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Ⅰ. 서 론

인체내 림프관의 주 기능은 간질액 양 (interstitial fluid

volume)의 조절과 식이 지방의 흡수 기능으로 이를 위하여

조직학적으로 통합되어 있으며, 추가적인 림프계의 중요한

기능은 면역능의 보유와 종양세포의 파급에 있어서 중요한

역할을 한다는 것이다.1) 16세기에 프랑스의 외과의사인 Le

Dran은 유방암이 액와 림프절로 파급될 경우 그렇지 않은

한악안면성형재건외과학회지: Vol. 31, No. 6, 2009

박 욱∙김성곤∙김소희*∙김한석**∙김민근***

강릉원주 학교 치과 학 구강악안면외과학교실, *약리학교실, **울산의과 학교 강릉아산병원, ***국군 강릉병원 치과

구강점막 편평상피세포암에서 림프관형성 유전자 발현

GENE EXPRESSION FOR LYMPHANGIOGENIC FACTORS IN 
ORAL MUCOSAL SQUAMOUS CELL CARCINOMA

Young-Wook Park, Seong-Gon Kim, So-Hee Kim*, Han-Seok Kim**, Min-Keun Kim***

Department of Oral & Maxillofacial Surgery and *Department of Pharmacology, College of Dentistry, Gangneung-Wonju

National University, **Department of Oral & Maxillofacial Surgery, Gangneung Asan Hospital, University of Ulsan

College of Medicine, ***Department of Dentistry, The Armed Forces Gangneung Hospital

BBaacckkggrroouunndd aanndd PPuurrppoossee:: Vascular endothelial growth factor (VEGF)-C, VEGF-D and their tyrosine

kinase receptor, VEGF receptor (VEGFR)-3 are recently known to have lymphangiogenic activities in vari-

ous tumor types. Oral mucosal squamous cell carcinoma (OMSCC) easily metastasizes to cervical lymph

nodes, so we determined the expression levels of VEGF-C, VEGF-D and VEGFR-3 in oral squamous cell

carcinoma.

MMaatteerriiaallss aanndd MMeetthhooddss:: We performed Western blot analyses with 4 OMSCC cultured tumor cell lines

(SCC9, KB, YD-10B, YD-38), and with 7 surgical specimens of OMSCC for the detection of VEGF-C,

VEGF-D and VEGFR-3 proteins. Expression of VEGF-C mRNA as well as mRNA for VEGFR-3 in 4

OMSCC cell lines (KB, SCC-4, SCC-9, YD-10B) was investigated by RT-PCR. We also measured VEGF-

C/VEGF-D protein concentrations in the media and protein concentration of VEGFR-3 in cell lysates of 4

OMSCC cell lines (SCC9, KB, YD-10B, YD-38) using commerical ELISA kits. Finally, we performed

immunoprecipitation for the detection of VEGF-C in cell lysates of 4 OMSCC cells (KB, SCC-4, SCC-9,

YD-10B) and real-time RT-PCR for the quantification of VEGF-C mRNA.     

RReessuullttss:: In the result of Western blotting with cell lysates of 4 OMSCC cells, we could not detect the

protein expression of VEGF-C, VEGF-D, and VEGFR-3. But, all tumor tissues demonstrated VEGF-C and

VEGFR-3. VEGF-C mRNA was detected at various levels in 4 OMSCC cell lines. Moreover, OMSCC cells

secreted VEGF-C, not VEGF-D and VEGFR-3 was also detected in cell lysates of OMSCC by ELISA.

Immunoprecipitation and real-time RT-PCR revealed VEGF-C was also expressed in 4 OMSCC cell lines.  

CCoonncclluussiioonn:: Taken together, tumor cells of OMSCC secrete VEGF-C, not VEGF-D. And VEGFR-3 is

expressed tumor cells as well as OMSCC tumor tissues, needs further study.
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경우보다 환자의 수명이 감소함을 처음으로 인식한 바 있으

며, 1990년 에는 특정 종양에 있어 lymphatic drainage

를 예측할 수 있다는 즉, 림프계 내에서 종양세포의 파급이

순차적으로 이루어진다는 소위“sentinal lymph nodes”의

개념이 확립되면서2) 악성종물의 종양세포가 림프계를 통해

파급된다는 사실이 입증되었다.

