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국문요약

Functionalexpressionofchemokinereceptorsingastriccancer

최근 키모카인과 키모카인 수용체의 작용이 암의 전이와 관련 있다는
일련의 보고들이 있어왔다.본 연구에서는 여러 종류의 키모카인 수
용체 중 암의 전이와 관련이 있는 것으로 보고된바 있는 CC,CXC
키모카인 수용체들이 다양한 위암세포주들에서 RT-PCR방법을 이용
하여 표현되는지를 확인한 결과 CCR4,CCR6,CCR10,CXCR4등이
흔하게 발현됨을 확인하였고 이 들 중 기존에 고형암에서 보고된 바
가 없는 CCR4를 이용하여 이는 westernblot과 FACS등을 통해 단
백질 수준에서도 표현됨을 확인하였다.CCR4가 실제 위암세포와 조
직에서 어떠한 형태로 분포하는지 알아보기 위해 면역조직화학염색을
통해 세포막에 존재하는 것을 확인하였고 이들 CCR4수용체가 실제
로 작용하는지를 알아보기 위해 그 리간드인 CCL17을 이용하여
migration assay,migration inhibition assay,proliferation assay,
confocalmicroscopy등을 시행한 결과 CCR4가 위암의 증식과 무관
하게 위암세포의 운동에 관여하며 이러한 운동능력은 리간드의 억제
에 반응하여 운동능력 또한 저하됨을 관찰하였다.임상적으로 CCR4
의 발현이 어떠한 의의를 갖는지 알아보기 위해 tissuemiscroarray를
해 본 결과 위암조직에서의 CCR4발현율이 환자의 연령이나 성 또는
조직학적 분화 등과는 관계없이 위암의 전이와 상관관계가 있으며 이
러한 연관성은 다변량 분석에서도 동일한 결과를 얻을 수 있었다.이
러한 연구결과들에 기초하여 CCR4가 위암에서 고발현되며 임상적으
로는 전이와 상관관계가 있어 CCR4를 억제함으로써 위암의 전이를
억제할 수 있는 가능성을 제시하였다.
�����������������������������������������������������������

핵심되는 말 :위암,전이,키모카인
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Functionalexpressionofchemokinereceptorsingastriccancer

