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Mucoepidermoid carcinoma (MEC) is the most common malignant salivary gland tumor which

compromises about 6~8% of all tumors followed by the adenoid cystic carcinoma (ACC) and adeno-

carcinoma. Most deaths from salivary carcinomas are caused by recurrent or metastatic lesions that

are resistant to conventional therapy. Therefore, knowledge of cellular properties and tumor-host

interactions that influence the vascular metastasis is important for the design of more effective ther-

apy of salivary carcinomas. 

Neoangiogenesis is essential for tumor growth, which is postulated to be fundamentally dependent

on the induction of stromal neovascularization. However, how neovascularization takes place in live

tissue has not been fully established, especially in recruitment and differentiation of endothelial cells

in the salivary gland tumors. Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a heparin-binding,

dimeric polypeptide growth factor known to exert its mitogenic activity specifically on endothelial

cells. VEGF has been shown th be directly involved in angiogenesis, which in essential for the

pathogenesis of many solid tumors. von Willebrand factor (vWF) is a large multimeric protein syn-

thesized by megakaryocytes and endothelial cells that enable platelets to adhere to exposed suben-

dothelium and, as well, to respond to changes in the blood flow. Recent studies suggest that

increased levels of vWF correlate with progression of disease, metastasis, or survival time and thus

may have a prognostic significance. vWF is explained as an acute phase proteins which is increased

in cancer or as a result of increased endothelial cell synthesis associated with tumor-induced angio-

genesis. Due to adhesive properties of vWF, its increased concentrations may also contribute metas-

tasis of tumor. 

In this study, we determined the mRNA expression of VEGF and vWF in salivary ACC, MEC and

pleomorphic adenoma by in situ hybridization. As a result, stronger expression of VEGF and vWF

was seen in salivary ACC and MEC which has more invasive nature than the salivary benign tumor. 

Key words: Salivary gland tumors, Vascular endothelial growth factor, von Willebrand factor, In

situ hybridization 
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Ⅰ. 서 론

선양낭성암종 (adenoid cystic carcinoma, ACC)은 비

교적 드물게 발생하며, 느리게 성장하는 상피성 타액선 종

양으로 전체 타액선 종양의 5%-10% 정도를 차지하며, 구

강악안면 역의 악성 종양 중에서 2%-4%의 빈도를 차지

한다1). 선양낭성암종은 높은 재발율을 보이고, 발생 초기에

말초신경이나 혈관을 통한 강한 침습성을 보인다. 신경주위

의 침윤 (perineural invasion)이 특징적으로 관찰되어 전

체 증례 중 60%정도에서 보고되었다2). 임상적으로 경부 임

파절로의 전이는 드물게 나타나 8-13%에서 보고되는 반면

폐와 골조직으로의 원격 전이는 50%까지 빈발하는 것으로

알려져 있다3). 주로 50 후반에 호발하며, 이하선, 악하선

에서 가장 흔한 발병을 나타내고, 구강내의 구개부, 구강저

의 소타액선에서도 발생한다4). 조직학적으로 선양낭성암종

은 사상형 (cribriform), 관형 (tubular), 충실형 (solid)의

3가지 성장 양식을 보이며1) 수술과 방사선 치료로 비교적

양호한 5년 생존율을 보이나 신경조직 침투와 특히 폐조직

으로의 원격 전이로 인하여 증례에 따라서는 그 치료에

한 예후가 성공적이지 못하여,5) 초기 치료 후 10-15년 내에

약 40%이상의 재발률이 보고되기도 하 다4).

점액표피암종 (mucoepidermoid carcinoma, MEC)은

두경부에 발생하는 악성종양 중 3-4%를 차지하며,6) 전체

타액선에 발생하는 악성 종양 중에서 42-47.9%로 가장 호

발하고, 남성보다 여성에서 빈발하는 경향을 보인다7,8).조직

학적으로 점액세포와 표피세포로 이루어져 있으며 낭강 형

성과 고형성 종물의 성장정도, 종양세포의 비율, 세포학적

형태학적 분화 유무 등에 따라 악성도는 low, intermedi-

ate, high grade로 분류되어, 악성도가 높을수록 원격전이

경향이 강하고 예후도 불량하다9). 원격전이를 보이는 경우

선양낭성암종과 더불어 괴사성 (necrotic), 역형성 (ana-

plasia), 신경주위 침윤, 혈관주위 침윤 등의 조직병리학적

소견이 관찰된다10). 외과적 수술 방법 중 보존적인 치료에서

약 40%의 재발율을 나타내고, 근치적인 치료 (radical

treatment)에서도 약 13%의 재발율을 나타낸다11,12).

