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Ⅰ. 서 론

구강암은 전체 암중 2-5% 정도의 발생 빈도를 보이며, 두경

부의암중후두암다음으로호발하는암이다1). 구강암중에는

편평세포암종이가장호발하며편평세포암종은전이및재발

률이높아예후가몹시불량하다2). 구강암의치료법중하나로
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Oral cancer take up 2-6% of all carcinomas and squamous cell carcinoma, which is the most common type in oral cancer, has a poor prognosis due

to its high metastasis and recurrence rates. 

In treating oral cancer, chemotherapy to the primary, metastasized and recurrent lesion is a very important and useful treatment, even though its

widespread usage is limited due to high general toxicity and local toxicity to other organs.

Taxol, a microtubule stabilizing agent, is an anticancer drug that induces cell apoptosis by inhibiting depolymerization of microtubules in between

the metaphase and anaphase of the cell mitosis. Recently, its effectiveness and mechanism on various tumor has been reported. However, not much

research has been done on the application of Taxol to oral squamous cell carcinoma.

Cyclosporin A, which is an immunosuppressant, is being used on cancers and when co-administered with Taxol, effectiveness of Taxol is enhanced

by inhibition of Taxol induced multidrug resistance.

In this study, Cyclosporin A with different concentration of Taxol was co-administered to HN22, the oral squamous cell carcinomacell line. To

observe the cell apoptosis and the mechanisms that take part in this process, mortality evaluation of tumor cell using wortmannin, c-DNA microarray,

RT-PCR analysis, cytometry analysis and western blotting were used, and based upon the observation on the effect and mechanism of the agent, the

following results were obtained:

1. The HN22 cell line viability was lowest when 100μM of Wortmannin and 5㎍/ml of Taxol were co-administered, showing that Taxol participates

in P13K-AKT1 pathway.

2. In c-DNA microarray, where 1㎍/ml of cyclosporine A and 3mg/ml of Taxol were co-administered, no up regulation of AKT1, PTEN and BAD

c-DNA that participate in cell apoptosis was observed.

3. When 1㎍/ml of Cyclosporin A was applied alone to HN22 cell line,no difference was found in AKT1, PTEN and BAD mRNA expression.

4. Increased AKT1, mRNA expression was observed when 3㎍/ml of Taxol was applied alone to HN22 cell line.

5. When 1㎍/ml of Cyclosporin A and Taxol (3㎍/ml and 5㎍/ml) were co-administered to HN22 cell line, PTEN mRNA expression increased,

whereas AKT1 and BAD mRNA decreased.

6. As a result of cytometry analysis, in the group of Cyclosporin A(1㎍/ml) and Taxol(3㎍/ml) co-administration, increased Annxin V was

observed, which shows that apoptosis occurred by deformation of plasma membrane. However, no significant difference was observed with vary-

ing concentration.

7. In western blot analysis, no caspase 3 was observed in the group of Cyclosporin A(1㎍/ml) and Taxol(3㎍/ml) co-administration.

From the results of this study, it can be concluded that synergistic effect can be observed in combination therapy of Taxol and Cyclosporin A on oral

squamous cell carcinoma cell line, where decreased activity of the cell line was observed. This resulted in decreased AKT1 and BAD mRNA and

increased PTEN mRNA expression and when wortmannin and Taxol were co-administered, the viability decreased which confirms that Taxol

decreases the viability of tumor cell line. Hence, when Taxol and cyclosporine A are co-administered, it can be assumed that cell apoptosis occurs

through AKt1 pathway.
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사용되는항암화학요법은수술요법, 방사선요법의전후또는

동시로사용되며, 원발병소뿐만아니라전이되거나재발되는

병소에대한예방이나치료에매우중요한방법이다. 

미세소관형성억제형항암화학요법제인Taxol은미세소관형

성억제형 항암화학요법제(Microtubule stabilizing agent) 중 초기

부터사용이확립된약제로폐암, 유방암, 난소암, 식도암과같

은고형암의치료에사용되고있다. Taxol의주된치료기전은

종양세포에서미세소관을안정화시키는것으로 Taxol이세포

주기중일정단계에관여하여세포사멸을유도한다3-8).

Taxol에 의한 세포사멸(Apoptosis)은 lymphoid cell의 G2/M 단

계에서 Bcl-2의인산화를유도하여일어나고9), ovarian cell에서

는 JNK 활성으로G2/M 세포주기가차단되어발생된다고하였

다10). Leukemia HL-60 세포주에 Taxol을적용한경우, Caspase 9,

3의 활성화로 세포사멸이 유도하였으며11), CCRF-HSB-2 세포

주에서는 Caspase 10의 활성에 의해 Caspase 3과 6이 활성화되

고Bcl-2가분해되어세포사멸을유발하였다12). 이와같은미세

소관형성억제형 항암화학요법제는 tubulin의 β-subunit과 결합

하여 미세소관의 성장과 분해에 관여하는 것이다. 미세소관

작동에 대한 억제는 mitotic spindle의 파괴와 세포주기를 meta-

pahse와 anaphase에서멈추게함으로써결과적으로세포사멸을

일으킨다13,14). 

Cyclosporin A는 T임파구의 활성과 cytotoxic T세포의 활성을

억제하는 면역억제제이며, 여러 세포에서 세포사멸 경로의

전환을 유도하여 세포사멸에도 관여하는 것으로 알려져 있

다15-21). 최근의구강편평세포암종세포주에 Cyclosporin A를단

독투여한시험관내실험연구에서는 Cyclosporin A의농도를

증가시킴에 따라 Caspase 9의 증가와 Bcl 2, VDAC2의 감소를

나타냈고이에따라세포사멸효과가나타났다고하였다22). 또

한항암화학치료중 Taxol과의병용시나타나는세포사멸효

과 및 항암효과의 상승작용들이 보고 되면서 다양한 암에서

병용효과에대한연구가진행되고있다23-27). 여러암에 Taxol 투

여시나타나는 taxol indeced drug resistance는 Cyclosporin A를병

용함으로써 저항성이 변화되고 항암효과도 증가되었다고 보

고되고있다28). 

