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CD44 and CD133 as Cancer Stem Cell 
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Purpose: Currently, the two most influential gastric stem cell marker candidates are CD44 and CD133. The aim of this study was to 
make a comparison and determine the appropriate marker for use in gastric cancer stem cell research.
Materials and Methods: We analyzed the expressions of CD44, CD133, and CD24 from the gastric cancer cell lines MKN45, MKN74, 
KATO-III, NCI-N87, SNU-1, SNU-216, SNU-601, SNU-638, and SNU-688 using flow cytometry. In addition, we measured the change 
in viability after applying 5 fluorouracil (5-FU) to the MKN45, MKN74, KATO-III, and NCI-N87 cell lines using a Cell Counting Kit 8. 
Results: CD133 expression was above moderate in the KATO-III, SNU-216, SNU-601 cell lines, whereas it was below 1% in the 
remaining cell lines. CD44 was expressed at levels above 5% in all gastric cancer cell lines. The effect of 5-FU on viability and CD133 
or CD44 expression in the cell lines were not related.
Conclusions: Expression of CD133 positive cells was insufficient in the gastric cancer cell lines. Therefore, of the cell lines tested, CD44 
was the most appropriate tumor maker for research on gastric cancer stem cells. 

Key Words: Gastric cancer, Cancer stem cells, CD44, CD133

J Gastric Cancer 2010;10(3):99-105  DOI:10.5230/jgc.2010.10.3.99

Instroduction 

암의 발생과 재발에 비정상적 줄기세포가 위계적으로

(hierarchical model) 관여한다는 암줄기세포 이론(cancer stem 

cell theory)은 근치적 절제술 후 암의 재발과 항암제 내성의 원

인을 설명하고 새로운 암 치료 방향을 제시하고 있는 새로운 

연구 분야이다. 이미 1997년에 혈액암,(1) 2003년에 유방암(2)에

서 암줄기세포가 분리되어 줄기세포로써의 기능과 특징이 확

인되었지만 다른 종양생물학적 연구 분야에 비하면 아직 많은 

연구가 이루어지고 있지 않다. 특히 위암 관련 암줄기세포 연

구 결과는 현재까지 한두 편에 불과하다. 

암줄기세포는 자가복제능력(self-renewal)과 다른 종류의 세

포로 분화될 수 있는 능력(differentiation)을 동시에 가지는 종양 

내 특정 세포군으로 정의된다.(3) 암줄기세포 이론에 따르면 암

줄기세포가 새로운 암종괴를 형성할 수 있기 때문에 암줄기세

포가 아닌 종양 세포들을 수술로 완전히 제거하고 항암화학치

료를 시행해도 암줄기세포가 남아있으면 암은 다시 재발하게 

된다. 따라서 암을 완전하게 치료하기 위해서는 암줄기세포를 

제어할 수 있는 방법을 알아내야만 한다. 이런 암줄기세포 연구

를 수행하기 위해서는 암줄기세포를 다른 세포들로부터 분리

할 수 있는 암줄기세포 표지자를 선정하는 과정이 필수적이다. 

위암은 우리나라에서 가장 빈발하는 암이지만 아직 위암

에 대한 암줄기세포 연구가 보고된 적은 없다. 본격적 연구에 

앞서 위암 줄기세포 표지자가 먼저 제시된다면 위암 줄기세포 

관련 연구가 활성화 되는데 도움이 될 것으로 판단한다. 현재 

가장 가능성 있는 위암 줄기세포 표지자는 CD133과 CD44로 

CD133은 가장 많은 암에서 암줄기세포 분리를 위해 사용되었

고 CD44는 최근 Takaishi 등(4)이 위암 세포주에서 암줄기세포

를 분리하기 위해 사용하였다. 

