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Ⅰ. 서 론

구강암에대한항암요법, 방사선치료와외과적처치를포함

하는 치료는 계속 발전되어 왔으나 치료 효율과 구강암이 진

행된 환자의 생존율 향상은 제한적이며, 많은 경우에서 심한

안면부 결손을 초래하고, 항암제의 독성과 방사선 조사로 인

한부작용이심각하다1). 더욱이기존의치료가실패한환자에

게는 더 이상 효과적인 생명유지 치료가 불가능하다. 그리하

여새로운치료전략으로유전자치료법이각광받고있다2).

유전자치료란 DNA 재조합방법을통하여변형된유전자를

환자의질병세포에도입하여특정유전자의변화를유도하고

유전자이상에의한질병을치료하는것으로정의된다3). 암치

료를위한유전자치료는종양억제유전자로잘알려진 p53을

재조합한 레트로바이러스 벡터를 이용한 종양세포의 성장억

제가보고된후4), 다양한종양억제유전자를보다높은효율로

종양세포에 이입하여 치료하는 방법들이 연구되었다5,6). 종양

억제 유전자를 종양세포로 이입하기위하여 여러 가지 방법

중, 아데노바이러스 벡터에 대한 연구를 통해 암세포주들에

대한유전자재조합아데노바이러스의높은이입효율이보고

된 바 있다5). 저자들은 구강암 세포주에 재조합아데노바이러

스를제작하여이입한결과 20 MOI 이상에서 90%이상의이입

효율이관찰한바있다7). 
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Despite advances in surgery, radiotherapy, and chemotherapy, the survival of patients with oral squamous cell carcinoma has not significantly

improved over the past several decades. Gene therapy is currently under investigation and shows us new possibility of cancer curing method. This

experiment was undergone to find out the cell growth inhibition effect and evidence of apoptosis by HCCS-1(human cervical cancer suppressor-1),

one of the candidates of tumor suppressor gene, transducted to human oral cancer cell line. 

To determine the efficiency of the adenovirus as a gene delivery vector cell line was transducted with LacZ gene and analysed with X-gal staining.

Northern blot was performed to confirm the transfection with HSCC-1 gene and cell viability was assessed by cell cytotoxicity assay using cell count

kit(CCK). To show the evidence of apoptosis, DNA fragmentation assay and flow cytometry(FACS) were performed. 

We had successfully construct the recombinant HSCC-1 adenovirus(Ad5CMV-HCCS-1), and importation efficiency was 20% at 2 MOI(multiplici-

ty of infection), 80% at 20 MOI. Northern blot analysis showed that a single 0.6kb mRNA transcript was expressed in Ad5CMV-HCCS-1 transducted

cell lines. As a result of CCK, when comparing to control subjects, transducted group showed 50% growth inhibition. In DNA fragmentation assay,

according to increasing of MOI, DNA volume was diminished. In FACS analysis, DNA distribution showed fragmentation.

This results imply that HCCS-1gene has growth inhibition effect in human oral cancer cell lines through apoptosis induction.
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세포사멸(apoptosis)은 생명체의 발생과 분화에 기여하며 정

상조직에서조직의형태유지와개조등에관여한다. 이러한

세포사멸의 기전이 비정상적으로 작용하면 다양한 질환들이

유발된다. 세포사멸을활성화하여종양의성장을억제하는유

전자치료의발견은암의치료와인접부위로의전이를억제하

는 새로운 방향을 제시하여, 치료의 부작용도 감소시킬 것으

로기대되고있다8,9). 특히종양억제유전자인 p53에대한연구

를통하여 p53은세포의증식조절에관여할뿐만아니라세포

사멸의유도에도관여하는인자로서 DNA손상에대한세포반

응의결정적인매개인자로서작용하여DNA 손상후에는상향

조절되어 DNA의수선을위하여세포주기의정체가일어나거

나DNA의손상이광범위한경우에는세포사멸을유발하는것

이 밝혀졌다. 이외에도 다양한 종양억제 유전자들이 이와 유

사한세포사멸기전에의하여종양을억제하는것으로연구되

었다. 

