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Ⅰ. 서 론

ras 종양유전자(oncogene)는 동물과 인간에서 여러 종류의 암

발생과 관련성이 있는 종양유전자이며 세포의 분화 및 증식에

관여하는신호전달체계에중요한역할을한다. ras oncoprotein은

GTP와 결합하여 GTPase를 활성화시키는 물질로서 ras 종양유전

자의 돌연변이는 인체암의 약 30%에서 관찰되며, 활성이 높은

ras oncoprotein을만들어세포의증식이나분화에이상을초래한

다1). 지금까지 ras 종양유전자의변화와발암현상에 해많은연

구들이진행되어왔으나, ras 종양유전자의역할은세포모델이나

동물모델에 따라 서로 차이가 있으므로 적합한 모델에서의 ras

종양유전자의 역할을 규명하는 일은 ras 종양유전자의 발암성을

이해하는데매우필요한연구이다. 

ras 종양유전자는 Adenylyl cyclase의 활성의 변화에 향을 주

고 있으나 그 활성도는 ras에 의해 발암성을 나타낸 세포모델에

따라 서로 차이점이 있어 보다 다양한 세포모델에서 ras 역할의

연구가 필요한 실정이다. Xenopus oocyte의 경우 ras microinjec-

tion은 cyclase 활성도의 감소를 가져온 반면 NIH3T3 세포 체계에

서는 ras에 의해 cyclase의 활성도의 변화가 나타나지 않았다2,3).

또한 cholera toxin이나 pertusis toxin에 의한 cyclase 활성화 자극

시에도 ras에 의해 변형된 세포나 모세포 사이에 Adenylyl cyclase

활성도 차이가 없어 ras oncogene이 Gi 또는 Gs에 직접적으로 관

여하지않는것으로보고되었다4). 그러나 isoproterenol에의한자

극에서는 Adenylyl cyclase의 활성 증가가 발암성 세포에서 낮게

나타나 ras oncogene에 의한 Adenylyl cyclase를 통한 신호전달체

계는 확실히 밝혀져 있지 않다. 또한 Adenylyl cyclase에 의해 생

성된 cAMP는 phospholipase C(PLC) 또는 phosphoinositide kinase

의활성화와관련성이있으며세포외신호전달물질에 한변화
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된 암세포의 반응과도 상관성을 보이고 있다5). 특히 calcium,

PGE2 등의 세포 분화촉진물질에 한 cAMP의 축적 증가는 ras에

의해변형된인체또는동물의세포모델에서유의하게감소하며

이러한 외부신호전달물질에 의한 반응변화는 NIH3T3 세포나

MDCK 세포체계에서 ras에 의한 세포의 발암성을 조절하는 데

중요한역할을한다고알려져있다. 

포유류 동물의 신호전달체계에서 ras 종양유전자의 역할은

inositol phospholipid의 사에서 잘 나타나는데, ras-transformed

cell에서 PLC 또는 PLA2의활성변화가보고되어있으며이러한활

성도의 변화는 제 2 신호전달물질인 Inositol 1,4,5-triphosphate

(IP3) 및 Diacylglycerol(DAG)의 생성과도 직접적으로 관련되어 있

다6). ras oncogene에의해발암성을보인 MDCK, rat embryo fibrob-

last, rat-1 fibroblast 등의세포에서 IP3 및 DAG의증가를보 으나6)