Taxol 투여 시 나타나는 Taxol에 대한 내성에는 Akt1이 관여

하는 것으로 알려져 있다29,30). PI3K/Akt pathway는 세포 생존에

관여하는결정적인인자로써암유발조절인자이기도하며, 항

암화학요법제에 대한 저항성을 나타내는 인자이다31-37). 반면,

종양억제유전자로알려진 PTEN은세포가과성장, 과분열되

지않도록적절히조절을함으로써세포주기를조절하여종양

을억제는역할을담당한다. PTEN은종양유도 PI3-K/Akt 신호

전달체계(signaling pathway)를 비활성화 시켜 암 발생 억제 작

용을하며, 반대로인간의여러고형암에서는 PTEN의기능상

실이확인되고있어항암치료확인시 PTEN의중요성을보여

주고있다38-40). Bcl-2의길항자(antagonist)로알려진 BAD는세포

사멸촉발인자이며세포의세포사멸을조절하며, 세포사멸억

제물질의 활동을 전환시킨다. PI3K/Akt1 pathway의 하위 target

인BAD는난소암에서Taxol 약물내성을부분적으로억제시키

며. 또한 BAD의과발현으로 Taxol에대한감수성을증가시켰

다고하였다41). 

이와같이 Taxol과 Cyclosporin A의병용효과에대해여러고

형암에서 연구되어 항암약물요법의 새로운 장으로 제시되고

있으나구강편평세포암종에서의효과와기전에대한연구는

거의없는실정이다. 이에본연구는구강편평세포암종세포

주(HN22)에 Taxol과 Cyclosporin A를 단독 및 병용 투여하고,

PI3K 억제제인 Wortmannin을 사용한 종양세포의 생존률평가,

c-DNA microarray, RT-PCR분석, Western blotting 및 유세포분석

법등을이용하여Taxol 및Cyclosporin A와연관된세포사멸과

정에서의 PI3K/Akt1 pathway, PTEN, BAD 및 Caspase 3 등을관

찰하여구강내편평세포암종에대한치료제로서의Taxol의가

능성과작용시나타나는기전을관찰하고자하였다. 

Ⅱ. 연구 재료 및 방법

1. 구강 편평세포암종 세포주 배양

구강 편평세포암종 세포주로는 HN22(Main state university,

USA)를사용하였으며, HN22 종양세포 2×105개를 100mm dish

에 각 3개씩 분주하여 10% FBS(fetal bovine serum)를 포함하는

DMEM(Hyclone, USA)에배양하였고, 조건은 95% 습기가있는

CO2배양기를사용하였다. 

2. Cyclosporin A의 농도조절 및 약제투여

Cyclosporin�(종근당)을 DMSO(dimethyl sulfoxide)에 녹이고

DMEM(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco, USA)으로

희석시켜 Stock solution으로 1㎍/ml을만들었다. 본연구에사용

한Cyclosporin A 농도는 1㎍/ml로각각조절하였다. 대조군으로

는 Cyclosporin A가 포함되지 않은 배양액에 구강 편평세포암

종세포주를배양하였으며, 실험군으로는투여된약제에따라

4군으로 분류하였다. 실험군은 1㎍/ml Cyclosporin A 단독, 3㎍

/ml Taxol�(한국BMS제약) 단독, 1㎍/ml Cyclosporin A에 3㎍/ml

Taxol 동시투여, 그리고 1㎍/ml Cyclosporin A에 5㎍/ml Taxol 동

시투여로구분하여배양된세포주에넣고역상차현미경으로

관찰하였다.

3. Wortmannin과 Taxol을 이용한 구강 편평세포암종 세

포주(HN22)의 종양세포 생존력 분석

96 well을사용하였으며well당 2×104개의세포를 3 well에분

주하고 37℃의CO2배양기에서 24시간배양하였다. Wortmannin

100μM과 3㎍/ml 및 5㎍/ml 농도의 Taxol을넣고 72시간을배양

후 MTT(5-diphenyl dimethyl-tetrazolium bromide)용액 50㎕를 각

각의 well에첨가하고다시 34시간동안 37℃ 54% CO2 배양기

에서 배양한 후 상층액을 제거하여 MTT에 의해 형성된 결정

만남겼다. 그다음 DMSO(dimethyl sulfoxide)를 0.2ml씩각각의
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well에분주하여잘혼합하였고 microplate leader로파장 550nm

에서흡광도를측정하였다.

4. cDNA Microarray 분석

추출된 RNA를 이용하여 Target DNA probes의 합성과

hybridization과정은 다음과 같이 시행하였다59). 역전사반응을

위한반응혼합물은다음과같다. 400 unit의역전사효소(super-

script II TM, Invitrogen) 2mg의 oligo-DT(Amersham biosciences.

UK)1`nM dATP, dCTP, dGTP, 0.6nM dTTP 그리고 0.1mM cy3-또

는 cy5-dUTP(NEN Life Science Products, Boston, USA)의 혼합물

을 42℃에서 2시간 동안 반응시켰다. 역전사반응 동안 total

RNA의 각각 50㎍을 cy3 또는 cy5-dut로 labelling 시켰다. cy3와

cy5로 labelling된 cDNA를 PCR purification kit (Qiagen, Hilden,

Germany)로 정제하였다. 정제된 cDNA를 서로 혼합하여

Microcon YM-30(Millipore corp., Bedford, MA, USA)을 사용하여

농축 하였다. Hybridization을 하기위한 혼합물은 다음과 같다.

