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국문요약

구강암 구강암 구강암 구강암 세포주를 세포주를 세포주를 세포주를 이종 이종 이종 이종 이식한이식한이식한이식한

이소위 이소위 이소위 이소위 종양의 종양의 종양의 종양의 누드마우스 누드마우스 누드마우스 누드마우스 모델모델모델모델

  성공적인 구강암 치료를 위해서는 종양 생물학에 대한 이해와 함께 효능이 알

려져 있는 여러 안전한 항암제의 효능을 연구하는 것이 필요하다. 이런 연구를 위

해서는 적당한 생체 종양 모델의 개발이 필요하지만 여러 가지 종양의 형성 및 

전이 과정에 관여하는 많은 인자들에 의해 나타나는 현상을 모두 연구할 수 있는 

최적의 생체 종양 모델은 아직 드문 실정이다.  

  이에 저자는 사람의 혀에 발생한 편평 세포 암에서 확립한 YD-10B 세포주를 

이용하여 이를 변형시킨 YD-10Bmod 세포주를 제작, 배양 후 누드마우스의 옆구

리 피하에 이식하여 암의 형성과 성장 및 주위조직으로의 침윤양상을 관찰하여 

구강암 연구에 적합한 누드마우스 모델을 확립하고자 하였고, 다음과 같은 결과를 

얻었다. 

  1. 누드마우스의 피하 부위에 YD-10Bmod 세포주를 주입한 실험군은 15 예 중 

13 예 에서 종양이 형성되었고, 배양액만 주입한 대조군에서는 모두 종양이 형성 

되지 않았다. 

  2. 1x106cells/mouse을 주입한 누드마우스에서는 5 예 중 3 예 에서 종양이 형

성되었고, 1x10
7
cells/mouse, 2x10

7
cells/mouse을 각각 주입한 누드마우스에서는 

5 예 모두에서 종양이 형성되었다. 

  3. 세포 수에 따른 조직학적 검사에서는 1x10
6
cells/mouse을 주입한 누드마우

스에서는 2, 4, 10 주째에 주변 조직과의 경계가 명확한 섬유성 피막을 형성하며 
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팽창성 성장을 하고 있는 종양이 관찰되었다. 

  4. 1x107cells/mouse을 주입한 누드마우스에서는 대체로 팽창성 성장을 하다가 

6 주째부터 중앙부위의 괴사 양상과 주변 조직으로 광범위한 침윤성 성장 양상을 

보이는 종양이 관찰되었다. 

  5. 2x10
7
cells/mouse을 주입한 누드마우스에서는 팽창성 성장과 침윤성 성장을 

보이다가 6 주째 주변 결합조직으로의 침윤성 양상을 보이는 종양이 관찰되었다. 

  이상의 결과로 변형시킨 YD-10Bmod 세포주를 누드마우스의 피하부위에 이종 

이식 시킨 것은 높은 종양 형성능력을 가지며, 생성된 종양은 인체 내 종양 형성

과 유사한 조직학적 특징과 주위조직으로의 침윤성 성장 양상을 보이기 때문에 

구강암 연구에 적합한 동물 실험 모델로 활용할 수 있을 것으로 사료된다. 

핵심 핵심 핵심 핵심 되는 되는 되는 되는 말 말 말 말 : : : : 구강암, 설암, 편평 세포 암, 이소위 종양 모델, 세포 주
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구강암 구강암 구강암 구강암 세포주를 세포주를 세포주를 세포주를 이종 이종 이종 이종 이식한 이식한 이식한 이식한 

이소위 이소위 이소위 이소위 종양의 종양의 종양의 종양의 누드마우스 누드마우스 누드마우스 누드마우스 모델모델모델모델

(지도 차 인호 교수)

연세대학교 대학원 치의학과 

김  종  현

I. 서  론

  구강암은 조기 진단기법과 다양한 치료방법의 발전에도 불구하고 5 년 생존율

이 전체적으로 50%이하로 예후가 불량한 암으로 알려져 있다 (Johnson, 2003). 

구강암은 경부 임파절 전이가 잘 일어나며, 경부 임파절 전이 시 예후에 나쁜 영

향을 주기 때문이다 (Carew, 2003).    

  성공적인 구강암 치료를 위해서는 종양 생물학에 대한 이해와 효능이 알려져 

있는 여러 안전한 항암제의 효과를 연구하는 것이 필요하다. 이런 연구를 위해서

는 적당한 생체 종양 모델의 개발이 필요하지만, 여러 가지 종양의 형성 및 전이 

과정에 관여하는 많은 인자들에 의해 나타나는 현상을 모두 연구할 수 있는 최적

의 생체 종양 모델은 아직 드문 실정이다.  

