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Ⅰ. 서 론

구강암은 인체에 발생되는 암의 약 3-5%를 차지하며, 그 중

90% 이상이편평세포암종이다. 구강암은전암병소인백반증

이나 홍반증이 동반되며 다른 장기에서와는 달리 그 진행 과

정을육안으로관찰하기용이한전형적인다단계의발암모델

이다1). 불멸화된 구강 각화세포 (immortalized human oral ker-

atinocyte; IHOK)는 human papilloma virus (HPV) 16으로 transfec-

tion시킨상피세포로서구강암전암병소의소견을가진것으

로보고되고있어구강암의진행을연구하는데좋은발암연

구모델이다2,3).

세포배양을이용한실험은생물학적복잡성을최소화할수

있는장점때문에많이사용되어왔다. 생체내에서의세포는

단일층만을형성하지는않으며주변기질세포나세포외기질

과의 반응과 상호 작용을 통하여 증식과 분화를 조절하게 된

다. 따라서 단일층만을 형성하는 기존의 배양 방식을 이용한

연구방식은한계가있다4). 기존의상피세포배양방법의한계

점은크게세가지원인에의해발생하는데첫째, 암종세포주

변 결체조직의 결여에 의해 암종 세포-결체조직 간의 상호작

용이없고둘째, 기저막의소실로인해상피-결체조직간의상

호 작용이 소실됨으로써 생체와 유사한 극성을 가질 수 없으
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Objective: In organotypic culture of immortalized human oral keratinocytes (IHOK), the change of the growth and differentiation was investigated

according to the fibroblast type and the involvement of mitogen-activated protein (MAP) kinase.

Materials & Methods: IHOK was cultured three dimensionally with gingival fibroblast (GF), dermal fibroblast (DF) and immortalized gingival

fibroblast (IGF). We characterized biologic properties of three dimensionally reconstructed IHOK by histological, immunohistochemical, and Western

blot analysis. We also investigated whether MAP kinase pathway was involved in epithelial-mesenchymal interaction by Western blot analysis.

Results: The best condition of three dimensionally cultured IHOK was the dermal equivalent consisting of type I collagen and IGF. IGF increased

the expression of more proliferating cell nuclear antigen (PCNA), involucrin than GF and DF in response to co-culture with IHOK. Extracellularly

regulated kinase (ERK) pathway was activated in organotypic co-culture with IGF.

Conclusion: The organotypic co-culture of IHOK with dermal equivalent consisting of type I collagen and IGF resulted in excellent morphologic

and immunohistochemical characteristics and involved ERK pathway. The epithelial-mesenchymal interaction was activated according to the fibrob-

last type.
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며세번째로단층배양할때배지아래에서성장함에따라생

체와같은대기접촉이소실되어상피세포나암종세포의분

화가유도되지않는다5,6). 이러한문제를해결하기위해배양할

때바닥에 laminin, 제4형교원질등의세포외기질을도포하는

방법이소개되기도했으나상피세포의부착과증식에는도움

이 되지만 분화의 유도나 중층 형성은 이루어지지 않았다7-9).

따라서 생체와 유사한 조직을 형성하기 위해 생체의 상피나

점막과 유사한 실험실 조건, 즉 결체조직 또는 점막하조직과

유사한환경을형성하고대기와접촉하는조건 (air-liquid inter-

face)을제공함으로써삼차원적으로재현된실험실모델이연

구되고있다7).

정상상피의경우결체조직부위를재생하기위하여기증된

사체에서만들어진 de-epidermised dermis가이용되기도하였으

나재료가제한되고일관된실험결과를얻기어렵다는점때

문에최근에는제1형교원질을이용한연구모델의개발이활

발히이루어지고있다6,10,11). 상피-간엽상호작용이상피형태발

생, 항상성및재건에필수적인것으로생각되고있으나그기

전은아직정확히밝혀져있지않고주로피부상피세포에서

연구가이루어지고있다. 섬유모세포는상피하방의결체조직

에서가장많은세포이고세포외기질과성장인자의대부분을

생산한다. 생체외 실험에서 상피 하방의 섬유모세포는 성장

인자를통해각화세포성장을촉진할수있으며, 이런각화세

포는섬유모세포유전자의발현을유도할수있다12,13). 서로다

른결체조직에서섬유모세포의유사성에도불구하고다른표

현형이 존재해 인체 부위 간의 창상 치유에서 차이가 생기는

것은이런표현형의차이에의해발생한다14-16). 측분비성장인

자인 hepatocyte growth factor (HGF)와 keratinocyte growth factor

(KGF)는 주로 섬유모세포에서 생산되어 그 각각의 수용체가

상피세포에의해주로발현된다. 구강점막이나피부같은조

직의 상피 하방의 섬유모세포는 이런 인자를 발현하고 정상

상피성장과창상치유동안상피재생모두에영향을준다17-19).