39㎕의 labelling 된 cDNA target, 25㎕의 20×SSC, 1㎕의

10%SDS, 30㎕의 formamide(sigma), 1㎕의 hmuman cot-1 DNA

(20㎍/㎕,  in vitrogen), 2㎕의 yeast tRNA(10㎍/㎕,  invitrogen)과

2㎕의 polyA RNA(10㎍/ul,  sigma) hybridization 혼합물은 100℃

에서 2분간 열을 가한 후 즉시 hybridization시켜 17,446개의 인

간 cDNA 복제가 (invitrogin)된 cDNA microarray를만들었다. 이

hybridization 은 습기가 있는 Hybchamber X(Genomic Tree, Inc,

Korea)로 42℃에서 12-16시간동안이루어진다. Hybridization이

끝난후 laser scanner(Axon 4000B, Axon instruments Inc, Foster CA,

USA)로 image scanning을 시행하였다(Fig. 1). 형광강도는

Genepix pro4.0 software(Axon instruments Inc, Foster, CA, USA)를

사용하여각 pixel의형광강도의평균을계산하여분석하였다.

Genespring 6.2 (Silicon Genetics, Redwood CA, USA)를 사용하여

data를분석하였다. 0.01 %의유의수준에서 single T-test를시행

하였다(Table 1).

5. RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reac-

tion) 

Amplication 을이용한 Akt1, PTEN, and BAD mRNA expression

분석하기 위하여 1㎍ DNase로 처리된 total RNA를 Random

Table 1. cDNA Microarray Data Analysis

Scan image and raw data

↓

Upload into geneSpring

↓

Normalization : LOWESS

↓

Filtering for reliable genes:

C vs CA and C vs CA+TA: Cy3 signal>215.9 in all arrays: 4937 genes 선별

CA+TA5 vs CA+TA10: Cy3 signal> 199.1 in all arrays: 5224 genes 선별

(based on two component error model, J. Computation Biol., 2001, 8:557-569)

: 재현성이낮은유전자제거

↓

Filter genes showing statistical significance: t test, ANOVA test (p<0.01):

C vs CA: 127 genes, C vs CA+TA5.0 : 420 genes, C vs CA+TA10: 394 genes

↓

Gene ontology analysis: 통계적으로의미있는유전자들을대상으로분석

↓

공통유전자분석

Fig. 1. Gene expression related to Cyclosporin A(1㎍/ml) as

a control group and Cyclosporin A(1㎍/ml)+ Taxol(3㎍/ml).

Treat CsA Treat CsA+Tx

Treat CsA
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hexamer primers에 70℃에서 10분간 섞은 후 얼음 속에 넣어두

었다. 이것을 다시 첫 번째 strand buffer의 5배로 섞고, 100mM

dithiothreitol(DTT), 10mM dNTPs, 10U RNAase와 200U/㎕ super-

script II reverse transcriptase (Gibco BRL, USA)를 섞어 42℃에 60

분간처리후 cDNA를만들었다. 이 cDNA를 80㎕물에희석한

후 1.5mM MgCl2, 50mM KCl, 100mM Tris-HCl, pH8.3 200㎛

dTAD, dTTP, dGTP, biotinylated-dCTP를 0.75㎕씩 만들고 double

2.5㎕ cDNA가포함된 1unit Tag-polymerase (Gibco BRL, USA)를

반응물총량이 50㎕로만들어 PCR을사용하여증폭시켰다. 한

cycle은변색과정은 1분간 95℃, 증폭을위해 95℃에서 30초, 60

℃에서 30초, 72℃에서 1분간처리하고, 마지막확장을위해 72

℃에서 10분간시행하였다. 이실험에사용된 PCR Primer들은

Table 2와같다. 정상인의 GAPDH를대조군으로위와같은방

법으로 증폭시켰으며, PCR 반응물은 2% 아가로스 젤을 사용

하여분리하고, 젤건조기에말린후 enhanced chemiluminescence

(ECL, Gibco BRL, USA)방법을 사용하였다. 필름에 노출한 후

현상을하고농도계를사용한 semiquantitative 방법으로각각의

mRNA 수준을 GAPDH 수준으로 나누어 평균을 구하여 상호

비교하였다. 대조군은 mRNA expression Bcl-2/mRNA expression

GAPDH을 1로 하고 나머지 요소 발현량/mRNA expression

GAPDH로환산하여표시하였다.

6. Flow cytometry 분석

FITC와 결합된 Annexin V (이하 Annexin V-FITC), Propidium

Iodide와 binding buffer는 BD Pharmingen사로부터 구입하였다.

배지에서떼어낸세포를냉장상태의 PBS로 2회세척한후 1×

binding buffer에 1×106/ml가 되도록 하였다. 100㎕의 용액(1×

105)을 5ml 용기에옮겼다. Annexin V-FITC과 Propidium Iodide 5

㎕저장용액을가한후빛을차단하고실온에서 15분동안배

양하였다. 배양을완료한후에는 400㎕의 1× binding buffer를

각 tube에 가하여 한 시간 내에 flow cytometry로 분석 하였다.

Flow cytometry의 compensation과 quadrants 설정을 위한 대조군

의준비를위해서 100㎕(1×105 cells)의세포부유액을 3개의시

험관에 가하고 첫 번째 시험관에는 Annexin V-FITC나

Propidium Iodide를넣지않았고, 두번째시험관에는Annexin V-

FITC만 넣었고 세 번째 시험관에는 Propidium Iodide만을 넣었

다. 염색한 세포들의 분석에는 FACScan flow cytometer(Becton

Dickinson, Mountain View, CA)를 이용하였고, Flow cytometer에

설치된Cell Questpro program (Becton Dickinson)을사용하였다. 

7. Western blot analysis 

PVDF membrane으로의 단백질 Transfer가 끝난 후 membrane

을적당한크기로잘라 5% skim milk (in PBST)로상온 30-60 분

간 낮은 속도로 회전시키며 blocking을 실시한다. 1차 antibody

처리는 5% skim milk (in PBST)에희석하여상온에서 2-3시간혹

은 4℃에서 overnight 처리한다. 1차 washing은 15분간격으로 4

번을 PBST로시행한다. 1차에사용한 antibody에맞는 2차 anti-

body를선정(α‐mouse, α‐rabbit 또는α‐goat)하여적절히희석

해서상온에서 1.5시간반응을실시한다. PBST를 5분간격으로

4번, PBS로2번교체하면서2차washing을시행한다. 