<지도교수 노노노성성성훈훈훈>

연세대학교 대학원 의학과

이이이 준준준 호호호

Ⅰ.서론

위암은 한국에서 가장 흔한 암이다.2000년 통계에 따르면 인구 10
만 명당 남자는 69.6명,여자는 26.8명이 매년 발병하는 것으로 보고
되고 있다.1최근 조기진단의 증가,수술 기법이나 항암화학요법제의
개발 등으로 생존율이 점차 향상되고 있으나 여전히 한국에서 발생율
1위,사망률 2위인 암이다.2-4이렇게 위암환자의 사망률이 여전히 높
은 이유는 암세포가 위로부터 간이나 복막으로 전이가 잘 이루어지며
이러한 전이를 효과적으로 치료할 만한 수단이 아직 없기 때문이
다.5-7
전이는 암의 성장,신생혈관생성,기저막 침투,원발암으로부터 암의
탈락,림프관이나 혈관으로의 침투,전신순환,2차 기관에서 혈관으로
부터 탈출,전이된 기관에서의 성장 등 일련의 과정을 통해 이루어진
다.8이러한 암의 전이는 매우 조직적이고 기관특이적인 특성을 갖게
된다.9예를 들어 유방암의 경우는 주로 림프절,폐나,뼈,간 등으로
전이가 되는 반면 대장암의 경우는 림프절과 간전이가 대부분이다.
위암의 경우,다른 소화기암과 마찬가지로 간전이가 빈번하지만 원
위림프절과 복막전이가 더욱 흔한 전이의 형태다.10위암의 경우에도
다른 암과 마찬가지로 MMP나 VEGF등 주로 신생혈과생성과 관련
있는 많은 인자들이 위암의 전이에 관여하는 것으로 알려져 있으나
이들은 주로 혈행성 전이를 설명하는 기전들로 앞서 언급한 바와 같
이 위암에서 제일 흔한 복막전이나 림프절 전이 등에 대한 연구는 거
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의 없는 상황이다.11-13
암의 기관특이적인 전이현상을 설명하는 기전은 크게 3가지로 구분
되는데 첫째는 전이되는 조직에서 분비되는 특정한 성장인자로 암세
포가 무작위로 이동되는 과정에서 특정한 성장인자가 분비되는 기관
에서만 성장을 할 수 있다는 이론이다.14 두 번째는 접합물질이다.15
이는 전이되는 조직에 특이한 접합물질을 암세포가 갖고 있어 특정한
조직에과 반응한다는 이론이다.마지막 세 번째는 화학적 친화물질이
전이되는 기관에서 분비되어 암세포들이 방향성을 갖고 이동한다는
이론이다.이러한 다양한 이론 가운데 화학적 친화물질과 관련된 기
전을 설명하는 이론의 하나로 키모카인이 알려지게 되었다.16키모카
인은 작고 화학적으로 물질을 끌어당기는 역할을 하는 8내지 10kd의
자그마한 단백질로 G단백질관련 수용체에 결합한다.17현재까지 45개
의 리간드와 19개의 수용체가 알려져 있으며 씨스테인기의 배열에 따
라 CC,CXC,X3C,C키모카인으로 분류를 하며 20내지 70%에서 아
미노산 배열이 동일한 것으로 알려져 있다.18키모카인은 원래 염증세
포들이 염증이 생긴 부위로 이동하는데 관여하는 것으로 알려져 있으
며 이외에도 림프기관의 발달,세포의 분열,창상의 회복,신생혈관 형
성 등에도 관여하는 것으로 알려져 있다.19
염증세포와 마찬가지로 암세포도 키모카인의 조직 간 농도 차에 의
해 이동하여 특정한 부위에서 혈관을 빠져나온다는 사실이 최근 밝혀
졌다.20,21이렇게 특정한 기관으로의 이동은 키모카인 수용체가 리간드
의 농도 차이에 따라 신호전달체계가 달라진데 기인한다.리간드의
농도가 낮은 경우에는 heterodimer를 형성하며 이는 주로 세포의 부
착 등에 관여하게 되고 리간드의 농도가 높은 경우에는 homodimer를
형성하여 주로 세포의 이동이 일어나게 된다.22이 과정에는 selectin
이나 integrin등도 관여하는 것으로 알려져 있다.23유방암의 경우 폐
나 간으로 주로 전이가 되는데 이러한 기관들은 CXCL12라는 키모카
인이 많이 발현되는 기관이며 유방암세포가 그 수용체인 CXCR4를
갖고 있어 CXCL12를 첨가하는 경우 유방암세포의 운동능력이나 기
저막 침투력 등이 현저히 증가하는 것으로 보고된 바 있다.16다양한
방법으로 유방암세포에서 CXCR4가 존재하는 것을 밝혀냈으며 이들
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수용체가 단순히 존재하는 것이 아니고 그 리간드인 CXCL12에 의해
유방암세포의 이동을 야기하고 이러한 이동은 양-반응관계를 보여 더
많은 리간드에 의해 더 많이 이동을 함을 보여주엇다.더욱이 동물실
험에서 CXCR4에 대한 항체를 투여한 결과 유방암세포의 전이가 억
제되는 것으로 보고하였다.

그림 1.Modelofchemokineregulationofbreastcancermetastasis
(MurphyPM.NEJM,2001;345(11):833-5)

이러한 키모카인은 유방암 뿐 아니라 대장암이나 전립선 암 등 다양
한 암종에서 표현되며 전이와 관련이 있는 것으로 보고되고 있다.24
주로 CXCR4와 CCR7이 흔하게 표현되는 것으로 알려져 있고 일부
암의 경우 CXCR3,CXCR5,CCR6,CCR10등이 표현되는 것으로 보
고되어 있다.CXCR4의 경우에는 주로 간이나 뼈 전이와 관련이 있는
것으로 보고되어 있고 가장 최근에는 CCR6가 대장암의 간전이와 관
련이 있음이 보고되어 있다.25위암의 경우 CCR7이 위암세포에 존재
하고 기능을 하며 많이 표현되는 경우 림프절 전이를 잘 한다고 알려
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져 있다.26하지만 임상적으로 림프절 전이보다는 간이나 복막전이가
더욱 심각한 문제가 되며 이러한 형태의 전이와 관련된 연구는 없다.5

표 1.Examplesinchemokinereceptorexpressionincancers

본 연구에서는 다양한 키모카인 수용체 중에서 암의 전이와 관련이
있는 것으로 보고되고 있는 CC와 CXC키모카인 수용체들 중에서 위
암에서 어떠한 종류가 발현되며 이들의 기능,위암의 전이와의 관련
성을 알아보고자 하였다.

Primary cancer Metastatic site Chemokine receptor Source Year

Breast cancer Lung, liver, LN CXCR4, CCR7 Nature 2001

Ovarian Cancer peritoneum CXCR4 CR 2001 

Melanoma LN CCR7 JNCI 2001 

Neuroblastoma Bone CXCR4 JI 2001 

Gastric cancer LN CCR7 CR 2002 

Melanoma Lung CXCR4 CR 2002 

Prostate Cancer Bone CXCR4 CR 2002 

Colorectal Liver CXCR4, CCR6 JCO 2006

ALL LN CXCR3, CXCR4 Lue Res 2006

CML LN CXCR4, CXCR5, CXCR3 Blood 2004
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Ⅱ.재료 및 방법

1.위암세포주

AGS,MKN28,MKN45,KATOIII,SNU1,SNU5,SNU216,SNU484,
SNU638,SNU668,SNU719,YCC2등의 위암세포주들을 실험에 사용
하였으며 10%의 소혈청 (Eqiptech-Bio,TX)과,100units/ml의 페니
실린 G와 100μg/ml(Invitrogen Corp.)의 스트렙토마이신을 섞은
RPMI1640(InvitrogenCorp.,Carlsbad,CA)에 유지하였다.

