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ABSTRACT 

Background and Objectives：Recent reports revealed that hepatocyte growth factor (HGF) is related to tumor invasion and 
metastasis. Activation of the urokinase-type plasminogen activator (u-PA)/plasmin proteolytic network and matrix metallopro-
teinase has been shown to play a key role in tumor invasion and dissemination of various malignancies. So we examined the 
effect of HGF/c-Met on MMP-2, 9 and u-PA in FaDu cell, a hypopharyngeal squamous cell carcinoma cell line. Materials and 
Method：We performed RT-PCR and Western blot in FaDu. Tumor cell invasiveness was assessed by the membrane invasion 
assay (using Transwell chamber). To examine the role of MMP-2, 9 and the relation between HGF and MMP in the invasion of 
hypopharyngeal cancer, RT-PCR and zymography were performed in FaDu cells. We tested to confirm the HGF-mediated 
plasmin activation. Results：The expressions of c-Met mRNA and protein were detected in the hypopharyngeal cell line while 
that of HGF was not. HGF markedly enhanced the invasion of cancer cells in a Transwell invasion chamber in a dose-dependent 
manner (p<0.05). The expression of MMP was detected in hypopharyngeal cancer cells and exogenous HGF slightly enhanced 
the induction of MMP-2 activity in zymogram analysis. The activity of u-PA was detected in FaDu and HGF (above 10 
units/mL) enhanced the activity of u-PA (p<0.05). Conclusion：These results suggest that HGF may play an important role in 
hypopharyngeal cancer through the activation of u-PA and matrix metalloproteinase. (Korean J Otolaryngol 2005;48:788-95) 
 
KEY WORDS：Hepatocyte growth factor·c-Met, Hypopharyngeal cancer·Invasion·Urokinase-type plasminogen activator·
Matrix metalloproteinase. 
 

 

서     론 
 

원발세포에서 시작된 암세포가 원격전이에 이르기까지는 

여러가지 복잡한 단계를 거치게 되는데 먼저 암세포가 주

변조직으로 침습하기 위해서는 세포간의 결합이 소실되어

야 하고 암세포가 이동하기 위해서는 기저막을 녹이고 주

변의 세포외 기질에 붙게 되고 세포외 기질의 단백분해에 

의해 주변조직의 결손이 생기면 이를 통해 이동하게 된다. 

또한 림프절이나 혈관으로 전이하기 위해서는 신생혈관이 

필요하다. 그런데 암세포가 성장하여 주변조직을 침투하고 

전이하는 일련의 과정은 복잡하고 다양한 과정을 거쳐 진

행되므로 각 과정에서 중요한 역할을 하는 물질들과 이들

을 조절하는 인자들의 상호관계에 의해 이루어진다.1) 이러

한 과정의 초기단계인 기저막 분해와 기질의 단백분해기에

서는 matrix metalloproteinase(MMP)와 serine prote-
ase가 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. MMP는 

정상인에서도 상처치유, 임신과 태아발생과 같은 생리적 작

용에 관여하고, 관절염과 다발성 경화성 등의 비종양성 질
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환에도 관여하며 암전이시 세포외 기질의 단백분해에 중요

한 역할을 하는것으로 알려져 있고2) serine protease중에

는 urokinase-type plasmogen activator(u-PA)가 암

의 침습에 관여하는 것으로 알려져 있다.3)4) 

한편 기질의 섬유아세포에서 분비되어 종양세포의 성장

과 이동을 촉진하고 혈관형성에 관여하는 인자로 알려진5) 

간세포성장인자(hepatocyte growth factor, 이하 HGF)

는 간세포뿐만아니라 위장관 상피세포, 각질세포 등을 위

시한 여러 상피세포의 증식을 촉진하는 능력이 있음이 알

려졌으며, 일부 암세포에 있어서는 protease의 분비를 통

해 종양의 활동(motility)과 침습(invasiveness)를 일으키

고 형질생성(morphogenesis)과 신생혈관의 생성(angio-
genesis)에 관여한다고 알려지게 되었다.6)7) 

최근 연구에 의하면 몇몇 암의 세포주를 이용한 실험에서 

종양의 침습에 중요한 역할을 하는 MMP와 u-PA에 HGF

와 c-Met이 관여하는 것으로 보고되면서 이에 대한 연관

성과 신호전달물질에 대한 연구가 진행되고 있다.8)9) 따라

서 저자들은 두경부 종양에서 침습성이 가장 강하고 전이

를 잘하는 종양인 하인두암의 세포주를 이용하여 HGF/c-

Met가 세포의 침습에 미치는 영향을 알아보고 MMP와 

u-PA의 발현에 어떠한 영향을 주는지 알아보고자 한다. 

