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I. 서 론

구강암은 전세계적으로 빈발하는 십대 악성종양의 하나로

서1) 이 질환으로 인하여 매년 200,000명 정도가 사망하는

것으로 알려져 있다2). 암질환의 예방을 위한 각고의 노력에

도 불구하고 인간 수명의 증가와 함께 흡연의 영향으로 구
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Background and Purpose : Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is one of the most aggressive tumors of

the head and neck area. OSCC is known to preferentially metastasize via lymphatic system, and resulting

cervical lymph node metastasis is the most reliable of treatment failure. But the biological mechanism of

the regional nodal metastasis is not clear. So, we determined metastasis-related factors in orthotopic nude

mouse models of OSCC.

Experimental Design : Two cell lines-KB and YD-10B cells, established from human oral mucosal squa-

mous cell carcinoma, were xenografted into the tissue space of athymic murine mouth floor. The mice were

followed for tumor development and growth, the murine tumors were examined histopathologically for local

invasion or regional or distant metastasis. Finally, we performed immunohistochemical assays with anti-

epithelial growth factor (EGF), EGF receptor (EGFR), phosphorylated EGFR (pEGFR), and  anti-vascular

endothelial growth factor (VEGF), VEGF receptor (VEGFR)-2,  phosphorylated VEGFR-2/3 (pVEGFR-

2/3) antibodies. We also determined the microvessel density.

Results : Transplantation of human OSCC tumor cells into the mouth floor successfully resulted in the

formation of orthotopic tumors. KB cell line showed significantly higher tumor proliferation and higher

nodal metastatic potential than YD-10B cell line. Furthermore, immunohistochemical staining demonstrat-

ed higher expression of EGFR/pEGFR, VEGF, and pVEGFR-2/3 as well as higher microvessel density in

KB murine tumors than in YD-10B murine tumors.  

Conclusion : An orthotopic model of OSCC in athymic mice was established which copies the cervical

lymph nodal metastasis of human OSCC. Our mouth floor model should facillitate the understanding of the

molecular pathogenesis of cervical nodal metastasis of OSCC.

Key words: Oral squamous cell carcinoma, Lymph node metastasis, Metastasis-related factors, Mouth

floor model
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강암은 향후로도 계속 그 발생율이 증가할 것으로 예상되고

있어 세계보건협회 (World Health Organization)에서도

구강암을 공중 보건을 위협하는 중대 질환으로 여기고 있

다. 편평상피세포암은 구강암의 90% 이상을 차지하는3) 대

표적인 표현형으로 외과학의 발달과 현대적인 방사선 치료,

그리고 항암제의 개발에도 불구하고 경부 림프절 전이병소

가 존재하는 3-4기 구강암 환자의 5년 생존율은 지난 수십

년간 50-55% 정도로4) 개선되지 못하고 있다. 

구강 편평상피세포암의 예후를 불량하게 하는 인자들로는

여러 가지를 생각할 수 있으나 단일인자로서 가장 영향력이

큰 것은 경부 림프절 전이 여부이다5). 특히 림프절 피막외

로 종양세포가 파급되었을 경우 국소병소 조절과 원격 전이

병소 발생으로 인하여 치료실패로 이어지게 된다. 구강점막

편평상피세포암의 경우 타 두경부암과 마찬가지로 경부 림

프절 전이가 잘 되는 경향이 있는 것으로 알려져 있으며6),

보고에 의하면 구강암에 대한 초진 환자의 30% 정도에서

이미 경부 림프절 전이가 진행되었고, 특히 설암의 경우 가

장 높은 비율의 경우 림프절 전이를 보인다고 한다7).

뿐만 아니라 구강암의 경우 임상적으로나 방사선학적으로

인지 가능한 경부 임파절 병소가 없었던 경우에도 수술 후

병리세포검사 시 30% 이상에서 경부 림프절내 종양세포가

존재하는 소위“occult metastasis”상태로 밝혀졌다8). 또

한 1990년대에 특정 악성종양에 있어 종양세포의 림프 유

입로 (lymphatic drainage)는 정해져 있어 이를 예측할 수

있다는 소위“sentinal lymph nodes”의 개념이 확립되면

서9) 종양세포의 파급이 순차적으로 이루어지는 것으로 알려

져 왔다. 그러나 구강 편평상피세포암에서 sentinal lymph

node의 확인과 이론의 적용은 아직은 일관적이라고 말할

수 없는 것으로 인식되고 있어 구강암의 경부 림프절 국소

전이의 기전은 아직도 완전히 밝혀지거나 이해되지 못하고

있는 실정이다.