2.RNA 추출과 RT-PCR분석

RNA 추출과 cDNA의 합성은 이전에 기술된 방법을 이용하였다.27
위암세포주에서 mRNA의 발현을 알아보기 위해 CC키모카인 수용체
들에 대한 RT-PCR분석을 시도하였으며 CCR4의 경우 primer순서
는 sense의 경우 5‘-CCCTCGATAAAGCATATAC-3'이고 antisense
의 경우 5’-GTGAACAAAAGCCAGAGTTT-3'이었다.PCR의 결과
물은 2% agarose젤 위에서 크기를 나누었고 ethidium bromide염색
하에 가시화하였다.

3.Westernblot분석

세포들을 lysis용액(CellSignaling)을 이용하여 녹인 후 sodium
fluoride (10μmil/L, Fisher Scientific, Hampton, NH)와
phenylmethylsulfonylfluoride(100μg/mL,Sigma-Aldrich,St.Louis,
MO)를 첨가하여 녹였다.녹인 세포들은 12% SDS-polyacrylamide젤
에 나눈 뒤 분리된 단백질들을 nitrocellulose에 옮겼다.이 후 2차 항
체와 반응시킨 뒤 CCR4 항체(Ab 1669,Abcam,London,UK)와
probing 한 뒤 SuperSignalcehminesecence substarate (Pierece,
Rockford,IL)에 배양하였다.이 후 KodakX-OmatBlueXB-1필름
에 노출시켰다.
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4.Flow cytomery분석

flow cytometry분석은 Pharmingen사에서 추천한 프로토콜대로 하
였다.우선 1% FCS-PBS 용액에서 1시간 105 세포를 배양한 뒤
CCR4mousemAb(2H4,Pharmingen,sandiego,CA)로 표시한 뒤
세척하고 FITC-conjugatedgoatantimouseIgM (Pharmingen)에 배
양하고 세척을 반복하였다.각 샘플에서 FACS scan을 이용 만개의
세포를 모아 CellQuestsoftware(BecktonDickson,SanJose,CA)를
이용하여 분석하였다.

5.Confocalmicroscopy

MKN28세포 5x104/ml를 각 well에 200μl씩 분주한 뒤 overnight
incubation후 serum starvation후 다시 24시간 동안 incubation하고
CCL17을 각 well당 1ng씩 처리하고 0분,10분,30분,60분 간격으로
incubation하여 PBS로 세척하고 0.5% triton처리한 뒤 PBS로 다시
3회 세척한다.5% BSA 처리 후 PBST 3회 세척하고 일차항체 처리
후 세척하고 2차 항체 처리 후 다시 3회 세척한 뒤 mounting후 사
진을 찍었다.

6.Immunohistochemistry

파라핀 블록을 4μm 두께로 절편한 뒤 56̊C에서 16시간 말린 후 자일
렌으로 왁스를 녹이고 에탄올을 이용하여 함수시켜 인산 버퍼를 이용
세척하였다.항원의 발현은 오토클레이브에서의 가열을 이용하였고
자가 peroxidase는 염색 전에 차단하였다. 염색은
streptavidin-peroxidase방법을 이용하였고 2개의 블록을 이용하였다.
1차 항체는 CCR4(NLS351, rabbit polyclonal, Novus): antigen
retrieval CC1(Ventana)을 이용하였고 1:100으로 희석하여 사용하였
다.
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7.Proliferationassay

세포의 증식은 BrdU cellproliferationELISA (Rosche,Mannheim,
Germany)를 이용하였고 각 well당 2000개의 세포를 깔고 10%,1%,
0%의 FCS에서 24시간동안 유지한 뒤 PBS나 100ng/mL의 CCL17으
로 24시간 동안 자극하였다.BrdU를 2시간 동안 첨가한 뒤 생산자의
지시대로 세포를 처리하였다.BrdU는 379nm에서 colorimetricassay
를 하였다.

8.Migrationassayandmigrationinhibitionassay

migration assay는 24-wellcellculture chamber를 이용하였다.
chemotaxisbuffer에 10만개의 세포를 깔고 CCL17이 있는 것과 없는
buffer를 포함한 well에 옮겼다.이 후 24시간 동안 배양한 뒤 막의
하단으로 이동한 세포들을 200배의 광학현미경 하에서 5개의 다른 부
위에서 염색한 뒤 숫자를 세었다.migration의 억제는 항체로 전처치
한 후 세포를 세는 방시으로 하였다.

