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국국국문문문요요요약약약

사람 정상 코점막 상피세포와 상악동암종 세포주에서
nonsteroidalanti-inflammatorydrug-activatedgene

(NAG-1)의 조절과 세포고사 유도의 차이

비스테로이드성 소염제의 항암작용은 cyclooxygenase-2(COX-2)
의 억제에 의해 일어나는 것이 주작용으로 알려져 있으나,최근 비스
테로이드성 소염제에 의해 유도되어 COX-2와 무관하게 작용하는
nonsteroidalanti-inflammatorydrug-activatedgene(NAG-1)이 밝
혀졌다.이상적인 암억제제로 정상 세포에는 영향을 미치지 않고 가
능하면 암종에만 효과적인 약물이 임상적으로 유용하다.그러나 비스
테로이드성 소염제가 상악동암에 효과가 있는지 여부와 사람 정상 코
점막에 어떤 영향을 주는 가에 대해서는 연구가 미흡한 실정이다.이
에 본 연구의 목적으로 사람 상악동암종 세포주에서 비스테로이드성
소염제에 의해 NAG-1이 유도되는 가를 보고 유도된 NAG-1에 의해
세포고사가 일어나는 지를 알아보며,정상 코점막 상피세포에서 비스
테로이드성 소염제에 의해 세포고사가 일어나는 가를 보고자 하였다.
그리고 비스테로이드성 소염제를 상악동암종 세포주가 이종이식된 백
서에 투여하여 상악동암종의 억제 여부를 알아보아,비스테로이드성
소염제가 상악동암종에 대해 암예방제로 임상적으로 사용 가능한 가
를 알아보고자 하였다.
상악동암 세포주(AMC-HN5 세포주)에 비스테로이드성 소염제를

투여한 결과 indomethacin,diclofenac,aceclofenac,sulindacsulfide
순으로 NAG-1을 유도하였으며,이중 indomethacin은 시간과 농도에
의존하여 NAG-1을 유도하였다.Flow cytometry상 NAG-1에 의해
유의하게 세포고사가 유도되었으며,세포고사는 indomethacin투여 시
간과 농도 의존성으로 유도되었다.NAG-1과발현 초파리세포에서 얻
은 NAG-1conditionedmedium (NCM)에 의해 세포고사가 유도되어,
세포고사가 NAG-1에 의한 것임을 알 수 있었다.사람 정상 코점막
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상피세포에서는 비스테로이드성 소염제에 의해 NAG-1이 유도되지
않았고 세포고사도 유도되지 않았으며,NCM에 의해서도 세포고사가
유도되지 않았다.백서에 AMC-HN5 세포주를 이종이식한 다음
indomethacin을 2mg/kg/day의 용량으로 음용시켜 종양의 크기를 비
교한 결과 indomethacin을 투여하지 않은 대조군과 비해 투여 4주째
부터 유의하게 종양의 형성을 억제하였다.
결론적으로,비스테로이드성 소염제인 indomethacin은 상악동암종

세포주에서 NAG-1을 유도하여 항암효과와 항종양효과를 보이며 정
상 코점막세포에 영향을 주지 않아 안전하고 유용한 암억제제로서의
가능성을 보인다 하겠다.

����������������������������������������������������������������

핵심되는 말 :nonsteroidalanti-inflammatorydrug-activatedgene,
상악동암,세포고사,암억제제
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(((NNNAAAGGG---111)))의의의 조조조절절절과과과 세세세포포포고고고사사사 유유유도도도의의의 차차차이이이

<지도교수 김김김 경경경 수수수>

연세대학교 대학원 의학과

이이이 광광광 현현현

ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

암예방제는 전암성 병변(precancerouslesion)의 재발을 억제하고
암으로 변환되는 암 유발과정(carcinogenicprocess)을 차단하는 역할
을 한다.현재 암예방제로 많은 연구가 되고 있는 약제가 비스테로이
드성 소염제로 sulindac,celecoxib,rofecoxib등은 대장에 발생하는
familialadenomatouspolyposis의 암억제제로 임상적으로 사용되고
있는데,주로 COX-2를 억제하여 암예방제의 기능을 보인다.1,2그러나
COX 효소가 없는 세포에서도 비스테로이드성 소염제에 의해 암예방
효과 혹은 항암작용이 일어나는데 이러한 역할을 하는 유전자 중 하
나로 밝혀진 것이 nonsteroidalanti-inflammatory drug-activated
gene(NAG-1)에 의한 항암작용이다.3
NAG-1은 염기서열 분석상 TGF-β superfamily사이토카인을 특징

짓는 seven-cystein영역(domain)과 15-29%의 동일성을 보여 TGF-β 

superfamily에 속하는 사이토카인으로 기존에 알려진 placentabone
morphogenic protein,placenta TGF-β,prostate derived factor,
macrophageinhibitory cytokine-1또는 novelTGF-β superfamily
HP00269등의 유전자와 염기서열 분석상 동일한 유전자이다.사람
NAG-1유전자는 19p12.1-13.1염색체에 존재하며 NAG-1단백은 두
exon에 의해 코드화(coding)되는데 309bp의 ExonI은 71bp5′미
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유전암호해독 지역(untranslatedregion:UTR)과 238bp코드화 지역
(codingregion)으로 구성되며,647bp의 ExonII는 3′UTR로 구성된
다.사람 NAG-1은 태반에서 가장 많이 표현되고 대장,신장,전립선
등에서는 낮은 농도로 표현된다.NAG-1단백은 167개의 아미노산으
로 구성된 전영역(pro-domain)을 가지는 전단백(pro-protein)형태로
만들어지는데,세포내에서 전단백은 이합체(dimer)형태로 존재한다.
이 전단백은 아미노산 서열 RXXR에서 분할되어 112개의 아미노산으
로 구성된 C-말단 성숙단백(C-terminalmatureprotein)의 이합체 형
태로 세포 밖으로 분비된다.분비된 단백은 이합체 형태가 일차적 형
태이나 단량체(monomer)도 존재한다.급성 손상,염증,암 등에서 분
비된 이합체(dimer)형태의 NAG-1단백이 혈청에서 증가하며 이 단
백이 생물학적으로 활성단백(activeprotein)이다.아직까지 여러 형태
의 NAG-1단백의 생물학적 활성은 전부 밝혀지지 않았으나 그 기능
이 상이하리라 생각하고 있다.4
TGF-β superfamily사이토카인의 일반적 특징으로 세포의 증식과