 

재료 및 방법 
 

세포배양  

American Type Culture Collection(ATCC)으로부터 구

입한 하인두암 세포주 FaDu(HTB-43, ATCC)를 EMEM 

(10% FBS) 배지에서 5% CO2, 37℃에서 배양하였다. u-

PA assay를 위해 비교실험을 위해 Madin-Darby canine 

kidney(MDCK-2) 세포주를 10% FBS가 포함된 DMEM

에 배양하여 이용하였다. 

 

실험에 사용한 항체  

HGF에 대한 일차항체는 human 항 HGF affinity puri-
fied polyclonal goat antibody(R & D systems, Inc, MN, 

USA)를 사용하였고 c-Met에 대한 일차 항체는 human 

항 HGF receptor(c-Met) polyclonal goat antibody(R & 

D system)를 사용하였다.  

 

RT-PCR에 의한 HGF와 c-Met의 mRNA 측정  

하인두암 세포주 1 mL의 TRIzol®(GIBCOBRL, Grand Is-
land, NY, USA) 시약에 균질화시킨 후, 총 RNA를 추출하

였다. 하인두암 세포주에서 추출된 총 RNA 2μg을 각각 

Omniscript Reverse Transcriptase kit(20511, Qiagen 

Germany)의 반응혼합물{10X Buffer RT 2.0 μL, dNTP 

Mix(5 mM each dNTP) 2.0 μL, Oligo-dT primer(10 

μM) 2.0 μL, RNase inhibitor(10 units/μL) 1.0 μL, Om-
niscript Reverse Transcriptase 2 units, RNase-free 

water} 20 μL에 넣고 37℃에서 60분, 94℃에서 5분간 역

전사하여 cDNA를 합성하였다. PCR은 MinicyclerTM(MJ 

research, USA)를 사용하였고 합성된 cDNA를 Taq DNA 

polymerase 1 unit(Roche Diagnostics Co, Indianapolis, 

USA)과 각각의 primer를 넣어 증폭시켰다. 이 실험에서 사

용된 human HGF primer와 human c-Met primer의 염

기배열 순서는 다음과 같다.  

 

human HGF； 

sense：5’-ACA TCG TCA CTT CTG GC-3’ 

antisense：5’-ATC CAT CCT ATG TTT GTT 

CG-3’ 

human c-Met； 

sense：5’-AGT AGC CTG ATT GTG CAT TT-3’,  

antisense：5’-TCT TTC ATG ATG CCC TC-3’.  

β-Actin； 

sense：5’-TCA TGA AGT GTG ACG TTG ACA 

TCC TT-3’,  

antisense：5’-CCT AGA AGC ATT TGC GGT GCA 

CGA TG-3’. 

PCR과정은 초기 변성을 96℃에서 3분간 실시한 후, 96℃

에서 30초, 55℃에서 30초, 72℃에서 30초간을 총 30 

cycles을 실시하고 신전(extension)은 72℃에서 5분간 시

행하였다.  

 

Western blotting을 이용한 c-Met의 발현 검색  

하인두암 세포주를 phosphate buffered saline(PBS)으

로 세척한 다음 단백질분해 억제제(100 μg/mL phenylme-
thylsulfonyl fluoride, 1 μg/mL leupeptin)가 첨가된 RIPA 

(RadioImmunoPrecipitation) buffer 1 mL{150 mM NaCl, 

1% NP-40, 50 mM Tris(pH 8.0), 1 mM EDTA, 0.5% De-
oxycholate}에 넣고 균질화하였다. 이 균질액을 15,000 

rpm에서 10분간 원심분리 후 상층액을 Western blot an-
alysis에 이용하였는데 단백질의 양은 Bio-Rad protein 

assay(Bio-Rad, Hercules, CA USA)를 이용하여 측정하

였다. Well 당 20 μg의 단백질을 분리하기 위해 sodium do-
desyl sulfate(SDS)-polyacrylamide gel electrophoresis 