CCL39 chinese hamster cell에서는이러한제 2 신호전달물질의증

가는 나타나지 않아7), ras oncogene에 의한 PLC 관련 신호전달체

계가 세포모델에 따라 서로 다를 수 있음을 암시하고 있다. 최근

보고에 의하면 ras oncogene에 의한 세포 발암화는 protein kinase

C의 활성화와 관련성이 있는 것으로 나타났다. 208F rat fibroblast

의 경우 ras에 의한 세포발암화는 PIP2-phospholipase C의 활성화

와관계없이 Kinase 활성화의변화를통하여 inositol phospholipid

의 사를 촉진하는 것으로 알려져 있다8). 따라서 ras protein의

세포발암화에 protein kinase C의 translocation, activation, downreg-

ulation이관여할것으로추정된다9). ras 유전자에의한세포발암

화는 많은 성장조절인자의 변화와 관련성이 있는 데, 예를 들면

ras에 의해 변형된 Human keratinocyte의 경우 Fibronectin, TGF-α,

procollagen, TGF-β의 증가가 나타난 반면 involucrine은 감소하여

ras 유전자가 세포의 분화 및 성장에 관여함을 보 다10). 그러나

이러한 성장조절인자의 변화는 NIH3T3 세포체계나 NRK 세포체

계에서는 서로 변화 양상에 차이가 있으므로 다양한 세포 체계

에 한 ras유전자의 향을 분석할 필요성이 있다. 특히 ras

oncogene의 overexpression이 인체 암과 관련성이 있는 것으로

보고된 바 있으나11), 지금까지 ras에 의해 본 실험세포가 신호전

달체계가미치는 향은보고된바없다.

따라서 본 연구에서는 SV40 large T antigen에 의해 불멸화되었

고정상적인상피세포의형태를유지하며 nude mice assay에서는

발암성을나타내지않아종양유전자및화학적발암물질에의한

발암성을평가하는데적절한세포체제로알려져있으며12-14) 동물

세포모델의 사용에서 나타날 수 있는 인체와 동물의 종간의 차

이점을 극복할 수 있는 인체상피세포모델을 ras 종양유전자로

발암화시켜발암화과정에 PLC와관련된신호전달체계의 향을

분석하므로써 구강암 등 상피세포에 기원을 둔 종양 발생 기전

의이해증진에기여하고자한다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시 약

DMEM (Dulbeco’s Minimum Essential Medium), RNAzol, Fetal

Bovine Serum 등은 BRL사 제품을, RNA guard는 Pharmacia사, oli-

go (dT), DNAse는 Boeringer Manheim사, Taq DNA polymerase는

Promega사, IBMX는 Research Biochemical사, fura-2/AM은

Molecular Probe사, ECL system, [3H]IP3, 32P-dCTP는 Amersham사, ras

antibody는 oncogene science사, primer합성은 고마 바이오텍, 기

타 RT-PCR관련 시약은 Promega사 제품을 사용하 다. Northern

blot과 western blot에 사용된 시약은 sigma사 제품을 사용하 으

며그밖의일반시약들은특급또는일급품을사용하 다.

2. 인체 상피 세포배양

Ad12-SV40에의해불멸화된인체상피세포의 Passage-23단계세

포군을 사용하 다. 세포 배양 조건은 37의 5% CO2 incubator 에

서 배양하고 배양액은 DMEM 에 EGF, Fetal Bovine Serum 10%.

hydrocortisone (5ug/ml), antibiotics 등을 넣어 배양하 다. 세포가

집된 상태(confluent)를 이루는 시점에서 1 : 4로 계 배양(sub-

culture)하 다15).

3. Calcium phosphate transfection

네 개의 100mm petri dish를 기준으로 할 때 32μg의 투입하고자

하는 pSV2 ras DNA를 2ml의 water에 녹이고 0.5 M CaCl2를 같은

tube에 넣었다. 네 개의 polypropylene tube에 각각 1ml의 Hepes

NaCl, NaH2PO4(40:1) 혼합물을 넣은 다음 air bubble 하에서 천천

히 1ml의 CaCl2와 DNA의 혼합물을 섞었다. 30분에서 1시간 정도

방치한 다음 세포가 있는 petri dish에 2ml씩 넣었다. 37 CO2 incu-

bator에 넣고 24시간 후 media를 갈아 주고 G418 (Geneticin)을 함

유하는 media를 넣고 control petri dish에 세포가 모두 사멸 할 때

까지 G418 처리를하 다15). 

4. Soft agar colony formation

Noble agar 1.2g에 dH2O 35ml을 넣고 30분간 autoclave한 다

음 15ml의 dH2O와 FBS 25ml, 2X DMEM 50ml을 넣어 0.9% agar

base를 만들었다. 5ml의 agar base를 petri dish에 넣은 다음 밤

새 37℃ incubator에 두었다. 0.9g Noble agar에 dH2O 50ml을 넣

어 30분간 autoclave한 다음 dH2O 7.2ml, FBS 7.2ml 2X DMEM

14.4ml을 넣어 0.36% top agar를 만들었다. 준비된 base agar에

1×104cells/dish를 포함하는 top agar용액을 2ml씩 petri dish에

넣었다. 그후 colony형성의 크기가 0.3mm이상인 colony수를

측정하 다16).