고사,분화,세포외 기질의 형성 또는 면역 억제와 관련이 있으며,강
력한 성장 억제를 일으켜 세포주기를 G1후기에 머물게 하거나,세포
고사를 일으키며 세포 부착물질의 발현에도 작용한다.5NAG-1도 이
러한 특성을 보이는데 원시 조혈 전구세포의 증식을 억제하며 대장암
세포,폐암 세포,전립선암 세포,구강암종 세포,난소암종 세포 등에
서 세포고사를 유도하여 전세포고사적(proapoptotic), 항종양성
(antitumorigenic)기능을 한다.4,6이러한 작용은 비스테로이드성 소염
제 외에도 resveratrol,genistein,dially disulfide,5F203,retinoid
6-[3-(1-adamantyl)-4-hydroxyphenyl]-2-naphthalenecarboxylic
acid(AHPN),indole-3-carbinol,PPARγ ligand,conjugatedlinoleic
acids등에 의해서 유도되며,cyclooxygenase-2와 p53유전자의 존재
여부와 무관하게 유도된다.4이처럼 NAG-1은 비스테로이드성 소염제
의 항암작용에 중요한 역할을 담당하여 암예방제(chemopreventive
agents)로서의 가능성을 보인다.한편,구강으로 sulindac을 섭취한 백
서의 간과 소장에서 NAG-1의 발현이 증가하여 비스테로이드성 소염
제에 의해 생체 내 유도가 가능한 유전자이다.7
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이처럼 NAG-1은 대장-직장암,전립선암,유방암,폐암,백혈병,구
강암 등에서 활발히 연구되고 있으나 아직 상악동암종 세포주와
NAG-1의 관계에 대해 알려진 바가 없는 실정이다.만일 상악동암 세
포주에서 비스테로이드성 소염제에 의해 NAG-1이 유도되고 이에 의
해 세포고사가 유도된다면 이러한 비스테로이드성 소염제를 암예방제
로 사용할 수 있을 것이다.그러나 암예방제로 사용하기 위해서는 가
능하면 정상 코점막 상피세포에는 손상을 주지 않고 암세포를 선택적
으로 고사시키는 조건이 필수적이다.즉,정상 코점막 상피세포에서도
비스테로이드성 소염제에 의해 NAG-1이 유도될 가능성이 있으며 이
NAG-1에 의해 정상 코점막 상피세포가 세포고사될 가능성을 배제할
수 없으므로 상악동암종 세포주에서의 NAG-1유도 및 세포고사 여
부와 함께 정상 코점막 상피세포에서의 반응이 암예방제로의 사용에
있어 중요하다 하겠다.
한편 코에 발생하는 양성 질환인 반전성 유두종은 양성에서 악성으

로의 암 변환이 가능한 질환으로,일차 치료인 근치 수술 이후에도
재발과 악성 변화가 가능하므로 지속적인 외래 관찰이 요하는 질환이
다.특히 반전성 유두종 중 human papilloma virus (HPV 6/11,
16/18)에 양성이거나 세포고사 지수가 낮은 경우,Ki67index가 증가
한 경우,EGFR이 증가한 경우 등에서는 암종으로 변환될 가능성이
높아 고위험성 반전성 유두종이라고 할 수 있다.8-10그러므로 이러한
반전성 유두종에 대해 근치 수술 후 암예방제를 투여함으로서 전암성
병변의 재발과 암 형성을 억제할 수 있다.그러나 부비동-비강암에
대해 어떤 암예방제가 효율적이고 안전한 가에 대해서는 연구가 미비
한 실정이므로 비스테로이드성 소염제가 상악동암종 세포주에 대해
항암작용을 갖는 가를 알아보아 항암작용이 있다면 암예방제로서의
가능성을 보는 것이 임상적으로 의의를 갖는다 하겠다.
이에 본 연구의 목적으로 사람 상악동암종 세포주에서 비스테로이

드성 소염제에 의해 NAG-1이 유도되는 가를 보고 유도된 NAG-1에
의해 세포고사가 일어나는 지를 알아보며,정상 코점막 상피세포에서
비스테로이드성 소염제에 의해 세포고사가 일어나는 가를 보고자 하
였다.그리고 비스테로이드성 소염제를 상악동암종 세포주가 이종이
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식된 백서에 투여하여 상악동암종의 억제 여부를 알아보아,비스테로
이드성 소염제가 상악동암종에 대해 암예방제로 임상적으로 사용 가
능한 가를 알아보고자 하였다.
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...연연연구구구재재재료료료와와와 세세세포포포 배배배양양양

기존의 방법으로 만들어 저장해 놓은 passage-2사람 정상 코점막
상피세포를 이용하여 배양하였다.11방법을 약술하면 well당 105세포
를 반투과성 막(Trans-clear,CostaCo.,Cambridge,MA,USA)에 놓
고 막의 위-아래에 모두 배양액을 넣어 9일간 배양하였다.사용되는
배양액은 BEGM과 DMEM을 동량으로 섞고 여기에 첨가물로
hydrocortisone, insulin, transferrin, epinephrine, triiodothyronine,
gentamycin,amphotericin,epidermalgrowth factor,bovineserum
albumin,bovinepituitaryextract등을 기존의 농도로 사용하였다.배
양은 처음 9일간은 위-아래 모두 2일에 한번 배양액을 갈아 주었고,
9일째 위의 배양액을 제거하여 air-liquidinterface(ALI)를 시행하여
아래로부터 영양분을 받도록 하여 배양하였다.ALI로 배양된 세포에
대해 배양 14일째 실험을 하였다.
상악동암 세포주는 AsanMedicalCenter-HeadandNeckCancer

5(AMC-HN5)세포주를 사용하였다.세포주는 DMEM을 배양액으로
하여 10% fetalbovineserum (GibcoBRL,Rockville,MD,USA),
penicillin,streptomycin등을 넣어 배양하였다.
사용한 비스테로이드성 소염제로 indomethacin,diclofenac(Sigma

ChemicalCo.,St.Louis,MO,USA),sulindac sulfide (Cayman
ChemicalCo.,AnnArbor,MI,USA),aceclofenac(대웅제약,서울)
등을 사용하였다.
다클론성 항NAG-1항체는 Dr.ElingT (NIEHS,RTP,NC,USA)

에서 얻었으며,항α-tubulin항체는 SantaCruzBiotechnology,Inc.
(SantaCruz,CA,USA)에서 구입하였다.
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222...WWWeeesssttteeerrrnnnbbblllooottt분분분석석석

사람 정상 코점막 상피세포와 상악동암 세포주에 대한 각 실험 이
후 radioimmunosorbentassaybuffer를 이용하여 celllysate를 얻었
다.단백질의 양은 bicinchonic acid protein assay-bovine serum
albumin법을 이용하여 측정한 후 각 lane당 단백질 30㎍을 넣어 전
기영동하였다.
전기영동은 15% SDS-polyacrylamidegel을 이용하였고 전기영동

후 nitrocellulosemembrane에 전이시킨 다음 이 막을 10% 전지분유
가 포함된 TBST (Tris-bufferedsalinewith0.05% Tween20)완충
액으로 4℃에서 밤새 반응시킨 후 2% 탈지분유가 포함된 TBST 완
충액을 이용하여 1:5000의 농도로 항NAG-1항체를 사용하여 실온에
서 4시간 동안 반응시켰다.세척을 시행한 후 막은 TBST 완충액에
1:5000으로 희석한 horse reddish peroxidase 항체(Amersham
PharmaciaBiotech)로 한 시간 동안 처리하고 수 차례의 세척 후
enhanced chemiluminescence (Amersham Pharmacia Biotech)와
autoradiography를 이용하여 밴드를 확인하였다.한편 니트로셀룰로즈
막을 deprobing한 다음 같은 방법을 이용하여 1:500의 농도로 항α