구강점막 편평상피세포암 (oral mucosal squamous cell

carcinoma, OMSCC) 역시 타 두경부 편평상피세포암과

마찬가지로 부분의 임상례들에서 국소 림프절 전이가 잘

되는 것으로 알려져 있다.3) 뿐만 아니라 구강암에 한 치

료실패의 가장 큰 향을 미치는 인자는 경부임파절 전이병

소의 존재로 보고될만큼4) 림프절 전이와 환자 생존율과는

역의 상관관계가 인정되고 있다. 즉 수술기법과 방사선 치

료학의 비약적인 발전에도 불구하고 경부 임파절 전이병소

가 존재하는 3-4기 구강 편평상피세포암에 한 5년 생존

율은 지난 수십년간 50-55%에서 향상되지 않고 있다.5) 그

러나 OMSCC의 경부 경부 림프절 국소전이의 분자생물학

적 기전은 아직도 완전히 밝혀지거나 이해되지 못하고 있어

이에 한 연구가 필요한 실정이다.

최근 분자생물학의 발달에 따라 림프관을 확인할 수 있는

lymphatic-specific molecular markers가 확인되면서 많

은 악성종양의 전이에서 림프계의 역할이 결정적임이 재차

검증되고 있다. 표적인 림프관 성장 인자는 VEGF (vas-

cular endothelial growth factor)-C, VEGF-D와 VEGF

receptor (VEGFR)-3이다. VEGFR-3 (flt-4)는 배아의

혈관 발달에 관여하며, 악성 종물 내에서 종양관련 혈관과

림프관 형성에 모두 관여하는 것으로 알려져 있으나 림프관

내피세포에 우세하게 발현되는 것으로 알려지고 있다.6) 즉

세포막 수용체인 VEGFR-3의 주 리간드인 VEGF-C에 의

해 활성화된 VEGFR-3는 림프관과 혈관의 성장을 유도하

며, 그 결과 종양의 성장과 전이를 유도하는 것으로 밝혀졌

다.7) 기존의 연구에 의하면 VEGFR-3 경로 (signaling)를

억제할 경우 종양관련 림프관형성 (tumor lymphangio-

genesis) 과정이 저하되며 국소림프절 전이가 감소한다고

보고된 바 있다.8) 또한 최근의 연구들에 의하면 VEGFR-3

의 리간드인 VEGF-C와 VEGF-D가 종양관련 림프관형성

과 림프관성 전이 (lymphatic metastasis)를 촉진한다고

보고되었다.9,10) 많은 연구결과들을 종합하여 볼 때 악성종

양 관련 신생 림프관과 림프관형성 성장인자가 난소암, 폐

암, 전립선암, 유방암, 위암 등 많은 인간암종에서 prog-

nostic significance가 있고, 악성종양의 전이와 환자의 임

상적 결과와 접한 관련이 있음은 분명하다.11-15)

위와 같은 배경에서 본 연구진은 임상적으로 경부 림프절

전이가 빈번한 구강점막 편평상피세포암에서도 림프관형성

성장인자인 VEGF-C, D와 VEGFR-3가 발현될 것이라는

가설을 설정하 다. 따라서 본 연구의 목적은 OMSCC에서

VEGF-C, VEGF-D, 그리고 그 수용체인 VEGFR-3의 발

현여부를 제시하는데 있다.

Ⅱ. 연구재료 및 연구방법

1. 세포주 및 세포배양

인간 구강 편평상피세포암종으로부터 확립된 세포주 5종

(KB, YD-10B, YD-38, SCC4, SCC9)과 일차배양한 치

주인 세포주 1종 (PDL)이 본 실험에 이용되었다. KB

(KCLB No. 10017)와 YD-10B (KCLB No. 60503) 및

YD-38 (KCLB No. 60508) 세포주는 한국세포주 은행

(Seoul, Korea)으로부터 구입하 으며, SCC4, SCC9 및

PDL 세포주는 한림 학교 의과 학의 김성곤 교수로부터

분주받았다. KB와 PDL 세포주는 10% 우태혈청 (fetal

bovine albumin, Invitrogen, Carlsbad, CA, U.S.A.),

100 units/ml penicillin (Invitrogen) 및 100 mg/ml

streptomycin (Invitrogen)이 함유된 Dulbecco’s modi-

fied Eagle medium (DMEM, Invitrogen)을 사용하여 배

양하 다. 또한 SCC4와 SCC9 세포주는 DMEM/F-12

HAM 배지 (1:1, v/v, Invitrogen)를 사용하 으며, YD-

10B 및 YD-38 세포주는 10% 우태혈청, 1×10-5 M

chlorea toxin (Sigma, St. Louis, MO. U.S.A.), 5

mg/ml insulin (Green Cross Corp., Seoul, Korea),

100 units/ml penicillin (Invitrogen) 및 100 mg/ml

streptomycin (Invitrogen)이 함유된 DMEM 배지를 사

용하 다. 모든 세포주들은 단일층으로 배양하 고, 세포들

은 55% 습도를 유지하면서 5% CO2, 95% 공기 상태로

37℃에서 유지되었다.

