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The treatment for oral and maxillofacial carcinoma with chemotherapeutic agents is evaluated by many

effective methods to reduce the tumor mass and cancer cell proliferation. However these chemotherapy

have many serious side effects, such as bone marrow suppression, renal toxicity, G-I troubles. Therefore a

possible approach to develop a clinically applicable chemotherapeutic agent is to screen anticancer activity

of Taxol which is known to have very little side effect and have been used to breast cancer and ovarian car-

cinoma.

Taxol is a new anti-microtubular anti-cancer agent extracted from the bark of the Pacific yew, Taxus bre-

vifolia. Paclitaxel(Taxol) acts by promoting tubulin polymerization and over stabilizing microtubules

agianst depolymerization. Despite the constant improvements of methods of the cancer treatment especially

chemotherapy, the rate of cancer metastasis and recurrent are not decreased. Thus the investigation of

new drug which have very little side effect and a possible clinically application continues to be a high prior-

ity. Considering that the Taxol have shown very effective chemotherapeutic  agent with relatively low toxi-

city in many solid tumors, it deserves to evaluate its efficacy in oral squamous cell carcinoma.

In this study, to investigate the in-vivo and in-vitro anti-cancer efficacy of Taxol in oral squamous cell

carcinoma and lastly, the potency of Paclitaxel in the clinical application for oral cancer was evaluated.

In vivo study, after HN22 cell line were xenografted in nude mice, the growth of tumor mass was

observed, 3 mg/Kg taxol was injected intraperitoneally into nude mice containing tumor mass. The meth-

ods of these study were measurement of total volume of tumor mass, histopathologic study, immunohisto-

chemical study, drug resistance assay, growth curve, MTT assay, flow cytometry, cDNA microarray in vivo

and in vitro.

The results were obtained as following.

1. The visual inspection of the experimental group showed that the volume of the tumor mass was slight-

ly decreased but no significant difference with control group.

2. Ki-67 index was decreased at weeks 4 in experimental group. 

3. Microscopic view of the xenografted tumor mass showed well differentiated squamous cell carcinoma

and after Taxol injection, some necrotic tissue was seen weeks 4.

4. The growth curve of the tumor cells were decreased after 1day Taxol treatment.

5. According to the MTT assay, HN22 cell line showed relative drug resistancy above 5 μg/ml concentra-

tions of Taxol.

Abstract
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Ⅰ. 서 론

구강암은 매년 발생율이 증가하고 있는 추세로 전체 암 발

생의 약 4~5%를 차지하고, 그 중 가장 높은 발현 빈도를

보이는 편평세포암종(squamous cell carcinoma)은 주변

조직으로의 침투 및 전이가 높아 예후가 매우 불량한 암으

로 알려져 있다. 구강 편평세포암의 치료법은 일반적으로

수술과 방사선 요법을 병행하여 1차 치료를 시행하고, 항암

요법이 추가로 사용되기도 하지만, 재발률이 40~60%에

이른다1). 만약 재발시 추가적인 외과적 절제가 불가능 하다

면 항암요법 이외에는 안이 없다. 항암요법은 다양한 암

종에서 효과가 보고되고 있지만 심각한 전신독성과 유해성

으로 인해 사용에 한계가 있는 실정이다2).

구강 편평세포암종의 발생원인은 다른 암종과 유사하게

흡연, 음주, 발암물질의 노출, 유전적 원인, 식습관 등으로

알려져 있다. 정확한 발생 기전은 밝혀지지 않은 실정이나,

임상적으로는 국소적 침윤 및 경부 임파절을 통한 전이가

흔히 발생된다3,4).

구강암 환자의 항암화학요법은 원발병소의 크기를 감소시

키거나 재발 또는 전이된 경우에 적용되며, 사용되는 약제로

는 5-fluorouracil(5FU), methotrexate(MTX), cisplantin

등이 널리 사용되어 왔다. 이들 항암제는 암세포의 DNA복

제, 전사, 번역과정을 차단하거나 증식시 암세포의 세포분열

을 억제 함으로써 암세포에 세포독성을 발현하여 항암효과

를 나타내는데 종양세포에만 선택적으로 작용하지 않고 신

체의 타 부위에도 향을 미칠뿐만 아니라 골수기능저하, 신

독성, 간독성, 탈모 및 면역기능 저하 등의 심각한 부작용을

초래하여 광범위하게 적용하기가 쉽지 않다5). 따라서 기존약

물에 비해 합병증은 최소로 줄이면서 효과는 증 된 새로운

항암제의 개발을 위해 많은 연구가 시도되고 있다.

Paclitaxel(Taxol)은 태평양 주목(Taxus brevifolia)의

껍질에서 추출한 항암물질로 1971년 Wani와 Wall 등에

의해서 항백혈병 및 항종양 작용이 있음이 밝혀졌다6).

