
서      론

원발성 골육종의 치료 결과는 항암약물요법의 도입과 cross-sec-

tional imaging의 발전으로 크게 호전되어 5년 생존율은 65-80%에 

이르렀지만, 최근 20여 년 동안은 생존율이 별로 향상되지 못하고 

있는 정체되고 있는 실정이다.1) 골육종 환자의 생존율을 향상시

키기 위한 방법으로 종양의 진행이나 전이에 관여하는 특이 물질

을 찾아 표적 항암제를 개발해 내려는 연구가 많이 시행되고 있는 

실정이다.2)

  Connective tissue growth factor (CTGF)는 세포외 기질(ex-

tracellular matrix, ECM) 단백질의 일종으로 이들은 세포 부착

(cell adhesion), 세포 분열, 세포 이동(cell migration) 및 화학주성

(chemotaxis), 세포 생존, 세포 분화(differentiation), 혈관생성(an-

giogenesis), 창상 치유(wound healing) 등의 기능적 pathway에 다

양하게 관여하는 것으로 알려져 있다.3) 최근 들어 정상 조직에 비
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목적: 골육종에서 Connective Tissue Growth Factor (CTGF)의 발현 정도를 확인하고 발암기전에서의 역할을 살펴보고자 하였다.

대상 및 방법: 환자에서 수립한 23개의 골육종 세포주에서 CTGF의 발현 정도를 관찰하였으며, siRNA를 이용하여 CTGF의 발현을 억제한 후 

세포침습과 세포 증식에서 CTGF의 역할을 분석하였다.

결과: 17명(74%)의 세포주에서 control 세포인 정상 골모세포보다 CTGF의 발현이 증가되어 있었다. CTGF의 발암기전에서의 역할을 관찰하

기 위해 불멸화된 골육종 세포주 SaOS-2와 MG63에서 siRNA로 CTGF의 발현을 억제한 후 siRNA를 transfection한 세포에서 유의하게 세포 

침습이 억제되고 세포 증식이 억제되는 것을 관찰하였다.

결론: 골육종 세포주에서 CTGF의 발현이 높았고 세포침습, 세포 성장에 관여하는 바 CTGF가 골육종의 발암기전에서 중요한 역할을 하는 것

으로 판단된다.
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해 여러 암 조직에서 CTGF의 발현이 증가되어 있음이 밝혀지면

서 CTGF가 암의 진행 과정에 관여할 것이라는 추측을 하게 되었

다. Pan 등은 교아세포종(glioblastoma)에서 CTGF가 종양의 진행

에 있어 혈관생성인자로서의 역할을 할 가능성이 있음을 보고하

였고4) Dhar 등은 유방암에서 CTGF의 과발현이 55%로 관찰된다

고 보고하였으며,5) Lin 등은 위암 세포의 조직침습에서 CTGF의 

종양 촉진 기능을 보고하였다.6) 이 밖에도 폐암, 난소암, 식도암 

등 다양한 종양에서 CTGF의 역할이 밝혀지고 있으며, 다양한 결

과가 보고되고 있다.5)

  현재까지 CTGF의 근골격계 종양에서의 연구는 많지 않은데, 

Manara 등은 횡문근육종에서 CCN3 (Nov) protein의 발현이 종양

의 분화와 관계가 있고, 유잉 육종(Ewing's sarcoma)에서는 발현

이 전이의 발생 위험과 관련이 있다고 보고하였다.7) 한편 Moritani 

등은 연골육종 유래 세포에서 TGF-β에 의해 Cyr61 및 CTGF의 

mRNA가 일관되게 유도됨을 보고한 바 있다.8) 그러나 아직 골육

종에서 CTGF의 기능과 역할에 대한 연구는 거의 없는 실정이다. 

  본 연구에서는 CTGF의 골육종에서 발현 정도와 발암기전에서

의 역할에 대한 연구를 시행하였다. 

대상 및 방법

1. 골육종 세포주의 수립 및 배양
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0.2% proteinase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)로 처리한 후 

37oC에서 30분간 shaking하면서 incubation하였다. 그 후 0.2％ col-

lagenase (Sigma-Aldrich)로 바꿔 처리한 후 37oC에서 2-3시간 흔

들면서 배양시켰다. 그런 다음 sterile filter를 통과시킨 다음, 원심

분리 후 media를 제거하고 새로운 media (D-MEM with 10% FBS, 

penicillin & streptomycin, Gibco, St. Louis, MO, USA)에서 배양하

였다. 5-7일 간 배양한 후, 0.25% trypsin이 섞인 0.53 mM EDTA

4Na로 분리하여 subculture하였다. 골육종 세포주로는 SaOS-2와 

MG63를 사용하였다. 정상 세포주로는 골모세포 세포주(hFOb 

1.19)을 이용하였다.

