
I. 서  론

구강 및 두경부 암은 전체 암종의 3~5%이며 이중 구강 

점막에서 발생하는 종양을 포함하여 두경부에 발생하는 악

성 종양의 대부분은 편평세포암종이다1). 편평세포암종은 6

대 암종에 속하고 전 세계적으로 매년 약 40만 명이 발병하

고 있다2). 두경부 암에 있어 지금까지 임상 및 병리학적 진

단 요소가 중요하였지만, 최근의 분자 생물학 및 암 유전자 

연구 발달은 암 발생 및 전이 기전을 이해하는데 있어 많은 

도움을 주고 있다. 하지만 다단계 발암과정을 특징으로 하는 

두경부 및 구강 점막에서 발생하는 편평세포암종에 대한 분

자 생물학적 연구는 많지 않다3,4). 

구강 점막의 편평세포암종의 발생은 특징적인 전암병소가 

관찰되며, 이는 field cancerization과 다단계 발암과정으로 

설명된다3). 즉, 발암요인에 의한 유전적 손상이 불멸화

(immortalization)를 동반하는 암세포로의 전환을 유도하

고, 정상 상피의 이형성과 상피 내암(carcinoma in situ)단

계를 거쳐 침윤성 암종으로 발전하게 된다. 구강점막을 구성

하는 중층편평상피는 외부 자극으로 탈락되며 기저세포층에

서 지속적인 세포분열을 하여 각화세포로의 분화를 반복하

는 조직으로서, 세포의 성장과 분화를 조절하는 인자들, 즉 

상피세포 성장인자(epidermal growth factor, EGF)와 그 
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수용체, 억제인자(transforming growth factor, TGF-β)

와 그 수용체등에 의해 항상성이 유지된다. 따라서 이들 상

피세포 성장인자와 억제인자간의 불균형과 조절 이상은 구

강 점막의 다단계 발암과정을 이해하는 중요한 요소라 할 수 

있다5,6). 실제로 전암 병소 단계에서 EGFR의 증가와 함께 

기저세포층의 TGF-β type II 수용체의 발현이 감소함이 

보고 되어 있고 이러한 결과는 EGFR와 TGF-β 수용체간의 

불균형이 전암 병소 및 암발생 기전에 관여하리라는 점을 암

시한다7). 

이중 TGF-β 신호전달 체계는 다양한 세포 현상, 즉 증

식, 분화, 인지, 세포사멸을 조절한다. TGF-β는 상피세포

에서 cyclin-cdk 복합체의 활성을 억제하여 세포 주기를 정

지시킴으로서 세포 성장을 억제한다8). 그러나 TGF-β는 간

엽 조직에서는 증식을 촉진하는 이중적 성질을 가지고,  섬

유 세포의 교원질 합성을 조절하고, 발생기 때는 척추, 팔, 

다리, 치아, 안면골, 심장판막 등의 개조에 관여하며, 단백

질 용해 효소의 기능을 억제함으로써 새로운 육아조직 형성

을 촉진하여 상처치유를 돕는다9). 이들 TGF-β가 조절하는 

과정들이 비정상적으로 활성화되거나 억제되면 종양 발생에 

관련 있을 것으로 생각되며10), 최근에는 TGF-β가 암억제 

유전자로서의 기능을 갖는다고 보고되었다5,11). TGF-β li-

gand는 세포 표면에 존재하는 type I, type Ⅱ 수용체에 결

합하고 이들의 serine/threonine kinases 활성을 유도한다
12,13). 이들 수용체 단말기의 인산화는 Smad 단백질의 연속

적인 인산화 과정에 의해 세포내 신호가 핵으로 전달된다. 

