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서      론
 

  갑상선 유두암(papillary thyroid carcinoma)은 여포암(fol-

licular carcinoma), 휘틀세포암(Hurthle cell carcinoma)과 더

불어 갑상선 여포 세포에서 기원한 분화암(differentiated 

thyroid cancers of follicular cell origin)으로, 가장 흔히 발생

하는 갑상선암이다. 대부분의 분화 갑상선암(differentiated 

thyroid cancers)은 적절한 외과적 치료 및 내과적 치료로 치

유될 수 있다. 그러나 일부의 갑상선암은 탈분화(dediffer-

entiation, loss of differentiated function)를 통해 분화된 특성

을 점차 소실하거나, 미분화(undifferentiated carcinoma) 상태

로 바뀌어 종양의 성장이 빨라지거나, 주위 조직으로의 침

윤이 증가하는 등의 보다 공격적인 생물학적 특성을 가지

게 된다. 또한 이런 종양의 경우, 기존의 효과적인 수술 후 

보조 요법인 방사성 요오드 요법이나, TSH 억제 요법에도 

반응성이 떨어지게 되므로, 근치적 절제 이 외에는 효과적

인 치료법이 없는 실정이다. 갑상선 유두암의 발암기전과 

그 진행은 아직 잘 밝혀져 있지 않으나, 발생과 진행에 관여

하는 세포유전학적, 분자생물학적 변이의 연구를 통한 새

로운 치료 대상을 찾으려는 노력이 최근 활발히 진행되고 

있다. 최근 암 발생 및 진행에 연관이 있을 것으로 생각되어 

활발히 연구되고 있는 cyclooxygenase (COX)-2 역시 이런 
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Purpose: Cyclooxygenase (COX) enzymes catalyze the rate- 
limiting step in arachidonate metabolism. COX-1 is expressed 
constitutively in many cell types. However COX-2 is an 
inducible enzyme responsible for prostaglandin production at 
site of inflammation. Recently, there has been increasing 
evidence that COX-2 involves in development and progres-
sion of human tumors. The aim of the present investigation 
is to evaluate the antiproliferative effect of NS-398, a selec-
tive COX-2 inhibitor, and its mechanism in a papillary thyroid 
cancer cell line, TPC-1.
Methods: We used TPC-1 cell line, NS-398 and EGF. COX-2 
expression was detected by RT-PCR and western blot. We 
used MTT assay to evaluate antiproliferative effect of NS- 
398. The mechanisms of growth inhibition were evaluated 
by apoptosis assay and cell cycle analysis using flow 
cytometry.
Results: COX-2 expression was identified by both RT-PCR 
and western blot in TPC-1 cells and it was upregulated by 
serum, EGF (10 ng/ml), and NS-398 (50 mM). NS-398 in-
duced a dose-dependent inhibition of cell proliferation but did 
not increases apoptotic cell population significantly in the 
TPC-1 cell line. EGF treatment (10 ng/ml) for 72 hours did 
not seem to change the antiproliferative effect of NS-398. 
The proportion of G0/G1 cell cycle was increased by 10% 
compared with control after 36 hours of treatment with 
NS-398.
Conclusion: TPC-1 cells expressed COX-2 constitutively

and its expression was upregulated by serum, EGF, and NS- 
398. The selective COX-2 inhibitor, NS-398 inhibited cell pro-
liferation in TPC-1 cell line rather by cell cycle arrest at 
G0/G1 phase than by inducing apoptosis. (Korean J Endo-
crine Surg 2003;3:106-112)
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관점에서 좋은 연구의 대상이 될 수 있겠다.