구강암에 대한 치료실패를 예견할 수 있는 가장 신뢰성 있

는 인자인 경부 림프절 국소전이에 대한 종양생물학적 현

상을 분석하고 전이현상에 대한 생체 연구(in vivo study)

를 위해서는 실험동물에서 경부 림프절 국소전이가 재현된

동위종양 모델의 제작을 필요로 한다. 이에 본 연구에서는

구강 편평상피세포암 세포주를 누드 마우스에 이종이식하

여 경부 림프절 전이가 재현된 동위종양 모델을 제작하고

전이관련 인자들의 발현을 평가하고자 하였다.

II. 연구재료 및 연구방법

1. 세포주

편평상피세포암종 세포주는 인간의 구강점막 편평상피세

포암으로부터 확립된 KB (KCLB No. 10017) 세포주와

YD-10B (KCLB No. 60503) 세포주로 한국세포주 은행

(Seoul Korea)을 통해 분주 받았다. KB 세포주는 10% 우

태혈청 (fetal bovine albumin, Invitrogen, Carlsbad,

CA, U.S.A.), 100 units/ml penicillin (Invitrogen) 및

100 mg/ml streptomycin (Invitrogen)이 함유된

Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM,

Invitrogen)을 사용하여 단일층으로 배양하였다. YD-10B

세포는 10% 우태혈청, 10-5 M cholera toxin (Sigma,

St. Louis, MO, U.S.A), 0.4 mg/ml hydrocortisone

(Sigma), 5 mg/ml insulin (녹십자, Seoul, Korea), 100

units/ml penicillin) 및 100 mg/ml streptomycin

(Invitrogen)이 함유된 DMEM 배지를 사용하여 단일층으

로 배양하였다. 모든 세포들 55% 습도를 유지하면서 5%

CO2/5% 공기 상태에서 37℃에서 배양하였다. 

2. 실험동물

생후 5주된 웅성 누드 마우스 (BALB/cAnNCrj)를 업체

(Orient Bio, Seoul, Korea)로부터 구입하여 6주 시점에

서 실험에 이용하였다. 누드 마우스는 병원성 미생물이 존

재하지 않는 환경에서 국립 강릉대학교 치과대학의 실험동

물 관리원칙 (Animal Care and Use Guidelines)에 의거

하여 사육하였다.

3. 실험동물에의 종양세포 이종이식

생체내 이종이식을 위한 세포 부유액 (cell suspension)

을 만들기 위하여 배지에 포화상태에 이르지 않은 종양세포

를 트립신 처리 (0.25% 트립신+0.02% EDTA,

Invitrogen) 후 정해진 수만큼을 70㎕의 Ca2+ 과 Mg2+가

함유되지 않은 HBSS (Hanks’balanced salt solution)

에 부유시켰다. 세포밀도는 본 연구진의 예비실험 결과상

이종이식시 누드 마우스에서 100% 종양발생능을 보인 최

소 세포수로서 KB 세포 (이하 KB군)의 경우 5×105개, 그

리고 YD-10B 세포 (이하 YD-10B군)의 경우 7.5×105개

였다. 마취상태를 유도하기 위하여 zolazepam (Zoletil�,

France) 1.5mg/kg과 xylazine hydrochloride (Rumpu

n�, Bayer Korea, Korea) 3.5mg/kg의 혼합액을 대퇴부

에 근육주사하였다. 10분 경과 후, 1ml 주사기와 27게이지

의 피하주사침을 사용하여 각각 20마리의 누드 마우스의

구강저 부위, 즉 피부쪽에서 접근하여 하악골 하연의 하방

에서 양측 교근사이의 조직공간의 소성결합조직 내에 정해

진 종양세포를 이종이식하였다 (Fig. 1-A). 
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4. 실험동물의 관찰 및 희생

실험동물은 종양세포 이종이식술 후 희생시점까지 면밀히

관찰되었다. 즉 종양결절이 육안으로 인지될 때까지는 매일

관찰되었고, 종양결절 발생 후에는 1주일에 2회 (월, 목요

일) 종양의 크기와 함께 체중을 측정하여 기록하였다. 즉 종

물의 크기는 캘리퍼를 이용하여 그 장경(L)과 단경(S)을

cephalad-to-caudad/left-to-right 로 측정하여 (Fig. 1-

B) 부피=를 계산하였다 10). 실험동물의 체중 역시 1주에 2

회 동일 시점에서 측정하였고, 실험동물은 처음과 비교하여

20%의 체중감소가 진행되거나 종물의 장경이 15mm를 초

과하는 시점에서 희생하였다11) (Fig. 1-C). 희생시에는 마

취제를 심장에 주입하여 안락사 시키고, 원발성 종양 부위

를 절제하여 그 무게를 측정하였다 (Fig. 1-D). 종물을 이

등분하여 반은 헤마톡실린-에오신 염색을 위하여 포르말린

고정 후 파라핀에 포매하였고, 나머지 반은 신선도를 유지

하기 위하여 냉동고 (-70°C)에 보관하였다. 원발성 종양

외에도 1마리당 좌,우측에서 각 2개씩 총 4개의 경부 림프

절과 폐조직, 그리고 간조직을 절제하여 전이병소 발생 여

부에 대한 조직학적 검사를 시행하였다.  

