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The objectives of this study was to explore the growth pattern of the oral squamous cell carcinoma when

overexpressed COX was inhibited, explore the pathway that COX inhibitors suppressed the proliferation of

cancer cells, and then hereafter investigate the potential of COX as chemopreventive target for oral squa-

mous cell carcinoma. For confirming the COX-dependent effect and mechanisms on growth of the oral can-

cer cells, we treated the nonselective NSAID, Mefenamic acid and COX-2 selective inhibitor, Celecoxib in

HN4 cell line. And then the cell line was evaluated with MTT assay and growth curve, the production of

PGE2, total RNA extraction and RT-PCR analysis, and TEM

The results were obtained as follows:

1. After administration of medication, in the result of MTT assay, Celecoxib inoculated group inhibit the

cell growth rather than Mefenamic acid inoculated group.

2. The growth curve of cell line showed as time passes by there was a dramatic cell growth in the control

group, and gradual growth inhibition was found in medication inoculated group and, in Celecoxib inoc-

ulated group there was more inhibition of cell growth.

3. After the administration of medication, Celecoxib tend to inhibit the synthesis of PGE2 more than

Mefenamic acid. Mefenamic acid inhibit the synthesis of PGE2 more as the concentration gets high,

but Celecoxib inhibited the synthesis of PGE2 even in low concentration.

4. After the administration of medication, the revelation of COX mRNA in cell line, there was a 50%

decrease in COX-1, 60% decrease in COX-2 as in 50μM Mefenamic acid, and in Celecoxib 50μM there

was not much difference in COX-1 and 90% decrease in COX-2 was found.

5. HN4 cell line showed broken nucleus and tangled cytoskeleton bundles in cytoplasm which meant

apoptotic features after the treatment of Celecoxib in TEM view.

Depending on the above results, we estimate that the inhibition of the expression of COX-2 cause the

growth suppression of the oral squamous cell carcinoma, and it get achieved through pathway of reduced

PGE2 production and increased apoptosis. In addition to, because COX-2 selective inhibitor specifically act

to COX-2, it is considered that COX-2 selective inhibitor has the adequate potential as chemopreventive

agent for oral squamous cell carcinoma.
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Ⅰ. 서 론

2000년도에 발표된 통계에 의하면 전세계적으로 매년

1000만 건의 암이 새롭게 진단되고 있고, 이 암으로 인해

한해에 600만 명의 사람이 사망하며, 현재는 2200만 명이

암 투병 중인 것으로 조사되었으며, 세계 인구수의 증가 및

노령화와 맞물려 현재의 암 발생 추세가 변하지 않는다면

2020년에는 매년 1500만 건의 새로운 암이 진단되고

1000만 명의 사망자가 발생할 것으로 예상되고 있다1). 종

양 세포가 충분한 세포 분열과 분자의 변화 단계를 거쳐 임

상적으로 검출 가능한 병소에 도달하기까지 약 10-25년이

걸리는데 이 기간 동안에 암 발생 억제를 위해 현재보다 더

많은 노력이 경주되어야 할 것이다. 이는 노령화하고 있는

세계 인구에서 암의 이러한 향력과 맞물려 효과적인 예방

법을 찾아내고 적용할 필요성의 결정적인 이유가 되고

있다.

구강편평세포암종은 구강에 발생하는 암 중에서 가장 빈

발하고, 장기 생존율이 50% 이하일 정도로 파괴적인 행태

를 보이며, 전통적인 치료 방법인 수술, 방사선 치료 및 화

학요법에서의 기술의 비약적 발전에도 불구하고 지난 40년

동안 예후가 크게 개선되지 않았다2). 치료의 실패 이유로는

초기 단계 질환의 경우에는 주로 두 번째 일차 종양(second

primary tumor)로 인한 경우가 많았고, 좀 더 진전된 암종

의 경우에는 국소적 재발과 전이로 인한 실패가 많았다3,4).

전통적인 치료 방법들의 한계를 극복하고자 화학적 암 예

방법 등의 새로운 연구가 활발하게 이루어지고 있으며, 그

중에서 비스테로이드성 소염진통제(nonsteroidal anti-

inflammatory drugs, NSAIDs)의 장기 복용이 암종 발현

을 예방할 수 있다는 여러 보고들이 있었다. 최근의 여러 연

구에서 아스피린이나 NSAIDs를 장기 복용하는 사람들에

서 결장 직장암의 발생 가능성이 40-50%까지 감소했다는

보고가 있었으며, 이는 이 약물들이 효과적인 화학적 암 예

방 제제로 이용될 수 있음을 시사한다5). 

구강암의 발생과정은 다단계 발생과정과 field cancer-

ization으로 설명되고 있다. 구강암의 경우 전암병소의 관

찰이 용이하기 때문에, 암으로 진행된 후의 치료보다는 암

으로의 진행을 예방하기 위하여 화학물질을 이용하여 암화

를 억제시키고자 하는 화학적 암 예방의 좋은 후보군이라

할 수 있겠다.

NSAIDs가 이런 예방 효과를 일으키는 기전에 한 관심

이 증폭되고 있으며, 이로 인해 발암 과정에서 COX의 역할

이 주목받고 있다. COX는 아라키돈산(arachidonic acid)

이 프로스타 란딘(prostaglandin) G2와 PGH2로 변환되

는 것을 촉매하는 효소이다. PGH2는 이후 PGE2, PGD2,

PGF2, PGI2, thromboxane A2등 여러 종류의 eicosanoid

들로 변환하게 되고,6) 이들 물질들은 다양한 생리적 작용을

하게 된다.

