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Ⅰ. 서 론

선양낭성암종 (adenoid cystic carcinoma)은 점액성유

상피암종 (mucoepidermoid carcinoma)에 이어 두 번째

로 침샘에 호발하는 악성종양이다1). 수술과 방사선 치료로

비교적 양호한 5년 생존율을 보이나2) 신경조직 침투와 특히

폐조직으로의 원위 전이 (distant metastasis)로 인하여

증례에 따라서는 그 임상 경과가 성공적이지 못하다1). 부

분의 환자 사망은 기존의 항암 요법으로 치료되지 않는 폐

전이 병소 때문이며, 부분의 타액선 암종이 그러하듯이
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암세포의 분열 주기가 빠르지 않아 기존의 세포주기와 연관

된 약물치료에 효과적이지 못하다3). 따라서 개선된 치료 전

략이 필요한 실정이나 현재 선양낭성암종의 원위 전이와 연

관된 종양 세포학적, 분자 생물학적 기전에 해서는 밝혀

진 바가 많지 않아 이에 한 지식이 요구되고 있다. 

상피성장인자 수용체 (epidermal growth factor recep-

tor; 이하 EGFR)는 erbB군 타이로신 키나제 수용체의 하

나로 (erbB1/HER1) 부분의 상피조직에서 기원된 악성

종양 세포의 성장과 생존에 결정적인 역할을 수행한다. 이

인자는 세포막에 위치하여 상피성장인자 (epidermal

growth factor; 이하 EGF)나 전환성장인자 (transform-

ing growth factor; 이하 TGF)-α와 같은 특정 리간드가

세포외 도메인에 결합됨으로써 활성화되면 암세포의 증식

외에도 혈관형성이나 암세포의 부착과 침윤성, 그리고 단백

분해효소의 생성과 같은 전이와 연관된 과정을 조절하는 것

으로 알려져 있다4). EGF 역시 연구된 다양한 암세포들에

서 세포 이동성과 침투성을 증가시키고5), 장암 세포에

한 한 연구에 의하면 전이성이 높은 암세포들이 전이성이

낮은 세포들에 비교하여 EGFR mRNA를 높게 발현한 것

으로 보고되었다6). 위의 연구 결과들은 EGFR과 그 리간드

가 상피성 종양의 증식과 전이에 중요한 역할을 하고 있음

을 보여준다. 이들 인자들은 부분의 두경부 편평상피세포

암 세포주에서 과발현되나7,8) 침샘의 선양낭성암종에 한

연구는 미미하다. 

종양의 성장은 새로운 혈관의 형성을 요하며, 이 혈관형성

(angiogenesis) 과정 역시 전이와 같은 악성종양의 표현형

을 유지하는데 필수 요소이다. 최소한 20여 인자가 악성종

양의 신생 혈관형성 과정을 조절하는 것으로 알려져 있다.

이들 중 혈관내피성장인자 (vascular endothelial growth

factor; 이하 VEGF)는 종양과 연관된 혈관내피세포에

한 유사분열인자 (mitogen)이며, 동시에 혈관 투과성을 증

가시킨다9). VEGF는 혈관내피세포 상에 존재하는 특정 수

용체인 Flt-1 (VEGFR-1)과 flk-1/KDR (VEGFR-2)에

결합하는데 특히 VEGFR-2는 혈관내피세포의 성장, 증식,

이주와 분화를 위한 주 수용체이다10). 구강 편평상피세포암

환자에서 종양의 진전과 VEGF/VEGFR의 발현정도는 상

관관계가 있는 것으로 보고되고11) 있으나, 타액선 암종에

해서는 연구된 바가 없다. 

따라서 저자는 높은 빈도의 혈관성 폐전이 경향을 보이는

침샘의 선양낭성암종에서도 전이와 연관된 인자들이 중요

한 역할을 할 것이라는 가설을 설정하 다. 본 연구를 통하

여 수술조직에서 확립된 세포주와 이 세포주를, 종물이 기

원된 동일 조직에 이종이식하여 유도된 동물모델을 확립한

후 암세포의 증식과 전이 연관 인자들의 존재 여부와 활성

화 상태를 검증하 다. 

Ⅱ. 연구재료 및 방법

1. 세포주 및 세포배양

본 연구에 사용된 세포주는 환자의 이하선 선양낭성암종

으로부터 확립된 ACC2로 텍사스 MD Anderson 암쎈터

두경부외과의 Jeffrey N. Myers 박사로부터 제공받았다.

