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서   론

분화 갑상선암 환자의 약 10~15%가 초치료 후에 재발을 

하고, 약 5%는 원격전이를 하는 것으로 알려져 있다[1,2]. 

방사선 요오드 치료는 재발되거나 전이된 갑상선암의 치료

에 있어서 중요한 역할을 하고 있지만, 이전 보고에 따르면 

약 30%의 재발 또는 전이된 분화 갑상선암에서 역분화 현
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ABSTRACT

Background: Induction of re-differentiation is necessary for the proper treatment of patients with recurrent 

or metastatic differentiated thyroid cancer (DTC) because cancer cells show de-differentiation in about 30% of 

these patients. In this study, we evaluated the expression of thyroid specific genes after treatment with various 

agents to induce re-differentiation in the follicular thyroid cancer cell line FTC-133.

Methods: FTC-133 cells were treated with U0126, LY294002, trichostatin A, retinoic acid (RA), 

5’-azacytidine and α-lipoic acid (ALA). We evaluated mRNA expression of thyroid specific genes, 

thyroglobulin (Tg), sodium iodine symporter (NIS), PAX-8 and TTF-1 by reverse transcriptase polymerase 

chain reaction (PCR). Quantified expression of Tg mRNA was also evaluated by real-time PCR. 

Results: The expression of Tg mRNA increased after 48 h of treatment with 0.1 uM RA and the expression 

of Tg mRNA and TTF-1 mRNA increased after 48–72 h of treatment with ALA (10~100 uM). There was 

no change in thyroid specific gene expression by the other agents. Increased expression of Tg mRNA was 

confirmed by real-time PCR (1.3 times by 10 uM ALA and 3.6 times by 100 uM ALA). There was no basal 

NIS mRNA expression in FTC-133 cells and none of the tested agents induced expression of NIS mRNA. 

There was no change in phosphorylation of AMPK1-α after ALA treatment of FTC-133 cells. 

Conclusion: ALA increases mRNA expression of Tg and TTF-1 of FTC-133 thyroid cancer cells and these 

effects are not mediated by activation of AMP kinase. The finding that ALA could be a potential 

re-differentiation inducing agent in thyroid cancer cells is novel. Further studies are needed to elucidate the 

mechanism of induction of re-differentiation. Furthermore, the effect of ALA on NIS expression and on iodine 

uptake should be evaluated using diverse thyroid cancer cell lines. (J Korean Endocr Soc 25:28~36, 2010)
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상이 일어나는 것으로 알려져 있다[3]. 분화도가 감소된 분

화 갑상선암 세포는 sodium iodine symporter (NIS)와 갑상

선 글로불린(thyroglobulin; Tg)의 발현이 감소되고, 요오드

의 섭취능이 떨어지게 되면서 방사성 요오드 치료의 효과도 

감소하게 된다[4]. 분화도가 떨어진 갑상선암의 효과적인 치

료를 위해 암세포의 분화도 및 요오드 섭취능을 호전시키는 

분화 유도제를 발굴하고자 하는 노력은 재발 또는 전이된 

갑상선암 연구에 있어서 중요한 부분이나 아직 만족할 만한 

효과를 보이는 약제는 없다. 

현재까지 갑상선암 세포에서 분화 유도제로 연구된 약물

은 retinoic acid (RA)과 histone deacetylase (HDAC) 억제

제인 trichostatin A (TSA), depsipeptide, valproic acid, 탈

메틸화제제인 5'-azacytidine (AZT) 그리고 troglitazone 등

이다[5~11]. 최근에 암세포에 대한 표적치료제로 개발 중인 

mitogen activated protein (MAP) kinase 신호전달 체계나 

phosphoinositide 3 (PI3) kinase에 대한 선택적 억제제들도 

갑상선암 영역의 분화유도 연구에 적용되고 있다[12~14]. 