COX에는 COX-1과 COX-2의 두 가지 동질효소가 있으

며, 이들은 각기 다른 유전자에 의해 인코딩되는 것으로 알

려져 있다7). 이들 동질효소의 기능은 인체 조직에서의 발현

양상과 일치하는 데, COX-1은 거의 모든 정상 조직에서 발

현되어 조직 보호 등의 일상적인 역할을 하는 반면에8),

COX-2는 성장 인자, 사이토카인, 종양촉진제 등에 의해 자

극되면 즉각적이고 일시적으로 발현되는 유전자에 의해 합

성되며, 염증이나 암 조직에서 증가된다9-11).

전통적인 NSAIDs는 COX-1과 COX-2 둘 다의 활성을

방해함으로써 프로스타 란딘 합성을 감소시키게 된다12).

COX-2 선택적 억제제로 현재 Celecoxib (Searle/

Pharmacia/Pfizer, New London, CT), Rofecoxib

(Merck, Whitehouse, NJ) 및 Valdecoxib (Pharmacia/

Pfizer)의 세 종류의 약물이 시판되고 있다. 이들 약물들은

모두 류마티스성 관절염, 골관절염, 생리통에서 나타나는

동통과 염증 치료에 사용이 승인되어졌다. 이들 COX-2 선

택적 억제제는 급성 혹은 만성 염증의 치료에 전통적인

NSAIDs와 유사한 효능이 있을 뿐만 아니라, COX-1 효소

를 차단하지 않음으로써 전통적인 NSAIDs 복용시 위장관

계와 혈소판에 나타나는 부작용을 크게 감소시켰다.

NSAIDs의 화학적 암 예방 효과에 한 가능성이 가족성

선종성 용종증(familial adenomatous polyposis, FAP)

환자를 sulindac으로 치료하는 과정에서 처음으로 주목받

게 되었다13). Waddell 등14)은 FAP과 Gardner씨 증후군

환자에 sulindac을 투여했을 때 용종의 성장이 감소되고 용

종이 없어지는 현상을 발견했다. 6년 후의 추적 조사에서는

sulindac 치료를 중단한 경우에 용종이 재발된 것으로 보아

이는 sulindac의 세포독성 효과보다는 세포증식억제 효과

로 인한 것이라고 설명하 다. 이 연구 이후로 이루어진 많

은 연구들에서 단발성의 결장 직장암이나 FAP 환자에서

NSAIDs를 정기적으로 복용할 경우 결장 직장암이 40-

50% 까지 감소한다는 것이 명백해졌다15).

발암과정에서 COX-2의 역할에 해 인정하지 않을 수

없는 증거가 쥐를 이용한 유전적 연구에서 제공되었다.

Oshima 등16)은 FAP 쥐를 이용한 실험 모델에서 COX-2

유전자를 없앤 경우에 장 용종의 수와 크기가 크게 감소한

다는 것을 보여주었다. 발암과정과 COX-2의 유전적인 관

련성 외에도 COX-2 선택적 억제제가 실험동물들에서 장

종양의 발생을 방해했다17). 이러한 연구들로 인해 상피세포

기원의 몇몇 암종의 화학적 암 예방에 COX-2 선택적 억제

제를 사용할 수 있는 근거가 마련되었다.

한편 구강암에 한 경우에서는, Chan 등18)은 정상적인

구강 점막에 비해 두경부의 편평세포암종에서 COX-2
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mRNA가 150배 증가했으며, COX-2 단백질도 6 증례의

두경부 편평세포암종에서 다 발견되었는 데 반해 정상 구강

점막에서는 검출되지 않았다고 하 다. 이처럼 부분의 구

강편평세포암종에서 COX-2가 과발현되고, COX-2의 발현

이 증가됨에 따라 종양세포의 세포사멸이 억제되고 혈관신

생이 유도되며 면역계가 파괴되어 종양세포의 성장과 침투

가 증가된다고 알려져 있다19).

그러나 종양세포가 COX-2를 과발현하게 되는 원인이나,

증가된 COX-2가 이러한 현상들을 매개하는 분자적 기전은

아직 잘 규명되어있지 않으며, 프로스타 란딘의 합성을 촉

발함으로써 프로스타 란딘이 암발생과정에서 미치는 역할

과 세포사멸을 억제하는 기전으로 작용할 것이라고 추측되

고 있다. 마찬가지로 NSAIDs가 암발생과정에서 작동하는

방식도 프로스타 란딘의 합성을 방해하는 경로와, 합성을

방해하지 않는 다른 경로를 통해 효과를 발휘한다고 알려져

있다20). COX-2 선택적 억제제가 COX-2 발현을 변화시키

는 것만을 통해서 작용한다면 COX-2 선택적 억제제를 이

용한 치료는 COX-2를 과형성하는 종양에만 제한될 것이므

로 이 약제의 작동 방식에 한 이해가 임상적으로 매우 중

요하다 할 것이다.

본 연구는 구강편평세포암종에서 과발현된 COX를 억제

할 때 종양의 성장 양상이 어떻게 변하는지 확인하고, COX

억제제가 어떤 경로를 통해 세포의 증식을 억제하는지를 고

찰하며, 향후 구강암의 화학적 암 예방을 위한 제제로서

COX 억제제의 가능성을 타진하기 위해 수행되었다. COX

가 구강편평세포암종의 성장에 미치는 향과 그 기전을 확

인하기 위해, 본 연구에서는 HN4 세포주에 비선택적 COX

억제제인 Mefenamic acid와 COX-2 선택적 억제제인

Celecoxib를 투여했을 때 종양세포의 성장, PGE2의 합성,

COX mRNA의 발현 및 세포사멸을 관찰하 다. 

Ⅱ. 연구 재료 및 방법

1. 구강편평세포암종 세포주 배양

구강편평세포암종 세포주로는 ATCC(Manassas, VA,

USA)사에서 구입한 HN4 세포주를 사용하 으며, 10%

FBS(fetal bovine serum)가 첨가된 DMEM(Dulbecco’s

modified Eagle’s medium, Gibco, USA) 배양액을 넣고

37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하 다. 이후 100mm 세

포배양접시에 HN4 종양세포 2×105개씩을 분주하여 계

배양한 세포를 실험에 이용하 다.

