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Backgrounds: Human papillomavirus (HPV) infection is known as the major causative
phenomenon in the development of cervical cancer. E6 and E7 proteins of oncogenic HPV types
can play critical roles in immortalization and malignant transformation of cervical epithelial cells.
From the previous epidemiologic data, long term use of oral contraceptives may be one of the
risk factor for cervical cancer.

Purpose: Investigation of estrogenic and anti-estrogenic effects on the proliferation of
cervical cancer cells and gene expression of HPV under the regulation of HPV upstream
regulatory region (URR) would help to explain the role of estradiol in HPV-associated
pathogenesis of cervical cancer.

Methods: Cervical cancer cells (HeLa, CaSki and C33A) were cultured in vitro in the
presence of 17β-estradiol or tamoxifen and the numbers of cells were directly counted to
observe the growth stimulatory or suppressive effect of the treatment. The correlation between
the growth regulatory effect and HPV E6/E7 gene expression was determined by reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). The estrogenic effect on the promoter activity
of HPV URR was further confirmed by transient co-transfection assays, which were conducted
in C33A cells using the HPV-18 URR-CAT reporter plasmid. Supplemental effect of estrogen
receptor on the URR promoter activity was also evaluated. To analyze the growth suppressive
function at the higher concentration of estradiol or tamoxifen in HeLa cells, DNA fragmentation
assay was performed.

Results: The proliferation of HeLa and CaSki cells was stimulated by estradiol at the
concentration of physiological level (≤ 1 X 10-6M), reaching maximal growth at 0.5 X 10-6M.
At concentration of 0.1 X 10-6M, tamoxifen also stimulated the proliferation of HeLa and CaSki
cells. In contrast to HPV-positive cervical cells, C33A cells were not influenced to cell
proliferation by addition of estradiol at the physiological level, indicating that HPV might play
role in growth stimulatory effect of estrogen or tamoxifen. Interestingly, the proliferation of
HeLa cells was totally suppressed by estradiol and tamoxifen at the higher concentration

* 본 논문의 연구는 기톨릭 대학교 의과대학 부속 의정부 성모 병원 임상의학 연구비 (1997)로 수행된 것임.
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I. 서 론

자궁경부암은 한국 여성에서 제일 흔한 암이며1),

자궁경부암의 90% 이상에서 인유두종 바이러스
(HPV, human papillomavirus) DNA가 발견되어 HPV

감염이 주된 발생 원인으로 알려져 있다(2-4). HPV-16
과 HPV-18은 자궁경부암을 유발시킬 수 있는 생화

학적 특성을 갖고 있는 고위험군 바이러스이며, 이
는 바이러스의 특정 부분인 E6, E7 단백질이 p53과

Rb1와 같은 종양억제 단백질을 불활성화시켜 세포
주기의 조절기능을 파괴시킴으로써 암화 변형이 일

어나기 때문이다5-6). HPV E6, E7 유전자는 자궁 경
부암 세포에서 전사와 발현이 증가되어 있으며, 생

성된 E6와 E7 단백의 양은 질환의 발생과 관계가
있다고 볼 수 있다7). E6-E7 유전자의 발현을 조절하

는 부위 (promoter)를 포함하고 있는 HPV upstream
regulatory region (URR)의 활성 조절은 NFI, AP-1 등

과 같은 전사 활성인자가 URR 내 결합부위에 붙어
일어난다. 이들 세포 내 인자 중 AP-1은 HPV-16/18

enhancer에 작용하는 필수적인 전사인자로 알려져
있다8-9).

임신중 condyloma의 발생이 흔하다는 보고와 가

임기 여성에서 피임제의 사용이 자궁경부암의 유발

과 연관이 있다는 연구에 의해 estrogen (17β-

estrodiol, 또는 간략히 estradiol)이 HPV 관련성 종양
에 중요한 역할을 할 것으로 생각된다10-12). HPV-16

양성인 SiHa 와 CaSki 세포에서 estradiol이 E6, E7의
발현을 전사수준에서 증폭시키며13), HeLa cell에서

transient transfection으로 HPV-16 URR을 포함한
reporter plasmid를 넣어 준 뒤 17β-estradiol을 처리