  Cyclooxygenase (COX)는 arachidonate의 중요한 속도제한

효소로서, COX-1과 COX-2의 두 가지 isoform이 알려져 있

다. COX-1은 대부분의 세포에서 구성적 효소로 발현되는데 

반해, COX-2는 정상 상태에서는 발현되지 않고 있다가, 염

증, cytokine, 혈청, 성장인자 등에 의해 발현의 증가가 유도

되는 isoform이다. COX-2는 인체 여러 암에서 과발현이 관

찰되며, 갑상선에서도 특히 갑상선암과, 하시모토 갑상선염

에서 과발현이 보고된다.(1) COX-2는 염증 반응뿐 아니라 

세포증식의 조절에도 중요한 역할을 한다는 여러 증거들이 

제시되어왔다. 종양의 발생과 COX-2의 연관은 대장암의 경

우에 많은 연구가 보고되었다.(2-7) 비특이적인 COX 억제

제인 비스테로이드성 소염진통제를 꾸준히 사용한 사람에

서, 그렇지 않은 사람에 비해 대장암에 의한 사망률이 감소

되었다는 역학적 증거와(6) 가족성 용종증(familial adeno-

matous polyposis)의 쥐 모델에서 COX-2 발현을 억제시켰을 

때 용종의 수와 크기가 현저히 감소되었다는 실험적 증

거(4) 등이 이를 뒷받침 해 준다. 그러나 이러한 종양의 발

생과 COX-2의 연관은 대장암에만 국한되지 않고, 위선

암,(8,9) 자궁 경부암(10-12) 등에서 종양의 진행과 치료 후 

생존율에도 연관이 있음이 보고되어, 인체 여러 암의 발생

과 진행에도 COX-2의 역할이 있을 것으로 기대된다.

  갑상선암의 치료에 있어서도, 현실적으로 근치적 절제를 

제외하고는 효과적인 수술 후 보조 요법이 없는, 분화가 나

쁜 갑상선암(poorly differentiated thyroid carcinoma)나, 미분

화 갑상선암 환자를 위한 새로운 치료제의 개발이 요구된

다는 점에서, COX-2가 항암 치료의 새로운 목표물이 될 수 

있는지에 대한 연구가 요구된다. 많지는 않으나, 갑상선암

을 포함한 여러 갑상선 질환에서의 COX-2 발현은 이미 보

고되어 있으나,(1,13,14) 저자들이 살펴본 바로는 갑상선 여

포 세포 기원의 분화암 세포를 이용한 COX-2 억제제의 치

료 효과는 거의 보고된 바 없다.(15) 본 연구에서는 갑상선 

유두암 세포주인 TPC-1을 사용하여, 세포주의 COX-2 발현

을 알아보고, COX-2 선택적 억제제인 NS-398의 투여에 의

한 세포증식억제 효과와 그 기전을 알아보고자 하였다.

방      법

    1) 재료

  다음과 같은 재료가 실험에 사용되었다: Cellgro Mediatech 

(Newark, DE)으로부터 Dulbecco's Modification of Eagle's 

Medium (DMEM): F12 media, l-glutamine, 1×Trypsin/EDTA 

solution, 1×PBS을 구입; Irvine Scientific (Santa Ana, CA)으

로부터 penicillin-streptomycin, fetal bovine serum (FBS) 구입; 

Cayman Chemical (Ann Arbor, MI)로부터 anti-COX-2 mouse 

monoclonal antibody 구입; Oncogene Research Products (Bos-

ton, MA)로부터 Annexin V-FITC apoptosis detection kit 구입; 

Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO)로부터 epidermal growth 

factor (EGF), propidium iodide (PI), RNase 구입; BIOMOL Re-

search Laboratories, Inc. (Plymouth Meeting, PA)로부터 COX- 

2의 선택적 억제제인 NS-398 구입. NS-398을 dimethylsulfo-

xide (DMSO)에 녹여 일차 용액(primary stock solution)은 만

들고 이를 배양액에 희석하여 사용하였다. 실험에 사용된 

DMSO의 최고 농도는 0.1% (v/v) 이하로 하였다.