하지만, RA에 의한 분화 유도제가 사용된 임상 연구에서 방

사능 요오드 섭취능을 증가시키는 효과는 0~20% 정도로 미

미한 것으로 확인되었으며, 다른 분화 유도제 역시 임상에 

적용하기에는 한계가 있었다[15~17]. 또한, 최근 연구에서 

밝혀진 바와 같이 갑상선암 연구에 많이 사용되고 있는 많

은 세포주들이 갑상선암세포가 아닐 가능성이 높다는 연구

가 발표됨에 따라 분화 유도제의 발굴과 개발을 위한 연구

는 대폭적인 수정이 불가피하다[18]. 

α-lipoic acid (ALA)는 세포의 호기성 대사 반응, Krebs 주

기 등 세포의 대사에 필수적인 효소의 보조 인자로 알려져 있

고, 항산화 효과를 가지고 있어서 당뇨병 및 대사 질환에서 활

발히 연구되고 있는 물질이다[19]. ALA는 경구 섭취가 가능하

면서 안정성이 비교적 높은 것으로 알려져 있으며 임상적으로

도 이미 적용되고 있는 약물이다[20]. ALA는 대장암 세포에서 

세포 자연사를 촉진하는 것으로 알려져 있으며, 백혈병 세포에

서는 비타민 D3와 함께 작용해서 암세포의 분화도를 향상시킬 

수 있는 것으로 보고되었다[21,22]. 하지만, 아직 ALA를 암세

포에 단독 적용하여 분화 유도 여부를 확인한 연구는 없었다. 

본 연구에서는 갑상선 여포암 세포주인 FTC-133 세포에

서 기존에 알려진 분화 유도제들과 ALA를 사용하여 갑상선 

특이 유전자 발현에 미치는 영향을 확인하였고, 처음으로 

ALA가 갑상선암 분화 유도제로 이용될 수 있을 가능성을 

발견하여 보고하고자 한다. 

재료 및 방법

1. 재료

분화 유도를 위해서 사용된 U0126, LY2904002은 calbiochem 

(La Jolla, CA, USA) TSA, trans-retinoic acid (tRA), AZT, 

ALA는 Sigma (St. Louis, MO, USA)로부터 구입하였다. 

세포 배양에 필요한 우태아 혈청, Dulbecco's modified 

Eagle's medium (DMEM) 배양액, Ham's F12 배양액, 

penicillin-streptomycin계 항생제, 트립신-EDTA, 인산염 완충 

용액(PBS)은 Gibco BRL (New York, USA)에서 구입하였다. 

세포 생존 분석을 위해서 사용된 Colorimetric Cell Counting 

Kit-8 (CCK-8)은 Dojindo Laboratories (Kumamoto, Japan)

에서 구입하였다. RNA 추출에 필요한 Trizol 용액은 

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), RevertAid Fist Strand 

cDNA 합성키트는 Fermentas (Glen Burnie, MD, USA)에

서 구입하였다. 니트로셀룰로스막은 Amersham Bioscience 

(Piscataway, NJ, USA), BioMix DNA 중합효소와 한천은 

Bioline (Taunton, MA, USA)에서 구입하였다. Phopho-5 

-AMP-activated protein kinase (AMPK)-1α와 AMPK-1α에 대

한 일차 항체와 세포용해 완충액은 Cell Signaling사(Danver, 

MA, USA)에서 구입하였다. 이차 항체인 HRP-conjugated 

anti-rabbit IgG와 anti-mouse IgG는 Vector Laboratories 

(Burlingame, CA, USA)에서 구입하였다. 단백 정량에 사용

된 Quanti-iT
TM Protein Assay 키트는 Molecular Probe사

(Eugene, OR, USA)에서 구입하였다. 그 외에 사용된 화학 

약품들은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하

였다.

2. 세포주 및 배양

분화된 여포 갑상선암 세포주인 FTC-133[23]은 European 

Collection of Cell Culture (ECACC)를 통해서 구입하였다. 

DMEM 배지와 Ham's F12 배지를 반반씩 혼합하여 만든 

배지에 2 mM의 글루타민, 10%의 우태아혈청, 그리고 항생

제가 함유된 배지를 사용하였다. 배양액은 2~3일마다 교환

하였으며 세포가 70~80% 정도 자라면 계대 배양을 하였다. 