-tubulin항체와 반응시켰다.NAG-1의 유도 정도는 autoradiography
에서 얻어진 밴드의 세기를 ScionImage(ScionCo.,Frederick,MD,
USA)를 이용하여 수치화하였다.이후 각 비스테로이드성 소염제 밴
드의 세기를 α-tubulin밴드의 세기로 나눈 다음,이 수치중 대조군의
수치를 1로 하여 각 비스테로이드 소염제에 의한 NAG-1유도의 상
대적 비율을 구하였다.실험은 3회 이상 시행하여 평균과 표준편차를
구하였으며 평균값에 대한 차이는 반복 측정자료의 분산분석법
(repeated measuresANOVA test)을 이용하였고 다중비교(multiple
comparisons)를 추가하여 유의수준 p<0.05를 유의한 것으로 하였다.
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333...FFFlllooowww cccyyytttooommmeeetttrrryyy분분분석석석

6-wellplate에 AMC-HN5세포를 well당 4x105 세포로 분주하여
16시간 동안 배양한 다음 무혈장 상태에서 비스테로이드성 소염제를
첨가하고 각 실험조건에 맞추어 배양시간 동안 배양하였다.사람 정
상 코점막 상피세포인 경우 ALI14일째 비스테로이드성 소염제를 첨
가하여 배양하였다.배양 후 부유세포 및 부착세포를 채취한 다음
TACS Annexin V-FITC kit(Trevigen,Inc.,Gainthersburg,MD,
USA)를 이용하여 핵염색 및 annexin V를 부착하였다.방법으로
propidium iodide(PI,20μg/ml)로 핵염색을 하고 annexinV-FITC를
세포에 결합시킨 다음 flow cytometry (FACS caliber,Becton
Dickinson,SanDiego,USA)를 이용하여 10,000개의 세포를 측정하였
다. 측정된 세포 중 Annexin V-positive/PI-positive인 세포와
Annexin V-positive/PI-negative인 세포의 수를 구하여 세포고사된
세포수를 정한 다음 이를 전체 세포수로 나누어 세포고사를 측정하였
다.실험은 3회 이상 시행하여 평균과 표준편차를 구하였으며 평균값
에 대한 차이는 반복 측정자료의 분산분석법(repeated measures
ANOVA test)을 이용하였고 다중비교(multiplecomparisons)를 추가
하여 유의수준 p<0.05를 유의한 것으로 하였다.

444...NNNAAAGGG---111과과과발발발현현현 초초초파파파리리리세세세포포포 제제제작작작과과과 cccooonnndddiiitttiiiooonnneeedddmmmeeedddiiiuuummm 제제제작작작

NAG-1-conditionedmedium을 만들기 위해 기존의 방법을 이용하
였다.12이를 약술하면,pcDNA3.1(+)-NAG-1plasmid(generousgift
from Dr.ElingT)를 EcoR I와 XhoI으로 자르고 pMT/V5-HisA
(InvitrogenCo.,Carlsbad,CA,USA)plasmid도 동일한 제한효소로
자른 후 subclone하였다.Stablecellline을 제작하기 위해 초파리세포
인 Schneider2세포(InvitrogenCo.)를 이용하였다.Schneider2세포
5x106 개를 T25flask에 넣고 Schneider'sinsectmedium (Sigma
ChemicalCo.)을 이용하여 23℃에서 배양하였다.이후 초파리세포와
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subclone된 NAG-1-pMT/V5-His A plasmid의 전달감염
(transfection)은 CaPO4protocol을 이용하였다.전달감염 2일 후부터
hygromycinB(300 μg/ml)로 처치하여 전달감염된 세포를 선택한 후
4일 마다 배양액을 갈아주었다.
NAG-1단백질을 얻기 위하여 NAG-1-pMT/V5-HisA-Schneider

2 세포를 혈청이 없고 CuSO4가 500 μM 농도로 들어 있는
Schneider'sinsectmedium에 48시간 동안 처치하였다.NAG-1이 들
어 있는 배양 상층액을 인산완충 생리식염수로 24시간 동안 투석하여
남아 있는 CuSO4를 제거한 후 얻어진 액을 NAG-1 conditioned
medium (NCM)으로 하였다.한편 NAG-1이 없는 vehicleconditioned
medium (VCM)을 만들기 위해 CuSO4를 처치하지 않고 같은 방법으
로 액을 얻었다.CuSO4를 제거한 후에도 CuSO4가 남아 있을 가능성
이 있으므로 이의 영향을 알아보기 위해 pMT/V5와 pCoHYGRO
vector만을 Schneider2세포에 전달감염시킨 다음 NAG-1과발현 세
포와 같은 방법으로 이를 처치하여 투석한 액을 vectormedium으로
하였다. 이후 생물학적 감염을 막기 위하여 NCM,VCM,vector
medium 등을 0.2 μm syringefilter를 이용하여 여과한 후 여과액을
centrifugalfilterdevice(CentriplusYM-30,Millipore,Billerica,MA,
USA)를 이용하여 농축하였다.이 농축액에 대해 Westernblot분석
으로 NAG-1발현 여부를 확인하였다.

555...세세세포포포증증증식식식 분분분석석석

AMC-HN5세포를 96-wellplate에 well당 2000세포씩 분주하고
16시간 동안 세포를 배양하였다.이후 인산완충 생리식염수로 세척한
다음 무혈장 상태에서 실험조건에 맞추어 24시간 동안 배양하였다.
세포증식 여부는 CellTiter96AQueousOneSolutionProliferation
Assaykit(PromegaCo.,Madison,WI,USA)를 사용하여 측정하였
는데 방법으로 20 μl의 시약을 각 well에 넣고 37℃에서 1시간 동안
배양한 후 490nm에서 흡광도를 측정하였다.
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666...NNNuuudddeeemmmiiiccceee를를를 이이이용용용한한한 iiinnndddooommmeeettthhhaaaccciiinnn의의의 항항항종종종양양양 실실실험험험

실험동물로 생후 8주된 수컷 BALB/c-nunudemice의 양측 전완
뒤쪽에 각각 107개/100 μl의 AMC-HN5세포를 피하로 주사하여
이종이식(xenograft)을 하였다.Indomethacin투여군(10마리,20이종
이식)으로 indomethacin을 2mg/kg/day의 용량으로 투여하였다.투여
방법은 1mlethanol에 10mg의 indomethacin을 녹인 다음 이를 증류수 200
ml에 섞어 마시게 하였으며,물은 1주일마다 마신 양을 측정하고 새것으로
교체하였다.대조군(10마리,20이종이식)의 경우 indomethacin없이 제조하여
실험군과 같은 방법으로 음용시켰다.종양의 크기는 2-3일 간격으로 7주간
장경과 단경을 전자자(electriccaliper)로 측정하여 기록하였다.종양의
부피는 [(장경+단경)x0.5]x장경 x단경 x0.5236의 공식으로 mm3
의 단위로 정하였다.실험 전후 생쥐의 몸무게를 측정하여 두 군을
비교하였다.통계학적 유의성은 두 군의 평균과 표준편차를 구하였으
며 평균값에 대한 차이는 반복 측정자료의 분산분석법(repeated
measures ANOVA test)을 이용하였고 다중비교(multiple
comparisons)를 추가하여 유의수준 p<0.05를 유의한 것으로 하였다.
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ⅢⅢⅢ...결결결 과과과