    2) 갑상선 암세포주와 배양조건

  갑상선 유두암에서 기원한 세포주인 TPC-1은 Nabuo Satoh

에 의해 만들어진 세포주로, UCSF/Mount Zion Medical 

Center의 Orlo H. Clark에 의해 공여된 것을 사용하였다. 세

포주는 10% fetal bovine serum (FBS), glutamine (12.5 mg/L), 

penicillin (10,000 U/mL), streptomycin (10,000 U/mL)이 포함

된 DMEM-12 배양액을 이용하여, 가습 배양기에서 37
oC, 

5% CO2, 95% O2 환경을 유지하면서 유지 배양하였다. 혈청

에 의한 COX-2 발현의 변화를 보는 실험을 제외하면, 모든 

실험을 혈청을 제거한 배양액을 이용하여 시행하였다. 실

험에 사용된 세포가 바닥에 안정적으로 부착하여 자랄 때

까지는 유지 배양에 사용된 배양액(혈청 포함)을 사용하였

고, 실험 시작 24시간 전에 혈청을 제거한 배양액으로 교환

하였다.

    3) Western blot

  갑상선 암 세포주인 TPC-1 세포를 ∅100 mm의 플레이트

에 혈청이 포함 된 배양액과 포함되지 않은 배양액의 두 

가지 조건에서 48시간 동안 배양한 뒤, 1×PBS로 두 번 씻

고, 0.5 ml의 cell lysis buffer [10% Glycerol, 25 mM HEPES 

(PH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM MgCl2, 25 

mM NaF, 1 mM Na3VO4, 1% NP-40]으로 단백질을 정제하였

다. 단백질의 량은 bicinchroninic acid (BCA)를 이용하여 측

정하였다. 각각의 치료 조건에서 얻은 동량의 단백질(80μg)

을 sample buffer와 혼합하고 95
oC에서 3분간 가열하고 바로 

얼음에 식힌 뒤, 8% polyacrylamide gel에서 전기영동하고, 

Zata-Probe blot membran (BIO-RAD)으로 옮겼다. 5% nonfat 

dry milk in 10 mM of Tris-NaCl buffer를 이용하여 비특이적 

결합을 차단한 뒤, mouse anti-human COX-2 antibody (Cay-

man Chemical)를 1：1000의 비율로 희석하여 4
o
C에서 밤새 

반응시켰다. 2차 항체로는 horseradish peroxidase (HRP)가 결

합된 anti-mouse IgG antibody (Amersham)를 1：1000의 비율

로 희석하여 상온에서 1시간 동안 반응시켰다. 반응이 끝나

면, 세척 후 enhanced chemiluminescence (ECL) 검사 시스템

(Amersham)을 사용하여 화학발광을 시켰고 엑스선 촬영을 

하여 결과를 검증하였다.(16)

    4) RT-PCR

  갑상선 유두암 세포주 TPC-1 세포로부터 전체 RNA를 
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Trizol/Chloroform method (Invitrogen, Carlsbad, CA)를 이용하

여 추출하였고, 그 농도와 순도는 spectrophotometer를 사용하

여 확인하였다. First-strand cDNA Synthesis Kit (Amersham 

Biosciences, Piscataway, NJ)를 사용하여 RNA 8μg을 이용 

cDNA (complementary DNA)를 합성하였다. cDNA 합성은 

전체 33μl의 반응으로, RNA 8μg을 넣고, RNase-free water

로 전체 부피를 20μl로 만든 뒤, 65oC에서 10분간 denatura-

tion한 뒤, 얼음에 5분간 방치하였다. 여기에 First-strand 

cDNA Synthesis Kit의 Bulk 1st-stand mix를 11μl, DTT solu-

tion 1μl, Pd (N)6 1μl를 첨가하였다. 혼합액을 37oC에서 1시

간 동안 둔 뒤, 72o
C에서 10분간 방치하여 반응을 중지시킨 

뒤, 5분간 얼음에 방치한다.