ECL(peroxidase-labeled 된 2차 antibody 사용시) 반응후물기는

깨끗이 제거하고 카셋트 넣어 암실작업을 준비한다. PVDF

membrane 위에 X-ray film을 놓고 exposure 후 develop → fix →

washing →건조의순서로결과를확인한다.

Ⅲ. 연구 결과

1. Wortmannin and Taxol 투여 시 HN22 세포주의 생존

력 분석

Wortmannin과 Taxol 단독 투여시보다 Wortmannin과 Taxol을

동시투여시세포생존력이낮아짐을보였으며, 5㎍/ml Taxol

투여시종양세포의세포생존력이약 32%로가장낮게관찰되

었다(Table 3).

Taxol만단독투여하는경우일반적으로약물내성이발생되

어 PI3K의 활성이 여러 암에서 나타났으나 PI3K inhibitor인

Wortmannin을 병용함으로써 효과를 증진 시킬 수 있었다. 본

연구에서 PI3K활성과반비례로Taxol에대한감수성이증가됨

을볼수있었다.

2. cDNA microarray 분석

Cyclosporin A (1㎍/ml)를 대조군의 유전자 분석 기준으로 하

였으며, 실험군으로는 Cyclosporin A (1㎍/ml), Taxol(3㎍/ml)을

동시 투여 후 유전자 발현을 분석한 결과 세포사멸에 관여하

는 Bcl-2, Bax, PTEN, Akt1, BAD 등의 up-regulation 차이는크게

없었다. 이에 본 연구에서는 미세소관 안정화 제제의 하나인

Taxol 투여시에세포사멸과정에관여할것으로생각한세포

주기조절자 PTEN, 세포사멸에관여하는 Akt1, PI3K/Akt1 경로

Table 2. Primers used in RT-PCR

PTEN (putative protein tyrosine phosphatase) 

sense : AACGTGGGAGTAGACGGATG 

antisense : TAGCCCTCAGGAAGAGACCA

Akt1

sense : GCCCTACATCACAGGAGGAA 

antisense : GCGTGAGTGTGGATATGTGG 

BAD (Bcl-X/Bcl-2 binding protein) 

sense : CGGAGGATGAGTGACGAGTT 

antisense : ACTTCCGCCCATATTCAAGA? 
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의 하위 target이며 Proapoptosis에 관여하는 BAD를 선택하여

mRNA 발현을분석하였다(Table 4).

3. RT-PCR 분석법에 의한 Akt1, PTEN, BAD 발현

HN22 세포주에 Cyclosporin A 1㎍/ml와 Taxol 3㎍/ml을 동시

투여 시 종양억제 유전자로 작용하는 PTEN의 증가가 대조군

에약 1.5배, Cyclosporin A 투여군보다약 4.5배, Taxol 투여군보

다약 2.2배정도높게발현되었으며, Akt1은Taxol 투여군보다

약 1/3 정도감소되었고, BAD는약 7배정도발현이감소되는

양상을보였으며대조군및 Cyclosporin A 단독투여군보다도

약 1/6정도감소를보였다(Fig. 2, 3). 이는 Taxol과 Cyclosporin A

병용시과발현된 PI3K 활성이감소되고, 이에따라BAD의출

현도 현저히 감소된다는 것을 보여주는 것이다. 즉 Taxol과

Cyclosporin A 병용시 PI3K/Akt1 pathway가 비활성이 됨으로써

약물의효과가증대되는것으로생각된다. 

4. Annexin V-FITC를 이용한 유세포 분석

Cyclosporin A 1㎍/ml 단독 투여, Taxol 5㎍/ml 단독 투여,

Cyclosporin A 1㎍/ml 와 Taxol 5㎍/ml 병용시 Caspase 3, Annexin

V를 이용한 유세포 분석에서 Caspase 3의 활성도는 약 37%에

서 38% 사이의활성도를보여대조군에비하여활성도가거의

없는것으로확인되었다. 반면에, 단독또는병용투여시대조

군에비해Annexin V는약 3배정도의증가를보여세포원형질

막의변형에의한세포사멸을확인할수있었다(Fig. 4, Table 5).

5. Western blot analysis를 이용한 Procaspase 3의 발현

분석

HN22 세포주에 Cyclosporin A 1㎍/ml 단독투여, Taxol 3㎍/ml

단독투여, Cyclosporin A 1㎍/ml와 Taxol 3㎍/ml 병용시대조군

과실험군모두Procaspase 3의발현에있어활성도에큰차이가

없어Caspase 3의비활성을생각할수있었다(Fig. 5).

Table 3. HN22 Cell Line Viability by Wortmannin and Taxol

Wortmannin (100μM) Taxol (3㎍/ml) Wortmannin + Taxol(3㎍/ml) Wortmannin + Taxol(5㎍/ml)

80±6.5 65±2.7 50±3.2 32±2.5

Mean±SD(%)

Table 4. Gene Expressions in HN22 Cell Line Treated with Cyclosporin A + Taxol

Gene Bank Name Function Up regulation

AH005966 PTEN Cell cycle regulator 1.0

AH011307 Akt1 Apoptosis 1.0

AF021792 BAD Proapoptosis 1.0

Fig. 2. The Combined Effect of Cyclosporin A(1㎍/ml)

and Taxol(3㎍/㎖) on Akt1, PTEN and BAD mRNA

expression in HN 22 Cell Line by RT-PCR.

Fig. 3. The Combined Effect of Cyclosporin A(1㎍/ml)

and Taxol(3㎍/ml) on Procaspase 3 Expression

Measurement in HN 22 Cell Line.
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Ⅳ. 총괄 및 고찰

세포사멸(Apoptosis)이란 다세포생물에서 프로그램 된 세포

의사망을일컫는다. 암세포는 anti-apoptotic survival pathway 를

통해세포사멸을제어하게되는데이과정에는Bcl-2와Bcl-XL

의과발현을통한세포사멸의억제및 p53 유전자의기능을소

실, PI3K/Akt 경로 활성화 등에 의해 세포사멸이 억제되고 있

다. 어떤 암세포들은 Bcl-2 단백질을 많이 만들어내어 세포사

멸을억제하기도한다. 