종양의 성장은 새로운 혈관의 형성을 필요로 하며, 이 혈

관형성(angiogenesis) 과정 역시 전이와 같은 악성종양의

표현형을 유지하는데 필수 요소이다. 최소한 20여 인자가

악성종양의 신생 혈관형성 과정을 조절하는 것으로 알려져

있다. 구강 편평상피세포암 환자에서 종양의 진전과 VEGF

와 VEGFR의 발현정도는 상관관계가 있는 것으로 보고되

고 있으나, 타액선 암종에 해서는 축적된 연구결과가 많

지 않다5,13,14). 선양낭성암종의 원격전이 기전은 아직 명확히

밝혀지지는 않았으나 혈관형성을 통한 전이가 중요한 작용

을 한다고 생각된다. 

헤파린 결합성 이량체 펩티드 (heparin-binding dimeric

polypeptide)인 혈관내피성장인자 (vascular endothelial

growth factor, VEGF)는 내피세포 상에 특이적으로 분열

촉진 활동을 하는 것으로 알려져 있으며, 종양관련 혈관내

피세포 (tumor-associated endothelial cell)에 한 유사

분열인자 (mitogen)이다. VEGF는 종양의 발병기전에 있

어서 필수적인 요소이며, 혈관형성에 직접적으로 관여하고,

종양 내부의 미세혈관 도와 관련이 있는 것으로 알려져

있다. 또한 면역조직화학적 연구 결과 VEGF의 발현정도는

선양낭성암종에 있어서 치료 후 예후와 생존율과 연관이 있

는 것으로 보고되었다15-18).

von Willebrand factor (vWF)는 거 핵세포

(megakaryocyte)와 내피세포에서 합성되는 거 단백질

중합체로써 혈전이 형성되는 부위에 혈소판이 침착되는 것

을 촉진하며, 혈장내에서 혈액응고 전구물질로 작용하는 보

조효소인 VIII 응고인자를 운반하는 역할을 한다19). 종양의

혈관성 전이에 있어서 혈소판은 종양세포에 부착하여 다양

한 면역 반응으로부터 보호막 역할을 하고, 종양 세포가 백

혈구나 내피세포에 부착하는 것을 용이하게 하며, vWF는

혈소판과 내피세포를 연결하는 매개체 역할을 한다20). 최근

연구에 따르면 vWF 항체의 농도 증가는 병소의 진행 및 전

이와 연관이 있으며, 환자의 생존 기간에도 향을 주어 예

후를 예측하는데 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다21).

그리고 악성 종양에 있어서 급성 상태의 단백질의 증가양상

을 반 하며, 종물에 의해 유도되는 혈관형성과 연관되어

내피세포의 합성의 증가를 반 하는 지표를 나타낸다22).

또한 vWF는 다른 세포에 한 부착성이 강하므로 vWF의

농도 증가는 종양의 원격전이와 연관이 있을 것으로 여겨

진다23).

위와 같은 배경에서 본 연구진은 혈관성 전이율이 높고 술

후 장기생존율이 낮은 타액선 악성종양에서도 VEGF와

vWF가 혈관성 전이 과정에서 중요한 역할을 할 것이라는

가설을 설정하고 이를 유전자 수준에서 검증하고자 한다.

즉 타액선 선양낭성암종과 점액표피암종에서 VEGF와

vWF의 mRNA 발현정도를 제자리부합법 (in situ

hybridization)으로 검색하여 타액선 양성종양인 다형성선

종에서의 발현정도와 비교, 분석하고자 한다. 