  RT-PCR의 조성은 필터한 3차 증류수 7.7μl, 25 mM의 

MgCl2 1μl, 100 mM dNTP 2μl, COX-2 forward primer와 

revers primer 각각 2μl, 10×Buffer 2μl, cDNA 3μl, Taq po-

lymerase 0.3μl로 전체 20μl였다. COX-2 유전자 증폭을 위해 

forward primer는 5'-TTCAAATGAGATTGTGGGAAAAT-3'을 

reverse primer는 5’-AGATCATCTCTGCCTGAGTATCTT-3'를 

사용하였으며, Perkin Elmer DNA Thermal Cycler 480 (USA)

를 이용하여 PCR을 시행하고, 결과 산물을 전기 영동하여 

304 bp의 band로 확인하였다. 내부 대조(internal control)를 

위해 사용한 β-acticn의 유전자 증폭에는 forward primer로 

5’-AACCGTGAAAAG-ATGACCCAG-3'를, reverse primer로 

5'-CTCCTGCTTGCTGATCCACAT-3'를 사용하였고, 741 bp

의 band로 확인하였다. PCR 반응의 조건은 94
o
C에서 30초

간 denaturation, 55oC에서 45초간 annealing, 72oC에서 45초

간 extension하는 방법으로 총 35 cycle을 시행하였다. PCR 

산물을 1%의 agarose gel에서 전기영동하고 ethidium bro-

mide로 염색하여, 해당 크기의 band를 관찰하였다.(16)

    5) 세포 증식 검사: Colorometric MTT (dimethylthi-

azoldiphenyltetrazoliumbromide) assay

  세포증식 분석법인 MTT assay는 세포의 증식과 활성, 

growth factor와 cytokine 등에 대한 세포의 반응, 세포독성 

효과(cytotoxic effects)등을 검증하는데, 민감하고, 정량적이

며, 신뢰할 수 있는 방법이다.(17)

  TPC-1 세포를 ∅100 mm plate에서 배양하여 85∼100%의 

confluency를 보일 때, 1×Trypsin/EDTA 용액을 이용하여, 

세포를 수확한 뒤, 이를 96 well plate에 매 조건당 6 well을 

사용하도록 분주하였다. 각 well에는 TPC-1 세포를 4,000 개

씩 분주하고, 배양액이 200μl이 되게 하였다. 처음 24시간

은 혈청이 포함된 배양액으로 세포가 well에 안착하도록 하

였고, 실험 시작 24시간 전에 혈청이 포함되지 않은 배양액

으로 바꾸어 주었다. COX-2의 선택적 억제제인 NS-398을 

0, 25, 50, 100μM 농도로 투여하였고, EGF (epidermal growth 

factor)는 10 ng/ml 농도가 되도록 투여하였다. 배양액의 교

환과 약물의 투여는 매일 시행하였다. 약물 투여 72시간 후, 

배양액을 제거하고, 새로 각 well에 100μl의 배양액을 넣고, 

5 mg/ml의 MTT 용액을 20μl씩 넣어 충분히 혼합한 뒤, 

37
oC 배양기에서 차광 상태로 2시간 동안 두었다. 이후 각 

well에 0.04 N HCl/iso-propanol/3% SDS 150μl를 첨가하고 

충분히 혼합한 후 차광 상태에서 상온에 1시간 동안 방치하

였다. ELISA microplate reader (Molecular Devices)를 이용하

여, 595 nm에서 각 well의 optical density를 측정하였다.