111...AAAMMMCCC---HHHNNN555세세세포포포에에에서서서 비비비스스스테테테로로로이이이드드드성성성 소소소염염염제제제에에에 의의의한한한 NNNAAAGGG---111의의의
유유유도도도와와와 세세세포포포고고고사사사

AMC-HN5세포에 대해 indomethacin,diclofenac,sulindacsulfide,
aceclofenac등의 비스테로이드성 소염제를 100 μM의 농도로 48시간
동안 첨가배양한 후 NAG-1의 발현과 세포고사를 관찰하였다.비스테
로이드성 소염제에 의한 NAG-1 유도는 대조군과 비교하여
indomethacin(4.0±0.5배),diclofenac(2.3±0.3배),aceclofenac(1.6±0.2
배),sulindacsulfide(1.5±0.3배)순으로 유도되어,indomethacin에 의
해 NAG-1이 약 4배 정도로 가장 강력하게 유도되는 것을 알 수 있
었다(p<0.05)(Fig.1A).비스테로이드성 소염제에 의한 세포고사 증가
율은 대조군과 비교하여 indomethacin(4.7±0.6),diclofenac(2.8±0.3),
sulindac sulfide (2.3±0.4),aceclofenac (2.2±0.2)순으로 증가되어,
indomethacin에 의해 상악동암 세포주의 세포고사가 약 4.7배 증가하
는 것을 알 수 있었다(p<0.05)(Fig.1B,C).이상의 결과로 이후 실험
은 indomethacin을 이용하여 실험하였다.
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FFFiiiggg...111...IIInnnddduuuccctttiiiooonnnooofffNNNAAAGGG---111aaannndddaaapppoooppptttooosssiiisssbbbyyyvvvaaarrriiiooouuusssNNNSSSAAAIIIDDDsss
iiinnnAAAMMMCCC---HHHNNN555ccceeellllllsss...AMC-HN5cellsweretreatedseparatelywith
100 μM ofaceclofenac(Aceclo),diclofenac(Diclo),sulindacsulfide
(SS),and indomethacin (Indo)for48 hours.Theexpression of
NAG-1wasexaminedbyWesternblotanalysisandapoptosiswas
investigated by flow cytometry using Annexin V-FITC and
propidium iodide(PI).NAG-1expression wasnormalizedtothe
levelto α-tubulinexpressionandisreportedasaratioofNAG-1
to α-tubulin.Apoptosisisrepresentedbythefoldincreaseinthe
percentageofapoptoticpopulationcomparedtothecontrol.A.In
Westernblotanalysis,indomethacinanddiclofenacinduceNAG-1
expression,and among them,indomethacin is the mostpotent
NSAIDsas4.0-foldsincreaseofNAG-1expression(p<0.05).B.In
flow cytometry,indomethacin is the mostpotentNSAIDs as
4.7-foldsincreaseofapoptosis(p<0.05).C.DotplotsofDMSO-
andNSAIDs-treatedcells.X-axisrepresentsAnnexinV-FITCand
y-axis represents PI.The figures shown are representative of
threeindependentexperiments.
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222...AAAMMMCCC---HHHNNN555세세세포포포에에에서서서 iiinnndddooommmeeettthhhaaaccciiinnn의의의 농농농도도도와와와 투투투여여여시시시간간간에에에 따따따른른른
NNNAAAGGG---111의의의 유유유도도도와와와 세세세포포포고고고사사사

Indomethacin에 의해 NAG-1이 유도되므로 indomethacin을 농도별
(0-1-10-100 μM)과 시간별(0-6-12-24-48시간)로 투여하여 NAG-1
의 유도와 세포고사간의 연관성을 알아보았다. 48시간 동안
indomethacin을 농도별로 첨가배양한 후 측정한 NAG-1유도는 대조
군과 비교하여 1μM(1.4±0.1배),10 μM(2.9±0.2배),100μM(3.7±0.4배)
로 나와,10 μM부터 약 2.9배의 NAG-1이 유의하게 증가하였다
(p<0.05)(Fig.2A).한편 농도별 세포고사 증가율은 대조군과 비교하
여 1 μM(1.2±0.1),10 μM(3.1±0.4),100 μM(4.9±0.4)으로,10 μM부터
세포고사가 유의하게 증가하였다(p<0.05)(Fig.2B,C).
100 μM의 indomethacin을 시간별로 첨가배양한 후 측정한 NAG-1

유도는 대조군과 비교하여 6시간(1.3±0.2배),12시간(2.1±0.1배),24시
간(2.9±0.3),48시간(3.8±0.5배)로,12시간 첨가배양부터 NAG-1이 유의
하게 발현되었다(p<0.05)(Fig.3A).한편 시간별 세포고사 증가율은
대조군과 비교하여 6시간(1.3±0.1),12시간(1.6±0.2),24시간(3.2±0.4),
48시간(5.0±0.5)로,24시간 첨가배양부터 유의하게 세포고사가 증가하
였다(p<0.05)(Fig.3B,C).이러한 결과로 세포고사에 대한 이후 실험
은 indomethacin10μM,24시간의 조건으로 시행하였다.
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FFFiiiggg...222...DDDooossseee---dddeeepppeeennndddeeennntttNNNAAAGGG---111eeexxxppprrreeessssssiiiooonnn aaannnddd iiinnnddduuuccctttiiiooonnn ooofff
aaapppoooppptttooosssiiisssiiinnnAAAMMMCCC---HHHNNN555ccceeellllllsss...AMC-HN5cellsweretreatedwith
various concentrations of indomethacin for 48 hours. The
expressionofNAG-1wasexaminedbyWesternblotanalysisand
apoptosis was investigated by flow cytometry using Annexin
V-FITC and propidium iodide (PI). NAG-1 expression was
normalizedtothelevelto α-tubulinexpressionandisreportedas
aratioofNAG-1to α-tubulin.Apoptosisisrepresentedby the
foldincreaseinthepercentageofapoptoticpopulationcomparedto
control. A. In Western blot analysis, NAG-1 expression is
observedfrom 10 μM indomethacinandtheexpressionincreasesin
a dose-dependentmanner(p<0.05).B.Bargraph showing fold
increaseofapoptosis.Anincreaseinapoptosisisnotedfrom 10 μ