Mitogen-activated protein (MAP) kinase는세포외부에서들어오

는 각종 자극에 의해 활성화되어 그 신호를 핵으로 전달하여

유전자 발현을 조절하는 기능을 수행한다20,21). 삼차원적 배양

에서주로정상상피분화및조절의특성을밝히는제한된범

주만 연구되었고 IHOK를 대상으로 섬유모세포의 종류에 따

라삼차원배양을통한증식과분화의변화를밝힌것은없다.

또한최근암세포를비롯하여세포의성장및자극을받은세

포에서 MAP kinase 활성화경로가관여한다는사실이보고되

고있으나상피-간엽상호작용에서섬유모세포의종류에따라

MAP kinase 활성화경로를통한상피형성이이루어진다는보

고는아직까지발표된바가없다22). 피부영역에서는삼차원적

배양으로 제조된 인공 피부 모델을 이용하여 주로 피부 각화

세포의 증식과 분화에 중점을 두고 연구되어 왔고 구강 각화

세포를대상으로는 1991년정상구강각화세포에HPV로 trans-

fection시킨 불멸화된 구강 각화세포주를 처음으로 개발한 이

래정상상피의증식과분화연구에비교이용하고있다23).

Ⅱ. 연구 대상 및 방법

가. 세포 배양

1. 사람구강각화세포 (normal human oral keratinocyte; NHOK)

배양

교정 치료를 목적으로 발거한 건강한 제1소구치의 치은 조

직을채취하여 300 unit/ml penicillin, 300 ㎍/ml streptomycin, 1.5 ㎍

/ml amphotericin-B가 포함된 Hanks’balanced salt solution

(Gibco/BRL, Grand Island, NY, USA)으로 5회 세척하였다.

Dispase (grade Ⅱ, 2.4 mg/ml, Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN,

USA)로 60분동안 5% CO2가포함된 37℃배양기에넣어하방

결체조직으로부터상피를분리하였다. 단일세포로용해하기

위해 trypsin에 60분 동안 37℃로 처리하여 이를 phosphate

buffered saline (PBS)로 세척하고 keratinocyte growth medium

(Clonetics, San Diego, CA, USA)에부유해 60 mm 배양접시에서

5 × 104 농도로배양하였다. NHOK가증식되어완전히배양접

시를덮는단층이형성되면 0.05% trypsin / 0.02% EDTA로처리

하여 배양 접시로부터 세포를 박리하고 1:3으로 계대 배양하

였으며본실험에서는4-5 세대의세포를사용하였다.

2. IHOK 배양

IHOK 배양을위해 HPV 16 genome을포함하고있는 pBR322

로부터 E6과 E7의 full length를클론화하여 hygromycin B resis-

tance가 있는 pBabe vector의 BamHI과 SalI부위에 삽입하였다.

pBabe HPV 16 E6/E7 plasmid DNA를 gel purify하고 에탄올 침

전, 정량화와함께 BamHI과 SalI으로확인하였다. Transfection

전에 G418 resistance가있는 PKC peak 8 green fluorescent protein

을일차배양한 NHOK에 transfection하여 transfection 효율을검

사하였다. Lipofectamine plus kit (Gibco/BRL)를 이용하여 60

mm dish의 NHOK가 70-80%의 성장에 도달했을 때 pBabe

E6/E7과음성 대조군으로 pBabe vector만을 transfection하였다.

2일후세포에 10 ㎍/ml의 hygromycin (Boehringer Mannheim)을

2주간 transfection하지 않은 대조군 세포가 모두 사라질 때까

지 처리하여 hygromycin resistant colony를 클론화하여 배양하

였으며본연구에사용한 IHOK는 50 계대이상의세포를사용

하였다. 4종류의 IHOK를연구대상으로하였는데 IHOK #5는

pBabe-E6E7 불멸화 세포이고, IHOK #12는 pBabe IHOK에서

클론화된세포주이며 IHOK #8과 #9는 pLXSN-E6E7으로불멸

화한세포였다.

3. 피부각화세포 (HaCaT)와구강암세포 (HN30)의배양

HaCaT은 불멸화된 피부 각화세포주이고 HN30은 구강에

서 기원한 원발성 암종에서 배양한 편평상피암종세포주로

서 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco/BRL)이 포함된 Dulbe-

cco’s modified eagle medium (DMEM, Gibco/BRL)에서배양하

였다.
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4. 치은섬유모세포 (gingival fibroblast; GF)의배양

GF 배양은 항생제가 포함된 DMEM을 생검 배지로 준비한

후교정치료를위하여내원한환자의제1소구치부위에내사

면절개를가한다음건강한치은조직을채취하였다. 채취된

시편들을생검배지로 3회세척후치은조직을세절한다음 35

mm 배양 접시에 고르게 분포시킨 후 10% FBS와 100 unit/ml

penicillin, 100 ㎍/ml streptomycin이 포함된 DMEM을 넣고 37℃,

100% 습도, 5% CO2 공기 혼합 배양기에서 배양하였다. GF가

조직절편으로부터증식되어완전히배양접시를덮는단층이

형성된후 100 mm 세포배양용접시를이용하여계대배양하

였다.