지금까지 8개의 Smad 단백질이 알려져 있고 이들은 re-

ceptor-regulated Smad(R-Smad), co-mediator 

Smad(Co-Smad), inhibitory Smad (I-Smad)등으로 분류

된다. 이중 R-Smad (Smad 1, 2, 3, 5, and 8)는 type I 수

용체 kinase에 의해 직접 인산화 됨으로써 활성화되고, 이

들은 homotrimerization을 형성하여 Co-Smad, Smad4와 

heteromeric 복합체를 형성한다14,15). 이들 복합체는 핵 내

부로 이동하여 다른 핵 전사 보조 인자와 함께 target 유전

자의 전사를 조절하게 된다. I-Smad로 알려진 Smad-6와 

Smad7은 R-Smad와 경쟁하여 수용체의 활성을 저지하거

나, Co-Smad와 결합하여 수용체의 proteasomal degra-

dation을 촉진함으로써 TGF-β의 활성을 억제한다15,16). 

TGF-β 신호 전달체계는 전술한 바와 같이 상피세포의 성

장을 억제하므로, 이 신호 전달체계의 이상이 종양 형성과정

과 밀접한 연관이 있을 것으로 생각되고 있다. TGF-β 유

전자군 이나 Smad 단백질 유전자의 돌연변이가 다양한 암

종에서 이미 보고 되어 있다16-20). 특히 TGF-β type Ⅱ 수

용체의 돌연변이에 의한 이상은 대부분의 소화기 종양에서 

microsatellite instability와 함께 관찰되며21,22), 췌장암종

에서는 Smad4의 돌연변이가 잘 알려져 있다. 뿐만 아니라, 

많은 유전성 질환에서 TGF-β 신호 전달체계의 중요성이 

보고 되어 있다. 최근에는 이들 돌연 변이가 신호 전달과 관

련된 단백질 구조의 다양한 변화를 초래하는 것으로 보고 되

어 돌연변이가 악성 종양과 같은 다양한 질환의 원인 인자임

이 규명되고 있다23,24). 그러나 TGF-β 유전자의 돌연 변이

나 Smad를 통한 신호 전달 과정과는 달리 세포 내에서 

TGF-β 수용체의 발현 조절 과정은 지금까지 거의 알려져 

있지 않아 이의 중요성과 역할을 규명하는 것은 발암과정을 

이해하는데 있어 많은 도움을 줄 것으로 생각된다. 따라서 

본 연구에서는 우리나라 사람에서 확립된 구강 편평 세포 암

종 세포주에서 TGF-β 수용체의 전사 조절에 의한 mRNA 

발현을 알아봄으로써 구강 암종 및 전암 병소 발생과정에서 

TGF-β 수용체의 발현 조절이 갖는 역할을 규명하고자 하

였다.

II. 연구 재료 및 방법

가. 연구 재료

이 연구는 연세대학교 치과대학 구강병리학 교실에서 구

강 편평세포암종 환자로부터 확립한 8 예의 암종세포주를 

대상으로 하였으며, 확립된 암세포주들의 병리학적 특징은 

Table 1에 정리하였다25). 구강 편평세포암종 세포주는 5% 

CO2가 일정하게 유지되는 37℃ 배양기에서 10% fetal bo-

vine serum(FBS, Hyclone, UT, USA)를 포함한 Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (DMEM)/Ham's의 F-12 배지

(3:1)를 사용하여 배양하였다.

나. Growth inhibition assay

8 예의 구강 편평세포암종 세포주의 TGF-β1에 의한 세

포성장 억제효과를 관찰하기 위해 각각의 구강 편평세포암

종 세포를 96well plate에 200㎕당 3 X 103개의 세포를 뿌

리고 24시간동안 배양한 후, TGF-β1 단백질(R&D sys-

tem, Minneapolis, MN, USA)을  5ng/ml의 농도로 처리하

여 37℃에서 48시간동안 반응 시킨 후 세포성장 억제효과를 

N-methyl-thiotetrazole (MTT, Sigma, ST. Lousis, MI, 

USA) 검사로 측정하였다. MTT 검사는 각 세포주에 MTT 용
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액을 37℃에서 3시간 처리한 후, 배양액을 버리고 Dimethyl 

sulfoxide(DMSO, Sigma, ST. Lousis, MI, USA)로 녹여내

어 570nm에서 흡광도를 측정하였다.