Taxol은 항 미세소관(antimicrotubule) 항암제로 난소

암, 유방암, 폐암, 백혈병, 악성흑색종 등에서 항암작용이

관찰되었고, 세포의 성장에서 DNA합성을 억제하고 절편화

를 초래하여 세포사멸(apoptosis)을 유도하는 것으로 밝혀

졌다7). 또한 기존의 vinca alkaloids계 같은 항 미세소관

항암제들이 미세소관 형성을 억제하는 것과는 달리, 미세소

관의 중합에 필요한 튜불린(tubulin)의 최소 농도를 낮추어

미세소관의 중합을 촉진하고 과안정화 시킴으로써 비기능

적인 미세소관을 형성하고 염색체 복제를 억제하며 세포들

이 G2M기에 머물도록 함으로써 항암효과를 나타낸다고 알

려졌다8-10). 그리고 기존의 항암제들이 심각하고 비가역적인

여러 합병증을 유발하는데 비해서 Taxol의 합병증은 비축

적성이며, 가역적인 백혈구 감소증, 무증상의 서맥 및 탈모

증 등이 나타나나, 심각한 간독성, 소화기계 독성 등은 흔치

않다11). Taxol은 백혈병에 상당한 세포독성을 나타내는 것

으로 알려져 있고, 다양한 암종에서 항암 효과가 관찰 되었

으나, 종종 Paclitaxel 저항성 암세포들이 보고되기도 하

는데12-15), Paclitaxel 저항성의 다양한 기전은 mdr-1

gene, p-glycoprotein, β-tubulin에서 아미노산의 돌연변

이, Bcl-2, Paclitaxel의 결합 실패와 같은 원인 들이 제시

되고 있다16-27).

위와는 달리 현재 구강암 분야에서 Taxol의 연구보고는

미미한 실정이며 임상적 적용 또한 많지 않으므로 표적인

구강암 중 하나인 구강편평세포 암종에서 항암효과를 알아

보기 위해 저자는 시험관 내에서 세포주를 배양하여 drug

resistance assay, growth curve 관찰, 세포 독성도 검사

를 위한 MTT assay, 세포주기 검사를 위해 유세포 분석

등을 시행하 고, Taxol의 생체내 항암효과를 알아보기 위

해 누드마우스를 이용하여 종양유도 및 크기 측정, 조직 병

6. In drug resistance assay, the decrease of cell counts was seen relatively according to concentration.

7. In Flow cytometry, G2M phase cell arrests were seen in low concentration of the Taxol, while S phase

cell arrests were seen in high concentration of the Taxol.

8. Using cDNA microarray technique, variable gene expression of ANGPTL4, TXNRD1, FAS, RRAGA,

CTGF, CYCLINEA, P19, DUSP5, CEBPG, BTG1 were detacted in the oral squamous cell carcinoma

cell after taxol treatment.

In this study paclitaxel is effective against oral squamous cell carcinoma cell lines in vitro, but week effect

was observed in vivo. So we need continuous study about anticancer effect of taxol in vivo in oral squamous

cell carcinoma.

Key words : Squamous cell carcinoma, Paclitaxel(Taxol�)
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리 관찰, Ki-67을 이용한 면역조직화학 검사, 유전자 발현

검사를 위해 cDNA microarray를 시행하여 다소의 의미있

는 결과를 얻었기에 이를 보고하는 바이다.

Ⅱ. 연구재료 및 방법

1. 연구 재료

1) 누드 마우스 준비

누드 마우스는 BALB/c/nu/nu(Charsliver�, USA)를

기본종으로 생후 5~6주된 약 20 g 내외의 수컷 18마리(

조군 6마리, 실험군 12마리)를 사용하 다. 멸균 소독된 쥐

장에서 멸균된 물과 사료를 공급하고, 모든 술식은 층판 기

류를 지속적으로 유지한 크린 벤취 속에서 시행하 으며 주

야간 생물학적 주기를 위해 실내등을 12시간 조 하고, 12

시간은 점멸하 다.

2) 구강편평세포암 세포접종체의 준비

HN22 세포주(Main state university, USA)를 기본 세

포주로 하여, 10% FBS(Fetal Bovine Serum)및 스트렙

토 마이신과 페니실린을 포함하는 DMEM(Dulbecco’s

minimum essential medium, Hyclone�, USA)을 배양

액으로 사용하여 배양하 다.

2. 연구 방법

1) 종양부피의 측정

준비된 HN22를 누드마우스 한 마리당 50 μl의 배양액에

포함된 107개의 세포를 1 cc 주사기 및 25G needle을 이용

하여 누드마우스 등에 피하주사하여 편평세포암종을 유도

하고(약 2~4주) 종양 부피가 약 60 mm3이상 되었을 때

실험을 시작하 다. 종양 부피 측정공식은 (가로 × 세로 ×

높이) × ⅔ 를 사용하 다. 

항암제 투여는 조군에서 0.1 cc 생리식염수를 6마리의

누드마우스 복강내 주사하 고, 실험군은 Taxol�(한국

BMS)을 농도별로 3 mg/Kg, 30 mg/Kg를 각각 6마리씩

복강내 주2회 주사하 는데, 30 mg/Kg군은 주사 후 모두

사망하 다.

2) 조직병리학적 연구

실험(Taxol주사)시작 4주후 각 실험군과 조군의 종양

조직을 절취하여 10% 중성 포르말린에 고정후 4~5 μm 두

께에 파라핀 절편을 제작하고 통법에 따라 Hematoxillin-

Eosin(H&E) 염색을 시행하여 광학현미경 하에서 100배

및 200배로 관찰하 다.

3) 면역조직화학적 연구

절취한 조직을 통법에 따라 고정후 Poly-L-Lysin으로 처

리된 슬라이드에 4~5 μm 파라핀 절편을 제작하고 면역조직

화학적 염색을 시행하기 위하여 절편을 0.01M citrate

buffer(pH 6.0)로 끓인 다음 0.3% H2O2에 5분간 부란시키

고 10mM phosphate buffer solution(PBS)으로 세척한 다

음 LSAB(labelled streptavidin biotin)법으로 처리하고 다

시 PBS로 세척한 후 발색제는 diamino-benzidine을 사용

하 다. 발삼으로 봉임한 다음 메이어 헤마톨실린으로 조

염색을 실시하여 광학현미경으로 200배하에서 관찰하 다

(Table 1). Ki-67지수는 아래와 같이 관찰된 증식기 세포수

를 모든 세포수로 나눈 후 100을 곱한 %로 표기하 다.

