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서 론

케모카인(chemotactic cytokine, chemokine)

은 사이토카인 계의 한 군으로 현재 약 5 0여종이 알

려져 있다. 케모카인이라는 이름에서 알 수 있듯이

이들은 조직의 염증 반응 동안 염증 부위에 적절한

면역 세포들을 끌어들이는 화학 주성적 역할이 주된

기능으로 알려졌고 계속된 연구 결과, 화학 주성의

역할 이외에 다른 사이토카인처럼, 종류에 따라 다
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목적: 근골격계 종양의 종류에 따른 케모카인 발현 양상을 보고, 원발성 골육종과 재발된

골육종, 골육종의 항암화학요법 전과 후의 발현 차이가있는지를 조사하고자 한다.

대상 및 방법: 종양조직을 얻을 수 있었던 원발성 양성 및 악성 근골격계 종양 1 0예, 재발

된 골육종 1예, 화학요법 후의 골육종 1예 및 정상조직의 대조군 1예를 대상으로 하였다.

R N A를 분리한 다음, 역전사 중합효소 연쇄반응( R T - P C R )과 RNase protection assay

( R P A )를 이용하여 싸이토카인과 케모카인의 발현을 조사하였다. 각각의 종양간에 발현도 차

이가 있는지를 알기 위하여 S P S S를 사용한 F i s h e r’s exact test를 이용하여 통계적 처리를

하였다.   

결과: IL-8과 T N F -α는 모든 조직에서 발현되었고, IFN-γ는 2예 외에 모두 발현하였으며,

R A N T E S의 경우 연부조직 종양 5예, 골종양 4예에서, GRO-α는 연부조직 종양 1예, 골종

양 2예에서 발현되었고, MCP-1과 I P - 1 0의 경우 악성 골종양군에서는 2예만, 나머지에서는

모두 발현되는 다양한 양상을 보였다. 원발성 골육종에 비해 재발된 골육종 조직에서의 발현

은 I F N -γ를 제외하고, 전반적으로 발현도가 훨씬 강하였으며, 모든 종류의 케모카인 및 사이

토카인들이 발현되었다. 화학요법 후에는 R A N T E S와 I F N -β만이 발현되었으며, TGFβi s o-

form 중 T G Fβ1 유전자의 발현만 관찰되었다. 

결론: 대상의 수가 적어 통계적 분석을 통한 정확한 자료의 제시는 불가능하였으나, 연부조

직 종양과 골종양에 있어 일부 케모카인 및 사이토카인의 발현 차이가 있음을 확인하였고, 골

육종의 경우 I F N -γ및 T G F -βi s o f o r m의 발현 분석이 종양의 재발과 치료 후 변화에 대한

지표에 응용될 가능성이 있음을 제시하였다.  
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양한 기능을 가지는 것으로 밝혀졌다1 3 , 1 4 ). 케모카인

의 분류는 구조에 따라 CC, CXC, CX3C 및 C 의

네 가지로 나누게 되는데 케모카인과 관련된 종양의

연구보고는 CXC 계 케모카인에 관한 것이 많으며

특히 non-small cell lung cancer에서의 신생 혈

관의 형성에 관련된 CXC 케모카인에 대한 연구는

상당히 체계적이다. CXC 케모카인 경우 신생혈관을

억제하는 군(PF4, IP-10, Mig, SDF-1)과 신생혈

관을 촉진하는 군(IL-8, GRO-α, ENA 78, GCP-2)

으로 나누고 이들 두 군들의 유전자의 구조적 차이

를 밝혀 종양 발생에있어 신생 혈관 형성에 대한 케

모카인의 역할을 제시하였다1 , 2 , 6 , 1 1 , 1 8 , 2 3 ). 근골격계 종

양들이 발현하는 사이토카인이나 케모카인에 대한

연구는 일부 종양의 세포주를 이용하여 시행되고 있

는 정도로 다른 종양을 대상으로 한 사이토카인의

연구에비해 상당히미흡한 실정이다2 2 , 2 4 , 2 6 ). 

이에 저자들은 근골격계 종양의 종류에 따른 다양

한 종류의 사이토카인 및 케모카인 발현을 탐색하여

전반적인 CC 및 CXC 케모카인의 발현양상을 보고,

골육종의 경우 원발성 골육종과 재발된 골육종, 항

암화학요법 전과 후의 케모카인의 발현도 차이가 있

는지를 조사하여 케모카인의 발현도 변화에 대한 기

초 정보를 얻고자한다.