HCCS-1 (Human Cervical Cancer Suppressor-1)유전자는자궁경

부를포함한다양한정상조직에서발견되는 555Kb 크기의유

전자로 79개의 아미노산으로 구성된 0.9Kd의 HCCS-1 단백질

을생산하며, 자궁경부암조직과다른암세포에서는발현량이

매우적거나발현되지않는것으로밝혀져이를통해 HCCS-1

유전자가종양억제유전자일가능성을발견하여, HCCS-1유전

자를 Lipofectamin을이용하여HeLa 세포주에이입하여세포사

멸의 유발과 성장 억제를 보고하였다10). 하지만 아직까지

HSCC-1 유전자의 기능과 세포사멸 기전에 대한 지식은 미진

한상태이다. 

이번연구에서는 HSCC-1 유전자를아데노바이러스를운반

체로사용한재조합HCCS-1 아데노바이러스가자궁암세포주

에서와같이구강암세포주에대한성장억제효과를나타내는

가를 확인하고 이러한 성장 억제 효과가 세포사멸의 유발에

의한것임을확인하고자시행하였다.

Ⅱ. 연구 재료 및 방법

세포주 및 배양

이번 실험에서는 구강저의 편평세포암에서 기원한 SCC-15

세포주를 미국조직은행 (American Type Culture Collection;

Manassas, VA)에서 구입하여 사용하였다. 세포 배양은

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / Nutrient Mixture F-12 Ham’s

(Hyclone, Logan, UT)에 10% Fetal bovine serum(FBS; Hyclone,

Logan, UT)과 5% P/S (Penicillin/Streptomycin; Hyclone, Logan, UT)

가포함되어있는배지를사용하였다. 세포주는 37℃, 5% CO2

의조건으로항온배양기에서배양하였다.

재조합 아데노바이러스 벡터의 제작

재조합아데노바이러스의제조와분리는전술한바에따랐

으며7), 2×109/㎖의 농도로 정량하고 virus stock을 -80℃냉동고

에서 사용 전까지 보관하였다. 재조합 HCCS-1 아데노바이러

스 (Ad5CMV-HCCS-1)는 E1 region이 변형된 아데노바이러스

내에 Cytomegalovirus (CMV) promotor, HCCS-1 유전자와 SV40

polyadenylation signal을삽입하였다. 표지유전자로사용하기위

하여 크기는 3.2kb이며 CMV promotor와 bovine growth hor-

mone(BGH) poly-A signal이삽입되어있는 LacZ를사용하였다.

구강암 세포주에 감염시킬 때에는 serum을 첨가하지 않은

DMEM/ Ham’s F-12 media에 viral stock을희석하여정해진 MOI

(multiplicity of infection)로 배양액내의 세포 단일 층에 가하여

37℃에방치하면서 15분간격으로흔들어주며 2시간동안배양

하였다. 그후감염된세포는기존의 10% FBS , 5% P/S가첨가

된DMEM/ Ham’s F-12 media로배양하였다.

Ad5CMV-LacZ transduction과 X-gal staining 

24 well plate에 세포주를 well당 2×104개씩 분주하고 Ad5

CMV-LacZ를 0, 2, 10, 20, 50, 100 MOI가되도록감염시킨후 24

시간배양하고 0.5% gluteraldehyde로상온에서 5분간고정하였

다. PBS(phosphate-buffered saline; Gibco, Grand Islane, NY)으로 2

차례 세척하고 β-galactosidase activity를 측정하기 위해 X-gal용

액 (1.3 mM MgCl2, 15 mM NaCl, 44 mM Tri, pH 7.4, 3mM potassi-

um ferricyanide, 3mM potassium ferrocyanide, 2% X-gal in n, n’-

dimethylformamide)으로 24시간동안 부란시켰다. 각 well에서

500개의세포를 3회계산하여양성으로염색된세포의백분율

을판단하였다.

