
IntroductionIntroduction

구강암은 전 세계적으로 가장 흔한 악성종양 중 하나이며, 담배와 알

코올이 주요 병인인 편평세포상피암(squamous cell carcinoma)은 조

직학적 구강암으로 그중 90% 이상을 차지한다[1]. Human tongue 

squamous carcinoma-3 (HSC-3) 및 HSC-4 세포주는 인체 구강

편평세포암(oral squamous cell carcinoma) 세포주로서, pyruvate 

kinase M2의 유전자 결손을 통한 두 세포주 간 에너지 대사(energy 

metabolism)의 차이를 나타낸다. HSC-3 세포 내 lactate 및 ATP 생

성 수준은 HSC-4 세포의 그것보다 높은 것으로 확인되었으며, 높은 에
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Oral squamous cell carcinoma (OSCC), which accounts for approximately 90% of oral cancers, has a high rate of 
local recurrence and a poor prognosis despite improvements in treatment. Exosomes released from OSCC cells 
promote cell proliferation and metastasis. Although it is clear that the biogenesis of exosomes is mediated by the 
endosomal sorting complex required for transport (ESCRT) machinery, the gene expression pattern of ESCRT, 
depending on the cell type, remains elusive. The exosomal release from the human OSCC cell lines, HSC-3 and 
HSC-4, and their corresponding gefitinib-resistant sub-cell lines, HSC-3/GR and HSC-4/GR, was assessed by 
western blot and flow cytometry. The levels of ESCRT machinery proteins, including Hrs, Tsg101, and Alix, and 
whole-cell ubiquitination were evaluated by western blot. We observed that the basal level of exosomal release 
was higher in HSC-3/GR and HSC-4/GR cells than in HSC-3 and HSC-4 cells, respectively. Long-term gefitinib 
exposure of each cell line and its corresponding gefitinib-resistant sub-cell line differentially induced the expression 
of the ESCRT machinery. Furthermore, whole-cell ubiquitination and autophagic flux were shown to be increased 
in gefitinib-treated HSC-3 and HSC-4 cells. Our data indicate that the expression patterns of the ESCRT machinery 
genes are differentially regulated by the characteristics of cells, such as intracellular energy metabolism. Therefore, 
the expression patterns of the ESCRT machinery should be considered as a key factor to improve the treatment 
strategy for OSCC.
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너지 대사를 수행하는 HSC-3 세포는 암세포 성장, 조직 침투 및 전이 

가능성이 높은 반면, HSC-4 세포는 높은 종양원성(tumorigenicity)

과 암줄기세포능(cancer stemness)을 나타낸다[2,3]. 이러한 특성으

로 인해 HSC-3 및 HSC-4 세포는 암세포의 조직 침투 및 전이 과정에

서 matrix metalloproteinases 단백의 기능을 분석하는 다양한 연구

에 사용되고 있다[4,5].

엑소좀(exosome)은 다중소포체(multivesicle bodies, MVBs)의 

막에서 발생되는 직경 50–150 nm 크기의 지질이중막 구조물로서, 세

포-세포 간 상호작용에서 다양한 역할을 수행한다[6]. 엑소좀은 엑소

좀 생성에 관여하는 CD63, ALIX, Tsg101 등의 endosomal sorting 

complex required for transport (ESCRT) machinery 단백들을 포

함한 다양한 mRNA, miRNA를 포함하며, MVBs의 원형질 막으로의 

막 전이(anterograde membrane trafficking) 과정을 통해 엑소좀은 

세포 외 공간으로 방출된다[7]. 엑소좀 내 물질들은 수용세포로 전달되

어 다양한 생물학적 활성을 유도한다[8]. 최근, 암세포-유래 엑소좀의 

전달은 수용 암세포 내 약물 내성과 관련된 여러 활성을 유도하는 것으

로 확인되고 있으며[9,10], 유방암, 직장암, 대장암, 위암 등의 다양한 

암 종에서 엑소좀에 의한 항암제 내성 획득에 대한 연구가 축적되고 있

다[11-14].