분화 유도제를 처리할 때는 60 mm 배양 접시에 1 × 10
6개

의 세포를 분주하여 70% 정도 자랐을 때 배양액으로 바꾸어 

주고 정해진 농도의 분화 유도제들을 처리하였다. 세포 사멸

을 보기 위한 실험에서는 96 우물 배양판에 5 × 10
3개씩의 

세포를 분주하여 48시간 후에 약물을 처리하였다. RNA 추출

을 위한 실험에서 60 mm 배양 접시에 1 × 10
6개의 세포를 

분주하여 48 시간 후에 일정 농도의 약물이 포함된 배지로 

교환하였으며 ALA는 72시간 동안 처리하였으나, 그 외 약물

들은 48시간 동안 처리하였다. 

3. 세포 생존 분석(Cell Viablility Assay) 

재분화를 유도하기 위해서 사용된 U0126, LY2904002, 

TSA, RA, 6-AZT 및 ALA가 FTC-133 세포의 생존에 미치

는 영향을 확인하기 위해서 CCK-8을 이용한 발색 분석법을 

사용하였다. 96 우물 배양판에 각 우물 당 5 × 10
3개씩의 세

포를 분주하고 2일 후 정해진 농도의 분화 유도제가 포함된 
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배양액으로 갈아주고 48시간 동안 세포 배양기에 배양하였

다. 배양액을 제거하고 PBS 용액으로 2번 세척하고 CCK-8 

의 농도가 10%가 되도록 혈청을 포함하지 않은 배양액과 

희석하여 각 우물마다 100 μL씩 첨가하였다. 세포 배양기에

서 1~4시간 동안 배양한 후 세포의 탈수소효소의 활성도에 

의한 formazan 염료 발색을 측정하기 위해 Spectramax 

Microplate 분광 광도계(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 

USA)에서 450 nm의 파장으로 흡광도를 측정하였으며, 각 

실험은 독립적으로 3회 반복 실행하여 평균치를 구하였다.

4. RNA 분리와 역전사 중합효소 연쇄반응 

(RT-PCR) 

FTC-133 세포로부터 Trizol을 이용하여 RNA를 추출하

였다. 2 ug의 RNA에서 RevertAid First Stand cDNA 합성 

키트를 이용하여 첫 가닥의 cDNA를 합성하였다. 역전사 중

합효소 연쇄반응(RT-PCR)에 사용되는 glyceraldehydes 

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), Tg, paired box 8 

(PAX-8), thyroid transcription factor-1 (TTF-1) 및 NIS 유

전자 시동체(primer)들의 염기 서열과 증폭된 생성물의 크

기, 합성(annealing) 온도 그리고 반응 주기는 Table 1에 기

술된 바와 같다. 94°C, 45초간 변성(denaturation), 기술된 

온도에서 45초 동안 합성 하였으며 72℃, 45초간 신장 

(extension)되는 과정을 Table 1에 기술된 반응 주기에 따라

서 반응시켰다. RT-PCR의 생성물은 1% 한천 젤에서 전기 

영동하였으며 Gel-doc 시스템을 이용하여 사진을 찍어 확인

하였으며, GAPDH의 양을 기준으로 상대적인 mRNA 발현

량을 비교하였다. 

5. 실시간 역전사 중합 효소 연쇄 반응 

(Real-time Quantitative PCR)

ALA에 의한 Tg mRNA의 정량을 위해서는 실시간 

역전사 중합 효소 연쇄 반응(real-time quantitative PCR; 

real-time PCR)을 이용하였다. 정해진 농도의 ALA를 처리

한 후에 각 시료에서 합성된 cDNA 단편을 주형으로 하였

으며, 증폭된 유전자의 정량 분석을 위해 SYBR Green을 

사용하였다. Real-time PCR에 사용한 primer는 다음과 같다. 