저자들은 위암 줄기세포 연구의 시작에 필요한 암줄기세

포 표지자를 결정함으로써 위암 줄기세포 연구를 시작하려는 

연구자들에게 도움을 주고자 Takaishi 등(4)이 보고한 CD44 표
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지자를 이용한 위암 줄기세포 연구의 유세포 분석을 재현하고 

CD133 및 CD44에 대한 문헌 검색을 실시하였다.

Materials and Methods

1. 위암 세포주 
Takaishi 등(4)의 연구에서 유세포 분석 결과 CD44 양성인 위

암 세포주 MKN45, MKN74, NCI-N87와 CD133 양성인 위암 

세포주 KATO-III 그리고 SNU-1들은 한국세포주은행(http://

cellbank.snu.ac.kr/index.htm)에서 분양 받았다. 위암 세포주 

SNU-216, SNU-601, SNU-638, SNU-688은 삼성서울병원 최민

규 교수로부터 공여 받았다. 모든 세포주는 10% 소태아 혈청과 

1% 항생 및 항진균 용액을 포함하는 RPMI 1640배지(Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA)에 배양하여 사용하였다. 

Fig. 1. Expression of CD133, CD44, CD24 on gastric cancer cell lines using fl ow cytometry. (A) Expression of CD133 was detected only on KATO-
III, SNU-216 and SNU-601. (B) Expressions of CD44 were above 5% on all cell lines. CD44+/CD24+ subpopulations were found to be highly 
expressive on MKN45 and SNU-688.
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2. 분석 대상 표지자 선정
CD133와 CD44는 다양한 암에서 암줄기세포 분리를 위해 사

용되었던  표지자들이다. 유방암, 췌장암 등에서 표지자로 사용

되었던 CD24는(2,5,6) CD44와의 관계를 알아보기 위해 선택하

였다. 

3. 유세포 분석 
유세포 분석은 각각의 위암 세포주에서 CD133, CD44, CD24 

표지자의 발현 정도를 알아보기 위해 시행하였다. 100 mm의 

세포 배양용기의 표면 70~80% 정도가 배양세포로 밀집되었을 

때 배양 세포를 인산염완충용액으로 세척한 후 Trypsin-EDTA 

(Invitrogen)로 처리하여 해리시긴 뒤 원심 분리하였다. 침전

된 세포괴를 다시 완충액에 부유시키고 100배로 희석된 anti-

CD44-fluorescein isothiocyanate (FITC) (BD Biosciences, San 

Diego, CA, USA), anti-CD24-phycoerythrin (PE) (BD Biosciences, 

San Diego, CA, USA), anti-CD133-PE (BD Biosciences, San 

Diego, CA, USA) anti-CD326-allophycocyanin (APC) (BD 

Biosciences, San Diego, CA, USA)와 4oC 냉장고에서 20분간 반

Fig. 1. Continued.



Lee HJ, et al.

102

응시켰다. 염색한 세포는 다시 세척 후 최종적으로 2 ng/ml의 

농도가 되도록 조정하여 BD FACSCaliburTM Flow Cytometer 

(Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA)로 분

석하였다. 

4. CCK-8 분석  
세포 주 MKN45, MKN74, KATO-III, NCI-N87의 CD133 과 

CD44 발현 정도는 세포주의 암줄기세포 표지자 발현율과 상관

이 있을 것으로 생각하고 fluorouracil (5-FU, 중외제약, Seoul, 

Korea)에 의한 세포 생존율을 Cell Counting Kit 8 (CCK-8 assay, 

Dojindo Molecular Technologies, Inc. Tokyo, Japan)을 사용하여 

측정하였다. 96-well plate에 각각 5천 개의 세포를 분주하여(100 

μl/well) 하룻밤 동안 37oC, 5% CO2 환경에서 배양하여 각각 0, 5, 

10, 20 μM의 5-FU 용해에 노출시킨 뒤 2, 5, 8일째 CCK-8 용액

과 4시간 동안 반응시키고 microplate reader (OD 450 nm)를 이

용하여 흡광도를 측정하였다.  