Ⅱ. 연구재료 및 연구방법

1. 타액선 종양 증례 수집 및 절편제작

강릉 학교 치과병원 구강악안면외과에 내원한 환자중 신

선한 상태의 다형성선종, 선양낭성암종, 점액표피암종을 채

취한 후 조직을 두께 2mm 정도로 얇게 자르고 조직 크기의

50배 이상의 고정액을 넣은 용기에 담그고, 이것을 shaker

에서 4-6시간 가볍게 흔들어 줌으로써 고정액이 조직 내로
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용이하게 침투할 수 있도록 하 다. 고정된 조직의 세척 및

탈수 과정에서 잔존된 RNase가 활성화되어 RNA가 심하

게 분해될 수 있으므로 DEPC (diethylpyrocarbonate,

Sigma, D-5758, ST. Louis, MO. U.S.A)으로 처리된 물

을 사용하고, 각각의 조직을 별도의 용기를 사용하여 세척

한 후 파라핀에 포매하 다. 이 표본으로부터 조직학적 슬

라이드를 제작하여 먼저 Hematoxyline & Eosin (H&E)

염색을 통하여 종물의 조직학적 소견을 전반적으로 검색하

으며, 혈관형성인자의 발현의 측정하기 위하여 각각의 샘

플에서 4개의 슬라이드에 VEGF의 mRNA에 한 anti-

sense (VEGF-SP6)와 sense (VEFG-T7), 그리고 vWF

의 mRNA에 한 antisense (vWF-SP6)와 sense

(vWF-T7)를 제작하여 제자리 부합법에 적용하 다.

2. 제자리부합법 (In Situ Hybridization) 기법

1) Template DNA 준비

본 실험에서는 RNA probe를 효과적으로 얻기 위하여

human VEGF cDNA와 vWF cDNA가 들어 있는

pBlueScript plasmid vector를 이용하여 이 등이 고안한

polymerase chain reaction (PCR)로 얻은 DNA를 tem-

plate DNA로 사용하 다25).

2) PCR에서 얻은 DNA의 사용

Plasmid cDNA의 5′과 3′flankling RNA promoter

(T7, SP6)와 같은 염기서열로 이루어진 primer를 사용하

여 denaturation; 94℃, annealing; 60℃, elongation;

72℃, 35 cycles 의 조건에서 PCR을 시행하 다. Primers

로는 T7 promoter; GAGG TAA TAC GAC TCA CTA

TAG GG, SP6 promoter; GAGG ATT TAG GTG ACA

CTA TA (5’등의 GAGG는 RNA polymerase를 잘 부착

시키기 위한 연장 염기서열임)를 사용하 다. PCR을 통하

여 얻은 DNA를 1% agarose gel에서 전기 동하여 ethid-

ium bromide의 자외선 형광법으로 확인한 후 (Fig. 1),

DNA clean-up kit (Promega, A7107, Madison, WI,

U.S.A.)를 사용하여 RNase가 없는 순수한 DNA를 얻어

In vitro transcription을 위한 template DNA로 사용하

다.

3) RNA probe의 제작

In vitro transcription reaction mixture를 다음과 같이

준비하 다. 즉 얼음 용기 안에 RNase가 없는 eppendorf

tube를 준비하고 RNase free pipet tip을 사용하여 12㎕

의 DEPC H2O, 1㎕의 template DNA fragment(1㎍/

㎕), 2㎕의 10X DIG RNA labeling mixture (10mM

ATP, 10mM CTP, 10mM GTP, 6.5mM TTP, 3.5mM

DIG-2-UTP, pH 7.5, 20℃, Roche, 1-277-073,

Mannheim, Germany), 2㎕의 10X transcription

buffer, 1㎕의 RNase inhibitor (3U/㎕, Fermentas,

6801, Hanover, MD, U.S.A.), 2㎕의 RNA polymerase

(T7, or SP6, 2U/㎕, Fermentas, VT1863, Hanover,

MD, U.S.A.)의 반응 혼합액을 만들었다. 37℃ 수조에서

2시간 동안 배양시켜 in vitro RNA transcription 반응에

서 1㎍ DNA template에서 약 10㎍의 DIG labeled RNA

probe를 제작하 다. Template DNA는 digoxigenin이 부

착되어 있지 않고 RNA probe가 double strand의 tem-

plate DNA와 반응하지 않으므로 template DNA는 제거

하지 않았다. 제작된 DIG labeled RNA probe에 for-

mamide 20㎕를 첨가하여 RNA의 분해를 방지하 다.

4) In situ Hybridization 및 발색과정

통상적으로 절편의 부착상태의 확보를 위하여 다음과 같

이 2일 과정의 in situ hybridezation을 시행하 다.