2. Mefenamic acid와 Celecoxib의 농도 조절 및

약제 투여

Mefenamic acid(Pontal�)와 Celecoxib(Celebrex�)를

각각 DMSO(dimethyl sulfoxide)에 녹이고 DMEM으로

희석하여 stock solution으로 1㎎/㎖의 농도로 만들었다.

조군으로는 약제가 포함되지 않은 HN4 세포주를 이용하

고, 실험군은 투여된 약제의 농도가 30, 50, 100μM인 3

군으로 분류하 다.

3. 약제 투여 후 구강편평세포암종 세포주의 MTT

Assay

HN4 종양세포를 96-well plate에 배양액 200㎕에서

well당 세포수가 2×105개가 되도록 분주하고 24시간 동안

배양하 다. 그 후 Mefenamic acid와 Celecoxib를 각각

30, 50, 100μM 농도로 투여한 배양액을 넣고 37℃에서

48시간 동안 반응시켰다. 약제 처리한 세포를 PBS로 두 번

세척하고 MTT 50㎍/㎖가 포함된 배양액에 추가로 3시간

을 배양하 다. 배양액을 버리고 2㎖의 DMSO를 넣고 실

온에서 5분간 처리한 후 분광 광도계로 550㎚에서 흡광도

를 측정하 다.

4. 약제 투여 후 구강편평세포암종 세포주의 성장곡선

HN4 종양세포 2×105개를 100mm 세포배양접시 3개에

분주하고, Mefenamic acid(농도 50μM)와 Celecoxib(농

도 30μM, 50μM)를 투여한 군으로 나누어 1, 2, 3, 4, 5,

6, 7일째 각각 DPBS로 세포를 세척하고 각 well에

Trypsin-EDTA 용액(0.5% Trypsin-0.53mM EDTA

4Na)을 넣고 5분간 기다린 후 세포를 수거하여 원심 분리

하 다. DMEM 배양액 4㎖씩을 원심 분리관에 혼합한 후

90㎕를 튜브에 옮겨담고 0.4% Trypsin-blue 용액 10㎕를

혼합하여 헤모사이토미터로 세포수를 측정하 다. 세포배

양접시당 총세포수를 투여한 약제의 농도에 따라 환산하여

성장곡선을 표시하 다.

5. 약제 투여 후 구강편평세포암종 세포주의 PGE2 합

성 측정

종양세포로부터 합성되는 PGE2의 양을 측정하기 위해서

PGE2 검출 키트(Amersham Pharmacia Biotech, Inc.,

Piscataway, NJ, USA)를 이용한 competitive PGE2

enzyme immunoassay를 시행하 다. HN4 종양세포를

Mefenamic acid와 Celecoxib 각각 30μM, 50μM로 72시
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간 동안 처리하고 종양세포주의 배양액을 채취해서 세포 잔

사를 제거하기 위해 2500g에서 2분 동안 원심분리한 후,

부유액을 깨끗한 튜브로 옮겨 담고 검사할 때까지 -70℃에

서 보관하 다. 이 샘플을 희석한 후 well로 옮겨놓고 피펫

을 이용하여 PGE2 conjugate를 각 well에 첨가하 다. 이

후 PGE2에 한 monoclonal antibody를 각 well에 첨가

한 후 4℃에서 18시간 동안 처리하 다. Well plate를 4번

수세하고 tetramethylbenzidine 기질을 첨가하여 염색하

다. 실온에서 30분 동안 반응시킨 후 1M sulfuric acid

를 첨가하여 염색 반응을 정지시켰다. ELx800 reader

(Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont,

USA)로 450㎚에서 흡광도를 측정하 다. 아울러 광학현

미경으로 세포의 총 개수를 세어 PGE2의 양을 106개의 세

포당 pg 단위로 표현하 다.

6. Total RNA Extraction

Mefenamic acid와 Celecoxib를 각각 30μM, 50μM 투

여한 HN4 세포주를 세포배양접시에서 70-80% 정도 성장

시킨 후 배양액을 제거하고 pH 7.4 PBS(Gibco BRL,

USA)로 수세하 다. Guanidinium thiocyanate 방법이

total RNA 추출에 사용되었고, RNA 추출 버퍼로

Guanidinium thiocyanate 용액(4M Guanidinium thio-

cyanate, 1% β-mercaptoethanol, 0.1M Tris-Cl pH

7.5)을 세포주에 떨어뜨린 후 10% sodium lauryl sar-

cosinate 용액과 혼합하여 0.5% 농도로 만들었다. 원심 분

리 후 pH 5.5인 2M의 아세트산칼륨 용액 0.5㎖와 1M의

아세트산 0.8㎖를 혼합하여 -20℃의 에탄올 7.5㎖에 보관

하 다. 건조된 침전물을 Guanidine-HCl 용액(8M

Guanidine-HCl, 0.1M sodium acetate pH 7.0, 1% β-

mercaptoethanol, 20mM EDTA)에 용해시켰다. 상층부

의 액체를 제거하고 pH 8.0, 20mM EDTA를 첨가하여 침

전물을 용해시켰다.