하였을 때 URR의 활성도가 2∼3 배 증가된다는 보
고에서 estradiol이 HPV URR의 활성도를 조절하는

것이 알려져 있다14). 이와 같은 estradiol에 의한 HPV
URR 활성의 조절 기전은 다른 연구 결과들을 통해

서 볼 때, estradiol과 결합하는 ER (estrogen receptor)
이 AP-1 family의 한 요소인 c-Jun과 결합하여

HPV-URR을 활성화시킬 것으로 생각이 된다15-16).
이에 본 연구에서는 외인성 estrogen의 영향으로

나타나는 자궁경부암 세포의 성장과 HPV 유전자의
조절 상태를 관찰하기 위하여 고위험 바이러스인

HPV-16과 HPV-18을 함유한 자궁경부암 세포주
CaSki, HeLa와 HPV를 함유하지 않는 C33A 자궁경

부암 세포주에서 estrogen과 antiestrogen인 tamoxifen

(5 and 10 X 10-6M), whereas those of CaSki and C33A cellswere not responded and little
suppressed at the concentration, respectively. The levels of HPV-18 E6 and E7 mRNA were
significantly increased after treatment of 0.5 X 10-6M estradiol as determined by RT-PCR.
Furthermore, transient transfection experiments using the URR-CAT reporter plasmid indicated
that the increased expression of HPV E6/E7 genes was related with the growth stimulatory
effect of estradiol and tamoxifen. In addition, co-transfection of estrogen receptor (ER) leads to
an over 4-fold increase in CAT activity after treatment of estradiol or tamoxifen with 0.5 X
10-6M. When estradiol or tamoxifen was treated at the concentration over 5 X 10-6M for 96 hr,
a typical DNA ladder, a indicative of apoptosis, was observed in HeLa cells. However, DNA
ladder was not detected in C33A cells of which growth was some suppressed under same
concentration of estradiol.

Conclusion: At the physiological levels, estradiol stimulated the growth of HPV-positive
cervical cancer cells and tamoxifen also did at the concentration of 0.1 X 10-6M. The increased
expression of HPV E6/E7 at the physiologic levels appeared to be related with the growth
stimulation of HPV-positive cervical cancer cells. Growth suppression observed at the higher
concentration (5 and 10 X 10-6M) might be a indicative of apoptosis shown by DNA
fragmentation assay in HeLa cells. Taken together, these data suggested that the concentration of
estradiol (≤ 1 X 10-6M) could be a risk-factor in HPV-mediated cerivcal carcinogenesis.

Ke y Words : HPV, E6/E7, estrogen, tamoxifen, CAT, URR, apoptosis.

- 454 -



김찬주 외

을 처리하여 자궁경부암 세포의 증식에 미치는 효

과를 조사하였고, estrogen 처리에 의한 HPV E6, E7
유전자의 발현 변화를 조사하였으며, estrogen과

tamoxifen에 의한 HPV-URR의 활성화 정도를 측정
하였다. 한편, 높은 농도의 estrogen 또는 tamoxifen

이 세포증식에 미치는 영향을 분석하고 그 억제 기

전으로서 apoptosis의 유무를 DNA fragmentation 실

험을 통해 확인하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 세포주의 배양과 estradiol, tamoxifen의 처리
17β-estradiol과 tamoxifen에 의한 성장 촉진 또는

억제 효과를 보기 위하여 HPV를 보유한 CaSki
(HPV-16), HeLa (HPV-18) 세포주와 HPV가 없는

C33A 세포주를 10% FBS (Gibco BRL, Gaithersburg,
MD)가 추가된 phenol red-free Dulbecco' s modified

Eagles medium (DMEM) 배지에서 배양하였다. 17β
-estradiol과 tamoxifen (Sigma Chemical Co. St Louis,

MO)은 100 mM stock solution으로 DMSO (Sigma
Chemical Co.)에 녹여 -20 oC에서 보관하였다. 약제

처리에 의한 각각의 암 세포주에서 시간에 따른 세

포 증식과 억제 효과를 보기 위하여 6-well plate에

각 암세포주를 7 X 104 cells/well로 넣고 37℃에서 6
시간 동안 배양시킨 후에 다양한 농도의 17β

-estradiol과 tamoxifen (0.1, 1, 5, 10 X 10-6M)을 처리
하였으며, 5∼7 일 동안 배양하였다. 날짜 별로 배지

에 부유하지 않고 부착된 살아있는 세포만을

trypsinization에 의해 모은 뒤 hemocytometer로 그 숫

자를 측정하였다. 각 세포주에서 각각 3 well에서 실
험한 평균값으로 최종 결과를 정하였다.

2. RNA 분리와 E6와 E7 유전자의 역전사 중
합효소연쇄반응

HeLa 2 X 105 세포를 10 cm dish에서 10% FBS가
첨가된 DMEM 배지에서estradiol 또는 tamoxifen을

첨가하여 배양하였다. 3 일째에 세포의 RNA를
RNeasy Total RNA Purification kit (Qiagen, Germany)

로 추출하였다. 역전사 중합효소연쇄반응 (RT-PCR)
은 추출한 20 ng의 RNA를 200 M dNTPs, 400 nM

5' & 3' primers, AMV reverse transcriptase-high

fidelity DNA polymerase mixture를 사용하였다 (Titan

One Tube RT-PCR System; Boerhinger Mannheim,
Germany). HPV-18 E6와 E7 PCR primer의 염기 서열

은 다음과 같았다.

