 매개 기전을 이해하고 

전립선암의 새로운 치료 방안을 도출할 수 있을 것으로 기대된다. 

 

주요어: 전립선암, hTERT, GnRH 수용체, 안드로겐 수용체, YAP1 

 

학번: 2012-21577 
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I. 서 론 

 

 GV1001은 인간 텔로머라아제 역전사효소의 촉매 소단위(hTERT)에서 

유래한 16개 아미노산의 펩타이드이다. 다양한 고형 종양의 90% 이상이 

암세포의 불멸화를 유지하기 위해 정상 조직에 비해 증가된 

텔로머라아제를 발현하고 있으며(Kim et al., 1994), GV1001은 증가된 

텔로머라아제에 대해 면역 반응을 일으키기 위한 항암 백신으로서 

개발되었다. GV1001의 접종은 hTERT를 인지하는 여러 CD4+, CD8+ T 

세포에 의한 면역 반응을 촉진한다(Kyte, 2009). 최근 췌장암을 비롯한 

다양한 고형 암에서 GV1001의 접종이 면역 반응을 촉진하고, 면역 

반응이 일어난 환자에서 생존기간이 증가하였음이 보고된 바 

있다(Bernhardt et al., 2006). 또한 뛰어난 안전성을 바탕으로 췌장암뿐만 

아니라 비소세포성 폐암(NSCLC), 흑색종과 같은 암종을 대상으로 

항암제로서 다양한 임상 시험이 진행되고 있다(Bernhardt et al., 2006; 

Brunsvig et al., 2006; Brunsvig et al., 2011; Kyte et al., 2011). 그러나 아직까지 

암세포에 대한 GV1001의 직접적 항암 작용과 이를 매개하는 기전에 

대한 연구는 부족하다. 

 전립선암은 남성에서 가장 발병율이 높은 암종이며, 미국과 유럽에서 

암에 의한 사망률이 가장 높은 암종의 하나이다(Siegel et al., 2011). 

전립선암 치료 요법으로는 호르몬 요법, 전립선적제술, 방사선 치료 및 

항암화학요법 등이 사용되는데 증상이 심하고 전이 위험도가 높은 

환자들에게 1차적으로 호르몬 요법이 단독 혹은 병용으로 다른 치료 

요법과 함께 사용된다(Akaza, 2011; Cornford et al., 2017). 그러나 
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전립선암은 일반적인 치료 요법 후 12-18개월 이내에 악성화가 빠르게 

진행되며 빈번한 재발과 빠른 전이로 인하여 사망률이 크게 

높아진다(Chi et al., 2009; Devlin and Mudryj, 2009; Harris et al., 2009; Lassi and 

Dawson, 2010). 악성화가 진행된 경우 생존 기간은 9-30개월로 매우 

짧아지게 된다(Kirby et al., 2011). 따라서 전이성 전립선암에 대한 치료 

전략이 필요하며 현재까지 진단 마커와 치료 약제가 부족한 실정이다. 

 전립선암과 같은 호르몬-조절 종양 치료를 위해 사용되는 1차 요법인 

호르몬 요법은 암세포의 성장에 가장 큰 영향을 미치는 인자인 호르몬 

자극을 단절시키는 요법이다(Mottet et al., 2011). 전립선암의 경우 

대표적인 남성호르몬인 테스토스테론의 조절이 타겟이 된다. 그 중에서 

gonadotropin-releasing hormone(GnRH) 유사체는 생체 내에서 시상하부-

뇌하수체-생식선 축의 탈감작을 일으켜 생식선에서의 테스토스테론 

분비를 억제한다.  

 GnRH는 시상하부에서 생합성되어 외부로 분비되는 호르몬으로, 

내분비계 호르몬 네트워크를 중추적으로 조절하는 중요한 호르몬이다 

(Millar et al., 2004; Naor and Huhtaniemi, 2013). GnRH가 시상하부에서 

방출되면, 뇌하수체 성선 자극 호르몬 세포의 표면에 발현된 GnRH 

수용체와 결합하여 황체 형성 호르몬(luteinizing hormone, LH) 및 여포 

자극 호르몬(follicle-stimulating hormone, FSH)의 분비를 촉진한다(Schally et 

al., 1971). GnRH 수용체는 세포 외부-내부 루프에 의해 연결된 7 개의 

transmembrane-spanning 도메인을 가진 G-단백질 결합 세포 표면 

수용체(G-protein-coupled cell surface receptors, GPCR) 이다. 다른 GPCR들과 

마찬가지로, GnRH 수용체는 리간드와 결합하여 하위의 다양한 G-
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단백질을 활성화 시키고 세포 내로 신호를 전달한다(Hawes et al., 1993; 

Stanislaus et al., 1998). 뇌하수체 성선 자극 호르몬 세포에서는 GnRH 

수용체가 우선적으로 Gαq-단백질과 결합하고, 내분비 활성을 갖게 되어 

호르몬의 생합성 빛 분비를 촉진한다(Grosse et al., 2000; Hille et al., 1994; 

Voliotis et al., 2018). 반대로, GnRH 수용체에 결합한 리간드에 의해 Gαi-

단백질이 결합하여 활성화되었을 때 GnRH 뉴런 기능 및 호르몬 분비 

기능이 억제됨이 규명되어 있다(Krsmanovic et al., 2003).  

 GV1001의 분자적 기전을 탐구하기 위해 펩타이드의 구조 분석을 

실시하였고, 그 결과 펩타이드의 아미노산 서열 일부가 GnRH와 GnRH 

유사체인 leuprolide acetate(LA, GnRH 작용제) 및 cetrorelix acetate(CA, 

GnRH 길항제)와 중첩되는 것을 확인하였다. 이러한 결과를 토대로 

GV1001이 GnRH 수용체에 대한 신호 전달 능력을 갖는지 연구하고자 

하였다. 

 LA는 GnRH에서 유래한 10개 아미노산의 펩타이드이며, GnRH의 

6번에 위치한 Gly과 10번에 위치한 Gly 아미노산을 각각 D-Leu와 N-

ethylamide로 치환한 형태이다. 이러한 아미노산 치환 때문에 LA는 

내인성 GnRH보다 GnRH 수용체에 대한 결합능이 50 배 이상 높으며, 

다른 GnRH 유사체인 triptorelin과 goserelin은 각각 50 배, 100 배가 

높다(Schally et al., 1971; Schally et al., 2017). GnRH 펩타이드는 세포 

외부에서 단백분해효소(proteolytic enzymes)에 의해 절단되며(Cleverly and 

Wu, 2010; Peter et al., 1996; Yang et al., 1998), GnRH 아미노산 서열 중 Trp3-

Ser4와 Tyr5-Gly6 의 결합이 절단되는 것으로 알려져 있다(Lasdun et al., 

1989; Peter et al., 1996). 인간 GnRH 수용체에 대한 선택성이 높은 
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GnRH1와 달리 수용체에 대한 선택성이 낮은 GnRH2는 GnRH1의 Tyr5, 

Leu7, Arg8이 각각 His5, Trp7, Tyr8로 치환된 형태이며, 이는 Tyr5, Leu7, 

Arg8이 수용체 선택성에 크게 관여하는 residues임을 의미한다(Lu et al., 

2005). 본 연구에서는 GV1001의 아미노산 서열과 GnRH 유사체의 

아미노산 서열을 비교하였을 때, 수용체 선택성에 관여하는 residue를 

포함하는 중첩이 수용체 활성화를 야기할 수 있는지 평가하고자 하였다. 

 안드로겐 수용체(AR)는 테스토스테론(testosterone)과 

디히드로테스토스테론(dihydrotestosterone, DHT)에 의해 생체 내에서 

활성화되는 남성호르몬 수용체이다(Chua and Bristow, 2016). 전립선암 

치료를 위한 호르몬 요법으로 AR의 작용을 억제시키는 항-안드로겐 

약제들이 사용되는데, 대표적으로 flutamide, bicalutamide, nilutamide와 같은 

약제들이 있다(Crawford et al., 2018). 이후 enzalutamide와 같은 약제들이 

개발되어 기존의 항-안드로겐 요법의 저항성 획득에 대한 대안으로 

제시되고 있지만 여전히 전립선암 치료에 있어서 저항성 획득과 빠른 

전이는 해결해야 할 과제로 남아있다. 많은 연구에서 저항성 획득의 

기전으로 AR의 비정상적 발현을 제시하고 있으며, 예를 들면  

1) AR의 비정상적 과발현, 2) AR 변이체(splice variants), 3) AR 

점돌연변이(point mutation) 그리고 4) 글루코코르티코이드 수용체(GR)의 

과발현 등이 있다(Boudadi and Antonarakis, 2016).  

 일반적으로 안드로겐 수용체(AR), 에스트로겐 수용체(ER), 그리고 

프로게스테론 수용체(PR), 글루코코르티코이드 수용체(GR)와 같은 

스테로이드 수용체들은 리간드에 의해 homodimer를 형성하여 DNA 반응 

부위에 결합하며, 타겟 유전자의 전사를 촉진한다. 스테로이드 수용체가 
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전사를 시작하기 위해서 보조활성자나 보조억제자와 같은 보조조절자 

단백질들이 필요하며, 염색질을 개조하는 것과 같은 방법으로 전사 

활성을 조절한다(Agoulnik and Weigel, 2009; Heemers and Tindall, 2007). AR의 

전사 활성을 조절하는 보조활성자는 대표적으로 steroid receptor 

coactivator-1(SRC-1), TIF2, P300가 있으며, 염색질 개조를 위해 히스톤 

아세틸화(histone acetyl-) 또는 메틸화(methyl-) transferase 활성을 

촉진한다(Chakravarti et al., 1996; Gregory et al., 2001; Lonergan and Tindall, 

2011). 대표적인 보조억제자인 silencing mediator of retinoid and thyroid 

hormone receptors(SMRT)나 nuclear receptor corepressor(NCoR)은 타겟 

유전자의 프로모터에 histone deacetylase 활성을 촉진함으로써 유전자의 

전사를 억제한다(Li et al., 2000). 이러한 보조조절자의 역할은 암 발달을 

촉진하거나 억제하는 경로를 조절하므로 정상적인 세포 활성 유지 및 

암의 악성화에 중요한 역할을 한다. 최근에는 전립선암의 저항성 획득의 

기전으로 AR의 비정상적 발현 변화뿐 만 아니라 안드로겐 결핍이나 AR 

활성 저해 자체만으로 다양한 발암원성 신호전달을 촉진하는 것이 

보고되어 있어 직접적인 AR의 억제가 아닌 AR과 결합하는 

보조활성자의 조절이 치료적 타겟으로 중요하게 제시되고 있다. 예를 

들어, transcription intermediary factor 2(TIF2)와 같은 AR의 보조활성자는 

bicalutamide에 대한 저항성을 촉진하고, TIF2는 IL-6와 같은 자극원에 

반응하여 상향조절되는 것이 보고되어 있다(Feng et al., 2009). 반대로, 

NKX3.1과 같은 단백질은 AR의 타겟 유전자이며 동시에 AR에 의한 

증식, 종양 발생을 억제하는 것으로 알려져 있다(Lei et al., 2006).  

 NKX3.1은 전립선 상피 인자로 알려져 있으며, 전립선암의 진행 
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과정에 중요한 역할을 담당하는 homeodomain 단백질이다(Wang et al., 

2009). NKX3.1은 안드로겐 신호에 의해 조절되며 활성화된 AR이 타겟 

유전자에 결합하여 전사를 촉진할 때 Androgen receptor binding site(ARBS) 

에 AR과 함께 결합하여 전립선 암 생존과 성장에 관여하는 유전자들의 

전사를 조절한다(Tan et al., 2012). NKX3.1이 결손된 LNCaP 전립선암 

세포주는 세포 성장과 전립선암의 림프선으로의 전이, 그리고 생체 

내에서 암의 성장이 촉진된다(Magee et al., 2003; Zhang et al., 2008). 