5. Cell density 측정

세포의 contact inhibition의 변화를 측정하기 위해 5×103cells

/cm2를 용기에 넣고 배양하 다. 배양액은 3일마다 새롭게 갈아

주고 세포가 집된 상태에 도달하 을 때 단위 면적당 세포 수

를계산하 다16).
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6. Cell aggregation 측정

Soft agar assay와 같은 방법으로 Base agar를 만들어 5ml씩 Petri

dish에 넣었다. 밤새 37℃ incubator에 둔 다음, 10% FBS를 포함한

배양액에 105cells/dish로 세포를 접종한 후 4일이 지난 시점에서

배양액상에 성장하는 0.5mm이상 크기의 colony의 크기 및 숫자

를측정하 다16).

7. Radiolabelling

Probe의 labelling은 Pharmacia의 olligolabelling kit를 사용한다.

25에서 50ng의 Probe용 DNA를 TE buffer에 녹이고 95에서 100사

이의 온탕에서 2 또는 3 분간 냉각시킨 후 원심분리기로 짧게 회

전시킨 다음 여기에 denatured DNA,[α-32p]dCTP 5μl, 키트에서 제

공하는 reagent mix 10μl 및 정량의 증류수를 넣어 전체 량이 49μl

가 되게 한 다음, 1μl Klenow Fragment를 넣어 섞었다. 그리고 37

℃온탕에서 60분간두었다14).

8. Northern blot

세포를 PBS(pH 7.2)로세척한후 chomczynski의 RNAzol B 방법에

따라 RNA를 분리하 다. 총 RNA(20μg/lane)는 7% Formaldehyde를

포함한 1.2% agarose gel로 분석하며 전기 동은 밤새 0.2 M

MOPS(pH 7.0), 50mM sod, acetate, 1mM EDTA를 포함하는 용매에

서실시하 다.

Nitrocellulose filter는 50% formamide, 5x Dehardt’s, 0.5% SDS,

50mM NaPO4(pH 6.5), 5xSCC, 100μg/ml의 연어정자 DNA로 42℃

에서 pre- hybridization하 다. Hybridization은 조사하고자 하는

인자의 probe를 radio-labelling 한 다음 새로운 prehybridization

buffer에넣었다. Filter는상온에서 0.1% SDS, 2x SCC 용액으로 5분

씩 4회 세척한 후 다시 60℃에서 SDS 0.1x SCC 용액으로 5분간 2

회세척하 다14).

9. RT-PCR(Reverse Transcription Polymerization Chain

Reaction)

Total RNA를 추출한 다음 1μg의 total RNA에 oligo d(T) primer

를 넣고 60℃에서 5분간 두어 poly A+를 얻었다. 30μl RT

mix(0.1M DTT, RNA guard, RT-buffer, dNTP, dH2O, RT)를 각 sam-

ple에 넣은 다음 37℃에서 60분, 70℃에서 10분 둔 다음 얼음 위

에 놓았다. cDNA과정이 끝나면 2.5㎕ of cDNA에 47.5㎕ of PCR

mix[PCR-buffer, dH2O, Taq.pol, 5、-primer, 3、-primer, dNTP-

mix(32P - labelled)]를 넣은 다음 primer에 따라 Annealing temp

및 cycle #를 최적정 수준으로 정하 다. 10% PAGE에 전기 동

하고 gel dryer로 말린 후 X-ray cassette에 넣어 하 75℃보관후

현상하 다17).

10. 세포내 칼슘농도 측정

세포내의칼슘이온농도변화를측정하기위하여인체상피세

포에 2 5μM의 fura/AM을 처리하여 37℃에서 30~60분 배양한 후

Locke’s 용액으로 잘 세척하고 250μM의 sulfinpyrazone을 첨가함

으로 세포로부터 fura 2 형광지시약의 누출을 막았다. 그리고 세

포를 quartz cuvette에 넣고 stirring하면서 excitation wavelength를

337nm로 dual excitation 시키며 510nm에서형광의세기를비교하

여세포내 Ca2+ 이온의농도를계산하 다18).

11. [IP3] 측정

Inositol 1,4,5-triphosphate(IP3)의세포내농도는 [3H]IP3와 IP3 결합

단백질과의 competition assay로측정하 다.

