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프종 다음으로 소아에서 가장 흔한 악성 고형 암이다. 이들은

임상증상 및 생물학적 양상이 다양하고 많은 환자에 있어 진단

당시 진행 된 경우가 많아 화학요법, 수술, 방사선 치료만으로는

재발과 항암제에 대한 내성 발현으로 장기적인 예후가 불량하다.

최근 고위험군 신경모세포종에서도 고용량 화학요법 후 자가 조

혈모세포 이식과 13-cis-retinoic acid투여로 38% 정도의 생존

율 증가를 가져왔지만 현재에도 가장 난치성 소아암 중 하나이

다
1)
. 이를 극복하기 위해 암세포에 대한 분자생물학적 특성을

신경모세포종에서 IFNγ에 의한 TNFα와
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Purpose : IFNγ sentitizes many tumor cells to TNFα and FASL-mediated apoptosis by enhancing

the expression of TNF or FAS/CD95 receptor and modulating the activation of caspase and Bcl-2

family. It has been reported that IFNγ and TNFα synergistically caused differentiation and growth

inhibition of neuroblastoma cells. Even though some neuroblastoma cell express FASR/FASL on the

cell surface, they could not induce apoptosis by ligation of the FAS/CD95 receptor. But the treat-

ment of IFNγ is reported to induce apoptosis in some neuroblastoma cell lines through the CD95/

CD95L autocrine circuit. In this study, we examined whether IFNγ could affect TNFα and agonis-

tic FAS/CD95 antibody(CH-11)-induced apoptosis against neuroblastoma cell lines that had shown

diverse drug sensitivity and resistance.

Methods : CHLA-15, CHLA-90 and LA-N-2 neuroblastoma cells were cultured in IMDM and treated

with recombinant IFNγ, TNFα and CH-11 antibody. Cell viability was measured by DIMSCAN

with a fluorescent calcein-AM. Apoptosis was analyzed through flow cytometry using Annexin V-

PE and 7-ADD staining and confirmed by pancaspase and caspase-8 blocking experiments. The ex-

pression of TNF RI and FAS/CD95 receptor was evaluated by flow cytometry using the correspond-

ing antibody and PE-conjugated secondary antibody.

Results : IFNγ or TNFα alone had no demonstrable cytotoxic effects, whereas both cytokines in

combination induced apoptosis synergistically in CHLA-15 and CHLA-90 cells. Although there was

no cytotoxicity with the ligation of CH-11 alone in CHLA-90 cells, pretreatment of IFNγ increased

the sensitivity of CH-11-mediated apoptosis. The expression of TNFRI and FAS/CD95R were non-

specifically enhanced after treatment of IFNγ without relation to sensitivity to TNFα and CH-11.

This finding suggest up-regulation of both receptors may contribute to sensitization of TNFα and

CH-11-mediated apoptosis by IFNγ in only sensitive cell lines.

Conclusion : IFNγ induced sensitization of TNFα and agonistic FAS/CD95 antibody-mediated

apoptosis on some neuroblastoma cells through up-regulation of TNFRI and FAS/CD95 receptor. (J

Korean Pediatr Soc 2003;46:702-709)
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규명하고 유전자 치료
2, 3)

나 중성구(neutrophil), 가지돌기(dendri-

tic)세포, 활성화 된 T 림프구(CTL, cytotoxic T lymphocyte),

자연살해 세포(NK, natural killer) 및 자연살해 T세포(NKT,

natural killer T cell) 등을 이용한 면역세포 치료
4-8)

가 활발히

시도되고 있다. INFγ와 TNFα는 활성화 된 T 림프구, 자연살

해세포, 자연살해 T세포 등에서 분비되어 면역기능 및 염증반응

조절 등 광범위한 생물학적 활성을 나타내는 중요한 체내 물질

이다
9, 10)

. 또한 두 사이토카인은 신경모세포종을 포함한 다양한

암세포에서 세포분화, 성장억제와 세포고사(apoptosis)를 유도하

여 항암효과를 나타냄이 증명되었다
11-16)

. 그러나 실제 인체에 투

여 시 많은 부작용으로 인해 이들의 사용이 제한되어졌다. 최근

새로운 암 치료의 역으로 각광을 받고 있는 가지돌기세포, 활

성화 된 T 림프구, 자연살해세포, 자연살해 T세포 등을 이용한

면역치료에 있어서도 이들 사이토카인의 분비가 직, 간접적으로

암세포제거에 관여함이 보고되었다
4-10, 17)

. FAS/FASL은 항암제

투여 및 면역세포 활성화시 발현이 증가되어 세포사망 유도의

주된 기전이 되며 IFNγ가 이를 더욱 촉진함이 밝혀졌다
18-20)

.