E6 : 5' -ATGGCGCGCTTTGAGGAT-3'

5’-TTATACTTGTGTTTCTCTGCG-3‘
E7 : 5‘-ATGCATGGACCTAAGGCAA-3'

5’-TTACTGCTGGGATGCACAC-3' .

GAPDH primers (Gibco BRL)는 사용된 RNA의 양
에 대한 정상 대조의 기준으로 사용하였다. 역전사

반응은 50℃에서 30 분간 하였고, 얻어진 cDNA는
94℃에서 2분간 변성시켰다. 중합 반응은 94℃에서

30 초간 변성 (denaturation), 56℃에서 45 초 정렬
(annealing), 68℃에서 1 분간 연장 (extension)의 과정

을 25 회 반복시킨 후에, 68℃에서 7 분간 추가로 연
장하였다. PCR 산물은 1.2% agarose gel에서 전기영

동시키고, ethidium bromide 염색으로 관찰하였다.
DNA 오염을 배제하기 위한 음성대조군으로 역전사

를 시행하지 않은 RNA 추출물에서 PCR을 시행하
였다.

3. Trans ie nt tra nsfection과 CAT a s sa y을 이용
한 e s tradiol에 의한 HP V- URR의 활성 변화
측정

CaPO4/DNA precipitation 방법으로 세포에

transfection하였다. 실험에 사용된 estrogen receptor
(ER) expression vector는 Dr. Pierre Chanbon (Stras-

bourg, Paris)에게서 제공받았다. HPV-18 URR-CAT
reporter plasmid는 PCR로 HPV-18 URR을 증폭한 후

pBLCAT8+ vector에 cloning하여 제조하였다. SV40-
driven β-gal internal control plasmid를 포함시킨 ER

expression plasmid와 URR-CAT expression vector가
포함된 전체 6 g의 DNA로 침전체를 만들었다.

10% FBS가 함유된 phenol red-free DMEM 배양액에
서 C33A 세포를 60 mm dish에서 5 시간 배양 후에

해당 DNA로 만든 침전체를 transient trasnfection하
였다. 하룻밤 동안 반응시키고, 다음날 세척한 후

estradiol 또는 tamoxifen 0.5 X 10-6M을 처리한 후 24
시간 동안 추가 반응시켰다. 세포는 차가운 PBS로

2 번 세척하고, 100 l의 0.25 M Tris-HCl (pH 7.6)에
풀어서 3 차례 해동 과정을 반복하였다. 원심 분리
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는 4℃에서 10 분간 12,000 rpm으로 시행하였고, 단

백질의 정량은 Bio-Rad protein assay (Bio-Rad
Laboratory, Hercules, CA) 방법으로 측정하였다. β

-Galactosidase 측정은 일반적으로 사용되는 방법으
로 하였고, CAT 농도의 측정은 CAT ELISA로 하였

다 (Boerhinger Mannheim). 각 실험의 CAT 농도의
표준화는 β-gal 값에 따라서 교정하였으며, 적어도

3 차례 이상 반복된 실험을 시행하여 결정하였다.

4. DNA fra gmenta tion 분석을 통한 a poptosis의
확인

2 X 105 HeLa 세포와 C33A를 37℃에서 6 시간

동안 배양시킨 후에 17β-estradiol과 tamoxifen 1, 5,
10 X 10-6M을 처리하였다. 12 시간, 36 시간, 96 시

간이 경과한 후에 세포를 모아서 lysis buffer [0.5%
SDS, 0.1 M NaCl, 100 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl

(pH 8.0)]로 용해시키고, proteinase K (Sigma)를 0.5
M 농도로 넣고 55℃에서 4 시간 동안 반응시켰다.

Phenol (buffer saturated; Amresco Inc. Solon, OH)을
섞은 후 4℃ 12K rpm에서 원심 분리한 뒤 상층액만

을 분리한다. phenol/chloroform/isoamyl alchol을 넣
고 다시 원심분리하여 상층액만을 모은다. 0.3 M 농

도의 sodium acetate (pH 7.0)와 100% ethanol을 가하
여 -20℃에서 하룻밤 침전시킨 뒤, 그 침전물을 말

린다. 침전물에 70% alcohol과 RNase A (Sigma)를
처리하여 37℃에서 1 시간 동안 둔다. DNA를 TE

buffer [10 mM Tris-Cl (pH 7.4), 1 mM EDTA]에 최종
용해 시킨다. 용액의 흡광도를 측정한 뒤 5-10 μg

의 DNA를 0.5 μg/ml ethidium bromide를 가진 1.8%
agarose gel에 전기 영동한 뒤 자외선 시야 하에서

확인하였다.