(PAGE)를 사용하여 분리한 후 nitrocellulose filter(Amer-
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sham, Arlington Heights, IL. USA)에 옮긴 다음 4℃에서 

하루 밤 동안 항 c-Met항체를 반응시켰다. 다음날 filter를 

0.1% Tween-20이 함유된 Tris buffered saline(TBS) 

용액으로 세척한 후 peroxidase-conjugated donkey an-
ti-rabbit antibody(Amersham)와 donkey anti-mouse 

antibody(Amersham)로 각각 반응시킨 후 enhanced che-
miluminescence detection system(ECL, Amersham)을 

이용하여 X-ray film으로 확인하였다.  

 

HGF 투여 후 종양세포의 침습성 분석  

HGF의 투여에 의해 실제 침습성 정도가 달라지는지를 

확인하기 위해 Transwell chamber(Costar)를 사용하였다. 

먼저 polyethylene filter(8 μm pore-sized)의 윗면에 

EMEM 100 μL에 녹인 type I collagen(6 μg/filter)을 부

은 후 하루밤 동안 laminar flow hood에서 coating시켰다. 

하부 well에 0.5% FBS medium 500 μL를 넣은 후 HGF 

0, 10, 30 ng/μL의 농도로 처리한 well을 각각 만들었다. 

Mitomycin C(8μg/mL)를 30분간 전처리 한 뒤 상부 well

의 filter위에 105 cells(in 100 μL of growth medium)를 

부착하였다(Fig. 2). 이 chamber를 37℃, 5% CO2에서 48

시간 배양한 다음 상부 well의 filter를 제거하고 pore를 

통과하여 아랫면에 부착된 세포를 hematoxylin으로 염색한 

후 광학 현미경을 통하여 그 숫자를 세었다.  

 

종양세포에서 matrix metalloproteinase(MMP)-2, 9의 

zymogram분석  

 

RT-PCR를 이용한 MMP의 발현도 검사  

냉동된 FaDu 세포조직 50~100 mg을 이용하여 조직에

서의 mRNA 측정때와 동일한 방법을 이용하였다. 이 실험

에서 사용된 MMP-2 primer와 MMP-9 primer의 염기

배열 순서는 다음과 같다.  

 

MMP-2； 

sense：5’-ACC TGG ATG CCG TCG TGG AC-3’ 

antisense：5’-TGT GGC AGC ACC AGG GCA 

GC-3’ 

MMP-9； 

sense：5’-GGG GAA GAT GCT GCT GTT CA-3’ 

antisense：5’-GGT CCC AGT GGG GAT TTA 

CA-3’ 

PCR과정은 초기 변성을 96℃에서 3분간 실시한 후 96℃

에서 30초, 55℃에서 30초, 72℃에서 30초간을 총 30 

cycles을 실시하고 신전(extension)은 72℃에서 5분간 시

행하였다.  

 

Zymogram analysis  

하인두암 세포주 세포에 HGF를 0, 10, 30 ng/mL로 처리

하고 매 1, 2일 경과 후마다 상층액을 얻었다. 상층액으로부

터 단백질을 정량한 뒤 각각 30 μg을 취한 다음 APMA 15 

μL씩 첨가하여 37℃에서 1시간동안 활성화시켰다. 활성

화된 시료를 넣고 MightySlimTM SX 250(Hoefer, CA, 

USA)24시간과 48시간 처리한 세포를 갈아 얻어진 세포질 

시료를 얻는다. 이들 시료에서 각각 10 μL을 얻어 sample 

buffer에 넣고 10분간 유지한 후 만들어진 gel에 시료를 

넣고 Novex XCell II를 이용하여 4℃에서 125V로 120분

간 반응시켰다. 실온에서 60분간 renaturing buffer에서 유

지한 다음 developing buffer 100 mL로 교환하여 37℃ 

fresh developing buffer에서 가볍게 흔들면서 18시간 유

지하였다. 그리고나서 3시간 동안 Coomassie blue로 염

색한 다음 물로 씻어내고 10분 간격으로 관찰하면서 탈색 

용액(Methanol 400 mL, Acetic acid 100 mL, Distilled 

water 500 mL)으로 Gel을 탈색시킨 후 image analyzer로 

사진을 얻었다.  