M indomethacinandisinadose-dependentmanner(p<0.05).C.
Dot plots of DMSO- and indomethacin-treated cells.X-axis
representsAnnexinV-FITCandy-axisrepresentsPI.Thefigures
shownarerepresentativeofthreeindependentexperiments.
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FFFiiiggg...333...TTTiiimmmeee---dddeeepppeeennndddeeennntttNNNAAAGGG---111eeexxxppprrreeessssssiiiooonnn aaannndddiiinnnddduuuccctttiiiooonnnooofff
aaapppoooppptttooosssiiisssiiinnnAAAMMMCCC---HHHNNN555ccceeellllllsss...AMC-HN5cellsweretreatedwith
100 μM indomethacin atthetimesindicated.Theexpression of
NAG-1wasexaminedbyWesternblotanalysisandapoptosiswas
investigated by flow cytometry using Annexin V-FITC and
propidium iodide(PI).NAG-1expression wasnormalizedtothe
levelto α-tubulinexpressionandisreportedasaratioofNAG-1
to α-tubulin.Apoptosisisrepresentedbythefoldincreaseinthe
percentage ofapoptotic population compared to control.A.In
Western blotanalysis,NAG-1 expression is observed from 12
hourstreatmentanditsexpressionincreasesinatime-dependent
manner(p<0.05).B.Bargraphshowingfoldincreaseofapoptosis.
Apoptosisisdetectedafter24hoursincubationandtheincreaseof
apoptosisisobservedwiththetimeofincubation(p<0.05).C.Dot
plots of indomethacin-treated cells.X-axis represents Annexin
V-FITC and y-axis represents PI. The figures shown are
representativeofthreeindependentexperiments.
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333...AAAMMMCCC---HHHNNN555세세세포포포에에에서서서 NNNAAAGGG---111단단단백백백에에에 의의의한한한 세세세포포포고고고사사사

Indomethacin에 의해 유도된 NAG-1에 의해 세포고사가 유도되는
가를 확인하기 위해 농축된 vector medium,VCM,NCM 등을
AMC-HN5세포에 투여하였다.
Vectormedium,VCM,NCM 각 5 μl를 Westernblot분석한 결과

NCM에서는 약 10 kDa의 NAG-1 재조합 단백이 검출되었으나,
VCM과 vectormedium에서는 이 재조합 단백이 검출되지 않았다
(Fig.4A).
NCM의 세포증식 억제 농도를 알아보기 위해 NCM과 세포배양액

의 농도비가 1:20(NCM 5 μl),1:10(NCM 10 μl),1:5(NCM 20 μl)
이 되도록 투여한 다음 24시간 동안 배양한 후 세포증식 분석을 시행
하였다.결과로 대조군과 비교하여 VCM,vectormedium에서는 유의
한 세포증식 억제가 관찰되지 않았으나 NCM 1:10의 농도부터 세포증
식이 50% 이상 억제되었다(Table1).
이전 실험에서 결정한 1:10의 농도로 NCM,VCM,vectormedium

을 각각 24시간 동안 첨가배양한 후 FACS분석을 시행하였다.대조
군과 비교한 세포고사 증가율은 vector medium (1.3±0.1),VCM
(1.5±0.3)으로 유의한 차이를 보이지 않았다.NCM 투여 시 세포고사
증가율은 4.6±0.7로 유의하게 세포고사가 증가하였다(p<0.05)(Fig.4B,
C).



-18-

TTTaaabbbllleee111...IIInnnhhhiiibbbiiitttiiiooonnnooofffAAAMMMCCC---HHHNNN555ccceeellllllppprrrooollliiifffeeerrraaatttiiiooonnnbbbyyyvvveeeccctttooorrr
mmmeeedddiiiuuummm,,,VVVCCCMMM,,,NNNCCCMMM

Inhibition(%)
Vectormedium 5μl 1.2±0.9
VCM 5μl 1.5±1.0
NCM 5μl 32.5±4.8

Vectormedium 10μl 8.7±2.8
VCM 10μl 10.2±2.6
NCM 10μl 57.4±6.1

Vectormedium 20μl 21.2±4.7
VCM 20μl 28.5±7.2
NCM 20μl 73.6±9.2
Value:mean±standarddeviation
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FFFiiiggg...444...RRReeecccooommmbbbiiinnnaaannntttNNNAAAGGG---111iiinnnddduuuccceeesssaaapppoooppptttooosssiiisssiiinnnAAAMMMCCC---HHHNNN555
ccceeellllllsss...A.Westernblotanalysisofvectormedium (Vector),VCM
and NCM.In 5 μl of concentrated NCM,approximately 10
kDa-sized recombinantNAG-1protein isobserved.However,in
vectormedium andVCM,therecombinantNAG-1isnotdetected.
B.Bargraphshowingfoldincreaseofapoptosis.AMC-HN5cells
were treated with DMSO (control),vectormedium,VCM,and
NCM (1:10,conditionedmedium:culturemedium),respectively,and
apoptosiswasexamined by flow cytometry.In vectormedium-
andVCM-treatedcells,theincreaseofapoptosisisnotobserved
compared with DMSO-treated cells. NCM induces 4.6-folds
increaseofapoptosisascomparedwithDMSO.C.Dotplotsof
DMSO-,vectormedium-,VCM-,and NCM-treated AMC-HN5
cells.Thefiguresshownarerepresentativeofthreeindependent
experiments.
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444...사사사람람람 정정정상상상 코코코점점점막막막 상상상피피피세세세포포포에에에서서서 비비비스스스테테테로로로이이이드드드성성성 소소소염염염제제제에에에 의의의한한한
NNNAAAGGG---111유유유도도도와와와 세세세포포포고고고사사사

사람 정상 코점막 상피세포에 대해 indomethacin, diclofenac,
sulidac sulfide, aceclofenac 등의 비스테로이드성 소염제를
AMC-HN5세포주와 동일하게 100 μM의 농도로 48시간 동안 첨가배
양한 후 NAG-1의 발현과 세포고사를 관찰하였다.결과로 여러 비스
테로이드성 소염제에 의한 NAG-1 유도는 대조군과 비교하여
diclofenac(1.1±0.4배),indomethacin(0.9±0.3배),aceclofenac(0.8±0.2
배),sulindacsulfide(0.7±0.2배)등의 결과를 보여,비스테로이드성
소염제에 의해 NAG-1이 유도되지 않는 것을 알 수 있었다(Fig.5A).
비스테로이드성 소염제에 의한 세포고사 증가율은 대조군과 비교하