9.Tissuemicroarray

가.대상 환자
대상 환자는 본원에서 2001년 3월부터 2002년 6월까지 위선암으로
근치적 절제술을 받은 환자를 대상으로 조직보관상태가 비교적 양호
한 353명을 대상으로 하였다.

나.Tissuemicroarray
353명의 파라핀 종양조직을 검토하여 2mm 지름 크기로 조직을 채취
한 후 배열한 뒤 trephineapparatus를 이용하여 새로운 파라핀 블록
을 제작하였다.이 후 각각의 믈록에서 2곳의 각기 다른 부위에서 샘
플을 만들었으며 종양이 10%이상인 경우 적절한 경우로 정의하였으
며 모든 경우 적절한 조직이 얻어졌다.이 후의 염색과정은 면역화학
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염색 과정으로 5번과 동일하게 진행하였다.

다.통계분석
모든 통계분석은 ‘StatisticalPackageforSocialScience' version
9.0forWindows(SPSS,Inc.,Chicago,IL)을 이용하였고 각 군 간의
비교는 Student'sttest와 two-tailedchi-squaretest를 이용하였다.
재발의 위험인자를 찾는 데는 로지스틱 회귀분석을 이용하였다.
환자의 추적관찰은 2006년 12월 31일을 기준으로 하였고 마지막 추적
당시 22명(6.2%)의 환자의 생사를 알 수 없었다.추적관찰 기간의 중
위값은 58개월(3~68개월)이었으며 환자의 생존곡선은 Kaplan-Meyer
방법으로 계산하였으며 log-ranktest로 비교하였다.p값은 0.05미만인
경우 의의 있는 것으로 하였다.
  



-9-

Ⅲ.결과

1.Expressionofchemokinereceptorsinculturedgastriccelllines

RT-PCR 결과 다양한 키모카인 수용체 가운데 CCR4,CCR7,
CXCR4등 CXCR과 CCR 계열의 키모카인 수용체가 비교적 흔하게
발현되었다(Figure1).이 중 CCR7은 위암의 림프절 전이와 관련이
있다는 사실이 보고되어 있고 CXCR4의 경우 위암의 복막전이와 관
련이 있음이 보고되어 있다.또한 최근 CCR6의 경우 대장암에서 간
전이와 연관이 있다는 보고가 있었으나 CCR4의 경우 위암이나 다른
고형암에서의 역할에 대한 보고가 없어 이후의 연구는 CCR4를 대상
으로 진행하였다.

8개의 대표적인 위암세포주를 이용하여 반복하여 RT-PCR을 이용하
여 CCR4의 발현여부를 확인한 결과 8개의 세포주 가운데 YCC-2를
제와한 나머지 7개의 세포주에서 발현되었다.AGS와 SNU-638세포
주의 경우 상대적으로 약하게 발현되었다(Figure2a).

Figure 2. mRNA expression of chemokine receptors in stomach cancer cell line

1. SNU-1
2. SNU-5
3. SNU-16
4. SNU-216
5. SNU-484

6. SNU-601
7. SNU-638
8. SNU-668
9. SNU-719
10. AGS

11. KATOⅢ
12. MKN28

(+) : positive control

CCR1

CCR2

CCR3

CCR4

CCR5

CCR6

CCR7
CCR8

CCR9

CCR11
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CXCR5

(+)            1        2     3             4      5      6      7     8            9         10     11    12   

CXCR1

CCR10
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Westernblot과 FACS결과 RT-PCR결과와 마찬가지로 MKN-28,
SNU-216,SNU-668,KATO III 세포주에서 강하게 발현되었다
(Figure3b,c).이 중 MKN-28세포주에서 가장 발현이 많이 되었고
SNU-668과 719에서 그 다음으로 발현이 많이 되었다.

AGS
MKN-28

YCC-2

SNU-21
6

SNU-60
1

SNU-63
8

SNU-66
8

KATO IIICont.

CCR4

GAPDH

CCR4

ββββ-actin

SNU 21
6

SNU 60
1

SNU 63
8

SNU 66
8

SNU 71
9

AGS
KATO ⅢⅢ ⅢⅢ

MKN 28

SNU-668 SNU-719

SNU-216AGS MKN-28

SNU-601

AAAA

BBBB

CCCC

(Figure3a,b,c)A, Semiquantitativereversetranscription
-polymerase analysis ofCCR4 mRNA expression in 8 gastric
cancer cell lines. B, Western blotanalysis of CCR4 protein
expression in 8 gastric cancer celllines.C,Flow cytometry
analysisofcellsurfaceexpressionofCCR4ingastriccancercell
lines.
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2.ExpressionofCCR4inprimarygastriccancertissue

면역화학염색 결과 CCR4는 암세포와 림프구를 비롯한 염증세포들에
서 발현되는 것을 관찰할 수 있었다.반면 정상 위점막세포에서는 관
찰이 되지 않았으나 일부의 평활근세포와 신경세포에서는 관찰이 되
었다.염색되는 양상은 기존의 보고들에서처럼 세포질에 염색이 되었
다 (Figure4a).