Results

1. 유세포 분석 
CD133의 발현은 KATO-III에서 85%, SNU-216에서 38%, 

SNU-601에서 32%였으나 MKN45, MKN74, NCI-N87, SNU-1, 

SNU-638, SNU-688에서 모두 1% 미만으로 발현되었다. CD44

의 발현은 MKN45에서 94%, MKN74에서 22%, KATO-III에서 

91%, NCI-N87에서 88% SNU-1에서 5%, SNU-216에서 14%, 

SNU-601에서 9%, SNU-638에서 63%, SNU-688에서 100% 등 

모든 세포주에서 5% 이상 발현되었다. 유방암이나(2) 췌장암(5)

에서와 같이 CD44와 연계된 CD24의 발현을 보기위한 살펴본 

CD44+/CD24+ 세포의 비율은 MKN-45, SNU-688 세포주에서 

높았으며 KATO-III, SNU-1, SNU-638 등에서는 거의 발현되

지 않았다(Fig. 1). 

2. CCK-8 분석  
CCK-8 분석은 MKN45, MKN74, KATO-III, NCI-N87 세

포주들에 대해 0, 5, 10, 20 μM 의 5-FU 농도로 시행되었으나 5  

μM 농도에서 2일째부터 이미 충분한 세포독성이 확인되고 10 

및 20 μM 농도의 실험결과가 5 μM와 같아 5 μM 농도 결과만 제

시하였다. 광학현미경상에서 8일째 5-FU를 처리하지 않은 세

포와 처리한 세포에서 생존율의 차이가 있음을 관찰할 수 있었

다. 그래프에서 CD133 발현이 높았던 KATO-III 세포주에서 다

른 세포주에 비해 시간이 지나면서 더 빠르게 사멸되는 양상이 

관찰되었으나 세포주의 CD44 혹은 CD133 표지자의 발현과 세

Fig. 2. Morphologic appearance and 
viability of 5-FU treated gastric cancer 
cell lines; KMN45, KMN74, KATO-
III, NCI-N87. (A) Gastric cancer cells 
were incubated with RPMI and 5 μM 
of 5-FU. Cells were examined by light 
microscopy on the 8th day of treatment. 
(B) Cell viability measured by CCK-
8 assays. 5 μM of 5-FU was added to 
gastric cancer cell lines and cell viability 
was measured using the CCK-8 assay 
on 0 day, 2 day, 5 day and 8 day. Cell 
viability was slightly more decreased in 
KATO-III cells than others.
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포 생존율의 연관성은 확인되지 않았다(Fig. 2). 

Discussion

진행성 위암의 경우 근치적 수술과 보조적 항암화학치료에

도 불구하고 암이 재발되어 환자가 사망에 이르게 되는 경우가 

많다.(7) 이런 한계를 극복할 수 있는 가능성을 제시하는 종양생

물학적 연구 분야가 위암 줄기세포 연구이다. 암줄기세포 연구

를 위해서는 암줄기세포를 인체 조직 혹은 세포주에서 분리하

는데 사용될 표지자를 우선 결정해야 한다. 하지만 선택한 표지

자가 얼마나 정확히 암줄기세포를 분리시키는지는 선택한 표

지자를 이용하여 분리한 세포들이 기능적으로 암줄기세포의 

특성을 얼마나 가지고 있는지 알아보는 후속 실험을 통해서 판

단되어져야 한다. 따라서 본 연구에서 위암 줄기세포 연구를 위

한 표지자로 거론하는 CD133과 CD44의 발현들은 위암 줄기세

포 차체의 발현과는 다르게 받아들여져야 하며 후속 연구가 필

요하다는 점을 전제로 해석되어져야 한다. 

