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Ⅰ. 서 론

선양낭성암종 (adenoid cystic carcinoma, ACC)은악하선, 설하

선, 그리고 소타액선에서 가장 호발하는 악성종양으로서, 원

주종(cylindroma)으로도불리운다1). 중장년층에호발하며, 여성

에서약간더빈발한다는보고도있다2). 임상적으로발육이완

만한종양이지만신경조직침투로인한국소동통이나타나거

나, 특히 이하선에 발생하였을 경우 안면신경 마비를 동반하

는경우가많다. 조직학적특성에따라관(tubular), 사상체(crib-

riform), 충실(solid) 형으로세분되어임상적으로는충실형이가

장예후가불량한것으로알려져있다3). 표준치료책은수술에

이은 술후 부가적 방사선 요법으로 한 연구결과 이 치료방식

으로 85%의원발성병소조절과 89%, 67.4%, 39.6%의 5, 10, 15

년 disease specific survival을나타내었다4). 이와같이장기생존율

이비교적낮은것은선양낭성암종의타두경부암과는확연히

구분되는암생물학적특징때문이다. 즉종양세포의성장속도

가완만하여지연성원격전이 (delayed distant metastasis)가, 특히

폐에발생되고신경주변조직에침투하는경향이있어임상적

으로경과가길고예후가불량한증례들이있다5). 
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Purpose: Adenoid cystic carcinoma (ACC) is a relatively rare tumor that arises in glandular tissues of the head and neck region and sometimes has

a protracted clinical course with perineural invasion and delayed onset of distant lung metastasis. Treatment failure of salivary ACC is most often

associated with perineural and hematogenous tumor spread. However, very little has been known about the cellular and molecular mechanisms of per-

ineural invasion and hematogenous distant metastasis of parotid ACC. This study was designed to develop an orthotopic tumor model of parotid ade-

noid cystic carcinoma in athymic nude mice.

Experimental Design: A melanoma cell line was injected into the parotid gland of athymic mice to determine whether such implantation was tech-

nically feasible. A parotid ACC cell line was then injected into the parotid gland or the subcutaneous tissue of athymic mice at various concentrations

of tumor cells, and the mice were thereafter followed for development of tumor nodule. The tumors were examined histopathologically for perineural

invasion or regional or distant lung metastasis. We used an oral squmous cell carcinoma cell line as control.

Results: Implantation of tumor(melanoma) cell suspension into the parotid gland of nude mice was technically feasible and resulted in the forma-

tion of parotid tumors. A parotid ACC cell line, ACC3 showed no significantly higher tumorigenicity, but showed significantly higher lung metastatic

potential in the parotid gland than in the subcutis. In contrast, mucosal squmous cell carcinoma cell line doesn’t show significantly higher lung

metastatic potential in the parotid gland than in the subcutis. The ACC tumor established in the parotid gland seemed to demonstrate perineural inva-

sion of facial nerve, needs further study. 

Conclusion: An orthotopic tumor model of salivary ACC in athymic nude mice was successfully developed that closely recapitulates the clinical

situations of human salivary ACC. This model should facilitate the understanding of the cellular and molecular mechanisms of tumorigenisis and

metastasis of salivary ACC and aid in the development of targeted molecular therapies of salivary ACC.
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한 연구에 의하면 원격전이가 발생된 35명의 선양낭성암종

환자들에대한분석결과 2/3에서폐전이가, 12%에서간병소가

관찰되었으며, 원격전이는 초기치료 10-20년 후에도 발생된

예가있었다6). 폐전이병소는단방성으로발생되어천천히증

식할경우에는외과적절제술로양호한결과를나타내기도하

나 대부분의 증례에서 혈관성 전이의 특징인 다발성 전이 병

소를 형성하며, 특히 골조직에 암세포가 퍼졌을 경우에는 예

후가 매우 불량하다7). 선양낭성암의 경우 대부분의 타액선암

이 그러하듯이 암세포의 분열주기가 빠르지 않아 원격전이

병소의치료를위한효과적인화학요법은아직확립되지못했

다8). 따라서전이성, 재발성병소의치료를위한새로운기법을

개발할필요성이절실하다. 이를해결하기위하여선양낭성암

종의 주변조직 침습(invasion)과 전이기전을 암생물학적으로

규명하여야 하며, 이 같은 연구를 통하여 효과적인 표적치료

(targeted therapy)를위한표적분자물질이확인될것이다. 이와

같은 일련의 연구를 위해서는 인간암을 표준화, 계량화할 수

있는효과적인동물모델을확립하는것이최우선과제이다. 

인체암의이종이식은햄스터의협낭(cheek pouch), 기니아피

그의안전수방(anterior chamber of the eye)에서의예와같이면역

학적이점이있는동물들에게시도되어왔다. 흉선이없어면

역능이최소화된누드마우스에인체의종양을이종이식하는

방법은인체암의조직형태학적특성을유지한상태에서증식

시킬수있는가장효과적인방법이다. 생물학적모델의가치

는 모델의 안정성에 좌우되는 바 이식 종양의 안정성을 고려

할때그기준은계대배양후의지속적인종양성장; 종양성장

률; 종양성장의부위와양상; 종양의현미경소견; 그리고종양

에대한숙주반응등이다. 누드마우스를이용한연구에서종

양의이식률과성장속도, 성장의양상그리고종양성장인자

들의차이에도불구하고유사한결과들이도출되는것은누드

마우스를이용한종양시스템이안정되기때문이다9).