ACC2는 15% FBS, 루타민, 비타민 (Life Tech-

nologies, Inc., Grand Island, NY), 페니실린-스트렙토

마이신 (Flow Laboratories, Rockville, MD)이 함유된

RPMI-1640 (Gibco, USA)로 37℃, 5% CO2, 95% 상

습도 하에서 미코플라즈마와 병원성 바이러스 감염이 없는

상태로 배양된 후 실험에 이용되었다. 또한 암세포를 누드

마우스의 이하선에 주입하는 것이 기술적으로 가능한 지를

검증하기 위한 예비실험에서는 실험동물에서 강력한 종양

발생능 (tumorigenecity)을 보이는 B16-BL6 흑색종 세포

주를 이용하 다. VEGFR-2 단백의 발현을 검증하기 위하

여 양성 조 세포주로 인간의 탯줄에서 확립된 혈관내피 세

포주인 HUVEC을 사용하 고 이 실험시 타액선도관암종

(salivary ductal carcinoma) 세포주인 SDC1을 같이 사

용하 다. 

2. 면역조직화학염색을 위한 항체 및 시약

면역조직화학염색에는 다음의 일차항체들이 사용되었다:

rabbit polyclonal anti-EGF, anti-EGFR, anti-VEGF/

VPF, anti-VEGFR-2 (Santa Cruz Biotechnology,

Santa Cruz, CA); rabbit polyclonal anti-phospho-

EGFR (pEGFR), anti-interleukin (IL)-8 (Biosource

International, Camarillo, CA); rabbit polyclonal anti-

phospho-VEGFR-2 (pVEGFR-2), rat monoclonal

TGF-α(Oncogene, Boston, MA); rat monoclonal

CD31-PECAM-1 (PharMingen, San Diego, CA); rab-

bit polyclonal anti-Akt, anti-phospho-Akt (pAkt; Cell

Signaling Technology, Beverly, MA). 이차항체로는

peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG (Jackson

ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA);

peroxidase-conjugated goat anti-rat IgG (Jackson

ImmunoResearch Laboratories); streptavidin horse-

radish peroxidase (Dako, Copenhagen, Denmark);

rat anti-mouse IgG2a horseradish peroxidase

(Serotec, Indianapolis, IN)이 사용되었으며 형광 이차항

체로는 goat anti-rabbit Alexa Fluor 488, goat anti-rat

Alexa Fluor 594 (Molecular Probes Inc., Eugene,

OR)을 사용하 다. 그 외에 Hoechst Dye 3342 (Mr
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615.9; Hoechst, Warrington, PA); stable 3,3’-

diaminobenzidine (DAB; Research Genetics,

Huntsville, AL); 펩신 (Biomeda, Foster City, CA);

그리고 Gill’s hematoxylin (Sigma, St. Louis, MO) 등

이 사용되었다.

3. 면역세포화학염색

배양된 ACC2 세포를 chamber 슬라이드 상에서 차가운

아세톤에 5분, 아세톤/클로로포름 (v/v, 1:1) 용액에 5분,

다시 아세톤에 5분 고정 후 PBS로 수세하 다. 슬라이드를

습기가 유지된 상태에서 5% 말혈청과 1% 양혈청이 포함

된 PBS용액으로 20분간 상온에서 비특이 단백의 결합을

차단한 후, 4℃에서 EGFR (1:200), pEGFR (1:500),

VEGFR-2 (1:200), 혹은 pVEGFR-2 (1:100) 일차항체

를 밤새 결합시켰다. PBS 수세 후 이차항체로 상온에서 1

시간 배양하고 DAB으로 5-10분간 발색시켰다. 음성 조

군은 일차항체 신 단백차단 용액만을 적용하 고, 발현된

양성반응의 결과는 CCD칼라 비디오 카메라 (Model DXC

990, Sony Corp., Tokyo, Japan)가 장착된 Nikon

Microphot-FX (Nikon Inc., Garden City, NY) 현미경

으로 검사 후 Optimas 상분석 소프트웨어 (Media

Cybernetics, Silver Spring, MD)를 사용하여 그 발현정

도를 평가하 다.