2. 세포주에서의 면역화학적 분석 (Immunoblot

Analysis)

SCC9, KB, YD-10B 그리고 YD-38 세포를 solubiliza-

tion buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 1% (w/v) NP-

40, 0.1% (w/v) sodium deoxycholate, 0.1% (w/v)

sodium dodecyl sulfate, 0.15 M NaCl, 1 mM EDTA,

및 10 μg/mL aprotinin)에 용해시킨 후 3,000 rpm에서 5

분간 원심 분리하여 cell debris를 제거하고 상등액만 모아

BCA (Sigma) 시약으로 단백질 정량하 다. 20-30 μg의

단백질을 7.5% (w/v) SDS-polyacrylamide gel elec-

trophoresis를 실시하 다. 분리된 단백질을 nitrocellu-

lose membrane (Pall Corporation, Ann Arbor, MI,

U.S.A.)에 옮겼다. 5% (w/v) 탈지분유와 0.05% (v/v)

Tween-20이 함유된 phosphate-buffered saline (PBST)

용액에 membrane을 담그고 상온에서 2시간 blocking한
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후 1차 항체로 polyclonal anti-human VEGFR-3와

VEGF-C, VEGF-D (Abcam, Cambridge, UK)를 5%

bovine serum albumin (Sigma)가 함유된 PBST에

1:1,000으로 희석하여 4℃에서 밤새 결합시켰다. 이때

anti-glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH, Calbiochem, San Diego, CA, U.S.A.)를 내

부 표준 단백질로 사용하 다. Horseradish peroxidase-

conjugated된 2차 항체 (Santa Cruz Biotechnology

Inc., Santa Cruz, CA, U.S.A.)를 1:10,000으로 희석하

여 상온에서 1시간 결합시킨 후 enhanced chemilumines-

cence (ECL, Amersham Pharmacia Biotech.,

Buckinghamshire, UK)를 사용하여 VEGFR-3와

VEGF-C, VEGF-D 단백질 발현 변화를 관찰하 다.

3. 인간암 종물에서의 면역화학적 분석

(Immunoblot Analysis)

이 실험에 이용된 인간 구강암 종물은 강릉∙원주 학교

치과병원에서 절제된 7명의 구강점막 편평상피세포암과

조 병소로 1명의 타액선 점액성유상피암종 (mucoepider-

moid carcinoma), 1명의 법랑아세포종, 그리고 1명의 치

성각화낭종으로 이루어져 있다 (Table 1). 상이 된 모든

환자는 수술 전에 방사선 치료나 항암화학요법에 의한 치료

를 받은 적이 없었다. 광범위 절제된 종물의 일부를 떼어

-70℃에 보관되었던 종양조직을 homogenizer (T 10

basic ULTRA-TURRAX�, IKA KOREA, Germany)를

이용하여 분쇄 후 웨스턴 블롯팅을 전술한 바와 같이 시행

하 다. 단, VEGF-C와 β-actin에 한 일차항체는 Santa

Cruz Biotechnology사의 제품을, VEGFR-3에 한 일차

항체는 Novus Biologicals사 제품을 사용하 다. 또한 단

백 분리를 위하여 10% SDS-polyacrylamide gel을 적용

하 다.

4. 역전사효소-PCR (Reverse Transcriptase-PCR,

RT-PCR)

RT-PCR을 위하여 본 실험에 적용된 primer는 문헌을

참고하여16,17) 다음과 같이 디자인하 다 (Table 2).

4종의 구강편평상피암종 세포주 (KB, SCC-4, SCC-9,

YD-10B)에서 total RNA를 추출하 고, 양성 조군으로

VEGF-C를 발현하는 일차배양한 치주인 세포주를 사용

하 다.18) 추출한 total RNA에서 cDNA를 합성한 다음에

VEGF-C, VEGFR-3 및 GAPDH에 한 PCR를 시행하

다. 각 실험에 사용된 PCR 조건은 참고문헌과 동일하다.