P
Ki-67 index = ──────── × 100 (%)

P + NP

(P : Proliferating cell, NP : Non-proliferating cell)

Table 1. Procedure for Immunohistochemical Staining

Paraffin section preperation
↓

Deparaffinization & hydration
↓

0.01M Citrate buffer (pH 6.0)
↓

Peroxydase inactivation (3% H2O2, 5 min)
↓

Serum blocking reagent(20 min)
↓

Primary Antibody(Ki-67, 4 hrs)
↓

LSAB(labelled streptavidin biotin) method (30 min)
↓

Diaminobenzidine
↓

Counter staining with Mayer’s hematoxilin
↓

Blasma mounting
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4) 약제내성 검사

4개의 10 mm well에 HN22세포주를 2 × 105개를 분주하

고 배양한 뒤, 2~3일후 Taxol을 농도(1, 3, 5, 10 μg /ml)에

따라 넣고 1주일간 배양 후 세포 생존율을 계산하 다.

5) 성장곡선

HN22세포주 2 × 105개의 세포를 3개의 100 mm well

에 분주하고 항암제 농도(1, 3, 5 μg/ml)에 따라 각각 1,

2, 3, 4, 5, 6, 7일째 DPBS로 세포를 세척하고 각 well에

Trypsin-EDTA용액(0.5% Trypsin-0.53mM EDTA

4Na)을 넣고 5분후 세포를 수거하여 원심분리를 하 다.

DMEM 배양액 4 ml씩을 원심분리관에 넣고 혼합한 후

90 μl를 튜브에 옮겨 담았다.

튜브에 0.4% Trypsin-blue 용액 10 μl를 넣고 혼합한 뒤

헤모사이토메터에서 세포수를 측정하 다. 측정된 세포수

를 이용하여 딧쉬상 세포수를 환산하고 성장곡선을 그렸다.

6) MTT(5-diphenyl dimethyltetrazolium bromide)

assay

Well당 2 × 104개의 세포를 3well에 분주하고 37℃의

CO2배양기에서 24시간 배양하 다. 다양한 농도(1, 3, 5 μg

/ml)의 항암제를 넣고 48시간을 배양 후 tetrazolium-

base compound인 3-(4, 5- dimethylthiazole - 2 - yl -

2, 5- di-phenyltetrazolium bromide (MTT) 용액 50 μl

를 각각의 well에 첨가하고 다시 34시간 동안 37℃, 54%

CO2 배양기에서 배양한 후 상층액을 제거하여 MTT에 의

해 형성된 결정만 남긴 다음 DMSO(dimethyl sulfoxide)

를 0.2 ml씩 각각의 well에 분주하여 잘 혼합하 다.

microplate leader로 파장 550 nm에서 흡광도를 측정하

다(Table 2).

7) 유세포분석

지수 증식기에 있는 1 × 106 cells/ml의 세포들에 tax-

ol(1, 3, 5 μg/ml)을 처리한 후, 300 × G, 5분간 원심분리

를 한다. 세포들을 모아서 Cycle TESTTM plus DNA

Reagent Kit(BEcton Dickinson immunocytometry

system, CA, U.S.A)의 solution A(trypsin buffer)

250 μl 씩 첨가한 후 빛을 차단한 냉장실에서 10분 반응시

킨다. 반응이 끝난 다음 각 시료를 50μm nylon mesh에서

filtration한 후에 FAC scan flow cytometer(Becton

Dickinson immunocytometry system, CA, U.S.A)를

이용하여 세포주기 분석을 하 다. 결과는 RFIT program

으로 분석하여 전체 세포에 한 비율로 나타내었다.

8) cDNA Microarray

조직 세포에서 RNA 추출을 위해 세포를 1.5 ml E-tube

에 담은후 0.1N NaOH 100 μl를 넣고 끓는 물에서 뺀 후

삼차 증류수를 200 μl를 첨가하고 혼합하여 준 후에

Phenol/Chloroform(1:1) 혼합용액을 400μl 넣어 섞어 준

후 혼합하여 주었다. 혼합된 튜브를 원심분리(13,000

rpm, 10 min, 4℃)한 후에 상층액만을 취하 다. 이어서

전체 부피의 1/10에 해당하는 양만큼 3M Sodium acetate

pH 5.2 용액을 넣은 후 잘 섞고, 기존 부피의 2배되는 양의

차가운 99%에탄올을 넣어주었다. 이를 20℃에서 하루 동

안 보관한 후 원심분리(15,000 rpm, 5 min, 4℃)를 시행

하고, 상층액을 버린후에 pellet만을 취한다음 여기에 70%

에탄올을 500 μl넣고 5분간 10,000 rpm에서 원심분리를

2번 실행하 다. 튜브를 말리고 얻어진 시편에 삼차증류수

를 20 μl넣고 65℃에서 10분 동안 완전하게 녹인 뒤 20℃

에 보관하 다.

Table 2. Procedure for MTT Assay

Cell culture
↓

50 μg/ml MTT in 10% DMEM
↓

Incubation
↓

Removal 10% DMEM
↓

0.2 ml DMSO (5 min)
↓

Solubilization
↓

Absorbance at 550 nm and Data Analysis
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추출한 RNA를 이용하여 target cDNA probes의 합성과

hybridisation과정은 다음과 같이 시행했다.