4. Western Blotting

세포주에서 EGFR, VEGFR-2, Akt, MAP kinase

(MAPK)의 발현 유무와 autophosphorylation 상태를 평

가하기 위하여 용해완충액 [1% Triton X-100, 20 mM

Tris-HCl (pH 8.0), 137 mM NaCl, 10% glycerol, 2

mM EDTA; 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 20

μM leupeptin, 0.15 units/ml aprotinin, 2 mM sodium

orthovanadate]을 이용하여 총세포단백을 추출하 다. 시

료를 샘플완충액 [0.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 10%

sodium dodecyl sulfate, 1M dithiothreitol, 10% glyc-

erol, 1% bromphenol blue]에 희석한 후 웨스턴 블롯팅을

위하여 50 μg의 단백을 10% (VEGFR-2는 7.5%) SDS-

PAGE에 전기 동 후, PVDF막으로 옮겼다. 단백의 존재

를 평가하기 위하여 블롯을 다음에 열거한 항체들을 이용하

여 검색하 다: anti-phospho (Tyr1068)-EGFR anti-

body (Ab; Cell Signaling Technology); anti-phospho

(Tyr1054)-VEGFR-2 Ab (Biosource International);

anti-phospho (Ser473)-Akt Ab; anti-phospho

(Tyr202/Tyr204)-MAPK (mitogen-activated protein

kinase) Ab (Cell Signaling Technology). 양성반응은

chemiluminescence detection system (Amersham,

Inc., Arlington Heights, IL)으로 가시화 하 으며 밴드

제거후 anti-EGFR Ab (Upstate, Lake Placid, NY),

anti-VEGFR-2 (Flk-1) mouse MAb (Santa Cruz

Biotechnology) anti-Akt Ab, anti-MAPK (p42

MAPK) mouse MAb (Cell Signaling Technology)를 이

용하여 재검색 하 다. 마지막으로 단백 정량의 검증을 위

하여 anti-β-actin (Sigma Chemical Co.)을 이용하 다.

5. 암세포의 동위이종이식

실험동물로 C57BL/6 흑색 마우스와 8-10주된 웅성 누

드 마우스(NCI-nu, Frederic, USA)를 사용하 다. 종양

을 발생시키기 위하여 세포배양용 플라스크에서 암세포가

포화상태에 이르기 전에 트립신 처리 (0.25% trypsin

+0.02% EDTA)하여 암세포를 추출한 후, 95% 이상의

활성을 보이는 세포부유액만을 이종이식에 사용하 다. 쏘

디움 펜토바비탈 마취 (50 mg/kg, 복강내 주사) 후, 전이

절개선을 통하여 우측 이하선을 노출하고, 실험동물을 5군

(I-V군, 1군당 5마리)으로 나누어 각 군의 1마리당 5×

106, 5×105, 1×105, 5×104, 1×104 개의 암세포를 Ca2+

과 Mg2+이 들어있지 않은 Hanks 용액 (30 ㎕)에 부유액으

로 만들어 30게이지 피하주사침으로 이하선에 주입하 다.

암세포 주입 후 절개선은 1개의 메탈 클립을 이용하여 봉합

하 다. 암세포 주입 후, 1주에 2회씩 종양의 발생 유무와 종

물의 성장, 그리고 체중의 변화를 조사하 다. 종물의 부피

는 (종물의 장경)×(종물의 단경)2×π/6 으로 계산하 다12).

6. 실험동물의 희생과 조직학적 검사

실험동물은 폐전이를 유도하기 위한 충분한 기간을 위하

여 암세포 주입후 8주간 관찰 하 으며, 이 기간 중 발생된

종양의 장경이 20mm를 초과하거나 체중 감소가 암세포 주

입 전의 20%에 이르면 이산화탄소를 이용하여 희생하

다. 8주 경과 후 모든 실험동물을 희생하고 이하선 종물, 경

부 임파절, 전체 폐조직, 그리고 간조직을 제거하여 육안적

으로 관찰하고 종양의 무게를 측정하 다. 헤마톡실린과 에

오신 염색과 면역조직화학검사를 위하여 이하선 종물의 반

는 4℃에서 10% 포르말린에 24시간 고정 후 파라핀에 매

몰하고, 나머지 반은 면역형광염색을 위하여 OCT 화합물

(Miles, Inc., Elkhart, IN)에 매몰 후 액체질소를 이용하

여 급속 냉각 후 -70℃에 보관하 다. 경부 임파절, 폐조직

과 간조직 역시 전이 병소의 검색을 위하여 파라핀에 매몰

하 다. 
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7. EGFR/pEGFR, VEGFR-2/pVEGFR-2에 한