요약하면 VEGFR-3의 경우 94�C에서 2분간 변성시킨 다

음에 60�C에서 2분간 annealing하고 72�C에서 3분간 합

성시킨 다음에 94�C에서 1분간 변성시키는 것을 30회 반

복하고 맨 마지막 cycle에 72�C에서 7분간 합성시간을 주
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Table 1. Patients characteristics 

Number (Date of operation) Age / Sex Location Pathology

1 (2004. 10. 1) 29 / F posterior mandible ameloblastoma

2 (2000. 9. 18) 64 / M palate SCC

3 (2008. 3. 25) 66 / M tongue SCC

4 (2006. 7. 20) 74 / M buccal mucosa SCC

5 (2008. 6. 2) 63 / F mouth floor mucoepidermoid carcinoma

6 (2009. 2. 17) 64 / M tongue SCC

7 (2008. 8. 25) 72 / F gingiva SCC

8 (2004. 9. 6) 28 / M anterior maxilla odontogenic keratocyst

9 (2002. 5. 21) 60 / F edentulous alveolar mucosa SCC

10 (2004. 9. 1) 71 / M edentulous alveolar mucosa SCC

Table 2. Specific primers for RT-PCR 

Gene Primer Sequence Product size, bp

VEGF-C forward TCAAGGACAGAAGAGACTATAAAATTTGC 137

reverse ACTCCAAACTCCTTCCCCACAT

VEGFR3 forward CCCACGCAGACATCAAGACG 380

reverse TGCAGAACTCCACGATCACC

GAPDH forward AGGACTCATGACCACAGTCCAT 430

reverse TGTTGCTGTAGCCAAATTCGTT



었다. VEGF-C의 경우 92�C에서 5분간 초기변성을 시킨

다음에 92�C에서 20초, 62�C에서 1분간 합성하는 것을

30회 돌리고 맨 마지막에 72�C에서 10분간 합성시간을 주

었다. GAPDH의 경우 VEGF-C와 동일한 조건에서 PCR

을 수행하 다.

5. Enzyme-linked Immunosorbent Assay

(ELISA) 

4종의 구강편평상피암종 세포주 (KB, SCC-9, YD-10B,

YD-38) 세포배양 배지에서 VEGF-C와 VEGF-D 분비여

부 및 단백 농도를 측정하기위하여 1×106 세포를 6 well

plate에 세포배양 배지 1 ml와 함께 24시간 배양 후 배지

를 모아 4℃에서 원심분리한 후 상등액을 VEGF-C 및

VEGF-D ELISA 키트 (Quantikine�, R&D Systems,

Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 제조사 방법에 따라

측정하 다. 또한 VEGF-C와 VEGF-D 측정을 위해 배지

를 제거하고 남은 각 세포에 용해 완충액 (solubilization

buffer)에 용해시킨 후 15,000 rpm에서 5분간 4℃에서 원

심 분리하여 cell debris를 제거하고 상등액을 모아 BCA

(Sigma, St. Louis, MO, USA)시약으로 세포내 총 단백

질의 양을 정량하 다. VEGFR-3 세포내 단백농도를 측정

하기위하여 앞서 측정한 세포내 총 단백 20-40 μg을 100 μl

로 희석하여 VEGFR-3 ELISA 키트 (DuoSet� IC, R&D

Systems)를 이용하여 제조사 방법에 따라 측정하 다.

6. 면역침강 (Immunoprecipitation)

VEGF-C에 한 immunoprecipitation을 위하여 각 종

양 세포주를 6-well plates에서 배양하 다. 세포가 충분히

배양되면 PBS/sodium orthovanadate (NaVi 10 mM)

로 세척한 후에 20 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl, 5

mM EDTA, 1% Triton X, 0.5% sodium deoxycholate,

10% glycerol, 25 mM NaF, 1 mM phenylmethylsul-

fonyl fluoride, 1 mM NaVi, 및 protease inhibitors

(Complete Mini EDTA free, Roche Applied Science)가

포함된 용해 완충액에서 세포를 용해하 다. 용해된 산물은

섭씨 4도에서 14,000 g로 10분간 원심분리를 시행하 다.

침전물을 30 ml의 protein A-Sepharose beads

(Amersham Biosciences)에 결합된 VEGF-C의 항체와

반응시킨 후 결합되지 않은 bead를 제거하기 위하여 용해

완충액에서 5회 세척하 다. 남은 산물은 Laemmli sam-

ple buffer에 다시 용해시키고, 섭씨 95도에서 6분간 가열

한 다음, 15% SDS-PAGE에서 전기 동을 시행하 다.

