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Ⅰ. 서 론

구강암은인종, 지역별로차이는있으나인간에게발생되는

악성종양의약 3-5%정도를차지하는것으로통계학적으로알

려져 있어 역학적으로 매우 중요하게 다루어야 할 악성암이

다1). 현재구강암에대한주된치료방법은외과적수술과방사

선요법인데, 인접조직으로의침습이많아전이재발이많은

구강암의 특성 때문에 항암 요법이 병행되기도 하는데, 심한

부작용과더불어타암종에비해반응률이낮고, 종양의성장

과 미세 전이를 효과적으로 억제하지 못하며 이것이 오히려

수술의시기를지연시키고예후를악화시키는경우를초래하

게 된다. 이러한 이유로 전신적 부작용이 적으면서 효과적으

로항암작용을나타낼수있는새로운치료요법연구가꼭필

요한실정이나기초적인연구가활발하지않다. 

1980년대부터 aspirin, indomethacin, piroxicam, sulindac과같은

비스테로이드성 항염증약물(NSAID)이 대장, 직장암과 그 전

구병변인선종(adenoma)의위험성을줄인다는여러보고가있

었고, 역학적인조사를통하여 aspirin이나 sulindac과같은약물

이대장직장암의사망률을 40-50%이상감소시키고, 대장암을

유발시키는 유전적 질환인 FAP(familial adenomatous polyposis)

환자에 있어서 선종의 수와 크기를 의미 있게 감소시켰으며

동물실험에서도여러NSAID들이암조직과전구조직에대한

화학예방적인효과와암의진행(tumor promotion)과의관련성
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Cyclooxygenase-2 (Cox-2) is known as one of the critical factor in carcinomas of various organs. However, the importance of Cox-2 in oral squa-

mous cell carcinoma has not been fully described yet.

The purpose of this study is to evaluate the anti-cancer effect of selective cox-2 inhibitor, celecoxib in an oral squamous cell carcinoma cell line, KB

with respect to cytotoxicity test, in vitro invasion and MMP-2 expression.

In cytotoxicity test, celecoxib treated group showed definitely concentration dependent cytotoxicity. In addition, administration of celecoxib reduced

the invasive potential of KB cell line significantly in invasion assay. However, there was no remarkable difference of the MMP-2 expression between

the celecoxib treated group and the control group.

Considering these data, celecoxib had a potential cytotoxic agent to oral squamous cell carcinoma cells. Also, it had anti-invasive property without

acting on the MMP-2 expression mechanism. Therefore, it was postulated that celecoxib had the possibility of anti-cancer agent in treatment strategies

of oral squamous cell carcinoma.
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이여러연구를통해제시되었다2-5). 비록현재까지NSAID의종