연구 대상 및 방법

1. 대상 환자

2 0 0 0년 2월부터 2 0 0 1년 7월까지 본원에서 종양조

직을 얻을 수 있었던 원발성 양성 및 악성 근골격계

종양 1 0예, 재발 된 골육종 1예, 항암화학요법 후의

골육종 1예 및 정상조직의 대조군 1예를 대상으로

하였다(Table 1). 

2. 실험 재료

종양조직으로부터 total RNA의 분리를 위해

Trizol (Gibco/BRL, Life Technologies,

Gaithersburg, MD)을 사용하였다. RNase pro-

tection assay(RPA)는 RiboQuant multi-probe

ribonuclease protection assay system(Phar-

mingen, San Diego)과 동일한 회사의 l y m p h o-

tactin(Ltn), RANTES, IP-10, MIP-1β, MIP-α,

MCP-1, IL-8, 및 I - 3 0 9의 8종 template DNA로

구성된 hck-5 probe 및 T N F -β, LTβ, TNF-α,

I F N -γ, IFN-β, TGFβ1, TGFβ2 및 T G Fβ3의 8종

사이토카인 template DNA로 구성된 hck-3 set를

사용하여 실시하였다. 케모카인 유전자 발현을 관찰

하기 위한 reverse transcription-polymerase

chain reaction(RT-PCR)은 RNA PCR

kit(N808-0017 Perkin Elmer USA)를 사용하였

고 R T - P C R에 사용된 케모카인 p r i m e r들은 바이오

니아사 (충북 청원군)로부터 주문, 구입하였다. 사용

된 1 0종류의 사이토카인 및 케모카인 primer seq-

u e n c e s는 (Table 2)와 같다. 그 외 일반 시약들은
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Table 1. The diagnostic Distribution of patients.



시판 특급 순수 시약들을 사용하였다. 

3. 실험 방법

1) RNA의 분리

질소 탱크에 보관된 조직을 드라이 아이스를 이용

하여 냉동 유지상태에서 가루가 될 때까지 빠른 시

간 내에 으깬 뒤 이를 tirzol 용액 1 ml 들어 있는

1.5 ml 멸균 튜브에 옮겨 t r i z o l B와 잘 섞은 후

100 μl의 클로로포름을 넣고 15 분간 얼음에 정치시

켰다. 그 후 4℃에서 12,000 rpm으로 15 분간 원

심 분리하여 윗층을 조심스럽게 취한 뒤 동량의 i s o-

p r o p a n o l을 첨가하여 - 2 0℃에서 10 분간 정치시킨

후 원심 분리하여 얻어진 침전물은 에탄올로 세척한

후에 공기 중에서 말린 뒤 0.1% DEPC가 첨가된

증류수에 녹여서 이중 2 μl를 취하여 D E P C에 5 0 0

배 희석하여 흡광기를 이용하여 농도를 정한 후

RT-PCR 및 R P A의 시료로 사용하였다.

2) 역전사 중합효소 연쇄반응(reverse tran-

scriptase polymerase chainreaction; RT-PCR)

PCR 시험관에 농도가 100 ng/μl의 RNA 3 μl ,

MgCl2(25 mM) 4 μl, 10×PCR buffer 2 μl ,

dNTP 각각 2 μl씩 8 μl, RNase inhibitor 1 ㎕,

reverse transcriptase(M-MLVRT : RAV-2) 1μl ,

o l i g o［d T］1 μl가 혼합된 RT 시료 17 μl를 넣고 그
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위에 mineral oil을 중첩시킨 후 4 2℃에서 15 분간

반응시켜 c D N A를 합성시켰다. 그후 9 9℃에서 5 분

간, 5℃에서 5 분간 반응시켜 reverse transcrip-

t a s e를 불활성화 시킨 다음 P C R을 실시하였다.