5. 면역조직화학염색을 위한 항체 및 시약

면역조직화학염색에는 다음의 일차항체들이 사용되었다:

polyclonal rabbit anti-human EGF, anti-EGFR, anti-

VEGF/VPF, anti-VEGFR-2(Flk1) (Santa Cruz

Biotechnology, Santa Cruz, CA, U.S.A.), anti-phos-

pho-EGFR (pEGFR, Y1173; Biosource International,

Camarillo, CA, U.S.A.), anti-phospho-VEGFR-2/3

(pVEGFR-2/3; Oncogene, Boston, MA, U.S.A.), 그리

고 rat anti-mouse CD31-PECAM-1 (Pharmingen,

San Diego, CA, U.S.A.). 이차항체로는 peroxidase-

conjugated goat anti-rabbit IgG, peroxidase-conjugat-

ed goat anti-rat IgG (Jackson ImmunoResearch

Laboratories, West Grove. U.S.A.)가 적용되었으며, 발

색을 위하여 DAB (3,3-diaminobenzine, Research

Genetics, Huntsville, U.S.A)이 사용되었다.

6. 면역조직화학염색

EGF, EGFR, VEGF, VEGFR-2 염색을 위해서는 파라

핀 포매 조직을 이용하였으며, 항체의 민감도를 고려하여

pEGFR, pVEGFR-2/3 또한 항체 제조사의 지시대로

CD31 염색을 위해서는 냉동조직을 이용하여 면역조직화학

염색을 다음과 같이 시행하였다.

파라핀 포매된 조직을 4-6 μm로 세절하여 생긴 조직절편

을 양성 전하를 띤 슬라이드 위에 올려놓고, 57-60℃정도

의 열을 30-40분 정도 가하여 왁스성분의 제거를 용이하게

하였다. 자일렌 용액으로 왁스를 제거하고 계열 알코올 용

액으로 재수화시킨 후 PBS (phosphate buffered solu-

tion)를 이용하여 마르지 않게 하였다. 항원성 회복(anti-

gen recovery)을 위하여 EGF과 VEGFR-2 염색의 경우

조직 슬라이드를 10mM sodium cirate 완충액(pH6.0)에

담근 상태에서 전자렌지에서 마이크로웨이브를 이용하여 2

분 30초간 강가열후 7분 30초간 약가열 하였다12). EGFR

염색의 경우 항원성 회복을 위한 특별한 처리는 시행하지

않았으며, VEGF 염색의 경우 PBS를 제거하고 펩신

(Biomeda, Foster City, CA, U.S.A.)을 37℃에서 20분

간 적용한 후 펩신을 제거하기 위하여 PBS로 3분간 3차례

수세하였다. 

냉동조직의 경우 8-10 μm로 세절하여 양성 전하를 띤 슬

라이드 위에 올리고 30분간 건조시킨 후 차가운 아세톤에 5

분, 아세톤/클로로포름 (1:1) 용액에 5분, 그리고 아세톤에

5분간 고정하고 PBS로 수세하였다. 

이후 내인성 과산화효소 (endogenous peroxidase)의 활

성을 억제하기 위하여 3% H2O2 메탄올 용액에서 12분간

두었다. 조직절편을 다시 PBS로 3분간 3차례 수세 후, 상

온에서 비특이 단백의 결합을 차단하기 위하여 5% 정상 말

혈청과 1% 정상 양혈청을 PBS에 섞은 단백 차단액에 20

분간 반응시켰다. 단백 차단액 제거 후 단백 차단액에 다음

의 일차항체를 적용하여 4℃에서 밤새 결합시켰다.

EGF(1:100), EGFR(1:200), pEGFR(1:500),

VEGF(1:500), pVEGFR-2(1:200), pVEGFR-

2/3(1:100), CD31(1:800). 음성대조 표본은 이차항체만

을 적용하였다.

PBS로 3분간 3차례 수세하고 단백 차단액을 10분간 적

용한 후, 단백 차단액을 제거하고 단백 차단액에 1:500으

로 희석시킨 이차항체인 goat anti-rabbit HRP를 상온에

서 1시간동안 반응시켰다. 슬라이드를 PBS로 3분간 3차례

수세 후 브리지 용액 (50ml PBS에 brij용액 1방울을 떨군

후 pH를 7.6으로 맞춤)으로 린스하고, 발색반응을 위하여

DAB을 적용하였다. 이때 발색반응을 현미경으로 확인해가

며 적정시간 적용하되 10분을 넘지 않도록 한다. 증류수로

3분간 3회 수세 후 브리지 용액으로 린스하고, 헤마톡실린

(Gill’s hematoxylin, Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.)