양 억제 작용의 기전이 아직 명확히 밝혀지진 않았으나 그간

의연구에의하면발암물질활성화의억제, 세포증식의억제,

세포사 (apoptosis)의활성화, 면역감시기능의강화역할등으

로 설명하고 있으며 이중 비스테로이드성소염제의 cyclooxy-

genase (Cox)억제작용은발암물질활성화의억제, 세포증식의

억제와관여되어있는것으로알려져있는데, Cox의발암물질

의직접적인활성화, MDA (malondialdehyde)의생성, peroxy radi-

cal의형성에의한 procarcinogen의활성화를통한발암과정유

도에 대해 NSAID는 이를 억제함으로써 암 예방 및 암세포에

대한 성장 억제를 통해 항암 효과를 나타내는 것으로 추측된

다6). 특히 Cox-2는 cytokine, growth factor 등과같은자극에의해

유도되어 prostaglandin을 생성시키는 효소로서, 세포 성장, 및

분화에 밀접하게 관련하는 것으로 보이는데, 연구에 의하면

정상 세포에 12-O-tetradecanoylphorbol-13 acetate (TPA)와 같은

tumor promoter를 처리하였을 때 Cox-2가 유도되었다5). 최근에

는 Cox-2 gene이 knock out된쥐에서 skin과 intestine의 tumor pro-

motion이 감소되었고, cox-2 over expressed transgenic mouse에서

는 hyperplasia, dysplasia, 그리고 transformation과 같은 tumor pro-

motion 과관련된현상들이증가됨이관찰되었다6,7). 이와같은

연구결과는 tumor promotion과 cox-2 간의강한상관관계가있

음을 시사한다. 그러나 구강암 영역에서의 cox-2 관련 연구는

미미하여, 아직연구된바가적고, 구강암에서의 cox-2 발현도

에대한보고조차적은실정이며, 암예방효과외에직접적항

암효과에대한연구는미진하다. 본연구진은천연물이나식

품, 그리고기존에안전성이어느정도입증된약품중항암효

과를 나타내는 것으로 알려진 여러 가지 후보 물질을 대상으

로구강암에대한항암효과를연구해왔는데, 본연구에서는

non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID) 중 cox-2 에 대한 선

택적 억제제인 celecoxib에 대한 세포 수준의 항암 효과를 1차

적으로보고하고자한다. 본연구의목적은구강암세포주에

서의선택적 celecoxib의항암효과를침습도 (invasion) 및세포

증식억제효과 (cytotoxicity)에집중하여평가하고구강암의치

료방법으로서의가능성에대해알아보고자하는것이다.

Ⅱ. 연구 방법

1. 세포주 및 세포 배양

사용한세포주는구강편평세포암종세포주인 KB (squamous

cell carcinoma)였으며, 섬유 육종 세포주인 HT1080 (fibrosarco-

ma)를웨스턴블롯과세포침습능의양성대조군으로이용하

였다. 음성대조군으로는실험군에사용된 celecoxib과동량의

PBS를투여한 각각의세포주로정하였다. 세포주는세포배

양용플라스크(80cm2, Nunc, Denmark)를사용하여 10% FBS, 1%

항생제(Gibco, USA)가포함된MEM(Minimum Essential Medium)

4ml로37℃, 5% CO2, 95% 상대습도하에서배양하였다.

2. 세포 증식능 검사 (MTT assay)

96 well plate에 5×104 cells/well 세포를넣은후 70-80% conflu-

ence에이르렀을때 celecoxib를 -2.5μM~12.5μM/12h로적용하고

농도에따른항암감수성을측정하였다. 우선 PBS (pH 7.2)로 2

회 세척한 후 잔여액은 피펫으로 제거하고 3-(4,5-dimethylthia-

zol-2-yl)-2,5-dimethyltetrazolium bromide(MTT, Sigma Chemical Co.,

US)를 PBS에 2mg/ml이되도록녹인후각well에 50μl씩첨가하

고 37℃, 5% CO2 ,95% 상대습도하배양기에서 4시간동안배

양후MTT용액을버리고DMSO액을넣어용액을균일하게혼

합 후 ELISA READER에서 파장 540nm로 흡광도를 측정하

였다. 

3. 세포침습능 평가 (in vitro invasion assay)

Matrigel� matrix가 도포된 9 mm 세포 배양 삽입판(cell culture

inserts: pore size, 8 μm; Becton Dickinson, USA)을 24-well plate

(Costar, USA)에장착하고, well 당 5×103개의세포를삽입판의

상층에산정하여, 비혈장(serum free) DMEM에서 2.5 μM의농도

로 12시간동안부란하였다. 대조군은 celecoxib첨가없이같은

배지에서 배양하였다. 인간 섬유세포육종 세포주 HT1080의

부란배지 0.5 ml를삽입판의하층에채워화학주성제 (chemoat-

tractant)로사용하였다. 24 시간부란후, 상층에남아있는세포

를 면봉으로 제거하고, 하층으로 통과한 세포의 수를 측정하

기위하여 5 % glutaraldehyde로고정하고 hematoxylin으로염색

하여, 삽입판의 Matrigel� matrix와각각의 8 μm 미세소공을통

과한세포의총수를광학현미경(×100)으로관찰하였다.