따라서 신경모세포종에서 INFγ와 TNFα나 FAS/FASL의 상

호작용에 대한 연구는 이들의 전신적 투여 및 면역세포와 유전

자 치료 등의 암세포 제거 전략 수립을 위해 필수 적 일 것으로

사료된다.

신경모세포종에서 INFγ는 세포 표면의 TNFα수용체 발현

을 증가시켜 TNFα와 협동적으로 암세포의 분화를 촉진하고

성장을 억제하여 항암효과를 나타냄이 밝혀져 있지만
11, 21)

세포

고사에 대한 보고는 없다. 또한 신경모세포종에서 FAS/FASL

경로가 항암제 치료 및 IFNγ 단독에 의한 세포고사 유도에 중

요하게 관여한다는 보고가 있지만
22-24)

일부 연구에서는 암세포

가 FAS수용체를 자연적으로 발현하더라도 FASL에 의한 세포

고사가 발생하지 않음이 밝혀졌다
25, 26)

. 따라서 본 연구는 서로

다른 치료과정에서 얻어진 다양한 항암제 내성을 가진 신경모세

포종 세포주를 이용하여 INFγ의 TNFα와 길항적 FAS/CD95

항체(CH-11) 유도성 세포고사에 미치는 향과 그들의 수용체

발현변화를 조사하여 신경모세포종의 항암제에 대한 내성 극복

과 면역세포 치료의 기초적인 자료로 활용하고자 시행하 다.

대상 및 방법

1. 신경모세포종 세포주 배양

본 연구에 사용된 CHLA-15, CHLA-90, LA-N-2 신경모세

포종 세포주는 로스앤젤레스 소아 아동병원(Los Angeles Chil-

dren's Hospital)에서 공급되었으며 CHLA-15, LA-N-2는 진

단시, CHLA-90은 고용량 화학요법과 자가 조혈모세포 이식 후

재발 시 서로 다른 환자로부터 분리배양 되었다(Table 1). 모든

세포주는 20% 우태아혈청(heat inactivated fetal bovine se-

rum)이 함유된 Iscove's modified Dulbecco's medium(IMDM;

Gibco BRL, MD, U.S.A) 배지를 이용하여 37℃, 5% CO2의 완

전 습윤된 조건하의 CO2 배양기 내에서 실험조건에 따라 INFγ

와 TNFα(R&D System, Inc. MN, U.S.A) 및 길항적 FAS/

CD95항체(CH-11; MBL, Nagoya, Japan)를 처리하여 검사하

다.

2. 암세포주의 생존율 측정

암세포 생존율은 Digital Image Microscopy Scanning

(DIMSCAN)을 이용하여 생존세포 내 축척된 형광기질인 cal-

cein-acetoxymethyl ester(calcein-AM; Molecular Probe Inc,

OR, U.S.A)을 이용하여 측정하 다
4, 27)

. 간단히 요약하면 96

well 세포 배양 판의 각 well당 100 µL 배지에 1,000-3,000세포

를 24시간 동안 배양하여 접촉을 허락한 후 실험 조건에 따라

well당 처리시약이 함유된 50 µL 배지를 추가하여 6일 동안 배

양하 다. 이들 세포에 calcein-AM 5 µg/mL을 처리하여 37℃

배양기에서 30분 동안 배양한 후 DIMSCAN으로 분석하 다.

암세포 생존율은 대조군과 실험군의 백분율을 구하여 산출하 다.

