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ABSTRACT 

 

Ferroportin-1 (FPN) is a transporter protein that is known to mediate iron export from macrophages. The purpose of 
this study was to investigate the effect of copper on the regulation of FPN gene expression in J774 mouse macrophage 
cells. J774 cells were treated with various concentrations of CuSO4 and RT-PCR analyses were performed to measure 
the steady-state levels of mRNAs for FPN and divalent metal transporter 1 (DMT1, an iron importer). Copper treat-
ment significantly increased FPN mRNAs in a dose-dependent manner, but didn’t change the levels of DMT1 mRNA. 
Experiments with transcriptional inhibitor actinomycin D (0.5 μg/mL) revealed that copper treatment did not affect the 
half-life of FPN mRNAs in J774 cells. On the other hand, results from luciferase reporter assays showed that copper 
directly stimulated the promoter activity of FPN. In summary, our data showed copper induced FPN mRNA of macro-
phages via a transcriptional rather than post-transcriptional mechanisms. (Korean J Nutr 2009; 42(5): 434 ~ 441) 
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서     론 
 

철분은 생체 pH에서 2가지 산화가 (Fe2+, Fe3+)를 가지는 

전이 금속으로, 다양한 산화·환원 반응에 관여하며 거의 

모든 생물의 생존에 요구되는 필수 영양소이다. 하지만, 과

량의 철분은 fenton reaction에 의해 활성 산소종 생성을 

촉진하여 지질 산화, 단백질 및 DNA 손상 등을 초래한다. 

체내 철분의 과량 축적은 당뇨병, 심장병, 간 손상 및 이와 

관련된 암의 발생, 알쯔하이머와 파킨스씨 병과 같은 각종 

신경 퇴행성 질환 등 다양한 종류의 만성 질환의 유발과 관

련됨이 잘 알려져 있다.1) 따라서 철분으로 인한 손상을 방

지하기 위한 적정량의 체내 항상성 유지 (homeostasis)가 

매우 중요하다. 철분은 다른 무기질과 대조적으로 뚜렷한 배

설 경로가 없고, 소장에서의 철분 흡수와 대식 세포 (mac-

rophage)에서의 철분 재이용 (recycling) 과정을 조절함으

로써 체내 항상성을 유지한다. 특히, 대식 세포는 식세포 작

용을 통해 노쇠한 적혈구의 철분을 세포내에 저장해 두었다

가 체내 철분 요구량이 증가되면 혈액으로 철분을 방출 (ex-
port)한다. 대식 세포로부터 하루에 공급되어지는 철분의 

양은 약 20 mg으로 이는 하루 체내 철분 요구량의 90% 이

상을 차지하며, 소장에서의 철분 흡수량 1~2 mg의 10배 

이상에 해당한다. 따라서 대식 세포로부터의 철분 방출은 체

내 철분 이동에 매우 중요한 역할을 한다.2) 

Ferroportin-1 (FPN)은 세포막에서 철분의 세포외 방출

에 작용하는 단백질로, 현재까지 알려진 유일한 iron export-
er 단백질이다. Ireg1 (iron regulated protein 1), MTP1 

(metal transport protein 1), 혹은 SLC40A1 (solute car-
rier family 40A1)이라고도 불리는 이 단백질은 9개의 trans-
membrane domain을 가지고 있으며, 세망내피계를 구성하

는 대식 세포에서는 물론, 간, 소장, 신장 등 철분의 대사에 

주요하게 관여하는 조직에서 다량 발현된다.3) FPN 유전자

는 2번 염색체 (2q32)에 위치하며 8개의 exon과 intron으

로 구성되어 있고, FPN mRNA의 5’-UTR 부위에는 iron-
responsive element (IRE)를 보유하고 있다.4,5) FPN 유전

자를 과량 발현 시킨 마우스 대식 세포주의 경우 적혈구 처
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리 후 철분의 방출이 70% 이상 증가됨이 보고 되었으며,6) 

반대로 FPN 발현을 결여시킨 knock-out mice는 간과 비

장의 대식 세포에 철분의 과잉 축적이 발견되었다. 또한, 현

재까지 사람에게서 FPN 유전자에 대한 missense 돌연변

이가 약 20 종류가 보고 되었으며 이들 돌연변이를 보유하

고 있는 경우 공통적으로 대식 세포의 철분 과잉 축적이 관

찰된다.7,8)  

이상의 연구 결과들은 FPN이 대식 세포에서 철분의 세

포외 방출에 필수적으로 요구되며 FPN 발현 조절이 체내 

철분 항상성 유지와 밀접한 관련이 있음을 제시한다. 