5. 불멸화된 치은 섬유모세포 (immortalized gingival fibroblast;

IGF)의배양

IHOK 배양과동일한방법으로 GF에 HPV 16을 transfection하

여40 계대이상의 IGF를사용하였다.

나. 삼차원 배양을 위한 진피 유사체의 제조

구강 치은 조직 세포의 삼차원 재건을 위해 제1형 교원질

(Nitta Gelatin, Osaka, Japan)을 이용하였고 이를 중화 완충 용

액 (2.2% NaHCO3, 0.05 N NaOH, and 200 mmol/L 4-(2-hydrox-

yethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)과 10배의 DMEM/F12 농

축배지를 8:1:1의비율로혼합하였다. 진피유사체제조를위

해 사용되는 섬유모세포는 일차 배양된 진피 섬유모세포

(dermal fibroblast; DF), GF와 IGF 3종류를사용하였다. 섬유모

세포는 제1형 교원질에 1.2 × 105 /ml의 농도가 되도록 혼합

하여 gel matrix에 섬유모세포가 균일하게 분포하게 하여

반지름 12 mm의 0.2 ㎛ pore size membrane으로 제작된 milli-

cell (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)에 casting한후

37℃ 배양기에서 12시간 이상 중합과 수축이 일어나도록 하

였다.

다. 구강 점막의 삼차원 배양

계대 배양 중인 상피 세포를 PBS로 3회 세척 후 0.125%

trypsin-EDTA를처리하여모은후원심분리하여 hemocytome-

ter로 세포 수를 측정하였다. 상피 세포는 6-well plate 내부에

위치한 millicell의각 well 당 3 × 105 개의세포가되도록분주

하였고바깥쪽은 DMEM과 F12가 3:1 비율로혼합되었다. 100

IU/ml penicillin, 100 ㎍/ml streptomycin, 0.6 mg/ml L-glutamine과

함께 10% FBS가포함된배지 3 ml를넣어 37℃배양기에서배

양하였다. 배지는 2-3일 간격으로 교환하였고 5일 후에는 상

피세포상층부의배지를제거하였다. 상피세포가대기에노

출되도록 하여 14일간 추가 배양한 후 10% 중성 포르말린에

고정하였다.

라. 삼차원 배양된 구강 치은 조직의 형태학적 특징

분석

제1형 교원질 상에서 배양된 구강 조직은 10% 중성 포르말

린에 12시간이상고정하고통상의방법에의해파라핀에포매

한후 4 ㎛의연속절편을 hematoxylin and eosin (H&E) 염색을하

였다. 광학현미경에서세포의분화도, 각질형성등의소견을

관찰하고비교검토함으로써삼차원적배양이생체조건과유

사한배양환경을제공했는지를판별하였다.

마. 면역조직화학 염색

파라핀포매된절편들을 xylene으로탈파라핀화하였으며증

류수로 함수화하였고 내인성 peroxidase에 의한 artifact를 피하

기위해절편들을실온에서 15분동안 3% H2O2의 ice cold solu-

tion으로 반응시킨 후 tris-buffered saline (TBS)으로 5분 동안 세

척하였다. Blocking serum으로 normal rabbit serum을 30분간적용

시켰다. Cytokeratin 4 (CK4), CK6, CK10, CK16, CK19 (Santa Cruz

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)는 1/60, proliferating cell

nuclear antigen (PCNA, Biodesign, Kennenbunk, ME, USA), p53

(Biodesign)은 1/30, involucrin (Biomedical Technology, Cambridge,

MA, USA)은 1/100로희석해일차항체를 30분간반응시킨다

음 TBS로 5분 동안 3회 세척한 후에 link antibody (anti-mouse

IgG, Dako, Glastrup, Denmark)를 20분간반응시켰다. 그후 strep-

tavidine alkaline phosphatase로 30분간반응시킨후 aminoethyl car-

bazole (AEC)로발색시키고Mayer hematoxylin으로대조염색하

여 glycerin으로도포후검경하였다. 염색된조직표본에서각

각의 항체에 대한 양성 반응을 상피에서는기저층, 상기저층,

유극층, 표층의4층으로분류하여평가하였다.

바. Western blot 분석

100 mm dish에각각의단일배양세포와삼차원배양한세포

에서 trypsin-EDTA로세포를수확하고원심분리하여 cell pel-

let을만들었다. Lysis buffer (RIPA buffer)로단백질을추출하고

bicinchonimic acid assay (BCA)를이용하여단백질농도를측정

하였다. 각 실험군별로 추출된 단백질 50 ㎍씩을 사용하여

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE)를시행한후 nitrocellulose membrane으로 transfer하였다.