PCR master mixture는 MgCl2 (25 mM) 4 μl ,

1 0×PCR buffer 8 μl 그리고 Taq polymerase

0.5 μl와 멸균 증류수를 혼합하여 전체 7 8㎕가 되도

록 하였다. 여기에 각각 20 μM 의 sense primer

와 antisense primer를 1 μl 첨가하여 P C R을 실

시 하였다. 처음의 thermal cycling 단계는 M I P -

1α와 M I P - 1β의 경우 9 4℃에서 45 초 동안의 불활

성화 단계, 62℃에서 1 분 동안 결합 반응 단계와

7 2℃에서 1 분 동안의 핵산 중합 단계로 구성하여

3 5회의 thermal cycling을 실시하였고 β- a c t i n ,

IL-8, MCP-1, IFN-β, RANTES, GRO-α의 경

우 9 5℃에서 15 초 동안의 불활성화 단계, 60℃에서

30 초 동안 결합 반응 단계와 7 2℃에서 1 분 동안의

핵산 중합 단계로 구성하여 3 5회의 t h e r m a l

c y c l i n g을 실시하였고, TNF-α와 I F N -γ의 경우 9 4

℃에서 1 분 동안의 불활성화 단계, 55℃에서 1 분

동안 결합 반응 단계와 7 2℃에서 1 분 30 초 동안의

핵산 중합 단계로 구성하여 4 0회의 t h e r m a l

c y c l i n g을 실시하였고, IP-10의 경우 9 4℃에서 4 5

초 동안의 불활성화 단계, 59℃에서 1 분 동안 결합

반응 단계와 7 2℃에서 1 분 동안의 핵산 중합 단계

로 구성하여 3 1회의 thermal cycling을 실시한 뒤

별도로 7 2℃에서 10 분 동안 더 핵산 중합 반응을

실시하여 부분적으로 신장된 산물을 완전한 가닥으

로 완성시켜 주는 단계로 하였다. 증폭된 상보

D N A는 8% polyacrymaide gel상에서 1배 농도의

TAE buffer로 150 volt에서 5 0분간 전기 영동시

켰다. EtBr(0.5 μg /μl )에 2 0분 염색 후 나타나는

띠( b a n d )를 관찰하였다. DNA marker로는 1 0 0

bp DNA ladder를 사용하였다.

3) RNase protection assay (RPA)

위에 제시한 8종 케모카인과 8종의 사이토카인

mRNA 발현을 분석하기 위하여 RPA 시약을 구입

한 회사에서 제시한 RiboQuant 실험 방법에 따라

실행하였다. 먼저 probe 합성을 위하여 [α-3 2P ]

UTP 10 ul, GACU pool 1 μl, DTT 2 μl, 5X

transcription buffer 4 μl, RPA template

set(hck-5) 1 μl, RNasin 1 μl, T7 polymerase

1 μl를 혼합하여 3 7℃, 1 시간 정치후 2 μl DNase

를 첨가하여 반응을 정지시킨 뒤 20 mM EDTA

26 μl, Tris-saturated phenol 25 μl, chloro-

form:isoamylalchol (50:1) 25 μl, Yeast tRNA

2 μl chloroform:isoamyl alcohol (50:1)와 반응

시켜 원심분리하여 다시 위층을 취하고 50ul 4M

ammonium acetate, 250 μl ice cold 100% 에탄

올을 가하여 - 7 0℃에서 3 0분간 방치한 뒤 다시 원심

분리 후 그 침전물을 100 μl의 냉각된 90% 에탄올

로 한번 씻은 후 공기 중에 말렸다. 그 후 50 μl

hybridization buffer로 다시 침전물을 녹인 뒤

scintillation counter로 C P M을 측정하여 사용 전

까지 - 2 0℃에 보관하였다. 분리된 total RNA를 완

전히 건조시킨 뒤 hybridization buffer 8 μl로 녹

인 뒤 위의 준비된 p r o b e을 2 μl 첨가하여 섞은 후

mineral oil을 중첩하고 9 0℃ 에 둔 뒤 곧바로 5 6

℃에서 1 2∼16 시간 정치시켰다. 준비된 p r o b e과
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RNA 혼합물을 1 5분 동안 3 7℃에 노출 후 R N a s e

cocktail 100 μl를 oil 층 아래 넣은 뒤 10 초 동안

원심 분리 후 3 0℃ 4 5분간 정치시키는 동안 390 μl

proteinase K buffer, 30 μl proteinase K, 20μl

yeast tRNA로 구성된 혼합하여 proteinase K

c o c k t a i l을 만들어 새 튜브에 18 μl씩 분주하고

RNase digest를 o i l이 섞이지 않게 조심스럽게 취

하여 proteinase cocktail이 있는 튜브로 옮긴 뒤

v o r t e x후 15 분간 3 7℃에 둔 뒤 65 μl tris-satu-

rated phenol, 65 μl chloroform: isoamyl alco-

h o l ( 5 0 : 1 )을 첨가 후 조심스럽게 위층을 취하여 새

튜브에 옮긴 뒤 120 μl 4M ammonium acetate,

650 μl ice cold 100% 에탄올을 넣고 원심분리 하

여 위층을 제거한 뒤 여기에 냉각된 90% 에탄올로

씻은 후 공기 중에 침전물을 말렸다. 말린 침전 시료

는 5 μl 1X loading buffer로 녹인 뒤 전기 영동의

시료로 사용하였다. 8% acryamide / 8 M urea로

구성된 전기영동 겔의 각 w e l l에 1000-2000 cpm

활성도의 probe size marker와 각각의 시료를 넣

은 뒤 250 V에서 약 2시간 3 0분동안 전기 영동을

실시하였다. 그 후 겔을 조심스럽게 필터종이에 부

착시킨 뒤 1시간 동안 진공 건조시키고 완전히 말린

후 이를 - 7 0℃ 에서 X-ray 필름에 적정시간 노출시

켜 결과를관찰하였다.