인체종양을누드마우스에이종이식하는방법은크게종양

조직을이식하는방법과배양된종양세포주를이식하는방법

이있다. 누드마우스에종양조직을이식할때에는멸균된환

경에서신선종양조직을 1-5 gm 크기로절제후다시 1-2 mm3

로잘게절편화하여적정량의종양현탁액으로만들어 13-16

게이지의 비교적 큰 주사침을 사용하여 피하 조직에 주입한

다. 이때종양조직을잘관찰하여중심의괴사된부위나출혈

부위 그리고 세포 성분이 적은 부위는 제외하는 것이 바람직

하다. 이와같이종양조직을직접이식하는방법은종양의미

세환경 요소들을 같이 이식해 준다는 장점이 있지만 비교적

작고섬세한선조직등에의이식이기술적으로불가능하여피

하 종양모델은 제작할 수 있지만 동위 종양모델(orthotopic

tumor model)은제작하기어렵다는단점이있다.

동위종양모델이란종양이기원된같은조직에종양을이종

이식하여 유도된 종양을 갖고 있는 모델을 말하며 이식시의

기술적 문제로 종양 조직보다는 종양 세포를 이식하게 된다.

이미알려진바와같이배양된인체종양세포주는종양연구

의필수적인요소이며, 세포주로부터유래되어누드마우스에

유도된종양이외과적절제표본으로부터직접이식되어형성

된종양과종양세포의형태, 세포내미세구조, 염색체분석, 조

직소견등에서다르지않은것으로알려져있다10). 또한배양된

종양 세포주를 이식하는 것이 종양 조직을 이식하는 것보다

이식성공율이높은것으로보고되었다11). 본연구에서는비교

적 미세한 조직인 누드 마우스의 이하선에 타액선암의 동위

종양모델을 제작하기 위하여 인체 타액선암으로부터 수립된

세포를이식하고자하였다.

악성종양의침윤성은암세포의운동성, 이주성, 단백분해효

소의 발현 여부와 연관되며12-15), 전이능은 혈액세포와 반응하

여해부학적경계를통과하는능력과관계된다16-18). 누드마우

스의 피하조직에 이식된 대부분의 인체 종양은 기관 전이가

잘일어나지않는다. 반면에성공적으로제작된많은동위종

양모델에서는인간암의임상적침투와전이양상이모사되는

것으로 보고되었다19-22). 즉 이종이식된 종양의 주변조직 침투

와원격전이여부는이식장소, 종양의존재시간, 종양의기원

과본태, 이식숙주의미생물학적, 면역학적, 유전적요인들이

중요하게 작용한다고 여겨지고 있다. 본 연구를 통하여 확립

된타액선동위종양이인간암에서와유사하게성공적으로주

변조직침투와원격전이를일으키는지를검증하고자한다.

타액선암의경우국내외적으로종양의발생과특징적인임

상적증상을야기시키는인자들에대한체계적인연구가부족

하다. 타액선 암종의 생물학적 특성을 규명한 지금까지의 연

구는대부분수술표본에서종양성장과관련된인자들의단백

발현정도와 임상병리학적 지표라든지 예후인자들과의 상관

관계에 관한 것들이다. 이는 타액선암 세포주 확립의 어려움

과 신뢰할만한 실험모델의 부재 때문이다. 이에 본 연구에서

는임상적으로신경조직침투와혈관성폐전이가문제가되는

타액선암의연구를위하여인간타액선암의전이양상을재현

할수있는동물모델을제작하고자한다. 

Ⅱ. 연구재료 및 연구방법

1. 세포주 및 세포배양

예비실험에서 누드 마우스에서의 종양발생능(tumori-

genecity)이 검증된 흑색종(melanoma) 세포주인 B16BL6를23) 사

용하였다. 타액선선양낭성암세포주로는 49세남자환자의이

하선선양낭성암종으로부터확립된ACC3가실험에이용되었

다. 또한본실험에사용된대조군세포주로는구강점막편평

상피세포암으로부터 확립된 세포주인 MDA1986을 사용하

였다24). 

선양낭성암 세포주는 15% 우태혈청, L-glutamine, 비타민

(Life Technologies, Inc., Grand Island, NY, U.S.A.), 페니실린-스트

렙토마이신(Flow Laboratories, Rockville, MD, U.S.A.)이 함유된

RPMI-1640 배양액에서 단일배양층으로 유지되었다. B16BL6

와 MDA1986은 10% 우태혈청, sodium pyruvate, nonessential

amino acids, L-glutamine, 비타민 (Life Technologies, Inc., Grand
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Island, NY, U.S.A.), 페니실린-스트렙토마이신(Flow Laboratories,

Rockville, MD, U.S.A.)이 함유된 DMEM 배양액에서 단일배양

층으로유지되었다. 세포들은모두 5% CO2, 95% 공기상태로

37℃에서배양되었다.  

2. 실험동물과 세포접종액 처리

생후 6-8주된흑색마우스와생후 8-12주된수컷누드마우스

가 실험에 이용되었다. 누드 마우스는 병원성 미생물이 존재

하지 않는 환경에서, 방사선 멸균처리된 사료와 고압증기 처

리된 물로 사육하였다. 생체내 이종이식을 위한 세포 부유액

(cell suspension)을만들기위하여 95% 이상의활성을유지한배

양세포만을이용하였으며이는트립판블루염색으로확인하

였다.  배지에포화상태에이르지않은암세포를트립신처리

(0.25% 트립신+0.02% EDTA) 후 정해진 수만큼을 30㎕의 Ca2+

과 Mg2+가 함유되지 않은 HBSS(Hanks’balanced salt solution)에

부유시켰다.  