이후 polyvinylidene difluoride membranes (Immo-

bilon-P, Millipore, Billerica, MA)으로 분리된 단백질을

옮겨서 발색시킨 후 관찰하 다.

7. Real-time RT-PCR

VEGF-C의 real-time RT-PCR을 위하여 forward

primer를 5‘-CACGGCTTATGCAAGCAAAGA-3’으로

하고 backward primer를 5‘-TCCTTTCCTTAGCTGA-

CACTTGT-3’로 디자인하여 준비한 다음 앞에서 언급한

방법과 동일하게 cDNA를 합성하고 이를 주형으로 준비된

primer를 이용하여 real-time RT-PCR을 수행하 다. 각

각의 시편과 이에 한 기준치로서 GAPDH의 Ct값을 비교

함으로써 처음 PCR이 진행되는 초기값을 relative stan-

dard curve 방법과, comparative Ct 방법을 각각의 실험

에서 적절하게 사용하여 서로 보정하여 주고, 이 보정된 값

을 가지고 발현의 차이를 비교하려고 하는 시편의 유전자

발현 차이를 비교적인 수치를 통하여 나타내었다. 이렇게

얻어진 수치를 실험에 적용하 던 각각의 시편에서 비교하

여 VEGF-C의 발현의 변화를 상 적인 정량으로 나타내었

다. 

Ⅲ. 연구결과

1. OMSCC 세포주에서 림프관형성 인자 발현

SCC9, KB, YD-10B, YD-38 세포주에서 VEGF-C,

VEGF-D, VEGFR-3 단백발현 여부를 결정하기 위하여

웨스턴 블롯팅을 시행한 결과 4종 세포주에서 VEGF-C,

VEGF-D, VEGFR-3 단백이 탐지되지 않았다 (Fig. 1).

2. 구강암 종물에서 림프관형성 인자 발현

10례의 인간 구강 종양 수술조직에 한 VEGF-C,

VEGFR-3 단백발현 여부를 결정하기 위하여 웨스턴 블롯

팅을 시행하 다. 그 결과 7례의 OSCC 모두에서 정도의

차이는 있으나 VEGF-C와 VEGFR-3 단백이 발현되었다.

또한 법랑아세포종 1례와 점액성유상피암종 1례에서도

VEGF-C와 VEGFR-3 단백이 발현되었으나 치성각화낭에

서는 VEGF-C와 VEGFR-3 단백발현이 관찰되지 않았다

(Fig. 2).  

3. OMSCC 세포주에서 림프관형성 유전자 발현

KB, SCC-4, SCC-9, YD-10B 세포주에서 VEGF-C와

VEGFR-3 유전자 발현 여부를 결정하기 위하여 RT-PCR

을 시행한 결과 4종 세포주 모두에서 VEGF-C mRNA가

발현되었으나VEGFR-3 mRNA는감지되지않았다(Fig. 3).
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4. OMSCC 세포주에서 림프관형성 인자 단백질 수준

SCC9, KB, YD-10B, YD-38 세포배양 배지에서의

VEGF-C와 VEGF-D 분비여부와 세포 용해질 (cell

lysate)에서의 총 VEGFR-3 존재여부 및 단백질양을 알아

보기 위하여 ELISA를 실시한 결과 VEGF-D는 세포배양 배

지에 전혀 분비되지 않았으며 VEGF-C와 VEGFR-3는 검

출되었다 (Fig. 4). 즉 VEGF-C는 YD-10B (1809 ±

1208 pg/ml), SCC9 (669 ± 263 pg/ml), YD-38 (388

± 196 pg/ml), KB (307 ± 158 pg/ml) 순으로 세포배양

배지에 분지되었으며, VEGFR-3는 KB (81.6 ± 9.89 pg/μg

protein) YD-10B (72.1 ± 19.9 pg/μg protein), SCC9

(69.0 ± 17.7 pg/μg protein), YD-38 (41.1 ± 10.5 pg/μg

protein) 순으로 단백질이 세포 용해질에서 정량되었다. 
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Fig. 3. RT-PCR of VEGFR-3
and its ligand VEGF-C in
human oral mucosal SCC
cell lines. PDL is a positive
control cell line for VEGF-
C; left first lane is a size
marker; lanes 2-6 display
RNA from cultured cell
lines. A. GAPDH served as
a loading control. B.
mRNA expression for
VEGF-C and the receptor,
VEGFR-3 (C). 