 Hippo pathway는 정상적인 세포에서 종양억제 신호로서 중요한 역할을 

담당한다. Hippo pathway는 세포 증식, 세포자가사멸, 줄기세포 및 전구세

포의 발달을 조절하기 때문에 hippo pathway 구성 효소들의 변이나 억제

는 장기의 과성장을 유도한다(Dai et al., 2017; Mo et al., 2014; Pan, 2010; Zhao 

et al., 2008). Hippo pathway의 구성 효소인 MST1/2, SAV, LATS1/2는 인산화

되어 전사 인자인 YAP1을 인산화 시키고, 인산화 된 YAP1은 세포질에 

축적되어 유비퀴틴화-단백분해된다. Hippo pathway와 hippo pathway에 의해 

조절되는 전사 인자인 YAP/TAZ는 다음과 같은 상위 신호에 의해 조절

되는 것이 밝혀져 있다:  

1)  Rho-GTPase-Actin 세포 골격과 같은 물리적자극의 도입

(mechanitransduction)(Dupont et al., 2011) 

2)  메발로네이트 경로(Mevalonate pathway)와 같은 신진 대사 경로

(Enzo et al., 2015; Sorrentino et al., 2014) 

3)  Wnt/β-catenin 경로와 같은 줄기 세포 관련 신호(Azzolin et al., 

2014) 

이러한 신호들은 hippo pathway를 조절하며 YAP1의 핵 내로의 이동을 조
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절한다. Hippo pathway의 비정상적인 조절로 인해 증가된 전사 인자 YAP1

은 핵 내로 들어가 다양한 발암원성 유전자들의 발현을 촉진한다(Janse 

van Rensburg and Yang, 2016). 최근에는 YAP1이 종양 발생 단계뿐 만 아니

라 암 전이를 촉진하는 핵심 인자로 주목받으며 많은 연구들이 진행되고 

있다. 암세포에서 YAP1에 의해 세포 증식, reprogramming, 줄기세포화

(stemness), 상피간엽전환(epithelial-mesenchymal transition, EMT), 그리고 항-

세포자가사멸(anti-apoptosis)과 관련된 유전자들의 발현이 촉진된다는 것

이 알려져 있다(Janse van Rensburg and Yang, 2016; Ling et al., 2017; Pan, 2010; 

Sun et al., 2016; Yu et al., 2018; Zanconato et al., 2016). 또한 YAP1은 암세포가 

다양한 약물에 대한 저항성을 획득하는데 관여한다고 보고되어 있다(Hsu 

et al., 2016; Lee et al., 2016; Lee et al., 2015; Zanconato et al., 2016). YAP1의 기

능을 저해하였을 때, 암의 진행이 억제되고 항암제에 대한 민감성이 회

복되는 것이 관찰되었다(Hsu et al., 2016). 따라서 Hippo pathway를 조절하

는 상위 신호를 규명하고 YAP1을 조절하여 치료적 효과를 도출해 내기 

위한 연구가 필요하다. 본 연구를 통해 AR의 보조활성자인 YAP1의 역

할을 규명하고 YAP1의 억제와 AR의 활성화에 따른 하위 유전자 조절과 

그로 인한 전립선암 전이 억제 기전을 탐구하고자 하였다. YAP1을 인산

화시킴으로써 세포질 내 축적 및 유비퀴틴화-단백분해효소 활성화에 따

른 분해를 유도하는 상위 신호를 탐구하였다. 또한 YAP1의 분해에 따라 

AR과의 결합이 절단되고, 하위 유전자 발현 조절을 통해 세포의 이동능

을 조절할 수 있는지 평가하고자 하였다. 또한 보조조절자로서의 YAP1 

결합에 따라 AR의 전사 활성이 조절될 수 있음을 규명하고자 하였고, 

AR의 활성 증가와 AR과 결합된 보조조절자 YAP1의 억제가 전립선암의 
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전이를 억제를 제어하는 중요한 기전임을 제시하였다. 

종합하면, 본 연구에서는 전립선암의 진행을 억제하는 신규 약제인 

GV1001의 기능을 제시하고 그 기전을 규명하였다. 전립선암의 악성화로 

인한 전이를 억제하는 핵심적인 타겟으로 AR의 보조조절자인 YAP1의 

조절을 제시하였다. 또한 YAP1의 상위 조절 신호 및 AR의 활성화 

신호로 작용하는 Gαs-cAMP 신호의 선택적 활성화를 통해 전이에 

관여하는 타겟 유전자의 발현 억제, 결과적으로 생체 내 전립선암의 

증식 및 전이에 대한 억제 효과를 검증하였다. 
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II. 연구재료 및 방법 

 

II-1. 시약 및 재료 

GnRHR, AR, NKX3.1 항체는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, 

USA)에서 구입하였다. Poly(ADP-ribose) polymerase(PARP) 1, cleaved 

PARP(cl-PARP1), cleaved caspase3(cl-casp3), Bcl-2, p-AR, YAP/TAZ, p-YAP 

항체는 Cell Signaling (Beverly, MA, USA)에서 구매하였다. β-actin 항체는 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구매하였다. Horseradish 

peroxidase(HRP)-conjugated donkey anti-rabbit and anti-mouse IgGs는 Cell 

Signaling으로부터 구입하였다. GV1001 펩타이드와 fluorescein 

isothiocyanate(FITC)-결합 GV1001은 GemVax & KAEL (Seongnam, Kyeonggi-

do, South Korea)이 공급했다. Leuprolide acetate(LA)와 cetrorelix acetate(CA), 

R10A, R12A mutant 펩타이드는 Anygen (Gwangju, South Korea)에서 

구입하였다. 

 

II-2. 세포 배양 

LNCaP (안드로겐 수용체 양성 인간 PCa 세포주) 및 PC-3 (안드로겐 

수용체 음성 PCa 세포주), N87 (인간 위암 세포주) 세포를 10 % 소 태아 

혈청 (Hyclone, Logan, UT, USA) 및 1 % 페니실린/스트렙토마이신 (100 

U/ml, Hyclone) 을 함유하는 RPMI-1640 배지를 이용하여 배양하였다. 

HEK293 세포는 10 % 태아 소 혈청 (Hyclone) 및 1 % 

페니실린/스트렙토마이신 (100 U/ml)을 갖는 Dulbecco 's modified Eagle 's 
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배지(DMEM)에서 배양 하였다. 모든 배양 조건은 37 ℃에서 5 % CO2 

환경에서 유지되었다. 

 

II-3. 리간드-수용체 결합능 평가  

HEK293 세포는 100 mm2 plate에서 배양되었고, 세포 스크레이퍼를 

사용하여 500 μl 차가운 PBS에서 수확하였다. 세포를 25G 바늘에 10 번 

통과시키고, 100 mM KCl, 5 mM MgCl2, 50 mM Tris-HCl (pH 7.2), 1 mM EGTA 

와 단백분해효소 저해제를 함유하는 균질화 완충액으로 균질화 시킨 후 

720 g에서 5 분간 원심 분리 하였다. 샘플을 10,000 g에서 원심 분리하고, 

상등액을 100,000 g 에서 1 시간동안 초 원심 분리 (Optima-XE100, 

Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA) 하였다. 세포막 구획을 함유하는 

펠렛을 10 mM Tris-HCl (pH 7.2), 250 mM 수크로오스, 1 mM EGTA 및 

단백분해효소 저해제를 함유하는 차가운 샘플 완충액으로 재현탁시켰다. 

TEDG 버퍼 0.3 ml (10 mM Tris-HCl, ph 7.6, 1.5 mM EDTA, 1 mM Dithiothreitol, 

10% glycerol)에서 4 ℃에서 1 시간동안 FITC-결합 GV1001 (0.3 및 3 

mM)과 혼합하였다. 혼합물 중의 유리 리간드를 분리하기 위해, 혼합물을 

세척 완충액 (50 mM Tris base, pH 8.0)으로 3 회 세척하였다. FITC-결합 

GV1001 펠렛을 샘플 완충액으로 재현탁하고 형광측정기 (Berthold 

Technologies, Bad Wildbad, Germany)를 사용하여 분석하였다.  

 

II-4. 스트렙타아비딘-비오틴 결합 평가 (Streptavidin-Biotin binding 

assay)  

총 세포 lysate (300 μg/ml)를 4 nmol의 비오틴-결합 GV1001과 4 ℃에서 8 
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시간동안 배양하여 결합하도록 완만하게 회전시켰다. 150 μl의 

스트렙타아비딘 결합 비드(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 2 % 소 혈청 

알부민이 포함된 PBS로 15 분간 블로킹 한 후, 비오틴-결합 GV1001 전 

배양된 세포 용해물과 함께 배양하였다. 비오틴-결합 GV1001이 없는 

세포 용해물-비드 혼합물을 음성 대조군으로 사용하였다. 

스트렙타아비딘-비오틴 복합체 결합 단백질을 SDS 로딩 완충액에서 10 

분간 boiling하여 용출시키고 GnRHR 웨스턴 블랏팅을 진행하였다. 

 

II-5. FITC-표지 GV1001을 이용한 세포 내 위치 평가 

LNCaP 세포를 24시간동안 8-챔버 유리 슬라이드 (Lab-Tek, Nunc, Rochester, 

NY, USA)에서 배양하였다. 10 μM FITC-결합 GV1001 펩타이드를 배양 

배지에 첨가하고 16 시간 동안 배양하였다. PBS로 2회 세척한 후, 세포를 

실온에서 20 분동안 4 %-파라 포름 알데히드로 고정시켰다. 세포를 

DAPI로 1 분동안 염색하여 핵을 시각화하였다. PBS로 세척한 후, 커버 

슬립을 장착하고 공초점현미경(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)으로 

촬영하였다. 

 

II-6. 세포 내 칼슘 정량  

커버 슬립에서 배양 된 LNCaP 및 HEK293 세포는 생리 식염수 (PSS; 140 

mM NaCl, 5 mM KCl, 5 mM NaHCO3, 1.8 mM CaCl2, 1.4 mM MgCl2, 1.2 mM 

NaH2PO4, 11.5 mM 글루코오스 그리고 10 mM HEPES, pH 7.4)에 포함된 1 

μM fura-2/AM 과 1 % 소 혈청 알부민과 함께 1 시간 동안 배양하였다. 

커버 슬립은 현미경 스테이지에 superfusion 챔버에 장착하고 2 ml/min의 
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속도로 PSS로 지속적으로 superfusion 시켰다. 모든 실험은 33 ℃ 에서 

수행되었다.  세포는 S Fluor 40X (N.A. 1.30, oil) objective lens가 장착된 

Nikon Eclipse Ti-U inverted microscope (Nikon, Tokyo, Japan), Evolve 512 electron 

multiplying charge coupled device(EMCCD) 카메라 (Photometrics, Tucson, AZ, 

USA)를 이용하여 촬영되었다. Fura-2에 사용된 excitation, emission 파장은 

각각 340/380, 535 nm 이다. 이미지는 Meta Imaging System (Molecular 

Devices, West Chester, PA, USA)를 이용하여 얻어진 후 분석되었다. 

 

II-7. 리포터 유전자 분석 (Reporter gene assay)  

LNCaP 세포 (1×105 cells/well)을 48-well plate에서 배양 한 후, cAMP-

response element(CRE) 또는 androgen-response element(ARE)를 함유하는 

루시퍼라아제 리포터 플라스미드로 형질 도입 시켰다. 형질 도입된 

세포를 24 시간 동안 화합물에 노출시키고, 루시퍼라아제 리포터 분석 

시스템 (Promega, Madison, WI, USA)를 사용하여 프로모터 활성을 

측정하였다. 세포 용해물에서의 firefly와 hRenilla 루시퍼라아제 활성을 

luminometer (LB960, Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany)를 이용하여 

측정하였다. 상대적 루시퍼라아제 활성은 phRL-SV (hRenilla) 

루시퍼라아제 비율로 나누어 계산하였다. 

 

II-8. 면역화학적 분석 (Immunoblot analysis)  

세포 용해물에서 얻은 동량의 단백질을 sodium dodecylsulfate-

polyacrylamide 젤 전기영동법(SDS-PAGE)으로 분리한 후 nitrocellulose 

membrane에 단백질을 전이시켰다. 5 % 탈지유 용액에 1 시간 반응시킨 
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후 1차 항체로 반응시켰다. 그 후 2차 항체로 HRP-conjugated IgG를 1 

시간 반응시키고 ECL chemiluminescence system (GE Healthcare)를 사용하여 

발색하였다. 

 

II-9. cDNA의 Realtime RT-PCR 

TRIzol을 사용하여 세포 및 조직에서 추출한 총 RNA(1 μg)에서 cDNA를 

얻었다. PCR은 다음의 선택적 primer들을 사용하여 진행되었다. human 

MMP2 (sense: 5’-ATAACCTGGATGCCGTCGT-3’, antisense: 5’-

AGGCACCCTTGAAGAAGTAGC-3’), human MMP9 (sense: 5’-

GAACCAATCTCACCGACAGG-3’, antisense: 5’-

GCCACCCGAGTGTAACCATA-3’), human GnRHR (sense: 5’- 

TTGCCTTTTTAAACCCATGC-3’, antisense: 5’- 

AACATGCTCCAACATTTGTG-3’), human AR (sense: 5’-

AGGATGCTCTACTTCGCCCC-3′, antisense: 5′-

ACTGGCTGTACATCCGGGAC-3′), human PSA (sense: 5′-

ACCAGAGGAGTTCTTGACCCCAAA-3′, antisense: 5′-

CCCCAGAATCACCCGAGCAG-3′), human NKX3.1 (sense: 5′-

GCCGCACGAGCAGCCAGAGACA-3′, antisense: 5′-

TTCAGGGCCGGCAAAGAGGAGTG-3′), human CTGF (sense: 5′-

CAAGGGCCTCTTCTGTGACT-3′, antisense: 5′-

ACGTGCACTGGTACTTGCAG-3′). MMP2 와 MMP9 mRNA 수준은 -actin 

(sense: 5’-GATGAGATTGGCATGGCTTT-3’, antisense: 5’-

GTCACCTTCACCGTTCCAGT-3’) mRNA 수준 값으로 보정하였다. GnRHR, 
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AR, PSA, NKX3.1, CTGF mRNA 수준은 glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH, sense: 5’-AAGGCTGAGAACGGGAAG-3’, antisense: 

5’-GCCCCACTTGATTTTGGA-3’) mRNA 값으로 보정하였다. SYBR green 

real-time PCR 증폭은 MiniOpticon real-time PCR 분석 시스템 (Bio-Rad 

laboratories Inc., Hercules, CA, USA)을 사용하여 수행하였다. 

 

II-10. 형질도입 (Transfection)  

1)  GnRHR 과발현 stable cell line 구축: 6-well plate의 70 % 정도 

배양된 HEK293 세포에 Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA)을 이용하여 제조사의 지시에 따라 pcDNA3.1(+) 및 

pcDNA3.1(+)-GnRHR 벡터를 도입시켰다. Geneticin-저항성 콜로니를 

G418 (800 μg/ml, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 처치하여 

선별하였다. 

2)  siRNA(Small interfering RNA) 이용한 Knock-down 모델 구축: 

내인성 GnRHR 발현을 일시적으로 knock-down 시키기 위해, LNCaP 

세포에 75 nmol/l GnRHR siRNA (catalog nos: SASI_HS02_00302488, Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) 또는 비선택성 음성 대조군으로 control 

siRNA (catalog nos: SI001, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 

Lipofectamine 2000을 이용하여 도입시켰다. 