β-actin, 5'-AGT ACT CCG TGT GGA TCG GC-3'와 

5'-GCT GAT CCA CAT CTG CTG GA-3'; Tg 5'-GTG 

CCA ACG GCA GTG AAG T-3', 5'-TCT GCT GTT TCT 

GTA GCT GACAAA-3'. 96 우물판을 사용하였으며 ABI 

Prism 7000 Sequence Detector (Perkin-Elmer Corp. PE 

Applied Biosystems)를 이용하였다. 95℃, 15초에서 변성, 

60℃, 1분에 결합, 72℃, 30초에 신장되는 조건에서 40 주

기를 반응시켰다. 각 조건 마다 실험은 독립적으로 3회 반

복하였으며, 각 시료 별로 5번 독립적인 실험을 진행하여 

평균과 표준 편차를 계산하였다. 결과는 SDS 7000 

software로 분석하였다.

6. 웨스턴 블롯 분석

단백질 추출을 위해서 실험한 세포를 차게 유지된 PBS 용

액으로 2회 세척하여 반응을 종료시켰다. 단백질 분해 효소 

억제제를 첨가한 세포용해 완충액을 이용하여 세포를 모아 

분해한 후 4℃, 13,000×g에서 30분 동안 원심 분리하고 단백

질을 포함하는 상층액을 분리하여 단백질 정량을 하였다. 단

백질 정량은 Quanti-iT
TM Protein Assay 키트를 이용하였으

며, 우태아 혈청 알부민을 표준으로 BCA 정량법으로 측정하

였다. 25 ug의 단백질을 12% SDS-PAGE gel에서 전기 영

동하여 전개시킨 후에 니트로셀룰로스막으로 이동시켰다. 막

에 실험에 해당하는 일차 항체(1:1000 희석)와 12 시간 동안 

냉장 반응 시킨 후, HRP가 연결되어 있는 이차 항체(1:4000 

희석)로 1시간 동안 반응시켰다. HRP Chemiluminescent 

Substrate Reagent 키트를 이용하여 막을 필름에 감광시켰다. 

발현량의 정량과 보정을 위한 스캔은 FluorS Multi-Imager와 

Quantitation Software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이

용하였다.

Table 1. Primers and conditions of reverse transcriptase polymerase chain reaction for thyroid specific genes in 

FTC-133 cell

Gene Gene bank Primer sequences Product size (bp) PCR condition

GAPDH NM 002046 Forward 5'-CGAGATCCCTCCAAAATCAA-3' 321 55℃

Reverse 5'-GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT-3' 25 cycles

Tg NM 003235.4 Forward 5'-CCATTTCTGCTGGAGCTTTC-3' 433 58℃

Reverse 5'-TCAGAAGTCATGCAGGCAAC-3' 30 cycles

PAX-8 NM 003466.3 Forward 5'-GGCTCCACCTACTCCATCAA-3' 438 53℃

Reverse 5'-GGAAGGGGTGGAGCTAGAAC-3' 30 cycles

TTF-1 NM 003317.3 Forward 5'-ACGACTCCGTTCTCAGTGTCTG-3'  70 58℃

Reverse 5'-GCCCTCCATGCCCACTTT-3' 30 cycles

NIS NM 000453.1 Forward 5'-CTCCCTGCTAACGACTCCAG-3' 302 58.2℃

　 　 Reverse 5'-TTGTTTCCAGTGGGGAGTTC-3' 　 30 cycles

GAPDH, glyceraldehydes 3-phosphate dehydrogenase; NIS, sodium iodine symporter; PAX-8, paired box 8; RT-PCR, reverse 

transcriptase polymerase chain reaction; Tg, thyroglobulin; TTF-1, thyroid transcription factor-1.
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7. 통계 분석 

세포 생존 분석과 real-time PCR 결과는 평균 ± 표준 편

차로 표현하였으며, 평균은 Student's t-test와 Tukey의 사후 

분석을 이용한 일원배치 분산분석을 통해서 비교하였다. 통

계적 유의성은 P값으로 표현하였고 양측으로 0.05 미만인 

경우에 유의한 차이를 보이는 것으로 간주하였다. 통계 분석

은 Statistical Package for Social Science (SPSS), version 

14.0 (SPSS, Chicago, IL, USA)을 이용하였다. 