역전사반응을 위해 반응 혼합물은 400unit의 역전사효소

(superscript II TM, Invitrogen) 2 μg의 Oligo-DT

(Amersham Biosciences, UK) 1mM dATP, dCTP and

dGTP, 0.6 mM dTTP 그리고 0.1 mM Cy3- 또는 Cy5-

dUTP(NEN Life Science Products, Boston, USA)의

혼합물을 42℃에서 2시간 동안 반응시켰다.

역전사 반응동안 total RNA의 각각 50 μg을 Cy-3 또는

Cy5-dUTP로 labelling하 다.

Cy3와 Cy5로 Labelling 된 cDNA를 PCR purification

kit(Qiagen, Hilden, Germany)로 정제하 고 정제된

cDNA를 서로 혼합하여 Microcom YM-30(Millipore

Corp. Bedford, MA, USA)을 사용하여 농축시켰다.

Hybridization 하기위한 혼합물은 39 μl의 labelling된

cDNA target, 25 μl의 20 × SSC, 1 μl의 10% SDS,

30 μl의 formamide(sigma), 1 μl의 muman cot-1

DNA(20 μg/μl, invitrogen), 2 μl의 yeast tRNA(10 μg/

μl, invitrogen)과 2 μl의 poly RNA(10 μg/μl, sigma)이며

hybridization 혼합물을 100℃에서 2분간 열을 가한 후 즉

시 hybridization시켜 인간 cDNA복제가(invitrogen) 된

cDNA microarray(Gene Track HSVC 307, Genomic

Tree, I, Inc, Korea)가 만들어진다. 이 hybridization은

습기가 있는 Hybchamber(Genomic Tree, Inc, Korea)로

42℃에서 12~16시간 동안 이루어졌다. Hybridization이

끝난후 Laser scanner(Axon 4000B, Axon instruments

Inc., Foster CA, USA)로 Image scanning을 시행하

다. 형광강도는 Genepix pro4.0 software (Axon instru-

ments Inc, Foster, CA, USA)를 사용하여 각 pixel의 형

광강도의 평균을 계산하여 분석한다. Genespring 6.2

(Silicon Genetics, Rodwood CA, USA)를 사용하여 데이

타를 분석하 으며, 0.01%의 유의 수준에서 single t test

를 실시하 다(Fig. 1).

Ⅲ. 연구결과

1. 종양부피 측정

구강편평세포암 세포주(HN22) 세포 접종체를 누드마우

스의 등에 피하 주사한 후 약 2~4주뒤 종양의 부피가

60mm3이상의 크기로 자랐으며 육안적으로 관찰 및 계측이

가능하 다(Fig. 2, 3).

항암제 투여 후 시간 경과에 따른 실험군 종양의 부피변화

를 그래프로 나타내었다(Graph 1). 항암제 투여 후

3 mg/Kg농도 투여군에서 1마리는 실험 13일째 종양의 소

실이 관찰 되었으나, 나머지에서는 조군(생리 식염수 투

여)과 유사한 성장곡선을 나타내어 실험군과 조군 사이에

큰 차이가 없음을 관찰 하 다.

2. 조직병리학적 연구

항암제 투여 전까지 누드마우스에서 실험군, 조군 공히

암진주가 관찰되고 잘 분화된 편평세포암종이 나타났다

(Fig. 4). 약제 투여 후 4주가 경과한뒤 조직 표본에서 암세

포의 수가 감소하 으며 분화도 또한 미성숙 하 고 일부에

서는 괴사가 관찰 되었다(Fig. 5).

3. 면역조직화학적 연구

Ki67 염색도는 약제 투여 전에 비해 투여 후 4주 뒤에는

염색도가 감소 하 고(Fig. 6, 7), Ki67 index는 조군에

서 약 33%로 나타났으며,실험군에서는 Taxol 투여후 1주

째 약 30%로 감소하기 시작하여 약제 투여후 4주째에는 약

25%로 감소하 다(Graph 2).

4. 약제내성 검사

구강편평세포암 세포주(HN22)는 농도(1, 3, 5, 10 μg

/ml)가 증가함에 따라 점차 감소하여 1 μg/ml농도에서는

약 70%, 5 μg/ml농도에서는 약 20%, 10 μg/ml 농도에서

는 완전히 소멸하 고, 3 μg/ml 농도에서는 약 50%의 생

존율을 보 다(Graph 3).

5. 성장곡선

실험군과 조군에서 Paclitaxel(Taxol)투여 전의 성장

양상은 전형적인 S자 곡선을 보 는데, 실험군의 경우 각

농도(1, 3, 5 μg/ml)에서 투여 후 1일부터 세포성장이 급격

히 감소하여 1 μg/ml농도에서는 약 7일 이후에 그리고 3 μg

/ml 와 5 μg/ml 농도에서는 약 5일 이후에 세포소멸이 관

찰되었으며 각 농도간의 차이는 크지 않았다(Graph 4).

6. MTT(5-diphenyl dimethyltetrazolium bro-

mide) assay

실험군에서 Taxol 투여 후 농도가 1 μg/ml에서 80%로

감소하 고 3 μg/ml에서 약 75% 으며 농도가 증가함에

따라 5 μg/ml에서 약 60%로 감소하여 종양세포의 마이토

콘드리아에서 succinyl dehydrogenase의 활성도가 낮아졌

음을 알 수 있었다(Graph 5).
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7. 유세포분석

유세포분석에서 조군에서는 G1기에서 58.4%, S기에

서 15.5%, G2기는 24.3%의 분포를 나타낸 것에 비해

Taxol 투여시 G2M기에서 77.3%, 82.8%, 69.4%로 세포

주기억제(cell arrest)가 증가하는 것으로 나타났는데 저농

도에 비해서 농도가 증가할수록 S기에서의 세포주기 억제

가 상 적으로 점차 증가했다(Graph 6).