3)  CRISPR-cas9 시스템을 이용한 Knock-out 모델 구축: 내인성 

GnRHR, AR 및 YAP1 발현을 knock-out 시키기 위해, LNCaP 세포에 

U6-GnRHR/CMV-cas9-RFP (HS0000014744), U6-AR/CMV-cas9-RFP 

(HS0000000952), U6-YAP1/CMV-cas9-RFP (HS0000121498) 플라스미드 
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 및 음성 대조군으로 플라스미드의 

backbone 만을 가지는 플라스미드를 Lipofectamine 2000을 이용하여 

세포 내로 도입하였다. GnRHR, AR 및 YAP1을 knock-out 시킨 stable 

cell 제작을 위해서 transfection 된 세포 중 RFP 발현을 BD Aria FACS 

cell sorter (BD Bioscience, San Jose, CA, USA)를 이용하여 분류한 후, 

single cell을 96-well plate에 옮겨 배양하였다. 

4)  Retrovirus 시스템을 이용한 YAP5SA 과발현 모델 구축: 6-well 

plate의 70 % 정도 배양된 LNCaP 세포에 AmphoPhoenix retrovirus 

패키징 세포에 MSCV-YAP5SA를 도입하여 얻은 virus sup(culture 

supernatants)을 14 일 동안 매일 2 회 감염시켰다. Virus sup은 도입 72 

시간 후 얻어졌으며, 0.45-μM microfunnel filter (Paul life sciences, Port 

Washington, NY, USA)를 이용하여 필터한 후 -70 ℃에 분주하여 

저장하였다. 

 

II-11. 세포 증식 분석법 

1)  MTT 정량 분석법: LNCaP, PC-3 세포주를 1×103 cells/well로 96-

well plate에서 배양한 후 2 mg/ml 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-

tetrazolium bromide (MTT)를 넣어 4 시간 동안 반응시켰다. 배양액을 

버리고, dimethylsulfoxide (DMSO)를 0.2 ml/well씩 넣어 MTT formazan을 

용해한 후, 540 nm의 흡광도에서 ELISA microplate reader (Tecan, Research 

Triangle Park, NC, USA)로 흡광도를 측정하였다. 

2)  IncuCyte ZOOM live-cell 분석 시스템: control siRNA 및 GnRHR 

siRNA 도입 LNCaP 세포주를 1×103 cells/well로 96-well plate에서 
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배양한 후 증식 가능한 세포 수를 IncuCyte label-free 세포 단층 

합류(confluency) 알고리즘을 이용하는 IncuCyte ZOOM live-cell 시스템 

(Essen BioScience, Ann Arbor, MI, USA)을 통해 측정하였다. 

 

II-12. 염색질면역침전법 (Chromatin immunoprecipitation assays) 

LNCaP 세포에 24 시간 동안 GV1001 (10 μM)과 LA (100 nM), DHT (100 

nM) 처치 후 포름알데히드로 염색질과 cross-linking 시켰다. EZ-ChIP 

assay kit (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA)를 사용하여 제공된 

실험법에 따라 수행하였다. Real-time PCR은 PSA, NKX3.1, CTGF의 

유전자 프로모터에 AR 결합 부위를 포함하는 프라이머를 사용하였고 

그 서열은 다음과 같다. PSA (sense: 5′-GCTAGCACTTGCTGTTCTGC-3′, 

antisense: 5′-GGGATCAGGGAGTCTCACAA-3′), NKX3.1 (sense: 5′-

CCGAGCCAGAAAGGCACTTG-3′, antisense: 5′-

CTTAGGGGTTTGGGGAAGCC-3′), CTGF (sense: 5′-

TGTGCCAGCTTTTTCAGACG-3′, antisense: 5′-

TGAGCTGAATGGAGTCCTACACA-3′). 

 

II-13. 체외 세포의 이동성 분석법 

1) H&E 염색법: 세포의 이동성 분석은 폴리카보네이트 필터로 된 

24-well transwell unit (Corning Coster, Cambridge, MA)을 사용하여 

수행하였다. 1×105 cells/ml 농도의 LNCaP, PC-3 세포 및 형질 도입한 

LNCaP 세포주를 type I 콜라겐(Collaborative Research, Lexington, 

KY)으로 필터 아래가 코팅된 상기 transwell plate의 상부에 
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위치시키고 세포를 약물 처치와 함께 18 시간 동안 배양하였다. 

메탄올을 사용하여 세포를 고정한 후, hematoxylin에 10분, eosin에 

4분간 염색한 뒤, 현미경 (60 배율)으로 관찰하여 필터의 하부로 

이동한 세포의 수를 세어 세포의 이동능을 평가하였다. 

2) IncuCyte ZOOM live-cell 분석법: 5×104 cells/ml 농도의 LNCaP 세포 

및 형질 도입한 LNCaP 세포주를 60 μl 씩 transwell plate (Essen 

BioScience, Ann Arbor, MI, USA)의 상부에 위치시키고 약물 처치와 

함께 24 시간 동안 배양하였다. 하부로 이동한 세포 수는 IncuCyte 

ZOOM live-cell 분석 시스템을 이용하여 측정하였다. 

 

II-14. 면역침강법 (Immunoprecipitation) 

AR과 YAP1 및 NKX3.1의 결합을 관찰하기 위해 세포 용해물의 

단백질 500 μg에 표적 단백질에 대한 항체 3 μg을 넣고 4 °C에서 18 

시간 반응시켰다. 항원-항체 결합체를 단백질 G-agarose 비드와 

4 °C에서 2 시간 동안 반응시킨 후 침전시키고 끓는 물에 5 분간 

반응시켰다. 추출된 단백질을 면역화학적 방법으로 관찰하였다. 

 

II-15. Caspase-3/7 활성 평가 

제조사의 지시법에 따라 IncuCyte ZOOM live-cell 분석 시스템으로 

caspase-3/7 활성을 평가하였다. LNCaP, PC-3 세포를 96-well plate (3×103 

cells/well)에 접종하고, GV1001 (0.1-10 μM), 100nM LA 및 100 nM CA를 

포함 또는 불포함한 상태에서 96 시간 동안 배양하였다. 희석된 

apoptosis 시약 (IncuCyte, Car No 4440, Essen BioScience, 5 μM)을 동시에 
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배양액에 첨가하였다. 세포를 IncuCyte ZOOM live-cell 분석 시스템에 

넣고 37 ℃에서 5 % CO2 환경에서 매 4 시간 마다 스캔하였다. 

 

II-16. 암 성장 마우스 병리 모델 (Xenograft nude mouse model) 

5주령 수컷 BALB/c-nude 마우스 (Raon Bio Inc., Seoul, South Korea)에 

1×106 LNCaP 세포를 포함하는 0.1 ml PBS를 피하 접종 하였다. 종양이 

유의적으로 자랐을 때 (>150 mm3), 마우스를 무작위로 5 그룹으로 

나누고 음성대조군(PBS), GV1001 (0.1, 1, 10 mg/kg/일) 또는 LA (0.1 

mg/kg/일)을 피하 주사 하였다. 14 일 동안 마우스를 일주일에 두 번 

모니터링 하고 종양의 길이와 너비를 calipers로 검출하여 종양 

부피를 공식 (길이×넓이×넓이×0.52)를 사용하여 계산하였다. 모든 

동물 실험은 NIH 동물 사용 지침에 따라 수행되었으며 본 연구는 

서울대학교 동물 실험 및 사용위원회의 승인을 받았다. 

 

II-17. TUNEL 분석법 (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP 

nick end labeling assay) 

TUNEL 분석은 ApopTaq Peroxidase in situ apoptosis detection kit (Chemicon, 

Temecula, CA, USA)를 이용하여 파라핀 삽입 절편에서 제조사의 

지시에 따라 수행되었다. 양성 반응은 3,3-diaminobenzidine으로 시각화 

한 후, methylgreen 염색을 이용하여 핵 대조 염색을 수행하였다. 

TUNEL로 표지 된 세포는 고배율 영역 당 양성 영역의 백분율로 

정량화 되었다. 개별 동물의 종양 조직에서 총 10개의 부위로 

분석되었다. 데이터는 TUNEL 양성 영역의 백분율로 표현되었다. 
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II-18. 면역조직화학염색 (Immunohistochemistry)  

1) 면역 조직화학적 염색: 암조직 검체를 10 % neutral buffered formalin에 

고정하여 제작한 파라핀 포매 조직을 4 μm 두께로 박절하여 슬라이드에 

표본을 부착하였고, Ki-67 항체를 반응시켜 염색하였다. 

2) 형광면역염색: 4 %-파라 포름 알데히드로 고정한 세포를 0.3 % Triton X-

100으로 peameabilzation 시키고 AR, YAP1, p-YAP1 항체로 반응시켰다 

Fluorescein–conjugated anti-rabbit IgG와 Alexa Fluor 568 및 488–conjugated 

anti-mouse IgG (1:500, Invitrogen, Carlsbad, CA)를 2차 항체로 반응시켜 형광

표지 한 후 hoechst 33342 NucBlue® Live ReadyProbes TM Reagent (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA)가 포함된 봉입물질을 넣고 커버 슬립으로 밀봉하였다. 

 

II-19. 마우스 혈중 테스토스테론 정량 

6주령 수컷 BALB/c-nude 마우스 (Jung Ang Lab Animal Inc., Seoul, South 

Korea)에 GV1001 (10 mg/kg/일) 또는 음성대조군 (PBS)를 7일간 피하주사 

하였다. 채혈은 모세관채혈튜브를 이용하여 안와정맥총에서 첫 투여 후 

4시간, 마지막 투여 후 4시간 후에 수행하였다. 혈장 내 테스토스테론 농

도는 testosterone ELISA kit를 사용하여 정량하였다 (Enzo Life Sciences, 

Farmingdale, NY, USA). 

 

II-20. 비장-간 전이 마우스 병리 모델 

5주령 수컷 BALB/c-nude 마우스 (Raon Bio Inc., Seoul, South Korea)의 

비장에 1×105 LNCaP 세포를 포함하는 0.1 ml PBS를 접종 하였다. 3 



 

20 

 

일간 안정화 시킨 후, 마우스를 무작위로 3 그룹으로 나누고 

음성대조군(PBS), GV1001 (10 mg/kg/일) 또는 LA (0.1 mg/kg/일)을 피하 

주사 하였다. 4 주 동안 약물을 투여하며 마우스를 일주일에 두 번 

모니터링 하고 마우스 체중을 관찰하였다. 4 주 후 마우스를 

sacrifice하고 간과 비장 전체를 적출 한 뒤, 간으로 전이된 암 면적을 

평가하기 위해 간조직 전체를 고정하고 파라핀 블락으로 포매하였다. 

모든 동물 실험은 NIH 동물 사용 지침에 따라 수행되었으며 본 

연구는 서울대학교 동물 실험 및 사용위원회의 승인을 받았다. 

 

II-21. 통계분석 

통계 분석은 one-way ANOVA와 Tukey’s post hoc multiple comparison을 

사용하여 유의적인 차이를 결정하였다. 데이터는 산술평균 ± SD로 

표기하였으며 통계적 유의성은 *P<0.05와 **P<0.01을 기준으로 하였다. 

비장-간 전이 마우스 병리 모델의 전이 빈도 차이는 기대값이 5 미만인 

셀의 비율이 전체 셀의 25%를 넘으므로 Fisher의 정확 검정을 

사용하였다. 
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III.  연구 결과 

 

1) GV1001의 전립선암 억제 효과 및 타겟 규명 

1-1. GV1001과 GnRH 구조 유사체들의 펩타이드 구조 분석 (structural 

superposition) 

GV1001의 분자적 기전을 탐구하기 위해 펩타이드의 구조 분석을 

실시하였고, 그 결과 GV1001의 아미노산 서열 일부가 GnRH와 GnRH 

유사체인 leuprolide acetate (LA, GnRHR 작용제) 및 cetrorelix acetate (CA, 

GnRHR 길항제)와 중첩되는 것을 확인하였다 (Fig. 1A, B). 이 서열은 

GnRH 유사체가 수용체와 결합하는 데에 핵심적인 역할을 담당할 

것으로 예측되었고, 실제로 상동성 모델링 연구 (homology modeling 

approaches)에 근거하여 인간 GnRH 수용체 구조를 예측한 결과 

GV1001이 GnRH 수용체에 도킹하는 포켓이 있을 것으로 분석되었다 

(Fig. 2A-D). GV1001의 GnRH 수용체 결합능을 평가하기 위하여 GV1001-

FITC 복합체와 GV1001-비오틴 복합체를 합성하고, GnRH 수용체 과발현 

HEK293 세포주를 구축하였다 (Fig. 1C). GnRH 수용체 과발현 HEK293 

세포에서 세포막구획을 분리하여 GV1001-FITC와 세포 외 결합 반응을 

확인하였다.  GV1001-FITC 농도 의존적으로 세포막구획의 형광발현이 

증가하는 것을 관찰할 수 있었다 (Fig. 1D). Streptavidin을 이용하여 

GV1001-비오틴 복합체와 결합한 GnRH 수용체 과발현 HEK293 세포 내 

단백질들을 침강시키고, GV1001-비오틴 복합체와 결합된 GnRH 수용체가 

존재하는 것을 확인하였다 (Fig. 1E). 이러한 결과는 GV1001이 GnRH 

수용체와 직접 결합할 수 있음을 시사한다. 
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Figure 1. Binding of GV1001 to GnRHR. (A) Peptide structures of GV1001 and 

GnRH. Red-colored residues are overlapped with GnRH. (B) Peptide superposition 

analysis showing structural comparison between GV1001 and GnRH analogues, 

leuprolide acetate (LA) and cetrorelix acetate (CA). (C) Western blot analyses of 

GnRHR in HEK293-pcDNA3.1(+) and HEK293-GnRHR cells. Data represent 

means ± SD, *P<0.05 versus pcDNA3.1(+)-transfected control. (D) Fluorescence 

intensity was quantified to measure FITC-labeled GV1001 binding to membrane 

fraction from GnRHR-overexpressing or mock-transfected HEK293 cells. Data 

represent means ± SD (n=3, *P<0.05 versus pcDNA3.1(+)-transfected control. (E) 

Streptavidin-biotin binding assays were performed to confirm the direct interaction 

between GV1001 and GnRHR. 
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Figure 2. Docking studies of GV1001 to GnRHR. (A) Overall architecture of the 

first hGnRHR homology model from Bovine Rhodopsin and GV1001 bound ECL 

of hGnRHR. Atoms of GV1001 are shown as spheres. (B) Residues of hGnRHR 

within 5 Å of GV1001 in the first hGnRHR homology model (Left) GV1001: yellow 

stick, green dashed lines: hydrogen bond interaction, pink dashed lines: hydrophobic 

interaction. (Right) Molecular surface of hGnRHR: gray solid, GV1001: ball & stick 

with colors assigned by Kyte-Doolittle hydrophobic scale, yellow dashed lines: 

hydrogen bond interaction. (C) (Left) Superimposed structures of the second 

hGnRHR homology model and APJR-AMG3054-bound Human Apelin Receptor 

(PDB:5VBL) form a hydrogen-bond network with conserved amino acids, (Right) 

Overall architecture of the second hGnRHR homology model and GV1001 bound 

ECL of hGnRHR. Atoms of GV1001 are shown as spheres. (D) Residues of 

hGnRHR within 5 Å of GV1001 in the second hGnRHR homology model (Left). 

