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Ⅰ. 서 론

구강악안면영역에 발생하는 암종은 전체 암종의 10% 이상

을차지하며이중 20%에해당하는부분이구강내에발생한다.

구강내발생하는암종은가장호발하는편평세포암종을비롯

하여타액선에발생하는타액선암종등, 그성상이매우다양

하고침습및전이가심하여예후가좋지않다. 특히암종세포

에서 분비되는 다양한 단백분해효소에 의해 기저막(basement

membrane)을 녹이고 주위 조직으로 침습하여 원격 전이하는

성질이강해수술등의주치료후에도미세침습에의한재발

이많은실정이다. 

이러한구강암의치료는크게수술요법, 방사선요법및약물

요법등으로구분될수있으며, 이중항암제를이용한약물요

법은구강악안면영역의위치적특성으로인해치료후삶의질

측면에서 유리한 점을 가지고 있는 치료이다. 하지만 다양한

항암제의개발이진행되고있으나아직까지도약물요법에의

한 생존률의 증가는 이루어지지 않고 있으며 약제에 대한 내

성의발현, 약제의독성및부작용등으로인해임상적인적용

에있어서많은문제점을안고있다. 

캄토테신(campthothecin)은 선택적인 제1형 토포이소머라제

(topoisomerase-1)라는 DNA의복제및재조합등에관여하는이

성질화효소의억제제로이미 1966년미국의Wall 등에의해개

발된천연항종양알카로이드로서탁월한세포독성으로개발

초기에상당한기대를모았으나난용성이라는한계로인해그

와 관련된 골수억제 및 출혈성방광염 등의 다양한 부작용을

보임에 따라 연구가 활발히 진행되지 못하였다. 하지만 최근

이러한난용성을해결하려는다양한유도체개발에대한시도

를통해국내에서도CKD-602(belotecan, Camtobell�)라는신약을

개발하기에 이르렀으며 이미 폐암이나 대장암, 유방암 및 난

소암등에대해서는임상에서도선택적으로이용되고있다. 

현재다양한악성종양에대한 CKD-602의효과등에관한연

구가진행되고있지만아직까지구강암에서의 CKD-602에대

한 임상적인 항암 효과는 아직까지 연구된 바 없다. 더욱이
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Purpose: CKD-602, a newly developed water-soluble campthotecin analogue, is a anticancer agent which act as a DNA topoisomerase I inhibitor.

CKD-602 is known as more potent and tolerable agent. The main purposes of this study were to measure the cytotoxic effect of CKD-602 on the oral

cancer cell lines and to evaluate the apoptotic aspect of dead cells.

Materials and  Methods: To determine the cytotoxic effect of CKD-602 on the oral cancer cell lines in comparison with various cell lines, such as

lung cancer and colon cancer cell lines, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT) assay was performed. And apoptosis was

analyzed using fluorescence-activated cell sorting(FACS) system.  

Results: CKD-602 decreased the viability of malignant cells in a dose dependent manner and in a time dependent manner. CKD-602 showed excel-

lent cytotoxicity to the oral cancer cell lines. Also, apoptotic portion was increased in a dose dependent manner.

Conclusion: These findings indicated that CKD-602 induced apoptotic cell death in the various cell lines including oral cancer cell lines. From the

results, it was suggested that CKD-602 would be a potential therapeutic agent for the oral cancer. More successive researches on the anticancer effect

of CKD-602 should be performed.
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구강암세포주에대한제1형토포이소머라제억제제의효과에

대한실험실에서의평가마저도확실히증명된바가없는실정

이다. 

본연구의목적은구강암세포주에서최근개발된선택적제

1형토포이소머라제억제제인 CKD-602를적용하여세포살상

능및세포사멸의형태등을관찰함으로써 CKD-602의구강암

에대한치료제로서의가능성을평가하는데있다.