비특이 항체의 결합을 막기 위하여 실온에서 membrane을

blocking 용액 (Zymed, San Francisco, CA, USA)에 1시간 30분처

리하였다. 그후세포증식의표지자로는 PCNA, 세포분화표

지자로는 involucrin, CK6, CK19에일차항체와이차항체를반

응시킨 후 enhanced chemiluminence system (Amersham

Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA)으로 각각의 단백질을

확인하였다.
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Ⅲ. 결 과

가. 섬유모세포의 종류에 따른 삼차원적 조직학적 형태

변화

교원질에포함된 5 × 105 개의섬유모세포를이용하여상피

세포의 형태 발생을 관찰하였다. 피부와 구강 각화세포를 배

양한진피대체물에서관찰되는결체조직구조는건전한상태

였으며간질핵세포의대부분은옅게염색되고난원형또는둥

근세포로× 100 시야에서 5-10 개정도관찰되었지만중층화

되는과정동안결체조직의형성차이는거의없었다. 진피유

사체의구성성분인섬유모세포를 GF, DF와 IGF로나누어각

각 삼차원 배양했을 때, HaCaT와 IHOK 4종류의 모든 세포에

서 IGF를이용하였을때삼차원적상피형태형성이가장우수

하였다. HaCaT의경우 IGF를이용하여삼차원배양했을때상

피층이 8-9 층인데비해 GF는 4-7 층으로감소하였고 DF는 1-3

층으로가장작은것을볼수있었다. 각화층, 기저막형성이나

결체조직침범에대한섬유모세포의영향은없었다. IHOK 종

류를다르게하여삼차원배양했을때 IGF와 GF는 IHOK #5와

IHOK #8에서큰차이가없었으나 IHOK #9와 IHOK #12에서는

상피층의중층화감소가 GF일때나타났고 DF는더욱현저히

감소되었다. IHOK #5에서는 IGF가 GF보다 상피층의 치밀함

이크고 GF와 DF는 IGF를이용하였을때에비해기저막형성

이잘이루어지지않았다. 특히 IHOK #8에서는 IGF에비해GF

와DF를이용했을때상피층의구분이잘되지않고표층박리

와상피변성이나타났다. IHOK #9와 IHOK #12는상피의중층

화나상피층형성이 IHOK #5와 IHOK #8에비해작았는데특

히 DF를 이용 시 기저막 형성, 상피층 형성이 작았다 (Fig. 1,

Table 1).

Fig. 1. Histologic features of the reconstructed keratinocytes according to the fibroblast type (H&E stain, × 200).

HaCaT   IHOK #5 IHOK #8  IHOK #9 IHOK #12

IGF

GF

DF
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나. 상피 세포의 종류에 따른 조직학적 형태 변화

대기노출전배양액에잠긴 submerged state 배양기간은 3일

이며대기노출기간에따른삼차원배양은배양 14일째가가

장우수하였다. 진피대체물로는 IGF를이용하였을때삼차원

적상피형태형성이가장우수하여이러한조건하에서각각

의 상피 세포를 발암 단계별로 삼차원적 배양하여 조직학적

형태 형성을 비교하였다. 제1형 교원질과 IGF로 구성된 진피

유사체 상에서 배양된 NHOK, IHOK, HaCaT, HN30은 모두 배

양 7일 이후에는 4-10층의 중층화를 이루며 성장하였는데 이

중 HaCaT와 HN30이 가장 좋은 상피층과 형태를 보였고

NHOK에서중층화형성이가장작았다. NHOK는배양 14일의

경우정상적성숙과 3-5 층의중층화를이루며성장하였다. 표

층에는 각질의 뚜렷한 형성을 보였으며 상피 형태 구조도 유

지되었고 결체조직 내로의 침윤도 없어 정상적인 치은 조직

구조를관찰할수있었다. IHOK 간에삼차원적조직형성차이

가있었는데 IHOK #5와 IHOK #8이다른 IHOK보다중층화나

상피 성숙이 좋아 가장 우수한 삼차원적 재건을 보였으며

IHOK는 모두 기저막 형성을 보였다. IHOK 중에서 결체조직

침범과상피층형성정도나중층화정도, 각질층형성은 IHOK

#8이가장우수하였다. HN30은기저층뿐만아니라상층부의

세포에서도비정상적인세포분열이관찰되어이형성이심한

백반증또는초기의침윤성편평세포암종과유사하였으며암

종조직의표면에서각질의형성을관찰할수없었다. 진피유

사체에섬유모세포를포함시키지않았을때에도종양세포의

중층화가일어났으나종양세포의침윤성성장은보이지않았

다 (Fig. 2, Table 1).