간략히 서술하면 histamine, ATP, bradykinin으로 전립선 세포를

자극시킨 다음, 수용성 Inositol phosphate를 추출하 다. 추출 액

을 pH 7.4로 조절 한 다음 Assay buffer에, [3H]IP3 결합단백질과 함

께넣었다.

얼음 위에 15분간 둔 후 2000g에서 10분간 원심분리하고 침전

물에 해방사능을측정하 다19).

12. Western blot

ras 종양유전자의 발현을 측정하기 위하여 cellular fraction 또는

extract에 해 western blot을 실시하 다. cellular fraction의 sam-

ple을 12.5% gel에서 전기 동한 후 Bio-rad의 transfer chamber를

사용하여 nitrocellulose paper에 400mA로 4시간에 걸쳐 blotting하

고 blocking buffer로 1시간 동안 반응시킨 후 각각의 monoclonal

혹은 polyclonal antibody를 적당한 비율로 희석한 후 1시간 동안

반응시켰다. 2회세척후 secondary IgG로 1시간동안반응시키고

ECL system을 사용하여 반응시키고 X-ray film에 최적의 시간 동

안노출시킨후현상하 다.

Ⅲ. 성 적

1. H-ras 종양유전자에 의한 인체상피세포의 특성변

화 (Table 1, 2 및 Fig. 1)

H-ras 종양유전자을 함유하는 pSV2-ras를 CaPO4 방법으로 trans-

fection한후 G418으로선별하여지속적인계 배양(subculture)을

실시한결과 H-ras를함유하는인체세포는많은 foci를보인반면

조군은 flat한 전형적인 상피세포 형태를 유지하 다. foci의 출

현시기는 transfection을 실시한 후 60일이 지난 passage-6에서 나

타나기 시작하 으며 71일째인 passage-8과 76일째인 passage-9

에서 더욱 많은 foci를 형성하여 foci의 출현이 시간과 계 배양

횟수의 증가에 따라 급격히 증가함을 알 수 있다. contact inhibi-

tion의 변화를 나타내는 saturation density는 H-ras에 의해 변형된

세포가 조군에 비해 6배 증가하 으며 anchorage indepen-
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dence를 의미하는 soft-agar colony formation도 H-ras에 의해 9배

정도 증가하 다. 또한 cellular adhesion을 평가할 수 있는 cell

aggregation의 형성은 H-ras 세포에서 0.5mm 이상 크기의 colony

가 10개 이상 관찰되었다. pSV2-ras transfection에 따른 ras-onco-

protein의 발현을 Western blot으로 평가한 결과 transfection된 세

포 군에서 ras-oncoprotein인 p21의 발현이 뚜렷하게 나타났다

(Fig 2).

2. Glucocorticoid steroid에 의한 발암력 변화

(Table. 3과 4)

H-ras oncoprotein을 발현하는 세포를 고농도 (10μg/ml)의

hydrocortisone을 함유하는 배양액으로 배양한 결과 foci의 출현

은 transfection이후 60일이 지난 passage-6에서 나타나기 시작하

으며 65일이 지난 시점인 passage-7과 71일이 지난 passage-8에

서 foci의 수가 점진적으로 증가함을 보 다. saturation density는

4배 증가한 반면 soft-agar colony formation은 12배 증가하여

anchorage independence의변화에크게 향을주는것으로나타

났다.

Fig. 2. Western blot analysis of ras-oncoproein in control cells (C)

and transfored cells(T).

A B C
Fig. 1. Huamn epithelial cells transfected with pSV2-ras after passage 9. A ; contro cells(X40), B ; transformed cells(X40), C ; foci(X100)

Table 1.Properties of human epithelial cells at passage-9

after transfection of H-ras oncogene.

saturation soft agar cell aggregation�

density(105/cm2) colony formation(%) (size �0.5mm)

control 2.2±0.03 0.03±0.008 －

H-ras 12.8±0.12* 0.28±0.09* ＋＋

* : P � 0.05 as compared to control cells

�: - ; ≤5 colonies, + ; �5 colonies, ++ ; �10 colonies

The data are mean ± SD with 3 different counts.

