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서      론

  전립선암은 서구의 경우, 남성에서 발병률이 가장 높으

며 사망률은 두 번째인 암이다. 국내에서는 식생활 및 생활 

유형이 서구화됨에 따라 빠른 증가를 보이며 20년 전에 비

하여 20배 증가를 보여, 사회적으로 중요성이 부각되고 있다.
1

  Interleukin-6 (IL-6)은 면역반응과 항상성 유지 및 급성기 
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Purpose: Interleukin-6 (IL-6) can stimulate a variety of tumors including 
prostatic carcinoma. Research has recently shown that IL-6 may act to 
stimulate the progression of prostatic cancer. IL-6 is elevated in the sera 
of patients with metastatic prostatic cancer and it has been shown to be 
a candidate marker of disease activity. To date, little work has been per-
formed to characterize the nature of granulocyte macrophage colony- 
stimulating factor (GM-CSF) and the expression of IL-6. The aim of this 
study is to evaluate the effects of GM-CSF on the expression of IL-6 in 
PC-3 cells.
Materials and Methods: The bone-derived PC-3 cell line was used in this 
study. Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) was 
performed to detect the GM-CSF and also the IL-6 mRNA expression. The 
IL-6 protein was measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
after treatments with the hGM-CSF.
Results: hGM-CSF was expressed in the PC-3 cell line. Our data indicated 
that the IL-6 mRNA expression was not increased at 4, 8 and 12 hours 
by the hGM-CSF in comparison to the control group, but it was slightly 
increased at 24 and 48 hours. The expression of IL-6 protein was increased 
at 4, 8, 12, 24 and 48 hours after hGM-CSF treatment, in comparison with 
the control group.
Conclusions: The IL-6 mRNA expression was slightly increased by hGM- 
CSF at 24 and 48 hours in comparison to the control group. Yet the IL-6 
protein expression increased before the IL-6 mRNA expression. Therefore, 
hGM-CSF may modulate the post-transcription pathway of the IL-6 ex-
pression in prostate carcinoma cells. Our data suggest that GM-CSF may 
have a possible IL-6 mediated pathophysiologic role in prostate cancer. 
(Korean J Urol 2006;47:786-790)
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반응을 유도함으로써, 체내 방어기전에 중요한 역할을 하

는 사이토카인이며, 아울러 전립선암의 진행에도 중요한 

역할을 한다.
2 IL-6의 혈청 농도는 전이성 전립선암과 호르

몬 불응성 전립선암에서 증가되어 있다.
3 또한 전립선암뿐

만 아니라 흑색세포종, 신세포암, Kaposi 육종, 난소암, 림프

종, 백혈병, 다발성 골수종 등 여러 종양이 IL-6에 의하여 

자극을 받으며, IL-6은 암의 진행 및 불량한 예후와 많은 

관련이 있다.
4,5 또한 IL-6이 LNCaP 세포에서 전립선특이항

원 (prostate specific antigen; PSA) mRNA 발현을 증강시키

고, 안드로겐이 고갈된 상태에서 부분적으로 LNCaP 세포

의 안드로겐에 비의존적인 성장을 유발한다.
6 이는 IL-6이 

전립선암의 성장과 분화에 중요한 역할을 하며, IL-6이 안

드로겐 의존성 전립선암세포에서 안드로겐 비의존성세포

로 전환하는 데 기여한다는 것을 시사한다.
6

  Granulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-CSF)

는 조혈 집락 자극인자 (hematopoietic colony stimulating fac-

tor) 중 하나로, 골수전구세포의 분화와 증식을 조절하고,
7
 

성숙된 단핵구와 과립구의 기능을 항진시키며, 골수배양 

실험에서 파골세포를 억제하고 골아세포의 분열을 자극한

다.
8
 또한 많은 암에서 GM-CSF 또는 그 수용체가 발현되는 

것이 보고되었지만,
9
 골수를 제외한 정상조직 및 종양조직

에서 GM-CSF의 정확한 병태생리적 기능은 명확치 않다. 