  구강암을 연구하기 위한 in-vivo 모델은 인체의 종양조직을 유전적으로 조작된 

숙주에 이식하는 방법과 DMBA (9,10-dimethyl-1, 2-benzanthracene), 4NQO 

(4-nitroquinoline-1-oxide)와 같은 화학적 암 유발 인자를 이용해서 동물에게 

암을 유도하는 방법이 있다 (Hawkins, 1994). 그러나 암 유발 인자를 이용한 동

물모델은 유도된 종양 조직이 인체에서 유래한 조직이 아닌 동물의 조직이며, 종

양 생물학에 대한 연구와 치료방법에 대한 연구보다는 발암과정의 연구에 적합한 
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모델이다. 따라서 새로운 치료 방법 개발이나 새로운 항암제의 선택에 관한 연구

에는 인체의 종양조직을 숙주에 이식하는 모델이 유용할 것이다 (Giovanella, 

1974). 이러한 인체 악성 종양의 이종이식은 햄스터, 기니아 피그 등 면역학적인 

이점을 가진 여러 종의 동물에 시도되어왔지만 (Santis, 1964, Odukoya, 1984), 

그중에 가장 안정적인 것은 누드마우스를 이용한 종양이식이다 (Fidler, 1986). 

최초의 성공적인 누드마우스에의 인체 악성 종양의 이식은 1969년 Rygaard와 

Povlsen에 의해 이루어졌고 (Raygaard, 1969), 그 후  여러 인체 암종이 다양한 

유전적 배경을 가진 흉선이 없는 누드마우스에 이식되었다 (Giovanella, 1973, 

McDermott, 1987). 

  누드마우스에 인체 종양을 이식하는 방법은 종양조직을 이식하는 방법과 배양

된 암 세포주를 이식하는 방법이 있다. 종양조직을 직접 이식하는 방법은 종양의 

미세 환경요소들을 함께 이식해 줄 수 있다는 장점이 있지만, 기술적으로 어려운 

측면이 많다. 그러나 배양된 암세포주를 이식하는 방법은 실험방법이 간단하며, 

배양된 암세포주 이식에 의해 유도된 종양과 조직이식에 의해 유도된 종양과 조

직학적으로 차이점이 거의 없으며 (Hendrickson, 1993), 종양 조직이식 보다 성

공률이 높은 것으로 보고되고 있다 (Kubota, 1994). 따라서 배양된 인체 암 세포

주는 종양연구의 필수적인 요소라고 할 수 있다. 

  배양 세포주를 유전적으로 조작된 숙주에 이식하는 방법과는 달리 실험실에서 

행해지는 배양세포를 이용한 in-vitro 모델은 암세포의 특정 유전인자 조작으로 

야기 되는 세포의 형태학적 및 분자생물학적 변화를 쉽게 관찰할 수 있으나, 주위 

인접 결체조직과의 관계나 종양 내 암세포들의 다양한 변화 등 실제 생체 내에서 

일어날 수 있는 여러 결과들을 관찰하기에는 부족하다. 즉 배양세포를 이용한 

wound assay나 invasion assay 등으로 암세포 침윤능력을 간접적으로 확인할 수

는 있으나 이를 근거로 실제 원격 전이 여부를 판단하기에는 어렵다. 그러나 생체 

내 종양 형성 모델은 종양 중심부 괴사 부위, 인접 조직으로의 침윤부위, 림프절

로의 전이, 원격전이, 신생 혈관 생성 부위 등을 관찰할 수 있다 (Fu, 1991, 

Umeda, 2002, Kim, 2005).  또한 생체 내 모델은 host-tumor간 상호 작용도 연

구할 수 있다는 장점을 가지고 있다 (Fidler, 1986, Khanna, 2005). 따라서 새로
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운 치료방법의 개발이나 새로운 항암제의 효과를 확인하기 위해서는 생체내 종양 

형성 모델이 필수적이라 할 수 있다. 

  생체 내 종양 형성 모델제작에 관한 연구는 인간 암세포를 실험동물의, 종양이 

기원된 동일한 조직, 즉 동소위에 이식 하였을 경우와 이소위인 피하에 이식한경

우로 나눌 수 있다. 대부분의 연구에서는 동소위 조직에 이식된 경우가 이소위 피

하에 이식된 경우보다 종양 발생율이 높고, 임상적 상황을 재현하는 자발적 전이

와 비슷한 주위조직으로의 침윤양상이 가능하다는 점과 이를 이용해서 전이의 분

자 생물학적 기전을 연구할 수 있어 동소위 종양 모델의 가치가 높은 것으로 알

려져 있다 (Fu, 1991, Killion, 1999, Umeda, 2002).  