면역형광염색

냉동 조직을 8-10 μm로 세절하여 슬라이드에 고정 후 공

기를 이용하여 30분간 건조시켰다. 전술한 바와 같이 절편

을 아세톤에 고정하고 일차항체를 결합시켰다. PBS 수세

후 다시 10분간 단백 차단용액을 반응시키고 상온에서 빛

을 차단한 채로 1시간 동안 Alexa 488 이차항체에 반응시

켰다. PBS 수세 후 핵 조염색을 위하여 2분간 Hoechst

염색 (1mg/ml)하고 다시 PBS 수세하 다. 건조 후

propyl gallate를 이용하여 커버 슬라이드 (Fischer

Scientific, Fair Lawn, NJ)에 고정하 다. 면역형광 현미

경은 HBO 100 수은램프와 녹, 적, 청 형광을 선택할 수 있

는 필터 (Chroma Technology Corp., Brattleboro, VT)

가 장착된 Nikon Microphot-FXA (Nikon Inc.) 현미경을

사용하 다. 화상은 CCD 카메라 (Hamamatsu Corp.,

Bridgewater, NJ)와 Optimas 상분석 소프트웨어를 이

용하여 관찰하고 사진은 Adobe 포토샵 (Adobe Systems

Inc., San Jose, CA) 으로 처리하 다.    

8. EGF, TGF-α, VEGF, IL-8, MMP-9에 한 면역

조직화학염색

파라핀 포매 조직을 4-6 μm로 세절하여 Superfrost 슬라

이드(Fisher Scientific Co., Houston, TX)에 고정하여 밤

새 건조시켰다. 자일렌으로 파라핀을 제거하고 계열알코올

로 탈수 후 PBS로 함수시켰다. 항원성 노출 (antigen

retrieval) 위하여 EGF를 위한 절편은 10 mM sodium

citrate 완충액 (pH 6.0)에 담가 5분간 가열하 으며,

VEGF와 IL-8을 위한 절편은37℃에서 20분간 펩신 처리

하 다. 또한 TGF-α를 위한 절편은 goat antimouse IgG

F(ab’)2 fragment (1:10 dilution in PBS)로 12시간 전

처리하 다. 단백 차단 후 PBS 수세하고 EGF (1:100),

TGF-α(1:100), VEGF (1:500),  IL-8 (1:50), MMP-

9 (1:50) 일차항체를 4℃에서 밤새 결합시켰다. 이차항체

의 결합은 간접과산화효소법 (indirect peroxidase tech-

nique)을 사용하 고, 양성반응을 가시화하기 위하여 슬라

이드를 DAB에 5-10분간 적용 후 증류수로 수세하고, 헤마

톡실린 조염색 후 Universal Mount (Research

Genetics)에 고정하 다. 음성 조 샘플은 이차항체만 적

용하 다. 양성반응의 강도는 -, no staining; +, weak

staining; ++, strong staining의 3단계로 나누어 비교,

분석하 다.

9. 이중 면역형광염색

종양관련 혈관내피세포 (tumor-associated endothelial

cell)의 상태를 점검하기 위하여 CD31/VEGFR-2,

CD31/pVEGFR-2, CD31/Akt, CD31/pAkt 에 한 이

중 면역형광염색을 시행하 다. 먼저 냉동 조직을 이용하여

전술한 바와 같이 처리한 후 4℃에서 CD31 (1:400) 일차

항체와 밤새 반응시켰다. PBS 수세 후 슬라이드를 Alexa

Fluor 594 (적색 형광)에 결합된 이차항체 (1:600)에 상

온에서 빛을 차단한 채로 1시간 반응시켰다. 이어서PBS 수

세 후 4℃에서 VEGFR-2 (1:200), pVEGFR-2 (1:400),

Akt (1:100), 혹은 pAkt (1:100) 일차항체를 밤새 결합

시켰다. PBS 수세 후 Alexa Fluor 594 (녹색 형광)에 결

합된 이차항체 (1:400)에 상온에서 빛을 차단한 채로 1시

간 배양하고 핵 조염색을 위하여 2분간 Hoechst염색

(1mg/ml) 하 다. 면역형광 현미경 술식은 전술한 바와

같다.

10. 통계적 분석

EGF, TGF-α, VEGF, IL-8, MMP-9에 한 정상조직

과 암조직에서의 면역조직화학염색적 양성반응의 강도에

한 비교는 unpaired Student t test로 비교하 다. 