다만 종양에서 GM-CSF는 측분비 (paracrine)와 자가분비

(autocrine)로 작용하며,
10
 전립선암에서 병기가 나쁘고 뼈 

및 림프선 전이가 있을 때 높게 발현한다.
11
 또한 전립선암 

세포주에서 GM-CSF가 배양 시간과 농도에 따라 전립선암 

세포주의 증식능에 영향을 미친다.
12

따라서 GM-CSF와 IL-6은 전립선암의 증식, 진행 및 전이

에 있어서 중요한 역할을 한다. GM-CSF와 IL-6의 관련성을 

알아보기 위하여 전립선암세포주 PC-3에서 GM-CSF와 

IL-6의 발현 유무를 확인하고, GM-CSF가 IL-6에 미치는 영

향을 알아보고자 하였다.

재료 및 방법

    1. 실험재료

  실험에 사용한 종양세포주는 한국 세포주 은행 (Korean 

Cell Line Bank)에서 인형 남성호르몬 비의존성 전립선암세

포주 PC-3를 분양받아 사용하였다. 기본 배지는 RPMI 1640

(Gibco, Carlsbad, USA)에 10% 우태아혈청, L-glutamine, 

penicillin과 streptomycin을 첨가하여 사용하였고, 배양 용기

는 5% CO2와 95% 공기가 공급되고 적절한 습도와 37
oC의 

온도가 유지되도록 하였다.

    2. 실험방법

  1) Reverse transcription polymerase chain reaction (RT- 

PCR)을 이용한 hGM-CSF 및 IL-6 mRNA의 발현: PC-3 세

포를 5x10
5
의 세포로 10% 우태아혈청이 포함된 RPMI-1640 

배지에 부유시켜 6 well 배양조에 배양하였다. 24시간 배양 

후 hGM-CSF (Pierce Biotechnology, Rockford, USA) 시료는 

50ng/ml 농도로 2% 우태아혈청을 함유한 RPMI-1640 배지

에 첨가하여 37
o
C, 5% CO2 배양조에서 4, 8, 12, 24, 48시간

을 배양한 PC-3 세포주로부터 RNeasy Mini Kit (Quiagen, 

Germany)를 이용하여 총 RNA를 추출하였다. 추출한 RNA

는 260nm와 280nm에서 흡광도를 측정하여 RNA의 양과 순

도를 확인하였다.

RNA 1μg으로부터 cDNA 합성은 Reverse Transcriptase 

AMV kit (Roche, Germany)를 이용하여 10x reaction buffer

(100mM Tris, 500mM KCl, pH 8.3) 4μl, 25mM MgCl2 8μl, 

dNTP mix (dATP, dCTP, dTTP, dGTP, 10mM each) 4μl, 

oligo-p (dT)15 primer 4μl, RNase inhibitor 2μl, AMV reverse 

transcriptase 1.6μl에 DEPC-처리된 멸균 증류수를 첨가하여 

총 40μl로 만들었다.

역전사 반응은 자동온도조절기 (GeneAmp PCR system 

Table 1. Primer sequences of the reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

Gene Primer sequence Product size
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Sense 5'-ATGTGGCTGCAGAGCCTGCTGC-3'
GM-CSF* 424

Antisense 5'-CTGGCTCCCAGCAGTCAAAGGG-3'

Sense 5'-AAATTCGGTACATCCTCGAC-3'
IL-6† 295

Antisense 5'-CAGGAACTGGATCAGGACTT-3'

Sense 5‘-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3'
GAPDH‡ 228

Antisense 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
*GM-CSF: granulocyte macrophage colony-stimulating factor, †IL-6: interleukin-6, ‡GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
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2400, Perkin Elmer, USA)에서 25oC에서 10분, 42oC에서 60