세포사멸 중 미토콘드리아를 통한 Caspase의 경로(Mito-

chondrial pathway of caspase activation)는 intrinsic apoptosis pathway

로서 두 가지 경로로 구분되며, Caspase-dependent pathway와

AIF-dependent pathway로나눌수있다. 미토콘드리아를통한기

전은 항암화학요법제에 의해 유도될 뿐만 아니라 DNA손상,

oxidative stress, 기아상태(starvation)의세포내에서기시되는 death

signal의 integration과 propagation에 중요한 역할을 한다6).

Caspase-dependent pathway는미토콘드리아외막의투과성이유

도되어 intermenbrane space에 존재하는 cychrome c가 세포질로

방출되고 Apafl과결합하며이결합체에 Caspase 9가결합하여

Caspase 9의 활성이 유도된 후 이어서 Caspase 3을 활성화시키

는데, Caspase 3은여러기질단백질들을절단하여세포사멸을

유도하게 된다4). Caspase는 세포사멸을 촉발하는 대표적 신호

전달 효소로 대부분의 세포사멸의 경우에서 활성화된다. 이

경로는 pro-apoptotic Bax, Bid와 anti-apoptotic Bcl2, Bcl-XL 등의

단백질및기타 cytochrom C, smac/DIABLO 등여러단백질들에

의해 조절된다. 미토콘드리아 intermenbrane space에 존재하는

AIF(Apoptosis inducing factor)는 세포질에서 cytochrome C 의 방

출을 증가시키고 세포막에서 phosphatidylserine의 세포 외부로

의 노출을 증가시키고 핵으로 이동하여 large-scale DNA frag-

mentation을촉진한다42). 그러므로 phosphatidylserine을측정하면

세포막의 변화를 확인할 수 있어 세포사멸을 확인할 수 있게

되므로본연구에서는 phosphatidylserine을측정할수있는 index

인Annexin V 이용한유세포분석을시행하여세포사멸정도를

확인하였다.

미토콘드리아와관계없는경로로는 receptor-mediated caspase

activation인 extrinsic apoptosis pathway로서 death receptor (Fas.

TNFR1,DR5)에 ligand (FasL, TNF-α, TRAIL)의결합으로발생하

고 활성 Caspase 8이 형성되어 Caspase 3을 활성시켜세포사멸

을일으킨다. Caspase cascade의활성화는세포막에서TNF 또는

Fas 신호전달에의한 Caspase 8 활성경로와미토콘드리아서시

Table 5. Flow Cytometry Analysis of HN22 Cell Lines by Fluorescence of Caspase 3 and Annexin-V

Caspase 3 Annexin V

MARKER %Total MARKER %Total

Control 38.34 Control 7.81

CsA 1 39.33 CsA 1 29.90

CsA 1 + Tx 5 38.71 CsA 1 + Tx 5 20.75

Tx 5 37.38 Tx 5 20.85

CsA: Cyslosporin A, Tx: Taxol, 단위(㎍/ml)

Fig. 4. Flow Cytometry Analysis of NH22 Cells by

Fluorescence of Caspase 3 and Annexin-V.

Fig. 5. The Combined Effect of Cyclosporin A(1㎍/ml)

and Taxol(3㎍/ml) on Akt1, PTEN and BAD mRNA

expression Measurement in HN 22 Cell Line by

Densitometer.
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작되어 Caspase 9 활성경로의두가지경로가알려져있다4). 본

연구에서는Western blot을시행하여Caspase 3의활성도를측정

한결과약제에따라큰차이가없는것으로나타나이러한통

로를통하여세포사멸이발생하였다고생각되지않았다.

세포사멸조절 인자는 cell surface receptors & ligands, cell cycle

regulators, proteolytic enzymes, Bcl-2 family, inhibitors of apoptosis

protein, 그 외 여러 signals로 분류된다. Bcl-2 family는 세포사멸

억제인자인(Anti-apoptotic factors) Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Ced-9,

BHRF-1, E1b-19kDa, A1, ASFV-5HL, Bcl-W, NR13 그룹과 세포

사멸 촉진인자인(Proapoptotic factors) Bax, Bcl-XS, Bak, BAD,

Bik, Bid 등으로 이루어져 있다. 세포사멸을 저해하는 Bcl-2와

Bcl-XL이많은 암에서 발현되며, 암의 기시 및 진행과 치료에

저항하는역할을 하는 것으로알려져 있다. Bcl-XL 의 발현은

약물내성암세포주와연관된것으로알려져있으며43), Bcl-2의

감소는 항암제 감수성을 증가시키고 생체 내 생존을 증가 시

킨다44). 종양조직에서세포분화도에따른 Bcl-2 발현율은미분

화세포암에서가장높게나타나며, Bcl-2의과다발현은세포

사멸이 진행되어야 할 돌연변이 세포의 생명을 연장시킨다.

Bcl-2는미토콘드리아본체를지키는역할을하는데, 항암제에

의해미토콘드리아의손상이야기되면, Bcl-2 인산화가세포주

기 G2/M 단계에서 발생하여 Bcl-2의 세포사멸억제 기능이 차

단된다45). 그러므로 cDNA microarray 분석법등에서이들인자

를 관찰함으로써 사포 사멸과정을 측정할 수 있는데 본 연구

결과이러한유전자의 up regulation은관찰되지않아이들유전

자 중 선별적으로 다른 변화가 발생하여 세포사멸이 유도될

것으로 생각되어 PTEN, Akt1, BAD 등을 RT-PCR분석을 통해

의미있는결과를얻었다. 

BAD는세포사멸촉발인자이며, Bcl-2의길항자(antagonist)로

알려져 있다. 또한 BCL-2 binding protein, BCL-2 binding compo-

nent, 그리고 BCL-X/BCL-2 binding protein으로 알려져 있다.

BAD는세포사멸을조절하며, 세포사멸억제물질의활동을전

환 시킨다. PI3K/Akt pathway의 하위 target인 BAD는 난소암에

서Taxol약물내성을부분적으로억제시켰으며, BAD의과발현

은 Taxol에대한감수성을증가시켰다고하였다41). 반면에 Bax

는 세포분화도가 좋은 각화편평세포암에서는 높게 나타나고

세포사멸을촉진하였다27).