  그러나 누드마우스의 구강 내에 이식된 동소위 종양 모델은 이식방법이 복잡하

고, 실험동물의 구강이 작아 종양 형성 후 식이 섭취가 곤란하여 오랜 기간 연구

가 이루어지기 쉽지 않다. 반면 누드마우스의 피하조직에 이식하는 이소위 종양이

식은 이식방법이 간단하고, 치료에 반응하는 종양성장을 확인하기 쉽고 장기간의 

관찰이 가능하다. 따라서 유용한 항암제 선택의 연구는 이소위 피하이식 종양 형

성 모델에 의해 이루어지고 있다 (Scheper, 2007, Huang, 2007등). 또한 과거의 

연구에서는 피하조직에 이식된 생체 내 종양은 기관전이가 잘 일어나지 않는다고 

보고되었으나 (Hoffman, 1994, Myers, 2002), 최근에는 피하이식 모델에서도 임

파절 전이 및 원격기관 전이 발생에 대해 보고되고 있으며, Takasi 등은 피하 이

식 모델은 동소위 이식 모델에 비해 이식방법이 쉽고, 실험 재현성이 뛰어나 암 

전이에 대한 새로운 동물 모델로써의 가능성에 대해 제시하였다 (Takashi, 

2008). 

  Human tongue 기원의 편평 세포 암에서 확립된 YD-10B 세포주는 이미 누드

마우스의 피하에 접종, 이종이식 종양 유도 실험이 보고된 바 있다 (Lee, 2005). 

이 등의 연구에 의하면 5/5의 확률로 종양이 형성되었고, 원래 인체 암 종과 유사

한 조직학적 소견을 보였으나, 경계가 명확한 섬유성 피막에 둘러 싸여 침윤성 성

장을 보이지는 않았다고 보고하였다 (Lee, 2005). 이에 저자는 종양의 형성과정

뿐만 아니라 전이 과정 및 주위조직으로의 침윤성을 보이는 세포주의 필요성을 

느꼈으며, YD-10B 세포주를 변형시켜 종양의 주위조직으로의 침윤성이 높은 
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YD-10Bmod 세포주를 제작하여 본 실험에 이용하였다. 

  본 연구의 목적은 사람의 혀에 발생한 상피 세포 암에서 확립한 구강암 세포 

주를 이용하여, 전이 가능성이 높고 주위 조직으로의 침윤성이 높은 세포주를 제

작, 누드마우스의 피하에 이식하여 암의 발생과 성장 및 주위조직으로의 침윤성을 

관찰하여 향후 구강암 연구를 위한 향상된 누드마우스 종양 형성모델을 만들고자 

하였다.
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II II II II 연구 연구 연구 연구 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

1. 1. 1. 1. 연구 연구 연구 연구 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

가가가가. . . . 세포주 세포주 세포주 세포주 확립과 확립과 확립과 확립과 배양배양배양배양

  동물실험을 위해 연세대학교 치과대학 구강병리학교실에서 확립한 Human 

tongue cancer origin의 YD-10B 세포주 (Lee, 2005)에 Transwell invasion 

apparatus를 Matrigel (Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ)로 재구성 시킨 

basement membrane을 투과시켜 침투력이 높은 세포주를 선택하였다. YD-10B 중

에서 highly invasive cell들을 pEGFP [Clontech, encoding enhanced green 

fluorescence protein (EGFP) with C-terminal His6 tag, Palo Alto, CA] 로 

Lipofectamine-mediated transfection 한 후, flow cytometer로 분석, 40 mm 

mesh를 거쳐 FACS vantage SE (Becton-Dickinson) 하에서 강한 형광을 발하는 

세포들(< 1%)을 골라 YD-10Bmod 세포주를 제작하였다. 이후 Trypsin-EDTA로 

분리, serum-containing medium으로 세척 후 누드마우스에 접종하기 전까지 배양

하였다
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나나나나. . . . TranswellTranswellTranswellTranswell
®®®®    invasion invasion invasion invasion assayassayassayassay

  세포의 침윤 정도는 Matrigel
®
 (Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ)로 

insert chamber를 코팅시킨 Transwell
® 

chamber plates (Costar, Corning, 

NY)를 이용하여 측정하였다. Matrigel®을 일정 시간 녹이고 30 μg/ml를 insert 

chamber에 가하여 코팅하였다. [
3
H] thymidine으로 표지한 세포를 well당 

50,000개씩 넣고 48 시간 동안 배양한 후, Matrigel
®
을 통과하여 lower 

chamber로 이동한 세포의 총 cpm(cycles per minute)을 Scintillation counter

로 측정하였다. 세포의 침윤 정도는 처음 넣어준 세포의 총 cpm(cycles per 

minute) 에 대한 백분율로 표시하였다. 또한 Matrigel
®
을 통과하여 lower 

chamber로 이동한 세포를 paraformaldehyde로 fixing 후 crystal violet으로 염

색하여 현미경 하에서 관찰하였다. 