Table 2. Morphological alteration of human cells trans-

fected with pSV2-ras

cumulative no.

passage of days in culture control H-ras

after transfection

1 18 ∙ ∙

4 46 ∙ ∙

6 60 ∙ +

7 65 ∙ +

8 71 ∙ ++

9 76 ∙ +++

*mild to severe appearance of foci ; +<++<+++



구외지: Vol. 26, No. 3, 2000

258

3. H-ras oncogene의 발암화가 세포내 칼슘농도 변화

에 미치는 향 (Fig. 3과 4)

세포내 칼슘농도 (free intracellular calcium concentration)의 변화

와 세포발암화의 관련성을 관찰하기 위하여 세포내칼슘농도를

상승시키는 것으로 알려진 ATP, histamine, bradykinin 등을 처리

하 다. 100μM ATP 처리한 결과 조군 세포의 농도는 150nM인

반면 발암세포는 75nM로서 2배 낮았다. 300μM histamine을 처리

한 결과 control 세포는 180nM, 발암세포는 80nM로서 2.3배의 유

의한 차이를 나타내었다. 300μM Bradykinin처리시 control 세포는

120nM, 발암 세포는 70nM을 각각 나타내었으나 통계적으로 유

의한차이는나타내지않았다 (Fig. 3).

이와 같은 촉진제에 의한 칼슘농도의 증가가 세포외부의 칼슘

유입에 의한 것인지를 분별하기 위하여 2.2mM CaCl2 존재 하에

서촉진물질에의한세포내칼슘농도의변화를관찰하 다. 100μ

M ATP 처리 시에는 조군 세포와 발암세포가 360nM 및 120nM

을 각각 나타내어 3배의 차이를 보 으며 300μM histamine 처리

시에는 조군 세포는 280nM, 발암세포는 100nM을 나타내어 2.8

배의 차이를 보 다. 300μM의 bradykinin 처리 시에는 조군 세

포는 200nM, 발암세포는 110nM을 나타내었으며 통계적으로 유

의한 차이를 나타내어 세포외 칼슘결핍상태의 실험결과와 조

된반응을나타내었다 (Fig. 4).

4. H-ras 종양유전자의 발암화가 Inositol phosphate의

농도변화에 미치는 향(Fig. 5)

phospholipase C와 관련된 제2신호전달물질인 [IP3]의 농도변화

를측정하고효현제들에의한 조군세포와발암세포의반응변

화를 관찰하 다. IP3의 basal level은 발암세포는 2.8pmol, 정상세

포는 2.1pmol로서 발암세포의 농도가 약간 높은 수준이었으나

통계적인 유의성은 없었다. 그러나 100μM ATP로 [IP3]의 농도를

촉진시킨결과정상세포는 8.2pM, 발암세포는 5.3pM로서발암세

포의반응이유의한차이로낮았다. 또한 300μM histamine 처리시

에도정상세포는 7.8pM을보인반면발암세포는 4.8pM을보 으

며통계적으로도유의한차이를나타내었다.

Table 3. Properties of human epithelial cells at passage-9

after transfection of H-ras in presence of high concen-

tration of hydrocortisone(10ug/ml).

saturation soft agar cell aggregation�

density(105/cm2) colony formation(%) (size �0.5mm)

control 2.8±0.09 0.02±0.003 －

H-ras 11.5±0.21* 0.24±0.1* ＋＋

*  : P � 0.05 as compared to control cells

�: - ; ≤5 colonies, + ; �5 colonies, ++ ; �10 colonies

The data are mean ± SD with 3 different counts.

Table 4. Morphological alteration of human cells trans-

fected with H-ras in presence of high concentration of

hydrocortisone(10ug/ml).

cumulative no.

passage of days in culture control H-ras

after transfection

1 18 ∙ ∙

4 46 ∙ ∙

6 60 ∙ +�

7 65 ∙ ++

8 71 ∙ +++

9 76 ∙ +++

*mild to severe appearance of foci ; +<++<+++

Fig. 3. Effects of ATP, histamine or bradykinin on increases of ［Ca2+］i

in control cells and H-ras transformed cells in the absence of extra-

cellular calcium.

*, p<0.05 as compared to control cells.

Fig. 4. Effects of ATP, histamine or bradykinin on increases of ［Ca2+］i

in control cells and H-ras transformed cells in the absence of extra-

cellular calcium(2.2mA CaCl2).