다. TGF-β1 수용체 mRNA 추출과  RT-PCR

구강 편평세포암종 세포주로부터 RNeasyTM kit(QIAGEN, 

Maryland, Germany)를 이용하여, total RNA를 추출한 후, 

자외선 분광기(UV spectrophotometer)를 이용하여 260nm

에서 흡광도를 측정하였다. cDNA 합성을 위하여 1 μg 의 

RNA를 reverse transcriptase(Promega, Madison, WI, 

USA)와 oligod(T) primer(Promega, Madison, WI, USA)

를 이용하여 42℃에서 1시간, 95℃에서 5분간 반응시키고 

4℃에서 반응을 중지시켰다. 합성된 cDNA를 대상으로 β

-actin과 TGF-β type Ⅱ 수용체를 PCR하였다. PCR 반응

은 94℃에서 5분간 둔 후, 변성반응을 94℃에서 1분, 결합반

응을 58℃에서 1분, 중합 반응은 72℃에서 1분간 35주기를 

반복하고, 마지막 중합반응은 72℃에서 10분간 연장하여 반

응시켰다. RT-PCR 반응 산물은 1.5% agarose gel에서 전

기영동 하였다. 

라. TGF-β1 수용체 Northern blotting

구강편평세포암종으로부터 total RNA를 분리한 후, 1.5 

% agarose gel에서 전기영동한 후, membrane으로 total 

RNA를 capillary transfer 방법을 이용하여 옮긴 후, 32P 

isotope으로 label된 TGF-β type Ⅱ receptor probe를 사

용하여 Northern blotting을 시행하였다.

마. Cell cycle regulatory protein Western blotting

TGF-β1 에 대해 세포성장억제효과를 보인 YD-8 구강

편평암종 세포주와 그렇지 않은 YD-9 세포주를 대상으로 

세포성장 조절 단백질의 발현을 조사하기 위해 6 well plate

에 5 × 104 개의 세포를 뿌려 배양한 후, TGF-β1(R&D 

System, Minneapolis, MN, USA)을 5 ng/ml의 농도로 각 

시간별로 0, 24, 48 시간동안 처리하여 단백질을 분리한 후, 

20 ug의 단백질을 전기영동하여 세포성장조절단백질인 p16

과 p21(Santa cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, 

USA) 항체를 사용하여 확인하였다.

III. 연구 결과

가. TGF-β1에 의한 세포성장 억제 효과

구강 편평세포암종 세포주의 TGF-β1에 의한 세포성장 

억제효과를 관찰하기 위해, 8 예의 구강 편평세포암종 세포

주를 대상으로 MTT assay를 시행하였다. TGF-β1 단백질

을 5 ng/ml 농도로 구강 편평세포암종 세포주에 대해 투여

하여 MTT 검사를 시행한 결과, YD-8 세포주에서는 세포성

Fig. 1. The effects of TGF-β1 on oral squamous carcinoma cell growth. Oral squamous carcinoma cell lines(OSCCs) 
were incubated without or with 5ng/ml TGF-β1 for 48hrs and then analyzed by MTT assay. All OSCCs  were 
resistant to TGF-β1 except YD-8.  
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장 억제를 관찰할 수 있었으나, 다른 구강편평세포암종 세포

주에서는 세포성장 억제정도의 차이를 볼 수 없었다(Fig. 1). 

나. TGF-β1 수용체의 mRNA 발현

구강 편평세포암종 세포주에서 TGF-β1 type Ⅱ 수용체

의 mRNA의 발현을 알아보기 위해, TGF-β1 type Ⅱ 발현

정도를 RT-PCR과 Northern blotting으로 관찰한 결과, 모

든 세포주에서 mRNA 발현을 관찰할 수 있었다(Fig 2). 

 

다. cell cycle regulatory protein 발현

TGF-β1에 의한 세포성장 억제 효과를 보인 YD-8 세포

주와 세포성장 억제효과를 보이지 않은 YD-9 세포주를 대

상으로 TGF-β1을 5 ng/ml을  처리한 후 세포주기 조절 단

백질인 p16 단백질과 p21 단백질 발현을 조사한 결과, p16 

단백질의 발현은 관찰되지 않았으나(data not shown), p21 

단백질의 발현이 24시간에서 증가하여 48시간까지 유지되

었다(Fig. 3).