8. cDNA Microarray

Taxol 투여시 ANGPTL4, TXNRD1, FAS, RRAGA,

CTGF, Cyclin A, P19, DUSP5, CEBPG, BTG1 등이

발현 되었으며, ANGPTL4와 TXNRD1은 증가 하 고,

FAS는 변화가 없었으며, RRAGA와 CTGF는 증가,

CyclinA, P19은 감소, DUSP5 및 CEBPG, BTG1은 증

가하 으며 VEGF는 감소 하 다. 이들은 각각 apoptosis,

cell growth, cell cycle and proliferation, transcription

조절, angiogenesis 등에 관여하는 유전자들 이었다(Table

3).

Ⅳ. 총괄 및 고찰

구강악안면 역에서 악성종양의 발현빈도는 인체의 다른

부위에 비해 작지만 점차 그 빈도가 증가하는 추세이며 다

양한 치료법에도 불구하고 높은 악성도와 재발율로 인해 치

료 후에도 만족스러운 결과를 얻기가 힘들다. 이중 항암화

학요법은 재발성, 전이성 종양에 주로 사용된다. 사용되는

항암제는 methotrexate, cisplatin, carboplantin,

bleomycin, 5-fluorouracil, dexorubicin 등이 있으며 각

약제의 치료 효과는 치료방법에 따라 많은 반응도의 차이를

보이고 있고 과거에 비해 환자의 생존율도 별로 개선되지

못하 다28). 

부분의 항암제들은 암세포의 여러 사경로에 개입하며

작용하는데 유전인자의 본체인 DNA합성을 저해하거나,

DNA에 직접 작용하여 그 기능을 손상시키고 암세포의 세

포분열을 억제함으로써 효과를 나타낸다. 그러나 이들 항암

제는 암세포에만 선택적으로 작용하는 것이 아니라 정상세

포 특히 세포분열이 활발한 조직 세포에도 손상을 입혀 골

수기능 저하, 오심, 탈모증, 위장장애, 신독성, 간독성, 면역

기능저하 등 여러 부작용 및 합병증이 나타나게 된다.

최근 항암제로서 기능성을 널리 인정받고 있는 Taxol은

미 국립 암 연구소에서 약 35,000 여종의 식물에서 항암물

질을 연구하던 중 Wani와 Wall에 의해서 백혈병과 종양에

효과가 있음이 발견되었다6). Taxol은 taxane ring system

으로 구성되어 있고 C-13 ester side chain에 의해 항암효

과를 발현하며, 세포주기의 G2M기에서 세포주기억제를 일

으켜 다음 단계의 세포 주기로 넘어가지 못하도록 한다8,29).

그리고 세포의 미세소관에 작용하여 항암효과를 나타내며

기존의 항 미세소관 항암제와는 달리 튜블린의 중합을 촉진

하여 미세소관을 과안정화 시킴으로써 세포분열을 위한 미

세소관의 탈분극을 억제 및 비 기능적 미세소관을 형성하는

작용으로 항암효과를 발현한다. 뿐만 아니라 Taxol에 민감

한 세포는 Taxol의 작용이 사라진 뒤에도 계속하여 미세소

관 다발을 형성하고 세포기관들의 변화를 일으키는 것으로

알려져 있다.

그러나 1 g의 Taxol을 얻기 위해 135 Kg의 주목 껍질이

필요하므로 이러한 희귀성 때문에 규모의 임상연구가 어

려운 실정이다. 이와 같은 제한요소에도 불구하고 Taxol은

백혈병에 상당한 세포독성을 나타내는 것으로 알려져 있고,

폐암, 악성흑색종, 난소암 등에서 항암 작용이 관찰되었고7),

특히 난소암과 유방암에서 좋은 결과를 보여주고 있다31,32).

Table 3. Gene Expression of HN22 Cell Line treated with Paclitaxel(Taxol)

Gene Name Change Average Function

ANGPTL4 ↑ 3.4

TXNRD1 ↑ 3.0 Apoptosis

FAS No change

RRAGA ↑ 2.0
Cell growth

CTGF ↑ 2.1

Cyclin A ↓ 0.68

P19 ↓ 0.68 Cell cycle & Proliferation

DUSP5 ↑ 2.5

CEBPG ↑ 2.2 Transcription regulation

BTG1 ↑ 2.0
Angiogenesis

VEGF ↓ 0.56
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그 외에 상피세포암과 전립선암 등에서도 치료효과가 관찰

된 바 있다33,34).

Taxol투여시 부작용으로는 약제 과민증, 백혈구 감소증,

혈소판 감소증, 탈모증 등이 나타난다10). 그러나 백혈구 감

소증은 축적성은 아니며 가역적이고 짧은 기간동안만 발현

하고 심각한 소화기계 독성, 점막염, 간독성 등은 드물다고

보고되었고 일반적으로 부분의 환자에서 좋은 약물 효과

를 보여준다11).

Taxol은 이처럼 여러 가지 암종에서 효과가 있으나, 종종

Taxol에 저항성이 있는 암세포들이 보고되기도 하 으

며12-15), 그 기전은 mdr-1 gene, p-glycoprotein(p-gp), β-

tubulin에서 아미노산의 돌연변이, Bcl-2 family,

Paclitaxel의 결합 실패와 같은 수많은 관여 인자가 제시 되

고 있다16-27).