4. 통계의 처리

양성 연부조직종양군, 양성 골종양군, 악성 연부

조직종양군 및 악성 골종양군간의 각각 케모카인의

발현도 차이가 있는지, 양성 종양군과 악성 종양군

간의 차이가 있는지 그리고 연부조직 종양군과 골종

양군과의 차이가 있는지를 알기위하여 S P S S를 사용

한 F i s h e r’s exact test를 이용하여 통계적 처리를

하였다. 

결 과

1. 연부조직 종양과 골종양조직에서의 케모카인

및 사이토카인의 발현 양상

연부조직 종양 7예와 골종양 5예의 조직으로부터

total RNA를 분리 후 R T - P C R을 시행하여 CC 케

모카인에 속하는 MCP-1, RANTES, CXC 케모카

인의 IL-8, IP-10, GRO-α및 사이토카인 T N F -α

와 I F N -γ의 총 7 종류의 유전자 발현 양상을 관찰

하였다. 케모카인 I L - 8과 사이토카인 T N F -α의 경

우 종양의 종류와 관계없이 모든 대상의 조직에서

그 유전자 발현이 관찰되었고 I F N -γ의 경우 양성

연부조직 종양군과 양성 골종양군에서는 모든 예에

서 발현되었고, 악성 연부조직 종양군과 악성 골종

양군에서는 각각 4예 중 3예 ( 7 5 % )에서 발현하였

다. RANTES의 경우 연부조직의 종양 7예 중 5예,

골종양 5예 중 4예에서 유전자가 발현되고 G R O -α

의 경우 연부조직 종양 2예 중 1예, 골종양 5예 중

2예에서 유전자 발현이 관찰되어 종양의 종류에 따

른 이들 유전자들의 발현은 유의성이 없었다. 그러
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Fig. 1. Expression of MCP-1, IP-10 and IFN-g mRNA in the tissues of various soft tissue and bone tumors. Total
RNA was isolated from tumor tissues, and RT-PCR was performed with primers indicated as described in
materials and methods.
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나 M C P - 1과 I P - 1 0의 경우 양성 연부조직 종양군,

양성 골종양군 및 악성 연부조직 종양군에서는 모두

발현되었으나, 악성 골종양군에서는 2예( 5 0 % )만이

발현되었다(Table 3). 이들의 결과를 통하여연부조

직 종양과 골종양에서 유전자 발현의 차이를 보이는

MCP-1, IP-10 및 I F N -γ의 발현도를 비교한 결과,

Fig. 1.에서 관찰되듯이 M C P - 1의 경우 골종양 중

일부 악성종양을 제외한 다른 대상 조직에서는 뚜렷

한 발현도가 관찰되지만 간엽성 연골육종( m e s-

enchymal chondrosarcoma)과 골육종 각 1 예에

서는 M C P - 1의 발현은 관찰되지 않았다. IP-10의

경우 발현도의 차이는 있지만, 모든 연부조직 종양

에서 유전자 발현이 가능하였으나 골종양의 악성종

양의 경우 M C P - 1의 발현이 음성이었던 동일한 조

직에서 역시 I P - 1 0의 유전자 발현을 관찰할 수 없었

다. IFN-γ의 경우 연부조직의 악성종양 1예(유잉육

종)에서 비록 유전자 발현이 관찰되지 않았고 다른

1예 (지방육종)의 경우 미약한 발현도를 보였으나

전반적으로 연부 조직 종양의 발현도에 비해 골종양

의 I F N -γ발현도는 상당히 약하게나타났다. 

2. RPA를 이용한연부조직 종양 및 골종양의

케모카인 및 사이토카인의 발현 양상

Lymphotactin(LTN), RANTES, IP-10,

M I P - 1α, MIP-1β, MCP-1, IL-8, 및 I - 3 0 9의 8종

케모카인과 T N F -α, TNF-β, LTβ, IFN-β, IFN-

γ, TGFβ1, TGFβ2, 및 T G Fβ3의 8종 사이토카인

유전자 발현을 각각 동시에 관찰할 수 있는 R P A법

을 이용하여 일부 연부조직 종양 및 골종양의 케모

카인 및 사이토카인 발현 양상을 관찰하였다. 케모

카인 발현양상을 보면 M I P - 1α, MIP-1β의 경우 유

전자 발현도가 거대세포종(giant cell tumor)을 제

외하고 상당히 미약하나 발현되는 것을 관찰할 수

Fig. 2. Chemokine mRNA expression in various soft tissue and bone tumor tissues. Total RNA was isolated and
analysed by Rnase protection assay. No.1: Schwannoma No.2: Mesenchymal chondrosarcoma No.3: MPNST,
No.4: Synovial sarcoma, No.5: Giantcell tumor, No.6: Extra skeletal Ewing’s sarcoma, uP: unprotected probe.