Ⅱ. 연구재료 및 방법

(1) 세포주및세포배양

4×104cells/well의다양한암세포주(KB, A253, HSC-3; 이하구

강암세포주, A549; 폐암세포주, HCT116;대장암세포주, MCF-

7, MDA-MB-231; 이하 유방암 세포주, Hela; 자궁경부암 세포

주, SNU-719; 위암세포주, SNU-899;두경부암세포주, U87-MG;

신경교종 세포주, 한국세포주은행, 한국)를 10% 우태아혈청

(fetal bovine serum, Gibco, 영국) 및 스트렙토마이신(strepto-

mycin)/페니실린(penicillin)을 포함하는 RPMI 1640(JBI, 미국)와

10% 우태아혈청 및 L-글루타민(L-glutamine), 스트렙토마이신/

페니실린을 포함하는 minimum essential medium(MEM, Gibco,

영국)으로배양하였다. 

(2) 세포증식능검사

4×104cells/well의 KB, A253, HSC-3, A549, HCT116, MCF-7,

MDA-MB-231, HeLa, SNU-719, SNU-899, U87-MG 세포주를 각

각 96 멀티웰플레이트(multi-well plate)에분주하고 24시간배양

한 후, 덜베코 인산염 완충용액(Dulbecco’s Phosphate Buffered

Saline, DPBS)로 세포들을 2회 세척하고, 1%의 우태아혈청이

첨가되어 있는 배양액에 CKD-602(belotecan, Camtobell�, 종근

당, 한국)를 0.01㎍/㎖-1㎍/㎖ 범위의 다양한 농도별로 만든 후

처리하였다. 각각 24시간, 48시간, 72시간째 세포의 성장곡선

을 측정하기 위하여 배양한 배지는 제거한 후에 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT, Sigma,

미국) 시약을 5㎎/㎖ 농도로 각각 100㎕씩 첨가하였다. 1시간

배양 후 디메틸설폭사이드(dimethylsulfoxide, DMSO, Amresco,

미국) 100㎕ 첨가하여 ELISA 비색기(Bio-TEK Insruments Inc.,

Winooski, VT)에서 570㎚파장으로흡광도(optical density, OD)를

측정하였다. 각각의 측정마다 음성대조군을 100%로 하여 실

험군의 측정치를 환산하였으며 이를 세포생존율로 표시하였

다. 본연구에표시된결과는 3번이상의독립적인실험결과이

며 이들의 평균(mean)과 표준편차(standard deviation, S.D.)를 산

출하여표시하였다.

(3) 세포사멸측정

CKD-602를 농도별로 처리한 후 48시간째 Annexin V-FITC

Apoptosis detection kit (BD Bioscience Pharmingen, 미국)를이용하

여 측정하였다. 세포증식능검사에 이용된 세포주 중 A253,

HSC-3, A549, HCT116 세포주를 선택하여 6×105cells/well의 96

멀티웰플레이트에분주하고 24시간배양한후덜베코인산염

완충용액으로세포들을 2회세척하고, 1%의우태아혈청이첨

가되어있는배양액에CKD-602를다양한농도별로만든후처

리하였다. 농도별로처리한세포주를 48시간째덜베코인산염

완충용액으로세포들을 2회세척한후각웰에트립신(trypsin)-

EDTA용액 (0.05% Trypsin - 0.53mM EDTA 4Na)을 1㎖넣고 3분

후, 피펫으로세포를수거하여 15㎖튜브에첨가한후원심분

리를시행하였다. 세척을하기위하여 Annexin V 부착완충용

액을각 1㎖씩을원심분리된세포들이들어있는 15㎖튜브에

넣고혼합한후, 다시원심분리를시행하였다. Propidium iodide

1㎕와 annexin V-FITC 항체 4㎕를첨가하고혼합한후암실, 실

온에서 15분간배양한다. 300㎕의결합완충용액을각반응액

에넣은후 1시간이내에 FACSCalibur System (Becton Diskinson,

미국)을이용하여분석하였다. 