5. 통계 분석
약제 처리에 의한 각각의 암세포주의 세포 증식

과 억제 효과를 약제 처리를 하지 않은 대조군과의

비교는 Kruskal-Wallis test로 하였으며, 통계 분석에
서 P-value가 0.05 이하일 때 통계적 의의가 있는 것

으로 하였다.

Ⅲ. 결 과

1. Es troge n과 a nti- e s troge n에 의한 자궁경부
암 세포주들의 성장

Estradiol과 tamoxifen을 HPV를 함유하고 있는 자
궁경부암 세포주인 HeLa와 CaSki 세포, HPV를 함

유하고 있지 않는 C33A 자궁경부암 세포주에 단독
또는 복합 처리하여 이들 약제에 의하여 세포 증식

이 영향을 받는지를 5∼7 일 동안 배양한 후 살아있
는 세포를 직접 측정하였다.

각 세포주에 estradiol을 처리하였을 때 HPV DNA
를 함유하지 않는 세포주인 C33A는 대조군에 비하

여 배양 5 일째에 estradiol 0.1 X 10-6M, 0.5 X 10-6M
과 1 X 10-6M 농도에서 세포주의 증식에 큰 영향이

없었다. 5 X 10-6M과 10 X 10-6M의 고농도 estrogen
처리에 의해서 C33A 세포는 세포 증식이 46%, 79%

씩 억제된 것이 관찰되었다 (Figure 1a, Figure 3).
HPV-16을 가지고 있는 CaSki 자궁경부암 세포주와

HPV-18을 함유하는 HeLa 세포주는 배양 5 일째에
estradiol 0.1 X 10-6M 처리 시에는 세포 증식이 대조

군에 비하여 43%, 59% 증가되어 있었으며, 0.5 X
10-6M에서는 58%, 60% 증가되었다. CaSki와 HeLa

세포주에 estradiol 5 X 10-6M을 처리하였을 때에는
대조군에 비하여 세포 증식이 18%, 74%로 유의하

게 억제되었다(Fig. 1b, 2a, Fig 3)(P < 0.05).
Anti-estrogen인 tamoxifen을 HeLa 자궁경부암 세

Fig 1. The effect of es tradiol a lone in C33A(a) and
CaSki(b) ce lls . A comparison of the growth
curves in the presence of various concentra tion
of es tradiol.
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Fig 2. The effect of es tradiol(a ) and the effect of
tamoxifen(b) in HeLa ce lls . A comparison of the
growth curves in the presence of various
concentra tion of es tradiol and tamoxifen.

Fig 3. The effect of es tradiol on the prolife ra tion of
HeLa, CaSki, C33A. A comparison of the
prolifera tion rates in the presence of various
concentra tion of es tradiol a t 5 day

포주에 처리하였을 때 배양 5 일째에 tamoxifen 0.1
X 10-6M 처리 시에는 세포 증식이 대조군에 비하여

25% 증가되었다. Tamoxifen 0.5 X 10-6M과 5 X
10-6M 처리한 경우에 세포 증식이 49%, 98% 억제되

어 tamoxifen의 농도에 따른 세포수의 차이가 관찰
이 되었다 (P < 0.05)(Fig 2b, Fig. 4).

Fig 4. The effect of es tradiol and tamoxifen on
prolife ra tion of HeLa ce ll. A comparison of the
prolife ra tion ra tes in the presence of various
concentra tion of es tradiol and tamoxifen a t 5 day

2. Es troge n 처리에 의한 HPV E6, E7 유전자
의 발현

HeLa 자궁경부암 세포의 배양액에 0.5 μM
estradiol을 처리한 후 RT-PCR로 HPV-18 E6/E7 유전

자의 발현정도를 분석하였다. Estradiol을 처리한 세
포에서 HPV-18 E6/E7 mRNA의 양을 GAPDH

mRNA와 상대적으로 비교하였더니 estradiol을 처리
한 경우가 대조군에 비교하여 E6와 E7 유전자의 발

현이 증가됨을 관찰할 수 있었다 (Fig 5).

Fig 5. RT- PCR analysis of HPV- 18 E6 and E7 mRNA.
HPV- 18- positive HeLa cells were grown in DMEN
in the absence or presence of 0.5 mM of
estradiol, E2(A). After grown for 3 days, RT- PCR
was carries out and PCR products were
separated by electrophoresis and visualized with
ethidium bromide. GAPHDH primers were used for
normalization of loaded RNA(B).
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3. Es trogen과 Anti- es trogen에 의한 HPV- URR
의 활성 변화 측정

Estrogen에 의한 HPV-18 E6/E7 mRNA 발현의 증
가가 HPV-URR 활성 변화에 의한 결과임을 분자생

물학적으로 증명하기 위하여 SV40-driven β-gal
internal control plasmid를 포함시킨 ER expression

vector와 URR-CAT reporter plasmid DNA를 C33A 세
포에 transfection시켜서 promoter 활성을 CAT assay

로 확인하였다. URR-CAT reporter plasmid만을
transfection시킨 경우 0.5 X 10-6M estradiol이나

tamoxifen에 의한 CAT 표현의 증가는 약간 관찰되
었다. ER expression vector와 URR-CAT reporter

DNA를 co-transfection시켰을 때 CAT 표현이 약 3
배 정도 증가하였고, estradiol을 처리하였을 때 4.8

배, tamoxifen을 처리하였을 때 4.7 배 증가됨을 알
수 있었다(Fig. 6).