Figure4a.Histochemistryofprimarytumorlesions.Cytoplasm of
thegastriccancercellswerestainedusinganti-CCR4antibody.

MKN-28세포주를 이용하여 CCR4의 Ligand인 CCL17을 처리한 후
시간별로 confocalmiscroscopy를 이용해 관찰한 결과 30분 경과한
뒤 actin의 재배열이 일어나며 원형의 세포가 방추형으로 변화하여 세
포의 형태학적인 변화가 뚜렷하게 이루어짐을 관찰할 수 있었다
(Figure4b).
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Figure 4b. Confocal microscopy of gastric cancer cell after
incubationwithCCL17,ligandofCCR4.Morphologicalchangesand
rearrangementofactinwereobservedafter30minutes.

반면 CCL17을 처리한 후 시간별로 confocalmicroscopy로 CCR4를
염색하여 관찰한 결과 면역화학염색 결과와 마찬가지로 시간경과와
관계없이 주로 핵을 제외한 주로 세포막과 일부의 세포질 주위로 염
색이 되는 것을 관찰할 수 있었다 (Figure4c).

Figure 4b. Confocal microscopy of gastric cancer cell after
incubation with CCL17,ligandofCCR4.Cellularmembranewas
observedasgreencolorreactingCCR4.
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3.ExpressionofCCR4hasnoeffectongastriccancercell
proliferation

CCR4수용체의 활성화가 암세포의 증식을 유도하는지에 대해 상반
된 결과들이 보고되고 있다.이에 저자 등은 CCL17이 수용체와 결합
하여 위암세포의 증식을 유도하는지 알아보기 위해 BrdU assay를 하
였다.일반적인 조건 하에서 MKN-28,SNU-601의 증식이 일어나는
지 알아본 결과 혈청에 의해서는 세포증식이 다소 일어났으나 CCL17
의 첨가와는 상관없이 증식이 일어나지 않았다(Figure5).
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SNU-601
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Figure5.ProliferationassayofCCR4-positivegastriccancercells.

4.Migration and its inhibition ofgastric cancercellby
CCR4anditsantibody

SNU-216,601,668,MKN-28세포주를 이용하여 transwellmigration
assay를 한 결과 CCL17에 의해 뚜렷한 세포의 이동을 관찰할 수 있
었다.하지만 AGS의 경우에는 이러한 효과를 관찰할 수 없었다
(Figure 6a).특히 이러한 세포의 이동은 양-반응관계를 보였다
(Figure6b).또한 이러한 세포의 이동은 항체를 처리했을 때 세포주
에 따라 반응정도는 다소 차이가 있었으나 억제되었으며 이러한 억제
효과 역시 양-반응관계를 보였다(Figure6c).
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Figure 6b.Migration ofSNU216 cellsresponding to CCL17.It
showeddose-dependentrelationships.
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5.TissuemicroarrayofCCR4

가.대상 환자
대상 환자는 남자가 230명(65.2%),여자가 123명(34.8%)였으며
환자의 평균 연령은 55.9세였다.환자들의 임상병리학적 양상은 표
2와 같다.

Table2.대상 환자의 임상병리학적 특성
임상병리학적 인자 수 %
연령(세) 55.9±11.9
성
남성 230 65.2
여성 123 34.8

육안소견
조기위암 173 49.0

Figure 6c. Inhibition of migration using anti-CCL17 antibody. It 
showed dose-dependent manner of inhibition of migration.
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I형 1 0.3
II형 38 10.8
III형 117 33.1
IV형 24 6.8

암종의 위치
상부 1/3 53 15.0
중부 1/3 66 18.7
하부 1/3 234 66.3

암종의 크기(cm)5.4±3.5
조직학적 소견
고분화 116 32.9
저분화 237 67.1

침윤도
T1 173 49.0
T2 90 25.5
T3 86 24.4
T4 4 1.1

림프절 전이
N0 190 54.4
N1 82 23.2
N2 53 15.0
N3 26 7.4

병기
I 201 56.9
II 45 12.7
III 74 21.0
IV 33 7.4

재발
예 276 78.2
아니오 77 21.8

재발양상
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국소 12 16.0
혈행성 21 28.0
복막 29 38.7
기타 13 17.3

나.Tissuemicroarray
CCR4에 양성을 보인 경우는 175예로 전체의 49.5%였다(Figure7).
모든 환자를 대상으로 비교한 결과 CCR4양성에 따른 재발율의 차이
는 없었다 (Table3).