있었다. 신경초종( s c h w a n n o m a )과 활액막육종(

synovial sarcoma)의 경우 케모카인의 발현은 유

사한 양상을 띄었으며 M C P - 1의 발현이 다른 케모

카인에 비해 강하게 나타났다. 간엽성 연골육종와

말초신경 악성종양 (Malignant peripheral nerve

sheath tumor) 또한 유사한 발현 양상을 보였으며

이들은 다른 케모카인에 비해 I L - 8을 상대적으로 강

하게 발현하였다. 거대세포종의 경우 M C P - 1이 가

장 강하게 발현되면서 다른 종양들에 비해 다른 케

모카인 들도 뚜렷하게 발현되었다(Fig. 2). 사이토

카인의 유전자 발현 양상을 분석해보면 간엽성 연골

육종과 말초신경 악성종양의 경우를 제외하고는

T G Fβisoform 중, TGFβ1, TGFβ2의 강한 발현을

관찰할 수 있었다(Fig. 3).

3. 원발성 골육종과 재발된골육종 조직에서의

케모카인 및 사이토카인의 발현 양상

원발성 골육종 조직과 치료 후 재발된 조직에서의

케모카인 및 사이토카인의 유전자 발현양상을 비교

하였다. 원발성 골육종에 비해 재발된 골육종 조직

에서의 케모카인 및 사이토카인의 발현은 I F N -γ를

제외하고, 전반적으로 그 발현도가 훨씬 강하였으며

또한 실험된 모든 종류의 케모카인 및 사이토카인들

이 발현되었다. 원발성 골육종의 경우 I F N -β를 제
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Fig. 3. Cytokine mRNA expression in soft tissue and
bone tumor specimens. Total RNA was isolated
and analysed by Rnase protection assay.
No.1:Giant cell tumor No.2: Schwannoma, No.3:
Mesenchymal chondrosarcoma, No.4: MPNST,
No.5: Synovial sarcoma, uP: unprotected probe.

Fig. 4. Expression of cytokine and chemokine mRNAs
in the tissues of primary osteosarcoma and recur-
rent osteosarcoma. Total RNA was isolated from
bone tumor tissues, and RT-PCR was performed
with primers indicated. RO: recurrent osteosarco-
ma, O: primary osteosarcoma.

Fig. 5. TGF-βisoform mRNAs expression in the tissues
of primary and recurrent osteosarcoma. Total
RNA was isolated and analysed by Rnase protec-
tion assay. RO: recurrent osteosarcoma, O: pri-
mary osteosarcoma uP: unprotected probe.



외하고 전반적인 발현도는 극히 약하였고, GRO-α

와 R A N T E S는 아예 관찰되지 않았다. 그러나

I F N -γ유전자의 경우 다른 유전자들과는 달리 원발

성 골육종에 비해 재발된 골육종 조직에서 더 약하

게 관찰되었다(Fig. 4). TGFβi s o f o r m의 발현 양

상으로 원발성 골육종 조직은 T G Fβ1, TGFβ2, 및

T G Fβ3의 3종 isoform 중 T G Fβ1, TGFβ2가 뚜렷

하게 발현되었으나, 재발된 골육종 조직의 경우

T G Fβ1만이 관찰되고, 발현도 또한 원발성 골육종

조직에비해 상당히 떨어졌다(Fig. 5).

4. 항암화학요법 후 골육종의 케모카인 및

사이토카인 유전자 발현

골육종의 경우 동일환자를 대상으로 항암화학요법

전 과 후의 종양 조직을 취하여 케모카인 및 사이토

카인의 발현을 R T - P C R법과 R P A법으로 분석 비교

하였다. 항암화학요법 전에 취한 종양의 조직 경우

MCP-1, RANTES, IL-8, IP-10, TNF-α, IFN-

γ및 I F N -β의 유전자발현이 관찰된 반면 치료 후의

같은 부위에서 취한 조직의 경우 R A N T E S와 I F N -

β를 제외한 나머지 케모카인 및 사이토카인의 발현

되지 않았다(Fig. 6). RPA를 통한 T G Fβi s o f o r m

의 발현 변화도 관찰하였는데, 치료 전의 조직은

T G Fβ3를 제외한 T G Fβ1, 및 T G Fβ2의 유전자 발현

에 확인된 반면 치료후의 조직에서는 T G Fβ1유전자

의 발현만 관찰되었다(Fig. 7). 