종양 연구에 있어서 항암제 개발을 위한 실험실 연구를 위

해 인체의 복사모델은 여러 가지 치료방법의 평가를 위해

필수 불가결하다. 사람의 암종에서 직접 추출한 세포주에

한 세포독성 등 여러 가지 실험을 일반적으로 시행하고,

실험동물에 이종 이식하여 종양을 유발시킨 후 암세포주에

한 치료효과를 검색하는 이형이식 생체내 검사를 주로 시

행한다. 이들 세포주들은 암세포의 분화, 암유전자의 발현,

항암제에 한 감수성 및 약제 내성, 암세포의 침습 및 전

이, 암표지 항원의 발현 및 분비, 단세포군 항체의 개발, 생

체 반응 조절 물질의 항암효과, 암세포 성장 및 억제인자와

세포 유전자 연구 등에서 매우 유용하게 상용되고 있다. 본

연구에서 사용된 HN22세포주는 단기간의 세포 증식 배양

으로 충분한 양을 얻을 수 있고 누드 마우스 등에 피하 주사

하여 종양 유도시 간단한 술식으로 가능하 고, 피하이식된

종양은 매우 높은 종양유도율을 보 으며, 육안으로 쉽게

식별 가능할 정도로 종양이 성장하는 것으로 보아 구강암

연구에 매우 유용한 실험재료라 생각된다.

저자가 연구에서 사용한 누드 마우스는 thymus가 없어

T임파구를 생산할 수 없고, 면역기능이 거의 없어 인체의

종양세포주를 이종이식 하여도 거부반응이 없이 종양이 자

랄 수 있는 실험 동물이다35,36).

과거 누드 마우스가 개발되기 전에는 면역거부가 없는 실

험동물의 안구 전벽, 두뇌 및 햄스터의 협낭 등이 사용되어

왔다. 그러나 누드 마우스가 개발된 후에는 이를 유용하게

이용하여 왔으며 배양된 세포주를 누드 마우스에 접종하는

방법은 세포 특성을 유지 하면서 많은 양을 동시에 증식 시

킬수 있고, 특별한 변이없이 일관되게 종양을 유발시킬 수

있어 현재 암종연구에 많이 이용되고 있다.

누드 마우스를 이용한 실험적 연구에서 Taxol은 여러 암

종에서 항암 효과를 보 으나 반응도에 있어서 세포주에 따

른 차이가 나타났고 일부 세포주에서는 효과가 없기도 하

다37,38). 또한 Cisplatin과의 비교 실험에서 누드 마우스에

이종 이식된 폐암세포주에서 Paclitaxel의 항암 감수성이

cisplatin보다 높고 독성도는 낮게 나타나 Taxol의 우수성

에 관한 보고가 있는 반면39), Guo 등40)은 유방암에서 dox-

orubicin에 저항성인 isogenic breast tumor cell이

Paclitaxel과 다른 약제에 교차 저항성을 보인다고 보고한

바 있다. 이는 Taxol이 모든 암종에서 효과를 발현하는 것

이 아니고 세포주 종류에 따른 항암반응도의 확인이 필요할

뿐만 아니라 기존 항암제에 반응이 없는 암종에 한 2차

약제로 사용할 수 있는 가능성을 보여준다.

본 연구에서는 시험관내 실험에서는 Taxol의 항암효과가

뚜렷하 으나 누드 마우스를 이용한 생체 실험에서 조군

과 실험군에서 공히 시간이 경과함에 따라 종양의 부피가

커져 Paclitaxel의 항암 효과가 뚜렷하지 않았다(Graph

1). 이는 Taxol을 단독으로 투여 후 종양세포까지 도달하여

약효가 발현되기까지 여러 인자가 관계할 것으로 생각되며

Paclitaxel에 약제 저항성을 일으키는 기전은 mdr-1 gene,

p-gp(p-glycoprotein), Bcl-2 등 수많은 인자가 관여하는

것으로 제시되고 있다6-27). 따라서 특이 세포주 및 암종에

한 약제 감수성과 생체 내에서의 약물 사 등 추가적인 연

구가 필요할 것으로 생각된다.

육안적 소견에 비해 조직 병리학적 소견에서 HN22 세포

주로 유도된 종양은 분화도가 좋은 편평세포암종으로 나타

났고 암진주가 관찰 되었으나(Fig. 4), 약제가 투여된 뒤 조

직 소견에서 일부 괴사가 관찰 되었다(Fig. 5). 이는 미미하

지만 Taxol이 암종에 약제반응이 있음을 의미한다. 그러나

Cisplantin 등 다른 약제와 투여시 또는 방사선 요법등과

함께 사용할 경우41), 그리고 polyanhydride polymer

poly(FAD:SA) 같은 polymer를 이용한 polymer

chemotheraphy시 항암작용의 뚜렷한 상승효과가 보고42)

되는 것으로 보아, Taxol의 단독사용보다는 다른 치료법이

나 약제를 함께 적용하는 것이 유용할 것으로 생각되었다.

종양 연구에 있어서 세포증식을 표현할 수 있는 생물학적

인자를 찾기 위한 노력이 활발히 진행되어 왔으며 nuclear

antigen인 Ki-67이 primary antigen으로 유용하게 사용

되었다. Ki-67은 세포주기에서 G0를 제외한 G1, S, G2

및 M기에서 발현되는데43,44), 본 연구에서 Ki-67 index가

조군에서 약 33%로 나타났고, Taxol투여 직후 약 30%,

투여후 4주째 약 25%로 감소하 다(Graph 2). 이는 미약

하나마 약물의 효과가 있었음을 알 수 있었으나 큰 차이는

없었으므로 육안적 소견이나 조직 병리소견과 일치함을 알

수 있었고 염색도 또한 조군에 비해 실험군에서 감소하는

것으로 관찰 되었다(Fig. 6, 7).