Fig. 1. Lymphangiogenic protein expression in human oral
mucosal SCC cell lines. Whole cell lysates were prepared
from subconfluent SCC9, KB, YD-10B, and YD-38 cells.
Proteins were resolved on 7.5% SDS-PAGE gels, trans-
ferred to nitrocellulose membrane, and analyzed by
Western blotting using anti-VEGF-C, anti-VEGF-D, or anti-
VEGFR-3 antibody. Each assay was done at least twice
with similar results.

Fig. 2. Lymphangiogenic protein expression in human oral
mucosal SCC. Whole tissue lysates were prepared from
surgical specimens consisting of 7 SCCs, ameloblastoma
(lane 1), mucoepidermoid carcinoma (lane 5), and odonto-
genic keratocyst (lane 8). Proteins were resolved on 10%
SDS-PAGE gels, transferred to polyvinylidene difluoride
membrane, and analyzed by Western blotting using anti-
VEGF-C or anti-VEGFR-3 antibody. β-actin was used as
loading control.

Fig. 4. VEGF-C (A) and VEGFR-3 (B) level in human oral mucosal SCC cell lines, determined by ELISA. Experiments were
repeated 4 times under same conditions.

A B C

A B

PDL     KB     SCC4   SCC9  YD-10B PDL     KB     SCC4   SCC9  YD-10B PDL     KB     SCC4   SCC9  YD-10B

GAPDH (1% Agarose gel) VEGF C (2% Agarose gel) VEGF R3 (1% Agarose gel)



5. OMSCC 세포주에서 VEGF-C 발현

PDL (양성 조 세포주), SCC9, KB, SCC4, YD-10B

세포에서의 VEGF-C의 발현 여부를 알아보기 위하여

real-time RT-PCR 및 면역침강법을 시행한 결과 5가지

세포에서 모두 VEGF-C가 검출되었다. 면역침강법에서는

PDL과 YD-10B에서 가장 많은 VEGF-C의 발현을 보

다 (Fig. 5A). 실시간 정량을 위한 real-time RT-PCR에

서 VEGF-C mRNA의 발현량을 확인한 결과 PDL 세포에

서 VEGF-C mRNA가 가장 많이 발현되었고, 그 다음으로

는 YD-10B 세포주에서 많이 발현되었다 (Fig. 5B).

Ⅳ. 총괄 및 고찰

구강점막으로부터 발생된 편평상피세포암종과 같은 고형

종양에 있어서 종양세포의 파급은 국소 림프절을 통해서 이

루어진다.19) 이 과정은 종양 주변의 림프관을 통해서 발생되

는데, VEGFR-3는 림프관 내피세포에 발현되는 림프관형

성 매개인자 (mediator)이다. 세포 표면 수용체인 VEG-

FR-3에 높은 친화성을 갖는 리간드인 VEGF-C와 VEGF-

D는 VEGF 성장인자의 lymphangiogenic subfamily로서

종양의 성장과 림프관 성장 그리고 전이에 중요한 역할을

하는 것으로 보고되었다.20) 즉 VEGF-C와 VEGF-D는

VEGFR-2와 VEGFR-3를 활성화시킴으로써 혈관과 림프

관의 성장을 유도한다.21,22) 또한 많은 보고들에 의하면 이들

성장인자들이 종물 주변에서 림프관형성을 유도할 때 국소

림프절 전이가 촉진됨을 보여주었다.23) Neuchrist는

VEGF-C와 그 수용체인 VEGFR-3가 정상조직에 비교하

여 두경부 편평상피세포암 조직에서 upregulation되어 있

음을 보고하 다.24)

본 연구에서는 임상적으로 림프절 전이가 빈발하는 구강

점막 편평상피세포암으로부터 확립된 세포주 5종과 수술조

직을 이용하여 고형종양에서 주 림프관형성 인자로 알려진

VEGFR-3와 그 리간드인 VEGF-C와 VEGF-D의 발현여

부를 다양한 방법으로 검증하 다. 그 결과 구강점막 편평

상피세포암에서도 림프관형성 관련 유전자가 발현된다는

의미있는 결과를 도출하 으며, 구강점막 편평상피세포암

종양세포에서도 미량이나마 림프관형성 관련 세포표면 수

용체인 VEGFR-3가 존재함을 제시하 다.