 

종양세포에서 HGF가 Urokinase type Plasmogen acti-
vator에 미치는 영향 

하인두암 세포주를 10% FBS가 포함된 DMEM 96 well 

plates에 접종하였다(3000 cells/well, 6000 cells/well) 

(MDCK-2 세포는 동일한 방법으로 1500 cells/well을 접

종하였다. 이러한 plate를 두 set을 준비하여 하나는 plas-
min 활성도를 측정하고 다른 하나는 세포의 증식을 측정하

도록 준비하였다. 하룻밤동안 배양후에 각 well에 HGF 0, 

1.25, 2.5, 5, 10, 20 units/ml을 넣고 24시간 배양하였다.  

 

Plasmin 활성도 측정 

phenol red가 없는 DMEM에 두번 씻고 reaction buffer 

200 μL{50%(v/v) 0.05 U/mL plasminogen in DMEM 

(without phenol red), 40%(v/v) 50 mM Tris buffer 

(pH8.2), 10%(v/v) 2.25 mM chromozyme PL in 100 

mM glycine solution}을 넣었다. 37℃, 5% CO2 조건하에 

3시간 동안 배양한뒤 405 nm의 파장에서 automated spec-
trophotometric plate reader로 흡광도를 측정하였다. 

 

세포의 증식 측정  

4℃, 50% trichloroacetic acid에 20분 정도 고정한 뒤 
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deionized water에서 5번 세척한 뒤 건조시켰다. sulforo-
damine B(SRB)(100 μL/well, 0.4%(w/v) in 1% acetic 

acid)을 각 well에 넣은 뒤 plate을 상온에서 30분 정도 배

양하였다. Unbounded SRB을 제거하기 위해 1% acetic 

acid에 세번 세척한 뒤 570 nm의 파장에서 automated sp-
ectrophotometric plate reader로 흡광도를 측정하였다. 

 

통계적 분석  

침습분석은 one-way ANOVA test를 이용하였고 사후

검정은 Scheffe test를 이용하였다. 통계는 p 값이 0.05 이
하인 경우를 통계학적으로 의의있는 것으로 판정하였다.  

 

결     과 
 

하인두암 세포주에서의 RT-PCR과 Western blotting  

하인두암 세포주를 이용한 RT-PCR의 결과 HGF의 발현

은 없었으나 c-Met의 발현은 강하게 나타났고 Western 

blotting상 c-Met의 강한 발현이 확인되었다(Fig. 1).  

 

 

HGF 투여 후 종양세포의 침습성 분석  

Transwell chamber에 type I collagen을 coating하고 

시행한 침습 검사에서 대조군이 평균 19개인데 반해 HGF 

10 ng/mL인 경우 평균 89개이였고 HGF 30 ng/mL인 경우 

136개로 HGF를 처리한 군에서 대조군에 비해 Transwell 

chamber를 통과한 수가 통계적으로 유의하게 많았고(p< 

0.05), HGF 30 ng/mL인 경우가 10 ng/mL 경우에 비해 통

계적으로 유의하게 침습이 증가되는 결과를 보였다(Fig. 3).  

 

종양세포에서 matrix metalloproteinase(MMP)-2, 9의 

zymogram분석  

 

RT-PCR를 이용한 MMP의 발현도 검사  

하인두암 세포주에서 HGF가 MMP-2와 MMP-9에 미

치는 영향을 보기위해 시행한 검사에서 MMP-2인 경우 

HGF를 처리하였을 때 24시간, 48시간에 각각 시행한 RT-

PCR 검사상 HGF 10 ng/mL을 처리한 경우에서는 HGF를 

처리하지 않은 대조군과 차이가 없었으나 HGF 30 ng/mL으

로 처리한 경우에는 발현이 증가되는 것을 확인할 수 있었

다. 그러나 MMP-9인 경우에는 대조군과 HGF 처리군과의 

차이가 뚜렷하지 않았다(Fig. 4).  