(1) 제1일 과정

조직 절편 슬라이드를 xylene에서 10분 동안 3회 탈파라

핀화 한후 100%, 95%, 90%, 80%, 70% ethanol에서

각각 5분씩 넣어서 함수시켰다. DEPC-PBS 용액에 5분

동안 넣어 RNase의 활성을 막고, 조직을 함수 및 세척하

다. RNase를 비활성화 시키고 RNA를 포함하는 조직 성분

들을 재고정하기 위하여 4% buffered paraformaldehyde

용액으로 약 10분 동안 고정하 다. 조직내 단백질을 분해

하기 위해 proteinase K 용액으로 상온에서 20분 동안 배

양하고 상온의 0.2 N HCl 용액에서 10분 동안 세척한 후
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Fig. 1. Electrophoresis of DNA obtained from PCR (poly-
merase chain reaction) with 1% agarose gel is con-
firmed by ethidium bromide UV fluorescence method.
First and second lane; marker, 1; VEGF cDNA + SP6,
T7 promoter primer. 2; vWF cDNA + SP6, T7 promoter
primer.
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DEPC-PBS 용액에서 5분 동안 중화하 다. 0.1M TEA

(triethanolamine, Sigma, T-9534, St. Louis, MO,

U.S.A.) 용액에서 10분 동안 적정화한 후 0.1M TEA

solution+0.25% acetic acid에서 10분 동안 acetylation

시키고 DEPC-PBS 용액에서 10분 동안 중화하 다.

Hybridization solution (HybrisolTMII; Oncore,

S4042, Gaithersburg, MD, U.S.A.)을 50℃ 수조에 충

분히 녹이고, 조직절편은 깨끗한 종이 타월 위에 놓고 상온

에서 건조시켰다. 100㎕의 hybridization solution에 4㎕

의 DIG labeled RNA probe (2㎍의 RNA probe)를 섞었

다. 조직절편 위에 RNA probe mixture를 놓고 Hybrislip

(PGC, 62-6504-04, Frederick, MD, U.S.A.)으로 덮고

55℃ heat plate에서 14-16시간 동안 배양하 다. 조직절

편 슬라이드를 습윤통내에서 열판에 놓고 gauze에 물을 묻

혀 슬라이드 주위에 충분히 놓은 후 큰 그릇으로 덮어서

폐시켜 절편이 건조되지 않도록 하 다.

(2) 제2일 과정

조직 절편을 배양기의 습윤통에서 꺼내어 2× SSC-50%

formamide 용액을 사용하여 50℃ 수조에서 30분 동안 배

양한 후 Hybrislip을 제거하 다. TNE (10mM Tris-HCl

pH 8.0, 500mM NaCl, 1mM EDTA) 용액을 이용하여

37℃ 수조에서 10분 동안 배양하고, 20㎍/㎖의 RNase A

를 TNE 용액에 첨가한 후 37℃ 수조에 30분 동안 배양하

다. 이후 TNE 용액에 넣어 37℃ 수조에 10분 동안 배양

하 다. 다시 조직절편을 2× SSC-50% formamide 용액

으로 50℃ 수조에서 20분 동안 배양하고 0.2× SSC 용액

으로 50℃ 수조에서 20분 동안 2회 배양하 다.

슬라이드의 세척 과정이 끝난후 다음과 같이 면역검색

(immunodetection) 과정을 진행하 다. 즉 조직절편을

DIG 1 용액에 넣은 후 37℃ 수조에서 10분 동안 배양하

다. DIG 2 용액에 넣은 후 실온에서 2시간 동안 배양한 후

anti-DIG antibody (1:1000 dilution in DIG 1 solu-

tion, Roche, 1-093-274, Mannheim, Germany)로 실온

에서 2시간 동안 배양하 다. DIG 1 용액을 30분마다 교

환하면서 4회 세척하 다. 조직절편을 9㎍의 NBT

(nitroblue tetrazolium salt, Roche, 1-383-213,

Mannheim, Germany)용액과 7㎍의 BCIP (5-bromo-4-

chloro-3-indolyl phosphate, Roche, 1-383-221,

Mannheim, Germany) 용액을 섞어 염색용액을 만들고

이것으로 30분간 발색하 다. 발색이 충분한가를 현미경으

로 직접 관찰하고 DIG 4 용액으로 10분간 세척하여 발색

을 중지시킨 후 glycerol gel로 봉입하 다. 