본 연구를 진행하기 위하여 먼저 구강점막 편평상피세포

암으로부터 유래된 세포주 4종 (SCC-9, KB, YD-10B,

YD-38)의 세포용해액에서 VEGF-C/VEGF-D와 VEG-

FR-3 단백을 검출하기 위해 시행된 웨스턴 블롯팅 결과 양

성반응이 감지되지 않았다. 그러나 수술시 절제된 7례의 구

강점막 편평상피세포암 조직으로부터 시행된 웨스턴 블롯

팅에서는 정도의 차이는 있었으나 모두에서 VEGF-C와

VEGFR-3 단백이 발현되었다. 이는 세포주와 종물의 차이

로서 종물에는 종양세포 외에도 다양한 세포들이 존재하는

바 종양관련 혈관/림프관 내피세포와 종물에 유입된 염증,

그리고 면역관련 세포들과 조직 고유의 섬유아세포 등에 발

현 가능한 VEGFR-3와 그 리간드인 VEGF-C가 감지된

것으로 추정된다. Saharinen 등은 VEGFR-3가 일반적으

로 림프관 내피세포 뿐만 아니라 내분비 기관의 모세혈관과

정맥, 그리고 단핵세포와 마크로파지에 발현된다고 하

다.25) 본 연구에서의 양성반응에 한 세포조직학적 분포

(distribution)는 추후 수술조직 표본에 한 면역조직화학

염색을 통하여 이루어져야 할 것이다. 또한 본 연구에서 검

색된 조 종물 중 법랑아세포종과 점액성유상피암종에서

도 VEGFR-3와 VEGF-C 단백이 발현되어 이들 인자들이

혈관과 림프관이 풍부하게 분포하는 두경부에서 발생된 종
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Fig. 5. A. Protein was immunoprecipitated using an anti-VEGF-C antibody. Bands of 47 kDa corresponding to VEGF-C was seen
in all samples when probed with anti-VEGF-C. GAPDH was served as control. B. Quantification of VEGF-C mRNA by real-time
RT-PCR.
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양의 진행에 중요한 역할을 할 것임을 암시하 다.

웨스턴 블롯팅 결과 세포주에서 림프관형성 관련 단백이

감지되지 않은 것은 검색 상이 된 단백의 양이 충분치 못

하기 때문일 가능성을 배제하기 위하여 본 연구진은 세포주

에서 림프관형성 관련 인자의 유전자 발현 여부를 확인하기

위한 RT-PCR을 시행하 다. 그 결과 정도의 차이는 있었

으나 4종의 세포주 (KB, SCC-4, SCC-9, YD-10B) 모두

에서 VEGF-C mRNA가 발현되었고, 상 적으로 YD-

10B 세포에서 그 발현정도가 가장 강하 다. 그러나 VEG-

FR-3 mRNA의 발현은 감지되지 않았다. KB, SCC-9,

YD-10B, YD-38 세포 배지를 걷어서 시행한 ELISA 결과

각 종양세포에서 VEGF-D의 분비는 확인되지 않았으나

VEGF-C는 모든 세포주에서 생산, 분비가 확인되었고,

RT-PCR 결과와 일관되게 YD-10B 세포에서 그 농도가

가장 높았다. 세포를 용해하여 확인한 total VEGFR-3

(phosphorylated VEGFR-3 + unphosphorylated

VEGFR-3)은 4종의 세포주 모두에서 감지되었고, 그 농도

는 전체적으로 30.6-91.5 pg/μg protein로 극미량이었다.

참고로 상 적으로 KB와 YD-10B 세포에서 VEGFR-3 농

도가 가장 높게 존재하 다.  

위의 결과로부터 본 연구진은 구강점막 편평상피세포암

종양세포에는 림프관형성 인자 중 VEGF-D는 발현되지 않

고, VEGF-C가 주로 발현되며 VEGFR-3 역시 낮은 수준

으로 발현된다고 결론지었다. VEGFR-3는 일반적으로 림

프관 내피세포에 발현되는 것으로 여겨지나,26) 최근의 연구

에 의하면 종양세포를 포함한 비내피세포 (nonendothelial

cell)에도 발현되는 증거가 제시되고 있다.27) 2002년 Witte

등은 56례의 결장직장암종 수술표본에 한 면역조직화학

적 연구에서 모든 표본의 종양세포에서 VEGF-C 양성반응

이 관찰되었고, VEGFR-3에 한 면역반응성이 강한 증례

에서 임상적으로 불량한 생존율이 관계됨을 보고하 다.28)

편평상피세포암 세포주에 한 연구에서 VEGFR-3가 발

현됨을 규명한 보고는 아직 확실치 않다. 그러나 2001년

Neuchrist 등은 본 연구에서도 사용된 설암으로부터 확립

된 SCC9 세포주를 포함한 4개의 두경부/자궁경부 편평상

피세포암 세포주에 한 연구에서 4개 세포주 중 2개의 세

포주에서 VEGFR-3와 접한 관련이 있는 VEGFR-2에

한 면역반응성을, 또한 4개 세포주 모두에서 VEGFR-2

mRNA가 합성됨을 RT-PCR로 규명하 다.29)