Fig 6. Estradiol- dependent activa tion of HPV URR.
Transient transfections were performed in C33A
cervica l cancer ce ll line using HPV- 18
URR- CAT reporte r plasmid and ER express ion
vector in the absence or presence of
es tradiol(0.5 mM). After transfections , cells were
harves ted and extracted for the determination of
protein concentration and b- ga lactos idase
activity. b- Galactos idase activity was normalized
for CAT assay. CAT activity was de te rmined by
CAT ELISA.

4. DNA fra gme nta tion 분석을 통한 a poptos is의
확인

HeLa 세포에 estradiol을 1 X 10-6M을 처리한 경우
에는 96 시간이 경과한 뒤에도 apoptosis의 특이한

DNA ladder가 보이지 않았으나, 10 X 10-6M의
estradiol을 처리한 경우에는 36 시간 경과한 뒤

DNA ladder가 나타났으며, 5 X 10-6M estradiol을 처
리한 경우에는 96 시간 경과한 뒤에 DNA ladder가

나타났다(Fig. 7). 따라서, 고농도의 estradiol 투여에
의한 HeLa 세포수의 감소는 apoptosis에 의한 것 임

을 알 수 있었다. 한편, HPV-음성인 C33A 세포에
estradiol을 고농도로 처리한 경우에는 96 시간이 경

과한 뒤에도 특이한 DNA ladder가 보이지 않아서
앞서 관찰한 약간의 세포수 감소는 apoptosis가 아닌

세포 독성효과 (cytotoxic effect) 때문인 것으로 추정
된다(Fig. 8).

Fig 7. Estradiol(E2) and tamoxifen induce apoptos is in
HPV- 18/HeLa ce lls . HeLa ce lls were grown in
the absence or presence of es tradiol(A) or
tamoxifen(B). Typica l DNA ladder, an indica tive
of apoptos is , was visua lized by sta ining with
eithidium bromide .
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Fig 8. No apoptos is induced by estradiol(E2) in
HPV- negative cervical cancer cells , C33A. C33A
cells were grown in the absence or presence of
es tradiol(A). DNA ladder genera ted in HeLa
ce lls (B) was shown again for comparison(from
Fig 7.).

Ⅳ. 고 찰

수많은 생물학적, 역학적 연구를 통하여 자궁경

부암의 발생에 인유두종 바이러스 (HPV)의 감염이
주된 원인으로 밝혀지고 있으며, 특히 HPV-16과

HPV-18은 실제로 자궁경부암 조직의 70% 이상에서
발견되는 고위험 바이러스이다2,4,17). 고위험 HPV의

E7 단백질의 발현은 종양억제인자 단백질인 pRb를
불활성화시키며, E6 단백질은 p53 단백질과 결합하

여 p53의 빠른 분해를 일으켜서 이들을 불활성화시
킨다17-18). HPV-16과 HPV-18의 E6와 E7 유전자의 발

현은 이를 조절하는 부위 (promoter)를 포함하고 있
는 HPV upstream regulatory region (URR) 부분의 전

사 활성 조절에 의하게 된다.
역학적 조사에 의하면 특이한 HLA 아형, 면역 억

제 현상, 여성 호르몬의 사용과 흡연 등의 여러 인
자가 자궁경부암의 암화 과정에서 보조적 인자로

작용할 것으로 추정되고 있다19-21). 특히 경구 피임
약의 사용 기간과 HPV 감염에 의한 CIN의 진행 정

도와 자궁경부암의 발생에는 밀접한 상관 관계가

있다고 알려져 있으며, 임신중에 HPV의 발견 빈도

가 높다는 사실에서 여성 호르몬은 자궁경부암의

위험 인자로 인식되고 있으나10-12), 이에 대한 반대

의견도 있다22).
Estrogen은 ER (estrogen receptor)과의 결합을 통

해 작용하는데, estrogen과 결합으로 활성화된 ER은
핵내에서 표적 유전자의 promoter에 있는 cis-activa-

ting DNA response element와 결합하여 전사에 의한
이들 유전자의 발현을 조절한다23,24). HeLa 자궁경부

암 세포에 transient transfection으로 HPV-16 URR을
포함한 reporter plasmid를 넣어 준 뒤 10-7 M의 17β

-estradiol을 처리하여 URR의 활성도가 2∼3 배 증가
됨이 보고되어 E6/E7의 발현 증가가 예상되었다14).