FPN 유전자의 발현 수준에 영향을 주는 요인으로 세포 내 

철분 농도가 많이 연구되어 왔는데, 대식 세포에 철분을 처

리하여 주었을 때 처리 농도와 시간에 비례하여 FPN mRNA 

및 FPN 단백질이 증가하는 것으로 나타났다. 앞서 언급된 

바와 같이 FPN mRNA는 5’-UTR에 IRE를 보유하고 있으

므로, 세포내 철분 수준에 증가함에 따라 IRP (iron regula-
tory protein)의 IRE 결합 활성이 낮아지고, 이로 인해 FPN 

단백질 수준이 증가하는 것으로 생각되고 있다.9,10) 철분 이

외에 저산소증 (hypoxia)과 같이 체내 철분 요구도가 높아

지는 경우 FPN 발현이 촉진되는 것으로 알려져 있으며,11) 

이와 반대로 염증을 유발하는 사이토카인의 분비는 FPN 발

현 수준을 낮추는 것으로 보고되었다.12-14) 본 연구자는 이전

의 선행연구에서 구리의 첨가가 대식 세포에서 FPN mRNA 

및 단백질 수준을 증가시킴을 보고한 바 있다.15) 하지만, 아

직까지 구리가 어떤 작용 기작을 통해 FPN 발현을 조절하

는지 잘 알려져 있지 않다.  

따라서, 본 연구는 FPN 유전자의 전사 과정 및 전사 후 

조절 과정에 구리가 어떤 영향을 미치는 지 알아보고자 수

행되었다. 

 

재료 및 방법 
 

세포 배양 및 처리 
실험에 사용한 J774 세포와 HeLa 세포는 American Ty-

pe Culture Collection (ATCC)에서 구입하여 사용하였다. 

배양액은 α-minimum essential medium (Gibco, USA)을 

사용하였으며, 10% fetal bovine serum, 1% penicillin-st-
reptomycin을 포함시켜 5% CO2와 95% 습도 조건으로 

37℃에서 배양하고, 80~90%의 confluency에 도달하면 

계대 배양 하였다. 

구리가 FPN mRNA와 divalent metal transporter 1 

(DMT1) mRNA 의 수준에 미치는 영향을 알아보기 위한 

실험에서는 J774 세포를 6-well plate에 배양하고 약 60% 

confluency에 이르렀을 때, 0, 25, 100 μM CuSO4를 20시

간 처리하였다.  

구리가 FPN mRNA의 안정성에 미치는 영향을 알아보기 

위한 실험에서는 FPN mRNA의 발현을 최대한 높이기 위

하여 J774 세포에 200 μM의 CuSO4를 선처리 하였다. 즉, 

J774 마우스 대식 세포를 6-well plate에서 10% FBS와 

penicillin/streptomycin이 첨가된 α-MEM에 배양하고, 약 

40%의 confluency에 이르렀을 때, 최종 농도가 200 μM

가 되도록 CuSO4를 첨가하고 20시간 처리해 주었다. 이 후 

Cu-군 (control set)은 PBS로 여러 번 세척해 남아있는 구

리를 최대한 없애고 새로운 media로 갈아준 후 actinomy-
cin D (0.5 μg/mL)만 처리해 주고, Cu + 군은 PBS로 세

척하고 새로운 media로 갈아준 후, 계속해서 같은 농도의 

구리와 함께 actinomycin D (0.5 μg/mL)를 처리해 주었다. 
 

Reverse transcription (RT)-PCR 
처리가 끝난 세포에 500 μL의 TRIzol® reagent (Invi-

trogen, USA)를 첨가하여 제조사의 지침에 따라 total RNA

를 추출하고, 260 nm에서 흡광도를 측정하여 정량하였다. 