분간 반응시키고 역전사 효소의 불활성화를 위해 99
oC에서 

5분간 반응시켰다. cDNA를 합성한 후 시발체 (Table 1)를 

사용하여 중합 효소 연쇄 반응법으로 각각의 유전자를 증

폭시켰다. 반응은 최종농도가 10mM Tris-Cl (pH 8.3), 2mM 

MgCl2, 200mM dNTP, 10pM의 각 primer, 0.5 unit Taq poly-

merase, cDNA 1μl을 가하여 반응액 20μl로 조절하여 수행

하였다. GeneAmp PCR system 2400을 사용하여 시발체 조

건에 따라 30회 반응시킨 후 증폭된 유전자 산물을 2% 

agarose gel에 전기영동하여 hGM- CSF와 IL-6 mRNA 발현

정도를 확인하였다. 대조군은 hGM- CSF를 처리를 제외하

고 48시간 배양하였고, 나머지는 동일하였다.

  2) Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)를 이용

한 IL-6의 단백 정량: PC-3 세포를 각각 3x10
4의 세포로 

10% 우태아혈청 함유한 RPMI-1640 배지에 부유시켜 6 well 

배양조에 배양하였다. 24시간 후 hGM-CSF 시료를 50ng/ml 

농도가 되도록 2% 우태아혈청을 함유한 RPMI-1640 배지에 

첨가하여 37
oC, 5% CO2 배양조에서 4, 8, 12, 24, 48시간 배

양한 후 상층액을 이용하여 IL-6 단백의 발현 정도를 ELISA 

kit (Amersham Biosciences, Japan)를 이용하여 측정하였다. 

대조군은 hGM-CSF처리를 제외하고 나머지는 동일하게 유

지한 배양조에서 48시간 배양한 후, IL-6 단백 발현을 ELISA

를 이용하여 측정하였다. ELISA를 이용한 IL-6의 정량 분석

은 평균±표준편차로 표시하였고, 통계적 분석은 Student's 

t-test를 적용하였으며, p값이 0.05 미만일 경우 의미 있는 것

으로 판정하였다.

결       과

    1. RT-PCR을 이용한 hGM-CSF와 IL-6 mRNA의 발현

  전립선암세포주 PC-3에서 정상적으로 hGM-CSF가 발현

되었고 (Fig. 1), 4, 8, 12, 24, 48시간 배양한 PC-3에서 정상적

으로 IL-6 mRNA가 발현되었다. 대조군에 비해 12시간까지

는 발현이 증가하지 않았으나, 24시간 및 48시간에는 발현

이 미약하게 증가되었다 (Fig. 2).

    2. ELISA를 이용한 IL-6의 발현 확인

  각각 6개 배지에서 시간별대로 배양한 전립선암세포주 

PC-3에서 나타나는 IL-6의 평균값 및 표준편차는 4, 8, 12, 

24, 48시간에서 각각 23.19±4.00pg/ml, 47.40±2.97pg/ml, 

53.54±8.45pg/ml, 54.13±6.98pg/ml, 55.42±9.28pg/ml였다 

(Fig. 3). IL-6 단백은 control과 비교하여, 4시간 이상 배양한 

경우 통계적으로 의미있게 발현이 증가하였다. 하지만 4, 8, 

12, 24, 48시간에서 배양한 IL-6 단백은 평균적으로 시간에 

따라 증가하는 추세에 있었으나, 각각 배양시간별 통계적

인 차이는 없었다 (Fig. 3).

고      찰

  전립선암은 남성에서 발병률이 높은 질환으로, 최근에는 

식생활과 생활유형이 서구화됨에 따라 국내에서도 발병률

이 급속도로 증가하는 추세이다.
1 내분비요법, 수술, 방사선

Fig. 1. hGM-CSF* expression in PC-3. *hGM-CSF: human granu-

locyte macrophage colony-stimulating factor.

424bp

M hGM-CSF*

Fig. 2. Time course of the IL-6mRNA expression in PC-3 cells. 