Ⅲ. 결 과

구강암세포주에대한 CKD-602의효과를관찰하기위하여,

각각의세포주를 CKD-602 0.01㎍/㎖, 0.05㎍/㎖, 0.1㎍/㎖, 0.5㎍/

㎖, 1㎍/㎖등의다양한농도로처리한후각각 24시간, 48시간,

72시간경과후세포생존율을측정하여세포독성을비교평가

하였다. 얻어진 CKD-602처리 48시간경과를기준으로비교한

농도별 세포생존율의 결과는 각각 다음과 같다. 구강암 세포

주중에서타액선암세포주인A-253 세포주에서는 0.05㎍/㎖에

서 41.90%, 0.1㎍/㎖에서 37.03%, 0.5㎍/㎖에서 26.99%의세포생

존율이관찰되었다. 또한설암세포주인 HSC-3 세포주에서는

0.05㎍/㎖에서 48.93%, 0.5㎍/㎖에서 23.84% 등이각각관찰되었

다. 이러한 측정치는 폐암 세포주인 A549 세포주의 0.05㎍/㎖

에서 51.05%, 0.1㎍/㎖에서 49.59%와대장암세포주인 HCT116

의 0.05㎍/㎖에서 81.01%, 0.5㎍/㎖에서 53.53% 등에 비해 적은

수치로, 이는구강암세포주에대한CKD-602의우수한세포독

성을의미한다고할수있다(Table 1).

CKD-602의 세포독성을 약물 농도에 대해 그래프로서 나타

낸결과각세포주는농도대비증식능의음의상관관계를보

이고 있었다. 농도가 증가할수록 세포사가 증가되었다. 따라

서구강암세포주는농도의존적으로세포사가진행되는것을

알수있었다. 이상의결과에서CKD-602는구강암세포주의생

존율을농도의존적으로감소시킴을의미하였다(Fig. 1A). 또한

시간에따른세포독성을평가하기위해 0.05㎍/㎖의농도에서

의 세포생존율을 측정한 결과, 역시 시간이 증가할수록 생존

율이감소하는것이관찰되었으며, 그래프상에서전체적으로

구강암 세포주에 대한 효과가 폐암 및 대장암 세포주에 비해

우수하게관찰되었다(Fig. 1B).

설암 세포주인 HSC-3 세포주의 경우에 있어서는 CKD-602

처리 24시간 후에도 0.1㎍/㎖의 농도에서 58.14%로 A253 세포

주의 73.85%, A549 세포주의 71.13%, HCT116 세포주의 82.74%

등에비해서효과적인세포독성이관찰되었다.

세포사멸의 양상을 관찰하기 위해서 propidium iodide 및
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annexin-V를염색한후유세포분석법을통해세포고사의비율

을 측정하였다. 세포주에 따라 정도의 차이는 있지만 전반적

으로농도가증가함에따라세포고사의비율이증가하는양상

을 보였으며, 이러한 세포고사의 수준은 여타 다른 제재들과

비교하여상당한큰비율로관찰되었다. 이중 A-253 세포주에

서는 0.05㎍/㎖에서 13.55%, 0.5㎍/㎖에서 28.47% 등이관찰되었

다. 또한HSC-3 세포주에서는 0.05㎍/㎖에서 48.65%, 0.1㎍/㎖에

서 68.92% 등이관찰되었다(Fig. 2). A549 세포주에서는 0.05㎍/

㎖에서 45.34%, 0.1㎍/㎖에서 52.86%, HCT116 세포주에서는

0.05㎍/㎖에서 37.45%, 0.5㎍/㎖에서 42.05% 등이각각관찰되었

다(Table 2).

Table 2. Effect of CKD-602 on selected cells lines analysed by annexin V staining and FAC

A253 HSC-3 A549 HCT116

% Live % Apoptotic % Live % Apoptotic % Live % Apoptotic % Live % Apoptotic

Control 94.95 3.70 87.78 7.95 92.45 5.26 84.35 7.43

0.05㎍/㎖ 75.71 13.55 49.01 48.65 30.21 45.34 51.90 37.45

0.1㎍/㎖ 72.21 15.27 28.41 68.92 36.25 52.86 57.88 31.54

0.5㎍/㎖ 50.88 28.47 39.18 56.35 51.61 35.56 39.70 42.05

1㎍/㎖ 39.47 31.39 5.85 93.51 32.48 30.05 39.69 39.29

Table 1. Comparison of cytotoxicity of CKD-602 to the various cell lines in vitro study (% cell viability)