Total RNA 1 μg로부터 reverse transcription master 

premix (5X)(ELPIS biotech, Korea)를 이용해 cDNA를 

합성하고, primer를 이용하여 MJ mini gradient thermal 

cycler (Bio-Rad, USA)를 사용하여 PCR을 수행하였다. 사

용된 PCR 조건은 denaturation 95℃에서 15초, annealing

은 65℃에서 30초 동안 실시하였고, 72℃에서 1분간 elon-
gation 과정을 거쳤다. DMT1과 FPN 24 cycle, β-actin은 

18 cycle로 실시하였다. PCR product는 ethidium bromide

를 함유한 2% agarose gel에서 전기 영동하였다. 각 band

는 Gel Doc XR system (Bio-Rad, USA)으로 영상을 찍은 

후 Quantity one 1-D analysis software (Bio Rad, USA)

를 사용하여 정량하였다. 
 

MTT assay 
다양한 농도의 구리 처리가 J774 세포에 미치는 독성 여

부를 파악하기 위하여, MTT [3-(4,5-dimethylthiazole-2-
yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide] 환원 방법을 이용

하여 J774 세포 생존률을 측정하였다.  

즉, J774 세포를 96-well plates에 각 well당 5 × 103개

의 세포를 분주한 뒤 24시간 배양한 후, 0, 50, 100, 200 μM 

CuSO4을 20시간 처리하였다. 처리가 끝난 세포에 MTT 

시약 (5 mg/ mL in PBS)를 가하여 주고 4시간 더 배양하

여 MTT를 환원시킨 후 상층액을 제거하였다. 이후 DMSO 

(100%)를 분주하여 shaking 한 후, 540 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 
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Luciferase reporter assay 
 

Plasmids 제작 

구리가 FPN 프로모터 활성에 미치는 영향을 조사하기 위

하여 FPN 프로모터 부위에 luciferase 리포터 부위를 부착

한 plasmids를 이용하여 luciferase reporter assays를 실

시하였다. 본 조사에는 FPN-Luc과 FPNΔIRE-Luc의 두 가

지 reporter gene construct를 사용하였다. FPN-Luc plas-
mid는 firefly luciferase gene 발현 벡터인 pGL3-Control 

vector (Promega, USA)에 FPN 5’ upstream의 2514 bp 

와 5’-UTR 전체 (transcription start site로부터 +322 bp

까지)를 subcloning시킨 plasmid로 IRE (+69 bp부터 +103 

bp까지)를 포함하고 있다. FPNΔIRE-Luc plasmid는 FPN-
Luc벡터에서 BamHI-SmaI 절단 부위를 제거하여 5’-UTR 

전체 부위를 제외시킨 plasmid로 IRE를 포함하지 않는 plas-
mids이다 (Fig. 1). 이들 plasmid들에 대해 restriction en-
zyme mapping과 DNA sequencing을 통해 sequence를 

확인하였다. 
 

Transient cell transfection과 구리 처리 

J774 세포는 대식 세포의 특성상 transfection 효율이 매

우 낮은 문제가 있어, transfection 효율이 높은 세포로 대

체하여 reporter assay를 실시하였다.16) 즉, transfection 

효율이 비교적 높고 endogeneous한 FPN 발현이 매우 낮

은 장점을 갖고 있는 HeLa 세포를 6-well plate에서 배양

한 후 세포가 약 40% 정도 confluent 되었을 때, FPN-Luc 

plasmid, FPNΔIRE-Luc plasmid 혹은 empty vector인 

pGL3 Control vector를 cationic liposome인 Lipofecta-
mine (Gibco, USA) reagent를 이용하여 transfection 시켰

다. Transfection 한 지 12시간이 지난 후 시점에서, CuSO4, 

Fe-(NTA)4 혹은 desferrioxamine (DFO)를 첨가한 후 

20시간 동안 배양했다. 처리가 끝난 세포는 얼음위에서 PBS

로 1번 세척한 다음 차가운 1x lysis buffer (25 mM Tris- 
phosphate (pH 7.8), 2 mM DTT, 10% glycerol, 1% Tri-
ton X-100, 2 mM 1,2-diaminocyclohexane-N,N,N’N’-
tetraacetic acid)를 넣고 흔들어 준 후 cell scraper로 세