4. Matrix metalloproteinase-2 발현 변화

2.5 μM의 농도로 12시간 동안 Celecoxib를 처리한 세포 배양

플라스크의세포증식도가 70%에이른시기에단백분해효소

및인산효소억제제를함유한 RIPA buffer를이용하여단백질

을추출하였다. 추출된단백질을 Bradford방법으로정량후동

량의단백질을 SDS-PAGE 젤에서전기영동하였다. 젤에영동

된단백질을 nitrocellulose 막에흡착후 5% BSA에서 3시간동안

부란하고, MMP-2 일차항체용액에서밤새부란하였다. Tween

20을함유한 TBS (Tris-buffered saline) 에서 2회세척후, TBS로

10분씩 2회 추가 세척하였다. Anti-mouse alkaline phosphatase-

conjugated secondary antibodies 용액에서 2시간동안 2차항체처

리후다시 2회 TBS 세척하였다. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phos-

phate/nitroblue tetrazolium (BCIP/NBT, Promega, USA)를이용하여

발색하였으며, 발현된밴드를BioRad scanning densitometer를이

용하여 정량하고 상대 분석하였다. HT1080 세포주를 양성 대

조군으로, 정상 치은 섬유아세포를 음성 대조군으로 하였다.

단백질발현도는 relative units (RU)로표현하였으며, 100 RU를

음성대조군대비양성대조군발현도로임의로정하였다. 
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Ⅲ. 결 과

1. 세포주 증식능에 미치는 영향 (MTT assay)

흡광도를% cytotoxicity로환산하여약물농도에대해그래프

로나타낸결과 celecoxib를농도별로투여한KB 세포주실험군

에서는 celecoxib의 농도 10.0~12.5μM구간에서 증식능의 유의

한농도의존성감소를보였다. 인간골육종세포주인 HT1080

역시같은농도구간에서농도의존성의증식증의감소성향을

나타냈으나, 통계적 유의성은 없었다. 정상 세포군인 치은 점

막세포일차배양군의경우, celecoxib의농도에따른증식능의

변화는 유의하게 나타나지 않았으며, 매우 불규칙한 증식능

변화를보였다. KB 실험군과 HT1080실험군간의세포주간증

식능의차이는통계적유의성을보이지않았으나 12.5μM 농도

에서 KB 실험군과 정상세포군간 증식능의 유의한 차이가 나

타났다(Fig. 1). 

2. 세포 침습능 (in vitro invasion assay)

구강암 세포주인 KB 세포주에서 인공 기저막에 대한 세포

수준의침습성의평가상 celecoxib에의한통계적으로유의한

감소가나타났다. Celecoxib 투여군에서침습세포가 95.3 ±8.7

개임에비하여, 대조군에서는침습세포가 343.7 ±27.4개로나

타났다(Fig. 2). HT1080에서는침습도의차이가없었으며, 음성

대조군에서는세포침습능을보이지않았다.

Fig. 1. MTT assay.

Celecoxib treated KB experimental group showed

significant concentration dependent growth inhibi-

tion. (concentration range. 2.5~12.5 μM)

FS. human fibrosarcoma cell line, HT1080, FB.

human fibroblast primary cultured cell.

Fig. 2. In vitro invasion assay.

Celecoxib decreased invasion through the artificial cellular membrane (pore size 8 μm)

in experimental cell group.

a. and b.: Control group (fibroblast) c. and d.: Experimental group (KB)
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3. MMP-2의 발현 변화 (western blotting)

세포침습능의변화를일으킨유력한단백분해효소의발현

도변화인자로평가하고자한MMP-2의발현은대조군과실험

군간차이가나타나지않았다(Fig. 3).실험의 house keeping gene

으로발현도를평가한β-actin은모두발현을확인하였고, 양성

대조군인HT1080은MMP-2발현을확인하였고, 과음성대조군

의경우, 발현을확인할수없었다.