The PC-3 cells were treated with hGM-CSF for the indicated 

times. The IL-6mRNA expression is not increased at 4, 8 and 12 

hours, but the IL-6mRNA expression is increased at 24 and 48 

hours. *IL-6: interleukin-6, 
†GAPDH: glyceraldehyde-3-phos-

phate dehydrogenase.

IL-6  (295bp)*

Control 4 8 12 24 48 hours

GAPDH  (228bp)

Fig. 3. The averages of the interleukin-6 (IL-6) concentrations (ng/ 

ml) and their standard deviation for the incubation periods as deter-

mined by ELISA. The IL-6 protein expression is significantly in-

creased at 4, 8, 12, 24 and 48 hours after hGM-CSF treatment 

compared with the control group. *: p＜0.05.
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요법 등 여러 가지 치료가 이용되고 있으나, 결국에는 남성

호르몬에 대한 감수성을 상실하여 전이를 한다.

  GM-CSF는 과립구 집락 자극인자 (granulocyte colony 

stimulating factor; G-CSF), 대식세포 집락자극인자 (macro-

phage colony stimulating factor; M-CSF), IL-3과 더불어 조혈 

집락 자극인자이며 조혈세포의 분화를 조절한다. 이는 골

수전구세포의 분화와 증식을 조절하고,
7 성숙된 단핵구와 

과립구의 기능을 항진시키며, 면역세포의 생성을 증가시킨

다. 본 연구에서 전립선암세포주 PC-3에서 hGM-CSF가 발

현되었다. 다른 보고에서도 전립선암에서 GM-CSF와 그 수

용체가 발현되며, GM-CSF가 전립선암세포주에 의해 생산

되고 또한 전립선암세포주를 자극한다.
13,14 이것은 GM-CSF

가 골수에 많이 존재하면서 파골세포를 억제하고 골아세포

의 분열을 자극하는 작용을 하기 때문에,
8 전립선암의 골형

성성 전이 기전에 hGM-CSF가 일정한 역할을 할 가능성이 

있다. 그리고 GM-CSF 및 그 수용체는 정상세포뿐만 아니

라 유방암, 난소암, 방광암, 췌장암 폐 소세포암, 위암, 피부

암 등 여러 악성 종양에서도 발현이 증가된다.
9 
또한 다른 

연구에서 LNCaP에서 GM-CSF 수용체가 발현하였고, 정상 

전립선에서는 약하게, 전립선비대에서는 많게, 그리고 림프

선과 뼈에 전이가 있는 전립선암에서 최고도로 발현하였

다.
11
 이 또한 골전이가 있는 전립선암에서 GM-CSF가 일정 

역할을 할 가능성이 있다.

  IL-6은 암에서 다양하게 세포의 작용을 조절한다고 알려

져 있다. IL-6은 증식과 세포고사 (apoptosis)에 관여하며, 혈

관내피세포의 성장인자를 조절함으로써 혈관 생성을 자극

한다.
15 또한 IL-6은 골다공증, 전신성 홍반성 낭창 (systemic 

lupus erythematosus) 같은 양성 질환뿐 아니라 유방암이나 

난소암 같은 악성 종양에서도 증가한다.
16 IL-6는 많은 세포

에서 생산되지만, 분비가 적절히 조절되어 건강한 사람에

게서의 혈청 농도는 매우 낮다.
17 IL-6은 성장인자로 작용을 

하며, 전립선암세포를 항암요법에 의한 세포고사를 막아줄 

수 있다는 보고도 있다.
18 IL-6 수용체 mRNA는 모든 전립선

암세포주에서 존재하지만, 양성 전립선비대증에서 추출한 

상피세포와 기질세포에서는 존재하지 않는다.
19 IL-6는 

LNCaP에서 측분비 성장인자로 작용하고, DU145와 PC-3에

서 자가분비 성장인자로 작용하지만, 양성전립선비대에서 

추출한 상피세포에서는 자극하는 효과가 없다고 알려져 있

다.
19,20 여러 세포주에서 IL-6은 다양한 작용을 하며, 이것의 

자극적 또는 억제적인 작용은 혼란스럽게 보이기도 하지

만, IL-6은 특정한 실험의 결과에 영항을 주는 각기 다른 

혈청 물질과 상호작용한다.
15 이러한 점이 전립선암에서 

IL-6이 작용하는 특징적인 현상으로 여겨지고 있다.