포를 긁어 microcentrifuge tube로 옮겨 담았다. 세포 용

액을 15초 이상 세게 vortexing 한 후 12,000 g, 4℃에서 

2분간 원심분리한 후 상층액 (cell lysate)을 얻었다. Cell 

lysates를 luciferase substrate reagent (Promega, USA)

와 반응시키고 luminometer로 10초간 luminescence를 측

정하였고, cell lysates의 단백질 농도는 Bradford assay 

(Bio-Rad, USA)를 이용하여 정량하였다. 각 샘플의 lucif-
erase 활성은 cell lysates의 단백질 농도값으로 나누어 보

정한 후, control에 대한 fold change로 나타내었다. 각 실

험은 3회 반복하여 결과를 분석하였다. 
 

통계분석 
모든 실험의 결과는 Statistical Analysis System version 

8.2 (SAS Institute, Cary, NC, USA)를 사용하여 분석하

였다. 모든 결과는 평균 (mean)과 표준편차 (s.d.)로 표시

하였으며, 실험군간의 차이는 ANOVA를 이용하여 p < 0.05

에서 유의성을 검증하였다. 

 

결     과 
 

구리가 FPN mRNA 수준에 미치는 영향 
구리의 첨가에 의해 FPN mRNA 수준이 변화하는지 확

인하기 위하여, J774 세포에 0, 25, 100 μM CuSO4를 20

시간 처리한 후 total RNA를 추출하여 RT-PCR을 통해 

FPN mRNA 수준을 측정하였다. 그 결과, 구리의 첨가 농

도에 비례하여 FPN mRNA 농도가 유의적으로 증가하였

으며 100 μM CuSO4 처리한 경우 아무것도 처리하지 않

은 대조군에 비해 약 4배 가량 증가하는 것으로 나타났다 

(Fig. 2). 한편, 철분, 구리 등 2가 이온의 세포내 이입 (im-
port)에 관여하는 것으로 알려진 transmembrane 단백질

인 divalent metal transporter 1 (DMT1)에 대한 mRNA

의 수준은 구리의 처리에 의해 변화하지 않았다. 또한, load-
ing control로 사용된 β-actin mRNA의 수준은 구리의 처

리 농도에 따라 다르지 않은 것으로 나타나, 본 RT-PCR 분

석에서 각 lane마다 사용된 초기 total RNA의 양은 동일함

을 제시한다. 

한편, 구리의 처리가 J774 세포에 독성을 미치는 지 여부

를 파악하기 위하여 MTT assay를 이용하여 구리 처리 후 

FPN-Luc 

FPNΔIRE-Luc 

-2514 bp +1 +322 

-2514 +1 

+69 +103 
CTTTGGCTTTCCAACTTCAGCTACAGTGTTAGCTAAGTTTGGAAAG 

IRE Luciferase 

Luciferase Fig. 1. Diagrams of two reporter DNA
constructs used in the present study. 



 
 
 
 
 

한국영양학회지(Korean J Nutr) 2009; 42(5): 434~441 / 437 

세포 생존률을 측정하였다. 그 결과, CuSO4를 50, 100, 200 

μM 농도로 20시간 처리하였을 때, 아무것도 처리하지 않

은 대조군과 비교하여 세포 생존률에 유의적인 변화가 없는 

것으로 나타났다 (Fig. 3). 또한, 현미경으로 관찰한 J774 

세포의 형태에 위 조건의 구리 처리는 큰 영향을 주지 않는 

것으로 나타났다. 이런 결과를 바탕으로, 최대 200 μM 농

도까지의 CuSO4 처리는 J774 세포에 독성이 없음을 확인

하였고 0~200 μM CuSO4 농도 범위에서 이후의 실험을 

수행하였다. 
 

구리가 FPN mRNA의 half-life에 미치는 영향 
구리가 FPN mRNA의 분해 (degradation) 정도에 영향

을 미치는 지 알아보기 위하여, 다음의 실험을 수행하였다. 

J774 세포의 FPN mRNA 기저 수준 (basal level)은 낮은 

편이므로, 우선 J774 세포에 200 μM CuSO4를 20시간 선

처리하여 FPN mRNA 수준을 높게 유도하였다. 이 후 RNA 

polymerase inhibitor인 actinomycin D를 처리하여 새로

운 mRNA의 생성을 억제한 상태에서 Cu의 처리 여부가 

FPN mRNA의 분해 속도에 변화를 주는지 측정하였다. 