고 찰

종양 조직으로 부터의 사이토카인 발현에 대한 연

구는 이미 많은 연구자들에 의해 진행되어 왔으나,

근골격계 종양에 대한 연구는 다른 종류의 종양에

비해 다소 부진하였다. 특히 본 연구와 같이 다양한

종류의 양성 및 악성 근골격계 종양환자의 종양 조
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Fig. 7. T G F -βisoform mRNA expression in the tissues
of osteosarcoma. Total RNA was isolated and
analysed by Rnase protection assay. A: tissue
obtained from primary osteosarcoma B: tissue
obtained after chemotherapy in same patient. uP:
unprotected probe. 

Fig. 6. Expression of cytokine and chemokine mRNAs in the tissues of osteosarcoma. Total RNA was isolated from
tumor tissues, and RT-PCR was performed with primers indicated. A: tissue obtained from primary osteosar-
coma B: tissue obtained after chemotherapy in same patient.

A

B



직을 직접 실험대상으로 하고, 관찰하고자 하는 대

상의 케모카인 및 사이토카인을 다수 선정하여 동시

관찰한 예는 찾을 수 없었고, 관련 연구들은2 1 , 2 2 , 2 4 , 2 6 )

대부분이 세포주를 이용한 in vitro 실험이었다. 본

실험에서 분석된 케모카인 및 사이토카인은 총 1 0종

으로 케모카인 7종, 사이토카인 3종이였고, 7종의

케모카인 중 CC 케모카인으로 M I P - 1α, MIP-1β,

MCP-1 및 R A N T E S를, CXC 케모카인은 I L - 8 ,

IP-10 및 G R O -α, 그외 사이토카인은 T N F -α,

I F N -γ및 I F N -β의 유전자 발현을 분석하였다. 본

실험에 이용된 케모카인 및 사이토카인들은 그 생리

적 작용이나 체내 염증, 면역반응 및 방어 기전에대

부분 그 기능이 밝혀지고 정립된 상태의 종류들이

며, 다른 종양 연구에서도 다양하게 분석된 것들이

나 골종양을 이용한 이들에 대한 자료는 여전히 불

충분하기에 기존의 종양 조직들과 좋은 비교의 대상

이 될 수 있어 선택하였다. 특히 사이토카인 계의 경

우, TNF-α는 가장 활발하게 연구된 대표적 호염증

성 사이토카인 중 하나로 종양 조직 괴사 인자로 알

려져 있고, IFN-γ는 면역 반응시 Th1 및 자연살

세포에서 분비되어 세포성 면역 반응을 증폭시키고,

대식세포의 활성화를 초래하는 대표적 면역 매개물

질이며, IFN-β의 경우 다른 사이토카인 들과는 달

리, 자극을 받지 않는 정상 휴식기의 세포에서 세포

내 유전자 발현이 항상 유지되는 대표적 사이토카인

으로3 , 8 ) 알려져 있어, 이들 각각의 유전자 발현 양상

또한 궁금하였다. 본 연구를 실시하기에 앞서 정상

인의 조직에서의 1 0종의 케모카인 및 사이토카인의

유전자 발현 양상을 관찰해 보았다. 정상인의 경우

I L - 8과 I F N -β의 유전자 발현을 제외한 다른 모든

유전자들은 관찰되지 않아 연부조직 종양 및 골종양

에서의 유전자 발현 양상과는 확연히 달랐다. 연부

조직 종양 및 골종양의 경우 종양의 종류에 따라 다

소 발현도의 차이는 있었으나 MCP-1, IP-10 및

I F N -γ를 제외하고는 유전자 발현 유무에 있어 큰

차이를 나타내지 못했다. MCP-1의 경우 다양한 염

증 면역 반응에서 단핵구와 T 세포의 교통을 통제하

는 대표적 인자로써 특히 기억 C D 4+ 세포에 대한 화

학 주성을 담당하며 C D 4+ 림프구에서 Th1, Th2로

분화하는데 관여하는 것으로 알려진 케모카인이나
5 , 1 0 , 7 ) 종양의 형성이나 종양의 진행에 관한 M C P - 1

와의 관계에 대한 구체적인 연구 보고나 정립된 내

용은 아직 밝혀지지 않은 상태이다. 그에 반해 I P -

1 0은 CXC 케모카인에 속하면서 호중구의 교통을

조절하기 보다는 단핵구의 교통 조절에 일익을 담당

하고 이들의 생산에는 I F N -γ의 조절을 받고 있는

것으로 알려진 대표적 케모카인으로1 5 - 1 7 ) 종양 형성

과정 시 신생 혈관을 억제시킨다는 다수의 연구 보

고에 따라 종양 발생에 있어 억제 효과를 가지는 케

모카인군 중 하나로 알려진 대표적 케모카인이다.