다중소포체 내 엑소좀 생성은 ESCRT-0 (HRS), -I (Tsg101), -ll, 

-lll 및 vps4 복합체 그리고 syntenin-ALIX 등의 다양한 ESCRT ma-

chinery 단백들에 의해 조절된다[15,16]. 최종적으로 엑소좀의 세포 

외 방출과정에서 MVBs와 원형질막의 막 융합이 유도되며, 막 융합은 

세포 내 칼슘신호와 synaptotagmin-7 (Syt-VII)에 의해 조절되는 것

으로 확인되었다[17]. 그러나 장기간의 항암제 노출에 따른 구강편평세

포암 세포주별 엑소좀 분비량의 변화 및 ESCRTs machinery-관련 유

전자 발현 정도에 대한 정확한 분석은 아직 이뤄지지 않고 있다.

우리는 이번 연구를 통해 구강편평세포암 세포주별 gefitinib 내성 암

세포에서의 엑소좀 분비 정도를 분석하고 관련 ESCRT machinery 유

전자의 발현 변화를 확인하였다. 연구결과, HSC-3 및 HSC-4 각각의 

gefitinib-내성 세포주에서 엑소좀 분비 및 ESCRT machinery 유전자

의 발현이 유의미하게 증가됨을 확인하였으며, 흥미롭게도, HSC-3 세

포주와 HSC-4 세포주 간 그 변화의 양상이 다르게 나타남을 확인하였

다. 위 결과는 동일한 구강편평세포암 치료에서 세포 내 에너지 대사 등

의 차이를 고려해야 하며, 이는 항암제 민감성을 향상시키기 위한 중요

한 전략이 될 수 있음을 시사한다.

Materials and MethodsMaterials and Methods

1. 세포 배양 및 시약

본 연구에 사용된 구강편평세포암 세포주, HSC-3, HSC-4 세포

는 서울대학교 치과대학 구강병리학교실 조성대 교수로부터 제공받았

다. 각 세포주는 10% fetal bovine serum (FBS)과 항생제(100 U/

mL penicillin 및 100 μg/mL streptomycin)가 첨가된 DMEM/F12 

(Welgene Inc.)에서 배양하였다(37℃, 5% CO2). HSC-3 및 -4 세포

를 gefitinib에 4개월 동안 반복적으로 노출시킴으로써 gefitinib-내성 

세포주를 각각 확립하였다.

2. 엑소좀 분리

세포-유래 엑소좀을 분리하기 위해, 엑소좀-결여 FBS가 포함된 세포 

배지에 세포를 48시간 동안 유지하였다. 엑소좀의 분리는 ExoQuick-

TC 엑소좀 침전 키트(System Biosciences)를 사용하여 제공된 실험

방법에 따라 분리하였다. 간략히 기술하면, 세포 배지 교체 48시간 뒤, 

수집된 배양액은 3,000 × g에서 15분 동안 원심분리하여 배지 내 부

유 세포 및 잔해물을 제거했다. 정제된 상층액의 20%에 해당하는 엑

소좀 분리 시약을 첨가하여 4℃에서 밤새 반응시켰다. 다음날, 샘플을 

3,000 × g에서 15분 동안 원심분리하고, 엑소좀이 포함된 침전물을 

phosphate buffered saline에 재부유하고 다음 실험을 진행하였다.