3. 암세포주의 세포고사 측정

암세포의 세포고사 정도는 Annexin V-Phycoerythrin(PE)와

7-Amino-actinomycin D(7-ADD)(Pharmigen, CA, U.S.A)로

이중 염색하여 유식세포분석기를(Coulter
ⓡ

EPICS
ⓡ
Elite flow

cytometer)(Beckman-Coulter Inc, FL, U.S.A) 이용하여 측정

하 다
28)
. 간단히 요약하면 시약이 처리된 암세포를 차가운 인산

Table 1. Characteristics of Neuroblastoma Cell Lines and their Sensitivity to Chemotherapeutic Drugs

Cell line Tumor status
*

Tumor site† N-myc status☨
Drug S or R§

P/C/M/D/E∥

CHLA-15

CHLA-90

LA-N-2

Dx

PDBMT

Dx

Primary

BM

Primary

N

N

A

R/S/S/S/S

R/R/R/R/R

Not tested

*
Time cell line established : Dx, at diagnosis; PDBMT, at disease progression after high dose chemoradiotherapy supported by
autologus bone marrow transplantation

†Tumor site : BM, bone marrow metastasis
☨N-myc gene : N, non-amplified, A, amplified
§R : drug resistant, S : drug sensitive
∥Cisplatin(P), carboplatin(C), melphalan(M), doxorubicin(D), etoposide(E)
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완충액(phosphate buffered saline, PBS)으로 세척 후 Annexin

V Binding Buffer(10 mmol/L acid, pH 7.4, 140 mmol/L

NaCl, 2.5 mmol/L CaCl2)(Pharmigen, CA, U.S.A)에 1×10
6
/

mL 세포를 부유하 다. 이들 세포 중 1×10
5
세포를 5 mL 배

양관에 옮긴 후 5 µL Annexin V-PE와 7-ADD를 처리하여 상

온에서 15분 동안 방치한 후 유식세포분석기을 이용하여 측정하

다. 생존세포는 Annexin V 음성/7ADD 음성세포로, 초기세포

고사세포는 Annexin V 양성/7-ADD 음성세포로, 후기세포고사

와 이미 사망한 세포는 Annexin V 양성/7-ADD 양성세포로 정

의하 다. 특이세포고사(Specific apoptosis)의 백분율은 100×

[실험군 세포고사(%)－대조군의 세포고사(%)/100%]로 산출하

다. 특이 세포고사의 평균과 표준편차는 같은 조건의 3개의 복

제 실험을 통하여 얻어졌다. 세포고사 억제실험은 pancaspase

억제제인 Boc-D-FMK와 caspase-8 억제제인 Z-IETD-FMK

(Calbiochem, Darmstadt, Germany) 이용하여 시행하 다.

4. TNFα와 FAS/CD95 수용체 측정

암세포주를 30 µg/mL IFNγ을 처리하여 24시간 배양 한 후

새 배양관에 100 µL 배지의 1×10
6
세포를 옮겼다. TNFRI은 10

µg/mL anti-human TNFRI항체(R&D Systems, MN, U.S.A),

FASRI은 10 µg/mL anti-Fas항체(ZB4)(MBL, Nagoya, Ja-

pan)을 30분 동안 4℃에서 배양하 다. 음성 대조군으로는 같은

IgG 동종형인 mouse IgG1(Immunotech, Marseille Cedex,

France)을 이용하 다. 1차 항체 처리 후 PBS로 2번 세척 한

후 이차항체인 R-phycoerythrin-conjugated affiniPure F(ab')

2 Fragment anti-mouse IgG(H＋L)(Immunotech, Marseille

Cedex, France)을 1 : 50의 희석농도로 2시간 동안 반응시켜 유

식세포분석기를 이용하여 측정하 다.

결 과

1. 신경모세포종 세포주에서 IFNγ의 TNFα와 CH-11
유도성 세포 생존율 변화에 미치는 향

먼저 신경모세포종에서 IFNγ가 TNFα와 CH-11에 의한 세

포독성을 촉진 할 수 있는지 여부를 알아보기 위해 30 ng/mL

IFNγ와 45 ng/mL TNFα 또는 500 ng/mL CH-11을 동시

처리하여 6일 동안 배양 한 후 형광기질인 calcein-AM을 이용

한 DIMSCAN을 시행하 다. 그 결과 IFNγ, TNFα, CH-11

단독 투여 시는 모든 세포주에서 20% 이하의 세포생존율 감소를

보 다. 그러나 IFNγ와 TNFα의 동시 투여 시에는 CHLA-

15세포는 90% 이상, CHLA-90세포는 약 50% 정도의 의의 있

는 생존율 감소를 보 다. 또한 CHLA-90세포에서는 INFγ와

CH-11 동시 투여로 90% 이상의 생존율 감소를 보 다. 반면

LA-N-2세포에서는 IFNγ가 TNFα, CH-11에 의한 세포독성

을 유도하지 못했다(Fig. 1).