으로 대조염색을 10-20초간 시행하였다. 흐르는 증류수로

대조염색을 중지시키고 세포핵을 푸른 색으로 강조하기 위

하여 PBS를 30-60초간 적용하였다. 증류수로 모든 염기

성분이 제거되도록 철저히 수세한 후 마운트를 2-3방울 적

용하고 50-60℃의 열판에서 5-10분 정도 중합시켜 고정하

였다. 

531



7. 전이관련 인자들에 대한 양성반응의 판독 및 정량

화, 통계분석

실험동물에서 암세포주의 종류에 따른 (KB cell line Vs

YD-10B cell line) 전이병소 발생에의 영향을 평가하기 위

하여 exact logistic regression을 이용하여 통계 분석을 시

행하였으며 유의성 평가시 유의수준은 0.05로 하였다. 또한

희생시 종양세포의 종류에 따른 종양 부피의 비교는

Wilcoxon nonparametric test로 검정하여 역시 유의수준

0.05이하에서 그 차이를 인정하였다.

면역조직화학 염색에 대한 양성반응의 강도, 즉 각 인자들

의 발현 정도를 비교하기 위하여 대조염색을 시행하지 않은

슬라이드를 KB군과 YD-10B군에서 각각 5개씩 제작하였

다. ×200 현미경야에서 5개 슬라이드로부터 1개 슬라이드

당 4부위씩 종양조직의 20부위 (1부위는 0.039mm2)를

선택하였다. 선택된 화상을 CCD 카메라(Olympus DP70

digital microscope camera; Olympus Corporation.,

Tokyo, Japan)를 이용하여 컴퓨터에 입력하였다.

Optimas 영상분석 소프트웨어에서 DAB에 의한 양성반응

의 강도를 OD (optical density)값으로 수치화한 후, 비모

수 검정 (Wilcoxon’s non-parametric method)으로 비교

하였다. OD값 측정시에는 실험내용을 모르는 계측자에 의

해 대표적인 염색이 시행되었다고 생각되는 부위를 무작위

적으로 설정 후, 목표지점에서의 수치를 측정하고 해당 슬

라이드에서의 배경 염색 (background staining)된 수치를

빼서 데이터로 이용하였다. 통계 분석시 0.05 이하의 P값

을 유의성 있는 차이로 인정하였다.

8. 미세혈관밀도의 정량화

내피세포 표지자인 CD31에 의해 염색된 표본에서 종양

관련 내피세포의 농도를 구하였다. 먼저 40배의 저배율 하

에서 종물의 주변부에서 종양관련 신생혈관/림프관이 집중

적으로 분포된 부위를 확인한 후, 그 부위에서 100배의 배

율로 렌즈를 바꾸었다. KB군과 YD-10B군 표본에서 조직

슬라이드 1개당 1부위씩 가장 밀도가 높다고 여겨지는 부

위를 택하여 0.159mm2 영역에서 CD31 항체에 의해 주변

부가 완전히 염색된 혈관의 수를 결정한 후13), 위에서와 같

이 비모수 검정으로 군간 비교를 시행하였다.

III. 연구결과

1. 누드 마우스에서의 동위종양 발생 및 전이 소견

인간의 편평상피세포암 세포주를 누드 마우스의 구강저에

이종이식할 경우 경부 임파절 전이와 폐전이가 발생하는지

를 평가하기 위하여 5×105개의 KB 세포와 7.5×105개의

YD-10B 세포를 각각 20마리의 누드 마우스의 구강저 부

위에 이종이식하였다. 그 결과 40마리 모두에서 종양이 발

생되었는데 종양세포를 이식한 후 육안으로 인지 가능한 종

양결절이 생기기 까지는 KB군의 경우 약 7일이 경과되었으

며, YD-10B군의 경우에는 13일 정도가 소요되었다. 종물

의 크기와 실험동물의 몸무게 변화를 고려하여 KB군의 경

우 종양세포 이종이식 후 8주 시점에서, YD-10B군의 경우

에는 종양세포 이종이식 후 13주 시점에서 희생하였다. 특

기할 사항은 YD-10B군의 경우 몸무게로 표현된 종물의 전

신적 영향 평가에서 종양세포 이식 후 13주 시점에서도 실

험동물의 몸무게 감소가 관찰되지 않아 본 연구진의 이전실

험에서 경험하였듯이 혈관성 전이가 발생되는 충분한 기간

으로 생각되는 13주 시점에서 실험동물을 희생하였다. 실

험동물의 희생시점을 기준으로 부검 결과 조직학적으로 발

견된 림프절 전이율과 폐전이율은 (Table 1)과 같았으며

전이병소의 소견은 (Fig. 2)와 같았다 . 

