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This study examined the effects of estrogen, progesterone and tamoxifen at different concentrations
and treatment periods on proliferation of a human cervical carcinoma cell line, HeLa, in culture, based
on MTT assay. Estrogen did not have an effect on the cellular proliferation in concentrations up to
1 μg/ml for treatment periods of between 2.5 and 6 days, but significantly inhibited proliferation at
a higher concentration of 10 μg/ml in a progressive manner with increasing treatment periods. Also,
treatment of HeLa with more than 10 μg/ml of progesterone for 2.5 days significantly inhibited pro-
liferation and caused a concentration-dependent inhibition with 4 days of treatment. However, longer
treatment with progesterone for 6 days abolished the concentration-dependent inhibitory effect on cel-
lular proliferation observed with the 4-day treatment period. Furthermore, tamoxifen required a high-
er concentration (100 μg/ml) than estrogen to bring about the inhibitory effect on the HeLa
proliferation. These results suggest that high concentrations of estrogen, progesterone and tamoxifen
may suppress proliferation of HeLa, and both the concentration and the treatment period may also
influence their inhibitory effects on cellular proliferation.
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서 론

에스트로겐은 콜레스테롤로부터 합성되는 성 스테로이드

호르몬으로서 주로 난소에서 합성, 분비되지만 태반, 지방조

직 및 부신에서도 생성된다. 에스트로겐은 핵수용체인 ERα와

ERβ 그리고 막 에스트로겐 수용체를 통하여 난포의 발달과

성숙, 유선의 분화와 발달, 뇌, 심혈관계, 그리고 자궁 및 자궁

경부와 같은 여성의 생식기도의 발달에 중요한 기능을 한다

[7]. 생리적으로 활성을 갖는 에스트로겐 중 하나인 17β

-estradiol (E2)은 복잡한 신호전달기전에 의해 다양한 세포 내

효과를 발휘하는 것으로 여겨진다. 에스트로겐은 세포질에 위

치한 핵수용체와 결합하여 동종이합체 또는 이질이합체를 유

도한다. 에스트로겐과 결합된 핵수용체는 핵으로 전위되어 에

스트로겐 반응염기서열과 결합하거나 enhancer 부위에 결합

된 전사조절인자와 상호작용하여 표적유전자의 발현을 조절

한다. 에스트로겐은 또한 G 단백질 연계 수용체의 하나에 해

당하는 막 수용체에 결합하여 단백질 인산화효소를 포함하는

신속한 신호전달경로를 통하여 표적세포에 따라 다양한 생리

적 작용을 나타낸다[6].

자궁경부의 상피세포는 주로 ERα를 발현하여 생리주기 동

안 증가하는 에스트로겐의 혈중농도에 의해 분화와 증식을

유도하는데, 때로는 점진적으로 암을 초래하기도 한다. 자궁

경부암은 여성에서 두 번째로 가장 흔한 암으로서 연간 20만

명 이상의 사망을 초래한다[6]. 이러한 높은 사망률은 효율적

인 치료법의 부재와 약물치료에 대한 반응결핍에 기인하는

것으로 추정된다. 자궁경부암은 주로 고위험성 human papil-

lomavirus (HPVs)에 감염된 뒤 서서히 발달하여 10여 년에

걸쳐 확립되며 지속적인 감염은 심각한 상피 내 종양을 초래

한다. 여러 연구에 의하면, 에스트로겐이 자궁경부 암의 발생

에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 예를 들어, HPV

형질전환 생쥐는 자연발생적으로 자궁경부암을 발생하지 않

는 반면, 외인성 17β-estradiol을 처리하였을 경우 암의 발생을

유도하였으며[2,21,25], 에스트로겐의 제거는 자궁경부암의 진

행을 감소시킴으로써 에스트로겐이 자궁경부의 암 형성에 관

여하는 증거를 제공하였다[4].