2. IFNγ의 TNFα와 CH-11 유도성 세포고사에
미치는 향

신경모세포종에서 IFNγ와 TNFα의 세포독성은 대부분 세

포 분화와 성장 억제로 밝혀져 있다. 따라서 IFNγ와 TNFα또

한 CH-11에 의한 세포 생존율 감소가 세포고사에 의해 유도되

는지를 알아보기 위해 Annexin V-PE와 7-ADD로 이중 염색하

여 유식세포분석기를 통하여 분석하 다. IFNγ을 3일 동안 전

처리 한 후 TNFα, CH-11을 2일 동안 처리하여 검사하 다.

세포 생존율 검사와 일치하게 IFNγ와 TNFα 동시 투여 군

에서는 CHLA-15과 CHLA-90 세포에서 각각 70%와 40% 정

도, 또한 INFγ와 CH-11 동시 투여 군에서는 CHLA-90세포에

서 70% 이상의 특이세포고사(specific apoptosis)를 유도하 다.

그러나 LA-N-2 세포와 IFNγ TNFα, CH-11 단독 투여 시에

는 의의있는 세포고사를 유도하지 못했다(Fig. 2).

3. 공통 capase 경로를 통한 IFNγ와 TNFα의
세포고사유도

IFNγ와 TNFα에 의한 세포고사 유도시 공통 capase 경로

(common caspase pathway)의 통과여부를 알아보기 위해

CHLA-15 세포에 pancaspase 억제제인 20 mM BOC-D-

FMK와 caspase-8 억제제인 20 mM Z-IETD-FMK을 처리한

후 세포고사 정도를 측정하 다. 그 결과 두 capase 억제제를

투여 한 후 INFγ와 TNFα 유도성 특이 세포고사가 완전히 소

실되는 것을 보여주었다. 따라서 INFγ와 TNFα에 의한 세포

고사는 수용체 하방의 caspase-8을 경유하는 공통 caspase 경

로를 통하여 이루어짐을 알 수 있다. 또한 두 사이토카인에 의

한 세포고사 유도시 FAS/FASL 경로가 관여하는지를 알아보기

Fig. 1. IFNγ sensitized some neuroblastoma cells to TNFα
and agonistic CH-11(FAS/CD95) antibody. Cells were exposed
to 30 ng/mL of INFγ, 45 ng/mL of TNFα, 500 ng/mL of
CH-11 and mixed conditions for 6 days. Cell viability was
analyzed with the use of a fluorescence-based assay employ-
ing digital imaging microscopy(DIMSCAN). Each point repre-
sents the mean±S.D. of 6 replicate wells. Results are presen-
ted as a percentage of viable cells relative to that in target
cells alone.

- 704 -



소아과 : 제 46 권 제 7 호 2003년

위해 FAS/CD95수용체 억제제(ZB4)를 투여하 으나 특이세포

고사 정도에 향이 없었다(Fig. 3).

4. INFγ가 신경모세포종의 TNFRI과 FAS/CD95
수용체 발현에 미치는 향

INFγ에 의한 TNFα와 CH-11 유도성 세포고사 촉발이 이

에 상응하는 수용체 표현의 증가에 의한 것인지 알아보기 위해

TNFRI과 Fas/CD95 단클론항체(ZB4)를 반응시킨 후 PE가 결

합된 이차항체를 이용하여 수용체 발현 정도를 유식세포 분석기

로 측정하 다. TNFRI은 모든 세포주에서 자연적으로 표현되었

으며 INFγ 치료 후 현저히 증가하는 양상을 보 다(Fig. 4A).