2. 종양성장곡선

종양세포의 이식 후 8주 시점까지 KB군과 YD-10B군의

종물증식 속도는 종양의 부피로 표현한 종양성장곡선에서

(Fig. 3)과 같았다. 즉 KB군의 종양증식 속도가 YD-10B

군의 종양증식 속도보다 빨랐으며, 희생시점에서 즉 KB군

의 경우 종양세포 이종이식 후 8주 시점에서, YD-10B군의

경우 종양세포 이종이식 후 13주 시점에서 종양의 무게는

각각 1.02±0.98g, 0.17±0.13g 이었다. 

3. 면역조직화학염색 분석

인간 편평상피세포암 세포주에 의해 유도된 마우스 종양

에서 세포주에 따른 전이관련 인자들의 발현에 차이가 있는

지를 결정하기 위하여 EGF, EGFR/pEGFR, VEGF,

VEGFR-2/pVEGFR-2/3 염색을 시행하였다. 그 결과 유

도된 모든 마우스 종양에서 대상인자들이 발현되었으며 세

포주에 따른 대상인자들의 발현정도의 차이를 비교하였을

때 EGFR, pEGFR과 VEGF, 그리고 pVEGFR-2/3의 발

현이 YD-10B군에서보다 KB군에서 증가되어 있었다

(p>0.05, Table 2). 그러나 VEGFR-2의 종양세포에서의

발현정도와 EGFR의 리간드인 EGF에 대한 면역조직화학

반응의 강도에 있어서는는 유의한 차이가 없었다 (Fig. 4).   

4. 미세혈관밀도

인간 편평상피세포암 세포주에 의해 유도된 마우스 종양

에서 세포주에 따른 미세혈관밀도의 차이를 결정하기 위하
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여 CD31 염색을 시행하였다. CD31에 반응성을 보인 내피

세포를 연구방법에서 기술한 대로 계산한 결과인 미세혈관

밀도는 KB군에서 20.9±4.3개, YD-10B군에서 10.5±

4.7개로 유의하게 KB군에서 높았다 (p>0.05; Fig. 4).
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Table 1. Incidence of regional and distant metastasis in the murine orthotopic tumors of human oral squamous

cell carcinoma.
�P<0.05 (exact logistic regression)

Mouth floor Cervical modes Lung Liver

KB (5×105) 20 �4 1 0

YD-10B(7.5×105) 20 0 0 0

Table 2. Quantitative immunohistochemical analysis of biomarkers from tumor specimens of mice xenografted

with two OSCC cell lines.

KB Tumor YD-10B Tumor

EGF 0.85±0.23 0.93±0.33

EGFR �0.39±0.13 0.15±0.09

pEGFR �1.02±0.14 0.57±0.21

VEGF �0.83±0.10 0.33±0.11

VEGFR-2 0.78±0.15 0.69±0.24

pVEGFR-2/3 �0.90±0.25 0.43±0.12

Oral squamous cell carcinoma cells (KB and YD-10B) were xenografted into the mouth floor of athymic mice.

Specimens were processed for immunohistochemical analyses 7 weeks (KB group) and 13 weeks (YD-10B group) after

the transplantation of tumor cells.

“Immunohistochemical positivity (absorbance) was quantitated as described in “”Materials and Methods.”
�P<0.05 between KB and YD-10B murine tumor groups (Wilcoxon non-parametric method)

Fig. 1. Gross features of the orthotopic murine tumors of oral squamous cell carcinoma. 
A: 5×105 or 7.5×105 cells of human OSCC (KB or YD-10B cell line) were injected into
the tissue space of mouth floor of an athymic mouse.
B: Measurement of the tumor size.
C: Necropsy was done when the mice loose their body weight 20 percent or more of
their initial body weight or the largest diameter of the tumor exceeds 15mm.
D: Dissected view of the mouth floor tumor.

A

C

B

D
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Fig. 2. Histological features of the KB and YD-10B tumors and cervical lymph nodes, lung, and liver. YD-10B tumor shows
the keratin pearls, which means the tumor cells are well differentiated. Only in KB group, metastatic lesions were estab-
lished in regional nodes and lung. We can see the tumors cells in the periphery of nodes and around small vessels of the
lung. The infiltrating cells in lymph nodes of YD-10B group are immune-related cells, not tumor cells. 

Fig. 3. Tumor growth curve of the murine tumors, induced by the xenografts of human oral squamous cell carcinoma
cells.