3. 이하선에의 종양세포 이식술 (Orthotopic Parotid

Injection Technique)

누드마우스의이하선조직내에일정부피를가진암세포부

유액을주입하여실험적으로종양을발생시키는것이기술적

으로가능한지를결정하기위하여악성도가높은흑색종세포

주를 이용하여 예비실험을 수행하였다. 먼저 발생학, 해부학

적으로영장류와차이가있는설치류에서이하선을확인하기

위하여마우스의두경부영역에존재하는선조직들을해부학

적으로확인하고조직학적으로관찰하였다.

이하선확인후, 104 개와 5×104 개의흑색종세포주를각각

5마리의 흑색 마우스의 이하선에 이종이식하였다. 즉 쏘디움

펜토바비탈복강내마취 (50mg/kg body weight) 후협부를알코

올 솜으로 소독하였다. 미세가위로 전이개 부위에 절개선을

가하고절개부의하방에위치하는이하선에손가락으로가벼

운압력을가하여이하선조직을절개부위로노출시킨후, 30

게이지의피하주사침을이용하여암세포부유액 30㎕를새지

않도록 조심스럽게 주입하였다. 암세포 부유액 주입 후 절개

부는 1개의 금속 클립을 이용하여 봉합하였다. 실험동물에서

의종양발생여부는암세포이종이식후 3주간면밀히관찰되

었다. 

4. 피하조직에의 종양세포 이식술 (Subcutaneous Flank

Injection Technique)

실험에이용된타액선암세포가, 기원된원발부위와유사한

마우스의 동위 조직인 타액선에 이종이식 되었을 때 성장 이

점이 있는지를 결정하기 위하여, 인간의 이하선에서 유래된

선양낭성암 세포주와 대조군 세포주인 구강 편평상피세포암

세포주를 실험동물의 이하선과 옆구리 피하조직에 이종이식

하였다. 즉 실험군(ACC3)과 대조군(MDA1986)에서 각각5×

106(Group1), 5×105(Group2), 1×105(Group3), 5×104(Group4), 1×

104(Group5), 1×103(Group6)의 암세포를 군당 5마리의 누드 마

우스의이하선과옆구리피하조직에이종이식하였다. 이하선

에의암세포부유액주입은전술한바와같이시행하였다. 암

세포부유액주입후, 터지지않고잘형성된수포(bleb)를통하

여성공적인암세포주입을확인할수있다. 누드마우스의옆

구리부위피하조직에암세포주입시에는숙련이되면마취는

필요치않다. 정해진수의암세포를 50㎕의 HBSS에부유시켜

1ml 시린지와 30게이지 주사침을이용하여누드 마우스의우

측 옆구리 부위의 피하조직층 내에 주입하였다. 암세포 이종

이식 후 실험동물은 종양이 인지될 때까지 매일 관찰되었고,

종양발생후에는 1주일에 2회종양의증식을기록하였다. 종

물의크기는캘리퍼를이용하여그장경과단경을 cephalad-to-

caudad/left-to-right 로 측정, 기록하였다. 종양의 부피는 다음의

공식으로산출하였다25); (장경)×(단경)2×π/6, π=3.14. 

5. 실험동물 부검 및 조직학적 관찰

실험동물을혈관성원격전이가일어날수있는기간을고려

하여암세포이식후 8주시점에서희생하였다. CO2를이용하

여 안락사 시킨후 원발성 종양을 절제하여 그 무게를 측정하

였다. 종물을 이등분하여 반은 헤마톡실린-에오신 염색을 위

하여포르말린고정후파라핀에포매하였고, 나머지반은향

후의 계속적인 연구를 위하여 OCT 화합물(Miles Inc., Elkhart,

IN, U.S.A.)에 포매하여 액체질소로 급냉 후 -70℃에 보관하였

다. 경부임파절과양쪽폐, 그리고간조직까지조직학적관찰

을위하여절제후포르말린에고정후일반현미경을통하여

전이 병소의 발생 유무를 검사하였다. 폐조직에의 전이 병소

발생여부결정시에는작은전이병소를놓치지않기위하여,

한개체의폐조직에서최소 25㎛이상차이를두고 5개의슬라

이드표본을만들어검사하였다. 

6. 통계분석

실험동물에서암세포주의종양발생능과부위에따른 (ortho-

topic/parotid Vs ectopic/subcutis) 종양발생에의영향을평가하기

위하여 exact logistic regression을이용하여통계분석을시행하

였다. Regression model에는 암세포 부유액에서의 세포 희석률

(1×103~5×106)의 영향과 세포 주입 부위 (이하선 : 피하조직)

에대한항목이포함되었다. 부위별영향에대한유의성평가

시유의수준은 0.05로하였다. 또한희생시각군내에서종양세

포의 이식 부위에 따른 종양 부피의 비교는 Wilcoxon nonpara-

metric test로 검정하여 역시 유의수준 0.05이하에서 그 차이를

인정하였다.
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Ⅲ. 연구결과

1. 암세포의 이하선내 이종이식술 (예비실험)

이하선을확인하기위하여누드마우스의두경부에존재하

는선조직들을해부학적으로고찰하고, 절제후조직학적으로

관찰한결과 (Fig. 1)과같은소견을보였다. 누드마우스의안면

부 측면 중앙부에 있는 선조직은 누선이며 이하선은 누선의

하부에경부쪽으로치우쳐피하지방층에매몰되어존재하였

다. 이하선에 104 개와 5×104 개의 흑색종 세포주를 이종이식

하고이하선종양발생여부를 3주간관찰한결과암세포이식

3주 후 104 개의 암세포를 이식한 5마리중 4마리에서, 그리고

5×104 개의암세포를이식한 5마리모두에서이하선흑색종이

성장되었다 (Fig. 2). 종양의발생은 9마리에서모두암세포이

식후 6-7일경에인지되었으며, 이후세포주의강한악성도로

인하여급속히성장하였다. 