그러나 최근의 보고에 의하면 E2가 여러 유형의 세포에서

세포사멸을 현저히 증가함으로써 세포성장을 억제할 수 있음

을 입증하였다[28]. 특히, 임상적 및 실험적 증거에 의하면, E2

가 전립선과 대장 세포의 증식을 억제하는 것으로 보고되고

있다[3,9,12,13]. ERβ가 이러한 E2 유도에 의한 세포증식의 억

제에 관여하는 것으로 여겨진다. ERβ의 발현이 유선과 전립선

의 암 형성과정에서 점차적으로 감소하였으며[9,24], 대장조직

에서 주로 발현되는 에스트로겐 수용체로 사람의 악성 대장암

에서 발현이 억제되었다[13,31]. 또한 ERβ가 ERα에 의해 매개

된 세포증식 관련 전사활성을 억제하는 것으로 보아[11,12,19],

ERβ는 E2 신호전달에 대한 조절인자로 작용할 수 있음이 제

안되었다[12]. 뿐만 아니라, 에스트로겐은 유방암 및 전립선
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암세포 등에서도 세포사멸을 현저히 증가시켜 암세포의 증식

을 억제하는 것으로 보고하고 있다[22,27]. 에스트로겐에 의한

이러한 결과는 세포증식에 대한 에스트로겐의 또 다른 조절작

용을 제시한다. 또한 자궁경부 암세포 유래 Hela 세포주에서

는 ERα 유전자를 주입한 경우에 한하여 에스트로겐이 MAP

kinase를 활성화하여 세포사멸을 유도하는 것으로 보고된 예

가 있지만[33] 내인성 에스트로겐 수용체에 의한 에스트로겐

의 세포증식 억제효과에 대한 연구는 아직 보고되어 있지 않

다. 또한 선택적 에스트로겐 수용체 조절인자들(SERMs) 중의

하나로 알려진 타목시펜은 조직-특이적으로 작용하여 유선조

직에서는 세포의 증식을 억제하지만 자궁내막에서는 세포증

식을 촉진하는 이중적 역할을 하는 것으로 알려져 있다[16].

따라서, 에스트로겐과 타목시펜의 다양하고 때로는 상반적인

생리적 작용의 규명을 위해서는 표적조직세포와 세포의 특이

적인 생리적 상태에 따라 독립적으로 연구되어야 할 필요가

있을 것으로 사료된다.

프로게스테론(P4)은 포유동물에서 임신유지와 자궁내막의

증식에 관여하는 중요한 여성 스테로이드 호르몬이다. 또한

프로게스테론은 난소조직 상피암 발생에 대한 방어적인 역할

을 하는 것으로 보고되고 있다[23]. 다산 또는 높은 프로게스테

론 농도와 연관이 있는 쌍둥이를 출산한 경험이 있는 여성에

있어서 난소 암 발병률이 감소한다는 보고는[1,14] 임신수준의

높은 프로게스테론에 대한 증가된 노출이 난소 암으로부터

보호함을 제시한다. 이러한 보고와 일치하게, 다수의 연구에

서 P4 또는 다른 프로게스틴이 정상 및 악성 사람 난소 표면상

피세포의 성장을 억제하고 세포사멸을 유도하는 것으로 나타

났다[5,10,23,29,30]. 그러나 자궁경부 암세포의 증식에 대한 프

로게스테론의 영향에 관한 연구는 아직 보고되어 있지 않다.

따라서 본 연구에서는 다양한 고농도와 처리기간에 따라

에스트로겐, 프로게스테론 그리고 타목시펜이 자궁경부암세

포주인 HeLa의 증식에 미치는 영향을 조사하고자 하였다.

재료 및 방법

HeLa 세포주는 American Type Culture Collection (ATCC

HTB-22; Rockville, MD)로부터 구입하였으며, 30~40 회 계대

배양을 통하여 실험에 사용되었다. 배양을 위한 Dulbeco’s

Modified Eagle’s Medium (DMEM) 및 태아송아지 혈청은

GIBCO Invitrogen (Grand Island, NY, USA)으로부터, 그리고

세포배양 플레이트는 Nunc A/S (Roskilde, Denmark)로부터

구입하였다. 17β-estradiol, progesterone (P4), 그리고 tamox-

ifen은 Sigma (St. Louis, MO, USA)로부터 구입하였다.