FAS/CD95 수용체의 표현은 대조군에서는 나타나지 않았으나

IFNγ 치료 후 에는 모든 세포주에서 증가하 다(Fig. 4B). 이

는 IFNγ가 TNFα와 FAS/CD95 수용체 발현을 증가시켜 그

들의 리간드에 의한 세포고사유도를 일부 신경모세포종에서 촉

진 할 수 있음을 암시한다.

고 찰

IFNγ는 활성화된 T 림프구, 자연살해 세포와 자연살해 T세

포에서 분비되어 항바이러스, 항염, 항증식, 면역 조절과 항암

작용 등의 다양한 기능을 수행한다
9, 10)

. IFNγ는 다양한 기전에

의해 직접 암세포에 대한 세포고사를 유도 할 수 있고 항암제와

Fig. 4A. INFγ enhanced the expression of TNFRI on neuro-
blastoma cells. Cells were cultured with 30 ng/mL of IFNγ
for 24 h and then incubated with 10 µg/mL of anti-TNF-RI
antibody. The cells were subsequently stained with anti-goat
IgG antibody labeled with PE. The reaction then were ana-
lyzed with a FACScan flow cytometry. The white areas repre-
sented controls, and shaded areas represented cells treated
with anti-receptor antibody and fluoresceinated second anti-
body.

Fig. 2. IFNγ triggered TNFα and agonistic CH-11 anti-
body-induced apoptosis. Cells were pretreated in the presence
or in the absence of 30 ng/mL of IFNγ for 3 days. After
washing twice, cells were treated with 30 ng/mL of INFγ, 45
ng/mL of TNFα, 500 ng/mL of CH-11 antibody according to
indicated conditions. Quantification of apoptosis was performed
by fluorescence-activated cell-sorting(FACS) analysis with an-
nexin V-PE and 7-ADD. Percentage of specific apoptosis was
calculated as follows : 100×[experimental apoptosis(%)－sponta-
neous apoptosis(%)/100%]. Mean±S.D. of triplicates are shown.

Fig. 3. The synergistic apoptosis of INFγ and TNFα was

induced by the common caspase pathways without involve-

ment of FAS/FASL pathway. Cells were pre-incubated with

500 ng/mL of antagonistic FAS R antibody(ZB4), 20 mM of

pancaspase blocker(BOC-D-FMK), 20 mM of caspase-8

blocker(Z-IETD-FMK) for 1 h and then treated with 30 ng/

mL of INFγ, 45 ng/mL of TNFα. Quantification of apoptosis

was performed by fluorescence-activated cell-sorting(FACS)

analysis of annexin V-PE and 7-ADD. Percentage of specific

apoptosis was calculated as follows : 100×[experimental apo-

ptosis(%)－spontaneous apoptosis(%)/100%]. Mean±S.D. of

triplicates are shown.
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병행 투여 시 암세포사망을 촉진하며 인체내 면역세포의 활성화

를 통하여 항체 의존적 세포독성(antibody-dependent cytotoxi-

city) 및 T-림프구와 자연살해 세포에 의한 세포독성을 증가시

킨다
9, 12)

. 또한 다양한 암세포에서 TNFα, FAS 및 다른 사망

수용체 와 이들에 상응하는 리간드의 표현을 증가시킬 뿐 아니

라 Bcl-2 가족과 caspase 활성도를 조절하여 세포고사 유도에

관여함이 밝혀져 있다
29, 30)

.

TNFα는 활성화된 대식 세포, 단구, 자연살해 세포, 자연살

해 T세포와 내피 세포에서 주로 분비되며 세포증식, 염증반응,

스트레스, 세포사망 등의 생물학적 기능을 담당한다
9)
. TNFα는

다양한 암세포에서 세포독성을 나타내는데 두 종류의 수용체

TNFRI(p55), TNFRII(p75) 중 대부분 TNFRI과 결합하여 하방

의 TRADD(TNFRI-associated death domain protein)와

FADD(FAS-associating protein with death domain) 등의 결

합 단백을 모집(recruit)하여 caspase-8을 활성화하여 세포고사

를 일으킨다
31)
. FAS/FASL는 TNF/nerve growth factor 가족

의 하나로 활성화 시 하방의 TRADD, FADD, Receptor in-

teracting protein(RIP) 등을 모집하여 강력한 세포고사를 유도

한다
31)
. FASL은 활성화된 T와 B 림프구, 자연살해 세포 등의

면역 세포와 눈, 뇌, 고환 같은 면역 특권이 주어진 장기(immu-

ne-privileged organ)의 세포에서 발현하여 세포사망을 유도하

여 체내 항상성을 유지한다
32)
.