 

Zymogram analysis  

MMP-2, 9의 활성도에 미치는 HGF의 영향을 보기위해 

시행한 zymogram상 하인두암 세포주에서 시행한 검사에

서는 MMP의 활성도가 확인되지 않았으나 하인두암 세포주

의 배양액에서 시행한 MMP 활성도 검사에서는 MMP-2

의 활성도가 확인되었는데 이는 대조군에 비해 증가된 양상

이었고 24시간에 시행한 zymogram에서는 HGF 10 ng/mL

를 처리한 경우에 활성도가 가장 크게 나타났으며 48시간에 

시행한 zymogram에서는 검사에서는 HGF 30 ng/mL를 처

리한 경우에 활성도가 가장 크게 나타났다. MMP-9의 경

우 48시간에 시행한 zymogram에서 HGF 30 ng/mL를 처

리한 경우에 활성도가 약하게 발현되었으나 다른 시간과 조

건의 검사에서 활성도가 약하여 발현의 차이를 보기가 어

려웠다(Fig. 5).  

Fig. 1. Expression analysis of c-Met and HGF in FaDu cell line. A：The expression of c-Met mRNA on RT-PCR were detected in hypo-
pharyngeal cancer line (FaDu cells) B：The protein of c-Met on Western blotting were detected in FaDu cells. However, HGF was 
not detected in the RT-PCR and Western blotting. 
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Fig. 2. Transwell chamber used in invasion assay. 
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종양세포에서 HGF가 Urokinase type Plasmogen acti-
vator에 미치는 영향 

하인두암 세포주와 비교하기 위해 사용한 MDCK2세포주

에서는 기존의 연구에서와 같이 HGF을 넣었을 경우 넣지 

않는군에 비해 통계적으로 유의하게 plasmin 활성도가 증가

된 것을 볼 수 있었다(>0.05). 하인두암 세포주에서는 well

당 3×103개의 세포를 접종한 경우 투여된 HGF의 양에 

따라 plasmin의 활성도가 증가된 양상이나 통계적으로 유

의하지는 않았다(Fig. 6). 그러나 well당 6×103개의 세포

를 접종한 경우에는 HGF의 양에 따라 증가된 양상이었고

(Fig. 6A), 이를 SRB 염색에 의해 보정한 결과 HGF 5 

unit/ml까지는 변화가 없으나 10 unit/mL에는 5 unit/mL와 

통계적으로 유의하게 plasmin의 활성도가 증가된 양상으로 

Fig. 3. Invasion assay. FaDu cells seeded on the upper
membrane in the presence (10, 30 ng/mL) or absence
of recombinant HGF in the lower compartment. After
48 hour of incubation, plugged cells in 8 μm pore or
cells attached to the under-surface or the membrane
were counted. The bars show SD of triplicate samples.
Data are representative of 3 separate experimnents
with similar results. *p<0.05 when compared with that
of control by ANOVA test. HGF enhanced the invasion
of FaDu cells in a Transwell invasion chamber in a dose-
dependent manner(p<0.05). 
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Fig. 4. RT-PCR of MMP-2, 9 in FaDu cells. The expression of MMP
was detected in FaDu cells and exogenous HGF (30 ng/mL)
slightly enhanced expression of MMP-2. 

Fig. 5. Induction of MMP-2, 9 activity by HGF. FaDu cells were
serum-deprived for 48 hours, then incubated with fresh medium
containing HGF (10, 30 ng/mL). Conditioned medium were
collected at 24 hours and 48 hours respectively. Samples were
fractionated on a polyacrylamide gel containing 0.1% gelatin
and zymogram was developed as described in Material and
Methods. Migration of the 92-kDa and 72-kDa gelatinase acti-
vities as determined from molecular weight standards are in-
dicated by the solid arrows. 

MMP-9  
(92 kDa) 

MMP-2 
(72 kDa) 

30 (ng/mL) C 10 30 C 10 

1 day 2 day 

 



 
 
 
 
 

김철호 외 

 793 

나타났다(Fig. 6B). 