3. Western blot analysis

단백질 발현 수준은 Western blot 표준 프로토콜에 따라 분석하였

다. 수집된 세포는 proteases와 phosphatase inhibitor (Invitrogen)

가 첨가된 RIPA buffer (Invitrogen)를 첨가함으로써 완전 용해시킨 

후, BCA Protein Assay kit (Thermo Fisher)를 사용하여 정량하였

다. 정량된 샘플은 sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel 

electrophoresis에서 분자량에 따라 분리되었으며, 이후 polyvinyli-

dene difluoride membrane (0.2-µm pore size)에 옮겨 항체 반응

을 진행하였다. 1차 항체인 Hrs (1:1,000), Tsg101 (1:1,000), Alix 

(1:1,000), Syntenin-1 (1:1,000), Syt-VII (1:1,000), β-actin 

(1:1,000), LC3 (1:1,000), Hsp70 (1:1,000), CD9 (1:1,000)을 각 

멤브레인에 처리하여 4℃에서 밤새 반응시켰다. 다음날 HRP-conju-

gated IgG (Santa Cruz Biotechnology) 2차 항체를 사용하여 실온

에서 1시간 반응시킨 후 AzureSpot 2.0 (Azure Biosystems Inc.)를 

사용하여 검출하였다. 각 단백질의 발현 정도는 동일 샘플의 β-actin의 

발현 정도를 기준으로 분석되었다.

4. Flow cytometry

배양 배지 내 엑소좀은 Exo-Flow capture kit (System Biosci-

ences)를 사용하여 제공된 실험방법에 따라 정량하였다. Magnetic 

beads를 biotinylated capture 항체(CD63)와 반응시킨 후, 수집된 엑

소좀을 첨가하고 4℃에서 밤새 회전하여 반응시켰다. 다음날, mag-

netic beads를 엑소좀 염색 용액과 Exo-FITC와 2차 반응시켰다. 4℃

에서 2시간 반응시킨 후 샘플을 세척하고, 최종적으로 침전물을 세척 

용액 300 μL로 재부유시켰다. 샘플은 90초 동안 FACScan 분석기(BD 

Biosciences)에 흘려보내어 분석하였다.
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5. Ubiquitination assay

UBI-QAPTURE-Q Kit (Enzo Life Sciences Inc.)를 사용하여 제

공된 실험방법에 따라 세포 전체 유비퀴틴화(ubiquitination) 분석을 수

행했다. 요약하자면, 세포 전체 용해물을 수집하고 250 μg/mL의 단백

질을 UBI-QAPTURE-Q matrix와 혼합한 후 HEPES 버퍼로 세척하

였다. 세척된 matrix를 HEPES 버퍼에 재부유시킨 후 4℃에서 밤새 반

응시켰다. 다음날, 샘플을 5,000 × g에서 30초 동안 원심분리하고 5X 

샘플버퍼를 첨가한 후 95℃에서 10분 동안 끓여서 이후 Western blot 

분석에 사용했다.

6. Statistical analysis

Origin 2020 소프트웨어(OriginLab Corporation)를 사용하여 통계
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Fig. 1. A basal level of exosomal release in HSC-3, HSC-4, and gefitinib-resistant sub-cell line, HSC-3/GR and HSC-4/GR. (A) A basal expression level of 
HSP70 and CD9 in exosomes released from each cell line. The column graphs indicate the percentage of gene expression level compared to its control (HSC-3 
and HSC-4 respectively; n = 3). (B) FITC-conjugated CD63 positive particles were counted for 90 seconds using flow cytometry. The column graphs indicate 
the percentage of the count of FITC-CD63 positive particle compared to control (HSC-3 and HSC-4 respectively; n = 3). Data are presented as the mean ± 
standard deviation. Studentʼs t-test was used to establish statistical significance (*p < 0.05).
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분석을 수행하였다. 데이터는 최소 세 번의 독립적인 실험에서 얻은 관

찰의 평균 ± 표준편차로 제공되었다. 통계적 유의성은 일원 분산 분석

(ANOVA) 또는 paired Student’s t-test에 이어 Turkey의 사후 테스

트를 사용하여 분석했다. 통계적 유의성은 p ＜ 0.05로 설정되었다.