Molecular surface of hGnRHR(Right). 
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1-2. GV1001에 의한 GnRH 수용체 하위 신호 전달 평가 

GV1001과 GnRH 수용체 결합 후 GnRH 수용체 하위의 G-단백질을 

통한 신호전달이 활성화되는지 알아보고자 Gq-단백질에 의해 유도되는 

세포내 칼슘 수준과 Gs-단백질에 의해 유도되는 cAMP-response 

element(CRE)가 포함된 프로모터 활성을 정량하였다. 알려진 GnRH 

수용체 작용제인 LA 처치에 의해 LNCaP 전립선암 세포주의 세포내 

칼슘 수준이 증가하였다 (Fig. 3A). 그러나 GV1001 처치에 의한 세포내 

칼슘 수준 증가는 미비했다 (Fig. 3A). GnRH 수용체 과발현 HEK293 

세포주의 세포내 칼슘 수준은 LA 처치에 의해 크게 증가했으나 GV1001 

처치에 의한 증가는 유의미하지 않았다 (Fig. 3B). GV1001과 GnRH 

수용체 결합이 LA 처치에 의한 세포내 칼슘 수준 증가에 영향을 미치는 

지 확인하기 위해 LNCaP 세포주에서 GnRH 수용체 길항제인 CA와 

GV1001을 각각 LA와 병용 처치하였다. LA 처치에 의해 증가한 세포내 

칼슘 수준이 CA 처치에 의해 억제되었고, GV1001 처치에 의해 유의하게 

억제되었다 (Fig. 3C). 이 결과들은 GV1001이 LA와 경쟁적으로 GnRH 

수용체를 경유하며 LA 처치에 의한 Gq-단백질 유도-세포내 칼슘 수준 

증가와 길항함을 나타낸다. LA 처치에 의해 Gs-단백질에 의해 유도되는 

cAMP 활성 증가가 관찰되는지 평가하였다. 그러나, GnRH 수용체 과발현 

HEK293 세포주에서 LA 처치에 의해 CRE 리포터 활성은 관찰되지 

않았다 (Fig. 3D). 반면에, GV1001의 처치에 의해 리포터 활성이 농도 

의존적으로 증가하는 것을 관찰하였다 (Fig. 3E). GV1001의 처치에 의해 

유도된 리포터 활성이 GnRH 수용체에 의존적인지 알아보고자 GnRH 

수용체 siRNA를 이용 GnRH 수용체 결핍 LNCaP-세포주를 구축하였다 
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(Fig. 3F). 대조군 세포에서 LA 병용 처치는 GV1001-유도 CRE 리포터 

활성을 억제하였다 (Fig. 3G). 그러나 GnRH 수용체 siRNA가 도입된 

HEK293 세포주에서 GV1001 처치에 의한 리포터 활성이 전혀 관찰되지 

않았다 (Fig. 3G). GnRH 수용체를 경유하지 않는 cAMP 활성제인 

forskolin의 처치에 의해 증가된 리포터 활성은 LA 처치에 의해 억제되지 

않았다 (Fig. 3G). GV1001과 GnRH 수용체간의 도킹 시뮬레이션(Fig. 2A-D) 

결과를 바탕으로 GV1001-GnRH 수용체 결합의 핵심 아미노산으로 

예측된 아미노산(Arg10, Arg12)의 mutant 펩타이드를 합성하여 Gs-

단백질에 의해 유도되는 cAMP 신호가 GV1001-GnRH 결합에 의존적인지 

확인하고자 하였다. LNCaP 세포주와 GnRH 수용체 과발현 HEK293 

세포주 모두에서 mutant 펩타이드를 처치하였을 때 cAMP 신호는 전혀 

관찰되지 않았다 (Fig. 3H, I). 이러한 결과는 GV1001이 GnRH 수용체와 

결합하여 Gs-단백질 유도-cAMP 신호를 선택적으로 증폭시키며 Gq-

단백질 유도-세포내 칼슘 증가 신호는 선택적으로 길항하고 있음을 

시사한다. 
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Figure 3. Selective activation of Gαs-cAMP pathway by GV1001. (A, B) 

Intracellular calcium increase by GV1001 or LA. (A) LNCaP cells were incubated 

with LA (10 and 100 nM) or GV1001 (0.1-10 μM) for 60 min. Data represent means 

± SD (n=12-29, *P<0.05, **P<0.01 versus vehicle-treated control). (B) HEK293-

pcDNA3.1(+) and HEK293-GnRHR cells were incubated with LA (100 nM) or 

GV1001 (0.01-10 μM) for 60 min. (C) GV1001-mediated functional antagonism on 

intracellular calcium increase by LA. LNCap cells were exposed to 100 nM LA for 

60 min in the presence or absence of GV1001 (0.1-10 μM) or 100 nM CA. Effects 

of LA (D) and GV1001 (E) on CRE-luciferase activity in HEK293-pcDNA3.1(+) 

and HEK293-GnRHR cells. HEK293-pcDNA3.1(+) and HEK293-GnRHR cells 

were transiently transfected with CRE-luciferase plasmid (1 μg/ml) and the cells 

were exposed to LA (0.1-100 nM) or GV1001 (0.01-10 μM) for 24 h. Data represent 

means ± SD (n=4, **P<0.01 versus vehicle-treated control). (F) Silencing of GnRHR 

by siRNA. (G) LA-mediated functional antagonism on GV1001-induced increase in 

CRE-luciferase activity. (H, I) Arg10- and Arg12-dependent activation of Gαs/cAMP 

pathway by GV1001. LNCaP cells (H) or HEK293-pcDNA3.1(+) and HEK293-

GnRHR cells (I) were exposed to 10 μM GV1001 or Arg10-, Arg12- and both of 

them-substituted GV1001 peptides (10 μM) for 24 h. 
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1-3. GV1001에 의한 전립선 종양 억제 효과 

시상하부에서 방출되는 내인성 GnRH 및 GnRH 유사체는 뇌하수체 

호르몬 분비 세포에 발현된 GnRH 수용체에 결합하여 황체형성호르몬 

(luteinizing hormone, LH) 및 여포 자극 호르몬 (follicle-stimulating hormone, 

FSH)의 분비를 촉진하고, 결과적으로 생식선에서 스테로이드 호르몬의 

분비를 촉진한다(Clayton, 1988). 그러나 GnRH 유사체를 반복하여 

투여하게 되면 GnRH 수용체의 탈감작이 일어나고, 이로 인한 생식선의 

테스토스테론 분비 억제가 전립선암 억제 효과의 기전으로 잘 알려져 

있다(Conn and Crowley, 1994). 우리는 GV1001이 기존의 GnRH 유사체와 

마찬가지로 뇌하수체 호르몬 분비 시스템에 영향을 미치는지 평가하고자, 

GV1001 (10 mg/kg, 매일 투여, 피하 주사, 7일간 투여)을 BALB/c 마우스에 

투여한 후 혈중 테스토스테론 수치를 측정하였다. 첫 투여 후 4시간이 

경과하였을 때, GV1001을 투여한 그룹의 혈중 테스토스테론 수치는 

대조군에 비하여 약 2.3배 증가하였다 (Fig. 4A). 그러나 7일 후, 

GV1001을 투여한 그룹의 혈중 테스토스테론 수치는 대조군에 비하여 

현저히 낮아져 있었다 (Fig. 4A). 또한, 7일간 매일 GV1001을 투여한 

마우스 그룹의 정액 소포 무게가 대조군에 비하여 유의하게 감소하였다 

(Fig. 4B). 이러한 결과는 GV1001의 반복 투여가 뇌하수체 호르몬 분비 

시스템에 영향을 주며 생식선에서 테스토스테론 분비를 억제한다는 것을 

의미한다. 

  GV1001의 GnRH 수용체에 대한 기능이 전립선 종양에 영향을 

미치는지 평가하고자 LNCaP 세포주를 이용하여 마우스 이종 이식 

실험을 시행하였다. GV1001의 투여(10 mg/kg, 매일 투여, 피하 주사, 
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13일간 투여)에 의해 LNCaP 전립선 종양의 성장이 억제되었다 (Fig. 4C). 

종양 조직에서 진행한 TUNEL 분석을 통해 세포자가사멸을 평가한 결과 

GV1001 투여에 의해 암세포의 세포자가사멸이 유도되었다 (Fig. 4D). 

또한 종양 성장의 지표인 Ki-67의 면역조직화학 염색을 통해 암세포 

성장이 GV1001 투여에 의해 감소되었음을 확인하였다 (Fig. 4E). 종양 

조직에서 암세포 전이의 대표적인 지표인 MMP2와 MMP9의 mRNA 

발현이 GV1001 투여에 의해 유의적으로 감소한 것을 확인하였다 (Fig. 

4F). GV1001의 효과가 종양 선택적인지 알아보고자 N87-위암 세포주를 

이용하여 마우스 이종 이식 실험을 진행하였다. 암세포 내 GnRH 

수용체의 단백질 발현은 LNCaP, PC-3 전립선암 세포주와 비교하여 

현저히 낮은 수준을 보였다 (Fig. 4G). GV1001 투여는 N87 세포주 종양에 

대해 유의미한 효과를 보이지 않았다 (Fig. 4H). 이상의 결과들은 

GV1001이 GnRH 수용체 선택적 리간드이며 GnRH 수용체를 경유하여 

전립선암 성장을 저해함을 지지한다. 
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Figure 4. In vivo anti-cancer effect of GV1001. (A) Testosterone level in the serum 

of vehicle or GV1001 (10 mg/kg)-injected BALB/c mice was measured by ELISA. 

Data represent means ± SD (n=10, *P<0.05, **P<0.01 versus vehicle-treated control 

group). (B) Whole mounts of seminal vesicles collected from BALB/c mice after 7 

days treatment of either vehicle or GV1001 (10 mg/kg). Quantitative analysis of 

seminal vesicle weights (% body weight) was presented as mean ± SD (n=10, 

*P<0.05 versus vehicle-treated control group). (C) Tumor growth of LNCaP cells-

implanted xenografts. Upper panel, representative images of tumor-bearing mice 

injected with vehicle, GV1001 (10 mg/kg) or LA (0.1 mg/kg) on 14 days after 

treatments; Lower panel, time-dependent changes in tumor volume and body weight. 

Data represent means ± SD (n=5, *P<0.05 versus vehicle-treated control group). (D) 

TUNEL assay of the xenograft tumor sections from the mice treated with vehicle, 

GV1001 (10 mg/kg) or LA (0.1 mg/kg).  (E) Ki-67 immunohistochemical staining 

of the xenograft tumor sections. (F) mRNA levels of MMP2 and MMP9. RT-qPCR 

was performed in xenograft tumor tissues. (G) Expression levels of GnRHR in 

LNCaP, PC-3 cells and N87 cells. (H) Tumor growth of N87 cells-implanted 

xenografts. 30 mg/kg GV1001 showed no inhibitory effect on N87-tumor growth. 