HCCS-1 유전자에 대한 Northern blot analysis 

이입된 HCCS-1 유전자의 발현 유무를 확인하기 위하여

Northern blotting을 시행하였다. 20㎍의 총 denatured RNA를 1%

formaldehyde agarose gel에서 전기영동하고 이를 nylon mem-

branes (Boehringer-Mannheim, Germany)에 transfer하였다. Blot은
32P-labeled random-primed CG373 partial cDNA probe로 42℃에서

밤새hybridize시켰다.

Cell Counting Kit-8에 의한 세포활성도 측정

96 well plate에 SCC-15 세포주를 well당 1×104 개씩분주하고

Ad5CMV-HCCS-1을MOI 별로감염시킨후 48, 96, 144, 192시간

배양하고, Cell counting kit-8 (CCK-8; Dojindo Molecular

Technologies, Inc, Gaithersburg, MD)을배지부피의 1/10 로처리

한 뒤, 1시간동안 방치하고 분광광도계 (Elisa reader system;

Molecular devices)를이용하여흡광도450 ㎚에서측정하였다.

DNA 분절화 확인

6 well plate에 세포주를 well당 1×105 개씩 분주하고

Ad5CMV-HCCS-1을 MOI별로감염시킨후 48, 96, 144, 192시간
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배양하고Trypsin/EDTA를이용하여수확하였다. Qiagen mini kit

(Qiagen; Max-Volmer-strabe, Hilden, Germany)를이용하여제작회

사의제안에따라 DNA를추출하였으며, 추출된각각의 DNA

시료 5㎍을 TE용액에녹인후 ethidium bromide가들어있는 1%

agarose gel에전기영동하고UV detector 상에서확인하였다. 

핵 응축도 확인

세포주를 6 well plate에 well당 1×105개로 분주하고

Ad5CMV-HCCS-1을MOI별로감염시키고 28, 96, 144, 192 시간

동안 배양한 후, 3.7% 포르말린으로 10분간 고정하고, 100%

methanol을 10분간 처리하여 세포를 고정시켰다. 슬라이드에

고정된세포에 methanol을약 1-2방울떨어뜨리고건조시킨후

DAPI(4.6-diamidino-2-phenylindone dihydrochloride; Sigma, St.

louis, MO)를 5㎍/well의농도로처리하고형광현미경으로관찰

하였다.

Flow cytometry에 의한 DNA 함량분석

6 well plate에 well당 1×105개씩 분주하고 24시간 배양한 후,

실험군의각well에Ad5CMV-HCCS-1을 2, 20, 50 MOI로감염시

켰다. 48시간 후 세포를 수거하고 PBS로 두 차례 세척한 후

70% Ethanol로 4℃에서 12시간동안고정시켰다. Ethanol을제거

하고 0.5 ml PBS로다시녹인뒤 1 ㎎/㎖농도의RNase (Sigma, St.

Louis, MO) 0.5 ml와100 mg/ml 농도의PI (propidium iodide; Sigma,

St. Louis, MO) 0.5 ml을차례로첨가하여상온의암실에서 30분

간반응시켰다. 유세포분석전까지는 4℃의암실에보관하였

으며 유세포 분석기 (FAC Star plus, Becton and Dickinson,

Mountain View, CA)를이용하여분석하였다.

Ⅲ. 결 과

아데노바이러스 이입효율

재조합 Ad5CMV-LacZ 바이러스로감염시킨후 X-gal staining

으로이입효율을측정한결과SCC-15 세포주에Ad5CMV-LacZ

의 이입 효율은 MOI가 2일때 20%이었고, MOI가 20일때 80%

로MOI 20 이상에서는비슷한이입효율을보였다.