2. RNA 추출 및 Quantitative Real Time RT- PCR 

환자들의 조직으로부터 수립한 세포주와 정상 세포주에서 RNA

를 분리한 후(RNeasy Mini kit, Qiagen, 74104, Valencia, CA, USA), 

SuperScript II RNase H Reverse Transcriptase를 이용하여 cDNA를 

생합성한다(RTase, Invitrogen, 18064-014).

  Real Time Quantitative PCR은 Taqman probe mixture (Applied 

Biosystems, Lincoln, CA, USA)를 이용하여 ABI 7000 SDS를 사용

하였다. Primer는 Primer Express 2.0 프로그램을 이용하여 제작하

여 사용하였다. (Hs00170014-m1, ABI) Probe의 5' 말단 부위에는 

reporter dye인 6-FAM을 부착하고, 3' 말단부위에는 TAMRA를 

부착하였다. GAPDH은 internal standard로 사용하여. 정량분석은 

standard curve method를 이용하였다. 이 값은 정상 세포주 gene

의 normalized expression에 상대적인 미확인 샘플의 target gene의 

normalized expression을 의미하게 된다. 또한 이 data는 reference 

gene에 상대적인 target gene의 expression의 차이를 배수로 나타내

게 된다. 

  ABI prism 7000 SDS software version 1.0을 이용하여 PCR을 시

행하였고 CTGF 유전자의 증폭을 위해 50oC 2분, 95oC에서 10분간

의 변성 후 95oC 15초, 60oC 1분의 45 cycles 조건으로 PCR을 시행

하였다. Total 25 μl의 혼합물에는 5 μl의 cDNA, 2Ｘ Taqman probe 

mixture 12.5 μl, probe(2.5 μm) 2.5 μl, 각각의 primer (9 μm) 2.5 μl가 

포함되도록 하였다.

3. Western blot analysis

CTGF의 단백질 수준에서의 발현을 Western blot analysis를 통

해 발현을 살펴보았다. 배양된 세포를 lysis한 후 Bio-Rad pro-

tein assay를 이용하여 단백질을 정량하였다. Sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel상에서 전기영동 하여 단백질을 분리

한 후 nitrocellulose membrane에 transfer하였다. Membrane을 5% 

skin milk-TBS-T (20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 137 mM NaCl, 0.1% 

Tween-20)로 1시간 blocking한 후 1'ab antibody/5% skin milk-

TBS-T로 4oC에서 O/N 동안 incubation 한다. TBS-T로 washing하

여 secondary antibody로 1시간 더 incubation 하고 다시 TBS-T로 

washing한 후 ECL Western blot detection system을 이용하여 단백

질을 탐색하였다. 분자량은 미리 착색시킨 molecular weight stan-

dard와 비교하였다.

4. siRNA를 이용한 CTGF 발현 억제

Cell에 Transfection한 CTGF siRNA의 sequence는 5'-GAA AAG 

AUU CCC ACC CAA U(dTdT)-3'을 사용하였다. Control RNA 

(scramble RNA)로는 5'-GUG UCA ACC AUG AGA AGU 

A(dTdT)-3'가 사용하였다. 

  SaOS-2와 MG63세포주를 10% FBS가 포함된 배지로 100 mm 

dish (2×106 cells)에 plating하였다. 48시간 후에 세포를 Opti-

MEM 배지로 wash하고, 다시 Opti-MEM 배지에 DNA 4 μg과 

lipofectamine 50 μl의 mixture를 첨가하여 배양하였다. 24시간 후

에 DNA와 lipofectamine mixture를 제거하고 FBS가 첨가된 배지

로 incubation하였다.