  GM-CSF는 B-림프구에 의해 IL-6의 생산을 증가시키는 

데 있어서, 독립적으로 중요한 역할을 한다. 이러한 작용은 

주변에 GM-CSF가 실제로 존재하는지에 따라 영향을 받으

며, GM-CSF가 B-세포에서 IL-6의 생산에 직접적인 활동제

나 유도물질의 기능을 한다.
21 본 연구에서 hGM-CSF를 처

리한 호르몬 불응성 전립선암세포주 PC-3에서 IL-6 mRNA 

발현이 24, 48시간에서 증가되는 추세에 있으나 현재 실험

결과로는 예단하기 어렵다. 따라서 이를 정량하여 비교하

는 과정이 필요하며, 이를 통해 IL-6 mRNA 발현되는 양이 

시간에 따라 증가되는지 아니면 의미 있게 증가되지 않는

지 판별해야 할 것으로 생각한다.

  배지의 IL-6 단백 농도도 대조군에 비하여 증가되어 있으

나, IL-6 mRNA의 발현이 증가되기 전에 이미 농도가 증가

하는 것으로 보아, IL-6 단백의 증가는 전사의 증가보다는 

전사 후 과정의 영향에 의한 것으로 추정된다. 따라서 전립

선암에서 IL-6을 매개로 하는 병태생리적인 기전에 GM- 

CSF가 일정 역할을 할 가능성이 있음을 나타낸다. 또한 

IL-6 단백질이 증가함으로써 전립선암의 생물학적인 특성

을 나타낸다고 추정할 수 있다. IL-6의 농도는 전립선암의 

경우 골에 전이한 전립선암에서 증가하며, 또한 혈청 전립

선특이항원 (PSA) 정도와 전이된 암의 존재 여부에 의해 밀

접하게 연관되어 있다.
3,22
 그리고 정상 대조군과 비교하면, 

진행이 덜 된 전립선암 환자에서 사이토카인의 이상은 보

이지 않는다.
22
 호르몬 저항성 전립선암 환자에서 전립선비

대증, 전립선염, 국소질환 또는 재발 전립선암 환자에 비해 

IL-6이 증가되어 있으며, 이는 IL-6이 호르몬 비의존성 전립

선암으로의 진행 및 활동성, 전립선암 환자의 생존기간을 

예측해 볼 수 있는 인자임을 시사한다.
17,23 본 실험 결과에

서도 호르몬 불응성 전립선암세포주 PC-3에서 IL-6 단백질

이 증가하여, 호르몬 비의존성 전립선암으로 변화하는데 

GM-CSF와 함께 중요한 역할을 담당할 것으로 생각한다.

결       론

  대조군과 비교하여 GM-CSF를 처리한 전립선암세포주 

PC-3에서 IL-6 mRNA발현은 24, 48시간 배양에서 증가되는 

것으로 보이나, IL-6 단백의 발현은 IL-6 mRNA 발현이 증

가되기 전에 이미 농도가 증가하였다. 이는 호르몬 비의존

성 전립선암에서 GM-CSF가 IL-6 전사 이후의 경로에 관여

하여 IL-6 생성을 조절하는 것이라 생각한다.

  IL-6은 호르몬 비의존성 전립선암에서 발현하며, 호르몬 

비의존성 전립선암으로 변화하는데 GM-CSF와 함께 중요

한 역할을 담당할 것으로 생각한다. 또한 호르몬 비의존성 

전립선암에 있어서 IL-6를 매개로 하는 병태생리적 기전에 

GM-CSF가 관여한다고 추측된다.
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