ResultsResults

1. �Gefitinib-내성 획득으로 인한 구강편평세포암 세포 유래 

엑소좀 생성 증가

첫 번째 질문은 gefitinib-민감성 세포와 비교하여 gefitinib-내성 세

포에서 엑소좀의 지속적인 세포외 방출이 변화되는가였다. 이를 확인하

기 위해, 구강편평세포암 세포주 HSC-3 및 HSC-4 세포와 이로부터 

파생된 gefitinib-내성 세포주(HSC-3/GR, HSC-4/GR)를 정상적인 

환경에서 48시간 동안 배양시켰다. 각각의 배양액으로부터 분리된 엑

소좀을 대상으로 HSP70과 CD9 발현 정도를 비교하였으며, HSC-3/

GR 및 HSC-4/GR 세포로부터 준비된 샘플 내 HSP70, CD9의 발현 

정도는 각각의 gefitinib-민감성 세포들로부터 유래된 샘플의 그것에 

비해 현저히 증가됨을 확인하였다(Fig. 1A). 또한, flow cytometry 실

험을 통해 CD63-양성의 입자를 측정한 결과 HSC-3/GR (2.073 ± 

0.053) 및 HSC-4/GR (2.271 ± 0.101) 세포로부터 분리된 샘플에

서 2배 이상 증가되어 있는 것을 관찰하였다(Fig. 1B). 위 결과는 gefi-

tinib-내성 세포로부터 지속적으로 생성, 방출되는 엑소좀의 양이 민감

성 세포의 그것에 비해 증가되어 있음을 나타낸다.

2. �구강편평세포암 세포주별 gefitinib-내성 획득에 따른 

ESCRTs machinery 단백 발현 변화

Hrs와 Tsg101 단백을 포함한 ESCRT machinery 구성요소들은 엑

소좀 생성을 조절하는 핵심인자들로 보고되고 있다[18]. 본 연구에서 

장시간 gefitinib 처리에 의한 ESCRT machinery 구성요소들의 구강

편평세포암 세포주별 발현 변화를 확인하고자 하였다. ESCRT-0 복합

체 구성요소 중 하나인 Hrs의 경우, 휴지상태의 HSC-3 세포와 HSC-

3/GR 세포에서 발현 정도의 차이는 없었으나, 두 세포 모두 gefitinib
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Fig. 2. The differential expression patterns of ESCRT machinery genes in gefitinib-treated HSC-3, HSC-4, and its gefitinib-resistant cell lines. HSC-3 and 
HSC-3/GR cells were treated with 50 μM gefitinib for 48 hours, and HSC-4 and HSC-4/GR cells were treated with 20 μM gefitinib for 48 hours. The expres-
sion levels of (A) Hrs, (B) Tsg101, (C) Alix, (D) Sdcbp, and (E) Syt-VII were determined by Western blot assay. The column graphs indicate the percentage of 
each protein level compared to control (HSC-3 and HSC-4; n = 3). Data are presented as the mean ± standard deviation statistical analysis were using the 
one-way ANOVA compared to the HSC-3 and HSC-4 cells (*p < 0.05).
ESCRT, endosomal sorting complex required for transport; Syt-VII, synaptotagmin-7; ns, not significant.
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에 의해 각각 약 2배 이상(2.438 ± 0.139 for HSC-3, 2.701 ± 

0.097 for HSC-3/GR) 발현이 증가되는 것을 관찰하였다. HSC-4 세

포 내 Hrs는 gefitinib-내성 획득 세포주(HSC-4/GR)에서 지속적으로 

증가되어 있음을 확인하였으며, gefitinib 처리에 의한 Hrs 발현 정도

는 HSC-4 세포에서 2배 이상 유의성 있게 증가함을 확인하였다(Fig. 