이와 같은 estradiol에 의한 HPV-URR의 활성 조절
기능은 URR에 ER의 결합부위가 없기 때문에 아직

작용 기전이 확실하지는 않다. Estrogen 반응성 조직
에서 17β-estradiol에 의해 암유전자인 c-Fos의 전사

가 자극을 받는다는 보고에서 AP-1에 의해 estradiol
의 작용이 중개될 가능성이 제시되고 있다25). AP-1

은 c-Fos, c-Jun의 암유전자로 이루어져서 전사활성
인자로서 작용하며, 이들이 과잉 발현된 HT-3 자궁

경부암 세포에서 HPV-16의 P97 enhancer/promoter의
활성을 3배 이상 증가시켜, HPV와 연관된 종양의

암화 과정에 중요한 역할을 하는 것으로 생각되며

26), estradiol에 의한 HPV URR의 활성 기전은

estradiol과 결합하는 ER이 AP-1 family의 한 요소인
c-Jun과 결합하여 HPV-URR을 활성화시킬 것으로

예상된다15,16).
Estrogen은 유방암이나 자궁내막암에서 암 세포

의 증식을 촉진시키는 것으로 알려져 있는데, 생리
적 농도에서는 유방암 세포의 증식을 촉진시킨다.

그러나 고농도의 estrogen은 일부 ER 양성인 유방암
세포에서 성장 억제를 일으킨다 즉 유방암 세포인

MCF-7 cell에서 estradiol 용량 증가는 이중적인 반응
을 보여서 17β-estradiol과 diethylstilbesterol 1 X

10-8M에서는 세포 증식을 자극하며, 1 X 10-6M 이상
의 농도에서는 세포 증식의 억제가 일어났다27,28).

HPV-16에 의해 불멸화된 foreskin keratinocyte에 0.1
X 10-6M estradiol을 투여하여 4 주 후 관찰하였더니

대조군에 비하여 부착-비의존성 성장 (anchorage-
independent growth)이 잘 일어났으며, estradiol 대사

에 의한 16α-hydroxyestrone에 의해 가장 잘 일어났
다. Estrogen은 비생식기의 keratinocyte에도 영향을

미치는데, 17β-estradiol의 투여시 0.3 X 10-9 M의 낮

- 459 -



- 외인성 에스트로젠에 의한 자궁경부암 세포의 성장과 HP V 유전자 조절 -

은 농도에서는 세포의 증식을 자극하였으나, 3 X

10-9 M에서 3 X 10-7M의 농도에서는 세포의 수를 감
소시켰다29).

본 연구에서도 estradiol을 처리하였을 때 HeLa와
CaSki 세포주는 배양 5 일째에 estradiol 1 X 10-6M

농도까지는 세포 증식이 증가되었으며, 5 X 10-6M
이상의 고농도에서는 세포 증식이 억제되었다.

HPV DNA를 함유하지 않는 세포주인 C33A는
estradiol 농도에 따른 세포주의 증식이 큰 영향을 받

지 않았으며, 5 X 10-6M 이상의 고농도 처리시에는
약간의 세포 증식이 억제됨이 관찰되었다. 이는

HPV 유전자에 대한 estrogen의 영향으로 자궁 경부
암세포의 성장이 촉진되거나 억제되었으라라고 예

상할 수 있다. 본 연구에서 HeLa 세포의 배양액에
estradiol을 처리하면 대조군에 비교하여 E6, E7 유

전자의 발현이 증가됨을 관찰할 수 있었다. HPV를
함유하지 않는 C33A 자궁경부암 세포에서 estradiol

에 의해 HPV URR 활성도의 증가를 알아 보았으나,
대조군인 URR-CAT reporter plasmid만을 transfection

시킨 경우에 비하여 estradiol이나 tamoxifen에 의한
CAT의 표현 증가는 없었다. 그러나, ER expression

vector와 URR-CAT reporter DNA를 C33A 세포에
co-transfection시켰을 때 CAT 표현이 3 배 정도 증가

하였고, estradiol을 처리하였을 때는 4.8 배, tamo-
xifen을 처리하였을 때 4.7 배 증가되어 estradiol에

의한 HPV-URR의 활성도 증가는 ER의 중개에 의함
을 알 수 있었고, HPV-16과 HPV-18의 E6, E7 유전

자의 발현 증가는 URR의 활성 증가 때문임을 짐작
할 수 있었다.