IV. 총괄 및 고찰

본 연구를 통하여 저자는 림프절 전이를 종양 진행(pro-

gression)의 주 기전으로 하는 구강점막 편평상피세포암의

종양생물학적 특성을 파악하기 위하여 인간 구강편평상피

세포암으로부터 확립된 두 종류의 세포주를 면역결핍된 마

우스에 이종이식하여 종양의 증식과 전이의 양상을 파악하

고, 전이관련 인자들의 발현을 동물모델에서 정량적으로 분

석하여 의미있는 결과를 도출하였다. 즉 상대적으로 종양의

증식과 국소전이, 그리고 원격전이의 악성도가 강한 종물에

서 종양관련 내피세포의 활성이 증가되어 있음을 실험적으

로 제시하였다.

인간암의 특성을 파악하고 새로운 항암 치료제의 영향을

객관적으로 평가하기 위한 종양모델의 제작에 있어 전이관

련 병소에 대한 실험을 하기 위해서는 동물모델에서 자발적

전이가 이루어지는 동위종양 (orthotopic tumor) 모델, 즉

악성세포가 기원된 같은 장기에 인간암 악성세포를 이식하

여 유도된 실험동물에서의 모델링과정은 필수적이다. 구강

암과 관련되어 보고된 동위종양 마우스 모델은 2002년

Myers에 의하여 제작된 구강 편평상피세포암에 대한 설암

모델이 최초이다14). 이후 김과 박 등이 주변 장기로 급속히

침습하는 퇴행성 갑상선암 동위종양 모델을 확립하였고15),

본 연구진은 이하선 선양낭성암종에 대한 혈관성 폐전이가

가능한 이하선 동위종양 모델을 제작하였다16). 
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Fig. 4. Immunohistochemical staining of KB and YD-10B tumors of experimental mice.
(original magnification ×200 or ×100 in the pictures of CD31). Intensity of staining for
EGFR/pEGFR, VEGF and pVEGFR-2/3 were higher in KB tumors than in YD-10B
tumors. Representative pictures were shown. Negative controls were without applica-
tion of primary antibody.



본 연구를 통하여 경부 림프절 전이가 재현된 설암 모델을

재현하려 하였으나 예비실험에서 KB 세포를 누드 마우스에

이식하였을 때, 6-7일 경과 후 종양결절이 확인된 후, 종물

의 증식으로 인하여 2-3주만에 급속히 구강이 폐색되어 섭

생 불가로 실험동물이 사망하게 되어 경부 림프절 전이병소

를 유도해내지 못하였다 (Fig. 5-A,B). 그러나 본 연구진의

선행연구에서 구강점막 편평상피세포암으로부터 확립된 세

포주를 누드 마우스의 이하선에 이종이식 하였을 때 타액선

암 세포주와는 달리 경부 림프절 전이병소가 형성된 예를

보고한 바 있어16) 구강 편평상피세포암은 림프절 전이를 잘

할 것이라는 가설을 세운 바 있다.  

본 연구진에 의하여 제시된 구강저 종양 마우스 모델은 세

포의 악성도에 따라 기도 폐쇄를 야기할 우려도 있으나 본

실험에서 입증되었듯이 경부 림프절 전이병소를 유도한 후

약제의 반응을 평가할 수 있는 최소의 실험기간 즉 6-10주

정도를 충분히 확보할 수 있어 경부 림프절 전이병소를 실

험적으로 평가할 수 있는 동물모델로서의 가치가 있음을 알

수 있었다. 즉 KB군의 경우 종양세포 이식 후 8주 시점까3

마리를 제외한 (3마리는 종양부하로 인하여 7주에서 8주

사이에 사망) 모든 실험동물이 건강하게 생존하였다. YD-

10B군의 경우에서도 13주 시점까지 대부분의 실험동물에

서 체중감소가 발생되지 않았고, 결과적으로 경부 림프절

전이 병소는 유도되지 않았음을 볼 때 세포주의 특성상 마

우스에서 종양발생능은 있으나 전이능은 없고 또한 종물의

악성도도 매우 낮은 것으로 판정하였다. 구강암의 경우 구

강점막으로부터 발생하지만 구강계의 해부학적 특성상 바

로 인접 근육조직이나 악골로 침습하게 됨으로 임상적으로

병기가 악화되는 특성이 문제가 된다. 본 구강저 편평상피

세포암 모델의 잠재적 가치 중 하나는 종물이 교근과 내측

하악골막 쪽으로 성장하게 됨으로 (Fig. 5-C,D) 종양세포

의 인접조직 침투양상과 그 기전을 분석해 볼 수 있다는 점

이고 이는 추후 연구로 이어질 전망이다.