그 결과, 구리를 첨가하지 않은 대조군의 경우, actino-
mycin D 처리 직후 (time 0)에 비하여 2, 6, 9시간 경과시 

FPN mRNA 수준이 각각 93%, 87%, 63%로 감소하였다. 

한편, actinomycin D와 200 μM CuSO4를 함께 처리한 경

우도, 9시간 후의 FPN mRNA 수준이 처음 수준 (time 0)

의 ~60%로 감소하는 것으로 나타나, 구리의 첨가 여부는 

FPN mRNA가 소멸되는 정도에 영향을 주지 않는 것으로 

나타났다 (Fig. 4). 
 

구리가 FPN 프로모터의 활성에 미치는 영향 
구리가 FPN 프로모터의 전사 개시 활성에 미치는 영향을 

알아보기 위하여 luciferase reporter assay를 수행하였다. 

본 실험에서는 FPN 프로모터 -2.4 kb 부위와 5’-UTR 전

체 부위를 포함하는 plasmid (FPN-Luc)와 FPN-Luc에서 

5’-UTR에 위치하는 IRE 부위를 제외시킨 plasmid (FPN

ΔIRE-Luc)의 두 가지 종류의 reporter construct를 사용
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Fig. 2. Effect of copper on the levels of mRNA for ferroportin (FPN)
and for divalent metal transporter 1 (DMT1) in J774 macrophage
cells. RT-PCR analyses were performed to determine mRNA for
FPN, DMT1, and β-actin (upper panel). Levels of FPN and DMT1
mRNA were normalized to β-actin mRNA levels (lower panel). 
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Fig. 4. Effects of copper on FPN mRNA stability in J774 macro-
phage cells. J774 cells were pretreated with 200 μM CuSO4 for
20 hr and throughly washed. Then actinomycin D (0.5 μg/mL)
was added with CuSO4 (Cu+) or with medium alone (Cu-). To-
tal RNA was isolated at 0, 2, 6, 9 hours after actinomycin D treat-
ment, and RT-PCR analyses were performed (upper panel). The
rate of FPN mRNA decay of untreated and copper-treated cells
was determined after normalization with β-actin mRNA. Results
are the mean ± s.d. of three independent experiments. 
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하였다. 

우선, FPN-Luc을 삽입한 HeLa 세포의 경우, 100 μM 

CuSO4를 20시간 처리하였을 때 아무런 처리를 하지 않은 

대조군 (control)에 비해 luciferase 활성이 2배 가량 증가

하는 것으로 나타났다 (p < 0.05). 한편, 철분을 처리한 경우 

control에 비해 luciferase 활성이 약 3배 정도 증가하여 

구리보다 그 증가 정도가 높은 것으로 나타났다. 반대로 철

분 chelator인 desferrioxamine (DFO)을 처리하여 세포 

내 철분 농도를 낮추었을 때는 luciferase 활성이 control

의 60% 정도 수준으로 낮게 나타났다 (Fig. 5). 

FPN 5’-UTR에 위치하는 IRE 부위를 제외시킨 FPNΔ

IRE-Luc plasmid를 삽입된 HeLa 세포의 경우, 100 μM 

CuSO4를 20시간 처리하였을 때 luciferase 활성이 유의적

으로 증가하였으며 그 증가 정도는 FPN-Luc plasmid를 삽

입한 세포에서와 매우 비슷하게 나타났다. 이와 대조적으로 

철분이나 DFO를 처리한 경우 FPN-ΔIRE-Luc plasmid를 

삽입된 HeLa 세포의 luciferase 활성에는 변화를 주지 않

는 것으로 나타났다. Negative control 실험으로 FPN 프

로모터 부위와 5’-UTR 부위가 subcloning되지 않은 emp-
ty vector인 pGL3 control vector가 삽입된 세포에서는 

같은 조건의 CuSO4, Fe-(NTA)4, 및 DFO의 처리가 lucif-
erase 활성에 영향을 주지 않음을 확인하였다 (Fig. 5). 