본연구에서 phosphoinositide 3-kinase inhibitor 인Wortmannin과

Taxol을동시투여한경우생존력의감소를보여 PI3K의억제

에의한효과가있는것으로생각된다. PI3K는항암치료기전

에관여하는분자들의연구를비롯해생물학적, 병리생리학적

연구에 널리 사용되고 있는데, 세포분열(mitogenesis), 세포사

멸, 세포부착 및 이동(motility)조절에 관여하는 heterodimeric

enzyme이며 사람의 종양에서 전구종양유전자(protooncogene)

로생각되고있다46). 여러연구들에의하면 PI3K/Akt pathway는

세포생존에관여하는인자이며또한암유발조절인자로서, 항

암화학요법제에 저항성을 나타내는 인자로 밝혀져 있다31-33).

한편 PI3K는 종양의 악성도와 침습에 대한 표지자이며, 두경

부 편평세포암종의 다단계 발암모델(multistep carcinogenesis

model)에관여하며, 항암약물요법시항암약물의 potential target

으로 간주되고 있다46). PI3K signaling은 다양한 세포기능 들의

변경을 위한 세포외 신호 검출의 해석에 있어서 중추적인 역

할을 한다. 세포의 휴지기에서는이 경로가 정지되어 있지만,

인간의종양에서는일반적으로이경로의통제가해제되어구

조적활성이나타나게된다47). PI3K는 extracellular signal들에대

한반응으로다양한세포기능들의변형에매우중요한역할을

한다. PI3K의 중요한 하향 효과기(downstream effector)는 PI3K

활성에대한반응으로나타나는 serine-threonine kinase Akt 이다.

PI3K와 세포변형간의 원인이 되는 연관성은 1980년대 중반

Polioma virus의 Middle T antigen의 oncogenic activity가 PI3K 활성

을유도하는능력에연관되어있다는것이밝혀지면서부터알

려졌다. 인간의종양에서 PI3K 경로활성의주요한역할은더

최근이 되어서야 밝혀졌는데, PTEN이라는 종양 억제 유전자

의 positionnal cloning과 PTEN protein의산물들이 PI3K기능을억

제하고, 결과적으로Akt를통한하향신호 (downstream signaling)

를 억제하는 lipid phosphatase라는 것이 발견되면서 부터였다.

이후 다양한 인간의 종양에서 이 경로에 관여되는 여러 요소

들의변이(mutate)와억제(deregulation)가세포의변형시이경로

에서중요한역할로조명받기시작했다48). 

PI3K signalling의 종료는 inositol ring의 다른 phosphate들에서

일어나는 phosphoinositide phosphatase들의 활동에 의해 일어난

다. PI3K signalling은최근에알려진 family인 dual-specificity pro-

tein phosphatases/3-PI phosphatases의활동에의해완전히종료될

수 있다. 이 family의 prototype member가 종양억제 유전자인

PTEN이며, PTEN은모든 PI3K 생성물의비활성에관여한다49).

가장 잘 알려진 PI3K target은 Akt, serine/threonine kinase이다50).

PI3K 활성과 3-PI 생성에의해 Akt가 PH domain을통해세포막

으로충전된다. 이상호작용으로 activation loop중의인산화 site

가 노출되며, PDK1과 PDK2를 포함하는 3-PIs에 의해 다른

kinase들이 자극되어 인산화가 일어난다. 활성화가 되면 여러

Akt phosphorylate는대사조절, translational control, BAD, caspase 9

와같은 forkhead transcription factor들을통한세포생존을이끌게

되며, Akt는 cyclin D1과 E2F를 통한 cell cycle의 조절에 관여

한다50).

PI3K family inhibitors에는 세포침투성(cell-permeable) PI3K

inhibitor인 wortmannin과 LY294002가 있으며 이들은 세포사멸

과 signaling pathway에일반적으로사용된다51,52). 어떤자극이들

어오면 세포막에서 PI3K의 인산화가 발생되어 cytosol로부터

Akt가 세포막으로 재위치 되게 된다. 이후 Akt는 인산화되고,

Caspase 9, BAD와같은 Pro-apoptotic protein의활성을억제시키

거나 Pro-survival target을 활성화시켜 세포사멸을 억제시킨

다53-55). 이러한세포생존을촉진시키는가장핵심적인역할을

하는PI3K/Akt pathway는약물치료연구에매우중요하며, 따라

서이 pathway의억제제인Wortmannin과LY294002또한많은관

심을가지며, 항암약물요법의단독치료제또는병용치료제로

각광을받고있다27,56-60). 이두제제는실험과임상에의해종양

의 성장을 억제하며, 세포가 방사선 치료에 민감하게 해준다
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는것이알려졌다. 또한이제제들의여러연구에의해 PI3K가

종양치료 시 치료의 목표가 된다는 것이 알려졌다51,61-64). 본 연

구에서는Taxol에의한구강편평세포암종세포주의세포사멸

기전의 경로를 확인하기 위해 PI3K inhibitor인 Wortmannin과

Taxol을 동시 투여한 결과에서 세포주의 생존력의 저하가 단

독투여군보다뚜렷이나타나 PI3K의억제에의한항암효과를

알수있었다. 

Watanabe 등31)은췌장암에서 PI3K/Akt pathway가세포의생존

과사멸에중요한역할이있다하였으며, Jin 등32)은난소암환

자의연구에서원발난소암환자의 PI3K/Akt1의활성이 39%의

높은 빈도로 나타나는 것을 보고하여 PI3K/Akt1 pathway가 난

소암 발생에 밀접한 관계가 있음을 임상적으로 보여 주었다.