다. 정상, 전암 조직과 악성 구강 상피 세포의 종류에

따른 삼차원적 배양 후 증식 및 분화 에 따른 면역

조직화학적 차이

각종각화세포의삼차원적배양에따른증식표지자에대한

면역조직화학적염색을시행하였다. PCNA는세포의핵에염

색되었는데대조군인정상점막조직에서는기저층과하상기

저층에서 중등도의 발현이 있었다. 제1형 교원질과 IGF로 구

성된 진피 유사체상에서 배양한 HaCaT의 경우 PCNA 염색은

기저층, 상및하상기저층에서중등도의발현을보여정상점

막 조직과 발현 위치의 차이가 있었다. NHOK로 배양한 경우

염색 양상은 정상 점막 조직보다 감소된 경도의 발현을 보였

으나발현은기저층및하상기저층에서관찰되어NHOK와정

상점막조직간에PCNA 발현부위가유사함을보였다. NHOK

에 비해 IHOK로 삼차원 배양한 경우 PCNA 발현이 증가하였

고 각각의 IHOK에서도 PCNA의 발현 차이를 보였다. 심도의

발현을 보인 IHOK #8, IHOK #9, IHOK #12에 비해 IHOK #5는

중등도의발현을보였고발현위치도기저층과하상기저층에

국한되어나타났다. IHOK #8과 IHOK #9는기저층, 상및하상

기저층에, IHOK #12에서는 상피 세포 전층에서 발현 양상을

Table 1. Histologic findings of the reconstructed keratinocytes according to the fibroblast type

HaCaT IHOK #5 IHOK #8 IHOK #9 IHOK #12
Fibroblast  IGF GF DF IGF GF DF IGF GF DF IGF GF DF IGF GF DF

type

Epithelium 8-9 4-7 1-3 3-7 3-5 2-3 8-10 7-8 5-7 3-7 3-4 2-4 3-6 2-3 2-3
layer

Horny + ± ± ± ± ± + ± ± ± ± ± - - -
layer

Connective 
tissue - - - - - - ± ± ± ± ± ± ± ± ±

invasion

Basement 
membrane + + + + + + + + + ± ± ± ± ± ±

formation

Necrotic 
change in - - - - - - - ± ± ± ± ± - ± ±

epithelium

-: negative, +: positive, ±: focal 
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보여각각발현부위의차이가있었다. IHOK #8과 IHOK #9는

면역조직화학적 염색에서 PCNA 심도의 발현이 기저층에 나

타났다. HN30의삼차원적배양결과상피세포전층에걸쳐나

타났고발현위치는정상점막의경우기저층에, 전암및 IHOK

세포는기저층과상및하상기저층에걸쳐나타나NHOK와는

다른양상을보였다.

p53 단백질에 대한 면역조직화학적 염색을 시행한 결과 정

상구강점막에는상피전층에서음성으로발현되었고 HaCaT

은 상기저층 상부와 하부, 기저층에서 발현이 나타났으나

NHOK의 경우에는 기저층에만 미약하게 나타났다. IHOK는

NHOK보다 p53 단백질 발현이 증가되었으며 경도의 발현이

기저층과상기저층에서나타난 IHOK #5, IHOK #8, IHOK #9에

비해 IHOK #12는중등도의발현이 HaCaT과유사한위치에서

나타났다. 상피내암(carcinoma in situ; CIS)은 중등도의 발현이

세포전층에서나타났다 (Fig. 2).

각종상피세포의삼차원적배양에따른분화표지자에대한

면역조직화학적염색을시행한결과, involucrin에대한면역조

직화학적염색시정상구강점막에는과립층, 유극층, 하상기

저층을비롯해주로상피표층에서발현되었다. HaCaT은상기

저층상부와하부에서발현이나타났으나표층에는발현이전

혀 나타나지 않는 특징을 보였다. NHOK의 경우에는 정상 점

막과 유사하게 최상층인 각질층과 상기저층 상부와 하부에

involucrin의발현이나타났으나발현정도는정상점막조직보

다 작았다. IHOK는 NHOK에 비해 involucrin의 발현이 감소되

는경향을보였다. 경도의발현을보인 IHOK #8, IHOK #9에비

해 IHOK #5와 IHOK #12는중등도의발현을보였고발현위치

는주로상기저층과최상층에서나타났다. CIS는중등도의발

현이 최상층과 상기저층 상부에 나타났으며 HN30은 세포 전

층에서 경도의 발현이 나타났다. 정상 구강 점막 조직에서는

CK6이가장높은발현을보였는데주로상기저층에서나타났

고 CK19는음성발현을보였다. HaCaT은정상구강점막에비

해CK19의발현이증가되었으나CK6은감소되었다. NHOK에

서 CK6의발현이많은점은정상점막과동일하였고 CK19의

발현이나타난점은정상점막과유의한차이가있었다. IHOK

의 CK19에 대한 발현은 IHOK #12가 가장 많았고 IHOK #5,

IHOK #8, IHOK #9는 NHOK와 유의한 차이가 없었다. CIS의

CK19에대한면역염색은세포전층을통해심도의발현을보

였다. CK6은정상조직과 NHOK에비해 IHOK 모두에서발현

이 감소된 소견을 보였는데 주로 상기저층에서 발현되었다.