    6) 세포소멸 검사(Apoptosis assay)

  세포소멸은 Annexin V-FITC Kit (Oncogene Research Pro-

ducts, Boston, MA)를 이용하였다. 6 well plate에서 TPC-1 세

포를 각각 1×10
6 개씩 분주하고, 처음 24시간 동안 혈청이 

포함된 배양액으로 배양하고, 실험 시작 전 24시간 동안 혈

청을 제거한 상태에서 배양하였다. NS-398을 여러 농도(0, 

50, 100, 200μM)로 하여 36시간 동안 투여한 뒤, 1×Tryp-

sin/EDTA 용액을 이용하여, 세포를 수확하였다. TPC-1 세포 

1×10
6를 차가운 PBS로 2회 씻어낸 뒤, 윈침하여 얻은 cell 

pellet을 1 ml의 1×binding buffer (10 mM Hepes/ NaOH, pH 

7.4, 140 mM NaCl, and 2.5 mMCaCl2)와 섞고, 이 중 500μl를 

취하여, 1.25μl의 Annexin V-FITC를 첨가한 다음, 15분간 

암실에 방치하였다. 원침하여 결합되지 않은 Annexin V- 

FITC를 포함한 상층액을 제거하고, 10μl의 propidium io-

dide를 첨가한 뒤, 바로 유세포 분석을 시행하였다.(18)

    7) 세포주기 분석(cell cycle analysis)

  6 well plate에서 TPC-1 세포를 각각 1×10
6 개씩 분주하

고, 처음 24시간 동안 혈청이 포함 된 배양액으로 배양하고, 

실험 시작 전 24시간 동안 혈청을 제거한 상태에서 배양하

였다. NS-398을 여러 농도(0, 25, 50, 100μM)로 하여 48시간 

동안 투여한 뒤, 1×Trypsin/EDTA 용액을 이용하여, 세포를 

수확하였다. 5×10
5
 세포를 200μl 1×PBS로 재 부유한 뒤, 

차가운 70% ethanol 2 ml로 -20oC에서 30분간 고정하였다. 

고정한 TPC-1 세포를 다시 원침하여 상층액을 버리고, 0.8 

ml의 1×PBS로 재부유한 뒤, 1 mg/ml RNase (BIOMOL Re-

search Laboratories, Inc., Plymouth Meeting, PA)과 400μg/ml 

PI (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)를 각각 0.1 ml씩 넣

고 충분히 혼합하고 빛을 피하여 37
oC에서 30분간 방치한 

후 유세포 분석을 시행하였다.(19)

  유세포분석은 시료가 준비되는 대로 바로 시행하였으며, 

Becton Dickinson 사의 FACScan을 이용하였다. 데이터 분석

은 CELLQuest software를 이용하여, 분석할 세포를 선택하

여(gating), 10,000 events (cells) 이상을 이용하였고, 세포주

기의 분석은 Modfit software (Verity Software House, Inc.)를 

이용하였다.

    8) 통계 분석

  통계분석은 student t test와 ANOVA test를 사용하였으며, 
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P＜0.05를 유의한 결과로 보았다.

결      과

    1) 갑상선 유두암 세포주 TPC-1에서의 COX-2 발현

  반정량적 방법의 RT-PCR (Fig. 1)과 western blot (Fig. 2)의 

결과, 갑상선 유두암 세포주 TPC-1 세포는 다른 갑상선 세

포주인 FTC-133 (여포암 기원)에 비해 COX-2의 과발현을 

보였다(Fig. 2). 그러나 췌장암 세포주 Capan-1, Capan-2에 

비교하면 상대적으로 발현의 정도가 낮았다. 혈청의 존재

나 EGF (10 ng/ml) 또는 NS-398 (50 mM)의 투여는, 혈청을 

48시간 동안 제외시킨 경우에 비해 COX-2 발현을 증가시

켰다(Fig. 1).

    2) NS-398의 세포증식억제효과

  선택적 COX-2 억제제인 NS-398은 농도의 증가에 비례하

여 TPC-1 세포의 증식을 억제하였다. TPC-1 세포를 72시간 

동안 각각 25, 50, 100μM 농도의 NS-398에 노출하였을 때, 

NS-398을 투여하지 않은 대조군에 비해 세포증식이 각각 

37%, 48%, 53% 억제되었다(p＜0.05)(Fig. 3). EGF (10ng/ml) 

투여는 투여하지 않은 군에 비해 약 10%의 세포 성장을 촉

진시키나, 통계적으로 유의한 차이는 아니었다. EGF의 존

재 여부는 NS-398의 세포증식억제에 큰 영향을 미치지 못

하였다(Fig. 3).