이들은 PI3K/Akt pathway 의활성은고분화도의종양과후기종

양에서 관찰된다고 하였으며, 이는 PI3K/Akt1이 ovarian tumor

에서초기단계보다는진행된단계에서중요한역할을담당한

다하였다. PI3K/Akt1 pathway 의활성은악성암으로의전환과

항암화학요법제에대한저항성을유도하게되며, PI3K inhibitor

나 dominant negative Akt1에의한이경로의억제는난소암세포

의 cisplantin-induced cell death 뿐만아니라세포사멸을진행시키

며, 세포성장을 중단시켜 PI3K inhibitor 나 dominant negative

Akt1 같은억제인자가항암화학요법제의내성을줄여줄뿐만

아니라세포사멸까지도달하게해준다고하였다32). 

인간의 백혈병 세포주에 대한 연구에서도 항암화학요법의

약물 내성을 나타내는 세포주와 PI3K/Akt1 pathway에 대한 관

계를기술하였다33). PI3K activity는세포의증식과생존, 이주와

같은여러가지기능으로종양과연관되어있으며, 그로인해

PI3K family가약물요법의 target으로관심을받고있다51). 

Amornphimoltham 등65)은 두경부의 편평세포암종에서 Akt

pathway의활성을관찰하였는데, 이들에의하면 serine/threonine

protein kinase 는 phosphatidylinositol 3-kinase의 downstream target이

고, 세포의 성장과 사멸에 관여되는 결정적인 조절자라고 하

였으며, 서로 다른 stage의 두경부 편평세포암종환자 및 동물

실험에서Akt의활성상태를관찰하여두경부편평세포암종에

서유도된세포주중많은부분에서 Akt의구조적인활성이나

타났다고보고하였고, 두경부편평세포암종에서도앞의연구

결과 들과 같은 Akt1 pathway의 역할을 강조하였다. Gastric,

ovarian, pancreatic, prostate cancer와 같은 인간의 여러 종양에서

는 Akt 유전자들이증폭되거나 이들 단백질들이 과 발현되어

나타나는 것으로 알려져 있다50). 이에 반해 PTEN은 종양억제

유전자로알려져있으며, 많은암에서 PTEN의돌연변이가관

찰된다. PTEN은세포가과성장, 과분열되지않도록적절히조

절을함으로써세포주기를조절하여종양을억제는역할을하

는것으로알려져있다. PTEN은암을유발하는 PI3K/Akt signal-

ing pathway를비활성화시켜암발생억제작용을하며, 반대로

인간의 여러 고형암에서는 PTEN의 기능상실이 확인되고 있

어암발생의억제에 PTEN이중요하게관여함을보여준다38,39).

종양억제에관여하는 PTEN의 phosphatase 활성은매우중요한

기능이라고보고되고있는데 Akt/PKB signaling pathway를비활

성화 시켜, 종양을 억제하는 역할을 한다38). 즉 PTEN은 onco-

genic PI3-K/Akt signaling pathway를비활성화시켜암발생억제

작용을하며, 반대로인간의여러고형암에서는 PTEN의기능

상실이 확인되고 있다39). PTEN의 돌연변이는 ovarian, prostate,

glioblastoma cancer에서발견되며, PTEN 활성이상실되면 3-PIs

level의증가와Akt와같은 PI3K target들의활성이증가된다49,66).

PTEN 유전자의 상실만으로 종양이 유발되는 것은 드물지만

PTEN의 상실로 종양 발생이 촉진되고, PETN의 과 표현에 의

해 세포사멸이 유도됨이 보고되었다 67,68). 본 실험에서

Cyclosporin A와 Taxol을 병용한 경우 PTEN이 증가됨을 보여

PI3K/Akt1 경로를통한항암효과를추론할수있었다.

세포사멸의 초기단계는 세포표면에서 일어나게 되어 원형

질막의변형이나타나게되는데, 그변형중하나는원형질막

내부에서바깥층으로의 phosphatidylserine의전위이다. 그러므

로 phosphatidylserine의 노출은 세포의 사망과정을 확인시켜주

는증명이될수있다. 항응고작용을가지고있는Annexin V는

Ca++이 나타난 경우에 음성의 전극을 띤 인지질형의 phos-

phatidylserine과 특이적으로 결합하며, phosphatidycholine과

sphingomyeline과의결합이최소화되는성질때문에세포사멸

세포를 감별해 내는 도구로 유용하게 사용된다.비대칭적인

phosphatidylserine에서의 변화들은 세포사멸과 함께 형태학적

인변화가일어나거나membrane의완전성이상실되기전에발

생되는 Annexin V의세포막과의결합을측정함으로써분석되

는데, Annexin V와 FITC를결합하여유세포분석에의해 single-

cell basis에서세포사멸되는세포를확인하고정량적인분석이

가능하다. FITC-Annexin V(green fluorescence) 와 non-vital dye

propodium iodide(red fluorescence) (= PI)와함께세포를 staining 하

면(bivariace analysis) 완전한 세포들은 (FITC-PI-)로, 초기의

apoptotic cell들은 (FITC+PI-)로, 후기의 apoptotic cell 이나 necrotic

cell들은(FITC+PI+)로 분류되어 구분이 된다69). 그러므로

Annexin V를이용하여원형질막변형에의한 phosphatidylserine

의 노출을 확인할 수 있어 sensitive probe으로 이용할 수 있다.

그러나 세포표면 외측으로의 phosphatidylserine의 전위는 세포

사멸만의특이성은아니며세포의괴사에서도나타나는현상

이다. 그러므로위와같이 dye exclusion test를통해세포막의완

전성을확인하면서세포표면에형광표지된Annexin V가부착

되는것을측정함으로써괴사와구분하여세포사멸여부를확

인 할 수 있다70). 본 연구에서도 이점에 착안한 형광 표지된

Annexin V 및 Caspase 3을 이용하여 유세포분석을 하였으며,

Caspase 3의 경우는 대조군과 Cyclosporin A와 Taxol의 단독 사

용및병용시모두유의성이없었으며, Annexin V는대조군에

비해 Cyclosporin A와 Taxol의 단독 사용 및 병용 시 모두 높게

나타나원형질막변형에의한 phosphatidylserine의노출에의한

세포사멸을확인할수있었다.