소아암 중 가장 난치성 암 중 하나인 신경모세포종은 최근

고용량 화학용법 후 자가 조혈모세포 이식과 13-cis-retinoic

acid 투여로 고위험군 신경모세포종에서도 38% 정도의 생존율

증가를 가져왔지만 예후를 증진시키기 위한 새로운 치료 방법의

개발이 필요하다
1)
. 최근 유전자 치료

2, 3)
및 중성구, 가지돌기 세

포, 활성화 된 T 림프구, 자연살해 세포 및 자연살해 T세포 등

의 면역세포 치료
4-8)

를 이용한 신경모세포종, 특히 미세 잔여 종

양의 치료적 접근이 활발히 이루어지고 있다. 실제 항암 효과를

얻기 위한 용량의 IFNγ과 TNFα의 인체 내 투여는 실제 부작

용으로 인해 많은 제한이 있다. 그러나 이들 면역세포의 활성화

시 많은 양의 IFNγ와 TNFα가 분비되어 직, 간접적으로 암세

포제거에 관여함이 보고되었다
4-10, 17)

. 따라서 신경모세포종에서

의 INFγ와 TNFα의 효과에 대한 기초적인 지식은 면역세포

및 유전자 치료 등에 응용 될 수 있으며, 또한 소량의 INFγ,

TNFα의 전신적 투여로 이들의 치료 효과를 극대화 할 수 있

는 전략의 수립이 가능 할 것이다.

본 연구는 신경모세포종에서 IFNγ와 TNFα의 효과를 알아

보고자 다양한 항암제의 민감도을 가지며 서로 상이한 치료과정

중에 분리 배양되어진 CHLA-15, CHLA-90, LA-N-2 신경모

세포종 세포주를 이용하여 실험하 다. 먼저 세포를 6일 동안

장기 배양 후 calcein-AM을 이용한 DIMSCAN을 통해 세포

생존율 변화를 살펴보았다. calcein-AM은 선택적으로 생존세포

에서 흡수되어 형광을 발현하여 세포 생존율을 의의있게 반 함

이 보고되었다
4, 27)

. IFNγ 또는 TNFα 단독으로는 모든 세포주

에서 세포 생존율의 변화가 없었으나 두 사이토카인의 병행 투

여시 CHLA-15와 CHLA-90세포에서 협력적으로 의의있게 생

존율이 감소하 다. 이들 세포생존율의 변화는 Annexin V와 7-

ADD염색을 이용한 유식세포 분석기를 통하여 얻어진 특이 세

포고사 정도와 일치하 고 또한 pancaspase 및 caspase-8 억제

제에 의해 억제되었다. 현재까지 INFγ와 TNFα에 의한 세포

독성은 주로 협력적 암세포의 분화와 성장 억제로 보고되었는데
11, 21)

본 연구에서는 공통 caspase 경로를 통한 협력적 세포고사

유도가 주된 기전으로 밝혀졌다. 본 결과와 상이하게 IFNγ 단

독으로도 일부 신경모세포종 세포주에서 특히 Nmyc 양성시 직

접 세포고사를 유도 할 수 있음이 보고되었는데
23, 24)

이는 실험

대상 세포주에 따른 차이점으로 신경모세포종의 다양한 생물학

적 특성을 반 한다.

IFNγ가 많은 암세포에서 TNFRI와 FAS/CD95 수용체 발현

을 증가시켜 세포고사를 촉진하므로
29, 30)

신경모세포종에서도

INFγ와 TNFα에 의한 협동적 세포고사 유도에 수용체 과발현

이 관여하는지 알아보기 위해 TNFRI 발현 정도를 측정하 다.