    3) 세포소멸의 유도

  TPC-1 세포를 각각 50, 100, 200μM 농도의 NS-398에 36

시간 노출시킨 뒤, Annexin V-FITC 와 propidium iodide 염색

을 통해 NS-398 치료에 의해 유도된 세포소멸의 정도를 대

조군과 비교하였다. 유세포 분석법에서 세포소멸의 초기 

단계에 있는 세포들은 Annexin V-FITC에 염색이 되지만, 

propidium iodide에는 염색되지 않는 특징을 보인다. 본 연구

에서는 NS-398 농도를 200μM까지 증가하여도 세포소멸을 

보이는 세포군의 유의한 증가를 관찰 할 수 없었다(Fig. 4).

    4) 세포 주기의 변화

  TPC-1 세포를 각각 25, 50, 100μM 농도의 NS-398에 48시

간 동안 노출시킨 뒤, 70% ethanol로 고정하고, propidium 

iodide로 염색한 뒤, 유세포 분석법으로 세포주기를 분석하

였다. G0/G1 세포주기의 비율은 대조군에서 58.98%, NS-398 

투여농도 25, 50, 100μM에서 각각 63.96%, 63.98%, 68.24%

이었다. 대조군에 비해 NS-398 100μM 투여군에서는 G0G1 

세포주기 비율이 10% 정도 증가하는 것을 볼 수 있었다 

(Fig. 5).

Fig. 1. RT-PCR for COX-2 expression in thyroid cancer cell lines. 

(A) COX-2 mRNA expression in thyroid cancer cell lines 

was relatively weak than that of pancreatic cancer cell lines. 

(B) Serum, EGF (10 ng/ml), and NS-398 (50 mM) 

upregulated COX-2 expression in TPC-1 cell lines. TPC-1, 

a papillary thyroid cancer cell line; FTC-133, a follicular 

thyroid cancer cell line; Capan-1 and Capan-2, pancreatic 

cancer cell lines.

Fig. 2. Western blot for COX-2 expression in thyroid cancer cell 

lines. COX-2 expression in thyroid cancer cell lines was 

relatively weak than that of pancreatic cancer cell lines. 

Serum upregulated COX-2 expression in thyroid cancer 

cell lines. TPC-1, a papillary thyroid cancer cell line; 

FTC-133, a follicular thyroid cancer cell line; Capan-1 and 

Capan-2, pancreatic cancer cell lines.

Fig. 3. Antiproliferative effect of NS-398 in TPC-1 cell line. NS- 

398 inhibited cell proliferation in dose-dependent manner. 

EGF (10 ng/ml) did not affect on antiproliferative effect 

of NS-398 significantly. * p＜0.05 between 2 adjacent 

groups in EGF(-) and EGF(+) groups, respectively.
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고      찰

  본 연구에서는 갑상선 유두암 세포주 TPC-1을 이용하여, 

cyclooxygenase (COX)-2의 과발현을 확인하고, 선택적 COX-2 

억제제인 NS-398이 투여 용량에 비례하여 세포증식을 억제

함을 관찰하였다. 갑상선 유두암 세포주 TPC-1에서의 COX-2

의 세포증식 억제 작용은 세포소멸의 유도보다는 세포주기

의 변화에 따른 것으로 생각된다.