3. 자료의 분석

선양낭성암종과 점액표피암종, 다형성선종의 각 슬라이드

에서 VEGF와 vWF의 발현 정도를 병리학자에 의해 -, no

staining; ±, staining or not; +, weak staining; ++,

moderate staining; +++, strong staining의 5단계로

나누어 비교, 분석하 다. 

Ⅲ. 연구결과

1. 조직학적 소견

다형성선종, 점액표피낭종, 선양낭성암종의 각 슬라이드

에 하여 H&E 염색이 이루어진 조직 사진은 Fig. 2와 같

다. 각각의 타액선 종양에 하여 4장의 조직 슬라이드를

제자리 부합법을 이용하여 혈관형성인자의 발현을 조사하

으며, H&E 염색이 이루어진 조직 슬라이드와 비교 관찰

하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 전체 실험은 같은 조직절

편으로 2회 반복하 다. 

2. 선양낭성암종에서 VEGF와 vWF의 발현

VEGF와 vWF RNA probe를 이용한 in situ

hybridization에서의 발현 강도는 anti-sense primer로

쓰인 SP6 promoter를 이용하여 실험한 슬라이드에서

VEGF와 vWF의 중등도의 발현을 관찰할 수 있었으며

sense primer로 쓰인 T7 promoter를 이용하여 발색한 슬

라이드에서는 VEGF와 vWF의 미약한 발현을 볼 수 있었

다 (Fig. 3). 

Table 1. Degree of positive reaction in VEGF and vWF expression of each salivary tumors

VEGF vWF

SP6 T7 SP6 T7

Pleomorphic Adenoma ＋ － ＋ ±

Mucoepidermoid Carcinoma ＋＋＋ ＋ ＋＋ ±

Adenoid Cystic Carcinoma ＋＋ ± ＋＋ ±
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3. 점액표피암종에서 VEGF와 vWF의 발현

VEGF와 vWF RNA probe를 이용한 in situ

hybridization에서의 발현 강도는 (Table 1)과 같다. 선양

낭성암종과 유사하게 SP6 promoter에서 mRNA의 강한

발현을 관찰할 수 있었고, vWF보다 VEGF에서 보다 강한

발현 양상이 관찰되었으며 sense primer로 쓰인 T7 pro-

moter를 이용하여 발색한 슬라이드에서는 VEGF와 vWF

의 미약한 발현을 볼 수 있었다 (Fig. 4). 

4. 다형성선종에서 VEGF와 vWF의 발현

VEGF와 vWF RNA probe를 이용한 in situ

hybridization에서의 발현 강도는 (Table 1)과 같다.

VEGF와 vWF 모두에서 약한 발현이 관찰되었고, sense

primer로 쓰인 T7 promoter를 이용하여 발색한 슬라이드

에서도 VEGF와 vWF의 미약한 발현만이 확인되었다

(Fig. 5). 

5. 각 타액선 암종간의 VEGF와 vWF mRNA의 발현

정도 비교

타액선 악성종양인 점액표피암종과 선양낭성암종에서 모

두 VEGF와 vWF의 발현이 확인되었는데, 특히 점액표피

암종에서 VEGF의 강한 발현을 관찰할 수 있었고 타액선

양성종양인 다형성선종에서는 악성종양인 점액표피암종과

선양낭성암종에 비교하여 VEGF와 vWF의 발현이 약하게

관찰되었다.