Table3.모든 위암환자에서 CCR4양성율에 따른 재발의 차이
재발 P값

CCR4 재발 않함(%) 재발함(%)
음성 97(41.3) 26(41.3) 0.999
양성 138(58.7) 37(58.7)

Figure7.TissuemicroarrayforCCR4ingastriccancertissues

반면 진행성 위암환자를 대상으로 분석한 결과 CCR4양성에 따른
재발율의 차이를 관찰 할 수 있었다(표 4).
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Table4.진행성 위암환자에서 CCR4양성율에 따른 재발의 차이
재발 P값

CCR4 재발 않함(%) 재발함(%)
음성 55(58.5) 24(42.9) 0.046
양성 39(41.5) 32(57.1)

진행성 위암의 경우 분화도가 좋을수록 양성율이 높았으며 그 외의
나이나 상별 등의 임상병리학적 인자들 가운데에서는 아무런 상관관
계를 보이지 않았다.
진행성 위암환자들의 경우 재발에 대한 로지스틱 회귀분석의 결과
림프절 전이정도와 CCR4양성유무가 유의한 위험인자로 분석되었다
(Table5).

Table5.진행성 위암환자에서 재발의 위험인자에 대한 로지스틱 회
귀분석 결과
인자 Coefficient S.E. O.R. 95% C.I. P값
성별
남
여 0.184 0.419 1.202 0.489-2.245 0.661
연령 0.012 0.017 1.012 0.985-1.047 0.490
암종의 위치 0.289
상부 1/3
중부 1/3 0.779 0.699 2.179 0.463-6.697
하부 1/3 0.723 0.608 2.060 0.616-6.354
분화도 0.448
저분화
고분화 0.388 0.510 1.473 0.570-4.182
침윤도 0.052
T2
T3 -2.197 2.812 0.999 0
T4 -2.093 2.812 0.999 0
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림프절 전이 0.024
N0
N1 -1.316 0.733 0.268 0.055-0.943
N2 -1.412 0.654 0.244 0.062-0.783
N3 -0.227 0.650 0.797 0.173-2.168
CCR4 0.049
음성
양성 0.799 0.405 2.223 0.669-4.767

CCR4양성 유무에 따른 생존곡선을 계산해 본 결과 통계적으로
유의한 차이는 없었다(P=0.317,Figure8).

Figure8.CCR4양성에 따른 생존곡선
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Ⅳ.고찰

키모카인은 싸이토카인 중에서도 가장 연구가 많이 이루어지고 있
는 분야의 하나로 일련의 연구결과들에서 암세포의 특정부위로의 이
동에 관여하여 기관 특이적 전이에 관여한다고 보고되고 있다.16,17,26
본 연구에서는 위암세포에서 기존에 보고되어 있는 CXCR4나 CCR7
이외에 CCR키모카인 수용체의 일종인 CCR4가 빈번히 발현되고 그
리간드인 CCL17이 위암세포의 이동에 관여하며 이상적으로는 위암의
전이와 관련이 있으며 위암세포의 이동이 항체에 의해서 억제 된다는
사실을 발견하였다.
암환자들이 사망하게 되는 원인은 궁극적으로 암의 전이에 의한 것
으로 일부에서 암세포의 전이와 관련이 있는 물질들이 밝혀지기는 했
으나 아직도 그 기전은 잘 알려져 있지 않다.아직까지 작용기전이
잘 알려져 있지 않은 KISS 1등의 유전자들이 암의 전이와 관련이
있다고 알려져 있으며 세포들 간의 결합능력이나 단백질 분해효소의
활성화가 암세포의 침투와 이동에 관련 있다는 것은 잘 알려져 있
다.28,29 위암에서 이러한 내부 인자들의 예들이 matrix
metalloproteinase,p27,vascularendothelialgrowthfactor등과 같은
것들이다.30-34외부의 자극도 암세포의 전이에 중요할 것으로 생각되
지만 암세포의 방향성을 결정하는 인자들 또한 중요한 역할을 할 것
으로 생각된다.
최근의 연구들에서 보면 기관특이적인 전이는 전이되는 기관에서의
키모카인과 암세포에 존재하는 그 수용체의 역할이 중요하다고 보고
되고 있다.16,26예를 들면 VHL암억제유전자는 키모카인 수용체를 조
절하고 CXCR4는 유방이나 난소암 세포에 많이 존재하여 이 수용체
의 리간드인 CXCL12/SDF-1이 이들 암종이 잘 전이되는 폐나 뼈에
많이 존재하며 원발암과 전이된 암에서 CXCR4의 존재가 확인되었고
동물실험에서 항체에 의해 전이가 억제가 된다는 것이다.35
위암의 경우 CCR7이 림프절 전이와 관계있으며 CXCR4의 경우 위
암의 복막전이와 관련이 있다고 보고된 바 있다.26하지만 아직 보고
된 바가 많지 않다.
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CCR4의 경우 백혈병과 같은 혈액성암에서의 보고는 있었으나 고형
암에서 보고된 바는 없다.기존에 전이와 관련이 있다고 보고된 키모
카인 수용체들은 CXCR4가 가장 많았고 이 외에 CCR7과 CCR6가 있
었으며 CXCR3등이 극히 일부에서 보고된 바 있다.24CXCR4가 가장
많이 보고되었던 것은 HIV의 병리와 관련되어 많은 연구가 되어 왔
고 혈행성 전이와 관련이 있으며 키모카인 수용체의 경우 같은 키모
카인이 여러개의 수용체와 결합하기(redundancy)때문인 것으로 생각
된다.36 키모카인을 ELR motif의 존재유무에 따라 혈관생성을 하는
키모카인과 그렇지 않은 키모카인으로 분류하기도 하는데 전이와 관
련이 있는 것으로 알려진 키모카인들은 ELRmotif를 갖고 있는 키모
카인들이다.신생혈관생성 자체가 전이의 한 부분이므로 키모카인의
기관특이적 전이와 신생혈관 생성이 관련이 있는 것으로 보인다.