여 diclofenac (1.3±0.3),sulindac sulfide (1.0±0.2),indomethacin
(0.9±0.3),aceclofenac(0.8±0.1)등의 결과로 나와,사람 정상 코점막
상피세포에서는 비스테로이드성 소염제에 의해 세포고사가 증가하지
않았다(Fig.5B,C).
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FFFiiiggg...555...IIInnnddduuuccctttiiiooonnnooofffNNNAAAGGG---111aaannndddaaapppoooppptttooosssiiisssbbbyyyvvvaaarrriiiooouuusssNNNSSSAAAIIIDDDsss
iiinnn nnnooorrrmmmaaalllhhhuuummmaaannn nnnaaasssaaallleeepppiiittthhheeellliiiaaalllccceeellllllsss...Normalhuman nasal
epithelialcellsweretreatedseparatelywith100 μM ofaceclofenac
(Aceclo),diclofenac(Diclo),sulindacsulfide(SS),andindomethacin
(Indo)for48hours.TheexpressionofNAG-1wasexaminedby
Western blotanalysis and apoptosis was investigated by flow
cytometry using Annexin V-FITC and propidium iodide (PI).
NAG-1 expression was normalized to the levelto α-tubulin
expression and is reported as a ratio ofNAG-1 to α-tubulin.
Apoptosisisrepresentedbythefoldincreaseinthepercentageof
apoptoticpopulationcomparedtothecontrol.A.InWesternblot
analysis,anyNSAID doesn'tinduceNAG-1expression.B.Inflow
cytometry,allNSAIDs don'tinduce apoptosis.C.Dotplots of
DMSO-andNSAIDs-treatednormalhumannasalepithelialcells.
X-axisrepresentsAnnexinV-FITCandy-axisrepresentsPI.The
figuresshownarerepresentativeofthreeindependentexperiments.
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555...사사사람람람 정정정상상상 코코코점점점막막막 상상상피피피세세세포포포에에에서서서 NNNAAAGGG---111단단단백백백에에에 의의의한한한 세세세포포포고고고사사사

사람 정상 코점막 상피세포에서 NAG-1단백에 의한 세포고사 여
부를 확인하기 위해 농축된 vector medium,VCM,NCM 등을
AMC-HN5세포주와 동일하게 1:10의 농도로 24시간 동안 첨가배양
한 후 flow cytometry분석을 시행하였다.대조군과 비교한 세포고사
증가율은 vectormedium (0.9±0.3),VCM (0.9±0.2),NCM (1.0±0.4)로
나와,NAG-1단백에 의해 세포고사가 증가하지 않는 것을 확인하였
다(Fig.6).

FFFiiiggg...666...RRReeecccooommmbbbiiinnnaaannnttt NNNAAAGGG---111 dddoooeeesssnnn'''ttt iiinnnddduuuccceee aaapppoooppptttooosssiiisss iiinnn
nnnooorrrmmmaaalllhhhuuummmaaannnnnnaaasssaaallleeepppiiittthhheeellliiiaaalllccceeellllllsss...A.Bargraphshowingfold
increaseofapoptosis.Normalhuman nasalepithelialcellswere
treatedwithDMSO (control),vectormedium (Vector),VCM,and
NCM (1:10,conditionedmedium:culturemedium),respectively,and
apoptosiswasexaminedby flow cytometry.In vectormedium-,
VCM-,and NCM-treated cells,theincreaseofapoptosisisnot
observed compared with the control.B.Dotplots ofDMSO-,
vectormedium-,VCM-,and NCM-treated normalhuman nasal
epithelialcells.The figures shown are representative ofthree
independentexperiments.
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666...NNNuuudddeeemmmiiiccceee에에에서서서 iiinnndddooommmeeettthhhaaaccciiinnn에에에 의의의한한한 항항항종종종양양양효효효과과과

Nudemice에 AMC-HN5세포를 이종이식한 후 indomethacin을
투여하여 항종양 효과를 알아보았다.결과로 두 군 모두 실험 기간
중 사망한 생쥐는 없었으며,실험 전후 생쥐의 몸무게는 대조군의 경
우 실험 전 24.7±1.7g에서 희생 시 27.2±2.2g였고,indomethacin투
여군의 경우 실험 전 24.6±1.5g에서 희생 시 27.4±1.4g으로 두 군
간에 유의한 차이는 없었다.음용수의 양은 대조군에서 마리당 하루
4.2±0.2ml,실험군에서 마리당 하루 4.1±0.1ml으로,두 군 간에 유의
한 차이를 보이지 않았다.
대조군의 종양크기는 1주(11.5±3.3mm3),2주(52.0±23.2mm3),3주

(66.5±35.7 mm3),4주(205.4±63.1 mm3),5주(440.3±105.2 mm3),6주
(639.1±280.7mm3),7주(831.9±384.5mm3)였다.Indomethacin투여군
의 경우 종양의 크기는 1주(7.7±4.1mm3),2주(19.5±8.8mm3),3주
(26.0±12.1 mm3),4주(33.6±22.4 mm3),5주(64.1±32.7 mm3), 6주
(108.1±50.6mm3),7주(160.7±71.8mm3)으로,4주째부터 대조군과 비
교하여 유의하게 종양의 크기가 억제되었다(p<0.05)(Fig.7).
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FFFiiiggg...777...AAAnnntttiiitttuuummmooorrriiigggeeennniiicccaaaccctttiiivvviiitttyyyooofffiiinnndddooommmeeettthhhaaaccciiinnniiinnnnnnuuudddeeemmmiiiccceee...
AMC-HN5 cells (107 cells) were inoculated subcutaneously in
BALB/c-nunudemice.Tumorsweremeasuredexternallyonthe
indicateddaysintwodimensionsusing calipers.Valuesarethe
mean±standarddeviation ofn= 20xenografts.Incontrolgroup
(Control),micedrankdistilledwaterwithoutindomethacin,butin
indomethacin-treated group (Indomethacin), mice drank
indomethacin-treatedwaterasadoseof2mg/kg/day.A.Photos
showing the tumors in controlgroup and indomethacin-treatd
group.In indomethacin-treated group,the size of tumors are
smallerthanthecontrolgroup.B.Graphonthesizeoftumors.
From the4thweekafterthetreatmentwithindomethacin,thesize
oftumors is significantly reduced compared with thatofthe
control(p<0.05).The figures shown are representative oftwo
independentexperiments.
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ⅣⅣⅣ...고고고 찰찰찰

사람 상악동암 세포주에서 비스테로이드성 소염제에 의한 세포고사
와 NAG-1 유도를 알아보기 위해 indomethacin, diclofenac,
aceclofenac,sulindacsulfide등을 투여한 결과 indomethacin이 가장
강력하게 NAG-1을 유도하며 세포고사를 유도하였다.이 결과로
indomethacin에 의해 세포고사가 일어나며 NAG-1유도와 세포고사
가 연관성이 있음을 알 수 있었다.다음 단계로 indomethacin에 의해
유도된 NAG-1이 세포고사를 야기하는 가를 알기위해 indomethacin
투여 농도와 시간에 따른 NAG-1과 세포고사의 유도를 알아보았다.
결과 상 indomethacin투여 농도와 시간에 의존하여 NAG-1과 세포
고사가 유도되었으며,NAG-1은 indomethacin투여 12시간째에 유도
되었고 세포고사는 indomethacin투여 24시간째 유도되어 NAG-1의
유도가 세포고사에 선행함을 알 수 있었다.이와 같은 비스테로이드
성 소염제에 의한 세포고사는 대장암 세포,폐암 세포,전립선암 세포
와 구강암종 세포 등에서도 관찰되나 세포주에 따라 NAG-1을 가장
많이 유도하는 비스테로이드성 소염제는 상이하다.4즉,대장암종 세
포주의 경우 sulindacsulfide가 가장 강력하게 NAG-1을 유도하지만
구강암종 세포주의 경우 diclofenac이 NAG-1을 가장 많이 유도하며
유방암종 세포주의 경우 5F-203이 NAG-1을 강하게 유도하여 상악동
암 세포주와는 상이한 결과를 보인다.3,12,13 이처럼 NAG-1이 세포에
따라 유도에 차이를 보이는 이유로는 각 소염제가 각 세포에서 세포
특이 반응(cell-specificreaction)을 일으키는 것으로 생각한다.이러한
세포특이 반응은 NAG-1의 조절 측면에서 설명할 수 있는데,NAG-1
의 조절은 전사 기전(transcriptionalmechanism)과 전사 후 기전
(post-transcriptionalmechanism)을 포함하는 복잡한 기전으로 이루
어진다.Promoter sequence에서 cis- 와 trans-acting promoter
elements에 의해 조절되고 여러 전사인자와 다양한 기전으로 조절되
며 여러 항종양 물질에 의해서도 조절되는 양상을 보인다.NAG-1은
암억제 경로인 p53,ERG-1,AKT/GSK-3 등의 중요한 하위경로
(downstream pathway)이다.4,14즉,NAG-1의 유도에 대해서는 세포
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나 유도물질에 따라 조절 기능이 상이하므로 상악동암 세포주에서
indomethacin에 의한 NAG-1유도가 어떠한 기전으로 조절되는 가에
대해 추가 연구가 필요하다고 본다.
한편 indomethacin은 COX-1,2를 모두 억제하는 비스테로이드성