CD133은 혈액 줄기세포의 표면 항원으로 처음 알려진 세포

막 통과 당단백질로 현재까지 여러 암줄기세포를 분리하기 위

해 가장 흔하게 사용되어져 왔던 표지자이다. 최근까지 뇌종양, 

대장암, 간암, 폐암, 갑상선암, 난소암, 후두암, 유잉씨 육종, 자

궁내막암 등 10종의 고형암 18예에서 사용이 보고되었다.(8-14) 

하지만 위암에 관련된 CD133 연구는 Smith 등(15)이 KATO-III 

위암 세포주에서 CD133 발현이 높아 항암화학치료의 표적으로 

사용될 수 있다고 보고한 예와 Boeg 등(16)이 CD133의 발현이 

진행성 위암에서 상대적으로 약해 암 생성능을 가늠할 수 있는 

인자로써 사용하는 것이 적절치 않다고 보고한 예를 제외하면 

찾아보기 힘들다. 본 연구에서 CD133에 대한 유세포 분석 결과

는 Takaishi 등(4)과 Smith 등(15)의 연구 결과와 같이 KATO-III

에서 높은 발현을 보였으며, SNU-216과 SNU-601에서도 중등

도 이상의 발현이 확인되었다. 하지만 나머지 3분의 2에 해당하

는 6종의 위암 세포주에서는 1% 미만으로 발현되었다. 전체 세

포 중 1% 미만의 세포를 분리하여 실험을 수행하는 것이 기술

적으로 어렸다는 점을 감안하면 CD133을 위암에서 일반적 암

줄기세포 표지자로 사용하는 것이 제한적일 것으로 판단된다. 

하지만 KATO-III와 같이 CD133 발현이 높은 세포주들에 한정

하여 수행하는 연구는 고려할 수 있을 것으로 보인다. LaBarge

와 Bissell(17)과 Shmelkov 등(18)은 CD133 양성과 음성 세포 모

두 면역억제 마우스에서 새로운 종양을 형성할 수 있다고 보고

하면서 CD133을 암줄기세포 분리 표지자로 사용하는 것 자체

에 대한 부정적 의견을 제시하기도 하였다. 

CD44는 히알루론산의 주수용체인 세포막의 당단백으로 세

포와 세포사이, 세포와 세포외 기질사이의 상호작용에 관여하

여 암세포의 부착 및 이동에 중요한 역할을 하는 대표적 세포 

부착 분자로 알려져 있다.(19) 현재까지 췌장암, 간암, 전립선암, 

난소암, 대장암, 담도암, 자궁 경부암, 유방암, 평편 세포암, 위

암 등 9종의 암 11예에서 암줄기세포의 분리를 위해 CD44가 표

지자로 사용되었다.(5,20-22) 위암 관련 CD44 연구는 Takaishi 

등(4)이 CD44 양성 세포가 면역 억제 마우스에서 적은 수의 세

포로도 암을 생성한다는 결과를 보고한 예가 암줄기세포 연

구로는 대표적이며 나머지는 대부분 위암 중심부에서 관찰되

는 CD44가 암의 침윤성, 전이성, 예후에 관련되어 있다고 보고

한 연구들이다.(23) Mirecka 등(24)은 변형된 형태의 CD44가 위

암에서 60~90% 이상 발현된다고 보고하였으며 정상 위점막의 

Paneth 세포나 벽세포, 근육세포, 혈관내피세포 등에서도 발현

된다고 보고하였다. Ishimoto 등(25)도 위암이 발생하는 유전자 

변이 마우스의 정상 위점막의 편평원주상피 접합부에 있는 느

린 세포 주기를 가지는 세포들에서 CD44가 정상적으로 발현된

다고 하였으며 여기서부터 마우스의 위암이 시작되며 위암이 

발생하면 CD44의 발현이 같이 증가한다고 보고하였다. Nishii 

등(26)은 다른 암종에서 기능적으로 암줄기세포를 분리를 위해 

사용하는 방법인 측면군락법(side population)으로 분리한 위암 

세포군에서 상대적으로 높은 CD44 발현이 관찰된다고 보고하

였다. 이런 연구 결과들은 암화 과정의 초기에 CD44 양성세포

가 관련되어 있을 가능성을 뒷받침하며 CD44 양성세포가 암의 

침윤과 전이의 시작을 유도하는 세포 중 하나일 가능성을 제시

하고 있다. 따라서 CD44 양성 세포가 기능적으로 암줄기세포의 

특성과 상당부분 일치할 가능성이 높다. 본 연구의 유세포 분석

에서 CD44는 9종의 암 세포주에서 모두 5% 이상의 고른 발현

을 보여 CD133에 비해 일반화하여 암줄기세포를 분리하기 위

한 표지자로 사용하기 유리할 것으로 판단되었다. 