HCCS-1 유전자 발현 확인

Northern blot으로 확인할 결과 Ad5CMV-HCCS-1로 transduc-

tion된구강암세포주에서단일의 0.6-kb mRNA transcript가발현

되며, Ad5CMV-LacZ transduction된것과 wild-type에서는 HCCS-

1 mRNA transcript가발현되지않거나극미량만발현되었다.

Ad5CMV-HCCS-1에 의한 세포활성도의 영향

구강암 세포주에 Ad5CMV-HCCS-1을 MOI별로 감염시키고

48, 96, 144, 192시간후세포활성도를확인한결과대조군의경

우구강암세포주에서 8일경과후약 40%의세포활성도의증

가를 보인 반면, 실험군의 경우 시간경과에 따라 세포활성도

의감소를보였는데 20 MOI의구강암세포주에서 8일경과후

약 50%의감소를보였다. 또한 MOI가높아질수록세포활성도

는떨어지는양상을보였다(Fig. 1).

DNA fragmentation analysis

Ad5CMV-HCCS-1을감염시키고 48, 96, 144, 192시간후 DNA

를 분리하여 각각 같은 농도의 DNA를 전기영동한 결과 48시

간부터바이러스의농도가 20 MOI 이상에서뚜렷한분절이나

타나지는않았지만 band의굵기가가늘어지는것을확인하였

다(Fig. 2).

Fig. 1. Effect of HCCS 1 gene on cell viability of

SCC-15 cell line. Cell line was cultured in 96 well

plate for 48, 96, 144, 192 hours with indicated MOI

concentration of HCCS 1 gene. The number in the

left column represent relative viability. The standard

deviations are shown on top of each bar. 

Fig. 2. DNA fragmentation by affect of HCCS 1 gene

on SCC-15 cell line. DNA was extracted from cell

line and gel electrophoresis was performed. Lane 1

(M) : 1Kb size marker; Lane 2 through 7 : trea-

tment of 0, 2, 10, 20, 50, 100 MOI concentration

HCCS 1 gene. 
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핵 응축도 측정

Ad5CMV-HCCS-1을 감염시키고 DAPI로 핵을 염색한 후 핵

의응축도를관찰한결과 48시간이후부터핵이응축되는것을

관찰할 수 있었으며, 20 MOI에서 세포 응축도가 두드러지게

관찰되었다(Fig. 3).

Flow cytometry에 의한 DNA 함량분석

세포의 DNA 함량을 DNA 삽입색소인 PI로염색하여유세포

분석기로 측정한 결과, DNA함량에 따라 대조군과 실험군은

정규분포를보이는 DNA histogram을나타내었으며, 대조군에

서는정상적인세포주기에해당하는 G0/G1 기의 peak 가동일

한 위치와 크기로 관찰되어 살아있는 정상세포임을 알 수 있

었고, 10 MOI에서는 G1기에서 arrest가일어남을알수있으며,

20 MOI에서부터G0/G1 peak 앞에DNA 분절화를뜻하는G0/G1

전분기 분획 (pre-G0/G1 fraction)이 형성되어 세포사멸이 유도

됨을알수있었다(Fig. 4).

Fig. 3. DAPI statining indicated a higher percentage of SCC-15 cell line transducted

by HSCC-1 gene with condensed and fragmented nuclei. (Fluorescence image were

captured with fluorescence microscope. DNA was shown blue color) 

Fig. 4. DNA histograms by flow cytometric measurements. Cells were incubated for

48 hours with indicated MOI. Cells were stained with propidium iodide and analyzed

by FACS. In this histogram of a group treated with 20 MOI, apoptosis was

corresponded to pre-G0/G1 fraction (*)
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Ⅳ. 고 찰

이번연구에서는구강암에대한재조합 HSCC-1 아데노바이

러스 유전자 치료의 유용성과 작용 기전을 알아보기 위하여

세포사멸유도를통한억제효과를관찰하였다. 