소염제로 이러한 세포고사 유도에 NAG-1의 작용 이외에 기존에 알
려진 COX-2억제에 의한 세포고사 가능성도 배제할 수 없다.그러나
사람 전혈(wholeblood)COX-1에 대한 IC50이 0.19 μM이고 COX-2
에서는 0.44 μM이다.15 본 실험에 이용된 AMC-HN5 세포주도
COX-2를 발현하므로(datanotshown),만약 COX-2억제에 의한 세
포고사라면 indomethacin1 μM에서도 세포고사가 유도되어야 하지만
결과에서 보듯 이 농도에서는 세포고사가 유도되지 않으므로
indomethacin의 세포고사 유도작용이 COX-2억제에 의할 가능성을
배제할 수 있다고 생각한다.또한 사용한 비스테로이드성 소염제의
COX-2에 대한 IC50이 사람 말초 단핵구(humanperipheralmonocyte)
에서 indomethacin0.31 μM,diclofenac0.026 μM,sulindacsulfide4
μM,aceclofenac0.8 μM 등으로 diclofenac이 가장 강력하게 COX-2
를 억제한다.16만약 COX-2에 의해 세포고사가 일어난다면 diclofenac
이 가장 강력하게 세포고사를 유도해야 하지만 본 결과는 이와 다르
게 IC50이 높은, 즉 COX-2를 상대적으로 억제하지 못하는
indomethacin이 가장 강력하게 세포고사를 유도하였으므로 COX-2
억제에 의한 세포고사가 아닌 NAG-1유도에 의한 것이라 하겠다.
NAG-1유도가 COX-1,2억제와 무관하게 일어난다는 것은 사람 대
장암종 세포주인 HCT-116 세포에 COX-1과 2를 과발현시켜도
NAG-1발현에는 영향을 미치지 않았다는 연구결과에서도 밝혀진 바
있다.17이러한 이유로 본 연구에서 indomethacin에 의한 세포고사는
COX-2억제에 의한 세포고사와는 무관하다고 생각한다.
상기 실험으로 NAG-1과 세포고사의 관계가 명확해졌지만 직접적

인 증거로는 미흡하므로 NAG-1conditionedmedium을 처치하여 세
포고사 여부를 알아보았다.유전자나 단백에 의한 세포고사를 확인하
는 방법으로 siRNA를 이용할 수도 있으나 siRNA는 전달감염 정도에
따라 결과가 상이할 수 있으며 siRNA는 유전자 선에의 실험이므로
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생성되는 최종 물질인 단백 자체의 결과가 더욱 중요하다고 생각되어
conditionedmedium으로 실험하였다.18세포에 대한 단백의 영향을 보
기 위해서는 순수 단백(pureprotein)을 만들어 실험하는 것이 가장
좋다고 생각한다.이러한 목적으로 pMT/V5-HisA-NAG-1plasmid
를 만들어 histidinetag을 이용하여 magneticbead로 분리하는 방법
을 이용해 순수 단백을 제조하여 예비실험을 하였다.그러나 이 순수
단백은 Westernblot상 NAG-1을 잘 표현하나 기존 연구에서 세포
고사를 유발하는 것으로 알려진 사람 대장암세포에 대한 실험 상 세
포고사능이 결여되었다(datanotshown).추측하는 이유로 제조과정
중 NAG-1단백의 3차원적 구성 변화가 일어났으리라 생각하나 확실
한 이유는 알 수 없었다.이런 이유로 순수 단백을 사용하지 못하고
conditioned medium으로 실험하였다.결과상 vector medium이나
VCM에 의해서는 세포고사가 일어나지 않았으나 NCM에 의해서는
유의하게 세포고사가 유도되어 NAG-1에 의해 직접적으로 세포고사
가 유도되며 NAG-1이 상악동암 세포주에 대해 전세포고사능
(proapoptoticactivity)이 있음을 알 수 있었다.
암억제제 혹은 항암제의 조건 중 정상세포에 대한 안정성이 중요하

다.즉,가능하면 암세포나 전암세포에만 작용하고 정상세포에는 영향
을 주지 않는 조건이 중요하다 하겠다.이에 상악동암 세포주에 세포
고사를 유도하는 indomethacin이 사람 정상 코점막 상피세포에 어떠
한 영향을 주는 가를 관찰하였다.사람 정상 코점막 상피세포에 상악
동암 세포주와 같은 조건인 100 μM로 여러 비스테로이드성 소염제를
첨가배양한 경우에 모두가 NAG-1과 세포고사를 유도하지 않았으며,
암세포에서 세포고사를 유도하는 1:10의 농도로 NCM을 투여한 결과
에서도 세포고사는 유도되지 않았다.이러한 결과로 사용한 10 μM의
indomethacin이 사람 정상 코점막 상피세포에 세포고사를 야기하지
않는 안전한 약제와 농도임을 알 수 있었다.
다음 단계로 indomethacin에 의한 항종양능(antitumoractivity)을