암줄기세포의 일반적 특성 중 하나는 항암제 내성을 보이는 

것이다. Dallas 등(27)은 항암제에 내성을 보이는 대장암 세포주

에서 CD133의 발현이 30배 CD44의 발현은 2배 정도 높다고 보

고하였으며 Hong 등(28)도 췌장암에서 분리한 CD44 양성 세포

가 음성 세포에 배해 상대적으로 높은 항암제 내성을 보였다

고 보고하였다. 본 연구에서도 CD133 발현이 높았던 KATO-III

나 CD44의 발현이 높았던 MKN-45 등에서 다른 항암제 내성 

효과가 관찰될 것으로 기대하였으나 표지자의 발현 비율 차이

에 따른 세포주간 세포 생존율의 차이는 관찰되지 않았다. 하지

만 5-FU의 최소 농도 5 μM에서 이미 모든 세포주에서 세포의 

생존의 현저한 감소가 관찰되었던 점을 감안하면 5-FU의 최

소 농도가 세포주에서 표지자의 발현 차이에 따른 항암제 내성

의 차이를 구분해 내기에 지나치게 높았을 가능성을 배제할 수 

없다. 따라서 표지자 발현의 분율 차이가 항암제에 대한 반응과 

상관이 있는지는 표지자를 이용하여 세포를 분리한 후 다양한 

항암제 농도로 확인하는 연구를 통해서 밝혀져야 할 것이다. 

본 연구는 적은 수의 위암 세포주에서 유세포 분석의 결과
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만을 바탕으로 문헌 고찰을 통해 위암에 합당한 암줄기세포 표

지자를 선택하려고 한 축소된 초기 연구이다. 따라서 위암에서 

CD44 혹은 CD133에 대한 기존 연구를 반영하여 인체 위암 조

직에서의 직접 각 표지자의 발현 양상과 예후를 포함하는 환자

의 임상적 결과를 연계한 연구가 후속되어져야 보다 학문적이

며 임상적 적용이 가능한 정보를 제공할 수 있을 것으로 판단된

다. 하지만 아직까지 위암 줄기세포 연구를 위한 표지자 선정에 

참고할 만한 실험과 자료 수집이 제공되고 있지 않은 상태인 점

을 감안하면 본 연구보다 확대된 연구를 시작하는데 참고 자료

로는 활용될 수 있을 것으로 기대한다. 

지금 위암 줄기세포 연구를 시작하는 것은 여러 가지 측면에

서 도전적 요소가 많다. 하지만 위암 연구자들이 암줄기세포 연

구에 관심을 가지고 의견 교환을 지속하며 연구를 계획하고 시

작한다면 최소한의 시행착오로 다른 암에서의 암줄기세포 연

구 수준으로 빠른 시간 안에 발전 수 있을 것으로 판단한다. 

위암 세포주에서 CD133 양성 세포의 비율은 3분의 2정도의 

세포주에서 1% 미만으로 발현되고 있고 CD133가 암줄기세포 

표지자로 사용되는 것에 대한 부정적 의견이 있으며 위암에 관

련된 CD133 연구가 부족한 상태이다. 따라서 모든 위암 세포주

의에서 5% 이상 발현되며 줄기세포 관련 혹은 분자생물학적, 

임상적 연구결과가 축적되어 있는 CD44를 위암 세포주에서 암

줄기세포 연구를 위한 표지자로 선택하는 것이 합당하다. 
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