Cell culture

사람 자궁경부암세포주인 HeLa 세포는 5% 태아송아지 혈

청, 100 U의 penicillin 그리고 100 mg/ml의 streptomycin으로

첨가된 DMEM 내에서 배양을 유지하였다. 배양된 세포는

phosphate buffered saline (PBS)에 용해된 0.05% trypsin 및

2 mM EDTA로 37
o
C, 5분간 처리하여 배양된 10 cm 플레이트

로부터 분리하고, Trypan Blue 염색을 통한 Hemacytometer

로 세포수를 counting 한 다음, 각 호르몬 농도 별 처리 군에

따라 96-well 또는 48-well plate에 3,000~4,000 cell/well을 균

등히 분주하였다. 분주된 HeLa 세포는 각 농도별 호르몬 처리

전 12hr 동안 5% CO2, 37oC에서 배양하였다.

Cell Proliferation assay (MTT assay)

다양한 농도의 17β-estradiol (E2; 0, 10, 100, 1,000, 10,000

ng/ml의 EtOH), progesterone (P4; 0, 100, 1,000, 10,000,

100,000 ng/ml의 DMSO) 그리고 tamoxifen (0, 1,000, 5,000,

10,000, 100,000 ng/ml의 EtOH)을 96-well 또는 48-well plate

에 균등히 분주된 HeLa 배양세포에 첨가한 다음, 에스트로겐

과 프로게스테론은 2.5일, 4일 그리고 6일 동안 처리하였으며,

타목시펜은 6일 동안 처리하였다. 각 호르몬과 배양액은 매

48시간 마다 교체하였다. 각 처리 별 세포의 증식은 시약공급

자의 프로토콜(CellTiter 96 Aqueous One Solution)에 따라

colorimetric MTT (Promega, Madison, WI) 세포분석법에 의

해 분석되었다. 간단히 말하면, 100~150 μl의 배양액 내 세포를

함유하는 plate의 각 well에 2 μl의 MTS 반응용액을 첨가하여

37
o
C, CO2 incubator에서 약 40분간 반응시킨 후 490 nm에서

흡광도를 측정하였다. 이러한 실험은 각각 6회 반복하였으며,

값은 흡광도 단위/well로 표시하였다.

Statistical analysis

실험결과는 평균±SE로 표시되었으며, 처리군 사이의 통계

적 유의성은 Student’s t-test에 의해 결정되었다. p<0.05의 값

은 통계적으로 유의성이 있음을 의미한다.

결 과

에스트로겐 및 프로게스테론의 2.5일 처리효과

배양된 HeLa 세포를 에스트로겐으로 2.5일 처리하였을 경

우, 10~1,000 ng/ml의 농도에서는 대조군 ethanol처리와 비교

하여 세포성장에 차이를 보이지 않았지만, 10 μg/ml 고농도

의 에스트로겐 처리는 대조군 세포증식의 50%를 억제하였다

(Fig. 1A). 이와 유사하게, 프로게스테론에 의한 2.5일 처리 또

한 100~1,000 ng/ml 농도범위에서 DMSO 대조군에 비해

HeLa 세포 증식의 차이를 보이지 않았으나, 10 μg/ml과 100

μg/ml의 고농도에서 각각 50% 및 70%의 증식억제효과를 나

타내었다(Fig. 1B).