다다다다. . . . ZymographyZymographyZymographyZymography

  세포 (1 x 10
5 

cells/ml)를 24 시간 동안 배양한 후, 배양액을 원심분리 

하였다. 20 μg의 단백질을 포함하는 상등액을 0.1% (w/v) gelatin이 함유된 10% 

polyacrylamide 겔에서 전기 영동하였다. 겔을 2.5% Triton X-100이 함유된 

Tris-HCl 완충용액에 2시간 동안 방치하였다가 37℃, 10 mM CaCl2, 0.15 M 

NaCl이 함유된 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) 완충용액에서 16 시간 동안 

반응시켰다. 겔을 0.25% Coomassie brilliant blue로 염색하여 세포 침윤에 주된 

역할을 하는 단백질 분해 효소인 MMP-9에 의해 기질이 분해된 부분을 

확인하였다.
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라라라라. . . . 실험동물실험동물실험동물실험동물

 

  20 마리의 생후 4 주된 자성의 athymic BALB/c nude (nu/nu) mice를 이용하

였다. Clean bench에서의 일주일의 적응 기간 후 임의로 각 군으로 나누어 실험

에 이용하였다. 

마마마마. . . . 실험동물 실험동물 실험동물 실험동물 군 군 군 군 설정설정설정설정

  상기한 방법으로 확립한 구강 편평 상피 세포 암 종 세포주인 YD-10Bmod 세포

주를 대조군과 실험군으로 나눈 누드마우스의 옆구리 피하부위에 실험군은 

1x10
6
, 1x10

7
, 2x10

7
cells/mouse로 피하 층으로 0.1 ml씩 마취 후 주입하였고, 

대조군은 media만을 마우스의 피하 부위에 주입하였다. 모든 동물들은 NIH 

guideline에 따라 사육되었다.

바바바바. . . . 실험동물 실험동물 실험동물 실험동물 희생희생희생희생

 

  YD-10Bmod 세포주 실험군의 경우 옆구리 피하 부위에 1x10
6
, 1x10

7
, 2x10

7
 

cells/mouse로 각각 5 마리씩에 0.1 ml 용량으로 주입 후 2 주째부터 2 주마다(2 

주, 4 주, 6 주, 8 주, 10 주) 동물을 희생하고 종양을 포함한 주위 조직을 절제

하여 포르말린 고정액에 보관하였다

 

사사사사. . . . 조직학적 조직학적 조직학적 조직학적 관찰관찰관찰관찰

  채취한 조직은 10% 중성 포르말린에 24 시간 이상 고정한 후 파라핀에 포매하

여 4 μm두께의 조직 표본을 만들어 통상적인 방법으로 H&E 염색한 후 각 군에

서 암 종의 조직학적 소견을 관찰하였다. 
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III. III. III. III. 연구 연구 연구 연구 결과 결과 결과 결과 

1. 1. 1. 1. YD-10BYD-10BYD-10BYD-10Bmod    세포주 세포주 세포주 세포주 제작제작제작제작

가가가가. . . . TranswellTranswellTranswellTranswell
®®®®    invasion invasion invasion invasion assayassayassayassay

  YD-10B를 Matrigel를 깐 transwell chamber를 이용해 4 번 연속 highly 

invasive한 세포만을 선택하여 green fluorescence protein을 transfection하여  

구축된 YD-10Bmod 세포주는 YD-10B와 비교하여 Transwell
®
 invasion assay 

상에서 2.3-3.2배 높은 invasion 활성을 나타내었고 (그림 1), crystal violet으로 

세포를 직접 염색하여 확인한 결과에서도 비슷한 정도의 차이가 확인되었다 

(그림 2). 

                

                그림 1. Transwell
®
 invasion assay 결과

                그림 2. crystal violet으로 염색한 세포주 비교

((((그림 그림 그림 그림 1)1)1)1) ((((그림 그림 그림 그림 2222))))

YD-10B                YD-10B modYD-10B YD-10B mod
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나나나나. . . . ZymographyZymographyZymographyZymography

  Gelatin이 함유된 zymography를 이용하여 암세포 침윤에 주된 역할을 하는 단

백질 분해 효소인 MMP-9 (matrix metalloproteinase 9)의 활성을 확인하였다. 