2. 타액선암 세포주의 이종이식 소견

(1) 동위종양모델의확립및동위종양의조직학적소견

인간타액선암세포가미세환경이유사한누드마우스의이

하선 조직 내에 이종이식되었을 때 피하에 이식한 경우와 비

교하여암생물학적으로차이점이있는지를결정하기위하여,

차별화된수의타액선암세포주를누드마우스의이하선과피

하에 이식 후 8주간 관찰하고 희생하였다. 먼저 이종이식된

ACC 세포주는누드마우스의이하선에서동위종양을형성하

였다(Fig. 3-A). 외과적으로이하선종양을노출시킨결과종물

은이하선내에서성장되고있음을보여주었다(Fig. 3-B). 조직

학적으로도종물의주변부에이하선조직이관찰되어이하선

내에서 성공적으로 발생된 동위종양의 소견을 보여주었다

(Fig. 3-C,D). 그러나암세포의증식양상은인간암에서볼수있

는 것과 같이 관구조물이나 스위스 치즈 형태의 사상체를 형

성하는소견은없었고충실형에가까운암세포증식상을보여

주었다(Fig. 3-C). 고배율 사진에서 종양세포의 활발한 분열상

을볼수있다(Fig. 3-E).  

Fig. 1. Glandular structures in the head and neck area of nude mice.

A : Normal anatomical features in lateral view of the head and neck area of nude mice. We can see the lacrimal gland and

the parotid gland. We can also detect upper and lower branches of motor divisions of facial nerve.

B : Histologic features of the lacrimal gland of nude mice (H&E staining, original magnification ×40).

C : Histologic features of the parotid gland of nude mice (H&E staining, original magnification ×40).

D : Histologic features of the mandibular gland of nude mice (H&E staining, original magnification ×40).

E : Histologic features of the lingual gland of nude mice (H&E staining, original magnification ×40).

F : Histologic features of the thyroid gland of nude mice (H&E staining, original magnification ×40).

A B C

D E F
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Fig. 2. Parotid tumor of a black mouse.

A : Gross features of the parotid melanoma. A huge tumor was developed 3 weeks after the

injection of melanoma cells (cell number : 5×104) into the parotid gland of a black mouse.

B : Dissected view of the tumor-bearing mouse. We can see the huge parotid melanoma of

right parotid gland and a pigmented mandibular lymph node (arrow) in the left-sided neck.

A B

Fig. 3. Orthotopic tumor model of parotid ACC in nude mice.

A : A huge parotid tumor was developed after the injection of human adenoid cystic carcinoma cells (cell number : 5×105)

into the parotid gland of a nude mouse.

B : Dissected view of a tumor-bearing mouse. We can see the multiple nodular mass in the parotid gland.

C-E : Histologic features of the orthotopic parotid tumor. Normal glandular tissues were displaced to the periphery of the

tumor mass, which developed in the center of the parotid gland. We also detect the characteristics of the tumor cells

of human adenoid cystic carcinoma, which were transplanted to mouse (H&E staining, original magnification ×40;C,

×100;D, and ×200;E).

A

B

C D E
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(2) 종양발생능

타액선암세포주를마우스에이종이식했을때관찰기간중

세포농도에 따른 종양발생능은 (Table 1)과 같다. 즉 동위조직

(이하선)과이소조직(피하) 내에서, 상대적고농도인 1,2군에서

는 100%의 종양발생율을 보였으며, 상대적 저농도인 5,6군에

서는종양이발생되지않았다. 3군의경우이하선조직과피하

조직에서 타액선암 세포주의 종양발생능은 동일하였으며, 4

군에있어서는동위조직내에서 60%, 이소조직내에서 40%의

종양발생율을나타내었다. 즉원발부위의종양발생율은세포

농도에는영향을받았지만, 각군에서이식부위에따른차이

는없는것으로분석되었다.  

Table 1. Tumorigenicity, incidence of regional and distant metastasis in the experimental group (adenoid cystic

carcinoma cells)

Subcutis Injection (N=5) Parotid Injection (N=5)

Primary Tumor Lymph Nodes Lung Primary Tumor Lymph Nodes Lung

Group1 (5×106) 5 0 0 5 0 1�

Group2 (5×105) 5 0 0 5 0 2�

Group3 (1×105) 3 0 0 3 0 0

Group4 (5×104) 2 0 0 3 0 0

Group5 (1×104) 0 0 0 0 0 0

Group6 (1×103) 0 0 0 0 0 0

� : P<0.05 (Exact logistic regression) 

Fig. 4. Histologic features of the subcutaneous tumor of salivary adenoid cystic carcinoma. 

A : Transplanted human ACC cells successfully developed tumor mass in the subcutis of a mouse (H&E staining, original

magnification ×40).

B : Normal architecture of lymph node was disrupted in the inguinal lymph node, which located in the vicinity of the subcu-

taneous tumor. But there were no tumor cells. Instead of tumor cells, immune related cells were infiltrated in the hyper-

plastic lymph nodes (H&E staining, original magnification ×200).

C : We couldn’t detect distant metaststic lesion in the lung (H&E staining, original magnification ×100).

D : There was also no visceral metastasis in the liver (H&E staining, original magnification ×40).