Data represent means ± SD (n=6, **P<0.01 versus vehicle-treated control group). 
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1-4. GV1001의 전립선암 세포 증식과 이동능 억제 효과 

GnRH 유사체들의 반복 투여는 생체 내에서 시상하부-뇌하수체-

생식선 축의 탈감작을 일으켜 생식선에서의 테스토스테론 분비를 

억제하고, 결과적으로 전립선암의 성장을 저해한다. 그러나 최근 

연구결과에 따르면 다양한 암세포에서 세포막에 발현된 GnRH 수용체가 

직접적으로 세포 성장을 조절할 수 있다고 제시된다. 생체 외 세포에 

대한 GV1001의 역할을 탐구하기 위해 GV1001-FITC 복합체를 이용하여 

형광 발현을 검사하였고, GV1001-FITC의 형광 발현이 세포막과 

세포질에서 관찰되었다 (Fig. 5A). LNCaP 세포주의 세포 증식이 GV1001과 

LA 처치에 의해 농도 의존적으로 억제되었으며 (Fig. 5B, C), 이러한 증식 

억제 효과는 GnRH 수용체 결핍 LNCaP 세포주에서는 관찰되지 않았다 

(Fig. 5D). 암세포의 이동능 증가는 종양의 다른 장기로의 전이를 

촉진시킨다. GV1001 처치에 의한 LNCaP 세포주 이동능 변화를 관찰하기 

위해, transwell 실험을 시행하였다. GV1001 처치는 LNCaP 세포의 collagen 

막 침윤을 강력하게 억제하였으나 LA 처치에 의한 영향은 관찰되지 

않았다 (Fig. 5E, F). AR-양성 전립선암 세포주인 LNCaP, AR-음성 전립선암 

세포주인 PC-3 모두 세포막에서 GnRH 수용체를 발현하고 있기 때문에 

(Fig. 5G), PC-3 세포주의 증식과 이동능 실험을 진행하였다. GV1001 

처치에 의해 PC-3 세포의 증식이 억제되었고 (Fig. 5H), transwell 실험에서 

이동능이 억제되는 것을 관찰하였다 (Fig. 5I). 이상의 결과는 GV1001이 

세포막의 GnRH 수용체와 결합하여 세포질 내로 침투할 수 있으며, 

전립선암 세포에 발현된 GnRH 수용체에 의해 세포의 증식과 이동능을 

직접적으로 조절할 수 있음을 시사한다. 
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Figure 5. Effects of GV1001 on cell proliferation and migration in PCa cells. (A) 

Penetration of GV1001 in LNCaP cells. LNCaP cells were treated with 10 μM FITC-

labeled GV1001. (B, C) Effects of GV1001 (B) and LA (C) on cell proliferation of 

LNCaP cells. Data represent means ± SD (n=6, *P<0.05, **P<0.01 versus vehicle-

treated control). (D) GnRHR-mediated inhibition of LNCaP cell proliferation by 

GV1001. Cell proliferation was determined by IncuCyte ZOOM live-cell analysis 

system. (E, F) Effects of GV1001 (E) and LA (F) on cell migration. Data represent 

means ± SD (n=12, **P<0.01 versus vehicle-treated control). (G) Expression levels 

of GnRHR and AR in both AR-positive LNCaP cells and AR-negative PC-3 cells. 

Data represent means ± SD from three independent experiments. *P<0.05 versus 

LNCaP cells. (H) Effect of GV1001 on cell proliferation of PC-3 cells. (I) Effect of 

GV1001 on cell migration of PC-3 cells.  
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1-5. GV1001에 의한 세포자가사멸 유도 효과 

GV1001에 의한 세포 증식 억제 효과가 세포자가사멸 억제 효과에 

기인하는지 관찰하고자 세포자가사멸 유도 효소인 caspase-3/7 활성 

평가를 시행하였다. LNCaP 세포주에 GV1001을 처치하였을 때, caspase-3/7 

활성이 농도 의존적으로 증가하였다 (Fig. 6A). 대표적인 GnRH 유사체인 

LA와 CA와 동일 농도에서 비교하였을 때 GV1001은 caspase-3/7 활성의 

증가가 더 크게 관찰되었다 (Fig. 6B). LNCaP 세포주에서 세포자가사멸에 

동반되는 단백질 변화를 western blot 분석을 통해 확인하였고, GV1001 

처치에 의해 세포자가사멸의 지표인 PARP1과 caspase-3의 단백질 절단이 

관찰되었다 (Fig. 6C). 또한 미토콘드리아 내 세포자가사멸 억제 단백질인 

Bcl-2의 발현이 GV1001 처치에 의해 감소하는 것을 확인하였다 (Fig. 6C). 

안드로겐 수용체 음성 전립선암 세포주인 PC-3 세포에서도 GV1001 

처치에 의한 세포자가사멸 유도 효과가 동일하게 관찰되었다 (Fig. 6D, E). 

GV1001에 의해 유도되는 전립선암 세포주의 세포자가사멸효과가 세포내 

발현된 GnRH 수용체를 경유하는지 평가하고자 GnRH 수용체 결핍 

LNCaP 세포주에서 GV1001 처치 후 caspase-3/7 활성을 정량하였고, 

GnRH 수용체 siRNA가 도입된 LNCaP 세포주에서 caspase-3/7 활성 

증가가 관찰되지 않았다 (Fig. 6F). 이어서, GV1001이 생체 내 LNCaP 

세포에서 발현된 GnRH 수용체에 작용하는지 시험하고자 CRISPR/Cas9 

시스템을 이용하여 GnRH 수용체가 편집된 LNCaP 세포주를 구축하였다 

(Fig. 6G). 대조군 LNCaP 세포주 와 GnRH 수용체 편집 LNCaP 세포주를 

각각 누드 마우스에 이종 이식한 후 GV1001(10 mg/kg, 매일 투여, 피하 

주사, 2주간 투여)을 투여하였을 때, 대조군 LNCaP 종양의 크기는 
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GV1001 투여에 의해 유의적으로 감소하였다 (Fig. 6H). 그러나, GnRH 

수용체 편집 LNCaP 종양의 크기는 GV1001 투여에 의해 유의미하게 

감소하지 않았으며, 미미한 감소 효과를 보였다 (P=0.382)(Fig. 6H). 

이러한 결과는 GV1001의 항암 효과가 뇌하수체 호르몬 분비 세포와 

전립선암 세포에 발현되는 GnRH 수용체 모두에 의존적임을 시사한다. 

이상의 결과를 종합하여 볼 때, GV1001은 전립선암 세포에 발현된 

GnRH 수용체를 매개하여 세포자가사멸을 유도하고 세포 증식과 침윤을 

직접적으로 억제할 수 있으며, 생체 내에서 전립선 종양의 성장과 

진행을 억제할 수 있는 신규 GnRH 유사체임을 제시할 수 있다. 
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Figure 6. GnRHR-dependent apoptosis induction by GV1001. (A) 

Concentration-dependent effect of GV1001 on caspase-3/7 activity in LNCaP cells. 

LNCaP cells were exposed to GV1001 (0.1, 1, and 10 μM) for 72 h and caspase-3/7 

activity was determined by IncuCyte zoom system. Data represent means ± SD (n=6, 

**P<0.01 versus vehicle-treated control). (B) Comparison of apoptosis activity in 

GV1001-, CA- and LA-treated LNCaP cells. (C) Determination of apoptosis marker 

proteins in LNCaP cells. LNCaP cells were incubated with or without GV1001 (0.1-

10 μM) for 72 h. (D) Concentration-dependent effect of GV1001 on caspase-3/7 

activity in PC-3 cells. (E) Determination of cl-PARP1 in PC-3 cells. (F) Effect of 

GnRHR siRNA on caspase-3/7 activity. Control siRNA or GnRHR siRNA-

transfected LNCaP cells were exposed to 10 μM GV1001 for 72 h and caspase-3/7 

activity was determined by IncuCyte ZOOM system. (G) Protein levels of GnRHR 

in LNCaP-Control sgR/Cas9 and LNCaP-GnRHR sgR/Cas9 cells. Data represent 

means ± SD (n=4, *P<0.05 versus LNCaP-Control sgR/Cas9 cells). (H) Tumor 

growth of LNCaP-Control sgR/Cas9- or LNCaP-GnRHR sgR/Cas9-implanted 

xenografts. Left panel, representative images of tumor-bearing mice injected with or 

without GV1001 (10 mg/kg) for 13 days; Right panel, time-dependent changes in 

tumor volume. Data represent means ± SD (n=5, **P<0.01 versus vehicle-treated 

control group). 
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2) 전립선암 악성화에 따른 전이 기전 및 치료적 타겟 제시 

2-1. 전립선암 세포의 상피간엽전환(EMT) 및 전이 억제 효과 

앞서 확인한 바와 같이 GV1001 처치에 의해 GnRH 수용체 과발현 

HEK293 세포주에서 cAMP 신호에 의한 프로모터 활성이 증가하였고 

(Fig. 7A), LNCaP 세포주에서 GV1001 처치에 의해 MMP2의 mRNA 수준

이 감소하였다 (Fig. 7B). 이러한 효과는 LA 처치에 의해서 관찰되지 않

았다 (Fig. 7A, B). Western blot 실험을 통해 MMP2와 MMP9의 단백질 절단

을 확인한 결과, LNCaP 세포주에서 GV1001 처치에 의해서 MMP2의 단

백질 절단이 증가하였다 (Fig. 7C). 상피간엽전환(epithelial-mesenchymal 

transition, EMT)은 세포가 상피성 표현형을 상실하고 이동성이 높은 간엽

성 표현형으로 전환되는 현상으로 암세포의 침윤과 전이에 크게 관여하

는 것으로 알려져 있다. GV1001의 cAMP 선택적 신호 전달이 LA와 비교

하여 유의적인 전이 억제를 유도할 것으로 예상하여 상피-간엽 전환에 

관여하는 인자들의 단백질 수준을 확인하였고, GV1001의 농도별 처치에 

의해 LNCaP 세포주에서 발현되는 상피성 인자의 회복과 간엽성 인자의 

억제가 관찰되었다 (Fig. 7D). 간엽성 표현형으로 전환된 암세포는 세포간

의 3차원 구(spheroid)를 형성하여 줄기세포-유사 성질을 띄며 암 전이를 

촉진한다. Ultra-low attachment surface plate 배양 조건에서 구 형성능을 측

정한 결과, LNCaP 세포주에 GV1001을 처치하였을 때 구 형성이 유의적

으로 감소하였다 (Fig. 7E). GV1001이 생체 내에서 다른 장기로의 전립선

암 전이를 억제할 수 있는지 평가하고자 누드마우스의 비장-간 전이 모

델을 구축하였고, GV1001의 투여 (10 mg/kg, 매일 투여, 피하 주사, 4주간 

투여)에 의해 간으로 전이되는 LNCaP 전립선 종양의 면적과 전이 발생 
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빈도가 감소하였다 (Fig. 7F-H). 이러한 결과는 GV1001이 전립선암 세포 

내 전이 신호를 선택적으로 억제하고 상피-간엽 전환을 억제함으로써 생

체 내 암 전이를 억제할 수 있다는 것을 의미한다. 
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Figure 7. Effects of GV1001 on PCa-tumor metastasis. (A) Effects of CA, LA 

and GV1001 on CRE-luciferase activity in HEK293-pcDNA3.1(+) and HEK293-

GnRHR cells. The cells were exposed to CA (100 nM), LA (100 nM) or GV1001 

(10 μM) for 24 h. Data represent means ± SD (n=6, ***P<0.005 versus vehicle-

treated control). (B) mRNA levels of MMP2. RT-qPCR was performed in LNCaP 

cells with LA (100 nM) or GV1001 (10 μM) for 24h. (C) Determination of MMP2, 

MMP9 proteins in LNCaP cells. LNCaP cells were incubated with or without 

GV1001 (0.1-10 μM) or LA (1-100 nM) for 24 h. (D) Determination of EMT-

related proteins in LNCaP cells. LNCaP cells were incubated with or without 

GV1001 (0.1-10 μM) for 24 h. (E) Effect of GV1001 or LA on LNCaP spheroid 

formation. LNCaP cells were seeded in 96-well ULA plate and treated with LA 

(100 nM) or GV1001 (10 μM) for 96 hr. Data represent means ± SD (n=4, *P<0.05 

versus vehicle-treated control). (F-H) Spleen-liver metastasis of LNCaP cells-

implanted xenografts. After injection, the mice were divided into 3 groups (n=7-10) 

and treated with vehicle (PBS, daily, s.c.), GV1001 (10 mg/kg, daily, s.c.) or LA 

(0.1 mg/kg, daily, s.c.). Data represent means ± SD (n=7-10, **P<0.01 versus 

vehicle-treated control). (F) Representative pictures of the metastatic liver tumors 

from each group are shown. (G) Statistical analysis of the incidence of liver 

metastatic colonization. (H) Histological staining of the metastasized-liver section 

(H&E staining). 
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2-2. 전립선암 세포에서 AR의 세포 이동능 조절 

세포 표현형 전환에 따른 AR의 발현 변화를 알아보고자 4가지 서로 

다른 전립선암 세포주의 마이크로어레이데이터(GSE66852)를 분석하였다. 

전립선암 세포주에 줄기세포-유도 배양액을 처치하여 세포 표현형 

전환을 유도하였을 때, AR의 발현은 모두 유의적으로 감소함을 

확인하였다 (Fig. 8A). 기존의 연구에서 안드로겐 결핍이나 AR 활성 

저하는 전립선암 세포의 이동능을 촉진시켰으므로 transwell 실험을 

진행하여 세포 이동능을 평가하였다. AR 길항제인 flutamide의 처치에 

의해 LNCaP 세포의 이동능은 증가하였고, AR 작용제인 

디하이드로테스토스테론(DHT, dihydrotestosterone)의 처치에 의해 세포의 

이동능이 감소하였다 (Fig. 8B). LNCaP 세포주에 CRISPR-cas9-gRNA를 

도입하여 AR의 DNA를 편집하였고 AR 유전자의 발현을 결핍시켰다 

(Fig. 8C). AR 편집 LNCaP 세포의 이동능이 대조군 LNCaP 세포에 비하여 

증가하였다 (Fig. 8D). 이상의 결과들은 AR의 발현과 활성화가 LNCaP 

전립선암 세포주의 이동능을 조절하고 있음을 시사한다. 
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Figure 8. Regulation of AR in PCa migration model in vitro. (A) Gene expression 

of AR in therapy-induced developmental reprogrammed-PCa cells (n=3) as 

compared to parental PCa cell lines (GSE66852). Data were shown as box and 

whisker plot. Box, interquartile range (IQR); whiskers, 5–95 percentiles; and 

horizontal line within box, median. (B) AR-mediated inhibition of LNCaP cell 

migration with the treatment of DHT (2 nM). Migratory cell numbers were 

determined by IncuCyte ZOOM live-cell analysis system. Data represent means ± 

SD (***P<0.005 versus vehicle-treated control, #P<0.05 versus flutamide-treated 

group). (C) Silencing of AR by CRISPR-cas9-gRNA. Expression of AR was 

determined by immunoblottings. (D) AR silencing-induced increase of LNCaP cell 

migration. 
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2-3. 전립선암 세포에서 GV1001의 AR 활성 조절 

AR의 조절이 GV1001의 전립선암 세포주에 대한 효과를 매개하는지 

확인하기 위해, LNCaP 세포주에 GV1001을 처치한 후 AR의 활성화를 

형광현미경을 통해 관찰하였다. DHT를 처치하였을 때와 마찬가지로 

GV1001을 처치하였을 때 AR이 활성화 되어 핵 내로 이동한 것을 

확인하였다 (Fig. 9A). AR은 세포질에서 인산화되어 핵 내로 이동하므로, 

LNCaP 세포주에 각각 DHT와 GV1001을 처치하여 24시간 이내에 인산화 

되는 것을 western blot 실험을 통해 확인하였다 (Fig. 9B). 또한, GV1001의 

농도 의존적 AR 인산화를 확인하였고 (Fig. 9C), androgen-response 

element(ARE)-luciferase construct를 도입하여 프로모터 활성을 측정하였을 

때에도 GV1001의 농도 의존적인 프로모터 활성화가 관찰되었다 (Fig. 