 

고     찰 
 

대식 세포는 노쇠한 적혈구로부터 철분을 흡수하여 저장

하였다가 체내 요구량이 증가되면 혈액으로 철분을 방출 (ex-
port)함으로써 체내 철분 항상성 유지에 중요한 역할을 한

다. 즉, 대식 세포는 체내 철분의 주요 저장 장소이며 철분

의 혈액으로 방출에 가장 큰 부분을 차지한다. FPN은 대식 

세포에서 철분의 세포외로의 방출에 작용하는 단백질로, 본 

연구는 FPN의 유전자 발현 조절 과정에 구리가 어떠한 영

향을 미치는지 알아보고자 수행되었다.  

J774 대식 세포에 구리를 처리하였을 때, 처리 농도에 비

례하여 FPN mRNA 수준이 증가함을 확인하였다. 이에 반

해, 철분의 세포 내 이입에 관여하는 DMT1 mRNA 수준

에는 구리의 처리가 영향을 미치지 않는 것으로 나타나, 구

리가 FPN 유전자에 대해 특이적인 조절 작용이 있으며 이

를 통해 철분의 세포외 방출 과정에 주로 영향을 주는 것으

로 생각된다. 

구리가 대식 세포의 FPN mRNA의 수준을 높이는 작용 

기작을 규명하기 위하여, actinomycin D 처리를 이용하여 

구리의 처리가 FPN mRNA 안정성에 미치는 영향을 살펴

보았다. 그 결과, 배양액에 구리를 첨가한 경우 그렇지 않은 

대조군과 비교하여 FPN mRNA의 분해 속도에 유의적인 

차이가 없었으며, 두 경우 모두 actinomycin D 처리 후 9

시간이 지났을 때 처음 FPN mRNA 양의 60% 수준으로 

감소하였다. 이로 볼 때, 앞서 RT-PCR 분석 결과 나타난 

구리에 의한 FPN mRNA steady-state 수준 증가는 FPN 

mRNA 의 half-life 증가에 의한 것이 아님을 알 수 있다. 

한편, 본 연구에서 FPN 프로모터 부위에 의해 조절되는 

Fig. 5. Effects of copper on FPN promoter/5’-UTR driven lucifer-
ase reporter activity. HeLa cells were transiently transfected with
A: FPN-Luc, B: FPNΔIRE-Luc, or C: pGL-control (empty) vector.
Twelve hours later, cells were exposed to various agents for 20 h,
and cell lysates were assayed for luciferase activity. Luciferase
activities were normalized to protein concentraion of cell lysates
and expressed as fold changes compared to untreated controls.
1, untreated; 2, copper; 3, iron; 4. iron chelator. Results are the
mean ± s.d. of three independent experiments. *: p < 0.05 vs. un-
treated controls. 
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luciferase reporter construct를 이용한 실험 결과, 구리

가 FPN 프로모터 활성을 유의적으로 증가시키는 것으로 

나타났다. 또한, J774 세포에 transcription inhibitor인 ac-
tinomycin D를 선처리 하였을 때 구리에 의한 FPN의 유