 

고     찰 
 

일반적으로 암세포가 주변조직으로 침윤하기 위해서는 우

선 세포간의 결합이 소실되어야 하고 암세포가 이동하기 위

해서는 주변조직의 분해가 필요하다. 저자들은 이미 하인

두암 세포주인 FaDu에서 HGF가 세포간의 해리와 분산을 

촉진하고 이동능을 증가시킨다는 보고를 한 바 있다.10) 그

러나 암세포가 주위조직으로 침윤하고 전이현상을 일으키기 

위해서는 암 주변 조직의 분해가 필요한데 이에는 MMP와 

u-PA 등이 관여하게 된다.11) 따라서 본 연구는 HGF의 수

용체인 c-Met의 발현을 보이는 FaDu에서 MMP와 u-PA

의 활성도와 HGF에 의한 MMP와 u-PA의 활성도 증가를 

알아보는데 있다. 본 저자들의 연구에서 HGF가 HGF 수

용체를 갖고 있는 하인두암 세포주에서 강력한 세포증식과 

운동능력을 유발하며 세포의 형태학적인 변형을 초래한다

고 보고하였는데 이러한 세포의 운동능력과 형태학적인 변

형에 있어서 세포내 액틴과 같은 세포골격의 변형과 상피세

포간의 해리현상이 중요하다.10)12) 일반적으로 Met에 의한 

세포의 이동은 두 단계로 나누어 설명하는데 초기 단계는 

HGF 처리후 6시간내에 이루어지는 것으로 세포내 골격의 

신전(cytoskeletal extension), 퍼짐(spreading), 세포간

의 유리(detachment of cell-cell contacts) 등의 현상이 

나타나며 후기 단계는 HGF 처리후 16시간 혹은 24시간 

이후에 나타나는 현상으로 세포가 분산(scattering)되는 현

상이다.10)13) 