*, p<0.05 as compared to control cells.
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5. H-ras 종양유전자의 세포발암화에 따른 성장조절

인자들의 변화

H-ras에의해발암화를보인세포군과 조군세포군의 TGF-�

1유전자 mRNA 수준을 RT-PCR로 분석한 결과 발암화 세포의 m-

RNA의 수준이 조군 세포보다 낮았다 (Fig. 6). plasminogen acti-

vator inhibitor-2(PAI-2)의 mRNA양을 RT-PCR로 분석한 결과 조

군 세포에 비해 발암화 세포군의 transcription이 감소되었다(Fig.

7). 세포외 기질인 fibronectin mRNA의 변화를 Northern blot을 이

용하여측정한결과 조군세포에비해발암화세포군의 mRNA

수준이높았다 (Fig. 8).

Ⅳ. 고 찰

ras-종양유전자은 여러 종양인자 중 가장 많이 연구된 생물학

적 발암인자이며 인체 암의 발생과 접한 관계를 가지고 있다.

최근 보고에 따르면, 모든 종류의 인체암의 30%에서 ras 종양유

전자의 mutation이 발견된 것으로 알려져있으나1) 지금까지의 많

은 연구에도 불구하고 ras 종양유전자의 발암기전은 명확히 밝

혀져 있지 않다. 실험동물 또는 실험세포모델에 따라 ras 종양유

전자에의한생화학적변화가상이하여보다광범위한실험모델

에 한연구가요구되고있다. 

따라서본연구는인체암의발생기원이되는세포형태중의하

나인 상피세포모델을 상으로 H-ras 종양유전자에 의한 세포발

암화를 규명하고 이러한 세포발암화 과정에 관여하는 성장인자

및 신호전달체계의 변화를 분석하므로써 ras 종양유전자에 의한

발암기전의 이해를 증진시키고자 하 다. 인체상피세포모델에

pSV2-ras를 transfection시킨결과세포발암화의지표인 foci가출현

하 으며 foci의출현시기는 passage-6에서시작하여지속적인증

가를보 는데, 이러한결과는발암화특성을지닌세포가 ras 종

양유전자에 의해 지속적인 성장을 하며 ras 종양유전자에 의한

유전자의 변화가 착상되었음을 의미한다. 만약 ras에 의한 유전

자 변화가 착상되지 않을 경우는 passage의 증가에 따라 정상세

포의 성장이 상 적으로 증가하여 foci의 소멸현상이 나타날 수

있다12). 

발암물질에 의한 상피세포의 특징적인 발암화 현상인contact

inhibition의소실, anchorage independence의증가, cell adhesion의

증가 등을 측정한 결과 ras를 함유하는 세포군은 조군에 비해

saturation density가 증가하여 ras에 의해 contact inhibition의 소실

이 진행되고 있음을 보여주었다. 또한 상피세포의 anchorage

Fig. 7. RT-PCR analysis of PAI-2 in control cells (C) and H-ras-trans-
formed cells(T)

Fig. 8. Northern analysis of fibronectin RNA level in control cells (C)
and H-ras-transformed cells(T)

Fig. 5. Effects of APT or histamine on IP3 generation in conrol

cells( ) and transformed cells( ).

*, p<0.05 as compared to control cells.

Fig. 6. Transcription of TGF-b1 in control cells (c) and H-ras-trans-

formed cells(T).
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independence를 평가하기 위해 soft-agar 상에서 성장하는 colony

의 수를 비교한 결과 ras를 함유하는 세포군의 colony 형성이 월

등히 높아 ras에 의한 anchorage independence가 나타나고 있음

을 알 수 있었다. cell adhesion을평가하기 위한 cell aggregation실

험에서도 ras 함유세포군의 세포간 접착력이 더욱 높음을 보

다. 본 연구는 인체상피세포가 ras-oncogene에 의해 발암화됨을

입증하는 또 하나의 증거를 제공하며 본 연구에 사용된 세포모

델이 ras-oncogene의 발암화연구에 앞으로도 활용될 수 있음을

보여주는결과이다. 