Control 0.01㎍/㎖ 0.05㎍/㎖ 0.1㎍/㎖ 0.5㎍/㎖ 1㎍/㎖

MCF-7 99.97±6.30 83.74±5.39 77.49±4.20 77.65±2.45 23.53±1.77 21.89±1.67

MDA-MB-231 99.99±7.39 90.30±7.30 91.88±4.93 91.07±3.39 89.27±3.72 79.93±3.96

KB 100.0±7.39 72.23±9.23 68.10±5.42 64.91±6.40 52.59±5.63 52.52±7.88

A253 99.99±10.09 60.85±7.75 41.90±3.57 37.03±3.47 26.99±2.28 20.31±2.56

HSC-3 100.0±6.13 69.66±6.88 48.93±3.19 45.15±1.49 23.84±1.03 17.72±4.26

A549 100.0±9.52 59.98±3.54 51.05±3.54 49.59±2.56 52.25±2.47 50.42±3.10

HeLa 99.98±6.57 68.47±4.48 66.05±9.75 61.72±8.65 59.29±7.56 57.49±2.72

HCT116 99.99±10.41 89.86±11.21 81.01±9.19 76.29±5.53 54.53±5.79 46.47±4.58

SNU-719 100.0±5.80 70.76±3.77 64.15±5.07 53.93±5.38 17.56±1.86 10.89±1.33

SNU-899 99.97±9.69 94.20±6.85 86.84±2.40 73.54±5.22 42.31±2.81 41.30±4.04

U87-MG 100.0±3.73 88.25±4.08 78.20±3.47 75.09±5.56 66.97±3.72 62.04±4.60

Fig. 1. (A) CKD-602 decreased the viability of malignant cells in a dose dependent manner. Cells were treated with various doses (0.01㎍
/㎖, 0.05㎍/㎖, 0.1㎍/㎖, 0.5㎍/㎖, 1㎍/㎖) of CKD-602 and cell viability was measured by MTT assay at 48 hrs after culture. 

(B) CKD-602 decreased the viability of malignant cells in a time dependent manner. CKD-602 showed excellent cytotoxicity to the oral

cancer cell lines. The data represent the mean of triplicate.

(A) (B)



대구외지 2005;31:7-12

10

(A)

(B)

Fig. 2. Results of FACS of A253(A) and HSC-3(B); Apoptotic portion was increased in a dose dependent manner.
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Ⅳ. 총괄 및 고찰

캄토테신은 1966년미국의 Wall 등에의해중국원산의희수

나무(Camptotheca acuminata)에서단리된천연항종양알카로이

드로서 in vitro에서강력한세포독성(cytotoxicity)을나타낸것으

로판명된이래제2의탁솔이라는별칭과함께미국암연구센

터(NCI)등에서임상시험을통한개발에착수되었으나극히난

용성이며, 그와 관련된 골수억제 및 출혈성 방광염으로 인한

독성으로개발이중단되었다. 그러나 1990년이후, 캄토테신이

가지는독특한작용기전, 즉DNA 제2형토포이소머라제(topoi-

somerase-2) 저해기전과는 달리 DNA 제1형 토포이소머라제를

선택적으로억제하여항종양효과를나타냄이확인되었다1). 

DNA 토포이소머라제는 기라아제(gyrase) 효소군의 일원이

다. 이들은핵내의효소들로서, 복제나전사를위해세포가유

전 물질에 접근이 요구될 때 일시적으로 DNA의 절단하거나

이중 나선을 푸는 역할을 한다2). 이들은 또한 염색체 농축 및

재조합,  DNA 수리등다양한세포내활동에참여한다3).  토포

이소머라제효소의유전암호는종들간에상당히보존적이다.