2003년 Beierle 등은 신경아세포종 세포주을 이용한 연

구에서 VEGF 수용체 중 Flt-4(VEGFR-3)와 VEGF에

한 co-receptor인 NRP(neuropilin)-1과 NRP-2가 종양

세포에서 존재함을 검증하고, 그 발현정도가 배지의 조건이

성장촉진성인지 아포프토시스 유발적 인지에 따라 달라짐

을 보고하고 종양세포에서의 VEGF 수용체의 발현정도는

환경에 따라 바뀔 수 있음을 증명하 다.30) 본 연구의 세포

주 실험에서 VEGFR-3가 미량 발현됨이 관찰되었는데, 종

양성장을 촉진시키는 인자들이 작용하는 종양 미세환경

(tumor microenvironment)에서는 종양세포에 더 많은

VEGFR-3가 발현될 가능성이 있으며, 이는 수술표본에

한 추후 연구를 통하여 규명될 것이다.        

세포 내의 수용체의 발현 정도는 세포를 배양하는 조건에

따라서 달라질 수 있다. 특히 혈관이나 림프관의 형성과 관

련이 있는 인자의 경우 그 발현 정도는 동일한 세포 내에서

도 많은 차이를 보이게 된다. 연골 세포나 치주인 세포의

경우 정상적인 배양 조건에서도 VEGF의 발현이 많은 세포

이나 압축력을 가하면 VEGF의 발현이 더욱 증가된다.18)

생체 내의 종양의 성장이나 전이의 조건에는 원발 부위의

성장 상태와 관련성이 있다. 종물이 성장함에 따라서 중심

부 혈류량이 모자라서 괴사가 되면 종양 주위로 혈관의 생

성이 증가되고 이는 종양 세포로 하여금 VEGF의 발현을

증가시킬 것이다. 생체 내와는 달리 세포 배양에서는 충분

한 양의 양분과 산소가 공급되기 때문에 종양 세포 자체

에서 VEGFR-3와 같은 VEGF 수용체의 발현은 제한적일

수 있다. 본 연구진의 ELISA결과에서 VEGFR-3은

VEGF-C에 비하여 극히 미량으로 발현되었으며 (Fig. 4),

RT-PCR에서는 검출이 되지 않았다 (Fig. 3). 하지만 이에

비하여 VEGF-C는 세포주에서 유전자 수준이나 면역침강

법과 같은 단백질 수준에서 모두 검출이 되었다 (Fig. 5).

현재 조건에서 세포 내 미약한 VEGFR-3의 발현이 어떠한

상황에서도 항상 동일한 수준으로 유지된다고 확신할 수는

없으며 산소 공급을 제한시키는 등의 상황에서 세포를 배양

한다면 다소 다른 결과가 나올 수도 있을 것으로 추론하고

있어 이러한 부분은 추후 실험을 통하여 검증하여야 할 것

이다.

더 고찰해 보면 본 연구결과 VEGFR-3 mRNA가 감지되

지 않은 상황에서 ELISA결과 VEGFR-3단백이 검출되었

다. 이는 모순적이라고도 생각할 수 있으나 연구방법 자체

의 신뢰도를 고려해 보면 반복성 (reproducibility)이 높은

ELISA결과에 비중을 두어야 할 것이다. 특히 유전자에서

단백이 만들어지는 과정에서 mRNA의 발현 시간은 제한적

이며 또한 매우 짧아 유전자가 존재하여도 RT-PCR 상에서

음성반응이 나올 수 있다. 그러나 ELISA의 경우 만들어진

단백이 있다면 모두 검출이 가능함으로 본 연구진은 시험된

세포주에서 VEGFR-3가 발현된다고 최종적으로 결론지었

다. 결론적으로 본 연구결과는 구강점막 편평상피세포암에

서 VEGF-C가 발현되어 이 인자가 구강점막 편평상피세포

암의 성장과 전이에 중요한 역할을 할 것임을 암시하 다.

또한 구강점막 편평상피세포암 종양세포에서도 VEGF-C

에 한 세포 표면 수용체인 VEGFR-3가 존재함이 밝혀져

VEGF-C의 역할이 자가분비적 자극기전 (autocrine loop)

으로 작용할 수 있음을 추정케 하 다. 
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