Chloroform/n-butanol(4:1 v/v)을 배양액과 1:1로 만

들어 혼합하고 배양한 후, 원심 분리하고 4mM 아세트산

나트륨 용액(pH 7.0)을 3배로 해서 혼합하고 -20℃에서 2

시간 저장하 다. 다시 원심 분리하여 50㎕ diethyl pyro-

carbonate(DEPC)로 용해 후 분광광도계를 사용하여

RNA의 양을 260㎚에서 측정하 다. 일부의 시료는 -20℃

로 냉동 보관하여 다음 실험에 사용하 다. Total RNA를

확인하기 위해 전기 동을 시행하 다. 10X 3-(N-mor-

pholino) prapanesulfonic acid(MOPS), 50mM sodium

acetate, 0.5M EDTA(pH 8.0), 10N NaOH(pH 7.0)

용액에 1% 아가로스 젤을 만들고, 실온에서 젤을 굳힌 후,

3㎍ RNA, 1.25㎕ 10X MOPS, 2㎕ formaldehyde, 6.25

㎕ formamide를 혼합하고 65℃에서 5분간 가열하고 얼음

에 식혔다. 1.25㎕ 젤 로딩 용액을 섞고, 완충 용액으로 1X

MOPS를 쓰고 120 V/cm으로 하여 bromophenol blue의

푸른색이 전체 젤의 2/3까지 나오도록 전기 동을 시행하

다.

7. RT-PCR(reverse transcription polymerase

chain reaction) 증폭

1㎍의 DNase로 처리된 total RNA를 random hexamer

primer에 70℃에서 10분 간 섞은 후 얼음 속에 넣어두었

다. 이것을 다시 첫 번째 strand buffer의 5배로 섞고,

100mM dithiothreitol(DTT), 10mM dNTPs, 10U

RNase와 200U/㎕ superscript II reverse transcrip-

tase(Gibco BRL, USA)를 섞어 42℃에 60분간 처리한 후

cDNA를 만들었다. 이 cDNA를 80㎕ 물에 희석한 후

1.5mM MgCl, 50mM KCl, 100mM Tris-HCl, pH 8.3

200㎛ dTAD, dTTP, dGTP, biotinylated dCTP를 0.75

㎕씩 만들고 double 2.5㎕ cDNA가 포함된 1 unit Tag-

polymerase(Gibco BRL, USA)를 반응물 총량이 50㎕로

만들어 PCR 증폭을 시행하 다. PCR 조건의 한 cycle은

변색 과정은 95℃에서 1분, 증폭을 위해 95℃에서 30초,

60℃에서 30초, 72℃에서 1분간 처리하고, 마지막 확장을

Table 1. Sequences of primers for amplified cDNA of Cox-1, Cox-2 and GAPDH

Gene Primer Sequence 

Cox-1
sense 5'-GGGACACAGCCGTGAGTAAT-3'

antisence 5'-TCACTGCTGTTGGGTCTCTG-3'

Cox-2
sence 5'-TGAGCATCTACGGTTTGCTG-3'

antisence 5'-TGCTTGTCTGGAACAACTGC-3'

GAPDH
sence 5'-TGCATCCTGCACCAACCAACT-3'

antisence 5'-TGCATCCTGCACCACCAACT-3'



COX 억제제에 의해 유도되는 구강편평세포암종 세포주의 성장 억제 효과

337

위해 72℃에서 10분간 시행하 다.

이 실험은 PCR primer(Table 1)를 이용하여 증폭을 시

행하 다. 약제를 넣지 않은 세포의 glyceraldehyde phos-

phate dehydrogenase(GAPDH)를 조군으로 위의 방법

으로 증폭시켰으며, PCR 생성물을 2% 아가로스 젤에서

전기 동하고 젤 건조기에 말린 후 enhanced chemilumi-

nescene(ECL, Gibco BRL, USA) 방법을 사용하 다. 필

름에 노출 후 현상을 하고 농도계를 사용한 반정량적 방법

으로 각각의 mRNA 수준을 GAPDH 수준으로 나누어 평

균을 구하여 상호 비교하 다.

조군은 COX-1 mRNA expression/GAPDH mRNA

expression과 COX-2 mRNA expression/GAPDH

mRNA expression를 1로 하고, 실험군의 유전자 발현양은

조군과 비교한 비율로 환산하여 그래프에 표시하 다.

8. 투과전자현미경 관찰

70~80% 정도의 충만전(preconfluency) 상태에서 배양

된 HN4 세포주에 Mefenamic acid 50μM과 Celecoxib

50μM을 각각 투여한 후 0.1M cacodylate buffer(pH

7.4)하의 2.0% glutaraldehyde에 4℃에서 1시간 고정

후, 0.1M cacodylate buffer(pH 7.4)하여 1.0% osmium

tetraoxide에 4℃에서 후고정하 다. Graded ethanol에서

탈수 후 Epon812(TAAB Lab., Berk)에 포매한 후 LKB

microtome에서 diamond knife를 이용하여 초박절편을 제

작하 다. Uranyl acetate lead citrate로 염색 후 투과전

자현미경(H-800 TEM, Hitachi, Tokyo, Japan)에서 관

찰하 다.

Ⅲ. 연구 결과

1. COX 억제제가 구강편평세포암종 세포주의 성장에

미치는 효과

Mefenamic acid와 COX-2 선택적 억제제인 Celecoxib

가 구강편평세포암종의 성장에 어떤 향을 미치는지 확인

하기 위해서 HN4 세포주에 Mefenamic acid와 Celecoxib

를 각각 30, 50, 100μM 농도로 48시간 동안 처리하여

MTT assay로 관찰하 다. DMSO만을 첨가한 배양액에

있는 세포와 비교했을 때, Mefenamic acid는 각 농도에서

약 10, 20, 70%, Celecoxib는 각 농도에서 20, 50, 90%

로 succinyl dehydrogenase 활성도가 낮아져서 각각의 농

도에서 Celecoxib가 Mefenamic acid에 비해 농도에 따르

는 세포성장 방해 효과가 더 큰 것으로 나타났다(Fig. 1).