캄토테신의 목표물인 제1형 토포이소머라제는 다양한 악성

종양에서그수준이증가하는것이관찰되었다4). 이약재는유

리효소를억제하지는못하나토포-DNA 복합체의공유결합을

안정화시켜절단된DNA 조각들이다시연결되는것을방해한

다5). 이들은억제제로작용하는것이아니라독으로작용한다

고할수있다.  따라서이러한토포-대상약제에대한세포의

민감성은핵내존재하는효소의수준과관련이있다6). 이약제

는DNA의재결합을방해함으로써전사가진행되는것을불가

능하게한다. 제1형토포이소머라제의양이더많을수록, 더많

은절단가능한복합체를형성하며이는약제감수성이높음을

의미한다7). 이것은 중요한 임상적 관련성을 가지는데, 제1형

토포이소머라제억제제는제2형토포이소머라제의발현을증

가시키는데 사용되어 이는 제2형 토포이소머라제 억제제에

더욱감수성을가지게한다. 이러한결과는제1형토포이소머

라제와제2형토포이소머라제간의대립관계에의해지지된

다. 이러한제1형토포이소머라제는제2형토포이소머라제와

달리 정상 조직에서는 증식과 밀접한 관련이 없으며, 임파종

으로 포함한 대장암, 난소암, 식도암 등의 세포분열이 왕성한

“S”기의고형암에주변의정상조직에비해다량존재하며, 실

제적으로 세포주기상“S”기에 종양세포 내에 유전자의 복제

및전사를차단함으로써세포사를유발할수있다고알려져있

다8). 또한 기존의 고형암 치료에 사용되는 플래티늄 복합체

(platinum complex, cisplatin) 및아드리아마이신(adriamycin) 계열

등의제2형토포이소머라제저해항암제에서발현된약물내

성에대해서쉽게교차내성을일으키지않는점으로인해많

은관심과활발한유도체연구가수행되었다. 그결과, 일본의

Dallchi 및 Yakult에 의해 공동개발된 이리노테칸(irinotecan,

CPT-11)이 1994년 세계 최초의 캄토테신계 항암제로서, 폐암

(소세포, 비소세포성폐암)에유효성을입증받아유럽과일본

에서발매되었으며, 1995년에는대장암, 유암에대한유효성을

추가로 입증받은 바 있다. 또한, Glaxo Smith Kline사에서 개발

된 토포테칸(topotecan)이 1995년 4월에 미국 FDA에서 전이성

난소암에 대한 유효성을 승인 받아 발매되었다. 최근 국내에

서개발된새로운캄토테신유도체인 CKD-602(belotecan)는강

력한 제1형 토포이소머라제 억제제 효과와 더불어 수용성으

로서기존의난용성으로인한독성을성공적으로극복하였다.

다각적인화학구조에대한연구를거듭하여분자구조상두개

의중요부위를확인하였는데바로E-고리와A-, B-고리부위이

다. 이중E-고리의 20번탄소에위치한락톤기와알파수산화기

는제1형토포이소머라제-DNA 부산물의안정을위해중요하

며, A 및 B-고리의변형이수용성과활성도를증가시킬수있

다는사실이증명되었다. CKD-602 역시수용성및항암효과의

증가를 위해 7번 탄소의 B-고리 부위의 치환을 시도하였다

(Fig. 3).  Lee 등은CKD-602가광범위한암세포주에서캄토테신

(camptothecin)과 토포테칸(topotecan)에 비해 우수한 항암효과

가있다고하였다. 또한 L1210 백혈병누드마우스모델에서최

대내성용량(maximum tolerated dose, MTD)이 25mg/kg로비교적

안전한 약재임을 확인하였다9). 일반적으로 알려진 캄토테신

계약물의부작용은크게혈액학적부작용과비혈액학적부작

용으로 분류할 수 있다. 혈액학적 부작용으로는 발열을 동반

한호중구감소증, 패혈증, 출혈등이있으며, 비혈액학적부작

용으로는구역, 구토, 탈모등피부계부작용및위장관, 신장,

신경계에대한독성을들수있다. Kim 등은 CKD-602의동물

연구에서이러한캄토테신계약물의부작용중임상적용이가

능한용량보다 10배이상의고용량의투여시에도위액분비증

가를제외한이상약물반응은발견되지않았다고보고하고있

다10). 또한최근국내임상연구들에서도심각한전신적인독성

보다는 호중구감소증 및 백혈구감소증의 가역적이며 조절가

능한수준의부작용만이보고되는등비교적안정성이입증되

고있다. 하지만현재까지는표준화학요법에실패하거나표준

화학요법을시행할수없는환자, 즉표준치료후에재발또는

악화되어 더 이상의 항암화학요법, 수술로 효과를 보기 어려

울것으로판단되는저항성(refractory) 또는재발성(recurrent) 난

Fig. 3. Chemical structures of camptothecan, topotecan, CKD-602:
At position 7 of B-ring, CKD-602 has water-solubilizing group.
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소암및대장암의치료, 1차화학요법에실패한저항성또는재

발성제한병기(limited disease) 소세포성폐암의치료, 진행병기

(extensive disease) 소세포성폐암의치료에주된적응증을두고

제한적으로사용되고있다.