결   과

1. FTC-133 세포주에서 분화 유도제에 의한 

세포 생존 분석 

분화 유도제들이 FTC-133 세포의 생존에 미치는 영향을 

확인하기 위해서 MEK1/2 억제제인 U0126, PI3 kinase 억

제제인 LY2904002, DNA methyltransferase (DNMT) 억제

제인 AZT, HDAC 억제제인 TSA, RA 수용체 리간드로써 

분화유도체로 알려진 tRA, 그리고 항산화제로 알려진 ALA

를 48시간 동안 농도별로 처리하고 CCK-8 키트를 이용하여 

생존 세포의 비율을 측정하였다(Fig. 1). 각 약물의 분화 유

도 효과를 평가하는데 적절한 농도 설정을 위하여, 각 약물

이 세포 생존에 미치는 영향을 살펴보았고 일정 수준의 세

포 독성을 나타내는 농도 및 그 보다 일정 비율로 낮은 농

도, 두 가지 농도를 약물 별로 설정하고자 하였다. 이를 위

해 48시간 후에 세포의 생존이 80% 정도 억제되는 농도를 

우선 확인하였다. U0126에서 20 uM, LY294002에서는 5 

uM 정도의 농도에서 세포 생존이 80% 정도 억제되었다 

(Fig. 1A, B). TSA, RA 및 AZT 에서는 각각 50 uM, 0.5 

uM, 10 uM 정도의 농도에서 80% 정도 세포 생존이 억제

되었다(Fig. 1C, 1D, 1E). 반면 ALA는 200 uM 농도에서

도 통계적으로 유의한 세포 생존 억제 효과를 보이지 않았

다(P = 0.81) (Fig. 1F).

2. FTC-133 세포에서 RT-PCR을 이용한 

갑상선 특이 유전자 발현량 분석 

갑상선암 세포의 분화 유도 효과를 확인하기 위해서 세포

의 생존이 80% 정도 억제되는 농도와 그 1/5이 되는 농도에

서 48시간 동안 약물을 처리하고 갑상선-특이 단백질의 

mRNA 양 변화를 살펴보았다. 분리된 RNA를 토대로 Tg, 

NIS, PAX-8, TTF-1의 발현량을 RT-PCR을 통해서 확인하

였다(Fig. 2). 사람의 정상 갑상선 조직을 양성 대조군으로 

사용하였으며 정상 갑상선 조직에서는 4가지 갑상선 특이 

유전자의 발현을 모두 확인할 수 있었다. 약물을 처리하지 

않은 상태에서 FTC-133 세포는 PAX-8과 TTF-1 mRNA가 

잘 발현됨을 확인할 수 있었고, Tg mRNA의 발현량은 정상 

갑상선 조직에 비해서 상대적으로 적었다. 또한 NIS mRNA

는 FTC-133 세포에서 거의 발현되지 않은 것을 확인하였다. 

A B C

D E F

Fig. 1. Cell survival curves measured by cell counting kit-8 after 48 hours of treatment with re-differentiation agents in FTC-133 

cells. U0126; selective inhibitor of MEK1/2, LY294002; selective inhibitor of PI3K, TSA; trichostatin A. U0126 (A), LY294002 

(B), TSA (C), Retinoic acid (D), 5-Azacytidine (E), a-Lipoic acid (F).
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FTC-133 세포에 U0126, LY29004002 및 TSA를 정해진 

농도로 48시간 동안 처리한 후, 4가지 갑상선 특이 유전자

들의 mRNA발현에는 변화가 없었다(Fig. 2A). RA를 0.1 

uM, 0.5 uM씩 처리한 경우에는 PAX-8과 TTF-1 mRNA의 

발현에는 변화가 없었으나, Tg mRNA의 발현량이 상대적으

로 증가되는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2B). AZT을 처리

한 후에는 mRNA 발현량에 큰 변화를 보이지 않았다(Fig. 

2B). 