A B

C D
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(3) 피하종양의관찰소견

조직학적으로 타액선암 피하 종양의 소견은 (Fig. 4-A)와 같

아 동위종양과 유사한 소견을 보여주었다. 피하 종양 주변의

서혜부에서적출한임파선에는암세포의전이없이면역관련

세포들이유입되는소견을보였다 (Fig. 4-B). 원격전이여부는

폐 및 간에서 평가하였는데 모든 개체에서 원격 전이의 소견

은관찰되지않았다 (Fig. 4-C, D).

(4) 원발종양의증식능

인간 타액선암으로부터 확립되어 마우스에 이종이식된 선

양낭성암 세포들은 조직학적으로 선양낭성암종의 특징적인

소견을 나타내지 않았다. 즉 관 구조물이라든지 스위스 치즈

모양의구조물은관찰되지않았으며종양세포들이군집을이

루어 증식하는 충실형과 유사한 소견을 보였다. 부피로 계측

된종양성장의차이는종양발생율이 50% 이상을보인 1-3군에

서만 비교, 분석한 결과 전반적으로 타액선암 세포주는 이하

선조직과피하조직에이식되었을때그성장속도에있어서의

차이는인정되지않았다. 

(5) 임파절전이능

타액선암 세포주는 피하 종양 형성 후나 이하선 종양 형성

후 모두의 경우에서 주변 임파절 전이의 소견을 보이지 않았

다 (Table 1). 암세포이식 8주후의부검시동위종양의경우동

측임파절의크기가상당히증가된경우가많았으나 (Fig. 5-A)

조직학적관찰결과암세포의증식이아닌면역관련세포들의

증식으로판명되었다 (Fig. 5-C, D). 세포농도나이식부위에따

른임파절전이능의차이는없는것으로분석되었다.

(6) 신경조직침투능

타액선암세포주를이하선에이종이식한결과동위종양형

성후주변조직에침투하는양상을나타내었다. 1군중 1마리에

서뇌로침투하는소견을보였다 (Fig. 6-A). 안면신경과의관계

에 있어서는 부검시 안면신경 가지가 종양과 유착되어 있는

소견은없었으나 (Fig. 6-B), 조직학적관찰시종양세포들이신

경세포쪽으로침투해들어가는양상을보였다 (Fig. 6-C, D). 이

와는 대조적으로 구강점막 편평상피세포암 세포주를 이하선

에이식하여발생된이하선종양에서는암세포들이신경조직

Fig. 5. Gross and histologic features of cervical lymph nodes of a tumor-bearing mouse.

A : Gross features of central neck of the mouse. We can see the hyperplastic mandibular lymph nodes (arrow) of right-

sided neck. 

B : Histologic features of a normal mandibular lymph node from left-sided neck (H&E staining, original magnification ×100).

C : Histologic features of the hyperplastic lymph nodes. Normal structures of lymph node were disruped (H&E staining,

original magnification ×40).

D : There were a lot of infiltrating immune-related cells (arrow) in the hyperplastic lymph nodes (H&E staining, original

magnification ×100).

A B

C D
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이나 신경 주변조직에 침투해 들어가는 양상을 보이지 않고,

종양세포들이신경조직과분리되어있는소견을관찰할수있

었다 (Fig. 6-E).

(7) 혈관성원격전이능

실험군중이하선종양의 1군에서 1개체, 2군에서 2개체에서

혈관성 원격전이인 폐전이 병소가 발생하였다 (Table 1). 폐전

이병소는육안적으로도확인가능하였으며 (Fig. 7-A) 조직학

적으로폐의혈관주변으로종양세포들이증식하는소견을보

였다 (Fig. 7-B, C). 이와는대조적으로피하종양의경우혈관성

원격전이의소견을보이지않았다 (Fig. 7-D). 즉 1군과 2군에서

피하종양에서보다는동위종양에서혈관성원격전이가증가

되었다 (P<0.05).

Fig. 6. Invasive characteristics of ACC orthotopic tumor.

A : A mouse of experimental group, had invasive brain lesion from the parotid tumor at the time of sacrifice. 

B : Dissected view showing the relation of tumor mass with facial nerve. The motor branches of the facial nerve (arrow)

was displaced and movable. 

C : Histologic features of the facial nerve. We can see nerve tissues and tumor mass (H&E staining, original magnification ×40).

D : In higher magnification, ACC tumor cells (arrow) were migrated to the nerve tissues (H&E staining, original magnification ×200).

E : But, in the control mouse, which received SCC cells, tumor mass and nerves were completely separated (H&E stain-

ing, original magnification ×100).

A B

C D E

Table 2. Tumorigenicity, incidence of regional and distant metastasis in control group (squamous cell carcinoma

cells)

Subcutis Injection (N=5) Parotid Injection (N=5)

Primary Tumor Lymph Nodes Lung Primary Tumor Lymph Nodes Lung

Group1 (5×106) 4 0 0 4 0 0

Group2 (5×105) 5 0 1� 5 1� 0

Group3 (1×105) 4 0 0 5 1� 0

Group4 (5×104) 4 0 0 3 0 0

Group5 (1×104) 3 0 0 2 0 0

Group6 (1×103) 0 0 0 0 0 0

� : P<0.05 (Exact logistic regression) 
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3. 구강점막 편평상피세포암 세포주의 이종이식 소견

(1) 종양발생능

구강점막 편평상피세포암 세포주를 이하선과 피하에 이식

했을때관찰기간중세포농도에따른종양발생능은 (Table 2)

와같았다. 즉이하선에서 1군(80%), 2군(100%), 3군(100%), 4군

(60%), 5군(40%), 6군(0%)의종양발생율을보였으며, 피하에서

1군(80%), 2군(100%), 3군(80%), 4군(80%), 5군(60%), 6군(0%)의

종양발생율을 보였다. 실험군 (타액선암)에서와 같이 대조군

에서도 원발부위의 종양발생율은 세포농도에는 영향을 받았

지만, 각군에서이식부위에따른차이는없는것으로분석되

었다.