본연구에서사용된유전자전달체인아데노바이러스는유

전자 치료 등에 다양하게 이용되고 있다. 아데노바이러스의

다양한 이용이 가능한 것은 이 바이러스의 몇 가지 생물학적

특징에기인하는데, 우선아데노바이러스는다양한종류의세

포에 유전자를 전달할 수 있으며, 유전자의 전달은 세포분열

의 활성도와 무관하게 이루어진다. 또한 숙주 세포 염색체에

삽입되어 삽입 돌연변이를 유발하는 레트로바이러스와는 달

리이입된유전자가 episome으로일정기간존재하다사라짐으

로서 숙주세포 유전자의 영구적 변형을 유발하지 않는다. 일

반적으로고역가의바이러스생산이가능하며높은정도의유

전자 발현 수준을 보인다11). 저자들의 이전의 연구에 따르면

HSCC-1 유전자가아데노바이러스벡터를이용하여높은효율

로구강암세포주내에성공적으로전달되었으며이의 mRNA

가표현되었고이에따른구강암세포의성장억제가관찰되었

다7). 아데노바이러스벡터를 이용한 유전자 치료가 조직의 손

상을최소화하고부작용을줄이는장점이있으나암세포의완

전한관해를유발하지는못하고반복투여시바이러스에대한

면역반응이유발되는등의극복해야할기술적난제들이남아

있다12). 

암은세포가정상적인조절을벗어나성장및분화의균형이

깨어져서발생하는것으로생각되고있으며그중에서도암유

전자와항암유전자가중요하다는것이보고되어있다13). 특히

p53과 Rb 항암 유전자는 세포주기중 S기로 들어가 증식할 것

인지, G1기에머물면서분화할것인지, DNA 손상이나기타의

장애가너무심하여세포사멸로죽을것인지여부를결정하는

G1 checkpoint의핵심인자로알려져있다14).

세포사멸은 생명체의 발생과 분화에 기여하며 정상조직에

서조직의형태유지와개조등에관여한다. 이러한세포사멸

의기전이비정상적으로작용하면다양한질환들을유발한다.

세포사멸은 DNA 분절화(fragmentation)를 통하여 세포가 파

괴하는 다양한 과정을 내포하며 이과정 가운데 내재적 경로

(intrinsic pathway)는 DNA 손상, 저산소증(hypoxia), 성장 인자

(growth factor)의소멸과같은 intra-cellular stress에대한반응으로

활성화된다. 미토콘드리아막의 투과성이 증가함으로 caspase

연속반응이시작되며 cytochrome C를방출한다. 이러한미토콘

드리아의변화는 procaspase-9, Apaf-1과 cytochrome C로구성된

apoptosome을 형성한다. apoptosome은 caspase-9을 형성하며 세

포사멸을유발한다.

많은학자들은오랫동안세포사멸의촉진자와억제자가세

포사멸의발현의아주긴밀한조절을관장하는것으로설명해

왔다15,16). 세포사멸을 조절하는 유전자 중 대표적인 것이 bcl-2

이며 이와 유사한 염기서열을 가지는 유전자들을 bcl-2 family

유전자라고부른다. Bcl-2 family에속하는단백들은크게세포

사멸을 억제하는 anti-apoptotic protein과 세포사멸을 촉진시키

는 pro-apoptotic protein들로나뉜다. 이들은상호작용을통하여

세포사멸을억제하거나유발하는것으로설명된다. Anti-apop-

totic protein의대표격인 bcl-XL은미토콘드리아를통하여사멸

신호전달에관여하는 Apaf-1 단백이 pro-caspase-9과결합하지

못하게방해하여세포사멸을억제하는기능을수행한다. 이러

한 bcl-XL의 anti-apoptotic 기능은 pro-apoptotic 단백인 blk에의해

억제된다. Bcl-2와 bcl-XL 단백같은 anti-apoptotic protein은 결국

미토콘드리아로부터 cytochrome C의해리를억제함으로써세

포사멸을방해하는것으로알려져있으며이들은모두 BH1과

BH2 domain을 함유하고있다. 한편 세포사멸을촉진하는 pro-

apoptotic단백인 bcl-2 member들은 크게 bcl-2의 구조와 유사한

bax, bak, bok을포함한 subfamily와 BH3 domain 만을갖는 BH3

family로나뉜다. blk와같은 BH3 domain을갖는 pro-apoptotic 단

백들은 bcl-XL 같은 anti-apoptotic 단백들의길항제로작용함으

로써세포사멸을유발하는데관여하고있다. 즉 pro-apototic 단

백질과 anti-apoptotic 단백질의반응후에형성되는분자의수준

이세포의세포사멸을결정하는것으로밝혀지고있다15,16). 