Ⅲ. 연구결과

1. 세포주에서 EGFR과 VEGFR-2의 발현

암세포를 chamber 슬라이드에 고정하여 직접 세포염색

해 본 결과 인간 타액선 선양낭성암종 세포주는 EGFR과

VEGFR-2를 발현하 으며 또한 이들 인자들은 활성화되

어 있었다 (Fig. 1). 웨스턴 블롯팅에서도 선양낭성암종 세

포들은 EGFR과 VEGFR-2를 발현하 으며, 신호전달계

에서 EGFR의 하부흐름 효과인자 (downstream effector)

들인 Akt와 MAPK를 발현하 고, 이들 인자들 또한 활성

화되어 있었다 (Fig. 2).   

2. 동위 이종이식시 종양의 유도와 전이

종양발생능이 강력한 B16-BL6 흑색종 세포주를 C57-

BL/6 마우스에 주입 (1×106)한 결과 이하선 흑색종이 성

공적으로 유도되었다 (Fig. 3A). 이후 ACC2를 5가지 희석

률로 실험동물의 이하선에 동위 이종이식한 결과 이식 부위

에서의 종양 발생률과 전이병소 발생률은 (Table 1)과 같

았다. 암세포 주입시 암세포의 누출이 없는 성공적인 이하
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선내 주입은 수포 (bleb)의 형성으로 확인할 수 있었다

(Fig. 3B). 실험된 세포농도를 기준으로 5 ×105개 이상의

암세포 주입시 이하선에서 100%의 종양 발생률을 보 다

(Fig. 3C). 세포농도에 따라 종양발생이 빠르게 진행되었

으나 부분의 이하선 종양은 세포주입 7-12일 후 관찰되

었다. I군의 1개체에서 암세포 주입 후 7주만에 종양의 크

기가 20mm이상으로 종양부하 (tumor burden)가 과도하

여 희생하 으며 나머지 실험동물은 모두 8주 시점에서 희

생하 다. 관찰기간 중 의미있는 체중의 감소는 감지되지

않아 본 세포주는 폐전이에도 불구하고 전신전인 향은 그

리 크지않은 것으로 추정하 다. 세포농도에 따른 종물의

크기는 희생 시 그 평균무게 (± 표준편차)가 I군 : 2.65 ±

0.82 g, II군 : 1.47 ± 0.54 g, III군 : 0.31 ± 0.25 g,

IV군 : 0.34 ± 0.31 g 으로 세포농도가 높은 군 (I, II군)

이 낮은 군 (III, IV군)에 비교하여 종양을 크게 형성하 다

(P<0.01, unpaired Student t-test). 세포주입 8주 후, 부

검 (necropsy)시 높은 세포농도군 (I, II군)에서 악하임파

절의 증식 소견이 관찰되었으나 (Fig. 3D) 조직학적 검사

결과 면역관련 세포들의 침윤만 관찰되었을 뿐 임파절에의

전이성 병소는 발견할 수 없었으며 간전이 병소 역시 관찰

되지 않았다 (Fig. 3E). 반면에 폐전이 병소는 I군에서

20% (1/5), II군의 40% (2/5)에서 관찰되었다 (Fig.

3F). 

3. 암세포에서 종양발생, 혈관형성, 전이 조절인자들

의 발현

인간 선양낭성암종 세포를 누드 마우스에 이종이식하여

발생된 이하선 종물에서 EGF/VEGF 신호전달 물질을 비

롯한 전이와 연관된 인자들 (VEGF, IL-8, MMP-9)의 발

현을 검색하기 위하여 면역조직화학염색을 시행하 다. 먼

저 EGFR/pEGFR, VEGFR-2/pVEGFR-2 항체를 이용

한 면역형광염색 결과 이하선 선세포 (acinar cell)나 분비

관 세포 (ductal cell)에서는 EGFR만이 약하게 발현되었

으나 종양세포에서는 특히 EGFR이 강하게 발현되었을 뿐

아니라 활성화되어 있었고, VEGFR-2과 pVEGFR-2도 중

등도로 발현되었다 (Fig. 4A). 면역조직화학염색에서

EGFR의 리간드인 EGF와 TGF-α도 이하선 조직에서는

분비관 세포에서만 약하게 발현되었으나 종양세포의 세포

질에서는 중등도 이상의 발현 양상을 보 다. 혈관형성 및

전이와 관련된 VEGF, IL-8, MMP-9이 모두 정상 이하선

세포에 비교하여 종양세포에서 강하게 발현되었다

(P<0.01). 특히 IL-8과 MMP-9이 강하게 발현되었으며,

이들 인자들은 이하선 분비관 세포에서도 강하게 발현되었

다 (Fig. 4B).   