도 발현이 억제됨이 보고된 바 있다.15) 따라서 이들의 결과

를 종합해 볼 때, 구리는 대식 세포 FPN 유전자의 전사 과

정 (transcription)을 촉진시켜 FPN mRNA의 새로운 (de 

Novo) 합성을 증가시키는 것으로 생각된다. 이는 대식 세

포에서 철분, 인터페론-γ, lipopolysacchride 등의 인자들

이 FPN의 전사 후 (post-transcription) 과정보다는 전사 

과정에 대한 조절 효과가 있음을 보고한 선행 연구9,13)들의 

결과와 유사하다. 또한, 구리는 최근의 여러 연구에서 다양

한 유전자의 발현을 조절하는 인자로 작용함이 보고되고 있

다.17) 한 예로 Muller 등18)은 microarray analysis를 통해 

HepG2 세포에 구리를 24시간 처리했을 때 아무것도 처리

하지 않은 대조군에 비해 50여종의 유전자 발현이 상승되

었음을 밝혔다. 뿐만 아니라, 쥐에게 구리가 보강된 식이를 

공급한 후, 간에서의 여러 유전자 발현 정도를 정상 식이를 

공급한 쥐와 비교한 in vivo 실험에서도 다양한 대사 과정

에 관여하는 22종의 유전자 발현 정도가 증가한 것으로 나

타났다. 특히 구리를 보강한 쥐의 경우 간에서 철분 대사의 

조절에 관여하는 호르몬인 hepcidin에 대한 유전자 HAMP1
의 발현 수준이 대조군에 비해 2.6배 증가한 것으로 나타

나 구리가 철분 대사 관련 유전자의 발현 조절에 관여함을 

보였다. 하지만, Muller 등18)의 연구에 사용된 microarray 

matrix에 FPN 유전자의 포함 여부는 확인할 수 없어 간세

포 (hepatocyte)에서 구리가 FPN 유전자 발현에 어떤 영

향을 미치는지에 대한 추후 연구가 요구된다. 

본 연구 결과 구리는 대식 세포에서 FPN 유전자의 프로

모터 전사 개시 활성을 높이는 것으로 나타나, 구리가 FPN 

유전자의 발현 조절에 관여하는 전사조절인자 (transcrip-
tion factor)의 DNA 반응 부위 (response element)에 대

한 결합 활성을 증가시킬 수 있음을 시사한다. 구리에 의해 

DNA 결합 활성이 증가하는 전사조절인자의 예로는 metal 

transcription factor (MTF)가 잘 알려져 있다. 즉, MTF

는 구리에 의해 DNA와의 결합 활성이 증가하므로, metal-
lothionein 유전자와 같이 프로모터 부위에 metal response 

element (MRE)를 가지는 유전자의 전사를 증가시킨다.19) 

최근에는 Atox1 (antioxidant-1)이라는 전사조절인자의 활

성이 구리에 의해 증가됨이 밝혀졌으며, 이로 인해 프로모

터 부위에 Atox1 반응 부위를 가지는 extracellular super-
oxide dismutase (SOD3), cyclin D1 등의 유전자 발현이 

구리에 의해 민감하게 조절됨이 보고되었다.20-22) FPN 유

전자의 프로모터가 MTF 혹은 Atox1에 의해 활성이 변화

하는지에 대한 연구가 필요할 것으로 생각된다. 

구리가 철분의 대사와 밀접하게 관련되어 있음은 매우 오

래전부터 알려져 왔다. Hart 등23)은 구리가 결핍된 랫트에서 

철결핍성 빈혈인 저색소성, 소적혈구성 빈혈이 유발됨을 처

음으로 보고했으며, 이후 다양한 실험 동물을 이용한 연구

들에서, 구리의 결핍이 혈액의 철분 농도를 낮춰 빈혈을 유

발하지만, 이와는 역설적으로 간이나 spleen 등의 세망 내

피계 대식 세포에는 오히려 철분을 과량 축적시킴이 발견

되었다.24,25) 이는 구리가 철분의 저장 조직에서 혈액내로의 

방출에 결정적인 역할을 함을 제시한다. 이와 같이 구리가 

철분의 대사 과정, 특히 세포내에서 혈액으로부터의 방출에 

밀접하게 관련되어 왔음은 오래전부터 인식되어 왔지만, 구

체적인 작용 기작에 대해서는 정확하게 밝혀지지 않았으며, 

이제까지의 선행 연구는 구리를 보조인자 (cofactor)로 사

용하는 효소인 ceruloplasmin (Cp)의 역할에 대해서만 제

한적으로 이루어져 왔다. Cp는 혈액 중에 순환하는 단백질

로, 구리와 결합해 있을 때 ferrous ion (Fe2+)을 ferric ion 

(Fe3+)으로 산화시키는 ferroxidase 활성을 가지는 반면, 

구리가 결핍되어 생기는 apo-Cp는 산화 효소로서의 활성이 

없을 뿐 아니라, 쉽게 분해되어 혈중 효소 농도가 매우 낮아

진다. 혈액 중 철분의 이동에 관여하는 단백질인 transfer-
rin은 Fe3+과만 선택적으로 결합하므로, Cp의 ferroxidase 

활성은 철분의 세포내로부터 혈액으로의 방출에 도움이 된

다. 하지만, Cp의 결핍만으로 구리가 철분의 세포외 방출에

의 미치는 역할을 모두 설명하지는 못하는 것으로 보인다. 