본 연구의 연부조직의 종양의 경우 이들 두 케모카

인의 발현이 모두 발현된 반면, 악성 골종양의 경우

일부는 발현을 관찰할 수 없었고, 골육종에서도 결

과의 차이를 보였으나, 대상 종양의 수가 너무 적어

어떠한 통계적 의의를 찾을 수는 없었다. 위에 언급

되었듯이 I F N -γ에 의해 유도되는 I P - 1 0의 성향에

따라 I F N -γ의 발현도에 따른 IP-10 유전자 발현도

의 관계를분석해 보았지만 큰 의미를 찾을 수 없어,

이는 근골격계 종양시 체내의 I P - 1 0의 발현을 유도

하는 것은 I F N -γ이외의 다른 인자들에 의해 좌우되

는 것이 아닌가 추측되었다. 또한 I F N -γ의 발현이

연부조직 종양들에 비해 골종양에서 상당히 약하거

나 음성적으로 나타나, 좀더 많은 대상을 확보하여

I F N -γ와 골종양간의 상호 작용기전에 대한 추후의

연구를 하는 것이 요구되었다. RPA를 이용한 8종

케모카인 유전자 발현 양상을 보면 M I P - 1α와 M I P -

1β의 발현 역시 관찰되었다. 대상 조직의 수가 너무

적어 이들 종양과 케모카인 발현양상 간의 관계 분

석은 불가능 하지만 본 실험의 RPA 연구 결과 악성

골 종양인 간엽성 연골육종과 악성 연부조직 종양인

말초신경 악성종양, 그리고 양성 연부조직 종양인

신경초종과 악성 연부 조직 종양인 활액막 육종의

경우 8종 케모카인의 발현 양상이 각각 동일하게 나

타나, 많은 조직을 대상으로 한 이들 종양간의 케모

카인 발현 분석 연구는 의의가 있을 것으로 추측되

었다. 8종 사이토카인의 발현을 관찰한 R P A의 경

우 T N F -α나 I F N -γ, IFN-β의 발현 외에서 T N F -

β, LTβ의 발현도 관찰되었으며 특히 종양의 종류에

관계없이 이들에 비해 T G Fβi s o f o r m들이 위에 언

급된 사이토카인들 보다 강하게 발현됨으로써 대상

조직의 수를 많이 확보하여 T G Fβi s o f o r m의 발현

양상의 분석을 시도하면 관련 골종양과 T G Fβ의 관

계 정립에유용한 자료가 될 수 있을 것으로 생각 되

었다. 비록 동일인은 아니나 골육종의 경우 재발된
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상태와 원발성 골육종 조직에서의 케모카인 및 사이