4. 종양관련 혈관 내피세포의 증식성

실험적으로 유도된 종물 내의 혈관 내피세포의 증식성을

평가하기 위한 이중 면역형광염색 결과 선양암성낭종과 연

관된 혈관 내피세포에는 VEGFR-2의 활성이 강하게 발현

되었다. 또한 이들 종양관련 혈관 내피세포에는 세포증식

및 생존과 연관된 단백인 Akt가 발현되며 기능적으로도 활

성화 되어 있어 이들 세포들이 증식성이 있음을 보여주었다

(Fig. 5).

Ⅳ. 총괄 및 고찰

분자 표적 치료 (targeted molecular therapy)란 악성종

양의 표현형을 유지하는데 중요한 물질들을 표적으로 하는

치료방식을 말한다. 이같은 치료 접근을 통하여 종양의 성

장과 혈관형성, 그리고 전이를 조절하는 성장인자 수용체

신호전달을 차단할 수 있다. 부분의 상피성 악성종양에서

두가지 중요한 표적은 종양성장과 혈관형성과 연관된 신호

전달계이다13,14). 본 연구를 시작하기 위하여 저자는 우선 인

간의 이하선 선양낭성암종에서 확립된 세포주에서 혈관형

성을 포함한 다양한 기전을 통해 암세포의 생존과 전이성을

증가시키는 EGFR/VEGFR-2의 존재여부를 결정하 다.

Table 1. Tumorigenicity and Incidence of Regional and Distant Metastasis. Groups of 8-10-week Old Nude Mice
were Inoculated Orthotopically in the Parotid Gland with the Indicated Numbers of Cells of the Human Parotid Gland
Adenoid Cystic Carcinoma Cell Line, ACC2. Mice were Then Observed for Primary Tumor Formation and Metastasis.

group (no. ACC2 % mice with % mice with % mice with

cells injected)   orthotopic tumors regional metastasis distant metastasis

Ⅰ (5×106) 100% 0 20%

Ⅱ (5×105) 100% 0 40%

Ⅲ (1×105) 60% 0 0

Ⅳ (5×104) 60% 0 0

Ⅴ (1×104) 0 0 0
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에 이들 수용체가 모두 발현되며 또한 기능적으로도 활성화

되어 있었을 뿐만 아니라 이들 수용체의 신호전달계에서 중

요한 인자인15,16) Akt와 MAPK 역시 활성화되어 있었다. 

본 연구에서 저자는 인간의 이하선 선양낭성암종에서 확

립된 암세포를 실험동물의 같은 장기인 이하선에 주입하여

종물을 유도해 냄으로써 이하선 암종에 한 동위종양 모델

(orthotopic tumor model)을 개발하 다. 효과적인 항암

치료제의 개발과 검증을 위해서는 임상실험 전단계에서 그

치료효과를 객관적으로 평가할 수 있는 적절한 동물모델이

필요하다. 암연구에서 지금까지 부분의 동물모델은 면역

결핍 마우스에 한 피하 종양모델이었다. 그러나 피하조직

의 미세환경 (microenvironment) 은 종양이 기원된 조직

의 그것과는 완전히 다르다17,18). 미세환경의 차이는 종양에

한 생물학적 반응의 차이를 의미하며 실제로 약물반응에

있어 같은 암세포라도 피하종양과 동위종양은 현저한 차이

를 보이는 것으로 보고되었다19,20). 피하종양 모델의 또 다른

문제점은 마우스에서 기관 전이가 매우 드물 뿐 아니라 전

이 방식이 인간의 종양과는 다르다는 점이다21). 반면에 동위

종양 모델에서는 인간종양의 전이과정이 재현 가능할 뿐 아

니라 이 과정을 통해서 보다 전이성이 높은 암세포 군을 선

택할 수 있다22).

본 연구에서 상이 된 이하선 선양낭성암종의 임상적 특

징 중 하나는 전이가 주로 혈관성으로 야기되며, 특히 폐전

이가 빈번하다는 것이다. 임파절 전이는 드물며 존재한다

하여도 혈전성 전이라기 보다는 임파절로의 종양의 직접적

인 침투의 결과인 경우가 많다23). 본 실험에서도 암세포의

이하선 주입 후 8주 시점에서 폐전이는 발생하 으나 임파

절에는 면역세포의 상성 과증식 소견만이 관찰되었으며,

암세포의 직접적인 전이는 없었다. 따라서 인간종양의 파급

양상을 생물학적으로 모사한 이 동물모델을 통하여 폐전이

치료전략을 계획, 평가할 수 있을 것이다. 