본연구에서는구강암세포주인 HSC-3 세포주및 A253 세포

주에서 각각 폐암세포주인 A549 세포주 및 대장암 세포주인

HCT116 세포주보다적은농도에서효과적으로세포독성을나

타내었다. 이러한 결과는 상당히 고무적인것으로, 구강암 세

포주에서의세포독성이현재임상적인적용이가능한폐암세

포주및대장암세포주와비교하여우수한결과가관찰되었다

는사실은 CKD-602의구강암에대한적용가능성을고려하는

데객관적근거로제시될수있을것이다. 또한각세포주간의

시간에 따른 증식능의 차이도 관찰되었는데 HSC-3의 경우에

있어서는 CKD-602 처리 24시간 후에도 효과적인 세포독성이

관찰되었다. 이는구강내세포주각각의세포특성및위치적

특성, 다시말해타액선과혀에발생한세포주간에차이등을

반영하는것이라할수있다. 

세포사멸은 조직의 항상성과 형태의 유지, 세포수의 조절,

손상된 혹은 비정상적인 세포의 제거, 감염에 대한 방어기작

으로써무척중요한역할을하며, 생명체는세포의성장, 분화

및사멸과정을정확하게조절함으로써그생명을정상적으로

유지한다11). 세포사멸의유형은세포괴사(necrosis)와세포고사

(programmed cell death, apoptosis)로분류할수있으며, 이중세포

고사는 최근에 매우 활발히 연구 보고되는 분야로 각종 유전

자의발현과발현산물인단백질의활성화가동반되어세포의

사망을유도하는복잡한과정으로설명되고있다12). 이러한세

포고사는세포내생리적, 능동적자살기전으로다세포생명체

의발달및분화와항상성을유지하는데필수불가결한역할을

한다13,14). 세포고사는 많은 인자에 의해 다양한 종류의 세포에

서발생하며세포괴사와는달리리소좀(lysosome) 효소의유리

가없고세포고사체(apoptotic body)가발견되며세포의축소, 핵

의농축및특징적인사다리형 DNA 분절등이발견된다15). 또

한최근Kang 등의보고에의하면DNA에서제1형토포이소머

라제 분절 목표(cleavage target)가 텔로메어(telomere)와 관련이

있으며 텔로머라제(telomerase)의 활성에 의해 텔로메어가 줄

어들지 않고 길게 반복된 텔로메어(telomeric repeat)를 가진 암

세포들에있어서제1형토포이소머라제억제제들이재결합을

방해함으로써 더욱 특이적으로 DNA 손상을 가할 수 있으므

로, 결과적으로세포고사를유발할수있다고하였다16). 

본연구에서는 FACS 분석을통해 CKD-602의세포살상능의

세포사멸에관여하는양상을관찰하였으며, 세포사멸부분중

에세포괴사뿐아니라, 다량의세포고사부분이존재함을통

해 CKD-602의세포독성효과가상당부분세포고사와관련이

있음을확인하였다.

Ⅴ. 결 론

본연구를통해 CKD-602의구강암세포주에대한우수한세

포살상능을 관찰하였으며, 이러한 세포살상능이 세포고사에

의한효과임을확인하였다. 이는 CKD-602의구강암치료제로

서의가능성을확인하고, 향후CKD-602에대한연구에근거를

제시할수있을것으로사료된다. 이를뒷받침하기위해 CKD-

602의구강암분야에대한추가적인전임상및임상연구가필

요하다고판단되며, 대표적으로는본연구에서관찰되는세포

고사에 대한 기전을 분석하여 어떠한 중간 기질 및 인자들이

CKD-602에의한세포고사유도에민감화하게하는지를평가

하고 아울러 제2형 토포이소머라제 억제제인 타약제와의 병

용요법등에대한연구를통해 DNA 재결합을효과적으로억

제할수있을지에대한연구도중요할것이다. 또한제1형토

포이소머라제가구강암세포에많은지에대한기본적인평가

도 필수적일 것이다. 장차 상기한 내용들에 대한 CKD-602의

지속적인연구를통해구강암치료에대한적용가능성을높일

수있을것으로기대된다.
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