에스트로겐 및 프로게스테론의 4일 처리효과

에스트로겐에 의한 2.5일 처리에서와 마찬가지로, 10~1,000
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(A)

(B)

Fig. 1. Inhibitory effects of estrogen and progesterone on pro-

liferation of HeLa as measured by MTT cell proliferation

assay. HeLa cells were incubated for 2.5 days with differ-

ent concentrations of 17-beta estradiol (A) or progester-

one (B) as indicated. Values are expressed as means from

six independent experiments. Error bars indicate stand-

ard errors. a. p<0.05 , b. p<0.01 as compared to control.

ng/ml의 에스트로겐 농도에서 4일 처리시 대조군 ethanol 처

리와 비교하여 HeLa 세포주의 성장에 차이를 나타내지 않았

으며, 10 μg/ml의 고농도 에스트로겐에서는 대조군 세포증식

의 60% 억제효과를 보였다(Fig. 2A). 프로게스테론에 의한 4일

처리는 100 ng/ml~100 μg/ml 농도범위에서 농도-의존성 세

포증식 억제효과를 보였다(Fig. 2B).

에스트로겐 및 프로게스테론의 6일 처리효과

에스트로겐에 의한 6일 처리 또한 10~1,000 ng/ml의 농도

에서는 대조군 처리와 비교하여 HeLa 세포주의 증식에 차이

를 보이지 않았으나, 10 μg/ml의 고농도 에스트로겐에서는

대조군 세포증식의 70% 억제효과를 나타냈다(Fig. 3A). 흥미

롭게도 6일 동안의 프로게스테론 처리에서는, 4일 처리기간

동안 나타난 농도-의존성 HeLa 세포주의 증식억제효과가 사

라졌을 뿐만 아니라, 10 μg/ml 및 100 μg/ml의 고농도 처리

에서도 2.5일 및 4일 처리기간과 달리 대조군 대비 각각 55%와

40%의 감소된 억제효과를 보였다(Fig. 3B).

타목시펜에 의한 HeLa 증식 억제효과

타목시펜에 의한 6일 처리는 1~10 μM 범위의 농도에서는

대조군 처리와 비교하여 HeLa 세포주의 증식에 영향을 미치

(A)

(B)
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Fig. 2. Inhibitory effects of estrogen and progesterone on pro-

liferation of HeLa as measured by MTT cell proliferation

assay. HeLa cells were incubated for 4 days with differ-

ent concentrations of 17-beta estradiol (A) or progester-

one (B) as indicated. Values are expressed as means from

six independent experiments. Error bars indicate stand-

ard errors. a. p<0.05 , b. p<0.01 as compared to control.

지 않았으나, 100 μg/ml의 고농도에서는 70% 이상 감소하였

다(Fig. 4). 이는 에스트로겐에 의한 유사한 증식억제효과

(70%)를 달성하기 위하여 에스트로겐 농도보다 10배 더 높은

타목세펜의 농도를 필요로 함을 나타낸다.

고 찰

이 연구의 결과는 에스트로겐이 정상적인 생리조건에서 작

용하는 세포사멸 억제효과 이외에도, 세포사멸 작용을 통해

유방암 세포를 포함한 전립선 암세포, 신경세포, 골아세포 및

에스트로겐 수용체 형질전환 세포 등의 세포성장 감소를 초래

한다는 이전의 연구보고와[28] 일치한다. 특히 생리적 수준의

에스트로겐도 장기간 에스트로겐이 결핍되었거나 오랫동안

항-에스트로겐에 노출된 유방암 세포에서 세포사멸을 유도할

뿐만 아니라[15,27], 전이형태의 유방암을 앓는 갱년기 여성의

치료를 위해 고 용량의 에스트로겐이 사용된 이전의 예는[15]

에스트로겐 매개에 의한 암세포 사멸효과를 보여주는 또 다른

범주의 에스트로겐 작용에 대한 증거로 제공된다. 이전의 보

고에서와 같이[20], 낮은 농도의 에스트로겐(10~1,000 ng/ml)

은 조사된 모든 다른 기간 동안(2.5~6일) 배양된 HeLa 세포의

성장에 영향을 미치지 않았다. 그러나 10 μg/ml의 고농도 E2
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Fig. 3. Inhibitory effects of estrogen and progesterone on pro-

liferation of HeLa as measured by MTT cell proliferation

assay. HeLa cells were incubated for 6 days with differ-

ent concentrations of 17-beta estradiol (A) or progester-

one (B) as indicated. Values are expressed as means from

six independent experiments. Error bars indicate stand-

ard errors. a. p<0.05 , b. p<0.01 as compared to control.