세포사멸을 통한 종양의 치료를 위해 종양억제 유전자인

p53에대한연구가광범위하게시행되었다.  p53은세포의증식

조절에관여할뿐만아니라세포사멸의유도에도관여하는인

자로서 p53에 의해 조절되어지는경로에 의한 세포사멸의유

도는 bcl-2 유전자 (anti-apoptotic protein)의 발현의 감소와 bax

(pro-apoptotic protein)발현의상승과연관이있는것으로생각되

어진다17). 이외에도다양한종양억제유전자들이이와유사한

세포사멸기전에 의하여 종양을 억제하는 것으로 연구되었

다18). 또한구강암에서도세포사멸로구강암세포주가약제등

에의하여세포사멸되는과정이일부밝혀졌다19-21).

이연구에서사용된HSCC-1 유전자발현에따른구강암세포

주의세포사멸의원인을조사하기위하여 apoptotic DNA 분절

분석을실시한결과, DNA의양이감소함을보일뿐분절화의

증거가 명확히 보이지 않았다. 그러나 추가로 시행한 유세포

측정에 의한 DNA 함량분석을 시행한 결과 20 MOI에서 부터

DNA 분절화를 뜻하는 G0/G1 전분기 분획 (pre-G0/G1 fraction)

이형성되었고핵의응축도가 20 MOI에서두드러지게관찰되

므로써HSCC-1 유전자도입으로구강암세포주의세포사멸이

유도됨을유추할수있었다. 하지만아직까지 HSCC-1 유전자

가 세포내에서 어떤 경로를 거쳐 세포사멸을 유도하는 지에

대한 지식은 매우 부족하다. 다만 김 등의 연구에 의하면 cas-

pase system의 활성화가 관련되어져 있을 것이라고 추측되고

있다10). 그리고세포의성장과사멸을조절하는인자가매우다

양하나22) HSCC-1 유전자와이들인자사이의상호작용에관한

이해가또한부족하다. 따라서향후의연구를통하여 HSCC-1

유전자가 세포 사멸과정에서 p16INK4a, p15INK4b이나 p21WAF 등의

세포주기조절인자와의관계와나아가서세포사멸촉진또는

억제단백들과의관련성을밝혀야할것으로사료된다. 이과

정에서 나타나는 caspase system의 변화와 Bcl-2 familial 변화를

western blotting으로조사하는것이필요할것으로여겨진다. 
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이러한연구를통하여가능성인종양억제유전자인 HSCC-1

유전자가세포사멸을유발하는기전을규명한다면, 이에대한

이해를 바탕으로 구강암 유전자 치료 등의 새로운 치료 방법

의소재로서중요한기여를할수있을것으로생각된다.

Ⅴ. 결 론

이연구에서는종양억제유전자로알려진 HCCS-1 유전자를

재조합 HCCS-1 아데노바이러스를이용하여구강암세포주에

도입시킨후세포성장과세포사멸에미치는영향을관찰하였

다. HCCS-1 유전자는 20 MOI에서 80%의효율로이입되어구

강암세포주내에서발현되었으며, 세포활성도측정시약 50%

의 성장 억제 효과가 관찰되었다. 그리고 DAPI 염색과 Flow

cytometry등의분석에서핵의응축과 DNA의분절화가나타나

시험관내에서의성장억제가세포사멸을통해억제됨을입증

할수있었다. 
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