미세소관형성억제형항암화학요법제인 Taxol은난소, 폐, 두

경부, 방광, 식도등의암치료에효과적인것으로보고되고있

다41,71). 이와같은미세소관형성억제형항암화학요법제는 tubu-

lin의 β-subunit과 결합하여 미세소관의 성장과 분해에 관여한
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다. 미세소관작동에대한억제는 mitotic spindle의파괴와세포

주기를metapahse와 anaphase에서멈추게함으로서결과적으로

세포사멸을일으키는것이다3-9,13,14,43,72). Taxol에의한세포사멸은

lymphoid cell에서는Bcl-2 인산화로인한비활성이G2/M 단계에

서발생하여유도된다고하였으며9), Ovarian cell에서는 JNK 활

성으로 G2/M 세포 주기가 차단됨으로써진행되며10), Leukemia

HL-60 세포주에서는Caspase 9, 3의활성에의한세포사멸로보

고되었고11), CCRF-HSB-2 세포주에서는Caspase 10의활성에의

해 Caspase 3과 6이활성되고 Bcl-2가분해되어세포사멸이유

도 되었다12). 이와 같이 Taxol의 세포사멸 양상은 다양한 경로

로발현되는것으로보고되고있다. 

Cyclosporin A는림프구에서신호전달과정에영향을줄뿐아

니라지방세포나근육세포와같은다양한세포에서신호전달

과정에관여하여각세포의세포사멸을유도하는것으로알려

져있다. 또한신경종양세포에서세포사멸과 Akt pathway의관

련이보고되었고, leukemia 세포주에서Cyclosporin A에의한세

포사멸, 골수세포에서다핵파골세포의파괴및 Caspase 3의활

성도증가를보였다73-,75).

Cyclosporin A와 Taxol의병용사용시 Cyclosporin A가 Taxol의

항암작용에도움을주는것으로알려져있다. 즉 Cyclosporin A

에의해 Taxol indeced multidrug resistance를감소시켜 p-glycopro-

tein이 억제됨으로 항암효과를 증강 시킨다23,25,76-80). Hepatoma에

서 Taxol과 Cyclosporin A를병용사용시에는 Caspase 9, Caspase

3 등의활성도를증가시키고 Hep G2 cell에서미토콘드리아의

활성막이 저하되어 세포사멸이 증가되며, 이는 PI3 kinase-Akt

patheay가억제되어일어난다고하였다27). 

이와 같이 Taxol과 Cyslosporin A의 단독 및 병용투여에 대한

많은연구가진행되어왔다, 그러나항암효과에대한기전및

세포사멸에이르는경로는정확히밝혀져있지않다. 이에본

연구에서는구강편평세포암종세포주에Taxol과Cyclosporin A

병용시세포주의활성이저하됨을보여상승효과를관찰할수

있었으며, 이때 Akt1 및 BAD mRNA의감소와 PTEN mRNA의

발현증가가나타났으며, Wortmannin과Taxol 병용시생존률이

감소되는것으로보아Taxol이세포주생존률을저하시키는것

을확인할수있었다. 결과적으로Taxol과Cyclosporin A 병용시

Akt1 경로를통한세포사멸이진행되는것으로생각되었으며

이결과를토대로연구가계속진행된다면구강편평세포암종

에대한 Taxol과 Cyclosporin A 병용요법의기전이정확히밝혀

지게되어항암치료에유용하게적용되리라생각한다. 

Ⅴ. 결 론

구강 편평세포암종 세포주인 HN22에 Cyclosporin A를 농도

차이를둔Taxol과단독및병용투여하여세포사멸효과및이

에 관여하는 기전에 대해 관찰하기위해 PI3K 억제제인

Wortmannin을사용한종양세포의생존률평가, c-DNA microar-

ray, RT-PCR분석, 유세포분석법및Western Blotting 을이용하여

약제병용효과및작용기전을관찰한결과다음과같은결과

를얻었다.

1. 종양세포생존률은Wortmannin 100μM과 Taxol 5㎍/ml를동

시투여시가장낮아 Taxol이 PI3K-Akt1 pathway에관여함

을볼수있었다.

2. Cyclosporin A 1㎍/ml, Taxol 3㎍/ml를 동시 투여한 c-DNA

Microarray 결과에서 세포사멸에 관여하는 Akt1, PTEN 및

BAD c-DNA의 up regulation은관찰되지않았다.

3. 종양 세포주에 Cyclosopin A 1㎍/ml를 단독 투여 시 Akt1,

PTEN 및BAD mRNA 발현에는차이가없었다.

4. 종양세포주에Taxol 3㎍/ml를단독투여시Akt1, mRNA 발

현증가가보여 Taxol내성에의한 Akt1의표현으로인지되

었다.

5. 종양세포주에Cyclosporin A 1㎍/ml와Taxol 3㎍/ml 및Taxol

5㎍/ml를동시투여시 PTEN mRNA 발현은증가하였으나,

Akt1과BAD mRNA는감소하였다.

6. 유세포분석결과 Cyclosporin A 1㎍/ml와 Taxol 3㎍/ml 동시

투여군에서 Annexin V의증가가관찰되어약제의병용시

원형질막의 변형으로 세포사멸이 진행됨을 볼 수 있었으

나, 이의농도에따른차이는보이지않았다.

7. Western blot 에서는 Cyclosporin A 1㎍/ml와 Taxol 3㎍/ml 동

시투여군에서Caspase 3의발현은인지되지않았다.

이상의 연구결과에서 구강 편평세포암종 세포주에 Taxol과

Cyclosporin A의병용시세포주의활성이저하됨을보여병용

치료 시 상승효과를 관찰 할 수 있었다. 이 때 Akt1 및 BAD

mRNA 감소와 함께 PTEN mRNA의 발현증가가 나타났으며,

Wortmannin과 Taxol 병용시 생존률이 감소 되는 것으로 보아

Taxol이세포주생존률을저하시키는것을확인할수있었다.

이에 Taxol과 Cyclosporin A 병용시세포사멸은 Akt1 경로를통

해진행되는것으로생각되었다.
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