2A). ESCRT-I 복합체 구성요소 중 하나인 Tsg101의 경우, HSC-3 

세포와 비교하여 HSC-3/GR 세포에서 약 2배 정도 발현이 증가되었

으며, gefitinib 처리 시, HSC-3 세포에서 유의적으로 증가함이 관찰되

었다. HSC-4 세포와 비교하여 HSC-4/GR 세포에서 대략 3.5배 증가

했으며, gefitinib에 의한 Tsg101 발현은 HSC-4와 HSC-4/GR 세포 

모두에서 변화가 없었다(Fig. 2B). ESCRT-III 복합체 구성요소 중 하

나인 Alix는 HSC-3 세포와 HSC-3/GR 세포에서 유의적인 발현의 차

이가 없었으며, 두 세포 모두 gefitinib 자극에 의해 약 2배 이상(2.007 

± 0.871 for HSC-3, 1.977 ± 0.697 for HSC-3/GR) 증가하는 경

향을 보였으나, 유의성을 나타내지 않았다. HSC-4 세포와 비교하여 

HSC-4/GR 세포에서 Alix 발현은 증가하였으나, gefitinib 자극에 의

한 Alix 발현 증가는 확인되지 않았다(Fig. 2C). Alix와 함께 상호작용

함으로써 엑소좀 형성에 관여하는 것으로 알려진 Sdcbp (Syntenin)

의 경우, HSC-3 세포와 비교하여 HSC-3/GR 세포에서 대략 2배 정

도의 발현 증가가 확인되었으며, gefitinib 자극에 의해 HSC-3, HSC-

3/GR 세포 모두에서 발현 정도의 증가가 확인되었다. HSC-4 세포와 

비교하여 HSC-4/GR 세포에서 sdcbp 발현은 대략 2.3배 증가하였으

나, gefitinib 자극에 의한 sdcbp 발현의 증가는 HSC-4, HSC-4/GR 

세포 모두에서 변화가 관찰되지 않았다. 엑소좀의 세포 외 방출과 Syt-

VII 간의 상관성을 확인하기 위하여 세포 내 Syt-VII의 발현 정도를 확

인하였다. HSC-3 세포와 비교하여 HSC-3/GR 세포에서 Syt-VII 발

현이 대략 2배 정도 증가했으며, gefitinib 자극에 의한 Syt-VII 발현은 

HSC-3 세포에서만 유의적으로 증가했다(2.101 ± 0.068 for HSC-

3, 2.372 ± 0.032 for HSC-3/GR). HSC-4 세포와 비교하여 HSC-

4/GR에서 Syt-VII 발현은 대략 3.6배 증가하였으며, gefitinib 자극에 

의한 Syt-VII 발현은 HSC-4, HSC-4/GR 세포 모두에서 유의적인 변

화가 없었다.

3. �구강편평세포암 세포주별 gefitinib-내성 획득에 따른 세포 

내 유비퀴틴화 및 자가포식 정도(autophagic flux)의 변화

세포 내 물질수송 과정에서 ESCRT machinery는 유비퀴틴화된 엔

도좀 막 단백과 상호 작용하며[19], 세포 내 유비퀴틴화의 축적은 LC3 

lipidation을 증가시켜 자가포식을 활성화시키는 것으로 보고된 바 있

다[20]. 이에 근거하여 HSC-3 및 HSC-4 세포와 각각의 gefitinib-

내성 세포 내 유비퀴틴화와 자가포식 정도를 분석하였다. 실험결과, 

gefitinib-민감성 세포에 비교하여 각각의 gefitinib-내성 세포에서 유

비퀴틴화 및 자가포식 정도가 현저히 증가됨을 확인하였으며(Fig. 3), 

HSC-3, HSC-4 세포에서 모두 gefitinib 자극에 의한 유비퀴틴화 및 

자가포식 정도의 증가를 확인하였다. 위 결과들은 HSC-3, HSC-4 세

포 모두 gefitinib 내성을 획득함에 따라 엑소좀 분비량의 증가와 세포 

내 유비퀴틴화 및 자가포식 정도는 정비례하며, 각각의 세포 내 ESCRT 

machinery 복합체 형성에는 차이가 있다는 것을 나타낸다.

DiscussionDiscussion

종양세포 유래 엑소좀은 주변의 종양세포에 전달됨으로써 수용세포

의 세포 증식 또는 전이를 매개하는 종양미세환경을 제공한다[21,22]. 