  COX는 prostaglandin 생합성의 중요한 속도제한 효소로

서 arachidonate로부터 prostagladind H2을 생성하는 과정에 

참여한다. 1976년 처음으로 정제된 cyclooxygenase는 1988

년 cloning되었으며, 1991년 COX-1과 COX-2의 두 가지 

isoforms이 존재한다는 것이 알려졌다.(20) COX-1은 생리적 

역할의 수행에 필요한 여러 과정에 관여하는 prostaglandins 

(PGs)의 생성에 관여하여 구성적으로 나타나는 isoform이

다. 이에 반해 COX-2는 중추신경계, 신장, 뼈 등 일부 조직

에서만 구성적으로 발현되고, 그 외의 조직에서는 주로 염

증세포나 면역 세포에서 endotoxin, interferon, cytokines (in-

terleukin-1), growth factors, 그리고 phorbor ester 같은 종양 

유도 물질 등에 의해 발현이 유도되고,(21,22) steroid나 in-

terleukin-4에 의해 그 발현이 억제된다.(23) 한편, 기존의 비

스테로이드성 소염진통제의 COX-1 억제에 따른 위 점막의 

손상 등의 부작용을 개선하기 위해, 최근 선택적 COX-2 억

제제들인 celecoxib, rofecoxib 등이 개발되어 임상에서 류마

티스 질환과 골관절염의 치료에 이미 널리 사용되고 있다.

  최근에는 COX-2가 염증 반응뿐 아니라, 세포 증식에도 

중요한 역할을 한다는 여러 증거들이 제시되면서, 종양이

나 퇴행성 질환에서의 COX-2의 역할이 활발히 연구되고 

있다. 실제로 역학 조사를 통해 비스테로이드성 소염진통

제(비선택적 COX 억제제)를 꾸준히 사용한 사람이 그렇지 

않은 사람에 비해 대장암으로 인한 사망률이 40∼50% 감소

되며,(6) 알츠하이머병의 빈도 또한 감소한다는 것이 잘 알

려져 있다.(24) 동물 실험에서도 가족성 용종증의 쥐 모델

에서 COX-2 유전자 발현을 억제시켰을 때(APC
Δ716 knockout 

mice), 발생되는 용종의 수와 크기가 현저히 감소되었다고 

보고된다.(4) 그러나 COX-2가 암 발생과 진행 과정에서 구

체적으로 어떤 기전을 통해 영향을 미치는가에 대한 연구

는 아직 미흡한 실정이다. 다만 COX-2의 과발현은 세포소

Fig. 4. Apoptotic asaay after 36 hour treatment with NS-398 in 

TPC-1 cell line. NS-398 did not induced a significant 

apoptosis in TPC-1 cells. Early apoptotic cells are char-

acterized by Annexin-V (+) and PI (-), located at lower 

right quadrant.

Fig. 5. Changes in cell cycle after 

48 hour treatment with 

NS-398 in TPC-1 cell line. 

NS-398 increased cell pop-

ulation of G0/G1 phase by 

10 % compared with con-

trol at the concentration of 

100 mM.
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멸에 대한 저항성을 높이고, 세포증식을 촉진하는데, 이 때 

prosterglandin E2의 증가가 일부 세포증식에 도움이 된다고 

보고된다. COX-2의 과발현은 또한 국소적 면역 억제를 유

도하거나, 혈관내피성장인자(vascular endothelial growth fac-

tor, VEGF) 등을 형성하여 종양의 성장을 촉진하고, metall-

oproteinase 활성화를 통한 주위 조직으로의 침윤에도 관여

할 것으로 추정된다.(25)