IV. 총괄 및 고찰

TGF-β는 발생, 창상 치유, 발암과정에서 다양한 기능을 

수행하며, 상피세포, 혈관 내피세포의 증식을 억제하고 간엽

기원의 세포 증식과 세포외 기질(extracellular matrix)의 

합성을 자극한다. 상피세포에 있어 TGF-β는 세포 성장 감

소, 세포사멸, 세포노화(cellular senescence), genomic 

stability의 증가를 유도한다9,26). 이러한 효과는 암 발생 기

전과 밀접한 연관이 있을 것으로 생각되기 때문에 종양 발생

과 TGF-β 신호전달(signaling)은 관심의 대상이 되어 왔

다. 실제로 정상 상피세포, 선 세포(dectal epithelium)등에 

Fig. 2. mRNA expression analysis by RT-PCR of TGF-β1 type Ⅱ receptor(TβR-Ⅱ) genes in OSCCs. Constitutively 
expressing β-actin gene used as an internal control for each reaction. The expression of TβR-Ⅱ was detectable 
in all OSCCs by RT-PCR(A). Northern blot analysis of expression of TGF-β1 type Ⅱ receptor in OSCCs(B).

Fig. 3. The expression of cell cycle regulatory protein( p21) 
on TGF-β1 in YD-8 and YD-9 cell line.  YD-8 and 
YD-9 cell lines were treated for 0, 24, 48hr with 5 
ng/ml TGF-β1.  Cell lysates were prepared and p16 
and p21 expression was measured by western blotting. 
MCF-7 cell lines used as positive control.
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TGF-β 수용체가 발현되고, 특히 MCF-7과 같은 유방암 