Secretion 된 MMP-9의 gelatinase 활성은 YD-10Bmod가 YD-10B보다 약 2배 

정도 높았으며 (그림 3) 이는 단백질의 발현 양에 따른 차이 임을 western blot

으로 확인하였다 

그림 3. MMP-9의 gelatinase 활성도 비교 결과

YD-10B  YD-10B mod

proMMP-9

ββββ-actin



- 10 -

2. 2. 2. 2. 종양 종양 종양 종양 형성 형성 형성 형성 

가가가가. . . . 생체 생체 생체 생체 내 내 내 내 종양 종양 종양 종양 형성 형성 형성 형성 

 

  누드마우스의 등 피하 부위에 주입한 media 대조군 및 변형된 YD-10Bmod 실험

군에서 다음과 같이 종양 형성을 확인하였다. 

           그림 4. YD-10Bmod 세포주에 의해 옆구리 부위에 

형성된 종양 (우로부터 1×106, 1×107, 2×107cells/mouse)

종양 형성율

Media (대조군) 0/5

YD-10Bmod (실험군) 13/15

표 1. 누드마우스 생체내 종양형성
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나나나나. . . . 세포수에 세포수에 세포수에 세포수에 따른 따른 따른 따른 종양 종양 종양 종양 형성 형성 형성 형성 

다다다다. . . . 주입 주입 주입 주입 후 후 후 후 경과 경과 경과 경과 시간에 시간에 시간에 시간에 따른 따른 따른 따른 종양 종양 종양 종양 형성 형성 형성 형성 

2주 4주 6주 8주 10주

대조군 - - - - -

실험군

1×10
6
cells/mouse + + - - +

1×10
7
cells/mouse + + + + +

2×10
7
cells/mouse + + + + +

주입 세포 수 종양 형성율

1×10
6
cells/mouse 3/5

1×107cells/mouse 5/5

2×10
7
cells/mouse 5/5

표 2. YD-10Bmod 세포주에 주입된 세포 수에 

따른 종양 형성

표 3. 대조군과 YD-10Bmod 세포주의 주입 경과 시간에 따른 종양형성
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3. 3. 3. 3. 조직학적 조직학적 조직학적 조직학적 검사 검사 검사 검사 

가가가가. . . . 대조군대조군대조군대조군

  피하 조직 내에 종양의 형성이 관찰되지 않았으며, 약간의 염증세포 만이 밀집

한 양상을 볼 수 있었다 (그림 5). 

                  

그림 5. 대조군 (2 주)의 조직병리학적 소견. 누드마우스의 피하에 세포주 없이 

media만 주입한 대조군은 종양의 형성이 관찰되지 않았다. (H-E 염색, x40) 
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나나나나. . . . YD-10BYD-10BYD-10BYD-10Bmodmodmodmod    실험군의 실험군의 실험군의 실험군의 종양 종양 종양 종양 형성 형성 형성 형성 

  1) 1x10
6
cells/mouse 처리군

  YD-10Bmod 세포주를  1x10
6
cells/mouse로 누드마우스의 피하에 0.1 ml 주입한 

후, 2주, 4주, 10 주후에 생검한 조직에서는 피하 조직에 종양 세포가 mass를 형

성하고 있었다. 종양 세포는 대체로 분화가 좋은 편평 세포 암종 양상 이었다 (그

림 6). 

    

그림 6. YD-10Bmod 세포주 (1x10
6
cells/mouse, 2 주)에 의한 종양의 조직병리학

적 소견. A.A.A.A. YD-10Bmod 세포를  1x10
6
cells/mouse의 농도로 누드마우스의 피하

에 0.1 ml 주입하고 2 주 후 관찰하였을 때, 주변 조직과의 경계에 섬유성 피막을 

형성하며 팽창성 성장을 하고 있는 종양 (T)의 형성이 관찰되었다. B.B.B.B. 종양은  

keratin pearl (arrowhead)을 형성하고 있어 분화가 좋았다. (H-E 염색, A: x40, 

B: x200)
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  2) 1x10
7
cells/mouse 처리군

 

  YD-10Bmod 세포주를 1x10
7
cells/mouse로 누드마우스의 피하에 0.1 ml 주입한 

후, 2 주, 4 주, 6 주, 8 주, 10 주째에 생검한 조직 모두에서 피하 조직에 편평 

세포 암 종이 관찰되었다. 종양 세포는 대체로 팽창성 성장을 하고 있었으며, 일

부에서는 주변 결합 조직으로 침윤성 성장 양상을 보였다(그림 7). 6 주, 8 주 후

에 생검한 조직에서는 주변 지방 조직으로 광범위한 침윤성 성장 양상을 보였으

며, 종양의 중앙부위에 괴사 양상을 보였다 (그림 8). 

   

그림 7. YD-10Bmod 세포주 (1x107, 2 주)에 의한 종양의 조직병리학적 소견. A.A.A.A. 