구강점막 편평상피세포암은 두경부에 발생하는 암종 중

가장 많이 발생하는 악성종양으로서 림프관을 통하여 종양

세포가 파급되고 초진시 림프절 전이의 존재는 환자의 치료

결과가 불량할 것이라는 예상을 하게 한다17). 그 기전이 정

확히 규명되지는 않았지만 특히 두경부 편평상피세포암은

종양진행의 초기에 종물 주변부를 통한 종양세포의 파급보

다도 종양세포가 림프계에 포함되어 전이하는 것으로 여겨

지고 있다18). 즉, 종물의 성장과 전이에는 혈행을 통한 종양

세포의 파급이 이루어지는 신생혈관형성이 결정적인 단계

이지만 대부분의 고형종양에 있어서 종양세포의 퍼짐의 시

작은 국소 림프절로 종양세포가 유입되면서 부터이다19). 이

과정은 기존의 림프관이나 혹은 소위“림프관형성 (lym-

phangiogenesis)”즉 림프관 성장 (lymphatic vessel

growth) 과정에 의해 새롭게 형성된 림프관을 통해서 발생

된다. 

종양관련 신생혈관형성 (neoangiogenesis) 과정은 종물

의 지속적인 증식과 악성전이에 있어 필수적인 단계이다20).

VEGF는 종양관련 내피세포에 대한 유사분열 촉진인자로

작용하여 그 증식을 유도하고 혈관투과성을 증가시킴으로

써 혈관형성을 촉진하는 성장인자로 VEGF-A,B,C,D,E와
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Fig. 5. Injection of tumor cells into the tongue (A), resulting tumor forms solid mass (B),
not ulcerative lesions. Mouth floor tumors are invading into the masseter and tongue
muscles and the mandible (C, D). 
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태반성장인자 (placenta growth factor)의 6가지 아형이

존재한다21). 일반적으로 혈관형성에 관여하는 주 인자는

VEGF-A이며, 최근의 연구에 의하면 VEGF-C와 VEGF-

D가 종양관련 림프관 형성과 림프관성 전이 (lymphatic

metastasis)를 촉진하는 것으로 밝혀졌다22). 본 연구결과

생체내에서 전이 악성도가 다른 종양세포로부터 유도된 종

물내의 종양세포들에서 VEGF 단백의 발현은 차이가 있는

것으로 감지되었다. 

VEGF와 결합함으로써 그 작용을 매개하는 세포막 수용

체인 VEGFR은 종양관련 혈관내피세포와 일부 종양세포에

존재하는 것으로 알려져 있으며23,24) 타이로신 인산화효소의

활성화로 신호전달을 하게 된다. 지금까지 VEGFR-1(Flt-

1), VEGFR-2(Flk-1/KDR), VEGFR-3(Flt-4)의 3종이

규명되었는데 그 기능에 있어 VEGFR-1과 VEGFR-2는

혈관형성의 주 매개인자이고25), VEGFR-3는 림프관 내피

세포에 주로 발현되는, 주 림프관형성 매개인자(mediator)

로 밝혀지고 있다26). 본 연구결과 KB군과 YD-10B군 사이

에 발현정도에서 유의한 차이를 보인 항체는 phosphory-

lated VEGFR-2/3로서 종양 활성을 보이고 있는 혈관 내

피세포와 림프관 내피세포에 모두 반응한 결과이다. 즉 KB

군의 경우 YD-10B군과 비교하여 종양관련 혈관 내피세포

와 림프관 내피세포에 존재하는 VEGFR-3가 상대적으로

활성화되어 PI-3(phosphatidylinositol 3) 인산화효소-의

존성 serine-threonine kinase의 하나인 Akt와 PKC-의존

성 p42/p44 MAPK (mitogen activating protein

kinase)를 통한 림프관 형성 신호전달이 증폭되어 YD-

10B군과는 달리 경부 림프절 전이병소가 발생된 것으로 추

정하였다. 최근 혈관 내피세포에는 반응하지 않고 림프관

내피세포에만 특이적으로 반응하는 LYVE-1이나

podoplanin과 같은 표지자들이 확인되고 있어27,28) 이들

항체를 적용하면 추후 림프계의 역할만을 규명할 수 있을

것으로 생각된다.