모든 신경모세포종 세포주에서 자연적으로 세포 표면에 다양한

정도로 발현되고 있었으며 IFNγ치료 후 현저히 증가하는 양상

을 보 다. 이는 Montaldo 등
21)
의 역전사 중합효소 반응(RT-

Fig. 4B. INFγ nonspecifically up-regulated the expression of
FAS/CD95 receptor on neuroblastoma cells. Cells were cul-
tured with 30 ng/mL of IFNγ for 24 h and then incubated
with 10 µg/mL of anti-FAS antibody(ZB4). The cells were
subsequently stained with anti-goat IgG antibody labeled with
PE. The reaction then were analyzed with a FACScan flow
cytometry. The white areas represented controls, and shaded
areas represented cells treated with anti-receptor antibody and
fluoresceinated second antibody.
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PCR)을 이용한 LAN-5와 GI-LI-N 세포주에서 IFNγ가

TNFRI의 발현을 증가시킨다는 보고와 일치하 다. 그러나

CHLA-15와 CHLA-90주에서는 TNFRI의 자연적 발현 만으로

는 TNFα에 의한 세포고사유도에 불충분하고 INFγ에 의한

TNFRI발현이 증가 시에 만 세포고사가 촉진되었고 LA-N-2세

포주에서는 INFγ에 의한 수용체 발현의 증가에도 불구하고 세

포고사 유도가 발생하지 않았다. 이는 INFγ와 TNFα의 세포

고사 협력적 촉진은 INFγ에 의한 TNFRI의 과발현 유도가 한

기전으로 설명이 될 수 있으나 수용체 하방의 다른 신호전달 물

질의 활성화가 원인임을 배제 할 수 없다. 또한 일부 세포주에

서는 이미 수용체 하방에 세포고사 유도에 대한 내성 기전을 가

지고 있음을 암시한다.

FAS/FASL기전은 세포고사의 핵심적인 조절 인자로 암 억제

에 중요한 역할을 수행하므로 이 기전의 활성화를 유도한다면

항암제 및 세포독성 T 림프구(CTL)와 자연살해 세포 등에 의

한 암세포 파괴를 촉진할 것으로 사료된다
31, 32)

. 일부 신경모세

포종 세포주에서 자연적인 FASR와 FASL가 발현하나 길항적

FAS/CD95 항체나 FASL에 의한 세포고사 유도에는 실패하

고
25, 26)

INFγ 단독투여나 항암제 투여 시 이 기전을 통한 직접

적 세포고사 촉진이 보고되었다
22, 23)

. 본 연구에서 FASR 발현은

모든 세포주에서 자연 상태에서는 존재하지 않았으나 IFNγ 치

료 후 현저히 증가하는 양상을 보 다. 그러나 Bernassola 등
23)

의 보고와 상이하게 IFNγ 단독 투여만으로 모든 세포주에서

직접적 세포고사를 유도하지 않았고 CHLA-90세포주에서 만 길

항적 FAS/CD95 항체에 의한 세포고사를 현저히 증가시켰다.

본 연구에서는 INFγ에 의한 CHLA-90 세포주의 세포고사 촉

진을 FAS 수용체의 발현 유도에 초점을 두었으나 Lutz 등
24)
의

보고에서처럼 Bax와 같은 수용체 하방의 신호전달 물질의 활성

화을 통해 이루어질 수 있다. CHLA-15과 LA-N-2세포주에서

는 IFNγ가 FAS/FASL 경로를 통한 세포고사 유도에 실패하

는데 이는 이미 수용체 하방의 신호 전달 기전의 결손을 가지

고 있음을 암시한다. 이런 가능성은 최근 많은 연구에서 신경모

세포종의 FAS 수용체 하방의 세포고사 유도에 필수적인 ca-

spase-8 표현 결핍이나 caspase-8의 활성화를 억제하는 FLIP

(FLICE-inhibitory protein)과 Bcl-2의 과발현으로 FAS/FASL

기전에 대한 내성을 나타냄이 보고되었다
33-35)

.

본 연구에서 INFγ는 TNFα와 협동적으로 세포고사의 공통

기전인 caspase 경로를 통해 일부 신경모세포종에서 의미있는

세포 생존율 감소와 세포고사 유도를 촉진하 다. 이는 두 사이

토카인에 의한 신경모세포종의 세포고사를 통한 세포 독성 발현

에 대한 최초의 소견이며 기존의 암세포 분화 및 성장 억제에

대한 보고와 더불어 중요한 치료적 접근의 단서가 될 것이다.