세포의 형태학적 변화가 ras 종양유전자의 transfection에 의한

것임을 입증하기위해 실시한 western blot 분석은 ras-oncoprotein

이 세포의 형태적 변화와 관계가 있음을 명백히 보여 주고 있다.

glucocorticoid에 한 인체상피세포의 반응은 매우 다양하여 세

포의 상태에 따라 세포의 성장 및 분화를 조절하는데, in vitro상

에서 세포가 정상적인 조건으로 성장할 때는 glucocorticoid가 상

피세포의 성장 및 접착력을 증가시키지만 고농도로 집되어있

는경우에는오히려세포의분화를촉진시킨다20-21). Glucocorticoid

steroid 중 hydrocortisone은 인체상피세포의 선별적인 성장촉진

과 분화를 민감하게 야기시키는 것으로 알려져있다. 따라서 본

연구에서는 hydrocortisone의 이러한 선별적인 성장조절현상이

발암화에 미치는 향을 조사하고자, 고농도의 hydrocortisone을

처리한 결과 foci의 출현시기 단축, saturation density, soft-agar

colony formation, cell aggregation 등의 지표에서 뚜렷한 증가를

관찰할 수 있었다. 따라서 이러한 현상은 세포의 계 배양 직후

에는 세포의 성장촉진을, 직전에는 정상세포의 분화를 촉진하여

결과적으로 hydrocortisone의 분화작용에 민감하지 않은 발암세

포의 선별적인 성장을 초래하여 발암지표 상승의 원인이 된 것

으로 추정된다. 따라서 hydrocortisone과 같은 steroid hormone의

이용은 in vitro상의 실험조건에서 발암물질의 발암력을 민감하

게도출시킬수있어발암예상물질의발암력을효율적으로평가

할수있는수단으로활용될수있을것으로사료된다. 

발암세포의 경우 세포내 칼슘농도를 비롯한 여러 가지 제2신

호전달물질의 변화가 일어나는 데 이미 언급하 듯이 세포모델

에 따라 많은 차이를 나타내어 보다 다양한 세포모델에서의 연

구가 요구된다. 세포외 칼슘이 존재하지 않는 상태에서 효현제

들을 처리한 후 세포내 칼슘농도의 변화를 관찰한 결과 조군

세포의농도가발암세포에비해비교적높은편이었으나통계적

으로 유의하지 않았다. 반면 세포외 칼슘이 존재하는 상태에서

효현제를 처리한 결과 조군 세포와 발암세포 사이에 뚜렷한

농도차이가 있었으며 조군 세포의 농도가 높았다. 이 결과로

미루어볼때발암세포의경우세포외에존재하는칼슘의유입이

발암화 과정에서 down regulation된 것으로 추정된다. 발암화에

따른세포내칼슘유입의억제는화학적발암물질에의한발암화

과정에서도보고된바있다22). 

Phospholipase C와 연계하여 제2신호전달물질로 작용하는 IP3

의 농도를 측정한 결과 basal level의 IP3 농도는 발암세포에서 다

소 높게 나타났으나 효현제 처리 후 IP3의 증가폭은 발암세포에

서훨씬낮게나타났다. 이결과는 ras 종양유전자에의한발암화

과정에서 외부자극에 의한 IP3의 신호전달체계가 억제되고 있음

을의미한다. 따라서본연구는 ras 종양유전자에의한세포발암

화에 phospholipase C와 관련된 신호전달기작의 억제가 관여하

고있음을암시하고있다. 

종양인자에 의한 발암화는 성장조절인자의 변화와 접한 관

계가 있어 H-ras에 의한 발암화세포에서 TGF-β1의 전사가 조군

세포에 비해 감소되어 나타났는데. TGF-β1은 인체상피세포의 경

우일반적으로성장을억제하는기능을가지고있으므로23), TGF-

β1의 감소가 성장억제기능의 저하를 초래하여 발암화의 촉진에

관여하 을것으로추정된다. 그러나이러한결과는 TGF-β1의투

여에 의해 본 연구에 사용된 세포모델의 성장이 얼마나 효율적

으로억제되는지확인되어야할것이며추후 TGF-β1의세포성장

억제에관한더많은연구가요구된다. 