Ⅳ. 총괄 및 고찰

종양의 혈관형성은 종양내부와 외부로 혈관망 (vascular

network)을 분화시키는 과정으로 이 과정을 통하여 종양은

양과 산소를 공급받고 사 산물을 배출하게 된다. 혈관

형성을 촉진하는 물질은 종양 주변의 정상조직에 신호를 전

달하여 특정 유전자를 활성화 시키고, 신생 혈관을 분화, 성

장시킨다. 종물의 크기는 혈관형성과정 없이는 1-2mm를

초과할 수 없으며, 양소나 가스 교환이 일어날 수 있는 최

크기도 이정도이다26). Pang 등은 간세포암종에 있어서

항 VEGF 항체와 VEGF 수용체의 길항체를 이용한 in

vitro 실험 결과 전신적인 화학요법으로는 효과가 없는 간

세포암종에 있어서 분자표적치료가 효과가 있음을 보고하

다27). Schmidt 등은 인간의 유방암에 하여 화학요법시

종양의 전이와 혈관형성에 관여하는 상피성장인자 (epi-

dermal growth factor, EGF)의 분자표적치료가 항 여성

호르몬 (anti-estrogen)을 이용한 화학요법과 병행하여 효

과가 있으며, 항신생혈관화는 종양의 치료에 있어서 전향적

인 치료개념으로써 중요한 의미를 갖는다고 보고하 다28).

또한 Yao 등은 기존의 항암 치료에 효과가 없는 유암종

(carcinoid)과 섬세포암종(islet-cell carcinoma)에 있어서

VEGF와 mTOR 길항체를 이용한 분자표적치료로 긍정적

인 결과를 얻었으며, VEGF 항체는 암종의 상장을 현저하

게 억제하 으며, 간전이율을 줄 다고 보고하 다29). 

선양낭성암종 및 점액표피암종은 종양의 성장에 관여하는

다양한 혈관형성 인자의 발현에 관한 연구가 미비한 상태이

므로 분자표적치료에 한 근간으로써 혈관형성인자의 발

현 양상에 한 연구는 향후 타액선 악성 종양의 치료에 있

a. pleomorphic adenoma b. mucoepidermoid carcinoma  c. adenoid cystic carcinoma

Fig. 2. Histologic features (hematoxyline & Eosin staining, ×200).
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Fig. 3. Histologic features of in situ hybridization of adenoid cystic carcinoma.
a. VEGF probe, SP6 promoter primer, ×100
b. VEGF probe, SP6 promoter primer, ×400
c. VEGF probe, SP6 promoter primer, ×1000
d. VEGF probe, T7 promoter primer, ×100
e. VEGF probe, T7 promoter primer, ×400
f. VEGF probe, T7 promoter primer, ×1000
g. VWF probe, SP6 promoter primer, ×100
h. VWF probe, SP6 promoter primer, ×400
i. VWF probe, SP6 promoter primer, ×1000
j. VWF probe, T7 promoter primer, ×100
k. VWF probe, T7 promoter primer, ×400
l. VWF probe, T7 promoter primer, ×1000 
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Fig. 4. Histologic features of in situ hybridization of mucoepidermoid carcinoma.
a. VEGF probe, SP6 promoter primer, ×100
b. VEGF probe, SP6 promoter primer, ×400
c. VEGF probe, SP6 promoter primer, ×1000
d. VEGF probe, T7 promoter primer, ×100
e. VEGF probe, T7 promoter primer, ×400
f. VEGF probe, T7 promoter primer, ×1000
g. VWF probe, SP6 promoter primer, ×100
h. VWF probe, SP6 promoter primer, ×400
i. VWF probe, SP6 promoter primer, ×1000
j. VWF probe, T7 promoter primer, ×100
k. VWF probe, T7 promoter primer, ×400
l. VWF probe, T7 promoter primer, ×1000
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Fig. 5. Histologic features of in situ hybridization of pleomorphic adenoma.
a. VEGF probe, SP6 promoter primer, ×100
b. VEGF probe, SP6 promoter primer, ×400
c. VEGF probe, SP6 promoter primer, ×1000
d. VEGF probe, T7 promoter primer, ×100
e. VEGF probe, T7 promoter primer, ×400
f. VEGF probe, T7 promoter primer, ×1000
g. VWF probe, SP6 promoter primer, ×100
h. VWF probe, SP6 promoter primer, ×400
i. VWF probe, SP6 promoter primer, ×1000
j. VWF probe, T7 promoter primer, ×100
k. VWF probe, T7 promoter primer, ×400
l. VWF probe, T7 promoter primer, ×1000



어서 의미가 있을 것으로 사료된다. 본 연구를 통하여 주변

조직 침투와 혈관성 전이를 종양 진행의 주 기전으로 하는

타액선 선양낭성암종에서 미세혈관농도 (microvascular

density, MVD)를 증가시키고 암종의 원격 전이를 증가시

키는18) VEGF가 과발현되는 것을 관찰할 수 있었다. 즉 수

많은 표현형의 악성종양 중 암세포의 성장속도가 비교적 느

려 실험적으로 모델화하기 어려운 타액선 악성종양에서 수

술 표본을 이용하여 혈관화와 관련된 혈관형성 인자들의 발

현정도를 유전자 수준에서 검색하여 VEGF와 vWF의 의미

있는 발현을 제시하 다.