세포에서 TGF-β에 의한 성장 억제 효과가 특징적이나 세

포주마다 다양한 반응성을 보인다. 본 연구에서는 한국인의 

구강 점막에서 발생한 암종 세포주를 대상으로 TGF-β에 

의한 성장 억제 효과를 관찰하였다. 그 결과 YD-8 세포주에

서는 대조군에 비해 약 30%의 세포 증식 억제 효과를 보였

으며, 그 외의 세포주에서는 효과가 없거나 오히려 증식을 

유도하였다. YD-8에서 관찰된 증식 억제 효과는 다른 화학 

약제를 사용 하였을 때 나타나는 효과에 비해 다소 적었으나 

이는 TGF-β는 생체 내에 존재하는 성장인자라는 관점에서 

볼 때 분명히 성장 억제 효과가 있으리라 생각하였다. 아울

러 TGF-β에 의한 암종 세포주의 성장 억제 효과가 수일내

의 apoptosis 유도에 의한 것 이라기보다는 세포 증식 주기

를 조절함으로서 성장 정지(growth arrest)에 의한 것으로 

알려져 있고27), 본 연구에서도 강력한 세포 증식 주기 정지 

단백인 p21CIP1의 발현이 TGF-β에 의해 강력히 유도됨을 

보여주어 이러한 설명을 뒷받침 하고 있다. TGF-β에 의한 

세포 증식 억제와 성장 정지(growth arrest)는 상피 세포뿐

만 아니라 혈관 내피 세포, 혈액 세포(hematopoietic), 신경 

세포와 일부의 간엽 기원 세포에서 관찰된다. TGF-β에 의

한 성장 억제 효과는 크게 두가지 요인에 의해 유도되는바, 

첫째, c-myc의 발현 감소에 의한 증식 관련 유전자의 전사 

억제가 유도되며23), 둘째, 세포 증식 주기의 조절에 의한 성

장 정지(growth arrest)이다27). 외인성 TGF-β 처리는 세

포 증식 주기의 대부분 단계에 영향을 미치지만, G1 주기에

서의 정지가 가장 특징적인 것으로 알려져 있다. TGF-β 

처리는 Rb(retinoblastoma protein)가 과인산화 되는 것을 

방지하고, 또한 cyclin E의 발현을 억제함으로서 G1 phase 

arrest를 유도한다8). Cyclin E가 발현된 경우에도 활성화된 

cyclin-cdk 복합체의 형성을 방해하여, Rb의 과인산화를 

억제함으로서 G1 phase에서 S phase로의 진행을 막아서 세

포성장 억제효과를 나타내게 된다27). 상피기원의 세포에서

는 TGF-β 처리가 p21CIP1의 발현을 유도하며, 이는 cyclin 

D-cdk4-p27과 cyclin E-cdk2를 강력한 억제함으로서 상

피 세포의 성장 정지를 유도한다. 본 연구에서 TGF-β에 

의해 세포 증식 억제 효과를 보였던 YD-8 세포주에서는 

p21CIP1의 발현이 강력하게 유도되었으나 TGF-β의 효과를 

관찰할 수 없었던 YD-9 세포주에서는 p21CIP1의 발현이 유

도되지 않았다. 이는 구강암종 세포주에서 TGF-β에 의한 

성장 억제 효과가 p21CIP1을 경유하는 세포 증식 주기 조절 

과정과 밀접한 관련이 있음을 시사하는 것이다. 따라서 구강 

암종에서 TGF-β의 역할을 규명하기 위해서는 p21CIP1에 의

해 조절되는 cdk4와 cdk2에 초점을 맞춘 연구가 필요할 것

으로 생각된다. TGF-β은 세포막에 존재하는 I 형 수용체 

(type I receptor)와 Ⅱ 형 수용체 (type Ⅱ receptor)를 통

해 핵으로 신호를 전달한다. TGF-β1의 세포성장 억제효과

에 대한 저항력이 인체 암 발생의 원인으로 알려져 있으며, 

이러한 저항력을 얻게 되는 기전의 하나로 TGF-β1 type 

Ⅱ 수용체 유전자의 돌연변이가 다양한 암종 세포주에서 알

려져 있다12,20,28-31). 식도암, 위암, 췌장암에서 TGF-β1 

type Ⅱ 수용체 유전자의 돌연변이와 같은 유전적 이상이 보

고 되어 수용체 이상이 상피 세포기원의 발암과정에서 중요

한 기전으로 작용할 것으로 제시한 바 있다32). 위장관계의 

암종과는 달리 두경부 암종에서는 TGF-β1 type Ⅱ 수용체 

유전자 변이는 연구가 많지 않아 결론적이지는 못하지만 그 

빈도는 25% 내외로 알려져 있으며, 이들 돌연 변이에 의한 

TGF-β signaling의 이상은 두가지 기전으로 설명된다. 첫

째, 암종 세포주의 돌연변이가 serine/threonine kinase 

domain에 집중되어 있어 돌연 변이가 Smad 유전자 군의 

인산화 과정을 방해함으로써 암 발생 과정에 기여하리라고 

추측되고33), 둘째, TGF-β1 type Ⅱ 수용체 유전자의 mis-

sense 변이가 아미노산의 극성변화를 유발하여 단백질의 구

조적인 folding이 영향을 주거나 catalytic 활성이 변함으로

써 TGF-β1 type Ⅰ 수용체를 인지하는 능력에 장애가 생

겨서 세포내 신호전달체계에 이상이 생겼을 것으로 추정하

였다18). 하지만 이들 수용체의 돌연 변이 빈도가 높지 않고, 

돌연 변이와 TGF-β에 의한 성장 억제 효과가 일치하지 않

아1), 유전적 돌연 변이 이외의 기전이 있을 것으로 추측된

다.