CIS에대한 CK의면역조직화학적염색에서가장많은발현을

보인 것은 CK6과 CK19이었고 정상 및 NHOK보다 발현이 증

가한 것은 CK19이었다. HN30의 경우 IHOK보다 발현이 증가

한CK는없었고CK6, CK19 모두유사한정도의발현을보였으

며 IHOK와발현부위도비슷하였다 (Fig. 3).

라. 섬유모세포의 종류에 따른 단일 세포 배양과 삼차원

배양에서 증식 및 분화 표지자에 대한 Western blot-

ting 결과

PCNA의 Western blotting 결과 단일 세포 배양한 4가지 세포

중 IGF와DF가가장높은발현을보였고GF와 IHOK의발현이

작았다. 삼차원배양을한경우 IGF에서가장많은발현을보였

다. Involucrin, CK6, CK19 단백질의발현을 Western blotting으로

확인한결과 involucrin 발현은 IGF에의한삼차원배양이 GF나

Fig. 2. Expression of the proliferation and oncogene markers in three dimensional culture of immortalized and

malignant keratinocytes by immunohistochemistry (× 200).

normal

mucosa    HaCaT   NHOK   IHOK #5  IHOK #8 IHOK #9 IHOK #12  CIS      HN30

PCNA

p53
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DF보다유의하게증가되어있음을알수있었고단일세포배

양한 IHOK보다는감소되었는데 GF와 DF간의삼차원배양에

따른유의한발현차이는없었다. CK6은단일세포배양한것

과삼차원배양한모든섬유모세포종류간에유의한발현차

이가 없었다. CK19는 IGF에 의한 삼차원 배양만이 단일 세포

배양한 IHOK와유의한발현차이가없었고나머지GF나DF에

서는감소되었다 (Fig. 4).

마. 섬유모세포의 종류에 따른 단일 세포 배양과 삼차원

배양에서 MAP kinase 활성화에 대한 Western blot-

ting 결과

삼차원 배양을 통한 상피-간엽 상호작용으로 인해 IHOK에

서 MAP kinase가활성화되는지 Western blotting으로신호전달

계를확인한결과 phosphorylated p38 MAP kinase는단일세포배

Fig. 3. Expression of the differentiation markers in three dimensional culture of immortalized and malignant

keratinocytes by immunohistochemistry (× 200).

normal

mucosa    HaCaT   NHOK   IHOK #5  IHOK #8 IHOK #9 IHOK #12  CIS      HN30

Invol-

ucrin

CK6

CK19

Fig. 4. Western blot analysis for the proliferation and

differentiation markers in monolayer and three

dimensional culture.

Monolayer culture Three dimensional culture

IGF  GF DF IHOK #12 IGF    GF DF

PCNA

Involucrin

CK6

CK19

Actin

Fig. 5. Western blot analysis for the activation of mitogen-

activated protein kinase in monolayer and three dime-

nsional culture.

Monolayer culture Three dimensional culture

IGF  GF DF IHOK #12 IGF    GF DF

p38

pp38

ERK

pERK

JNK

pJNK

Actin



대구외지 2007;33:211-220

218

양한 IHOK에 비해 삼차원 배양한 모든 세포에서 활성화되었

다. c-Jun N-terminal kinase (JNK)는삼차원배양에서활성화되지

않은것에비해 MAP kinase의 active form인 phosphorylated extra-

cellularly regulated kinase 1/2 (pERK)는삼차원배양한모든섬유

모세포군에서 단일 배양한 IHOK에 비해 활성화되었는데 이

중 IGF에의한삼차원배양이가장높은활성을보였다 (Fig. 5).

Ⅳ. 고 찰

진피대체물로서섬유모세포의종류에따른삼차원적조직

학적 형태 변화를 관찰하기 위해 본 연구에서는 진피 유사체

의구성성분인섬유모세포를GF, DF, IGF로나누어삼차원배

양을하였다. HaCaT과 IHOK 4종류의모든세포에서 IGF를이

용하였을때삼차원적상피형태형성이가장우수하였다. 이

러한차이는상피-간엽상호작용의차이에서나타났다고생각

되는데 성장유도능력이 우수한 IGF로 삼차원 배양했을 때

HGF, KGF 같은 보다 많은 성장 인자가 유도되었다고여겨진

다. 최근본연구와같은삼차원적세포배양시종양에서유래

한섬유모세포를사용했을때정상점막의섬유모세포를사용

했을때보다종양세포의중층화, 분화와침윤이잘일어난다

는 보고가 있어 삼차원 배양 시 섬유모세포의 중요성이 부각

되었다. 이는종양세포와섬유모세포간의상호정보교환의

차이에서기인한다고하였으나정확한기전을제시하지는못

하였다24,25).