미세혈관밀도란 악성종양의 전이과정에서 중요한 단계인

종양세포가 순환계내로 유입되는 단계가 이루어지는 곳으

로 추정되는 부위, 즉 종물내(intratumoral) 나 종물 주변

(peritumoral)의 신생 혈관이 밀집되어 있는 곳을 일컫는

다. 계수화하는 방식은 연구자에 의한 정의에 따라 달라질

수 있는 바, 본 연구에서는 한 개체로부터 제작된 표본에서

가장 혈관밀도가 높다고 생각되는 부위를 기준으로 데이터

화 하였다. 또한 본 연구에서 적용된 항체는 CD31으로 혈

관 내피세포에만 반응성을 보이는 CD34와는29) 달리 혈관

내피세포와 림프관 내피세포에 모두 반응함으로 KB군의 경

우 YD-10B군과 비교하여 종양관련 혈관/림프관의 신형성

능이 증가되어 있고 이로 인하여 국소 림프절 전이와 원격

폐전이능이 높아진 것으로 추정하였다. Moriyama 등의 연

구에 의하면 44례의 구강점막 편평상피세포암 수술표본에

대한 면역조직화학적 분석에서 원발성 종물의 VEGF나

Flt-4(VEGFR-3)의 발현도가 경부 림프절 전이정도와 양

의 상관관계에 있고, 혈관밀도와 경부 림프절 전이는 관계

가 없는 것으로 보고하였다30). 본 연구에서는 림프관 내피세

포만이 따로 검색되지 않았으므로 림프관 내피세포에 대한

특정 항체를 적용하여 추후 연구를 한다면 구강암의 전이에

서 림프계의 역할을 좀더 규명할 수 있을 것이다.

EGFR은 erbB 타이로신 인산화효소 수용체군의 하나로

EGF나 TGF-α의 결합에 의한 이합체의 형성(dimeriza-

tion)으로 신호전달이 개시되면 Ras-Raf-MAPK 경로,

PI3K-Akt 경로, 그리고 STAT (signal transducer and

activation of transcription) 경로의 활성화에 의하여 종양

세포의 증식과 생존, 그리고 전이과정을 촉진한다31). 일반적

으로 전이과정과 관련되어 종양세포의 운동성과 이주성을

증가시키고32), 혈관형성 과정에도 관여하여 이를 촉진하는

것으로 보고되었다33). 구강암도 대표적인 상피성 종양으로

EGFR의 과발현이 임상적 악성도와 연관이 있음이 인정되

고 있다34,35). 본 연구결과 실험동물에서의 전이능의 차이와

EGFR 단백의 발현정도나 활성화 상태와 연관성이 있는 것

으로 판명되었다. 그러나 종양세포는 유전적으로 불안정하

고 진행과정에서 획득하는 악성 표현형이 같은 조직학적 표

현형에서도 다를 수 있으므로 결론을 내리기 위해서는 좀더

많은 세포주를 이용하여 다양한 실험을 계획해야 할 것이

다.

V. 요약 및 결론

인간의 구강점막 편평상피세포암 세포주 2종 (KB, YD-

10B)을 면역결핍 마우스의 구강저 부위에 이종이식하여 동

위종양을 유도한 후 실험동물에서 종물의 증식과 전이양상

을 관찰하였다. 실험동물 희생 후 부검(necropsy)을 통하

여 조직학적 관찰을 시행하고, 마우스 종물에서의 전이관련

인자들의 발현을 면역조직화학염색으로 검색, 비교하여 다

음과 같은 결과를 도출하였다.

1) KB군의 경우 실험군의 20%에서 경부 림프절 전이병

소를, 0.5%에서 원격 폐전이 병소를 형성하였다.

2) YD-10B군의 경우 국소 혹은 원격 전이병소가 유도되

지 않아 종양세포가 실험동물에 이종이식시 전이능이

없었다.

3) 종양성장곡선에서 KB군의 동위종양이 YD-10B군의

동위종양에 비교하여 빠르게 성장하여 실험 3, 4, 5,

6, 7, 8주 시점에서 KB군의 종양부피가 YD-10B군의

종양부피보다 컸다 (P<0.05). 

4) 검색된 전이관련 인자들 중 EGFR, pEGFR, VEGF,

pVEGFR-2/3은 YD-10B군보다 KB군의 종양세포와

종양관련 혈관/림프관 내피세포에서 강하게 발현되었
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다 (P<0.05).

5) CD31에 대한 반응성으로부터 결정된 미세혈관밀도에

있어서도 YD-10B군보다 KB군의 종양관련 혈관/림

프관이 과형성되었다 (P<0.05).

위의 결과로부터 생체내에서 악성전이능이 강한 종양세포

에서 종양세포의 상피선장인자 수용체와 내피성장인자 수

용체의 기능이 활성화되어 있고, 종물내 존재하는 미세 혈

관/림프관 내피세포의 기능과 증식성이 강화되어 있음을 알

수 있다. 실험동물, 특히 본 연구에서 이용된 누드 마우스와

같이 종양의 발생과 파급에서 중요한 역할을 할 것으로 여

겨지는 면역능이 결핍된 동물에서 이루어진 실험에서 밝혀

진 위의 결과들이 환자들에서 일어나는 전이 과정이나 현상

들과 직결된다고는 볼 수 없고, 또한 실험과 항체의 민감도

그리고 데이터 분석오차를 감안하더라도 동위종양 모델링

테크닉은 구강암의 전이에 대한 세포수준 그리고 분자수준

에서의 기전을 조사하는데 유용할 것으로 결론지었다. 
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