생체 실험에서와는 달리 실험실내 연구에서는 세포 수준

에서의 항암효과가 뚜렷하게 나타났다. 약물내성 검사에서
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농도가 증가할수록 (1, 3, 5, 10 μg/ml) 생존 종양 세포수

가 감소하 으며, 3 μg/ml 농도에서 약 50%의 종양세포

생존율을 보 다(Graph 3). 성장곡선에서 Taxol 비처리군

종양세포의 성장곡선은 전형적인 S자형을 보이며,

Paclitaxel 투여시 투여 1일째부터 세포성장이 급격히 감소

하 으나, 3 μg/ml 이상에서는 농도간의 차이가 크지 않았

다. 이는 일정농도 이상의 고농도에서는 농도가 증가함에

따른 약효 발현의 개선효과는 없음을 알 수 있다.

세포 독성능 검사에 이용되는 MTT 검사법은 시험관내

정량 실험의 표적인 방법으로 살아 있는 세포 mitochon-

dria의 탈 수소 효소인 succinyl dehydrogenase를 이용하

여 MTT를 환원시켜 청색의 결정체(formazan)를 만듦으

로서 이를 spectrophotometer를 이용하여 측정케 하는 시

험방법이다45). MTT 분석법은 재현성이 좋고, 시간이 적게

걸리며 인간의 tumor stem cell 시험결과 양호한 상관관계

를 보여 항암제 감수성에 한 일차 선별 검사의 목적으로

많이 사용되나 성장인자에 한 세포의 감수성 실험 등에도

유용하게 이용된다46,47). 이는 정량적 결과를 비교적 객관적

으로 단시간 내에 얻을 수 있으므로 특정 세포주에 한 새

로운 약제의 선별검사, 병용화학 요법에 한 증강 효과 검

사, 생화학적 조절에 한 연구에 매우 유용하다48).

이처럼 MTT법이 유용하게 쓰이고 있는 반면, 종양 세포

의 초기 배양에서는 정상세포 역시 tetrazolium을 환원 시

킬 수 있기 때문에 MTT방법은 한계가 있고, 초기 배양 세

포는 단일 세포에서 배양된 유전학적으로 동일한 mono-

clone군이 아니므로 세포 반응 특성에 차이가 있을 수 있

다49,50). 본 연구에서는 MTT assay에서 Taxol의 농도가

1 μg/ml에서 80%, 5 μg/ml에서 약 60%로 농도가 올라갈

수록 낮은 수치를 나타냈고 이는 고농도에서 마이토콘드리

아내 succinyl dehydrogenase의 활성도가 낮아지고 세포

의 활성도가 떨어지며 약제 저항이 적은것을 의미한다

(Graph 5). 

유세포 분석은 유액상태의 입자나 세포를 특정 감지지역

을 통과 시키면서 세포의 상태를 개별적인 변화 측정 또는

분리하거나 형광 염색체를 표지시켜 관찰하는데 세포내 또

는 표면의 항원 정량, 세포주기 분석, DNA 또는 RNA분

석, 염색체 분석 등에 이용한다. Taxol은 여러 연구에 의해

서 세포의 세포사멸을 일으키는 것으로 확인 되었는데,

programed cell death라 불리는 세포사멸은 이미 많은 항

암제들에 의해 특정 암종에서 나타나는 것으로 보고되어 왔

고51-55), 이는 항암치료에 유용하게 이용되지만, 반면에 분화

가 빠른 정상세포에서도 세포 사멸을 일으키는 경우도 보고

된 바 있다56). 만약 암세포의 세포사멸을 선택적으로 유도할

수 있다면 매우 유용한 것이며 현재 이러한 문제를 해결하

기 위해 많은 연구가 이루어지고 있다57,58).

본 연구에서는 Taxol에 의해 발생되는 다양한 향중 세

포주기상에 미치는 향을 조사하 으며, Taxol에 의해 일

어나는 세포주기의 억제는 일반적으로 두가지가 존재한다.

직접적으로 초기에 형성되는 M기의 세포주기 억제와,

aberrent mitosis를 통해 세포분열이 진행되어 다핵세포의

형태로 arrest가 일어나는 G1기가 있다59). 유세포 분석기를

이용한 저자의 연구에서 HN22세포의 세포 주기상에

Taxol이 미치는 향을 조사한 결과 1 μg/ml의 농도에서는

G2M기에서 억제가 일어났고, 고농도로 갈수록 점차 S기에

서의 세포주기 억제가 증가하는 것으로 나타나 5 μg/ml에

서는 G2M기의 억제된 세포들이 세포사멸에 의해 사라지고

S기의 세포가 점차 늘어나는 것으로 생각된다(Graph 6).

종양치료에 있어서 다양한 치료방법의 시도에도 불구하고

그 예후는 일관성이 없고 불량한 실정이다. 이러한 예후의

차이가 암세포의 분자생물학적 유전자 특성에 기인한다는

가정하에 종양의 발생과 세포의 증식, 사멸에 관여하는 유

전자 발현에 관한 연구가 요구되어지고 있다.