9D). AR 내인성 작용제인 DHT와 GV1001을 병용 처치하였을 때에 

DHT에 의한 프로모터 활성화와 상가적인 활성 증가가 관찰되었다 (Fig. 

9E). 앞서 GV1001은 GnRH 수용체에 작용하여 Gs-cAMP 신호를 

선택적으로 증폭시키는 것을 규명하였으므로, GnRH 수용체의 대표적인 

리간드인 GnRH와 LA를 다양한 농도로 처치하였으나 GnRH와 LA에 

의한 AR 활성화는 관찰되지 않았다 (Fig. 9F). 결과적으로 GV1001은 AR 

활성화와 함께 flutamide 처치에 의해 증가된 LNCaP 세포 이동능을 

억제하는 것을 확인하였다 (Fig. 9G). 
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Figure 9. Activation of AR by GV1001 in PCa cells. (A) Confocal images of AR 

in LNCaP cells treated with DHT (100 nM) or GV1001 (10 μM) for 24 h. (B) 

Immunoblottings of AR phosphorylation in LNCaP cells treated with DHT (100 nM) 

or GV1001 (10 μM) in a time-dependent manner. (C) Immunoblottings of AR 

expression and AR phosphorylation in LNCaP cells treated with GV1001 (0.1-10 

μM). (D) Effects of GV1001 on ARE-luciferase activity in LNCaP cells. LNCaP 

cells were transiently transfected with ARE-luciferase plasmid (1 μg/ml) and the 

cells were exposed to DHT (100 nM) or GV1001 (0.01-10 μM) for 24 h. Data 

represent means ± SD (n=6, **P<0.01 versus vehicle-treated control). (E) GV1001-

mediated functional additive increase on DHT-induced increase in ARE-luciferase 

activity (n=8). (F) Immunoblottings of AR expression and AR phosphorylation in 

LNCaP cells treated with GnRH (0.1-10 μM) or LA (1-100 nM). (G) AR-mediated 

inhibition of LNCaP cell migration by GV1001 (10 μM). 
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2-4. GV1001의 AR 활성화 신호 조절 

AR의 활성화가 GV1001의 선택적 신호 전달에 의해 조절되는 지 

알아보고자 다양한 G-단백질 하위 신호의 저해제를 도입하여 GV1001에 

의한 AR 활성화에 관여하는 G-단백질 신호를 도출하고자 하였다. LNCaP 

세포에서 GV1001 처치에 의해 증가한 AR의 인산화는 Gs-cAMP 신호 

전달에 필수적인 adenylyl cyclase 저해제인 KH7 처치에 의해 현저히 

억제되었다 (Fig. 10A). 그러나 Gq-세포내 칼슘 저장을 억제하는 

BAPTA/AM 처치에 의해서는 상가적 증가가 관찰되었다 (Fig. 10A). 또한 

GV1001에 의해 증가되는 ARE 전사활성이 KH7의 처치에 의해 억제되는 

것을 확인하였다 (Fig. 10B). Gs-cAMP 신호에 의한 직접적인 AR 

인산화가 관찰되는지 LNCaP 세포에서 western blot 실험을 진행하였고, 

cAMP 활성제인 forskolin을 처치하였을 때 AR의 활성화가 농도 

의존적으로 관찰되었다 (Fig. 10C). 또한, Forskolin과 함께 KH7을 

처치하였을 때, forskolin에 의해 증가된 AR 인산화가 억제되었다 (Fig. 

10D). LNCaP 세포의 ARE의 리포터 활성이 forskolin 처치에 의해 

증가하였고, KH7의 처치에 의해 억제되었다 (Fig. 10E). 앞서 

BAPTA/AM의 처치에 의해 AR의 인산화가 GV1001과 상가적으로 

증가되었을 뿐 만 아니라, BAPTA/AM 단독 처치에 의해서도 증가하였기 

때문에(Fig. 10A), Gq-칼슘 신호에 의해 AR 인산화가 저해되는지 

관찰해보고자 하였다. LNCaP 세포주에 AR의 내인성 활성제인 DHT와 

Gq 신호 활성제인 LA를 처치하였을 때, DHT에 의해 증가한 AR의 

인산화가 LA 처치에 의해 억제되었다 (Fig. 10F). 또한, DHT 처치에 의해 

증가한 LNCaP 세포의 ARE 리포터 활성이 LA의 처치에 의해 
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억제되었다 (Fig. 10E). 이러한 결과들은 GV1001의 Gs-cAMP 신호 

선택적 활성화가 AR의 인산화를 촉진하고, LA의 Gq-칼슘 신호 

활성화가 AR의 인산화를 억제함으로써 AR 하위 유전자들의 발현을 

조절하고, 세포 이동능에 중요한 역할을 담당하고 있음을 시사한다. 
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Figure 10. Gαs-cAMP pathway-dependent activation of AR by GV1001. (A) 

Immunoblottings of AR expression and AR phosphorylation in LNCaP cells treated 

with GV1001 (10 μM) and calcium chelator BAPTA/AM (10 μM), soluble adenylyl 

cyclase inhibitor KH7 (5 μM), Gαi inhibitor pertussis toxin (PTX, 100 ng/ml), 

transmembrane adenylyl cyclase inhibitor SQ22536 (10 μM). (B) Inhibitory effect 

of KH7 on GV1001-induced ARE-luciferase activity in LNCaP cells. LNCaP cells 

were transiently transfected with ARE-luciferase plasmid (1 μg/ml) and the cells 

were exposed to KH7 (5 μM) and GV1001 (10 μM) for 24 h. Data represent means 

± SD (n=5, ***P<0.005 versus vehicle-treated control, ###P<0.005 versus GV1001-

treated group). (C) Immunoblottings of AR expression and AR phosphorylation in 

LNCaP cells treated with forskolin, a cAMP activator (0.1-10 μM). Data represent 

means ± SD (n=3, *P<0.05 versus vehicle-treated control. (D) Inhibitory effect of 

KH7 on forskolin-induced AR expression and AR phosphorylation in LNCaP cells. 

(E) Inhibitory effect of KH7 on forskolin-induced ARE-luciferase activity in LNCaP 

cells. (F, G) Regulation of DHT-induced AR activation by Gαq activator, LA (100 

nM). (F) Inhibitory effect of LA on DHT-induced AR phosphorylation in LNCaP 

cells. (G) Inhibitory effect of LA on DHT-induced ARE-reporter activity in LNCaP 

cells. 
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2-5. 전립선암에서 AR 보조조절자 YAP1의 활성 

Hippo pathway의 비정상적인 조절로 인해 증가된 전사 인자 YAP1은 핵 

내로 들어가 다양한 발암원성 유전자들의 발현을 촉진한다(Janse van 

Rensburg and Yang, 2016). 전립선암의 악성화에 따른 전이 진행 중 유전자 

발현 변화를 알아보고자 전립선암 환자의 정상 전립선조직 및 암조직, 

전이 전립선암 조직의 마이크로어레이데이터(GSE6919)를 분석하였다. 

정상 전립선조직에 비해 전립선암 조직 및 전이 조직에서 YAP1의 

발현이 증가해 있는 것을 관찰하였다 (Fig. 11A). NKX3.1의 발현은 

대조군에 비해 전립선암 조직 및 전이 조직에서 현저히 감소된 것을 

확인하였다 (Fig. 11B). YAP1과 NKX3.1은 AR의 보조조절자로써, AR과 

결합하여 AR의 하위 신호전달 및 타겟 유전자의 발현을 조절한다. 

GV1001의 AR 활성화와 전이 억제 과정에 YAP1과 NKX3.1이 관여하고 

있는지 확인하기 위해 면역침강법을 진행하였고, LNCaP 세포주에 

GV1001 처치 후 AR과 결합하는 YAP1의 단백질 수준이 감소함을 

확인하였다 (Fig. 11C). AR과 NKX3.1의 결합은 GV1001 처치에 의해 

증가함을 확인하였다 (Fig. 11C). 또한, LNCaP 세포주에서 GV1001 처치에 

의한 YAP1의 세포질 내 정체와 핵 내 발현 감소를 확인하였다 (Fig. 

11D). Western blot 실험을 통해 LNCaP 세포에서 GV1001을 처치하였을 때 

NKX3.1의 발현이 증가하는 것을 관찰하였으며 이러한 결과는 LA를 

처치하였을 때 관찰되지 않았다 (Fig. 11E). YAP1은 hippo pathway의 

활성화에 의해 인산화되어 세포질에 축적되고 유비퀴틴-단백분해효소에 

의해 분해된다. YAP1이 GV1001 처치에 의해 유비퀴틴화 되는지 

면역침강법을 수행하였고, LNCaP 세포에서 GV1001의 처치는 YAP1의 
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유비퀴틴화를 촉진하였다 (Fig. 11F). GV1001에 의해 인산화된 YAP1은 

또한 앞서 확인한 Gs-cAMP 신호의 저해제인 KT5720과 KH7의 처치에 

의해 억제되었다 (Fig. 11G). GV1001의 처치에 의해 세포질 내 정체되는 

YAP1과 인산화 YAP1을 면역형광 검사를 통해 관찰하였다 (Fig. 11H). 

AR의 활성화에 동반되는 YAP1의 불활성화가 GV1001에 의해 

관찰되었기 때문에, AR의 타겟 유전자들의 전사적 발현을 qPCR을 통해 

분석하였다. DHT에 의해 증가되는 AR, PSA, NKX3.1의 mRNA 발현 

수준은 GV1001에 의해 증가되는 것을 관찰하였고, YAP1의 대표적인 

타겟 유전자인 CTGF의 mRNA 발현은 GV1001에 의해 유의미하게 

억제되는 것을 관찰하였다 (Fig. 11I). 약물 처치에 의해 변화되는 

프로모터 결합능을 확인하여 AR 타겟 유전자에 대한 전사 조절을 

평가하고자 염색질면역침강 실험을 진행하였다. GV1001 처치에 의해 AR 

단백질과 AR 타겟 유전자인 PSA의 프로모터 결합능이 증가하였고, 

NKX3.1의 프로모터 결합능이 DHT를 처치하였을 때 보다 증가하였다 

(Fig. 11J). AR 단백질과 YAP1 타겟 유전자인 CTGF의 프로모터 결합능은 

GV1001을 처치하였을 때 유의하게 감소하였다 (Fig. 11J). 이상의 결과를 

종합하면, GV1001이 AR 활성화와 함께 보조조절자인 NKX3.1의 발현 및 

AR과의 결합을 증가시키고 YAP1의 활성화 및 AR과의 결합을 저해하며, 

보조조절자 선택적으로 AR 타겟 유전자들의 발현을 조절한다는 것을 

시사한다. 
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Figure 11. Inactivation of YAP1 and AR-coregulator switch by GV1001. (A, B) 

Gene expressions of AR coregulators increased or decreased by prostate cancer 

metastatic process. YAP1(A) and NKX3.1(B) expressions in primary prostate tumor 

tissues, metastatic prostate tumor tissues or normal prostate tissues of prostate cancer 

patients (n=164)(GSE6919). Data were shown as box and whisker plot. Box, 

interquartile range (IQR); whiskers, 5–95 percentiles; and horizontal line within box, 

median. (C) IP and immunoblottings of AR and YAP1 proteins in LNCaP cells 

treated with GV1001 (10 μM) for 24 h. (D) YAP and TAZ proteins in cytoplasmic 

and nuclear fractions obtained from LNCaP cells that treated with GV1001 (10 μM) 

for 24 h. (E) Immunoblottings of NKX3.1 in LNCaP cells treated with GV1001 (0.1-

10 μM) or LA (1-100 nM). (F) Induction of ubiquitination by GV1001. LNCaP cell 

lysates were immunoprecipitated with YAP1 antibody and analyzed by 

immunoblottings with anti-Ub antibody to capture polyubiquitinated YAP1. 

(G)Inhibitory effect of KT5720 (upper) and KH7 (lower) on GV1001-induced YAP1 

phosphorylation in LNCaP cells. (H) Co-immunofluorescence (co-IF) analysis of 

YAP1 and phospho-YAP1 proteins in LNCaP cells that were treated with GV1001 

(10 μM) for 4 h. Alexa Fluor 568 stained YAP1 (red), Alexa Fluor 488 stained 

phospho-YAP1 (green) and DAPI stained cell nuclei (blue). Magnification: 60X. 