항 estrogen 제제인 tamoxifen은 estrogen 자극에
의한 종양 세포의 성장을 지연시키기 때문에 과거

부터 화학치료제나 유방암 환자의 예방적 치료제로

서 널리 쓰였었다30,31). 이의 작용 기전은 ER과의 결

합에 경쟁적으로 작용하여 estrogen의 활성을 방해
하며, ER과 결합한 tamoxifen은 ERE (estrogen res-

ponsive element)를 통한 유전자의 전사를 억제한다
고 알려져 있다32,33). 그러나 tamoxifen은 자궁 내막

조직에서는 estrogen-like ligand로 작용하면서, 오히
려 자궁내막암의 위험을 올리며, ER 양성인 유방암

세포주 MCF-7에서 tamoxifen과 그 대사 물질인
4-hydroxytamoxifen은 PR과 collagenase 등과 같은

estrogen에 의해 조절받는 유전자들의 발현을 더욱

증가시킨다34). Tamoxifen이 estrogen agonist로 작용

하는 기전은 AP-1 site를 포함한 collagenase promoter
를 활성화시키며, 이 경우 ER과 c-Jun 단백질간의

직접적인 결합에 의해 AP-1이 활성화되는 기전이
제시되고 있다15,16). ER-α와 결합한 17 β-estradiol

은 ERE 위치에서 유전자의 전사를 활성화시키며,
ER-β와 결합한 17 β-estradiol은 전사를 억제한다.

ER은 또한 AP-1 enhancer element를 통한 유전자 전
사를 중개하는데, tamoxifen은 AP-1 위치에서 ER-β

와 결합하여 강력한 전사활성인자로 작용한다35).
Tamoxifen은 ER 양성인 자궁내막암 세포주에서 1

X 10-8 M의 저농도에서는 세포의 증식 효과가 정점
에 달하였다가 1 X 10-8 M보다 높은 농도에서는 감

소하였다36). 본 실험은 자궁경부암 세포에서 시행한
결과로서 tamoxifen을 HeLa 세포주에 처리하였을

때 배양 5 일째에 저농도인 tamoxifen 0.1 μM 처리
시에는 세포 증식이 증가되었으나, 5 X 10-6 M 이상

의 농도에서는 세포 증식이 억제되었다. Hwang 등
의 실험에 의하면 ER 음성인 자궁경부암 세포주인

SFR에 tamoxifen을 투여한 경우 농도에 따라 두가지
반응을 보였다37). 1 X 10-9 M에서 1 X 10-10 M의 낮

은 농도로 처리하였을 때 이들 세포 증식의 증가와

SFR 세포내에 융합된 HPV-16 mRNA의 양과 E7 단

백의 양이 증가하는 것이 관찰되었고, 1 X 10-6 M과
1 X 10-7 M에서는 억제 효과를 보였다. 이러한

tamoxifen의 효과는 약제 처리시 SFR 세포내에 융합
된 HPV-16의 mRNA와 E7 단백질의 발현 증가로 밝

혀졌다. HPV-16의 E6, E7 단백질은 세포 주기를 파
괴하며 성장 중지와 apoptosis를 방해하며, E6, E7의

지속적인 발현은 DNA 손상후 p53-유도성 G1 arrest
를 억제한다38). Apoptosis에 대한 HPV 암유전자 단

백질의 효과는 아직 완전히 설명되지 않고 있다. 배
양된 fibroblast에서 E7 단백질의 발현은 apoptosis를

증가시키며, E6이 동시에 발현되는 경우는 억제된
다39). 유방암 세포를 이용한 연구에서 DNA 손상에

대해 p53와 p21/WAF-1 단백질이 없는 경우에 E6는
apoptosis를 증가시켰으나40). 변이성 p53을 가지는

영구 불멸화된 상피세포에 HPV-16 E6, E7을 이입시
킨 경우 apoptosis의 정도는 HPV에 감염이 안된 상

피세포에서 일어나는 apoptosis보다 현저하게 감소
되었다41). 고용량의 estrogen을 mutant p53을 가지는

자궁내막암 세포주에 투여하였을 경우에 세포의 증
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식과 apoptosis에 영향을 미친다. 즉, estradiol을 1 X