  COX-2가 종양의 발생과 성장에 관여하리라는 간접적 증

거의 하나는 인체 여러 암에서 과발현이 관찰된다는 점이

다. Mitogenic response가 있는 경우에는 COX-2 발현이 증가

되어 나타날 수 있는데, 생리적 조건 즉 창상 치유 과정뿐 

아니라, 여러 종류의 전암 단계 병변 또는 암종에서도 발현

이 증가되어 나타난다. 대장암, 식도암,(26) 폐암,(27) 췌장

암,(16) 자궁경부암,(10-12) 전립선암(28) 등 인체의 여러 암

에서 과발현이 관찰된다. 이러한 COX-2의 과발현은 전암 

병변 또는 양성 종양에서부터 나타나므로, COX-2가 초기 

단계에서부터 종양 발생과 진행에 연관을 가질 것으로 추

정된다. 갑상선의 경우, 정상에서는 COX-2의 발현을 거의 

볼 수 없고, 주로 하시모토 갑상선염과 갑상선 여포 세포에

서 기원한 분화암에서 과발현됨이 보고되었다. 갑상선암의 

조직학적 분류에 따른 COX-2 발현의 차이는 일정하지 않

다. 본 연구에서 갑상선 세포주 TPC-1(유두암 기원)과 FTC- 

133 (여포암 기원)을 비교하였는데, 유두암에서 기원한 TPC- 

1에서 과발현이 현저하였다. TPC-1 세포의 COX-2 발현은 

혈청과 NS-398 치료에 의해 증가되었으나, EGF (10 ng/ml) 

투여 후에는 큰 차이가 없었다. NS-398 투여 후로 COX-2의 

발현이 증가하지만, 그 활성은 모두 억제된다고 보고된다. 

본 연구에서는 NS-398 투여 후 COX-2 활성의 변화를 측정

하지는 않았다.

  COX-2 억제를 통한 암세포 증식의 억제는 췌장암,(29) 결

장암, 전립선암(30) 등에서 보고되어 있으나, 갑상선암에서

는 아직 보고가 없는 실정이다. 본 연구에서는 선택적 

COX-2 억제제인 NS-398을 이용하여, COX-2 과발현을 보

이는 갑상선 유두암 세포주 TPC-1에 대한 세포증식억제효

과를 MTT assay를 통해 알아보았다. 72시간 동안 NS-398을 

25, 50, 100μM 농도로 투여한 결과, 대조군에 비해 각각 약 

37%, 48%, 53% 세포 성장이 억제되는 것을 확인할 수 있었

다. 이러한 NS-398의 세포증식억제효과는 EGF (10 ng/ml) 

투여 유무에 영향을 받지 않았다. EGF의 투여는 일부 인체 

암 세포주에서 COX-2의 과발현을 유도하는 것으로 보고되

나, TPC-1 세포의 경우에는 뚜렷한 효과를 나타내지 않았

고, COX-2억제제의 효과와도 무관하였다.

  선택적 COX-2 억제제에 의한 세포증식억제의 기전은 조

직에 따라 차이를 보이는데, 세포소멸의 유도와 세포주기의 

변화, PGE2의 생성 억제, BAX, caspase-3, caspase-9의 증가, 

Bcl-2 발현의 감소 등이 보고되어 있다.(31,32) 본 연구에서 

TPC-1 세포를 이용, 48시간 동안 NS-398을 25, 50, 100μM 

농도로 투여한 결과, G0/G1 세포주기 비율은 각각 63.96%, 

63.98%, 68.24%로 대조군의 58.98%에 비해 증가하였다. 

NS-398 100μM 농도에서 G0/G1 세포주기 비율은 대조군에 

비해 약 10% 정도 상승하였다. 그러나 36시간 동안 NS-398

을 최고 200μM 농도까지 증가하여 투여하여도 유의한 세

포소멸은 관찰되지 않았다. 이상의 결과로 갑상선 유두암 세

포주 TPC-1에서의 NS-398의 세포증식억제는 세포소멸의 유

도보다는 세포주기의 변화가 그 주요한 기전으로 생각된다.

결      론

  본 연구에서 갑상선 분화암에서도 선택적 COX-2 억제제

가 치료적 효과를 가질 수 있음을 제시하였다. 그러나 세포

증식의 억제가 세포소멸을 유도하기보다는 세포주기의 정

지를 통해 이루어져, 그 효과가 가역적인 세포증식 억제로 

치료를 중단할 경우 세포증식이 다시 시작될 수 있겠다. 이

런 단점을 극복하기 위해서는 향후 세포주기의 정지를 통

한 분화 유도 가능성에 대한 연구와 다른 항암 치료 요법과

의 병행 치료에 대한 연구가 더 필요하겠다.
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