Figure9.Mechanism ofangiogenesisviachemokinereceptor

복막을 이루는 중배엽성 세포들이 분비하는 키모카인 중에 CCR4를
수용체로 삼는 것들이 많아 CCR4가 위암의 복막전이와 관련 있을 가
능성이 있을 것으로 생각되었으나 본 연구에서 복막전이와는 뚜렷한
상관관계를 찾지 못하였다.이는 CCR4의 리간드인 CCL17이 복막에
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특이적으로 존재하기 보다는 신체 각 부위에 골고루 존재하기 때문인
것으로 생각된다.
CCR4의 면역염색화학 양상은 기존의 발표들과 다소간의 차이를 보

였다.37-40세포질에 주로 염색이 된다는 점에서는 마찬가지였으나 근
육세포나 신경세포도 일부 염색이 되었다.이러한 현상이 단순한 배
경염색인지는 좀 더 연구가 필요할 것으로 생각된다.하지만 confocal
microscopy를 이용한 염색의 경우 예상대로 주로 CCR4가 세포막에
염색이 되어 세포막과 결합된 수용체임을 확인할 수 있었다.
키모카인이 수용체와 결합하면 칼슘의 세포 내로의 이동이 이루어지
는 것으로 알려져 있으며 actin의 재배열이 생기는 것으로 알려져 있
다.41칼슘의 이동은 확인하지 않았으나 리간드에 의해 세포가 이동하
며 이러한 현상이 리간드의 양이 많으면 많을 수록 이동하는 정도도
증가한다는 점과 actin의 리간드에 의한 재배열이 관찰된 점,그리고
수용체를 항체를 이용하여 차단함으로써 세포의 이동이 억제되는 점
등으로 미루어 위암세포에 존재하는 CCR4는 기능을 하는 것으로 생
각된다.42
일반적으로 키모카인은 세포의 증식에 관여하기도 하는데 본 연구에
서는 리간드의 양에 상관없이 세포의 증식이 일어나지 않아 CCR4가
위암세포의 이동에는 관여하나 증식에는 영향이 없는 것으로 생각된
다.
파라핀 블록을 이용한 면역화학염색에서도 염색되는 양상은 세포질
에 주로 염색된는 양상이었으며 단변량 분석 결과 CCR4는 기존의 임
상병리학적 인자들과는 무관하게 재발율의 차이를 보였다.특히 키모
카인이 세포의 분화 등과도 연관이 있는 것으로 알려져 있으나 세포
의 조직학적 양상 둥 과도 상관관계를 보이지 않았다.이는 대상 예
가 350명 이상이었던 점을 고려할 때 대상 예가 적기 때문에 관련이
없는 것으로 보이는 현상은 아닌 것으로 생각된다.
다변량 분석결과에서도 CCR4양성이 암의 침윤도나 림프절 전이와
더불어 재발에 유의한 위험인자임을 알 수 있어 CCR4가 임상적으로
도 이용 가능한 재발의 표지자로 생각된다.추 후 더 많은 대상예로
연구를 한다면 각 병기별로 분석이 가능하여 같은 병기 내에서 재발
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의 고위험군을 찾아냄으로써 예후인자로써 뿐 아니라 예를 들어 항암
화학요법 등의 부가적인 치료 대상을 선정하는데도 도움이 될 수 있
을 것으로 생각된다.
CCL17은 CCR4와 CCR8과 모두 결합할 수 있으나 CCR8의 경우 위
암에서 발현되는 경우가 드물어 CCL17에 유도되는 암세포의 증식과
는 무관하게 나타나는 이동능력의 향상은 CCR4에 의한 것으로 생각
된다.17또한 이러한 운동능력은 항체에 의해 억제가 됨을 관찰하였다.
추 후 동물실험을 통해서 이러한 억제현상이 생체 내에서도 이루어지
는지 확인할 필요가 있을 것으로 생각된다.키모카인 연구가 비교적
많이 이루어진 유방암의 경우 동물실험에서 indol-3-carbinol과 같은
천연적인 CXCR4억제제를 이용하여 전이를 억제할 수 있다는 보고
가 있으며 이들의 기전 또한 보고되어 있다.43향후에는 이와 유사한
키모카인 수용체 억제제가 개발되어 유사한 보고가 나올 것으로 기대
된다.
CCR4에 양성을 보이는 경우 임상적으로 전이가 빈번하게 일어날 뿐
아니라 비록 통계적인 차이는 없었으나 생존곡선의 경우,약 30개월
이후에 CCR4양성 유무에 따라 생존곡선의 기울기가 차이가 나는 것
으로 보아 위암의 전이에 있어 CCR4가 적어도 일부에서 관여한다는
사실은 분명해 보인다.일반적으로 위암환자의 경우 근치적 수술 후
2년 이내에 재발하는 환자의 70%가 재발을 하게 되고 이들이 대개1
년 이내에 사망하므로 생존곡선이 30개월 이후부터는 CCR4양성 유
무에 따라 차이가 나는 것으로 보아 어떠한 형태로든 재발과 관계가
있는 것으로 보이며 대상예가 늘고 추적관찰기간이 길어지면 통계적
인 차이를 볼 수 있을 것으로 기대된다.최근 장흑색종의 경우
micrometastasis된 병변에서 CCR9이 관찰된 것으로 보고된 바 있다.
이는 기존에 전이병소에서 키모카인 수용체가 보고된 것보다 더욱 전
이와의 관련성을 시사하는 연구 결과로 생각된다.
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Ⅴ.결론