최근 수많은 유전자를 한번에 발현시켜 분석할 수 있는

cDNA microarray 기법이 개발되었는데, DNA chip 분석

기법(cDNA microarray)은 분자생물학적 지식을 바탕으로

첨단 전자공학 기법인 반도체 부착기술과 생물정보학이 접

목된 방법으로 ply-L-lysine 및 amine과 aldehyde 등으로

coating시켜 만든 슬라이드에 수만개의 target DNA를 부

착하여 microarray를 시행한다60-63). 본 연구에서는 구강 편

평세포암종 세포주를 누드마우스에 이종이식하여 유도된

구강편평세포암종에 Taxol 투여 후 암세포와 관련된 유전

자 중 유의성 있는 11가지의 유전자 발현을 확인할 수 있었

다. 세포사멸과 관련된 유전자로는 ANGPTL4, TXNRD1,

FAS 등이 발현되었고, cell growth 관련 유전자로는

RRAGA, CTGF가 나타났다. 세포주기와 증식에 관련한

유전자는 Cyclin A, P19, DUSP5가 관찰되었고, tran-

scription 조절인자로는 CEBGP가 나타났으며, angiogen-

esis와 관련된 유전자로는 BTG1, VEGF 등이 나타났다. 

본 연구에서 Paclitaxel(Taxol)이 구강편평세포 암종에

있어서 시험관내 실험에서는 항암효과가 발현되어 암세포

의 성장억제가 관찰되었으나, 생체 실험에서는 미약한 효과

는 있었지만 유의성 있는 항암효과를 보기는 어려웠으므로

향후 Taxol의 생체내 항암기전에 한 추가적인 연구가 요

구되고 다른 항암제나 방사선요법과 같은 부가적인 치료에

해서는 고려해야 할 것으로 생각된다.

Ⅴ. 결 론

최근 효과적인 항암제로 알려진 Paclitaxel(Taxol)을 이

용하여 표적인 구강암중 하나인 구강편평세포 암종에서
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의 항암 효과를 평가하기 위해 HN22세포주를 이용하여 시

험관내에서 약제내성 검사, 성장곡선, MTT assay 및 유세

포분석 등을 시행하고, 동물실험에서 누드 마우스에 HN22

를 이종 이식시켜 종양을 유도하고 Taxol을 투여한뒤 종양

유도 및 크기 측정, 조직 병리관찰, 면역조직화학 검사 및

cDNA microarray를 시행하여 다음과 같은 결과를 얻

었다.

1. 육안적 소견에서 종양부피는 조군과 실험군 모두에서

큰 차이가 없었다.

2. Ki-67 지수는 조군의 종양세포에서 4주후 까지 33%

내외를 나타냈고 실험군에서는 약 25%로 감소하 다.

3. Taxol투여 농도가 증가할수록 생존종양세포수가 감소하

으며 3 μg/ml에서 약 50%의 종양세포 생존율을 보

다.

4. Taxol 비처리군 종양세포의 성장은 전형적인 S자형을

보이며, Taxol투여시 각 농도에서 투여 후 1일부터 세포

성장이 급격히 감소하 으나 각 농도간의 큰 차이는 없

었다.

5. MTT assay에서 Taxol의 농도가 1 μg/ml에서 80%,

5μg/ml에서 약 60%로 종양세포의 마이토콘드리아에서

succinyl dehydrogenase의 활성도가 낮아졌음을 의미

한다.

6. 유세포 분석에서 저농도 Taxol에서는 G2M기에서 세포

주기 억제가 증가했고 농도가 증가할수록 점차 S기에서

세포주기 억제가 증가함을 나타냈다.

7. cDNA microarray에서 Taxol 투여시 ANGPTL4,

TXNRD1, FAS, RRAGA, CTGF, Cyclin A, P19,

DUSP5, CEBPG, BTG1 등이 발현 되었으며, 이들은

apoptosis, cell growth, cell cycle and proliferation,

transcription 조절, angiogenesis 등에 관여하며, 부

분 암세포 증식 억제에 관여한다.

시험관내 연구에서 Taxol은 종양세포의 세포주기 억제를

보이는 항암효과를 관찰할 수 있었으나, 생체 실험에서는

시험관내 연구에서와 달리 Taxol의 효과가 미약한 것으로

나타나 향후 Taxol의 구강편평세포 암종에서 생체내 항암

효과를 위해 지속적인 연구가 필요할 것으로 생각된다.
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사진부도 설명

Fig. 1. Gene expression related Taxol

Fig. 2. Visual observation of control group(Intraperitoneal injection of normal saline)

Fig. 3. Visual observation of experimented group(After treatment with Taxol 3 mg/Kg)

Fig. 4. Microscopic view of control group (H&E × 100)

Fig. 5. Microscopic view of experimental group (H&E × 200)

Fig. 6. Microscopic view of control group (IHC, Ki-67 × 200)

Fig. 7. Microscopic view of experimental group (IHC, Ki-67 × 200)

Graph 1. Measurement of total volume of tumor mass in both group

Graph 2. Ki-67 index of tumor mass

Graph 3. Drug resistance assay

Graph 4. Growth curve of HN22 according to Taxol concentration

Graph 5. MTT assay of HN22 according to Taxol concentration

Graph 6. Flow cytometric analysis after Taxol treatment

Abbreviation

TA : Taxol

3TA : 3 μg/ml concentration Taxol

5TA : 5 μg/ml concentration Taxol

M1 : G0 phase

M2 ; G1 phase

M3 : S phase

M4 : G2 phase 
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사진부도 ①

Fig. 1

Fig. 2

T test(p<0.01): 237 genes

Reliable genes (4,891개)

T test 실시

1st   2nd

Click gene list

이중에서 2배 이상 변한 유전자를

다시 선별 (click genes)

1st    2nd
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사진부도 ②

Fig. 4 Fig. 5

Fig. 6 Fig. 7

Fig. 3
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사진부도 ③

Graph 2 Graph 3

Graph 1
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Graph 4 Graph 5

Graph 6