Plasminogen activator inhibitor-2(PAI-2)는 상피세포의 분화와 성

장및이동에관여할뿐만아니라조직용해및암의진행에도

접한 관계를 가지고 있는 젓으로 알려져 있으나24,25) 조직이나 암

의 형태에 따라 달리 발현되므로 PAI-2의 감소나 증가가 암에 어

떠한 형태로 관여하는 지는 알려져 있지 않다. 화학적 발암물질

의 경우 PAI-2의 발현이 감소되어 발암화를 촉진시키는 결과가

보고된바있는데26), 본연구에서도발암세포에서 PAI-2의전사가

감소함을 나타내어 ras 종양유전자에 의한 상피세포발암화에는

PAI-2의 down-regulation이관여할것으로추정된다. 

Fibronectin은 암세포의 이동 및 분포에 관여하는 세포외 기질

로서 발암화과정과 접한 관계가 있는 것으로 보고되었는데10),

본연구에서 ras에의한발암세포에서 fibronectin의 mRNA의수준

이 높게 나타난 것은 지금까지 선학들의 연구와와 일치되며 ras

종양유전자에 의한 상피세포의 발암화에서도 fibronectin의 증가

를관찰할수있었다. 이와같은 ras 종양유전자에의해변화를나

타낸 성장조절인자는인체세포발암화를예측할 수 있는 생물학

적지표로개발할수있어서앞으로지속적인연구가요구된다. 

본 연구에서 나타난 ras-oncogene에 의한 phospholipase C 관련

신호전달기작의 억제는 ras-oncogene에 의한 발암기전이해에 보

다 폭넓은 자료를 제공하며 구강암을 조기에 발견하고 예방할

수 있는 생물학적 지표의 개발에 필요한 기초자료를 제공할 뿐

만아니라암의기원이되는세포형태인상피세포의신호전달기

작 변화가 발암에 미치는 향을 이해하는 데 기여할 것으로 전

망된다.

Ⅴ. 요 약

본 연구는 인체암 발생과 접한 관련을 가지고 있는 ras 종양

유전자의 발암화기전을 인체상피세포모델을 이용하여 규명하

고자 SV40-Ad12 hybrid virus에 의해 불멸화된 인체상피세포모델

에 H-ras 종양유전자을 함유하는 pSV2-ras를 transfection하여 H-ras

에 의한 세포발암화를 평가하 다. ras를 함유하는 세포군은

조세포군에 비해 saturation density, soft-agar colony formation, cell

aggregation 등의 세포 발암화지표가 유의한 수준으로 높게 나타

나 H-ras에 의한 인체상피세포의 발암화를 확인하 다. 또한 H-
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ras에 의한 인체세포 발암화는 hydrocortisone과 같은 glucocor-

ticoid에 의해 촉진되어 saturation density, soft-agar colony forma-

tion의 증가 및 foci의 출현시기의 단축을 나타내었다. H-ras 종양

유전자에 의한 인체세포발암화 과정에 관여하는 신호전달기작

의 향을 평가하기 위해 효현제 처리 후 세포내 칼슘농도변화

를측정한결과발암세포의세포내칼슘농도변화가낮게나타났

으며 특히 이러한 반응차이는 세포외 칼슘의 존재하에서 더욱

뚜렷이 나타났다. 따라서 세포외부로부터 칼슘의 세포내 이동이

발암화에의해억제되고있음을보 다. 

또한 효현제 처리후 IP3 농도의 변화를 측정한 결과 발암세포

의 IP3 증가폭이 조군세포보다훨씬낮았다. 이러한결과는 H-

ras에 의한 세포 발암화에 phospholipase C와 관련한 신호전달기

작의 down-regulation이 관여하고 있음을 보여주고 있다. 성장조

절인자의 mRNA 발현을 평가한 결과 TGF-β1 및 PAI-2의 발현은

발암세포에서낮게나타난반면 fibronectin의경우는발암세포의

발현이 높게 나타났다. 이러한 결과는 H-ras 종양유전자에 의한

발암화 과정에 성장조절인자의 변화가 관여하고 있으며 이러한

성장조절인자의 확인은 암발생의 생물학적 지표를 선별하는 데

기여할것으로사료된다. 

본연구는 H-ras 종양유전자에의한인체세포발암화의확인과

발암화 과정에 관여하는 신호전달기작의 변화 및 성장조절인자

의확인을통하여상피세포에서나타나는구강암등의발생기전

이해뿐만아니라생체지표의개발에필요한기초자료를마련하

는데기여할것으로사료된다. 
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