Mefenamic acid를 투여한 군에서는 50μM 이상에서 유의

한 성장의 저하가 나타났고, Celecoxib를 투여한 군에서는

30μM에서도 뚜렷한 성장의 저하가 나타났다. 세포의 성장

이 50% 감소되는 농도인 IC50은 Celecoxib의 경우에 50

μM이었다. 이러한 데이터는 종양세포에서 과발현된 COX

가 종양의 성장과 관련이 있으며, COX-2 선택적 억제제의

효과가 더 크게 나타나므로 특히 COX-2가 종양의 성장을

촉진시킨다는 것을 보여준다.

한편 약제를 투여한 기간에 따른 세포의 성장곡선을 관찰

한 결과 약제 처리하지 않은 조군에서는 기하급수적인 세

포성장이 나타나는 데 비해, Mefenamic acid과 Celecoxib

50μM를 처리한 군에서는 1일 이후부터 7일까지 완만한 세

포의 성장 억제가 나타났고, Celecoxib를 투여한 군에서 성

장의 억제가 더 크게 나타났다(Fig. 2). 이 결과는 MTT

Fig. 1. MTT assay of HN4 cell line according to concen-
tration.

Fig. 2. Growth curve of HN4 cell line according to 50μM
Mefenamic acid and Celecoxib.
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assay를 통해 나타난 결과를 뒷받침한다. Celecoxib를 30

μM과 50μM을 투여한 결과에서는 50μM을 투여한 군에서

더 큰 성장억제가 나타났다(Fig. 3). 이상의 결과에서

COX-2 선택적 억제제를 더 큰 농도와 더 긴 시간 동안 투

여하여 COX-2를 더 많이 억제할수록 세포의 성장을 더 억

제할 수 있다는 것을 확인할 수 있었다.

2. COX 억제제가 구강편평세포암종 세포주의 PGE2

합성에 미치는 효과

Mefenamic acid와 Celecoxib가 종양세포의 PGE2 합성

에 미치는 효과를 확인하기 위해서 Mefenamic acid와

Celecoxib를 각각 30, 50μM 농도로 HN4 세포주를 72시

간 동안 처리한 후 배양액을 수거하여 PGE2 immunoas-

say를 시행하 다. 약제를 투여하지 않은 조군과 DMSO

만을 투여한 군에서의 PGE2 합성양은 큰 변화가 없는데

비해서 Mefenamic acid 30μM을 투여했을 때 약 45%,

50μM을 투여했을 때 60%까지 PGE2의 합성이 떨어지는

것을 확인할 수 있었다(Fig. 4). Celecoxib를 투여한 군에

서는 30μM을 투여했을 때 85%, 50μM을 투여했을 때

90%까지 PGE2의 합성이 억제되었다(Fig. 5). COX-2 선

택적 억제제가 비선택적 NSAIDs에 비해 각 농도에서

PGE2의 합성을 더 저해하며, 각 약제의 농도에 따른

PGE2의 합성과의 관계는 비선택적 NSAIDs는 농도의 차

이에 따라 PGE2 합성의 저해가 더 큰 폭으로 나타나는 데

비해, COX-2 선택적 억제제는 낮은 농도에서도 합성 방해

효과가 크게 나타났다. 이상의 결과에서 COX-2 선택적 억

제제가 PGE2의 합성을 방해하는 경로를 통해 종양의 성장

을 억제시키는 것을 확인하 으며, 이는 PGE2가 종양의

성장에 크게 관여한다는 것을 반증한다.

Fig. 3. Growth curve of HN4 cell line according to 30μM
and 50μM Celecoxib.  

Fig. 4. Inhibition of PGE2 synthesis by Mefenamic acid
in HN4 cell line. 

Fig. 5. Inhibition of PGE2 synthesis by Celecoxib in HN4
cell line.

Fig. 6. COX-1 and COX-2 mRNA determination of RT-
PCR in HN4 cell line by Mefenamic acid.
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Fig. 7. COX-1 and COX-2 mRNA determination of RT-
PCR in HN4 cell line by Mefenamic acid. 

Fig. 8. COX-1 and COX-2 mRNA determination of RT-
PCR in HN4 cell line by Celecoxib.

Fig. 9. COX-1 and COX-2 mRNA determination of RT-
PCR in HN4 cell line by Celecoxib.

Fig. 10. TEM view of control HN4 cell line group.  

Fig. 11. TEM view of 50μM Mefenamic acid HN4 cell line
group.

Fig. 12. TEM view of 50μM Celecoxib HN4 cell lineroup.  
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3. COX 억제제가 구강편평세포암종 세포주의 COX

mRNA 발현에 미치는 효과

Mefenamic acid와 Celecoxib를 각각 30μM, 50μM을

투여한 후 종양세포에서 COX mRNA의 발현 양상을 관찰

하기 위해 total RNA extraction과 RT-PCR 증폭을 이용

해 측정하 다. Mefenamic acid를 처리했을 때 mRNA의

발현양은 COX-1은 30μM 농도에서 조군에 비해 30%,

50μM 농도에서 50% 정도 줄었고, COX-2는 30μM에서

40%, 50μM에서 60% 정도 감소되는 것을 확인하 다

(Fig. 6, 7). 이에 반해 Celecoxib를 처리한 경우에는

COX-1의 mRNA 발현양은 차이가 없었으며, COX-2의 경

우에는 30μM에서는 80%, 50μM에서는 90% 정도까지 큰

폭으로 감소하 다(Fig. 8, 9). 이상의 결과로 미루어 보아

COX-2 선택적 억제제는 COX-1에는 전혀 향을 미치지

않으며 COX-2에만 특이적으로 작용하여 COX-2에 의해

매개되는 종양세포의 성장을 차단하기 위해 이 약제를 사용

할 수 있는 근거를 보여주었다.