본 연구에서는 기존에 기관특이적 전이와 관련이 있는 것으로 알려
진 CXCR과 CCR 키모카인 수용체가 위암에서 얼마나 발현되는지와
실제로 전이와 연관성이 있는지 알아보고자 하였다.우선 다양한 위
암세포주에서 RT-PCR을 이용하여 CXCR과 CCR키모카인 수용체들
을 조사하였고 이를 통해 CCR4가 가장 빈번하게 발현된다는 사실을
발견하였다.이후 CCR4가 실제로 기능을 하는지 migration assay,
migrationinhibitionassay,confocalmicroscopy등을 이용하여 확인
하였고 파라핀 조직에서 염역화학염색을 통해 CCR4의 발현이 전이와
관련이 있는지 조사하였다.
실험결과 기존에 보고가 없던 CCR4가 위암세포에서 빈번하게 발현
이 된다는 사실을 알았으며 CCR4의 리간드인 CCL17에 의해 actin의
재배열이 이루어지고 세포의 이동이 이루어지며 이러한 세포의 이동
이 항체에 의해 억제되는 점으로 보아 위암세포에 존재하는 CCR4가
기능을 하며 임상적으로 CCR4의 발현이 전이와 관련이 있다는 사실
을 알게 되었다.
이상의 연구결과 본 연구를 통해 위암에서 CCR4가 빈번히 발현된다
는 사실을 최초로 알게 되었으며 이들이 기능을 하며 전이와 연관이
있다는 사실을 통해 CCR4를 억제함으로써 위암의 전이를 줄이는데
일정한 역할을 할 가능성을 제시하였다.44-48
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Chemokinesingastriccancermetastasis

JunHoLee

DepartmentofMedicine
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(DirectedbyProfessorSungHoonNoh)

Thereisincreasingevidencethatchemokinesandchemokine
receptors are casually involved in cancer metastasis.
However,littleisknownaboutthepossibleroleofchemokine
receptorsingastriccancermetastasis.Weherereportthat
gastriccancercellshaveCCchemokinereceptors,CCR4,and
thatCCL17,aligandofCCR4,thatpromotemigrationand
proliferation,ofgastriccancercellsthatexpressitscognate
receptor CCR4.CCR4 positive patients experienced tumor
recurrence more than those with CCR4 negative.Logistic
regression analysis showed thatCCR4 positive adding to
depth oftumorinvasion and lymph nodemetastasiswere
independantriskfactorsforrecurrence.Ourfindingssuggest
thattheexistenceofCCR4,anditsmigration,mayrepresent
an importantmechanism underlying metastasis ofgastric
cancer.
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