저자는 기존의 연구를 통하여 본 연구진의 연구 상인 타

액선 암종에서 연구목표 물질인 혈관형성인자들 중 표적

인 VEGF와 그 신호전달계에 관여하는 유전자, 그리고 그

외의 표적인 혈관형성 인자들의 발현정도를 단백 수준에

서 검색하여 제시한 바 있다. 즉 마우스에 이종이식된 인간

암 세포주에서 유도된 종물과 세포주에서 VEGF/VEGFR-

2, IL-8과 MMP-9의 단백발현 수준이 높게 조절되어 있는

현상을 웨스턴 블롯팅과 면역세포화학, 그리고 면역조직화

학염색을 통하여 제시하 다30). 또한 인간 타액선 선양낭성

암종 조직에서 VEGF 신호전달계 단백들이 정상 타액선 조

직에 비교하여 과발현되며 종양관련 미세혈관이 매우 발달

되어 있음을 MVD를 측정하여 보고하 다31). 외에도 타액

선 악성종양 조직에서 타액선 양성종양 조직에서보다

VEGF와 그 수용체, 그리고 MMP-9이 과발현됨을 면역조

직화학염색으로 검증하 을32) 뿐만 아니라 마우스에 확립된

타액선 동위종양에서 피하종양에서보다 혈관형성인자인

VEGF, bFGF 그리고 MMP-9이 과발현됨을 제시한 바

있다33).

제자리부합법 (in situ hybridization)은 사활동에 필

요한 단백질을 이루는 핵산분자를 가시화하는 분자조직세

포화학적 방법으로서, 세포에서 특정 염기서열의 유전자 발

현상태를 검토하고 다양한 세포현상의 조절기구를 해명하

는 데 있어서 필수적이다. 특히, 조직 내에서 세포증식, 분

화, 아포프토시스과 같은 개개의 세포가 보여주는 현상을

해석하는데 있어서 세포집단에 한 평균적인 해석만이 가

능한 nothern blot법이나 RT-PCR법으로는 불충분하며 조

직화학적 방법론인 제자리부합법에 한 세포 개개 수준에

서의 검토가 필요하다. 호르몬 분자와 같은 분비성 단백질

의 경우에는 합성 후에 저장, 분비, 수용 등에 의해 변화가

생기므로 면역조직화학적으로 검출된 단백질의 존재 자체

가 반드시 그 세포의 그 시점에서의 합성을 의미하지는 않

는다. 그 시점에서의 생성을 확인하기 위하여 mRNA 발현

의 검토가 필요하다24). 따라서 본 연구를 통하여 기존의 연

구에서 중요하게 제시되었던 혈관형성인자인 VEGF외에도

새롭게 vWF 유전자의 발현이 타액선 암종에서 검증됨으로

써 이들 물질들을 항암치료를 위한 표적물질로 확실하게 제

시할 수 있게 되었다.