4. COX 억제제 투여 후 구강편평세포암종 세포주의

전자현미경 소견

종양세포의 성장이 억제되는 원인을 찾기 위해 HN4 세포

주에 Mefenamic acid와 Celecoxib를 각각 50μM을 투여

한 후 투과전자현미경으로 관찰한 결과, 약제를 투여하지

않은 조군에서는 세포골격(cytoskeleton)이 고르게 분포

되어 있는 세포질과 비교적 큰 핵, 그리고 핵인이 두드러져

보이는 소견으로 보아 단백질 합성이 활발하게 진행되고 있

는 상태임을 알 수 있었다(Fig. 10). 그에 비해 Mefenamic

acid를 투여한 군에서는 염색체가 핵 변연으로 이행(chro-

mosome margination)되고 액포(vacuole)이 형성되는 등

세포사멸의 초기 현상들이 관찰되었고(Fig. 11),

Celecoxib를 투여한 군에서는 세포골격이 뒤엉켜 있고, 핵

이 분절된 소견 등 세포사멸이 진행중인 세포에서 특징적으

로 관찰되는 소견들이 많이 관찰되고 있어(Fig. 12),

COX-2 선택적 억제제가 세포사멸의 증가를 통해 종양세포

주의 성장을 억제시키는 또 다른 경로를 확인할 수 있었다.

Ⅳ. 총괄 및 고찰

COX-2는 종양 유전자, 성장 인자, 사이토카인, 종양 촉

진제 등에 의해 세포에 자극이 가해졌을 때 발현되며, 위장,

간, 결장, 두경부 등 거의 모든 인체조직의 전암병소 및 암

병소에서 COX-2 mRNA와 단백질의 발현이 증가되는 것

으로 밝혀졌다21). 그러나 암종에서 COX-2의 발현이 증가

되는 기전은 아직 밝혀지지 않은 상태이며, β-catenin

oncoprotein에 의해 COX-2 유전자가 활성화된다는 가설

과22) Ras 유전자의 돌연변이에 의해 기시되는 세포내 특정

신호체계의 활성23)을 통해 COX-2 발현이 증가된다는 설이

유력하다.

두경부 편평세포암종에서도 COX-2의 발현이 증가된다는

여러 보고들이 있었다. Chan18) 등은 두경부 암종을 가진

24명의 환자에서 RT-PCR을 사용하여 COX-2 mRNA를

측정하여 17명의 조군 환자의 mRNA 양과의 결과를 비

교하 는데 암종 환자에서 COX-2 mRNA의 양이 150배

증가되며, 암 병소에 인접한 정상 조직에서도 정상 구강점

막에 비해 mRNA 수준이 50배나 높다는 것을 발견했다.

추가로 전암병소인 구강 백반증에서 COX-2 단백질이 발현

된다는 것도 밝혀냈다. 이처럼 구강암의 발암과정에서도

COX의 활성이 중요한 역할을 한다는 것을 말해준다.

본 연구에서는 구강 편평세포암종의 성장에 미치는 COX

의 효과와 COX-1과 COX-2의 차이를 알기 위해서, 비선택

적 NSAID인 Mefenamic acid와 COX-2 선택적 억제제인

Celecoxib를 투여하고 MTT assay를 통해 분석한 결과

Celecoxib가 Mefenamic acid에 비해 구강편평세포암종

세포주의 성장 방해 효과가 더 큰 것으로 나타났다.

Mefenamic acid를 30μM 투여한 군에서는 세포의 성장저

하가 미미한 데 반해 Celecoxib를 같은 농도로 투여한 경우

에는 뚜렷한 성장의 저하가 나타났다. 이 결과는 종양세포

에서 과발현된 COX와 종양의 성장 사이에 직접적인 관련

이 있음을 보여주며, COX-2 선택적 억제의 효과가 더 큰

것으로 미루어 보아 COX-2가 종양의 성장을 촉진시킨다는

것을 보여준다. 약제를 투여한 기간에 따른 세포의 성장곡

선을 비교한 결과에서도 Celecoxib를 투여한 군에서 성장

의 억제가 더 컸으며 이는 MTT assay를 통해 나타난 결과

를 뒷받침하고 있다. Celecoxib를 다른 농도로 투여했을 경

우에 고농도에서 세포주의 성장이 더 억제되어 COX-2를

더 억제시킬수록 세포의 성장을 더 억제할 수 있다는 것을

확인할 수 있었다.

COX-2가 어떤 경로를 통하여 종양세포의 성장에 향을

미치는 지를 고찰할 때, COX-2가 아라키돈산을 프로스타

란딘으로 변환시키는 과정에서의 중심 효소이기 때문에

COX 억제제가 이 효소에 작용해서 COX-2의 활성을 감소

시키거나 발현을 방해함으로써 PGE2의 합성이 감소되며

감소된 프로스타 란딘이 세포의 성장에 향을 미친다고

생각되기 쉽다. 유선, 폐, 직결장, 두경부 등 여러 부위의 암

종에서 COX-2의 발현과 프로스타 란딘의 합성이 증가되

며, 동물과 인체 실험에서 프로스타 란딘의 합성을 방해함

으로써 이런 암종을 억제시킬 수 있다는 보고 등 암병소에

서 COX-2의 과발현과 프로스타 란딘 양의 증가 사이의
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관계가 이미 알려져 있다24). 

프로스타 란딘은 세포사멸을 억제시키고 혈관신생 및 종

양의 칩습성 증가, 염증 조절, 면역 억제 등 다양한 기전을

통해 발암과정에 작용하는 것으로 보고되고 있다25-28). 프로

스타 란딘, 특히 PGE2는 혈관신생과정에서의 작용을 통

해 종양의 발생에 관여하며29,30), 또한 PGE2의 합성이 많은

조직에서 T-lymphocyte의 증식이 억제되고, 사이토카인

합성 억제 및 세포독성이 감소되는 등 면역 억제가 일어났

다31). 최근에는 COX-2 억제제를 투여했을 때 면역세포들

의 기능이 회복되었다는 보고가 있었다32).