본 연구에서 삼차원적 배양을 했을 때 단층 배양과는 달리

중층의조직과각질층형성을얻을수있었다. 제1형교원질과

IGF로 구성된 진피 유사체 상에서 배양된 NHOK, IHOK,

HaCaT, HN30은모두배양 7일이후에는 4-10층의중층화를이

루며성장하였는데이중 HaCaT와 HN30이가장좋은상피층

과 형태를 보였고 NHOK에서 중층화 형성이 가장 작았다. 이

러한소견은정상세포의경우 IHOK나암종세포에비해세포

성장및증식이작기때문인것으로생각되었다. IHOK 간에삼

차원적 조직 형성 차이가 있었는데 결체조직 침범과 상피층

형성정도나중층화정도, 각질층형성에있어서 IHOK #8이가

장우수하였는데, 다른 IHOK와의차이는 pLXSN-E6E7으로불

멸화된 세포라는 점으로 단순히 expression vector 차이가 아닌

선택된클론차이라고생각된다.

각종각질세포의삼차원적배양에따른증식과분화표지자

에 대한 면역조직화학적 염색을 시행한 결과 HaCaT의 PCNA

염색은기저층, 상및하상기저층에서중등도의발현을보여

정상점막과발현위치의차이가있었고NHOK보다발현이훨

씬 증가하였다. 이러한 소견은 삼차원적 배양의 시간 경과에

따라HaCaT의증식이정상각화세포의증식보다높다고한보

고와유사하였다26). 이러한과증식이 HaCaT의삼차원재건시

나타나는 이유는 HaCaT의 복제 시간이 짧아지거나 transform-

ing growth factor (TGF)-alpha 같은자가분비성장인자의유리가

증가되거나 또는 TGF-beta 같은 억제 간엽인자가 부분적으로

유출되어서 나타날 수 있다고 한다27). IHOK로 삼차원 배양한

경우 각각의 IHOK 조직에서 PCNA 발현의 차이를 보였다.

IHOK #8과 IHOK #9는면역조직화학적염색에서심도의발현

이기저층과상및하상기저층에나타나상피이형성또는CIS

의 PCNA 결과와가장유사하였다. HN30의삼차원배양결과

상피세포전층에걸쳐나타나 IHOK와는다른양상을보였다.

이러한 소견은 정상 편평상피는 기저층 및 하 상기저층에서

발현되나HPV 감염된첨규컨딜로마또는CIS 병소의경우분

화하는유극층에서도발현된다고하는 Demeter 등28)의결과와

유사하였다. 따라서 대조군인 정상 점막 또는 NHOK에 비해

IHOK에서 PCNA가 급격하게 증가하는 것은 정상 세포에서

IHOK로 변하면서 나타나는 양상으로 생각되며 암종 세포에

서의 PCNA 발현은 침윤성 암종 양상을 나타낸다고 할 수 있

다. IHOK의삼차원배양시 PCNA 발현은상피층의전체에서

일어났다. 이러한 소견은 상피층 표층에서도 활발한 증식이

일어나고있다는것인데HPV 병소에서는이러한증식유도가

HPV E7 단백질과관련되어세포숙주의 DNA 복제를활성화

시켜 바이러스 복제를 일으키는 것이라고 한다29). 본 연구의

Western blotting에서도 IGF를이용한삼차원배양이단일세포

배양한 IHOK보다 더 많은 PCNA 발현을 보였는데 이런 소견

은섬유모세포의종류에따른삼차원적조직학적형태변화와

일치하였다.

정상피부나구강상피에서는분화가계속됨에따라최종단

계에서는 원형질막내에 각화세포외막 (cornified cellular enve-

lope)이라 불리는 구조물이 형성되는데 여기에는 Ca++ 의존성

transglutaminase가 작용하여 involucrin이나 loricrin과 같은 전구

단백질이 기질로 사용된다. 따라서 면역조직화학적 염색 시

정상 피부에는 involucrin, loricrin이 과립층에 발현되며 유극층

상부에서는 involucrin이, 각질층에서는 loricrin이 발현된다30,31).