이러한 세포의 이동이나 침습에서 가장 중요한 현상은 액

틴의 형성이 특정부위에서 일어나 방향성을 지닌 pseudo-

podia가 돌출하는 것으로 pseudopodia의 형성은 실험적

으로 세포의 이동과 관련이 있음이 확인되었고 체내에서 종

양세포의 이동과 관련이 있다고 알려져 있다.14) 이러한 세

포의 형태학적인 변화는 저자들의 연구에서도 잘 관찰되었

다.10) 세포간의 유리후에 이동하는 능력을 갖은 세포가 종

양이 침습과 전이를 일으키려면 기저막을 파괴한 후 주변 

기질을 녹이는 작용을 하게 되는 현상은 일반적으로 종양

세포와 주변의 간질세포에서 분비되는 heparinase, serine 

proteinase, cathepsin, MMP 등에 의해 일어나며 이 중 

MMP와 serine protease가 중요한 역할을 하는것으로 알

려져 있다.15) MMP는 기질의 특이성, 억제제의 결합부위, 

기질의 결합부위 그리고 세포막에서의 존재 위치에 따라 크

게 fibrillar collagen을 분해하는 collagenase, proteoglycan

과 glycoprotein을 분해하는 stromelysins, nonfibrillar 

denatured collagen(gelatin)을 분해하는 gelatinase, 그리

고 matrilysin의 4가지 군으로 구분되며 현재까지 24여종 

이상의 MMP가 발견되었다.16)17) 종양의 침습기전은 기저막

이 주로 type Ⅳ collagen으로 형성되어 있기 때문에 type 

Ⅳ collagenase계의 MMP-2와 MMP-9이 가장 중요한 

단백분해 효소로 작용한다.16) 최근 연구에 의하면 MMP의 

작용이 침습과 전이에서의 역할 뿐아니라 proteolytic pro-
cess에 의한 bioactive molecule 기능을 조절함으로 성장

인자를 활성화시키고, 성장인자 결합단백을 불활성화시키

고, matrix protein들에서 mitogenic molecule을 release

시키는 역할을 함으로써 암세포 자체의 성장을 유도하고 

주위 간질세포들을 간접적으로 조절하여 암세포가 종양을 

형성하는데 많은 도움을 주는것이 확인되었다.18) 또한 cell 

adhesion molecule을 매개로 하여 암세포의 이동능을 향

상시키고, 암세포를 apoptosis와 host immune defense 

Fig. 6. HGF-mediated plasmin activation in MDCK-2 cells (a) and FaDu (b：3000 cells/well, c：6000 cells/well). Plasmin activation was 
determined by using a specific plasmin chromophore substrate and measuring absorbance at 405 nm as described in “Materials 
and Methods.” A：HGF enhanced the plasmin activation in MDCK-2 cells (a) and FaDu (c) in a dose-dependent manner. B：The 
resuls of HGF-mediated plasmin activation was corrected by sulforodamine B (SRB) stain.  Error bars. The SE from the mean fo mul-
tiple experiments (n>3). 
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system으로부터 구제하는 기능을 하며 bFGF나 VEGF 등

의 angiogenesis growth factor들을 활성화시키고 endos-
tatin이나 angiostatin등의 natural angiogenesis inhibitor

의 생성을 억제함으로써 혈관생성을 용이하게 하는 역할을 

하는 것으로 알려지고 있다.18) 결과적으로 MMP는 암세포

의 성장과 주변 기질 재형성 및 혈관신생 활성화로 암의 생

성부터 침윤, 및 전이의 모든 과정에 중요한 역할을 하는 

것으로 확인되었다. 본 연구에서는 하인두암에서의 MMP

의 역할을 알아보기 위하여 하인두암 세포와 세포 배양액에

서 MMP의 발현과 활성도를 측정하였고 HGF가 MMP의 발

현과 활성도에 어떠한 영향을 주는지를 연구하였는데 RT-

PCR를 이용한 하인두암 세포에서의 MMP의 발현실험에 있

어서 MMP-2와 MMP-9의 발현은 확인이 되었다. 그러나 

HGF에 의한 MMP의 발현의 증가는 MMP-2에서 HGF를 

30 ng/mL을 처리하였을 때만 발현이 증가되어 고용량의 

HGF의 처리시에 mRNA의 발현이 증가되는 것으로 확인

되었고, zymography를 이용한 활성도 검사에서 하인두암 

세포에서는 MMP-2, 9이 미약하게 발현되어 큰 의미가 없

었으나 이를 배양한 배양액에서는 MMP-2가 강하게 발현

이 되어 아마도 세포안에서 만들어진 MMP가 배양액으로 분

비되는 것으로 추측된다. HGF에 의한 영향도 MMP-2의 경

우에는 정상에 비해 HGF를 처리한 군에서 활성도가 증가

된 것으로 나타났으나 MMP-9에서는 HGF를 30 ng/mL

으로 처리하고 48시간에 측정한 경우에만 약하게 그 활성

도가 나타났다. 본 실험에서 MMP-2의 경우는 HGF의 농

도에 따른 RT-PCR과 MMP-2의 활성도에서의 일관성이 

없어 보이는 결과에 대해서는 실험에 따르는 차이와 다른 

실험에서도 드물지 않게 나타나는것이 m-RNA의 증가가 

바로 protein의 증가와 연결되지 않을 수 있고 이 실험에서

와 같이 분비된 단백질의 활성도는 또 다를수 있지 않을까 

하는 것이 저자들의 해석인데 향후 이에 대한 추가 실험과 

RT-PCR외에 Western blot도 같이하여 MMP protein의 

양의 차이도 측정하는 것이 필요할 것으로 생각된다. 종양

의 종류와 암발생부위간의 차이가 있을 수는 있으나 Horie 

등은 HGF/c-met signal의 증폭이 신장암 세포주(renal 

cell carcinoma cell line, Caki-1)에서 proMMP9, pro-
MMP1, 및 urokinase-type plasminogen activator(uPA)