PGE2는 구강편평세포암종 세포에서 합성되는 주요 프로

스타 란딘이므로33), PGE2의 합성량을 측정함으로써

COX의 활성도를 알 수 있을 것으로 사료되어 HN4 세포주

에 약제를 투여했을 때의 PGE2의 합성량을 측정하 다.

본 연구에서 Celecoxib와 Mefenamic acid 둘 다 PGE2의

합성을 방해하지만 Celecoxib의 효과가 컸을 뿐 아니라 낮

은 농도에서도 합성 방해 효과가 크게 나타났다. 두 약제의

HN4 세포주 성장 억제 효과와 PGE2의 합성을 억제시키

는 효과 사이의 결과를 통해 PGE2가 종양세포 성장에 크

게 관여한다는 것이 입증되었으며, COX-2 선택적 억제제

가 PGE2의 합성을 방해하는 경로를 통해 종양의 성장을

억제시키는 것을 추론할 수 있었다. PGE2가 구강편평세포

암종에서 유리되는 주 프로스타 란딘이기 때문에 본 연구

에서는 PGE2의 합성양에 초점을 맞추었지만 PGD2,

PGF2, PGI2, thromboxane A2 등 다른 프로스타 란딘

의 역할에 해서도 배제할 수 없으며 다른 프로스타 란딘

에 한 추가적인 연구 및 분석이 필요할 것이다.

PGE2의 합성량과 세포의 증식 간의 관계를 연결지을 수

있는 분자적 기전은 아직 명확하지 않다. PGE2가 세포 표

면에 있는 프로스타 란딘 수용체, 특히 EP2와 결합함으로

써 종양세포의 증식을 조절한다고 알려져 있다34). 프로스타

란딘 수용체가 감작되면 종양세포 내에 cyclic AMP 수준

이 증가되어 세포내 신호 전달 체계를 왜곡함으로써 세포의

증식이 조절되지 못하게 된다35). COX 억제제로 인해

PGE2의 합성이 감소되면 프로스타 란딘 수용체도 그만큼

활성화되지 못하게 되어 G0/G1 세포주기를 조절하는 데

필수적인 인자인 cyclin D1과 cyclin E 단백질의 발현이 감

소됨으로써 세포의 증식을 감소시키는 것도 가능한 한 가지

기전이라 할 수 있겠다36).

세포증식과 세포사멸 사이의 균형이 깨질 때 종양의 성장

이 크게 증가하게 된다37). 직장결장암에서 NSAID를 투여

했을 때 종양이 억제되는 과정에서 NSAID에 의해 유도되

는 세포사멸을 관찰할 수 있었다38,39). 이 과정에서 COX-2

는 세포사멸을 막는 물질인 프로스타 란딘의 합성을 촉진

시킴으로써 세포사멸을 억제시키며40,41), 세포사멸의 감소로

인해 유전적 변화가 축적되어 암발생의 위험성을 증가시킬

수 있다. Celecoxib가 PGE2의 합성과 관계없이 종양세포

주의 성장을 억제시키는 기전으로 프로스타 란딘의 전구

체인 아라키돈산의 축적을 통해 세포의 사멸을 유도하는 것

으로 생각될 수도 있다. 아라키돈산은 세포사멸의 신호체계

에 관여하는 중간물질인 ceramide로 변환될 수 있고 이 물

질은 암종세포에서 NSAID에 의해 유도되는 세포사멸을 야

기한다고 알려져 있다42). Celecoxib를 투여했을 때 쥐 유선

종양세포주에서 ceramide에 의해 세포사멸이 발생하는 현

상이 관찰된 바 있다43). Ceramide에 의한 세포사멸의 유도

현상은 잘 확립되어 있지만 발암과정을 방해하는 데 있어서

이 기전이 어느 정도의 역할을 하는지는 불분명하다44). 프로

스타 란딘과 세포사멸의 두 기전이 합동으로 작용하겠지

만 어느 과정에 더 중요한지는 추가적인 연구를 통해 밝혀

져야 할 것이다.

본 연구에서 종양세포의 성장이 억제되는 원인을 찾기 위

해 HN4 세포주에 Celecoxib 50μM을 투여한 후 배양액에

부유하는 세포들을 투과전자현미경으로 관찰한 결과, 약제

를 투여하지 않은 조군에서는 cytoskeleton이 고르게 분

포되어 있는 세포질과 비교적 큰 핵, 그리고 핵인이 두드러

져 보이는 소견으로 보아 단백질 합성이 활발하게 진행되고

있는 상태임을 알 수 있었다. 그에 비해 Celecoxib를 투여

한 배양액에서 부유하는 세포들 중 조군과 비교했을 때

훨씬 더 많은 세포들에서 cytoskeleton이 뒤엉켜 있고, 핵

이 분절된 소견 등 세포사멸이 진행중인 세포에서 특징적으

로 관찰되는 소견들이 관찰되고 있어, COX-2 선택적 억제

제가 세포사멸의 증가를 통해 종양세포주의 성장을 억제시

키는 또 다른 경로를 확인할 수 있었다.

COX-2 억제제와 세포주기와의 연관성은 보고되고 있는

데이터가 아직 혼란스러운 양상을 보이고 있는데 COX-2

과발현이 G1 arrest를 유도하며45), 역으로 COX-2 억제제

가 G1 arrest를 유도하든가46) 혹은 세포에 따라서 G2/M

arrest를 야기한다47)는 보고도 있다. 아울러 같은 세포에서

도 세포주기에 따라서 COX-2 mRNA의 발현량이 차이가

있다고 보고되기도 하 다48,49). 종합하여 볼 때 COX-2 억

제제는 세포에 따라 다르기는 하지만 세포주기 조절기전과

관련이 있는 것으로 생각되고 있다.