Ⅳ. 고 찰

NSAIDs의 항암 및 암예방 효과 연구에 대한 관심은 1981년

쥐를이용한동물실험에서 indomethacin이대장직장암의발생

을억제하였다는연구결과가Cancer Research에보고된후부터

라고할수있는데, 현재NSAIDs에관련된항암작용은주로암

예방 작용에 그 논점이 맞춰져 있다6,8). AOM (azoxymethane)으

로대장암이유발된실험쥐에 ibuprofen, indomethacin, piroxicam,

aspirin, sulindac등여러NSAIDs를사용하여종양발생이억제됨

이관찰되었고, 대장암발생유전자조작을하여대장암발생

고 감수성 Apcmin mouse (APC gene knock-out multiple intestinal

neoplasia mouse)에서NSAID인 aspirin, piroxicam, sulindac이암형

성을 억제함이 보고되었다2). 임상 역학 연구로서는 NSAID가

대장, 직장암의 발생 위험을 감소시킨다고 보고된 이후로

sulindac의사용후수개월내에극적으로 FAP(familial adenoma-

tous polyposis) 환자에있어서선종의수와크기를의미있게감

소시켰다는보고와매일두차례 150mg 경구투여로 9개월후

에 용종의 수의 44%, 용종의 평균 직경의 35%가 감소되는 것

이보고되었으며, aspirin의경우에도비록대장암예방에필요

한용량과투여기간은정해지지않았으나최소한 9년정도의

NSAID의투여시대장직장암의위험성이감소된다고보고되

었다7,9). NSAIDs의암종억제기전은아직명확히밝혀지지않

았지만 arachidonic acid 대사과정중 cox에의해 eicosanoid 생산

이 감소되고 이를 통해 강력한 세포간 신호 전달 물질인

prostaglandin (PGs)을감소시켜항암작용을나타낸다는가설이

유력하다5). PGs은 세포의 부착과 증식, 그리고 전이을 조절하

는여러신호전달체계 (signal transduction pathways) 에영향을끼

치고 tumorigenesis에서의 apoptosis를 방해한다는 점에서 이러

한가설은매우유력할것으로보인다. 

Cox는 두 개의 유전자가 클로닝 되었는데 그 중 Cox-2는 염

증과 통증과 관계가 있는 것으로 항암작용은 Cox-2를 억제하

여 발생하는 것으로 알려져 있다7). 연구에 의하면, 사람의 대

장, 직장암조직에서 Cox-2 mRNA 가정상조직에서는증가하

지는않았지만대장암조직의 86%에서증가되고선종에서도

Cox-2 mRNA의증가가관찰되었다2). 또한유전자전이에의해

Cox-2 발현이증가된 rat 장세포들이 butyrate 유도세포괴사에

훨씬더잘저항하였으며부가적인불특정Cox inhibitor인 sulin-

dac sulfide에의한세포괴사를볼수있었다는보고도있었다10).

이러한여러연구를통해 colon tumor promotion에서의 cox-2 대

사물, 특히 PGE2의역할은중요한것으로판단된다. 결과적으

로이러한일련의연구를통해 cox inhibitor의대장, 직장암에서

의응용가능성은높은것으로알려졌으며, 이러한보고에고

무된타영역의암종치료에있어서예를들면, 유방암, 폐암과

같은암종에대한 cox-2 inhibitor를이용한예방및치료법으로

서의 응용이 시도되고 있다8,9,11-14). 이는 구강암 영역에서도

NSAIDs의 항암, 화학 예방적 요법으로서의 가능성을 시사하

지만, 현재 구강암 영역에서의 연구는 매우 미진한 상태였으

며최근의연구를통해서야 Cox-2 발현이구강을포함하여두

경부 편평세포 암종에서 증가되는 양상을 보였으며, 이와 같

은현상이 4NQO 에의해유도된설치류구강암모델에서도암

예방효과를보인것으로보고되었다1,10). 암예방효과외에도

구강암세포주수준에서NSAIDs가세포사(apoptosis)를유도하

였다는것이보고된바있어본연구를진행하는계기가되었

다4,10). 우선적으로 시행한 세포사 효과를 MTT 방법을 이용하

여측정한결과, celecoxib를농도별로투여한 KB 세포주실험

군 에서는 celecoxib의 농도 10.0~12.5μM구간에서 증식능의 유

의한농도의존성감소를보였다. 이는명확한 celecoxib의항암

효과를입증하는결과로보였으나악성도가비교적높은인간

골육종 세포주인 HT1080의 경우, 농도 의존성의 증식능 감소

성향만을 보였을 뿐 각 농도군간의 통계적 유의성은 없었고

정상세포군인치은점막세포일차배양군의경우, celecoxib의

농도에 따른 증식능의 변화는 유의하게 나타나지 않았으며,

매우 불규칙한 증식능 변화를 보여 전체적으로는 KB 세포주

에선택적으로작용한다는고무적인결과를보였으나유효농

도를 결정하기 위해서는 보다 심도 있는 연구가 더 진행되어

Fig. 3. Expression of matrix metalloproteinase -2.

Western blotting results represented that no differ-

ence was detected between pre-drug treated group

and post-drug treated group in KB cell line.