(2) 원발종양의조직학적소견및증식능

조직학적으로 편평상피세포암이 이하선 내에 성공적으로

발생된소견을볼수있으며 (Fig. 8-A), 종물내에는각질진주

(keratin pearl)와같은구조물들이관찰되어분화도가좋은편평

상피세포암종의특징을잘보여주고있다 (Fig. 8-B). 피하편평

상피세포암도 조직학적으로 전형적인 편평상피세포암의 특

성을나타내었다 (Fig. 9-A, B). 세포주의악성도가높아종물은

전반적으로실험군인타액선암세포주이식군보다급격히성

장하였다. 이식부위에따른차이는종양발생율이 50%를넘어

선 1-4군에서만비교한결과이하선종양과피하종양간의부

피차이는없는것으로분석되었다.

(3) 전이능, 주변조직침투능

대조군인 구강 편평상피세포암 세포주의 경우 선양낭성암

종세포주와는달리이하선종양형성후 2, 3군에서각 1개체

에서경부임파절전이의소견을보였으며 (Fig. 8-C) 폐전이는

발생하지않았다 (Fig. 8-D). 전이된임파절종물역시조직학적

으로편평상피세포암의특성을유지하였다. 피하에이식한경

우에는주변임파절전이는없었으나 (Fig. 9-C), 2군의 1개체에

서폐전이병소가발생되었다 (Fig. 9-D). 또한이하선편평상피

세포암의경우전술한바와같이뇌, 안면신경등으로의신경

조직침투소견은관찰되지않았다 (Fig. 6-E).

Fig. 7. Distant metastatic characteristics of ACC orthotopic tumor.

A : Gross feature of a lobe of the lung in the experimental group. White, hard consistency means metastatic lesions in the

lung.

B,C : Histologic features of the metastatic lung lesions. Usually, around blood vessels in the lung, metastic tumor masses

were developed, which means vascular metastasis (H&E staining, original magnification ×100).

D : In the contrary, the lungs of mice in the control group had no metastatic lesions (H&E staining, original magnification

×40).

A B

C D
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Fig. 8. Histologic features of parotid SCC in nude mice.

A : Squamous cell carcinoma was developed within the parotid gland of a nude mouse (H&E staining, original magnification ×40).

B : We can see the characteristic features (keratin pearl, arrow) of SCC (H&E staining, original magnification ×100).

C : Two mice of the control group showed lesions indicating regional lymph node metastasis. In the periphery within a

mandibular lymph node, tumor cells were grown (H&E staining, original magnification ×40).

D : But, There were no distant metastatic lesions in the control group (H&E staining, original magnification ×40).

A B

C D

Fig. 9. Histologic features of subcutaneous SCC.

A,B : Typical squamous cell carcinoma was developed within subcutaneous tissue of a nude mouse (H&E staining, original

magnification ×40;A, ×100;B).

C : Subcutaneous SCC didn’t metastasize to regional lymph nodes (H&E staining, original magnification ×100).

D : But interestingly only one mouse out of 30 mice, which had received SCC cells in their flank area, developed metastatic

lung lesion at the time of sacrifice (H&E staining, original magnification ×40).

A B

C D
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Ⅳ. 총괄 및 고찰

본연구를통하여저자등은이하선선양낭성암종의동위종

양 모델을 마우스에 확립하였다. 제작된 누드 마우스의 이하

선동위종양은피하종양과는달리인간이하선선양낭성암종

의 임상적, 암생물학적 특성을 모사하고 재현하는 소견을 보

였다. 즉조직학적으로신경조직으로침투하는소견을보여주

기도 하였으며, 특히 주변 임파절 전이보다는 혈관성 폐전이

양상을나타내어의미있는결과를도출하였다. 

본실험을위하여먼저마우스의타액선의하나인이하선의

위치를 확인하고자 마우스의 두경부에 존재하는 선조직들을

해부학적으로고찰하였다. 마우스와같은설치류의경우인간

인영장류와비교하여두경부구조물들의상대적위치에있어

다소간의차이점을알수있었다. 즉누선이상대적으로후방

에 위치하여 귀 전방부에 존재하였으며, 이하선의 경우 하악

골 상행지의 마약한 발달로 하악골을 감싸기 보다는 경부의

측면에서피하지방조직에매몰되어있는듯한양상으로존재

하여혼동의여지가있었다. 

조직학적으로는이하선의경우누선과달리간질조직이매

우 발달되어 있었으며 분비관(duct)들이 다양한 크기로 더 많

이 존재하였다. 악하선의 경우 경부의 중앙에 양쪽으로 존재

하여 평면 해부학적으로 갑상선과 혼동될 수 있다. 갑상선의

경우경부의띠근육 (strap muscle) 심부의기관(trachea) 양측면

에존재하며, 조직학적으로도특징적인낭구조물(follicle)의존

재로확인이가능하였고, thyroxin에대한면역조직화학염색으

로검증할수있다. 이하선선양낭성암종의주요침투로인안

면신경의경우마우스에있어서는인체와달리안면근에분포

하는 운동신경 분지가 2개만이 존재하여 각각 상분지(upper

branch), 하분지(lower branch)로 명명하였다. 또한 두경부 악성

종양의파급로인경부임파절의경우마우스의경우육안으로

분명하게확인가능한임파절은악하선의상부와외측으로 3-

4개정도가존재하였으며(Fig. 2-B) 경정맥을따라분포하는임

파절들은 경부 외측 근육의 심부에 위치하며 그 크기가 매우

작았다. 따라서본연구에서임파절전이여부는동측과반대

측의악하부임파절 2개씩개체당총 4개를대상으로그전이

여부를결정하였다.   