선양낭성암종은 암세포의 증식상에 한 조직학적 소견이

스위스 치즈 모양을 닮은 사상체형, 관형 구조를 보이는 관

형, 덩어리를 형성하는 충실형으로 나눌 수 있다34). 이들 중

충실형의 선양낭성암종이 다른 형태보다 높은 원격 전이와

낮은 생존율을 보인다35). 본 연구에서 VEGF와 vWF의 발

현이 검증된 선양낭성암종의 임상적 특징 중 하나는, 전이

가 주로 혈관성으로 야기되면 다른 기관에 비해 특히 폐전

이가 빈번하다는 것이다. 선양낭성암종에서 임파절 전이는

드물며, 혈관성 전이라기 보다는 임파절로의 종양의 직접적

인 침투의 결과인 경우가 많다5). Ribatti 등은 제자리부합

법을 이용한 실험 연구에서 VEGF가 내피세포를 자극하여

VEGFR-2를 합성하고 혈관형성을 기시하도록 유도하고,

신생혈관을 성숙시키고 안정화시키는데 중요한 역할을 한

다고 보고하 다36). Fukuzawa 등은 신경모세포종(neu-

roblastoma) 세포에 있어서 VEGF의 발현을 제자리 부합

법과 면역조직화학기법을 이용하여 연구하 다. 그 결과

VEGF의 mRNA가 내피세포 뿐만 아니라 신경모세포종 세

포에서도 관찰되었는데, 이는 종양의 성장과 칩습에 중요한

역할을 하는 VEGF가 내피세포에 의한 주변분비 뿐 아니라

신경모세포종 세포에 의한 자가분비에도 향을 받는다는

것을 의미한다37). 

Blot 등은 암종과 연관된 혈전성 미세혈관병증에서 vWF

의 발현에 해 연구하 다. vWF의 거 다형체는 전이성

종양에 있어서 혈소판 응집에 중요한 역할을 한다고 보고하

으며,38) Morganti 등은 선암종 (adenocarcinoma)에 있

어서 암종과 내피세포 사이에 vWF가 연계하여 섬유소

용해를 억제하고, 혈소판의 부착을 증가시킨다고 보고하

다39). Morganti 등은 내피세포와 종양세포의 공동배양 실

험에서 vWF를 추가한 실험군에서 조군에 비하여 33%의

세포군 증가량을 보 으며 vWF에 한 항체 투여 후 조

군과 유사한 종양세포-내피세포 결합정도를 보 다고 보고

하 다40).

종양의 성장이 혈관형성과 관련이 있으며 이에 한 분자

표적치료는 여러 연구에서 보고되고 있다41,42). 타액선 종양

중 발병빈도가 높고 혈관성 전이가 빈발하는 선양낭성암종

에 있어서 혈관형성인자인 VEGF와 vWF의 발현양상에

한 연구는 암종의 혈관성 전이와 생존율을 예측하는데 도움

이 될 것이라고 생각되며, 향후 이들 물질이나 이들 물질이

관여하는 신호전달계를 표적으로 한 치료연구가 이루어져

야 할 것이다. 

Ⅴ. 결 론

본 연구를 통하여 표적인 인간 타액선 악성종양에서 혈

관성 전이에 관여하는 인자로 생각되는 VEGF와 von

Willebrand Factor (vWF)의 mRNA 수준을 in situ
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hybridization 실험 기법을 이용하여 검색하 다. 인간 타

액선 점액표피암종(MEC)과 선양낭성암종(ACC), 그리고

다형성선종에 한 수술 조직을 이용하여 검색한 결과를 요

약하면 다음과 같다.

1. VEGF mRNA의 발현정도는 MEC에서 가장 강하게

발현되었으며 다형성선종에서는 MEC이나 ACC에서

보다 약한 반응을 나타냈다.

2. vWF mRNA의 발현정도는 악성 타액선 종양에서 비

슷한 정도로 중등도의 발현양상이 관찰되었으며, 다형

성선종에서는 MEC이나 ACC에서보다 약한 반응이

관찰되었다.

3. ACC에서는 VEGF와 vWF의 mRNA 발현양상이 종

괴를 이루는 조직에서보다는 각 조직으로 침습해 들어

가는 종양세포에서 더욱 강한 반응을 나타내었다. 

4. MEC에서는 종괴에 전반적으로 강한 VEGF와 vWF

의 mRNA 발현이 나타났다. 이에 반하여 다형선선종

에서는 도관을 형성하는 종양세포에서 발현양상이 관

찰되었으며 상이 된 2가지 암종에 비해 약하게 발현

되었다. 

요약하면 타액선 암종의 종양세포에서 혈관성 전이에 관

여한다고 생각되는 VEGF와 vWF의 발현이 공통적으로 관

찰되며, 악성도가 심할수록 강한 VEGF와 vWF mRNA의

과발현을 보인다고 결론지었다. 즉 이들 혈관형성인자가 임

상적으로 선양낭성암종의 혈관성 원격 전이 성향에 깊은 연

관성이 있다는 것을 추론해 볼 수 있으며, 따라서 향후 분자

표적치료 (targeted molecular therapy)에 한 표적분자

물질로 제시하는 바이다.
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