Micrographs are the representation of multiple confocal images. (I) mRNA levels of 

AR and YAP1 target gene. RT-qPCR was performed in LNCaP cells treated with 

DHT (100 nM) or GV1001 (10 μM) for 24 h. (J) ChIP-qPCR analysis in LNCaP 

cells of AR recruitment to PSA, CTGF, NKX3.1 promoter after treatment of DHT 

(100 nM), GV1001 (10 μM) or LA (100 nM). 
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2-6. YAP1 활성화 조절에 의한 세포 이동능 조절 효과 

GV1001의 AR 보조조절자인 YAP1과 NKX3.1에 대한 활성화 조절 

효과가 전립선암 세포의 이동능을 매개하고 있는지 확인해보고자 LNCaP 

세포주에 CRISPR-cas9-gRNA를 도입하여 YAP1의 DNA를 편집하였고 #7 

colony의 YAP1 단백질 결핍을 western blot 실험을 통해 확인하였으나 

단백질 발현이 억제되는 효과가 미비하였다 (Fig. 12A). Transwell 실험을 

통한 세포 이동능 평가에서 #7 colony의 이동능 억제 효과가 

관찰되었으며 (Fig. 12B), 더욱 명확한 DNA 편집을 확인하기 위한 

방법으로 T7 endonuclease1(T7E1)을 이용하여 변이가 일어난 DNA 부위를 

조각내어 탐지하는 T7E1 실험을 진행하였다. #7 colony의 621bp 길이의 

YAP1 DNA 가닥에서 편집된 부분의 절단이 관찰되었다 (Fig. 12C). 세포 

배양시 첨가되는 소태아혈청(FBS)은 세포 내 YAP1 발현을 억제하는 

hippo 신호의 대표적인 활성 인자이다. FBS가 포함된 조건과 FBS가 

결핍된 조건 모두에서 YAP1 결핍에 의해 YAP/TAZ-responsive 리포터 

활성이 저해되었으며, 그 차이는 FBS 결핍 조건에서 현저히 크게 

관찰되었다 (Fig. 12D). FBS 포함 배지와 FBS 결핍 배지를 이용하여 

배양된 YAP1 결핍 LNCaP 세포는 각각의 대조군 세포에 비하여 감소된 

이동능을 보였으며 (Fig. 12E), YAP1 결핍 LNCaP 세포에 GV1001을 

처치하였을 때, GV1001에 의한 이동능 억제 효과가 관찰되지 않았다 

(Fig. 12F). 이러한 YAP1 의존적 이동능이 GV1001 하위의 Gs-cAMP 

신호에 의해 조절되는지 확인하기 위해 forskolin을 처치하였을 때, 

LNCaP 세포의 이동능이 현저하게 감소되었다 (Fig. 12G). 또한, 앞서 

확인한 Gs-cAMP 신호의 저해제인 KT5720과 KH7의 처치에 의해 
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GV1001의 이동능 억제 효과가 역전되는 것을 관찰하였다 (Fig. 12H). 

생체 내에서 YAP1이 전립선암의 진행에 미치는 영향을 알아보고자 

전립선암 이종이식 동물 모델을 사용하였다. YAP1 결핍된 LNCaP 

세포주를 이식한 쥐에서 종양의 성장이 대조군에 비하여 억제된 것을 

관찰하였다 (Fig. 12I). YAP1의 결핍이 LNCaP 세포주의 이동능 및 종양 

성장에 억제 효과를 갖는 것을 확인하였으므로, 반대로 YAP1의 핵 내 

이동을 유도하는 활성화 촉진 형태인 YAP5SA를 이용한 과발현 

시스템을 구축하였다 (Fig. 12J). YAP1의 결핍 시에 관찰한 바와 같이, 

YAP5SA 과발현 LNCaP 세포주 역시 대조군 LNCaP 세포주와 단백질 

발현의 유의한 차이가 관찰되지 않았다 (Fig. 12J). 그러나 YAP5SA 

과발현 plasmid의 transfection을 Myc 단백질 발현을 통해 관찰하였으며, 

YAP1의 대표적인 타겟 유전자인 CTGF의 과발현을 확인하였다 (Fig. 12J). 

이와 같이 구축한 YAP5SA 과발현 LNCaP 세포주는 대조군 LNCaP 

세포주와 비교하여 현저하게 증가된 세포 이동능을 보였다 (Fig. 12K). 

YAP5SA 과발현 LNCaP 세포주에 GV1001을 처치하였을 때, 대조군 

LNCaP 세포주에서 관찰된 GV1001에 의한 세포 이동능 억제 효과가 

관찰되지 않았다 (Fig. 12K). 종합하면, GV1001 하위의 Gs-cAMP 신호를 

통해 조절된 YAP1 활성화는 전립선암 세포주의 이동능을 매개하고 

있으며 이는 전립선암 진행과 전이를 비롯한 다양한 병리적 상황에서 

중요한 역할을 담당하고 있을 것이라고 제시할 수 있다. 
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Figure 12. Effects of YAP1 regulation on PCa in vitro migration and in vivo 

progression. (A) Silencing of YAP1 by CRISPR-cas9-gRNA. Expression of YAP1 

was determined by immunoblottings. (B) Inhibition of LNCaP cell migration by 

YAP1 knock-out. (C) Mutation verification of YAP1 with T7E1 digestion assay. In 

CRISPR-cas9-Ctrl transfected LNCaP cells, control band was positively detected. In 

CRISPR-cas9-YAP1 transfected YAP1 KO LNCaP cells (YAP1 #7), heteroduplex 

mutant DNA were detected. (D) LNcaP-WT and LNCaP-YAP1 KO cells were 

transiently transfected with YAP/TAZ-responsive promoter-luciferase plasmid (1 

μg/ml) and the cells were incubated with or without serum (10% FBS) for 24 h. Data 

represent means ± SD (n=4, **P<0.01 versus LNCaP-WT). (E) YAP1-mediated 

LNCaP cell migration. Migratory cell numbers were determined by IncuCyte ZOOM 

live-cell analysis system. Data represent means ± SD (*P<0.05, **P<0.01 versus 

vehicle-treated control). (F) Effect of GV1001 on LNCaP cell migration via YAP1. 

(G) Gαs/cAMP pathway-mediated inhibition of LNCaP cell migration. (H) Effect of 

GV1001 on LNCaP cell migration via Gαs/cAMP pathway. (I) Tumor growth of 

LNCaP-WT and LNCaP-YAP KO cells-implanted xenografts. Time-dependent 

changes in tumor volume. Data represent means ± SD (n=4, *P<0.05 versus LNCaP-

WT group). (J) Constitutive active form of YAP1. In MSCV-YAP5SA transfected 

LNCaP cells, Myc and CTGF were highly upregulated. (K) YAP1-upregulation 

increases LNCaP cell migration. Migratory cell numbers were determined by 

IncuCyte ZOOM live-cell analysis system. Data represent means ± SD (*P<0.05, 

**P<0.01 versus vehicle-treated control). 
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IV. 고 찰 

 

 전립선암은 남성에서 발병하는 암 중 발병율과 사망율이 가장 높은 

암 중 하나이며(Jemal et al., 2011; Siegel et al., 2011), 전이가 매우 빠르게 

진행된다는 점과 치료 요법이 제한적이라는 점 때문에 추가적인 치료 

약제의 개발이 필요한 질병이다. 전립선암의 치료 약제로는 호르몬 

요법이 고 위험군의 환자들에게 1차적으로 단독 혹은 다른 치료 요법과 

병용 요법으로 사용된다(Akaza, 2011; Cornford et al., 2017). 그러나 투여 

시작 후 12-18개월 이내에 전이를 동반하는 악성화가 빠르게 진행되며, 

이는 전립선암으로 인한 사망의 주된 원인이 된다(Chi et al., 2009; Devlin 

and Mudryj, 2009; Harris et al., 2009; Lassi and Dawson, 2010). 

 GnRH 수용체는 전립선암 치료의 중요한 타겟으로, GnRH 유사체들을 

반복 투여하면 시상하부-뇌하수체-생식선축의 GnRH 수용체 탈감작을 

일으켜 생식선에서의 테스토스테론 분비가 억제된다(Jacobi and Wenderoth, 

1982). GnRH 수용체는 GPCR의 일종으로, 세포 외부의 리간드와 

결합하여 하위의 G-단백질을 활성화 시키고 세포 내로 신호를 

전달한다(Hawes et al., 1993; Stanislaus et al., 1998). 뇌하수체 성선 자극 

호르몬 세포에서 결합한 리간드에 의존적으로 GnRH 수용체가 하위의 

적절한 G-단백질의 활성화를 일으키며 뉴런 기능 및 호르몬 분비 

기능을 조절하는 것이 규명되어 있다(Grosse et al., 2000; Hille et al., 1994; 

Voliotis et al., 2018). 이러한 현상은 GnRH 수용체가 서로 다른 자극에 

의해 각기 다른 효과를 유도하기 위해서, 다양한 G-단백질을 매개로 

한다는 것을 의미한다. 또한 GnRH 와 GnRH 수용체 단백질은 뇌하수체 
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성선 자극 호르몬 세포뿐만 아니라, 정상 난소 상피 조직, 유방 조직, 

전립선 조직과 유방암 세포주 (MCF-7, MDA-MB-468), 전립선암 세포주 

(PC-3, LNCaP) 에서도 발현되는 것이 확인되어 있다(Bono et al., 2002; 

Borroni et al., 2000; Kakar et al., 1994; Kang et al., 2003). 이와 같이 암세포에 

발현된 GnRH 수용체는 암세포의 성장에 직접 기여하고 있으며, GnRH 

유사체들이 다양한 G-단백질을 조절함으로써 암세포의 진행에 직접적인 

억제 효과를 갖는다는 것이 보고되어 있다. 자궁 내막 암(HEC-1A, 

Ishikawa) 및 난소 암(EFO-21, EFO-27) 세포에 발현된 GnRH 수용체가 

GnRH 유사체와 결합하였을 때, 하위의 Gαi-단백질을 경유하여 

성장(Grundker et al., 2001; Imai et al., 1997; Imai et al., 1996; White et al., 2008) 

및 분열 유도 신호전달(mitogenic signal transduction)(Emons et al., 1998)에 

억제효과를 갖는 것이 관찰되었으며, 전립선암 세포주 (JEG-3, DU145, 

PC-3, LNCaP)에서 GnRH 유사체가 Gαi-단백질을 활성화 시켜 

세포자가사멸을 유도하는 것이 관찰되었다(Angelucci et al., 2004; Kraus et al., 

2004; Kraus et al., 2006; Limonta et al., 1999; Maudsley et al., 2004). 또한, 

안드로겐 비반응성 전립선암 세포주인 DU145를 이용한 이종 이식 

동물모델에서 GnRH 유사체를 누드 마우스에 투여하였을 때 종양 

성장이 억제되는 현상을 관찰하여, 생체 내에서 직접적인- 내분비계 

호르몬 비반응성-항종양 효과를 추가적으로 증명하였다(Dondi et al., 1998). 

이러한 결과들에 근거하여 암세포에 발현된 GnRH 수용체는 암 치료를 

위한 새로운 수용체 표적화 전략의 후보로 간주된다. 

GV1001은 항암 백신으로 접종시 암세포 내의 hTERT를 인지하는 여러 

CD4+, CD8+ T 세포에 의한 면역 반응을 촉진하여 암세포의 제거를 
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유도한다(Kyte, 2009). 최근 GV1001의 뛰어난 안전성을 바탕으로 췌장암, 

비소세포성 폐암(NSCLC), 흑색종과 같은 다양한 암에서 GV1001의 

접종이 면역반응을 촉진하고 면역 반응이 일어난 환자에서 생존기간을 

증가시킨다는 것이 보고된 바 있다(Bernhardt et al., 2006). 

본 연구에서 항암 백신인 GV1001의 전립선암에 대한 항암 작용의 

분자적 기전을 탐구하기 위해 펩타이드의 구조 분석을 실시하였고, 그 

결과 GV1001의 아미노산 서열 일부가 GnRH와 GnRH 작용제인 LA 및 

GnRH 길항제인 CA와 중첩되는 것을 확인하였다. GnRH 펩타이드는 

세포 외부에서 단백분해효소(proteolytic enzymes)에 의해 

절단되는데(Cleverly and Wu, 2010; Peter et al., 1996; Yang et al., 1998), Trp3-

Ser4와 Tyr5-Gly6 의 결합이 절단되는 것으로 알려져 있다(Lasdun et al., 

1989; Peter et al., 1996). 또한, Gly6의 치환은 펩타이드의 구조적 안정성을 

높여주고, 수용체와의 결합능을 증가시키며, 대사적 청소율(metabolic 

clearance)을 낮추는 기능적 특성이 있기 때문에, GnRH 유사체를 합성할 

시 이 아미노산의 치환을 가장 많이 시도한다(Sealfon et al., 1997). C-

terminal의 에틸아마이드(ethylamide)에 의한 glycine-amide 치환 역시 

GnRH 수용체와의 결합능을 더욱 높이는 것으로 알려져 있다(Sealfon et 

al., 1997). GnRHR에 대한 리간드 선택성에 관여하는 Tyr5, Leu7, Arg8(Lu et 

al., 2005), 특히 Leu7은 GnRH 유사체에서 치환되지 않는다. Leu7, Arg8은 

GV1001에서 LA 및 CA와 중첩되는 residue에도 포함되어 있기 때문에, 

GV1001이 GnRH 수용체에 대한 강한 선택성을 가질 것으로 예측되었다. 