해부학적고찰에서이하선의경우피하지방조직에매몰되

어존재하며그구조적특성상누선과같은원형구조물이아

니고 다수의 엽 구조물을 형성하고 있어 실제 암세포를 주입

하기위한공간이그리충분하여보이지않았다. 따라서예비

실험을통하여누드마우스에서종양발생능이입증된, 악성도

가 높은 세포주인 흑색종 세포주를 이용하여 암세포 부유액

주입의기술적가능성을확인하였다. 예비실험결과 30게이지

니들을 통하여 암세포 부유액을 누출 없이 이하선에 주입할

수있는술기를터득하였고, 주입된흑색종세포는이하선내

에서성공적으로종물을형성하였다. 예비실험의목적상경부

임파절전이여부에대해서는조직학적으로확인하지않았지

만 부검 소견에서 이하선 흑색종 주변이나 반대측의 경부 임

파절에 흑색종 전이 병소를 시사하는 검은 착색(pigmentation)

을관찰할수있었다.

암세포 주입의 기술적 가능성을 확인한 후, 실제 타액선암

세포주를 이용한 본 실험을 진행하였다. 타액선암 종양 모델

을 확립하기 위하여 저자 등은선양낭성암, 점액유표피암

(mucoepidermoid carcinoma), 타액선관암종(salivary ductal carcino-

ma) 등의실제수술환자의조직에서종양세포의일차배양을

수차례시도하였으나타액선암세포의경우일차배양배지에

부착하는능력이떨어지는것같고, 배양배지에서성장속도가

느리며, 세균이나진균감염을극복하더라도섬유아세포의증

식속도를극복하지못하는경우가많았고, 또한섬유아세포와

분리하는 단계에서 트립신 처리 후 더 이상의 성장이 이루어

지지않는경우가많아세포주확립에많은어려움이있었다.

그나마확립된세포의경우마우스에서종양발생능이없었다. 

ACC 세포주는중국, 일본의실험실에서개발되어왔으나연

구하는 그룹이 많지 않아 지금까지 확립된 세포주는 몇몇에

불과하다26-28). 본 실험에 이용된 세포주(ACC3)는 49세 남자환

자의이하선에발생된선양낭성암종으로부터일본니가타치

과대학 병리과의 Takashi Saku 교수가 제작한 것으로29) 저자가

검증해 본 결과 누드 마우스에서 종양발생능이 있어 본 실험

에적용하였다. 

본 실험에서 물리적으로 이하선 동위종양은 제작되었으나

조직학적으로인간선양낭성암종의조직학적특성, 즉스위스

치즈모양의반복적소낭포강의형성이라든지관구조물의형

성, 전형적인 실질형의 암세포 증식상 등을 확인하기 어려워

세포주의 계대배양 과정에서 선양낭성암종의 암생물학적 특

성이 유지되고 있는지가 의심되기도 하였다. 이와 같이 배양

과정에서변형되었을가능성이있는암세포주 (transformed cell

line)의주입을통해제작된실험동물모델은인간암의생물학

적특성을재현하지못할가능성도있다. 이같은한계점을극

복하기위하여이종이식을통한동물모델제작시고형종양을

분절화하여종물전체를이식하기도한다30) 이경우외과적절

제 표본을 통해 종양의 미세환경을 같이 이식해 준다는 장점

이 있으나 이식 성공률이 세포주 이식에 비교하여 떨어지고,

본 연구에서와 같이 마우스의 이하선과 같이 용적이 작은 조

직에는성공적으로이식하기가불가능한경우가많으며, 이식

후 발생된 종양의 정량적 비교가 어렵다는 문제점이 있다고

생각된다.

암세포이종이식을통한마우스종양모델의제작에있어암

세포의수나농도에대해서는제시된기준은없다. 물론세포

주의특성에따라다르겠지만통상적으로한부위에 106 개의

세포를 이식하는 것이 종양 발생을 위한 적정 세포수로 생각

되며, 실험의목적에따라다르겠지만너무많은수의암세포

를이식할경우원발종양의부하가너무커져실험동물이실

험기간을버티지못한다든지전이가발생되지않는문제점이

발생될수있다. 이러한점들을고려하여본실험에서세포수

를 1×103~5×106 개로산정하였다. 이하선동위종양에서각군

의 세포수에 따른 종양발생율을 분석해 보면 본 세포주의 이
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하선동위종양제작을위한적정세포수는 1×105 개(3군)과 5

×105 개(2군) 사이라고 생각되며 이는 이후의 본 종양모델을

이용한항종양제제의치료실험이나생존율실험의기준이될

것이다.