10-6M의 농도로 첨가하여 2 주간 배양한 결과 용량
의존성으로 암세포의 증식 억제가 관찰되었으며,

Go/G1 fraction의 증가와, S-phase fraction의 감소가
관찰되었다. Apoptosis 억제 단백질인 bcl-2는 2 주간

의 배양에서는 변화가 없었으나 6 개월간의 장시간
배양에서는 유의하게 감소하였다42). 이와 비교하여

본 논문에서는 자궁경부암 세포가 자궁내막암 세포

에 비하여 estrogen에 의한 성장 조절 효과에서 민감

하지 않은 것을 관찰 할 수 있었고, 자궁경부암 세
포와 자궁내막암 세포에 대한 estrogen의 농도는 적

어도 100 배 이상에서 차이가 있음을 알 수 있었다.
HeLa 세포에 17-β estradiol을 5 X 10-6 M과 10 X

10-6 M의 고농도로 처리한 경우에는 대조군에 비하
여 96 시간 경과한 뒤에 유의하게 세포 증식이 억제

되었으며, apoptosis의 특이한 DNA ladder를 보이고
있었다. C33A 세포에서는 세포 숫자는 감소되었지

만 DNA ladder는 관찰되지 않아서, 고농도의
estrogen 처리에 의한 apoptosis 현상에 HPV 유전자

가 관여됨을 짐작할 수 있었다.
이와 같이 estrogen에 의한 자궁경부암 세포 성장

의 증가를 나타내는 작용 기전이 약제에 의한 HPV
URR 활성도의 증가와 이에 따른 E6, E7 유전자의

증가와 밀접한 관련이 있다는 가설을 증명할 수 있

었다. 또한, 고농도의 estrogen에 의한 HeLa 세포주

의 apoptosis 현상은 추후의 분자생물학적 연구를 통
하여 더욱 자세하게 규명될 수 있을 것으로 사료된

다. 이러한 연구는 여성 호르몬과 연관된 부인과 종
양들의 발암 기전에서의 estrogen의 역할을 규명할

수 있고, estrogen에 의한 종양 세포 주기의 진행과
중지에 대한 효과와 생명과학적 현상에 대한 폭 넓

은 지식을 제공할 수 있을 것으로 생각된다. 임상적
인 측면에서는 중년 여성에서 재발을 고려해야 하

는 자궁경부암 환자에서 치료후 폐경기 치료에 필

요한 estrogen 사용 여부에 대한 과학적인 배경을 제

공할 수 있고, 고농도 estrogen 투여로 나타나는
apoptosis의 유도를 통하여 항암 호르몬 치료의 새로

운 방법도 제시할 수 있을 것으로 생각된다.

V. 결 론

자궁경부암의 고위험 바이러스인 HPV-16과

HPV-18을 가지고 있는 CaSki, HeLa 자궁경부암 세
포주와 HPV를 함유하지 않는 C33A 자궁경부암 세

포주의 성장 조절에 대한 estrogen의 영향은 차이가
있었다. 1 X 10-6M 이하 농도의 estrogen에 대하여

HeLa와 CaSki 세포에서는 대조군에 비하여 세포의
증식이 더욱 증가되었으나, C33A 세포는 estrogen에

대한 영향을 받지 않았다. 저농도인 0.1 X 10-6M 이
하 농도의 tamoxifen은 HeLa 세포주의 증식을 증가

시켰다. Estrogen 5 X 10-6M 이상과 tamoxifen 0.5 X
10-6M 이상의 농도에서는 세 종류 자궁경부암 세포

주에서 모두 대조군에 비하여 세포 증식이 억제되

었다. Estrogen을 투여하여 HeLa 자궁경부암 세포의

증식을 촉진되면서 HPV-18 E6/E7 유전자의 발현이
대조군에 비하여 증가되는 것이 RT-PCR에 의해 확

인되었다. Estrogen과 tamoxifen에 의하여 estrogen
receptor (ER)이 존재하는 경우 HPV URR의 활성화

정도가 estrogen에 의하여 증가되어 이들 약제의 효
과가 ER을 경유하여 HPV URR 활성에 영향을 주었

음을 알 수 있었다. Estrogen은 HPV 양성인 HeLa,
CaSki 자궁경부암 세포의 성장과 E6, E7 유전자의

전사를 증가시키는 효과가 있었다. 또한 estrogen은
HPV-URR CAT 활성도를 증가시켜서 HPV와 관련

된 자궁경부암 세포주의 성장 촉진 기전은 HPV
URR이 estrogen의 활성이 나타나는 목표임을 알 수

있었다. HeLa 세포에 17β-estradiol을 5 M을 처리
한 경우에는 96 시간이 경과한 뒤에 apoptosis의 특

이한 DNA ladder가 나타나서, 고농도 estrogen 투여
에 의한 HeLa 세포수의 감소가 apoptosis에 의한 것

임을 알 수 있었다.
이와 같이 estrogen에 의한 자궁경부암 세포 성장

의 증가를 나타내는 작용 기전은 HPV URR 활성도
의 증가와 이에 따른 E6, E7 유전자의 증가와 밀접

한 관련이 있으며, 고농도의 estrogen에 의한 HeLa
세포주의 apoptosis 현상은 추후의 분자생물학적 연

구를 통하여 더욱 자세하게 규명될 수 있을 것으로

사료된다. 이러한 연구는 여성 호르몬과 연관된 부

인과 종양들의 발암 기전에서의 estrogen의 역할을
규명할 수 있고, estrogen에 의한 종양 세포 주기의

진행과 중지에 대한 효과와 생명과학적 현상에 대

한 폭 넓은 지식을 제공할 수도 있을 것으로 생각된

다.
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