정상 상피 세포가 암종 세포로 전환되는 과정에서 TGF-

β1의 세포성장 억제효과가 소실되는 다른 기전으로 type 

Ⅰ 수용체와 type Ⅱ 수용체의 다양한 빈도의 발현 감소가 

알려져 있다. 실제로 많은 빈도의 위암 세포주에서 TGF-β

1 type Ⅰ 수용체의 감소가34), 만성 골수성 백혈병에서는 

TGF-β1 type Ⅱ 수용체의 발현 감소가 보고되었다35). 나

아가 대장암 세포주에서 세포성장 억제효과가 소실된 원인

으로 TGF-β1 수용체의 발현 감소가 이미 지적된 바 있다
36). 그러나 일부 학자들의 보고에 의하면 두경부 편평세포암

종에서 85%의 세포주에서 TGF-β1 type Ⅰ 수용체의 발현

을 관찰할 수 없었고, 92%의 세포주에서는 TGF-β1 type 

Ⅱ 수용체의 발현을 관찰할 수 없다고 하였다. 최근 두경부 

및 식도 암종에서 type Ⅱ 수용체의 발현 감소가 보고 되어 

있고37), 본 연구에서 사용한 구강 암종 세포주에서는 모두 

type I 수용체의 발현이 관찰되었으나, type Ⅱ 수용체의 발
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현은 전혀 관찰되지 않았다.38) 본 연구에서 사용한 암종 세

포주는 모두 상피 세포 분화를 보여 이들의 TGF-β 반응성 

감소가 type Ⅱ 수용체의 발현 감소와 관련이 있을 것으로 

생각된다. 세포에 의한 단백질의 발현은 전사 조절

(transcriptional control)과 전사후 조절(postranscriptional 

control)에 의존한다. 본 연구에서 관찰한 type Ⅱ 수용체의 

발현 감소 원인을 파악하기 위해 mRNA에 대한 RT-PCR과 

Northern blotting을 수행하였다. 흥미롭게도 RT-PCR에

서 세포내의 TGF-β type Ⅱ 수용체 mRNA 발현이 관찰되

었다. 특히 Northern blotting을 이용하여 정량적인 분석을 

하였을 때 TGF-β에 의한 세포 성장 억제 효과가 뚜렷하였

던 YD-8에서 가장 뚜렷한 발현을 관찰하였다. 또한 일차 편

평 세포 암종에서 기원한 YD-17과 임파절에 전이된 

YD-17M은 두 세포주 간의 유사한 형태학적, 생물학적 특징

에도 불구하고 type Ⅱ 수용체의 발현에 차이가 있어 TGF-

β 신호 전달 체계와 임상적인 전이간에 연관성을 암시하고 

있어 이에 대한 관심이 필요하리라 생각된다.

V. 결  론

본 연구에서는 두경부 점막에서 발생하는 다단계 암종 발

생과정 중 TGF-β에 의한 세포 성장 억제 소실 기전을 파

악하기 위하여 8예의 구강 편평 세포 암종 세포주를 대상으

로 TGF-β에 의한 성장 억제 효과, 세포 주기 단백질 

p21CIP1 발현을 검색하였고, 나아가 type Ⅱ TGF-β 수용체

의 전사 조절과 전사 후 조절을 검색함으로서 TGF-β 수용

체의 발현 조절 과정을 규명하고자 하여, 다음과 같은 결과

를 얻었다.

YD-8을 제외한 다른 구강 암종 세포주에서 TGF-β에 

의한 세포 성장 억제 효과를 보이지 않았다. TGF-β에 의

한 성장 억제 효과를 보였던 YD-8에서는 TGF-β 투여후 

p21CIP1의 발현 증가를 관찰할 수 있었고, TGF-β에 의한 

성장 억제 효과가 없었던 YD-9에서는 p21CIP1의 발현이 관

찰되지 않았다. RT-PCR과 Northern blotting에서 대부분

의 세포주에서 Type Ⅱ TGF-β receptor mRNA 발현이 관

찰되었고, YD-8과 YD-17M 세포주에서 가장 많이 발현되

었다. 이상의 결과로 대부분의 구강 암종 세포주는 TGF-β

에 의한 세포 성장 억제 효과를 상실하는 것으로 판단되며, 

세포 성장 억제 효과를 보였던 세포주에서는 p21CIP1을 경유

하는 세포 증식 주기 조절을 통하여 세포 성장 억제 효과를 

보일 것으로 판단되었다. 
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