Lane1. KB control group

Lane2. KB experimental group

Lane3. negative control - Human Fibroblast cell

Lane4. positive control - Human Fibrosarcoma cell

(HT-1080) 

1 2 3 4

mmp - 2

ββ- actin
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야할것이다. 

본 연구에서는 cox-2 억제제로서 celecoxib를 사용하였는데,

aspirin 이나 indomethacin과 같은 Cox-1 억제제는 위장 궤양과

같은 부작용이 있어 장기 복용의 가능성이 떨어지기 때문이

다. Celecoxib와 같은 선택적 Cox-2 억제제는 항암작용에 직접

적으로 관여하는 Cox-2만 방해하면서 Cox-1의 효과는 그대로

유지하는 이점이 있다고 생각되는데, 이미 설치류 대장암 모

델에서 celecoxib가 소장과 대장에서 별다른 변화 없이 40%에

서 49% 로 비정상적인 소낭선 병변 부의 암발생 과정을 방해

하는것이발견되었으며, celecoxib가대장암의유병률을낮추

고그효과가 aspirin, ibuprofen, sulindac, piroxicam 과관련된이전

의연구들에서보고된것보다훨씬더효과적이라고보고되었

다3). 또한 1500 ppm의 celecoxib를장기적으로복용하는것은체

중 감소와 같은 독성을 지닌 부작용을 전혀 발생시키지 않았

다고보고되었으며, 내시경연구에서 celecoxib 복용군과위약

군에서 위장관의 점막 손상 차이가 거의 보이지 않았다는 연

구결과는 celecoxib의실제임상적적용가능성면에서주목할

만한일이다5,10,11). 또한 in vitro 에서정상세포의성장에는영향

을 미치지 않고 celecoxib가 transformed enterocytes의 성장을 방

해한다는 것도 보고되어 celecoxib는 매우 강력하면서도 독성

이적은항암물질이라고할수있다4).

그 외에도 Cox-2의 종양 억제 기전으로 발암물질 활성화의

억제, 세포증식의억제, apoptosis의유발, 면역감시기능의강

화등이제시되고있어본연구에서는 celecoxib의항침습작용

에 대한 평가를 시행하였다. In vitro invasion assay를 통해 cele-

coxib의항침습작용을평가한결과, 구강암세포주인KB 세포

주에서 인공 기저막에 대한 세포 수준의 침습성의 평가 상

celecoxib에의한통계적으로유의한감소가나타났다. 양성대

조군이었던 HT1080에서는같은농도의약물투여전, 후침습

도의차이가없었는데, 이는세포에따라 celecoxib의침습능억

제유효농도의차이가존재하거나육종세포와암종세포의침

습에있어생물학적기전이다를수있기때문일것으로판단

된다. 또한세포침습능의변화를일으킨인자로유력하게보

았던MMP-2의단백질발현정도는대조군과실험군간차이가

나타나지않아 celecoxib에의한항침습능이 MMP-2 pathway를

이용하지 않을 가능성이 높음을 시사하였다. 그러나 이의 검

증을 위해서는 zymogram이나 northern blot을 이용한 민감도를

높인 평가 기법을 통해 확인하는 것이 필요하리라 생각된다.

최근 연구들은 celecoxib가 세포주기를 멈추게 함으로써 암세

포성장을방해한다는가설및두경부암세포주에서 celecoxib

에 의해 p27이 많이 발현되었다고 하여 celecoxib가 세포주기

정지를유도한다는것이제시되었는데15), 이러한결과와본연

구 결과를 토대로 선택적 Cox-2 inhibitor인 celecoxib가 암발현

시기를 늦추는 화학적 암예방 물질로서의 기능과 이미 암의

형질을가진경우에라도암세포사멸과암종세포의침습능을

약화시키는 적극적 항암물질로서의 가능성을 가지고 있다고

판단한다. 한편, 부분적이지만 celecoxib에의한항혈관생성작

용이보고되고있는데, 동물모델에서 celecoxib는효과적인종

양혈관생성억제효과를보였으며, Rat corneal 모델에서 Cox-2

는모세혈관의수와길이를 80% 정도까지감소를일으켰다고

보고되어16,17) 항신생혈관인자로서의 항암 능력을 측정 연구하

는것도향후 celecoxib 관련암연구의주요주제가될수있으

리라판단된다. 
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