본 실험에서는 total RNA extraction과 RT-PCR을 이

용해서 COX-2 mRNA의 발현을 관찰한 결과 Mefenamic

acid로 처리했을 때 COX-1과 COX-2 mRNA 둘 다 일정

정도 감소하 으나 Celecoxib를 투여한 경우 COX-1

mRNA의 발현양은 변화가 없는 반면에 COX-2는 폭적

인 감소를 보여 Celecoxib가 COX-2의 활성보다는 발현에

더 큰 향을 미친다는 것을 나타내 주는 결과이며, 또한 이

는 Celecoxib의 COX-2 특이성을 보여주는 결과로서 구강
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암에서 과발현되는 COX-2에 의해 매개되는 종양세포의 성

장을 차단하기 위해 이 약제를 사용할 수 있는 근거가 된다

고 할 것이다. 

Celecoxib의 구강편평세포암종 억제 효과를 규명하기 위

해 더 많은 세포주를 이용하여 일차적인 타겟의 규명과 세

포 손상의 정확한 분자적 기전에 한 분석이 필요하다.

COX-2 선택적 억제제가 비선택적 NSAIDs와 다른 화학요

법 제제보다 훨씬 안전하고 독성이 없기 때문에, 화학적 암

예방을 위한 타겟으로서 COX-2의 가능성이 높다고 할 것

이다. 부분의 임상전 연구에서 COX-2 선택적 억제제가

발생된 종양을 없애기 보다는 종양의 성장 속도를 감소시킨

다고 보고하고 있다21). 그러나 구강암 치료과정에 기존의 수

술 및 방사선과 화학 요법에 아울러 COX-2 선택적 억제제

가 주 치료방법의 일부로서는 상당한 이득이 있을 것으로

보인다. 구강암의 치료에 있어서 치료 효과를 증진시키기

위해 가능한 많은 암발생 경로를 동시에 겨냥하는 치료 전

략이 절실하다. Moore 등50)은 직장결장암 모델에서 5-flu-

orouracil이나 cyclophosphamide와 함께 Celecoxib를 투

여했을 때 화학요법의 효과를 크게 증강시켰다고 보고했다.

방사선 치료와 병행했을 때도 종양에 한 방사능의 효과가

증진되었다는 보고도 있다51). 또한 최근에는 Celecoxib가

쥐에서 화학적으로 유도한 유선 종양의 발생을 예방한다는

보고도 있었다52). 이러한 연구들을 종합해 볼 때 COX-2 선

택적 억제제가 구강암의 화학적 암 예방과 치료에 중요한

역할을 할 수 있을 것으로 생각된다. 하지만 PGE2가 종양

세포의 성장에 관여하는 분자적 기전이 규명되고, COX-2

가 어떤 경로를 통해 세포의 사멸에 관여하는 지에 한 이

해가 선행되어야 구강암의 예방과 치료에 COX-2 선택적

억제제를 안전하고 효과적으로 사용할 수 있게 될 것이며

이에 한 추가적인 연구가 필요하다고 생각된다. 

Ⅴ. 결 론

COX가 구강편평세포암종의 성장에 미치는 향과 그 기

전을 확인하기 위해, HN4 세포주에 비선택적 COX 억제제

인 Mefenamic acid와 COX-2 선택적 억제제인 Celecoxib

를 각각 투여한 후 종양세포주의 MTT assay와 성장곡선,

PGE2의 합성 측정, total RNA extraction과 RT-PCR 분

석 및 투과전자현미경으로 관찰한 후 다음의 결과를 얻었다.

1. 약제 투여 후 종양세포주의 MTT assay 결과 각 농도

에서 Celecoxib 투여군이 Mefenamic acid 투여군보

다 세포성장을 더 억제시켰다. 

2. 종양세포주의 성장곡선을 관찰한 결과 시간이 지날수

록 조군에서는 기하급수적인 세포성장이 나타나는

데 비해, 약제 투여군에서는 완만한 세포의 성장 억제

가 나타났고, Celecoxib를 투여한 군에서 성장의 억제

가 더 크게 나타났다. 

3. 약제 투여 후 종양세포의 PGE2 합성에서는

Celecoxib가 Mefenamic acid에 비해 각 농도에서

PGE2의 합성을 더 저해하며, 각 약제의 농도에 따른

PGE2의 합성과의 관계는 Mefenamic acid는 농도의

차이에 따라 PGE2 합성의 저해가 더 큰 폭으로 나타

나는데 비해, Celecoxib는 낮은 농도에서도 합성 방해

효과가 크게 나타났다.

4. 약제 투여 후 종양세포주의 COX mRNA 발현은 50

μM Mefenamic acid에서 COX-1은 50%, COX-2는

60% 감소되었고, 50μM Celecoxib에서는 COX-1은

변화가 거의 없었고 COX-2 90%까지 감소하 다.

5. 투과전자현미경 상에서는 Celecoxib 투여군에서 핵의

분절, 세포골격이 얽혀있는 소견등 세포사멸의 특징들

이 관찰되었다.

이상의 결과로 COX-2의 발현을 억제시키면 구강편평세

포암종의 성장을 억제할 수 있으며, 이는 PGE2의 합성을

방해하는 경로와 세포사멸을 활성화시키는 경로를 통해 이

루어진다고 생각되지만, PGE2가 종양세포의 성장을 촉진

시키는 분자적 기전이나 COX-2가 직접적인 작용을 통해

세포사멸을 감소시키는지 아니면 PGE2를 매개로 세포사멸

을 감소시키는지 등에 한 추가적인 연구가 필요하다. 하

지만 COX-2 선택적 억제제는 COX-2에만 특이적으로 작

용함으로써 부작용이 감소되었고 종양의 성장을 억제시킬

수 있기 때문에 향후 구강편평세포암종의 화학적 암 예방을

위한 재제로서 충분한 가능성이 있다고 생각된다.
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