제시된결과와같이본실험에서의선양낭성암세포주는이

하선에서피하부위와비교하여종양발생율이더높다고여겨

지지는않는다. 편평상피세포암에대한설암종동위종양모델

제작에 대한 연구에서는 인간 암세포를 실험동물의, 종양이

기원된 동일한 조직에 이종이식 하였을 경우 피하에 이식한

경우와비교하여그종양발생율이더높다는결과를제시하였

다24,31). 본 연구결과 선양낭성암 세포주가 원발성 부위인 이하

선조직내에서종양발생율이피하조직과유사한것은세포주

자체의요인일수도있고, 전술한바와같이이하선의위치가

혈행이풍부한부위가아닌피하지방층에위치한것이종양발

생율에 영향을 미칠 수도 있다고 고찰하였다. 또한 타액선암

동위종양모델의경우부피로계측된종양성장의비교에서동

위종양과피하종양의성장속도가차이를보이지않은점은주

목할만하다. 즉이같은관찰을통해선양낭성암세포가종양

의 임상적, 암생물학적 특성을 발현하는 요인들에 영향을 미

치는 고유한 이하선 조직내의 미세환경에 친화도가 더 있을

수있다는가설을32) 검증하고자하였으나본타액선종양모델

에서는 의의가 없는 것으로 판명되었다. 추후 연구를 통하여

타액선암종에서악성표현형에영향을미칠수있는, 종양세

포와숙주의발생기관사이의상호관계에관하여규명하여야

할것으로고찰하였다.

동위종양모델의가치는임상적상황을재현하는자발적전

이가가능하다는점이며이를통해전이의분자생물학적기전

을연구할수있으며, 자연스럽게전이병소의치료책을다각

도로시도해볼수있다. 또한부가적으로전이병소로부터암

세포주를다시반복확립함으로써전이성이확립된세포주를

제작할수있다33-35). 

본연구결과에서도피하종양의경우혈관성폐전이병소가

발생되지않았지만동위종양의경우실험대상인 30개체중원

발성 이하선 종양이 성공적으로발생된 16개체 중 3개체에서

폐전이 병소가 유도되었다. 이 같은 차이점은 두경부 부위와

피하의임파계와혈행이다르다는해부학적요인에따른것일

수도있다. 하지만대조군세포주의경우경부임파절전이가

야기되었으나선양낭성암세포주의경우경부임파절전이없

이 폐전이 병소만이 유도되었다는 점은 주목할만 하다. 부검

시 많은 개체의 동위종양군에서 암세포가 주입된 우측 경부

임파절 1-2개의 크기가 상당히 증가된 소견을 보여 암세포의

임파절 전이를 의심하였다. 그러나 조직학적 검사 결과 경부

임파절의 부종은 암세포의 증식이 아닌 형질세포(plasmacyte),

중성백혈구(neutrophil) 등 면역관련 세포의 유입으로 인한 것

으로 판명되었다. 대부분의 두경부암과는 달리 주변 임파절

전이없이원격폐전이가발생된것은선양낭성암종의임상적

전이 양식이 정확히 실험동물에서 모사된 것이며, 이는 전이

기전의 암생물학적 요인이 크게 작용하였음을 시사한다. 본

실험에서대조군피하종양 2군의한개체에서폐전이병소가

관찰되었는데이는전혀예상치못했던결과로아마도적용된

세포주의특성인악성도에기인한것으로결론지었다.

ACC의 또 다른 특징은 암세포가 신경의 신경주막(perineuri-

um)을따라퍼지는경향이강하다는점이다. 일단신경주막강

에들어간종양은신경조직을따라먼거리에까지이를수있

어이로인하여종종국소재발이야기된다. 이경우수술시원

발 절제부위는 음성절제연을 보이지만 신경의 근위단(proxi-

mal) 쪽에국소재발을야기시키는종양이존재하게된다. 종양

이 삼차신경의감각신경에침범했을 경우 동통, 저감각증, 감

각이상증의임상증상을보이며, 안면신경의운동신경에침범

했을경우전형적으로안면마비증상을나타낸다. 수술시신

경절제와 함께 술후 방사선 조사로 국소부위 재발을 예방할

수도 있지만 신경조직 병소가 동반된 ACC 환자의 완치 방법

은 역시 임상가들에게는 관심의 대상이다. 실제 후향적 연구

에서 ACC의 신경 침범은 치료실패의 주 원인으로 보고되었

다36). ACC의신경조직침범은임상적으로인식되었지만그분

자생물학적기전은이해되지못하고있다. 이에저자등은임

상표본에 대한 분석과 타액선 동위종양 모델의 개발을 통한

연구로ACC의신경조직침투에대한세포학적, 분자생물학적

기전을밝히고자하였다.

본실험결과부검시의소견으로는마우스의안면신경가지

가 이하선 종물과 유착되어 있다고 볼 수 없었으나 조직학적

으로실험군세포주의경우대조군세포주와비교하여신경조

직과종물과의관계가긴밀하게유지되고고확대사진에서종

양세포가신경조직쪽으로유입되어들어가는소견을보였다.

하지만이같은육안적소견만으로성공적인신경침투동물모

델이확립되었다고판단하기는어려우며추후종양세포의신

경조직부착물질의분비여부라든지침투와관련된인자들의

발현 여부 등의 분자생물학적 연구가 이루어져야 할 것이다.

이외에도실험군동위종양군의한개체에서실험기간말기에

뇌조직으로의 침투가 발생되었는데 이는 안면신경로를 통한

종양세포의파급이라기보다는암세포주입시이하선표면으

로의암세포액누출을염려하여주사침이너무깊이자입되어

이하선심부의조직에종양이발생되면서쉽게뇌강으로파급

된것으로여겨진다.  

Ⅴ. 요약 및 결론

결론적으로본연구진은마우스을통하여이하선선양낭성

암종의동위종양모델을제작하였고, 동위종양의성장이나전

이양상을고찰하였다. 특히본이하선동위종양모델은신경

조직 침투 양상은 분명하지 않았으나, 혈관성 폐전이 병소를

성공적으로유도하였다. 따라서본동물모델을통하여이하선

선양낭성암종의발생과폐전이에관련된세포학적, 분자생물

학적기전을규명할수있을것이며더나아가폐전이병소의

치료를위한실험을진행할수있을것이다. 
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