본연구에서 involucrin은정상구강점막조직에서기저층을제

외한과립층, 유극층, 상기저층의하부에서발현되었고NHOK

는정상점막과유사하게최상층인각질층과상기저층상부와

하부에서발현이나타났으나발현정도는정상점막조직보다

작았다. 이결과는정상구강점막에는기저층을제외한상피

전층에서 양성 반응을 보이고 구강 상피의 삼차원적 재건 시

에는 involucrin에 대해 상부 2/3가 양성 반응을 보인다는 결과

와일치하였다31,32). HaCaT의상기저층상부와하부에서 involu-

crin발현이 나타났으나 각질층에 해당하는 표층에는 발현이

전혀나타나지않는특징을보였다. 이러한소견은HaCaT에서

involucrin의 발현이 상기저층에 중등도의 발현을 보인다는

Schoop 등27)의보고와일치하였다. 이에비해 IHOK는NHOK에

비해 involucrin 발현의 감소를 보였고 경도의 발현을 보인

IHOK #8, IHOK #9에비해 IHOK #5와 IHOK #12는중등도의발

현을보였으며발현위치는상기저층과최상층에서대개나타

났다. HN30에서는최상층에서경도의발현이나타났다. 특히

플라스크에서배양할때암종세포주에서는전혀발현되지않

는다고알려진 involucrin이발현되어제1형교원질과 IGF로이

루어진 진피 유사체가 종양 세포의 적절한 분화를 유도함을

보여주었다. 본연구에서는정상점막에서전암단계, 암종단
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계의 세포로 갈수록 involucrin의 발현이 감소하는 것을 알 수

있었다. 세포분화도가미성숙할수록 involucrin의발현이감소

하였기 때문에 IHOK는 정상 분화와는 다른 세포임을암시하

였다.

본연구에서 p53 단백질의발현은정상점막의경우미약하

게나타났다. 전암및 IHOK에서상기저층또는기저층에서발

현이 증가하다가 최종 암종 세포에선 오히려 감소하여 이미

암종으로 진행된 상태보다는 상피이형성 또는 전암세포에서

p53 단백질발현이많은것을알수있었다. p53 단백질에대한

반응은종양억제작용이이미암으로발생된조직에서보다는

암이진행하는과정에서중요한역할을한다고할수있다.

CK6은고세포대사회전각질 (high cell turnover keratin)로창

상치유의상피에서유도될수있는데정상점막및 NHOK에

선 상기저층에서 발현이 나타났고 대부분의 IHOK도 유사하

였지만 종류에 따라 최상층이나 기저층에서도 발현되었다.

CK19는단순상피각질에속하는데정상및 NHOK에서는상

기저층에서관찰되었고 IHOK에서도유사한양상을나타내었

으나악성도가높을수록발현위치는변화되었다33). 본연구에

서는정상구강점막은 CK19 발현이없었고 NHOK에서약양

성의발현을보여다른연구와유사한결과를보였다34-36). 본연

구의정상상피에서는발현이거의없다가 IHOK와암종세포

에서증가한 CK는 CK19이었다. 이러한소견은 Hietanen 등37)이

자궁내 상피 신생물로부터얻은 HPV 33 과 HPV 16을 발현하

는 세포주를 이용한 삼차원적 배양 연구에서 정상 상피에 비

해CK19가크게증가하였다고한것과일치하였다. 

본연구에서Western blotting으로 involucrin, CK6, CK19 단백질

의 발현을 단일 세포 배양과 삼차원 배양으로 나누어서 확인

한결과 involucrin 발현은 IGF에의한삼차원배양이 GF나 DF

보다많음을알수있었다. 이는성장인자의과발현이이러한

분화를더많이유도한것으로볼수있다. CK19는 IGF에의한

삼차원배양만이단일세포배양한 IHOK와유의한발현차이

가없었고나머지GF나DF에서는감소되었다.

MAP kinase는세포신호전달분자를구성하는중요한물질

인데 세포 외부에서 들어오는 각종 자극에 의해 활성화되어

그 신호를 핵으로 전달하여 유전자 발현을 조절하는 기능을

수행한다20,21). 현재 MAP kinase는크게나누어 ERK, JNK와 p38

MAP kinase로 구분되며 ERK는 주로 성장 인자와 phorbol ester

에의해활성화되지만염증자극에의한활성은작다. 반면에

JNK와 p38 MAP kinase는염증성 cytokine과스트레스자극에의

해 강하게 활성화되지만 성장인자에 의한 활성은 미약하다
20,21). 본 연구에서 삼차원 배양한 IHOK에서 단일 세포 배양한

것에비해 ERK가활성화됨을확인할수있었다. 특히다른세

포에비해 IGF의삼차원배양에의한상피-간엽작용이ERK 활

성화경로를직접적으로자극할수있음을알수있었다.

Ⅴ. 결 론

제1형 교원질과 GF, DF, IGF로 구성된 진피 유사체 상에서

IHOK가 삼차원 배양되었을 때 조직학적 소견상 상피이형성

또는 CIS 생검조직과유사한형태학적특징을보이고면역조

직화학염색에서 NHOK와다른증식과분화를보인다는것을

알수있었다. 이러한결과는삼차원적배양이기존의평면단

층배양에비해보다생체와유사한미세환경을제공함을보

여준다. 또한 IHOK를 IGF로삼차원배양했을때GF와DF에비

해보다많은증식과분화가유도되었으며ERK 경로가활성화

되는것을알수있었다.
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