Fig. 4. Inhibitory effects of tamoxifen on proliferation of HeLa

as measured by MTT cell proliferation assay. HeLa cells

were incubated for 6 days with different concentrations

of tamoxifen as indicated. Values are expressed as means

from six independent experiments. Error bars indicate

standard errors. a. p<0.01 as compared to control.

의 처리는 모든 처리기간에서 세포증식을 억제하였을 뿐만

아니라, 처리기간이 길어질수록 억제효과가 증가함을 보였다

(2.5일, 4일 및 6일 처리기간에 대하여 각각 평균 50%, 60%

및 70%의 억제효과를 나타냄, Fig. 1A, 2A, 3A 참조). 이러한

결과는 ERα 유전자를 주입한 Hela 세포주에서 에스트로겐이

MAP kinase를 활성화하여 세포사멸을 유도한다는 이전의 보

고[33]와 일치할 뿐만 아니라, 고 농도의 에스트로겐이 내인성

에스트로겐 수용체의 매개에 의한 자궁경부 암세포의 증식을

억제할 수 있음을 제시하는 in vitro 증거를 제공한다.

에스트로겐이 암세포의 성장을 억제하는 자세한 기전은 아

직 잘 알려져 있지 않지만, 특정한 조건 또는 선택적인 유형의

조직과 암세포에서 세포사멸 촉진효과를 나타내는 증거들이

보고되어 왔다. 먼저, 다년간의 갱년기를 경험한 여성 또는

tamoxifen에 의한 약물 치료 이후 에스트로겐에 의한 유방암

세포 성장의 억제효과는 낮은 혈중 에스트로겐 농도에 대한

암세포의 적응으로 인하여 에스트로겐의 세포사멸 촉진효과

에 대한 민감성 증대에 기인한 것으로 보고되었다[26,27,32].

또한 ERα로 형질전환된 생쥐배아 섬유아세포와 Raf-1으로 형

질진환된 MCF-7 세포에서 에스트로겐이 세포사멸을 유도하

였으며[8], ERα가 아닌 ERβ를 함유한 신경세포는 에스트로겐

에 반응하여 세포사멸을 초래하였다[18].

이 연구의 결과는 또한 고농도의 프로게스테론이 자궁경부

암세포의 증식을 억제할 수 있으며 처리기간에 따라 세포증식

에 대한 억제효율이 달라질 수 있음을 시사한다. 비록 프로게

스테론이 어떻게 HeLa 세포에 대하여 증식억제 작용을 나타

내는지에 대한 기전은 아직 알려져 있지 않으나, 난소와 자궁

내막에 작용하는 프로게스테론에 대한 이전의 연구결과는 프

로게스테론에 의한 세포사멸 촉진기능을 제시한다. 프로게스

테론은 난소 암과 자궁내막 암세포에서 활성산소의 발생을

억제하고, P53와 같은 세포사멸촉진인자의 발현을 증가시키

는 반면 BCL-2 유전자와 같은 세포사멸억제인자의 발현을 감

소시킴으로써 이들 암세포의 세포사멸을 일으키는 것으로 보

고되었다[17]. 이와 관련하여 정상 또는 악성종양 난소 표면상

피의 세포사멸 또한 프로게스테론에 의해 유도되는 trans-

forming growth factor-β (TGF-β)의 차별적 발현조절 및 cas-

pase-매개 Fas/FasL 신호전달경로의 활성화와 밀접히 연관된

다는 보고[23,30]는 난소 암 발생 억제를 위한 프로게스테론의

방어적 역할에 대한 가능한 분자적 기전들을 제시한다.