토카인 유전자 발현을 비교 분석한 결과, 원발성 조

직에 비해 재발된 조직에서, IFN-γ를 제외한 모든

유전자에서의 강한 발현이 관찰됨에 따라 재발 시

체내 케모카인 및 사이토카인의 상호관계가 상당히

달라진다는 것을 추측할 수 있었으며 I F N -γ의 경우

세포성 면역 반응의 증폭과 대식세포의 활성화와 같

이 면역 반응의 활성화를 담당하는 사이토카인으로

써의 중요성과 비록 연구의 방향을 다르나, nude

m o u s e에 골육종을 이식한 뒤 I F N -γ와 I F N -β의 항

종양 효과를 관찰한 G o m i등9 ) 의 연구 결과를 참고

로 할 때, 골육종 치료 후 재발하는 경우 임상적 증

상이 원발성일 때 보다 심하고 병리조직학적으로도

세포조직의 악성도가 더 높아지며 예후가 나빠지는

현상과의 관련을 추측할 수 있으며 골육종 치료에

있어 I F N -γ역할이 기대되었다. 따라서 동일한 유형

의 많은 조직을 확보하여, 골육종의 재발에 있어

I F N -γ의 관련성을 분석하는 작업은, 골육종과 사이

토카인 상호관계 중 I F N -γ역할 정립에 유용한 자

료가 될 것으로 생각된다. 또한 동일인을 대상으로

한 항암화학요법 전, 후의 케모카인 및 사이토카인

의 발현 변화를 분석시, 치료 전에 비해 치료 후

RANTES 및 I F N -β를 제외한 모든 케모카인 및 사

이토카인 유전자 발현이 음성으로 나타났다. 이 환

자의 경우 항암화학요법 후 광범위 종양 적출수술을

하였고, 종양 세포의 괴사 정도를 보기 위해 시행하

는 조직학적 구축( m a p p i n g )에서 9 0 %이상의 괴사

를 보였었다. 이는 골종양 치료의 판정에도 케모카

인 및 사이토카인의 발현 분석이 응용될 가능성이

있음을 시사하였다. 종양과 T G Fβ발현과 관계된 연

구보고는 다수1 2 , 1 9 , 2 0 , 2 5 ) 있으나 T G Fβisoform 발현

의 체계적 분석을 행한 연구는 매우 미흡한 가운데

대장암을 이용한 B e l l o n e등4 ) 의 연구 보고에 따르면

암환자의 경우 정상인에 비해 T G Fβ1, TGFβ2의 생

성은 T G Fβ3에 비해 두드러진다고 보고하였다. 본

연구의 골육종 경우 비록 한 환자의 조직의 결과이

기는 하나 T G Fβ1 및 T G Fβ2의 발현만을 관찰할 수

있었으며 치료 후나 재발된 조직의 경우 T G Fβ1 유

전자 발현만 관찰되어 골육종 경우 T G Fβi s o f o r m

발현 분석은 I F N -γ와 함께 치료 또는 예후의 판정

에 응용 가능한 지표로써의 가능성을 시사하였다.

연부조직 종양과 골종양에서의 케모카인 및 사이토

카인 유전자 발현 분석을 시도한 본 연구는 비록 연

구 대상의 종양 조직 표본의 수가 적어 통계적 분석

을 통한 정확한 자료의 제시는 불가능하였으나 연부

조직 종양과 골종양에 있어 일부 케모카인 및 사이

토카인의 발현 차이를 확인하고 골육종의 경우

I F N -γ및 T G F -βi s o f o r m의 발현 분석이 치료 및

예후 지표에 응용될 가능성이 있음을 관찰하였다.

따라서 본 연구는 아직까지 정립되지 못한 연부 조

직 종양과 골 종양에서의 케모카인 및 사이토카인

상호관계 정립에 있어 유용한 기초 자료가 될 것으

로 생각하는 바이다. 

결 론

다양한 근골격계 종양의 케모카인 및 사이토카인

발현 형태를 조사한 본 연구는 대상의 수가 적어 통

계적 분석을 통한 정확한 자료의 제시는 불가능하였

으나, 연부조직 종양과 골종양에 있어 일부 케모카

인 및 사이토카인의 발현 차이가 있음을 확인하였

고, 골육종의 경우 I F N -γ및 T G F -βi s o f o r m의 발

현 분석이 종양의 재발과 치료 후 변화에 대한 지표

에 응용될 가능성이 있음을제시하였다. 
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The Expression of Chemokine mRNAs in Musculoskeletal Tumors
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College of Medicine, Yeungnam University, Taegu, Korea

Baik Orthopedic Clinic*, Ulsan, Korea          

Purpose: The current study was designed to investigate the expression pattern of chemokine
in musculoskeletal tumors, and between primary osteosarcoma and recurred, and post-
chemotherapy one.    

Materials and methods: Ten primary soft tissue and bone tumors, one primary, one recurred,
one post-chemotherapy osteosarcoma, and one normal control patients were included in the cur-
rent study. RT-PCR and RPA were used for the investigation of the expression of cytokines and
chemokines. Fisher’s exact test in SPSS was used for the statistical analysis. 

R e s u l t s: IL-8 and TNF-αwere expressed in all tumor tissues, IFN-γwas in all except two
cases, RANTES was in 5 soft tissue tumors and 4 bone tumors, GRO-αwas in one soft tissue
tumor and 2 bone tumors, and MCP-1 and IP-10 were in two bone tumors and in all the other
group. In recurred osteosarcoma all the cytokines and chemokines were expressed, and the
degree of the expression was stronger than the primary, except IFN-γ. After chemotherapy,
RANTES, IFN-βand TGFβ1 among the TGFβisoforms were expressed.          

Conclusion: There were differences in the expression of cytokines and chemokines in some
different bone and soft tissue tumors, even though it was impossible to support this statistically
due to small numbers of cases. The expression pattern of IFN-γand TGF-βisoform in osteosar-
coma could be used for the study of tumor recurrence and the changes after chemotherapy. 
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