를 upregulation한다고 보고하였고8) Kawamata 등은 구강

편평세포암종에서 proMMP9과 활성화된 MMP-2가 정

상 치주보다 높게 발현되고 종양내의 HGF농도와 MMP의 

활성도간에 유의한 상관관계가 있음을 발표하였다.9) 편평

세포암의 세포주를 이용하여 EGF, TGF, HGF가 8시간

후에 MMP-9의 활성도를 유도하였으나 MMP-2는 검사

된 48시간 동안에는 유도되지 않았는데 그 후 24시간 이

상 incubation한 뒤에 보면 MMP-2의 modest down-

regulation이 일어난 현상을 확인하여 사용된 세포에 따라 

MMP의 발현과 HGF의 영향이 다름을 알 수 있다.11) 한편 

Trusolino 등은 유방암세포주(human mammary adeno-
carcinoma cell line)가 MMP-9과 uPA를 기본적으로 많

이 분비하는데 여기에 HGF를 처리해도 이로인해 MMP가 

더 증가하는 현상은 관찰하지 못했다.12) 이러한 종양이 발

생한 부위에 따라 혹은 세포주의 차이에 따라 기질을 분해

하는 단백분해효소의 발현에 차이가 있음을 알 수 있었다. 

따라서 동일한 하인두암에서도 여러 종류의 세포주를 이용

한 검사가 필요하리라 생각된다. 

MMP외에 종양의 침습과 전이에 있어 중요한 단백분해효

소가 serine protease인데 이는 주로 내피 세포에서 분비되

고 tissue-type plasminogen activator(t-PA)와 uro-
kinase-type plasmingen activator(u-PA)가 있으며, 이

중 t-PA는 주로 혈전 용해에 관여하고, u-PA는 주로 암

종의 침윤에 관여하는것으로 보고되고 있다19)20) u-PA는 

분자량 52kD인 serine protease의 일종으로 고형암에서 

발현이 증가되어 기저막 분해의 중추적인 역할을 담당한다. 

종양세포는 u-PA를 비활성화 형태의 proenzyme인 pro-

uPA로 합성분비하며 이는 plasmin 등에 의하여 활성화 형

태로 전환된다.21) 활성화된 u-PA는 plasminogen에서 pla-
smin으로 전환을 더욱 가중시키며, 증가된 plasmin은 종양 

주위의 기질을 구성하고 있는 fibrin, fibronetin, proteo-
glycan, laminin등을 파괴하고, type Ⅳ collagenase를 활

성화하여 기저막의 중요구성성분인 type Ⅳ collagen를 간

접적으로 파괴시킨다.21)  

최근 인체 종양조직에서 u-PA의 발현이 예후인자로서의 

이용 가능성이 제시되고 있으며, ELISA(enzyme-linked 

immunoabsorbent assay)법에 의하여 검색된 u-PA의 면

역활성능(immunoreactivity)은 고형암에서의 예후인자로 

제시되었다.22) 국내에서는 진 등23)이 면역조직화학적 염색

을 통해 후두 편평세포암종에서 침윤양상과 림프절전이에 따

른 MMP-2와 u-PA의 발현양상을 보고하였는데 MMP-2

의 경우 림프절전이시 통계적으로 유의하게 발현율이 증가

된 양상을 보였고 u-PA의 경우 종양병기(T stage)에 따라 

발현율의 차이를 보였다. 본 연구에서는 HGF에 의한 FaDu

의 Transwell chamber에서의 침습성을 설명하기에 MMP

의 역할만으로는 부족하다는 판단하에 HGF가 u-PA에 미

치는 영향을 평가하였는데 진 등23)의 연구에서 종양의 침습

과 전이에 MMP-2가 주 역할을 했다면 본 연구에서 FaDu

의 침습에는 MMP와 u-PA가 함께 역할을 했고 이러한 현
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상이 HGF에 의해 증가된것으로 판단된다. 

  

결     론 
 

이 연구를 통하여 HGF가 하인두암 세포주(FaDu)의 침

습을 증가시키는것으로 확인되었고 이에는 MMP-2와 u-

PA가 역할을 하고 HGF가 MMP-2와 u-PA의 역할을 증

가시키는 것으로 나타났다. 따라서 하인두암의 전이에 있어 

가장 중요한 침습작용에 HGF을 매개로 하는 MMP와 u-

PA의 활성도의 증가가 관여함을 알 수 있었다.  
 

중심 단어：간세포성장인자·c-Met·하인두암·침습·

urokinase-type plasminogen activator·matrix metallo-
proteinase. 
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