에스트로겐보다 더 높은 농도의 타목시펜에 의한 HeLa 세

포주의 성장 억제효과는 조직특이적으로 다르게 작용하는 것

으로 알려진 타목시펜의 이중적 기능에 비추어 볼 때, HeLa

세포주에서는 고 농도 에스트로겐의 세포증식 억제효과와 유

사한 약한 에스트로겐 작용제(agonist)로 기능함을 제시한다.

타목시펜은 유방암 치료제로서 지난 30여년 동안 임상에서

사용되어 왔지만, 조직에 따라서 순수한 E2 길항제로 작용하

지 않고 에스트로겐 agonist로 작용함이 알려져 왔다. 예를 들

어, 에스트로겐의 사용은 자궁암과 유방암의 발생위험을 높이

며, 타목시펜 또한 자궁성장 촉진제로 작용하여 자궁암의 발

생증가와 관련된다. 이러한 타목시펜의 작용에 관한 자세한

기전은 아직 잘 알려져 있지 않지만, 에스트로겐 수용체의 분

자생물학적 기전에 대한 최근의 연구결과들은 타목시펜과 같

은 SERM (Selective Estrogen Receptor Modulator)들이 조직
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특이적 작용을 일으키는 기전을 이해할 수 있는 다양한 증거

를 제공하였다[16]. 즉, 수용체의 기능을 조절할 수 있는 다수

의 보조활성인자 및 보조억제인자와 두 가지 유형의 에스트로

겐 수용체의 존재는 SERM이 다양한 조직-특이적 반응을 유도

할 수 있는 잠재적 복잡성을 예시하며, 각 SERM의 결합으로

다르게 영향을 미치는 ER 리간드 결합부위의 다양한 구조적

변형은 이러한 부류의 리간드에 의한 다양한 생물학적 반응에

대한 정보를 제공한다[16]. 본 연구에서 나타난 고 농도의 에스

트로겐, 프로게스테론 및 타목시펜 매개 HeLa 세포의 증식억

제에 대한 구체적인 신호전달 기전은 향후 규명되어야 할 것

이다.

결론적으로, 본 연구의 결과는 고농도의 에스트로겐, 프로

게스테론 그리고 타목시펜이 HeLa 세포의 증식을 억제할 뿐

만 아니라, 농도 및 처리기간 또한 세포증식에 대한 억제효과

에 영향을 미칠 수 있음을 제시한다.
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초록：배양된 HeLa 세포에서 고농도의 에스트로겐, 프로게스테론 및 타목시펜의 세포증식 억제효과

민계식*

(경남과학기술대학교 제약공학과)

이 연구는 에스트로겐, 프로게스테론 및 타목시펜의 각각 다른 농도와 처리기간에 따라 배양된 사람 난소유래

암세포주인 HeLa 세포의 증식에 미치는 영향을 MTT 분석에 의해 조사하였다. 에스트로겐은 2.5~6일의 처리기간

동안 1 μg/ml의 농도까지는 세포증식에 영향을 주지 않았지만, 더 높은 10 μg/ml의 농도에서는 처리기간의 증가

에 따라 점진적으로 현저하게 세포증식을 억제하였다. 또한 10 μg/ml 농도 이상의 프로게스테론을 2.5일 동안

처리할 경우 HeLa 세포의 증식을 현저하게 억제하였으며, 4일 동안 처리시에는 농도-의존성 억제효과를 나타내

었다. 그러나, 6일 동안 더 장기간의 프로게스테론 처리는 4일 동안의 처리기간에서 관찰된 세포증식에 대한 농도

-의존성 억제효과를 제거하였다. 그리고, 타목시펜은 HeLa 세포주의 증식에 대한 억제효과를 위하여 에스트로겐

보다 더 높은 농도(100 μg/ml)를 필요로 하였다. 이러한 결과는 고농도의 에스트로겐, 프로게스테론 그리고 타목

시펜이 HeLa 세포의 증식을 억제할 뿐만 아니라, 농도 및 처리기간 또한 세포증식에 대한 억제효과에 영향을

미칠 수 있음을 제시한다.
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