5. Invasion assay

세포 침윤 분석은 BIOCOAT matrigel invasion chamber (Becton-

Dickinson, Bedford, MA, USA)를 사용하여 사용설명서에 따라 분

석하였다. 1×105개의 세포 300 μl를 각 chamber에 심고 24 시간 동

안 matrigel에 침윤되도록 하였다. 막 위쪽에 있는 침윤되지 못한 

세포는 닦아서 제거하며, 막 아래 쪽에 침윤된 세포는 Quick-Diff 

stain kit (Becton-Dickinson)로 염색하였다. Chamber 들을 dH2O로 

두 번 씻은 후 공기 중에 말린 후 세포의 수를 위상차 현미경하에

서 계산하였다.

6. Cell proliferation assay

CTGF siRNA 를 각각 농도별로 transfection 24시간 뒤 cell을 2×

103 cells/96well plate에 seeding 한다 cell seeding 뒤 각각 24시간 

incubation 후 cell proliferation reagent (WST-1, Roche, Germany) 

100 ml 더한 뒤 4시간 후에 농도를 측정한다.

7. 통계 분석

통계 분석은 SPSS-statistical software (SPSS Inc., Chicago, Illinois, 

USA, 한글판 version 12)를 사용하였다. 다른 군간의 평균 비교는 

독립 t-test 검정법을 사용 하였고, p value가 0.05보다 작을 때 통

계학적으로 유의 하다고 판정하였다.

결      과

1. 골육종에서 CTGF의 발현
동일한 23명의 항암 치료 전 환자 조직으로부터 분리 배양한 골육

종 세포주에서 reverse transcription PCR로 CTGF의 발현 정도를 

관찰하였다. 17명(74%)의 세포주에서 control 세포인 정상 골모세
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포(normal osteoblast, hFOb 1.19)보다 발현이 증가되어 있었다(Fig. 

1).

2. siRNA를 이용한 CTGF 발현 억제

CTGF의 발암기전에서의 역할을 관찰하기 위해 불멸화된 골육종 

세포주 SaOS-2와 MG63에서 siRNA로 CTGF의 발현을 억제하였

다. Western blot 분석 결과 siRNA를 transfection한 세포에서 유의

하게 발현이 억제되는 것을 관찰하였고 통계적으로 유의하였다 

(p<0.05) (Fig. 2).

3. CTGF의 골육종 세포 invasion에서의 역할

CTGF의 cell invasion에서의 역할을 관찰하기 위해 Matrigle inva-

sion assay를 시행하였다 siRNA를 transfection한 세포에서 유의하

게 invasion이 억제되는 것을 관찰하였다(Fig. 3).

4. CTGF의 골육종 세포 proliferation에서의 역할

CTGF의 cell proliferation에서의 역할을 관찰하기 위해 WST-1 

assay를 시행하였다 siRNA를 transfection한 세포에서 cell pro-

liferation이 억제되는 것을 관찰하였고 통계적으로 유의하였다 

(p<0.05) (Fig. 4).

고      찰

원발성 골육종 환자에서 기존의 세포 독성 항암제만으로는 더 이

상의 생존율 향상을 기대하기 어렵고 골육종 치료의 새로운 타겟

을 찾는 것이 필요하다. 아직까지 골육종에서 생존율 감소와 직접

적으로 연관되어 있는 분자생물학적 타겟도 확실하게 알려진 바 

없다. 이런 현실에서 다른 여러 종류의 고형 암에서 종양의 침습

이나 원격 전이 능력 등과 연관성이 밝혀지고 있는 CTGF에 대한 

연구는 의미가 있는 것으로 생각된다. 본 연구의 결과에 따르면 

Figure 1. mRNA Expression of CTGF in 23 patient-derived osteosarcoma 
cell lines. Human osteoblast cell line (hFOb 1.19) was used as the control 
cell line.

Figure 2. siRNA knockdown of CTGF in osteosarcoma cell lines. (A, B) Western blot analysis and (C, D) Real-time PCR. MG63 (A,C) and SaOS-2 (B, D) 
cell lines were used. *p<0.05.
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골육종에서 CTGF의 발현이 정상 조직에 비해 증가되어 있었고 

CTGF가 골육종 세포의 전이와 관련이 있는 세포 침습과 세포 증

식을 증가시켰다. 이 결과는 CTGF가 골육종의 치료 타깃으로서 

가능성을 나타내는 것으로 판단된다.