또한 INFγ는 길항적 FAS/CD95 항체에 의한 세포고사 유도를

현저히 증가시켰는데 이는 체내 면역세포의 활성화시 INFγ와

TNFα가 분비되고, FASL의 발현의 증가 등을 고려할 때 신경

모세포종에 대한 면역세포를 이용한 치료의 가능성을 제시한

다. 흥미롭게 고용량 화학요법과 자가 조혈모세포 이식 후 재

발시 분리하여 모든 항암제에 내성을 보이는 CHLA-90 세포

주에서도 INFγ가 TNFα나 길항적 FASR 항체에 의한 세포고

사를 촉진하 는데 이는 항암제 내성 극복과 미세 잔여 종양의

제거에 이용 될 수 있을 것으로 사료된다. INFγ에 의한 TNF

α와 길항적 FAS/CD95 항체의 세포고사 촉진 기전은 비록 수

용체 하방의 기전에 대한 연구는 진행하지 않았지만 부분적으

로 TNFRI과 FASR의 과발현으로 설명되어졌으며 추후 수용체

하방의 caspase경로, FLIP, Bcl-2 가족, P53 등의 상호 연관성

에 대한 연구가 필요할 것으로 생각된다.

요 약

목 적: IFNγ는 다양한 암세포에서 TNFα와 FAS/CD95 수

용체 발현을 증가시키거나 caspase나 Bcl-2 가족의 활성화를

조절하여 TNFα와 FAS/FASL 유도성 세포고사를 촉진한다.

신경모세포종에서 IFNγ와 TNFα는 협동적으로 세포 분화를

유도하거나 성장 억제를 일으킨다. 또한 일부 신경모세포종에서

자연적인 FAS 수용체 발현에도 불구하고 그 리간드 자극에 의

한 세포고사 유도에는 실패하 고 IFNγ 투여로 이를 극복할

수 있음이 보고되었다. 본 연구에서는 IFNγ가 TNFα나 길항

적 FAS/CD95 항체 유도성 세포고사를 촉진할 수 있는지 여부

를 다양한 항암제에 대한 내성을 가지고 있는 신경모세포종 세

포주를 이용하여 알아보았다.

방 법: CHLA-15, CHLA-90와 LA-N-2 신경모세포종 세포

주를 IMDM 배지로 배양하 고 유전자 재조합 IFNγ, TNFα,

길항적 FAS/CD95 항체(CH-11)를 투여하 다. 세포 생존율은

형광기질인 calcein-AM을 이용한 DIMSCAN을 통하여 측정하

고, 세포고사 정도는 Annexin V-PE와 7-ADD염색을 이용한

유식세포 분석기를 통하여 분석하 고 pancaspase and ca-

spase-8 억제 실험을 통하여 확인하 다. TNF와 FAS/CD95

수용체 표현은 각각에 대한 단클론 항체와 PE가 결합된 이차

항체를 이용하여 유식세포 분석기로 알아보았다.

결 과: IFNγ 또는 TNFα 단독 투여로는 모든 세포주에서

의의있는 세포 독성을 유도하지 못 했으나 IFNγ와 TNFα을

병행 투여시에는 CHLA-15과 CHLA-90 세포주에서 의의있는

세포 생존율 감소와 공통 capase경로를 통한 세포고사를 협동적

으로 촉진하 다. 또한 길항적 FAS/CD95 항체 단독 투여 시에

는 모든 세포주에서 세포 생존율의 변화가 없었으나 IFNγ 전

처치 후 투여 시에는 CHLA-90 세포주에서 현저한 세포 생존율

변화 및 세포고사를 유도하 다. INFγ 치료 후 TNFRI와

FASR의 발현이 모든 세포주에서 현저히 증가하 는데 이는 일

부 감수성이 있는 신경모세포종에서 INFγ에 의한 TNFα와

FAS/CD95수용체 유도성 세포고사 촉진의 한 기전이 될 것으로

사료된다.

결 론:일부 신경모세포종에서 IFNγ가 TNFα와 길항적
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FAS/CD95 항체 유도성 세포고사를 감작화 시켰으며 이는 수용

체 발현의 증가와 동반되었다.
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