암 전이 과정에서 엑소좀은 종양미세환경 구성[23,24], 항암화학요

법 반응에 대한 적응[25,26] 등의 다양한 역할을 수행하며, 이러한 엑

소좀의 생성 및 분비에는 ESCRT machinery와 같은 다양한 분자들

의 복합체를 필요로 한다. ESCRT machinery에 의한 엑소좀 생성은 

ESCRT-0, -I, -II 그리고 ESCRT-III-related protein인 Alix와 상호 

결합하는 syndecan-syntenin이 순차적으로 구성되는 것으로 보고되

고 있다[27,28]. 본 연구에서는 각각 특성이 다른 두 구강편평세포암 세

포주를 대상으로 엑소좀 생성을 매개하는 ESCRT machinery 복합체 

구성요소들의 발현 정도를 분석하고자 하였다. 실험결과, 장기간 반복

적인 gefitinib 노출에 의한 gefitinib 내성 획득에 따라 HSC-3, HSC-

4 세포 모두 휴지상태에서 지속적인 엑소좀 분비가 증가됨을 확인하였

으나, 장기간의 gefitinib 노출에 의한 Hrs, Tsg101, Alix 등의 ESCRT 

machinery 유전자 발현 정도는 두 세포에서 각기 다른 양상을 나타냄
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Fig. 3. Gefitinib-mediated whole cell ubiquitination and autophagy flux in 
HSC-3, HSC-4, and gefitinib-resistant sub-cell line, HSC-3/GR and HSC-
4/GR. (A) HSC-3 and HSC-3/GR cells were treated with 50 μM gefitinib for 
48 hours, and HSC-4 and HSC-4/GR cells were treated with 20 μM gefi-
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QAPTURE-Q Kit. (B) Cleavage of LC3B was evaluated using Western blot 
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을 확인하였다. 또한, ESCRT machinery 과정에서 엔도좀 막 단백의 

유비퀴틴화는 필수적인데 이번 실험결과에서 보이듯이 gefitinib-민감

성 세포에 비해 gefitinib-내성 세포에서 강한 유비퀴틴화 정도가 관찰

되었다. HSC-4 세포는 HSC-3 세포에 비해 조직 전이성이 낮은 세포

로 알려져 있으며, 본 실험결과를 통해 항암제 내성 획득에 따른 엑소

좀 생성의 증가는 암 조직 전이성과 큰 연관성이 없을 수 있다는 가능성

을 제시했다. 또한, 세포 내에서 생성된 엑소좀이 세포 밖으로 분비되는

데 역할을 하는 synaptotagmin의 gefitinib-내성 세포 내 발현 증가는 

항암제 내성 세포와 엑소좀 분비의 증가 사이에 상관관계가 있음을 시

사한다. 다만, synaptotagmin에 의한 막 융합 과정은 세포 내 칼슘신

호에 의해 정밀하게 조절되는 생리기전으로서 본 연구결과와 같이 외부 

자극 없이 휴지상태에서 엑소좀의 분비가 증가되는 결과는 다소 모순된

다는 것을 알 수 있다. 본 연구에서 다루지는 않았으나 추후 항암제 내

성 획득 세포에서 휴지상태의 세포 내 칼슘신호의 변화를 분석할 필요

성이 있다.

요약하면, 본 연구는 항암제의 지속적 노출에 의한 ESCRT machin-

ery와 관련 단백들의 발현 정도는 에너지 대사 등의 세포 특성에 따라 

다르게 유도되나, 최종적으로 항암제 내성 획득 세포주로부터 생성, 분

비되는 엑소좀의 양은 공히 증가되었음을 확인해 주었다. 본 연구는 

ESCRT machinery 요소들과 관련 단백들은 엑소좀 생성 및 분비를 조

절함으로써 구강암 전이 또는 내성 극복에 효율적인 전략을 제시할 수 

있을 것으로 생각한다.
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