그 예로, 구리가 결핍된 랫트의 경우 심각한 철결핍성 빈혈

을 유발되는 것과는 크게 대조적으로 Cp knockout mice

의 경우 혈액 내 철분의 수준은 정상이며 헤마토크릿 치수

나 헤모글로빈의 혈중 농도 역시 모두 정상 범위에서 크게 

벗어나지 않았다.26,27) 이와 비슷하게, Cp 유전자의 돌연변이

로 인해 혈중 Cp 단백질이 없거나 농도가 매우 낮은 ace-
ruloplasnemia 환자의 경우에도 심각한 빈혈 증상은 나타

나지 않았다.28) 이는, 구리가 결핍된 경우와는 다르게 Cp 결

핍의 경우에는 일정 혈액 수준을 유지하기 위한 대식 세포

로부터의 철분의 방출이 일어남을 제시한다. 이밖에도, 철

분의 세포외 방출에 Cp가 반드시 필요하지는 않음을 보여

주는 연구 보고들이 있다. 예를 들어, apo-transferrin 존재

시 철분은 쉽게 자동 산화하여 Cp의 작용을 요구하지 않았

다.29) 또 다른 몇몇 연구에서 K562세포나 HepG2세포에

서 철분의 방출이 Cp에 의해 촉진되지 않음을 보였으며 실

험 조건에 따라서는 Cp의 첨가가 오히려 철분의 세포내로

의 흡수를 돕는 것으로 나타났다.30,31) 또한, Sarkar 등32)은 
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세포가 hypoxic한 조건에 처했을 때에만 제한적으로 Cp

이 철분의 방출을 촉진시키는 것으로 보고했다. 이상의 기

존 연구들을 요약하면, Cp의 보조인자로서의 역할과는 독

립적으로 구리가 철부의 세포외 방출에 작용함을 알 수 있

다. 본 실험에서 나타난 구리에 의한 FPN 발현 수준의 증

가는 구리가 철분 방출에 관여하는 새로운 경로를 제시하

며 이에 주목할 필요가 있다. 

 

요     약 
 

본 연구는 J774 대식세포에서 FPN 유전자 발현 조절에 

구리가 미치는 영향을 알아보기 위하여 수행되었으며 그 결

과는 다음과 같다. 

J774 대식 세포에 구리를 처리하였을 때, iron exporter 

FPN의 mRNA 수준이 농도 의존적으로 증가하는 것으로 

나타났다. 반면, iron importer DMT1의 mRNA 수준은 구

리 처리에 의해 영향을 받지 않았다. Actinomycin D를 이

용하여 mRNA 합성을 억제한 상태에서 FPN mRNA 분해 

정도를 시간별로 추적한 결과, acitnomycin D 처리 후 9시

간 경과시 FPN mRNA 수준이 처음 수준의 약 60% 정도

로 감소하였다. 배양액에 구리를 첨가한 경우에도 FPN 

mRNA의 분해 정도는 아무것도 처리하지 않은 대조군과 

유의적인 차이가 없었으며, 이로 볼 때 구리는 FPN mRNA

의 안정성에 영향을 미치지 않는 것으로 생각된다. 한편, 

reporter assay 실험 결과 구리의 첨가는 FPN 프로모터 

활성을 유의적으로 증가시키는 것으로 나타나, 구리가 FPN 

mRNA의 전사 과정을 직접적으로 촉진함을 알 수 있었다. 

또한, FPN 5’-UTR에 위치하는 IRE (iron response ele-
ment)의 존재 여부는 구리에 의한 FPN 전사 개시 활성에 

영향을 주지 않는 것으로 나타났으며, 이로 볼 때 구리는 철

분과는 독립적인 작용 기작에 의해 FPN 유전자 발현을 조

절하는 것으로 사료된다. 

이상의 결과를 종합해 볼 때, 구리는 대식 세포에서 전사 

개시 과정을 활성화함으로써 농도 의존적으로 FPN 유전자 

발현을 촉진하는 것으로 생각되며, 이는 구리가 철분의 대사

에 미치는 새로운 작용 기작을 제시한다. 앞으로, 구리와 철

분의 상호 작용이 FPN의 철분 및 다른 무기질 이온의 세포 

내·외 수송 (transport)에 어떤 영향을 미치는지에 대한 

기능적 연구가 계속적으로 이루어져야 할 것으로 사료된다. 
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