본 실험에 이용된 세포주는 조직학적으로 tubular-crib-

riform의 복합형 선양낭성암종으로부터 확립 되었으나, 이

종이식 후 발생된 종양은 이에 상응하는 조직학적 구조물들

을 보이지 않았는데 이는 플라스크에서 계 배양되는 동안

암세포의 표현형이 변화되었기 때문이라고 추정하 다. 이

종이식을 통하여 유도된 동위종양에 한 면역조직화학염

색 결과 암세포에서 EGFR/VEGFR과 함께 이들 수용체의

리간드들이 같이 발현되었다. 부분의 상피성 악성종양에

서 EGF/EGFR의 과발현은 불량한 예후와 연관되어 있어24)

이들 인자들이 상피성 악성종양의 진전에 결정적 요인임을

암시한다. 이는 특히 EGFR 신호전달계가 혈관형성 기전과

도 연관이 있기 때문인데, EGF와 TGF-α가 VEGF의 생성

을 증가시키고25,26), 유방암 환자에서 TGF-α와 EGFR의 발

현과 미세혈관 도 (microvessel density) 사이에 양의 상

관관계가 있음이 보고되었다27). 암세포의 종류에 따라서

VEGF 신호전달 물질들의 발현 역시 종양 전이능의 한 지

표인 미세혈관 도와 접한 관련이 있으며, VEGF의 과발

현은 종양의 재발과 원위 전이, 그리고 불량한 환자생존율

과 연관이 있는 것으로 여겨진다28,29). 

Vered 등은 34례의 선양낭성암종 수술표본에 한 면역

조직화학염색을 통하여 68%의 표본에서 암세포들이

EGFR을 발현함을 보고한 바 있다30). Ishibashi 등은

VEGF와 bFGF (basic fibroblast growth factor)가 타액

선 종양의 주 혈관형성 인자라고 하 고31), Yu 등은 VEGF

의 발현정도와 미세혈관 도 (microvessel density)를 침

샘 선양낭성암종의 원위 전이에 한 예후인자라고 보고하

다32). 본 실험과 타 연구 결과들을 종합하여 보면 이들 성

장인자 수용체 타이로신 키나제들이 암세포와 종양관련 혈

관내피세포의 증식을 유도하는 유사분열인자로서 자가분비

적으로, 중요한 종양생물학적 역할을 수행함을 알 수 있다.

따라서 EGFR/VEGFR은 침샘 선양낭성암종의 치료 전략

상 중요한 표적이 될 수 있는 바, 최근 두경부 편평상피세포

암의 치료에는 이미 EGFR 차단제들이 임상적으로 평가되

고 있는 단계에 이르 다33,34). 

악성종양의 신생혈관형성은 VEGF 외에도 IL-8, MMP-

9과 같은 양성 조절인자들에 의해서도 증가되는 것으로 알

려져 있다35,36). IL-8은 원래 호중구에 한 화학적 유인인자

로 기술되었으나, 이후의 연구에서 흑색종 등의 악성종양의

상장인자이며 신생혈관을 유도하고, 콜라젠 분해효소의 분

비를 조절하는 것이 밝혀졌다37). MMP-9의 발현 역시 혈관

내피세포의 기저막을 구성하는 IV형 콜라젠을 포함한 각종

세포외 기질단백을 가수분해하는 기능으로 암세포의 침투

성과 연관되어 있다. 또한 MMP-9은 세포외 기질로 혈관형

성 전구물질을 분비함으로 최근의 연구에 의하면 혈관이 잠

복기에서 혈관형성기로 전환되는 과정에는 MMP-9이 연관

됨이 보고되었다38). 이는 IL-8과 이 MMP-9이 종양 환경을

변화시킴을 의미하며, 세포의 증식과 혈관형성, 이주성, 침

투성이 모두 악성종양의 전이과정에 중요한 단계임으로 암

세포에서 이들 인자들의 발현은 해당 암세포의 전이 능력에

향을 미칠 수 있다. 본 실험결과 IL-8과 이 MMP-9이 이

종이식된 선양낭성암종의 종양세포에서 발현되었다. 이들

인자들과 이중 면역화학염색에서 검증된 종양관련 혈관내

피세포의 증식성이 본 실험에서 유도된 선양낭성암종의 폐

전이율에 향을 미쳤음을 추론하 다.  