YD-10Bmod 세포를  1x10
7
cells/mouse로 누드마우스의 피하에 0.1 ml 주입하고 

2 주 후 관찰 하였을 때, 피하에 팽창성 성장을 하고 있는 종양 (T)의 형성이 관

찰되었다. B.B.B.B. 종양은 주변 결합조직으로 침윤성 성장 (arrow)을 하고 있었다. 

(H-E 염색, A: x40, B: x200)
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그림 8. YD-10Bmod 세포주 (1x107 cells/mouse, 6 주)에 의한 종양의 조직병리

학적 소견. A.A.A.A. YD-10Bmod 세포를  1x10
7 

cells/mouse의 농도로 누드마우스의 피

하에 0.1 ml 주입하고 6 주 후 관찰하였을 때, 주변 지방 조직 내에 종양 (T)이 

산재되어 있었다. B.B.B.B. 종양 (T)은 주변 지방조직 (F) 사이로 침윤성 성장을 보이

고 있었다. C.C.C.C. 종양의 일부분에선 haphazard 형태의 거대 종양 세포 (arrow)가 관

찰되었다. D.D.D.D. 종양의 중심 부위에선 괴사 (arrowhead)가 관찰되었다. (H-E 염색, 

A: x40, B: x200, C, D: x400)   
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  3) 2x10
7 

cells/mouse 처리군

  YD-10Bmod 세포주를  2x10
7
cells/mouse로 누드마우스의 피하에 0.1 ml 주입한 

후, 2 주, 4 주, 6 주, 8 주, 10 주째에 생검한 조직 모두에서 피하 조직에 편평 

세포 암종이 관찰되었다. 종양 세포는 팽창성 성장 및 침윤성 성장을 보이고 있었

으며 (그림 9), 6 주 후에서는 주변 결합으로의 침윤 양상이 관찰되었다. 

그림 9. YD-10Bmod 세포주 (2x10
7
cells/mouse, 2 주)에 의한 종양의 조직병리학

적 소견. A.A.A.A. YD-10Bmod 세포주를  2x107 cells/mouse로 누드마우스의 피하에 

0.1 ml 주입하고 2 주 후 관찰하였을 때, 피하 조직 내에 침윤 및 팽창성 성장을 

보이는 종양 (T)이 관찰되었다. B.B.B.B. 종양의 일부에선 keratin으로의 분화를 보이는 

부위가 관찰되었고 (arrowhead), 주변 결합조직 (CT)으로 침윤성 성장을 보이고 

있었다. C.C.C.C. 결합조직으로 침윤하는 최전방의 종양세포들은 세포의 이형성이 심하

였다 (arrowhead). (H-E 염색, A: x40, B, C: x200)
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IV. IV. IV. IV. 총괄 총괄 총괄 총괄 및 및 및 및 고찰 고찰 고찰 고찰 

  

  구강암 발현 빈도는 전체 암 발현 빈도에 비해서 낮은 편에 속하나 점점 그 빈

도가 증가하는 추세에 있으며, 조기진단에 의한 외과적 수술, 방사선 치료, 항암화

학요법을 포함한 다양한 치료법에도 불구하고 높은 악성도와 재발성향으로 만족

스러운 결과를 얻기가 어려운 실정이다. 

  이러한 구강암 치료에 있어서 종양의 원인규명이나 치료의 효과를 알아내기 위

한 여러 연구 중에 누드마우스에 배양된 구강암 세포주를 이식하는 것은 매우 효

과적인 동물모델임에 분명하다 (Dinesman, 1990, Jeffrey, 2002). 즉 확립된 구

강암 세포주를 가지고 그것을 이용하여 계속 반복적인 결과를 얻을 수 있다면 많

은 구강암 연구에서 이용할 수 있는 적합한 동물 모델일 수 있다. 