이러한 결과를 토대로 GV1001이 GnRH 유사체와 같이 GnRH 수용체의 

리간드로써 작동할 수 있는지 확인하였으며, 최초로 GV1001이 GnRH 
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수용체와 물리적인 결합을 갖는 것을 증명하였다. 또한, GV1001은 GnRH 

수용체와 결합한 후, GnRH 수용체 하위의 신호 전달을 매개하는데 

일반적인 GnRH 작용제에 의해 매개되는 주요 신호인 Gαq-칼슘 신호에 

유의적인 증가가 관찰되지 않았으며, Gαs-cAMP 신호에 대한 증폭 효과가 

관찰되었다. 또한 GV1001과 LA를 병용 처치하였을 때, 서로 경쟁적으로 

하위 신호를 억제하였는데, 이는 GV1001과 LA가 같은 GnRH 수용체를 

경쟁적으로 공유하고 있다는 것을 보여준다. 기존 보고에서 GnRH 

수용체 하위의 신호 전달이 수용체과 결합한 리간드의 농도에 

의존적으로 변환이 일어난다고 제시한 바 있으며(Krsmanovic et al., 2003), 

이를 바탕으로 본 연구 결과에서 보인 리간드 종류에 의존적인 하위 

신호 변환에 대하여 수용체 결합능의 차이 때문이라고 해석할 수 있을 

것이다. 실제로 LA는 내인성 GnRH와 비교하여 50 배 이상의 강한 

결합능을 갖는 것으로 알려져 있으며, 다른 GnRH 유사체들도 서로 다른 

아미노산의 치환을 통해 결합능의 큰 차이를 보인다(Schally et al., 1971; 

Schally et al., 2017). 

일반적으로 GnRH 유사체를 투여하였을 때, 혈중 테스토스테론 수치의 

증가가 투여 직후 관찰되며 이후 투여 전 수치보다 감소하는 양상이 

관찰된다(Eckstein and Haas, 2014). 흥미롭게도 공개된 특허에서 GV1001을 

투여하였을 시 랫드의 혈중 테스토스테론 수치 변화가 위와 유사하게 

관찰되었으며, 혈중 황체형성호르몬(luteinizing hormone, LH) 수치 역시 

GnRH 유사체와 같이 초기 시간의 증가와 이후 감소하는 양상이 

관찰되었다(PCT application PCT/KR2014/005508). 이러한 결과를 종합하여 

GV1001의 GnRH 수용체 리간드로서의 역할을 제시하고자 하였다. 
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GV1001이 GnRH 유사체와 같이 전립선암에 대한 항암 효능을 

가지는지 평가하고자 하였다. LNCaP 전립선암 세포주를 누드마우스에 

이식한 이종 이식 동물모델을 통해 GV1001의 전립선암의 성장에 대한 

항암 효과를 평가하였다. GV1001의 투여는 LA 투여와 같이 전립선 

종양의 성장을 억제하는 효과를 보였으며, 조직 내에서 세포 성장의 

마커를 감소시키고 세포자가사멸의 마커를 증가시켰다. 또한, GV1001을 

투여한 군에서 LA를 투여한 군과 다르게 암세포 전이의 마커인 MMP2, 

MMP9의 mRNA 수준이 현저하게 감소한 것을 관찰하였는데 앞서 밝힌 

세포 내 서로 다른 G-단백질에 의한 신호 전달의 차이가 관여할 것으로 

생각된다. 이러한 신호 전달의 차이가 세포 이동능 억제의 차이로 

관찰되는지 확인하기 위해 transwell 이동능 평가를 수행하였고, GV1001 

처치 시 LNCaP 세포의 이동능이 억제되는 것을 증명하였다. 또한, 

GV1001이 전립선암세포에서 세포막 및 세포질 내 존재한다는 사실을 

면역형광염색법으로 보였으며, 이를 통해 GV1001의 세포 이동능 억제가 

세포막에 발현된 GnRH 수용체를 직접 경유할 것으로 예측하였다. 

GV1001을 이용한 세포자가사멸 평가에서 GV1001은 GnRH 수용체 

의존적으로 세포자가사멸을 유도하였으며, 이러한 효과는 GnRH 

수용체가 발현된 LNCaP, PC-3 두 가지 전립선암 세포주에서 모두 

관찰되었다. 이러한 결과들은 생체 내에서 GnRH 유사체들이 작동하는 

시상하부의 수용체뿐만 아니라 암세포에 발현된 GnRH 수용체들 또한 

암세포에 대한 직접적인 억제 효과를 가질 수 있음을 시사한다. 

기존의 많은 연구에서 전립선암의 전이 및 저항성을 설명하기 위한 

기전으로 안드로겐 자극이 없음에도 유도되는 AR 활성화나 (AR의 



 

73 

 

비정상적 과발현, AR 변이체, 돌연변이, AR-DNA 복합체 안정화, AR 전사 

활성 증가, 호르몬 생합성 증가 등), AR을 경유하지 않는 대체 신호의 

활성화 등을 제시하고 있다(Galletti et al., 2017). 그러나 최근의 연구들을 

통해 AR의 전립선암 이동능 및 전이의 억제 기능이 규명되며 AR 

활성화와 함께 보조조절자의 역할이 전립선암 악성화의 새로운 

치료법으로 주목받고 있다. AR과 결합하는 단백질은 1) 크로마틴-재편성 

복합체(chromatin-remodelling complex) 구성, 2) 유비퀴틴-단백분해 신호 

구성, 3) SUMO 전사후 조절 신호 구성, 4) splicing 이나 RNA 대사 조절, 5) 

DNA 보수 조절, 6) 샤페론, 7) 신호 전달 조절 및 그 밖의 다양한 역할을 

수행하는 것으로 구분된다(Heemers and Tindall, 2007). 예를 들어, TIF2나 

NKX3.1과 같은 보조조절자는 AR의 전사적 기능을 조절함으로써 각각 

발암원성 및 저항성, 혹은 종양 억제에 관여하는 타겟 유전자를 

증폭시키는 것으로 보고되어 있다(Feng et al., 2009; Lei et al., 2006). 본 

연구에서 AR 활성화에 따른 전립선암 세포의 이동능 억제를 규명하였고, 

그 과정에서 AR의 보조조절자가 관여하고 있을 것으로 생각하였다. 

다음으로 실제 동물 실험과 세포 실험에서 관찰한 GV1001의 전립선암 

억제효과와 GnRH 수용체 하위 전달 신호 중 Gαs-cAMP 신호 특이적 

활성화의 상관성을 평가하기 위해 전립선암 환자의 전이와 관련된 기 

보고된 유전자 발현 분석을 진행하였고, Gαs-cAMP 선택적 신호 전달인 

hippo 신호 전달-YAP1을 도출하였다. Hippo 신호 전달은 정상적인 조직의 

성장과 종양 억제를 관장하는 핵심 신호이며, 다양한 포유동물에서 

공통적으로 발견된다(Shibata et al., 2018). Hippo 신호의 구성 효소인 

MST1/2, SAV, LATS1/2 등은 전사 인자인 YAP과 TAZ를 인산화 시켜 
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세포질 내의 정체를 유도하고, 유비퀴틴화에 의한 단백분해를 유도한다. 

그러나 인산화 되지 않은 YAP1은 핵 내에 축적되어 전사 인자로서 

다양한 유전자들의 발현을 촉진한다. 암세포 내에서 YAP1은 성장, 형질 

전환, 상피간엽전환, 항-세포자가사멸 및 항암제 저항성을 유도하는 

유전자들의 발현을 촉진한다(Janse van Rensburg and Yang, 2016). 따라서 

hippo 신호의 조절과 YAP1 활성화 조절은 암의 진행과 악성화에 중요한 

치료 타겟이 되지만, 이를 조절하는 상위 신호는 물리적 결합인 

세포외기질(extracellular matrix), 세포 극성, 세포간 상호 작용 등으로 매우 

제한적으로 알려져 있다(Zhou et al., 2015). GPCR(G-단백질연결수용체) 

자극에 의해서는 하위의 G-단백질 중 Gαs-선택적으로 hippo pathway는 

활성화되며, 다른 G-단백질의 신호에 의해 반대로 불활성화된다(Zhou et 

al., 2015). 전이와 상관성이 큰 보조조절자를 도출하기 위해 

마이크로어레이데이터 분석을 통해 전립선암 진행에 따라 각각 증가, 

감소하는 핵심 유전자로서 YAP1과 NKX3.1을 제시하였다. 실제로, YAP1 

결핍은 전립선암 세포의 이동능 저하와 생체 내 전립선암 전이를 

감소시켰다. GV1001 처치에 의해 YAP1의 인산화가 촉진되면, 세포질 내 

축적과 유비퀴틴화가 진행되면서 AR과의 결합이 분리되었으며 이로 

인한 세포 이동능이 저하되는것을 증명하였다. 반대로 대표적인 종양 

억제 유전자인 NKX3.1의 발현이 GV1001 처치에 의해 증가되었으며, 

AR과의 결합이 촉진되는 것을 관찰하였다. 이러한 현상과 GV1001 

처치에 의해 AR 활성화가 동반된다는 결과는 AR 활성을 억제할 때에 

세포 이동능이 증가한다는 보고와 함께 AR의 활성을 적절하게 

증가시키는 것이 전립선암의 전이 억제에 중요할 것임을 뒷받침한다. 
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이를 바탕으로 GV1001의 Gαs-cAMP 선택적 신호 전달에 hippo pathway와 

YAP1 활성화 조절이 관여되어 있을것으로 생각하였고, 세포 실험을 

통해 GV1001 처치에 의한 YAP1의 인산화, 세포질 내 축적 및 

유비퀴틴화-단백분해효소 활성화를 관찰하였다. YAP1의 분해에 따라 

AR과의 결합이 저해되고 YAP1 의존적 타겟 유전자의 발현이 

억제되었다. 이러한 YAP1의 활성 억제 효과는 GV1001의 Gαs-cAMP 

신호 의존적으로 관찰되었다. 또한, GV1001 처치에 의해 AR의 인산화가 

증가하였고 이러한 증가 역시 Gαs-cAMP 신호 의존적으로 관찰되었다. 

세포 전이 실험을 통해 GV1001의 Gαs-cAMP 신호 의존적 YAP1 활성 

억제가 세포 전이를 억제하고 있음을 확인하였고, 결과적으로 spleen-liver 

metastasis 동물 모델을 통해 GV1001 처치에 의해 암세포의 전이가 생체 

내에서 억제됨을 관찰하였다. 

결론적으로, GV1001은 신규 GnRH 수용체 작용제로써 생체 내에서 

GnRH 수용체를 경유한 전립선암 억제 효과를 갖는다. 또한, 전립선암 

세포에 발현된 GnRH 수용체를 직접 경유함으로써 Gαs-cAMP 신호 

선택적 활성화와 그로 인한 세포자가사멸 및 세포 내 전이신호 억제를 

유도한다. Gαs-cAMP 신호 선택적 활성화는 AR 인산화와 YAP1 인산화를 

유도하여 YAP1의 저해가 동반되는 AR 활성화를 야기하고, 이는 

결과적으로 전립선암 세포의 이동능과 생체 내 전이를 억제하였다. 

이상의 결과들을 종합하여 GV1001이 전이성 전립선암의 치료에 

효과적이고 안전성이 높은 새로운 약제가 될 수 있음을 제시한다. 
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VI. Abstract 

 

Anti-prostate cancer effect of GV1001, a novel 

GnRHR ligand 

 

Ji Won Kim 

Advisor: Prof. Keon Wook Kang 

 

GV1001, a 16-amino acid fragment of the human telomerase reverse transcriptase 

catalytic subunit (hTERT), has been developed as an injectable formulation of cancer 

vaccine. Here, we revealed for the first time that GV1001 is a novel ligand for 

gonadotropin-releasing hormone receptor (GnRHR). Binding of GV1001 to GnRHR 

stimulated the Gαs-coupled cAMP signaling pathway and antagonized Gαq-coupled 

Ca2+ release by leuprolide acetate (LA), a GnRHR agonist. We then tested whether 

GV1001 has an inhibitory effect on tumor growth of LNCaP cells, androgen 

receptor–positive human prostate cancer (PCa) cells. GV1001 significantly inhibited 

tumor growth and induced apoptosis in LNCaP-implanted xenografts. Interestingly, 

mRNA expression of matrix metalloproteinase2 and matrix metalloproteinase9 was 
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suppressed by GV1001, but not by LA. Moreover, GV1001 inhitbited the 

proliferaion and migration of PCa cells and induced GnRHR-dependent apoptosis.  

Inhibition of androgen receptor (AR) activity or androgen deficiency is known to 

cause resistance of prostate cancer to anti-androgen agents. GV1001 treatment 

increased both cAMP/PKA-dependent AR phosphorylation and androgen-response 

element (ARE)-mediated transcriptional activity in LNCaP cells. The enhanced AR 

activation by GV1001 suppressed the cell migration ability of LNCaP cells. 

Although AR activity is generally considered as a major mediator of PCa growth, 

interaction of AR with specific coregulators can determine the fate of PCa 

progression such as metastasis and chemoresistance. Among diverse AR 

coregulators, Gene Expression Ominibus (GEO) analyses showed that YAP1 was 

identified as a key gene for metastasis of prostate cancer. cAMP/PKA-dependent 

Ser-127 phosphorylation and the subsequent ubiquitination of YAP1 were enhanced 

by GV1001 in LNCaP cells. Moreover, GV1001-induced YAP1 degradation 

inhibited its binding to AR and consequently suppressed the expression of 

downstream target genes of YAP1. Inhibitory effect of cell migration by GV1001 

was completely reversed by overexpression of YAP5SA, constitutive active form of 

YAP1. Spleen-liver metastasis mouse model confirmed that liver metastasis of PCa 
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cells implanted in spleen was significantly inhibited by GV1001 injection. Taken 

together, our data reveal that GV1001 is a novel ligand of GnRHR and shows anti-

cancer efficacy in PCa. 

 

Keywords: prostate cancer, hTERT, GV1001, androgen receptor, coregulators, hippo 

pathway, YAP1, NKX3.1, proliferation, migration, cancer metastasis 
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