Ⅴ. 결 론

본 연구에서 저자는 인간 침샘의 선양낭성암종 세포주와

이를 누드 마우스에 이종이식하여 유도된 타액선 종물에서

암세포 증식 및 혈관형성 관련인자인 EGF/VEGF가 발현
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되고, EGFR/VEGFR-2가 활성화되어 있음을 보고하는 바

이다. 또한 본 연구를 통하여 IL-8과 MMP-9이 타액선 암

종의 혈관성 원위 전이에 중요한 역할을 함을 실험적으로

제시하 고 유도된 종물 내의 혈관내피세포의 증식성을 검

증하 다. 향후 본 연구에서 확인된, 침샘 선양낭성암종의

성장과 전이에 중요한 인자들을 억제하여 그 효과를 평가하

는 치료연구가 이루어져야 할 것이며 동시에 선양낭성암종

의 종양생물학적 특징인 폐전이 병소의 동물모델을 개발하

기 위해 본 암세포주로부터 연속적인 생체 계 접종 (in

vivo passage)을 통해 폐전이 세포주를 확립하는 것이 중

요할 것으로 사료된다.
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사진부도 ①

Fig. 1. Immunocytochemical analyses of the chamber slides in human salivary adenoid cystic carci-
noma cells. ACC2 cells were immunostained for the expression of EGFR, Activated EGFR, VEGFR-
2 and Activated VEGFR-2. Representative results are shown. Original magnification, ×200.

AA :: EGFR

BB :: Activated EGFR

CC :: VEGFR-2

DD :: Activated VEGFR-2 
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사진부도 ②

Fig. 2. Protein expression in a human salivary adenoid cystic carcinoma cell line. Whole cell lysates were prepared from subcon-
fluent ACC2 cells. Proteins were resolved on SDS-PAGE (A : 10%, B : 7.5%) gels, transferred to polyvinylidene difluoride
membrane, and analyzed by Western blotting using anti-phospho-EGFR (Tyr1068), anti-phospho-VEGFR-2 (Tyr1054), anti-
phospho-Akt (Ser473), or anti-phospho-MAPK (Thr202/Tyr204) antibody. Membranes were reprobed with anti-EGFR, anti-
VEGFR-2, anti-Akt, anti-MAPK, or anti-actin as loading controls. Each assay was performed in triplicate independently  with
similar results.

Fig. 3.
A : Successful induction of B16-BL6 melanoma in the parotid gland of C57BL/6 black mouse. 
B : Orthotopic implantaion of ACC2 cell suspension into the parotid gland. A well-localized bleb confirmed a successful

injection without leakage of the tumor cells. 
C : The primary tumor in the parotid gland of nude mouse is readily apparent.  
D : Dissected view of the orthotopic parotid tumor and hyperplasia of cervical lymph nodes. 
E : Microscopic examination revealed immune-related inflammatory cells such as plasma cells and neutrophils were

infiltrated into the cervical lymph nodes (H&E, × 100). 
F : Photomicrograph of a lung from a nude mouse in which the ACC2 cells were grown orthotopically, revealing distant

metastatic tumor (H&E, × 100).  
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사진부도 ③

Fig. 4A. Immunofluorescent and immunohistochemical analyses of ACC2 orthotopic parotid tumors.
Tumors were harvested and processed for immunohistochemical analysis 64 days after inoculation of
tumor cells. 
A : Tumor cells expressed EGFR, phosphorylated (indicated as “p”) EGFR, VEGFR-2, and pVEGFR-2.
However, normal parotid tissues did not express these biomarkers. shown. Original magnification, ×200.
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사진부도 ④

EGF

TGF-α

VEGF

IL-8

MMP-9

Negative Control Parotid Gland (X100) Parotid ACC (X100) Parotid ACC (X40)

Fig. 4B. Immunofluorescent and immunohistochemical analyses of ACC2 orthotopic parotid tumors. Tumors were
harvested and processed for immunohistochemical analysis 64 days after inoculation of tumor cells. 
B : Sections were immunostained for expression of EGF, TGF-α(ligands of EGFR), VEGF (ligand of VEGFR-2), and,
IL-8, MMP-9 (angiogenic factors). Compared with acinar cells and ductal cells of the parotid glands, tumor cells
showed increased expression of these biomarkers. shown. Original magnification, ×100. Each assay was done twice
independently with similar results. 
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Fig. 5. Immunofluorescent double staining for CD31 (red signal) plus VEGFR-2, phosphorylated (indicated as “p”)  VEGFR-2,
Akt, or pAkt (green signal) was performed. Endothelial cells within the tumors expressed these preteins (yellow).
Representative results were shown. Original magnification, ×200.

사진부도 ⑤
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