  Human Tongue 기원의 편평 세포 암에서 확립된 YD-10B 세포주는 이미 누드

마우스의 피하에 접종, 이종이식 종양 유도 실험이 보고된 바 있다. 김의 연구에 

의하면  YD-10B 세포 주를 이용하여 누드마우스에 피하 이식하였을 경우 2/5의 

확률로 종양 형성 실험의 결과가 부분적이었고 (김, 2005), 이 등의 연구에 의하

면 많은 세포주 들 중 누드마우스의 피하이식에서 종양 형성을 보인 경우는 

YD-10B 세포주 뿐 이였으며, 5/5의 확률로 종양이 형성되었고, 원래 인체 암종

과 유사한 조직학적 소견을 보였으나, 경계가 명확한 섬유성 피막에 둘러 싸여 침

윤성 성장을 보이지는 않았다고 보고하였다 (Lee, 2005). 이에 저자는 YD-10B 

세포주를 이용, 이를 주위 조직으로의 침윤성이 높은 세포주의 필요성을 가지게 

되었다. 따라서 변형시킨 YD-10Bmod를 제작하여 본 실험에 이용하였으며 변형시

킨 YD-10Bmod 세포주는 기존의 세포주에 비해 Transwell
®
 invasion assay 상에

서 2.3-3.2배 높은 invasion 활성을 나타내었고, crystal violet으로 세포를 직접 염

색하여 확인한 결과에서도 비슷한 정도의 차이가 확인되었다. 또한 암세포 침윤에 주

된 역할을 하는 단백질 분해 효소인 MMP-9 (matrix metalloprotenase 9)의 활성

이 약 2배 정도 높은 것으로 확인이 되었다. 그래서 본 연구에서 종양의 높은 형

성 능력뿐만 아니라 주변 주위 조직으로의 침윤성을 보이는 생체 내 종양 형성모
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델을 개발 할 수 있었으며, 향후에는 변형시킨 YD-10Bmod 세포주를 이용하여 누

드마우스 종양 이식 시 임파절 전이 및 원격전이에 대한 연구가 필요할 것으로 

사료된다. 

  본 연구에서는 피하 이식 시 눈에 띄게 종양이 자라나는 것을 볼 수 없었기 때

문에 종양의 크기를 측정하는 것은 불가능 하였다. 이는 대부분의 피하이식 종양 

형성 시 섬유성 피막에 둘러싸인 형태로 팽창성 성장을 하는 경우에는 눈에 띄게 

크기가 성장하지만 본 연구에서 형성된 종양은 주위조직으로 침윤성 성장을 하기 

때문에 명확하게 자라는 종양의 크기를 보여주지는 못한 것으로 생각되었다. 즉 

인체 내에서의 구강 편평 세포 암의 특성을 이종 이식된 종양에서도 조직학적으

로 유사하게 보여주었으며, 또한 주위조직으로 침윤성 성장하는 양상도 비슷하게 

보여주어 명확하게 크기가 자라지는 않았지만 구강암 연구 생체모델로서의 가치

는 더 우수할 것으로 사료된다. 

  구강암 연구에서 누드마우스의 피하보다는 기원이 동일한 부위, 동소위에 이식

한 종양이 형성도 잘 일어나며, 주위조직으로의 침윤양상이나 경부 임파절 전이양

상, 원격전이등도 비슷하게 일어난다고 알려져 있다 (Myers, 2002, Hosinger, 

2003). 또한 이러한 동소위 종양 모델의 가치는 임상상황을 재현하는 자발적 전

이가 가능하고, 전이의 분자생물학적 기전을 연구할 수 있으며, 부가적으로 전이

병소로부터 암 세포 주를 재확립함으로써 전이성이 확립된 세포주를 만들 수 있

다는 것이다 (Dinney, 1995, Bruns 1999, Lensch, 2002). 그러한 이유로 구강

암 연구에서 동소위에 이식하는 것이 필수적이라고 한다. 그러나 동일부위에 이식

하는 것은 기술적으로 어려운 부분이 발생할 수 있으며, 특히 구강암 세포주 주입 

후 실험동물의 음식물 섭취가 현저히 감소하여 조기에 죽는 경우도 발생하여 관

찰기간이 한정적일 수 있다. 그래서 항암제나 방사선치료의 결과를 연구하는 경우

에는 실험동물에서 접근하기 쉬운 부위의 피하에 이식하는 방법이 많이 사용 된

다 (Boeheim, 1986, Huang, 2000등). 
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 항암제는 현재 악성 종양의 치료에 광범위하게 쓰여 지고 있다. 대부분의 항암제

는 설치류를 매개로 실험하여 개발되었지만 많은 다른 종류의 인체 악성 종양에 

대한 감수성을 알기에는 이 설치류를 이용한 모델은 역부족이었다. 박테리아에 대

한 연구가 발달하면서 생체 외 실험은 급진전 되었지만 생체 내 실험은 적당한 

모델이 없었는데 누드마우스는 이러한 분야에서 획기적인 발전을 제공하였으며 

각각의 인체 종양의 치료에 쓰일 수 있는 항암제의 적절한 선택에 중요한 실험 

모델이 되었다. 이는 누드마우스에 이식된 종양들이 일정하고 예측 가능한 성장속

도를 보이며, 종양 성장을 쉽게 측정할 수 있으며, 이식된 종양에서 인체의 특성

이 그대로 유지되기 때문이다. 그래서 대부분의 항암제 연구에서 종양 이식은 누

드마우스의 피하조직에 이식하는데 이는 이식방법이 쉽고, 치료에 반응하여 종양 

성장을 확인하기 쉽고 여러 연구에서 이러한 피하이식 방법에 의한 연구가 항암

제 선택에 유용하다고 알려져 있다. 따라서 동일부위에 이종 이식하는 동물모델 

뿐만 아니라 피하에 이종 이식하여 종양을 발생 시킬 수 있는 동물모델 또한 구

강암의 연구에 꼭 필요할 것으로 사료된다. 