알아보고자 하였다.결과 상 2mg/kg/day의 용량으로 indomethacin
을 투여한 경우 4주째부터 종양의 부피가 유의하게 대조군보다 감소
하여 indomethacin에 의한 항종양능을 확인할 수 있었다.이러한 비
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스테로이드성 소염제에 의한 항종양능은 대장암 세포주인 HCT-116
세포주,유방암종 세포주인 MDA-435세포주 등과 일치하는 결과였
다.3,13비스테로이드성 소염제에 의한 NAG-1유도와 이에 의한 항종
양능은 NAG-1을 과발현하는 transgenic mice에서 입증되었는데,
NAG-1transgenicmice에 대장암을 유발하는 azoxymethane을 투여
하여 본 결과 소장 폴립 수를 58% 감소시키고,종양의 양(tumor
load)을 60% 감소시켜 NAG-1의 항종양능이 입증되었다.19그러나 이
러한 NAG-1의 항종양능에 대해서는 서로 다른 결과가 존재한다.
NAG-1이 발현되면 항암작용과 항종양능에 의해 암 자체가 소멸되므
로 암이 이미 발생한 암환자의 혈청이나 조직에서는 NAG-1발현이
정상보다 적어야 한다.그러나 대장암 환자의 혈청이나 위암이 진행
된 점막하조직,전립선암의 microarray 등의 결과를 보면 암에서
NAG-1의 발현이 오히려 증가되어 세포나 쥐에서의 실험 결과와는
상이한 결과를 보인다.20-22이에 대한 해석으로 NAG-1은 정상세포나
암의 초기 단계에서는 암을 억제하는 항암작용과 항종양능을 보이지
만,진행된 암이나 암으로의 형질변화가 된 상태에서는 오히려 암의
침습성을 증가하게 하며 생존율을 저하시키는 역할을 하는 것으로 생
각하나,아직 NAG-1의 발현과 기능의 변화에 대해서는 밝혀진 것이
미미하고 각 세포에 따라서 작용도 상이하므로 이에 대한 추가 연구
가 필요하다고 본다.
Indomethacin은 강직성 척추염,어깨 윤활낭염,통풍,골관절염,힘

줄염,류마티스성 관절염 등에 사용하는 비스테로이드성 소염제로 구
강이나 좌약으로 사용할 경우 성인 용량이 일일 최대 200mg이고 소
아 용량이 2mg/kg/day이다.23,24본 실험에서 2mg/kg/day를 선택하
였는데 이 용량은 소아의 염증 질환이 있는 경우 사용하는 용량으로
비교적 안전한 용량이므로 이 용량을 선택하였다.이 용량으로 투여
할 경우 최대 혈중 농도는 약 1 μg/ml로 이를 Mole로 환산하면 약
2.8μM로 세포실험에서 보다는 낮은 농도이다.즉,세포실험에 사용한
용량보다도 낮은 용량에서 항종양능이 가능하므로 indomethacin75
mg을 복용 시 최대 혈중농도가 평균 7.6μM이 된다는 보고를 참조할
때 indomethacin을 고위험도 반전성 유두종에서 사용할 경우 암억제
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제로 사용될 가능성이 있다 하겠다.25Indomethacin의 부작용으로 복
통,설사,구역과 구토 등의 위장관 장애와 어지러움증,두통 등의 신
경질환과 우울증,피로 등이 알려져 있다.26본 실험에서 indomethacin
투여군이나 대조군 중 사망한 생쥐는 관찰되지 않았고 실험을 종료한
다음 시험적으로 부검하였으나 위장관 출혈이나 특이 사항은 보이지
않아 2mg/kg/day의 용량이 안전함을 알 수 있었다.그러나 이를 인
체에 사용할 경우는 심혈관질환,위장관질환,혈액질환,간질환,신경
질환,정신질환 등이 있는 환자에서는 심각한 부작용을 야기할 수 있
으므로 환자에 대해 세심한 관찰이 필요하다.26
본 연구의 결과로 상악동암 세포주에서 indomethacin이 NAG-1을

유도하며 이 NAG-1에 의해 세포고사가 일어나 NAG-1이 전세포고
사능을 보이는 것을 알 수 있었다.또한 정상 코점막 상피세포에는
세포고사를 유도하지 않으며 생체실험에서 항종양능이 있음을 알 수
있었다.그러나 본 연구에서 사용한 비스테로이드성 소염제가 기존
연구에서 NAG-1을 유도하는 것으로 알려진 소염제를 대상으로 하였
지만 최근 개발된 소염제가 배제되어 본 실험의 단점으로 생각한다.
임상연구 중인 5F-203의 경우 유방암종 세포주인 MCF-7세포주에서
0.1 μM에서 NAG-1을 유도하여 세포고사를 유도하는 약제로 현재까
지 개발된 약제 중 가장 낮은 농도에서 NAG-1을 유도한다.13 향후
이러한 신개발 소염제에 대한 상악동암에서의 연구가 필요하리라 생
각하며,고위험도 반전성 유두종 환자에 대한 암예방제로서의 임상실
험이 필요하리라 생각한다.
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ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

비스테로이드성 소염제인 indomethacin은 상악동암종에서 NAG-1
을 유도하여 항암효과와 항종양효과를 보이며 정상 코점막세포에 영
향을 주지 않아 안전하고 유용한 암억제제로서의 가능성을 보인다 하
겠다.
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Differenceintheinductionofnonsteroidalanti-inflammatory
drug-activatedgene(NAG-1)andapoptosisbetweennormal
humannasalepithelialcellsandsinonasalcancercells

Kwang-HyeonRhee
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(DirectedbyProfessorKyung-SuKim)

A majorefforton chemoprevention hasbeen devoted by the
medical community to determine the feasibility of using
nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) through the
inhibition of the cyclooxygenase-2 (COX-2). Recently this
anti-cancereffectofCOX-2wasnotedinCOX-2-devoidcellsand
nonsteroidalanti-inflammatory drug-activated gene (NAG-1) is
found asoneofgeneswhich isinduced by NSAIDsand has
proapoptoticand anti-tumorigenicactivities.However,ithasnot
been determined whetherNSAIDshasan anti-cancereffecton
sinonasal cancer.Therefore,thepurposeofthisstudy wasto
investigatewhetherNSAIDsinduceapoptosisinsinonasalcancer
cellsand,ifso,whetherNAG-1inducedbyNSAIDsisdirectly
linked tothisapoptosis.Also,theeffectofNSAIDson normal
humannasalepithelialcellswasexaminedtochecktheirsafety.
Finally,theinvivoanti-tumorigenicactivityofNSAID onmice
wasinvestigatedtousetheNSAID asapossiblechemopreventive
agent.AMC-HN5humansinonasalcarcinomacelllinewasused.
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NAG-1 expression was increased by indomethacin,diclofenac,
aceclofenacandsulindacsulfide,intheorderofNAG-1induction.
Indomethacin wasthemosteffectiveNAG-1inducer.Incubation
withindomethacininducedNAG-1inatime-anddose-dependent
manner.TheexpressionofNAG-1wasobservedinadvanceofthe
induction of apoptosis. Conditioned medium from NAG-1-
overexpressingDrosophilacellsinhibitedthegrowthofsinonasal
cancercells and induced apoptosis.However,in normalhuman
nasal epithelial cells, NSAIDs and coditioned medium from
NAG-1-overexpressing Drosophilacellscouldn'tinduceapoptosis
and NAG-1. Xenograft tumors of AMC-HN5 cells in
indomethacin-treatednudemiceshowedreducedvolumefrom 4th
weekafterbreeding comparedwiththatinthecontrolmice.In
conclusion, indomethacin showed the anti-cancer and
anti-tumorigenic effect in sinonasal cancer cells by inducing
NAG-1 and can be considered as a effective and safe
chemopreventiveagentagainstsinonasalcancer.
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