  이와 같은 결과는 여러 다른 암에서 밝혀지고 있는 그 것과 크

게 다르지 않는데, 유방암에서 CTGF의 발현이 55%에서 확인되었

다.9) Glioblastoma에서는 58%에서 CTGF의 과발현이 관찰되었고 

조직학적 악성도와 CTGF의 발현과의 상관성이 높았다.10) 식도암

에서는 CTGF의 과발현이 대다수의 예에서 관찰되었고 특히, 예

후가 안 좋았던 경우에 발현이 높았다.11) 횡문근육종의 경우에도 

높은 발현을 보였으며 암세포의 생존과 밀접한 관련을 보였다.12) 

본 연구에서는 CTGF의 발현을 real-time PCR로 확인하였는데 보

다 많은 수의 환자에서 면역조직화학염색을 시행하는 것이 필요

할 것으로 생각된다.

  발암기전에 있어서 세포외기질(extracellular matrix)은 중요한 

역할을 하는 것으로 알려져 있다. CCN family는 세포외기질 중에

서 특히 여러 가지 중요한 기능적인 domain과 세포 기능을 가지

고 잇는 것으로 알려져 있다. CTGF는 CCN family의 6가지 중 하

나로 세포 부착(adhesion), 세포 이동, 세포 생존, 분화, 혈관 생성 

등 다양한 생리적인 pathway에 관여하는 것으로 알려져 있다.3) 발

암 과정은 암 주변 세포외기질의 변화와 밀접한 관련을 가지고 있

고 다양한 암종에서 CTGF의 발현이 증가되어 있다.13) 특히 혈관

생성과 세포 생존에 있어서 CTGF는 밀접한 관련을 보이는 것으

로 알려져 있다.14 )

  CTGF의 골육종에서 발암기전에서의 역할은 본 연구의 결과를 

바탕으로 in vivo 동물실험을 통하여 보다 확립할 수 있을 것으로 

Figure 3. Representative microscopic image (×100) of Matrigel invasion assay. The number in the CTGF-siRNA transfected cells (B) is reduced 
compared to the control cells (A).

Figure 4. Effect of CTGF in osteosarcoma proliferation. The number of viable cells is reduced in the CTGF-siRNA transfected cells. MG63 (A) and 
SaOS-2 (B) cell lines were used. *p<0.05.
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판단된다. In vivo 실험을 통하여 CTGF가 전이에 관여하는지 여

부를 확인할 필요가 있을 것으로 생각된다. 또한, CTGF의 발현을 

mRNA 수준에서 관찰한 바 단백질 수준에서도 관찰할 필요가 있

을 것으로 판단된다. CTGF의 발현에 대한 조절 기전은 정확히 밝

혀지지 않았으나 전사 단계(transcriptional level)에서 이루어 지는 

것으로 생각되고 있는데, 이로 인해 CTGF단백의 발현은 CTGF 

mRNA의 발현 양상을 가깝게 따르는 경향이 있다고 보고되었

다.3) 향후 CTGF의 발현 정도와 골육종 환자들의 임상적 예후와

의 연관성을 분석하는 것은 CTGF의 임상적 유용성을 수립하는

데 도움을 줄 수 있는 방법이 될 수 있으리라 생각한다.

결      론

골육종 세포주에서 CTGF의 발현이 높았고 세포침습, 세포 성장

에 관여하는 바 CTGF가 골육종의 발암기전에서 중요한 역할을 

하는 것으로 판단된다. 항암 치료 타깃으로서의 후보 물질로 추후 

연구가 필요한 것으로 생각된다. 
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The Role of CTGF in Osteosarcoma Progression
Ilkyu Han, Mi Ra Lee, and Han-Soo Kim

Department of Orthopaedic Surgery, Seoul National University Hospital, Seoul, Korea

Purpose: To examine the expression of Connective Tissue Growth Factor (CTGF) in osteosarcoma and to evaluate its role in osteosar-
coma invasion and proliferation. 
Materials and Methods: The mRNA expression of CTGF from 23 patient-derived osteosarcoma cell lines was examined, and the role 
of CTGF in cell invasion and proliferation was examined using siRNA transfection.
Results: The over-expression of CTGF mRNA was observed in 17 cell lines (74%). CTGF-specific siRNA transfection into SaOS-2 and 
MG63 cell lines resulted in efficient knockdown of CTGF expression on Western blot analysis. siRNA transfected cells showed de-
creased migration on Matrigel invasion assay and decreased cell proliferation on WST-1 assay. 
Conclusion: These results indicated that the CTGF expression may play an important role in osteosarcoma progression, and may be 
a therapeutic target of osteosarcoma.
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