  본 연구에서 1x106 cells/mouse 세포수의 변형된 YD-10Bmod 편평 세포암 세포

주 주입 시 2주, 4주, 10주째에서는 구강암 형성을 관찰할 수 있었고, 또한 관찰

된 구강암은 분화가 좋은 편평 세포 암 종 이었으며, 주위조직과의 경계에 섬유성 

피막을 형성하여 팽창성 성장을 하고 있었다. 그러나 6주, 8주째에는 구강암 형성

을 관찰할 수 없었다. 이는 실험과정에서의 오류일 가능성이라고 생각된다. 또한 

본 연구에 따르면 적은 수의 세포주를 주입한 경우 초기에만 종양의 형성을 관찰

할 수 있었으며 적정 수준의 세포 수 (1x107 cells/mouse)이상에서는 모든 기간

에서 종양 형성이 관찰 되었고 주위 조직으로의 침윤양상까지 보여 주는 것으로 

보아 상당한 의미가 있는 것으로 보인다. 또한 적정 세포 수 이상에서는 꾸준히 

10주까지 유지 되며 성장하는 것으로 보아 항암제의 연구에 있어 적절한 동물 모

델이 될 것으로 생각된다. 
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 V. V. V. V. 결  결  결  결  론 론 론 론 

  변형시킨 YD-10Bmod 구강암 세포주를 누드마우스의 피하에 이식한 후 구강암

의 안정적인 형성과 성장이 관찰되었다. 특히 적정 세포 수 (1x10
7 

cells/mouse)

이상의 주입은 피하이식에서도 주위조직으로의 침윤을 보일정도로 주목할 만한 

종양발생이 가능하였다. 

  이상의 결과로 누드마우스에서 YD-10Bmod 세포주의 피하부위 이종이식은 높은 

종양 형성능력을 가지며, 생성된 종양은 인체 내 종양 형성과 유사한 조직학적 특

징과 주위조직으로의 침윤성 성장 양상을 보이기 때문에 구강암 연구에 적합한 

동물 실험 모델로 활용할 수 있을 것으로 사료된다. 
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ABSTRACT

An An An An atopic atopic atopic atopic nude nude nude nude mouse mouse mouse mouse model model model model 

of of of of Tongue Tongue Tongue Tongue carcinoma carcinoma carcinoma carcinoma 

JONG JONG JONG JONG HYUN HYUN HYUN HYUN KIMKIMKIMKIM

Department of Dental Science, Graduate School, Yonsei University

(Directed by Prof. INHO CHA, D.D.S, Ph, D.)

   In order to make successful oral cancer treatment, we need to understand 

about tumor biology and effective chemotherapeutic agents. To achieve these 

studies, it is necessary to develope a proper in-vivo model. Therefore the 

author will make try to develop more improved animal model of more 

applicable in various method of cancer study.

   In this study, the author induced in-vivo tumorigenesis in nude mice 

by YD-10Bmod cell line used by YD-10B cell line originated from oral 

tongue squamous cell carcinoma and observed tumor formations and 

invasiveness of surrounding tissue, and found some results as follows : 

   1. The experimental group (YD-10Bmod, subcutaneous injection) produced 

tumors 13 out of 15 mice, while the control group produced none of 5 mice.  

   2. The inoculation of 1x10
6
cells/mouse produced tumors 3 out of 5 mice 

and inoculation of 1x107cells/mouse, 2x107cells/mouse produced tumors in 

every 5 mice. 
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   3. In the histopathologic studies, the inoculation of 1x10
6
cells/mouse group 

showed the characteristic features of well-differentiated squamous cell 

carcinoma and demarcated expansile growth, while the inoculation of 

1x10
7
cells/mouse, 2x10

7
cells/mouse group showed the expansile growth with 

partial central necrosis and invasive growth to surrounding fat & connective 

tissue. 

   These findings suggest that atopic xenograft of YD-10Bmod cell line in 

nude mice has a improved productivity of tumors, produced tumors showed 

the characteristics feature of human tumor and invasive growth to surrounding 

tissue in histopathologic appearance. These atopic nude mouse model of  

tongue carcinoma might assist in studying oral cancer biology and effective 

choice of chemotherapeutic agents.

Key Key Key Key words words words words :::: Oral cancer, Tongue cancer, Squamous cell carcinoma, Atopic 

nude mouse model, Cell line
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