3. FTC-133 세포에서 α-lipoic Acid에 의한 

분화 유도 효과 

갑상선 특이 유전자 발현량을 차이를 보기 위해서 ALA

를 10 uM, 100 uM의 농도로 72시간 동안 처리하여 RNA

를 분리하고 cDNA를 합성하여 RT-PCR을 시행하였다. 

FTC-133 세포에서 ALA에 의해서 PAX-8과 NIS의 발현에

는 변화가 없었으나, Tg mRNA의 발현량은 농도에 따라서 

증가됨을 확인할 수 있었다. 또한, TTF-1 mRNA의 발현량

도 10 uM 농도에서부터 증가되는 것을 확인할 수 있었다 

(Fig. 3). 이러한 ALA에 의한 TTF-1 및 Tg mRNA의 증가 

효과는 48시간 이후부터 유의하게 나타났다(data not shown). 

ALA 10 uM과 100 uM 농도로 72시간 처리한 후에 얻은 

RNA를 통해서 만든 cDNA에서 real-time PCR로 Tg의 발

현량의 변화를 정량화하였다(Fig. 4). β-actin의 발현량을 기

준으로 Tg mRNA의 상대적인 발현량 변화를 확인하였다. 

10 uM 농도의 ALA에서 Tg mRNA는 1.3배 정도 증가하였

으며(P < 0.01), 100 uM 농도에서는 3.6배 증가되어 통계적

으로 유의한 증가를 확인하였다(P < 0.01). 

4. FTC-133 세포에서 α-lipoic Acid에 의한 

AMPK의 변화

ALA에 의한 TTF-1 mRNA 및 Tg mRNA 증가 효과의 

Fig. 3. Results of reverse transcriptase polymerase chain 

reaction after 72 hours of treatment with α-lipoic acids in 

FTC-133 cells. GAPDH, glyceraldehydes 3-phosphate 

dehydrogenase; Tg, thyroglobulin; PAX-8, paired box 8; 

TTF-1, thyroid transcription factor-1; NIS, sodium iodine 

symporter; (+), positive control (human thyroid tissue); (-), 

negative control (no template); C, control without vehicle.

 

A

   

B

   

C

D

   

E

Fig. 2. Results of reverse transcriptase polymerase chain reaction after 48 hours of treatment with re-differentiation agents in 

FTC-133 cells. GAPDH, glyceraldehydes 3-phosphate dehydrogenase; Tg, thyroglobulin; PAX-8, paired box 8; TTF-1, thyroid 

transcription factor-1; NIS, sodium iodine symporter; (+), positive control (human thyroid tissue); (-), negative control (no 

template); C, control without vehicle; U0126, selective inhibitor of MEK1/2; LY294002, selective inhibitor of PI3K; TSA, 

trichostatin A; RA, retinoic acid; AZT, 5’-azacytidine. U0126 (A), LY294002 (B), TSA (C), RA (D), AZT (E).
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기전을 살펴보기 위하여, 처리한 농도의 ALA가 AMPK를 

활성화 시키는지를 FTC-133 세포에서 확인하였다. ALA를 

처리한 후 30분, 60분, 24시간과 48시간에 AMPK1-α의 활

성화에 미치는 영향을 웨스턴 블롯으로 확인하였다. 100 

uM과 500 uM의 ALA 농도에서 1시간 이내 및 48시간까지 

처리하여도 AMPK1-α의 인산화에는 변화가 없었다(Fig. 5).

고   찰

본 연구는 ALA가 분화 갑상선암 세포에서 Tg와 TTF-1 

유전자 발현을 증가시킬 수 있음을 보여, 향후 갑상선암의 

새로운 분화 유도제로서 사용될 가능성을 제시한 첫 연구이

다. 갑상선 여포암 세포인 FTC-133에서는 ALA와 RA가 Tg

의 발현을 증가시킬 수 있음을 확인할 수 있었으나, 그 외에 

U0126, LY294002, TSA, AZT는 갑상선 특이 유전자의 발

현에 별다른 영향을 미치지 못하였다. 기저 상태의 FTC-133 

세포에서는 NIS mRNA의 발현이 없는 상태였으며, 본 연구

에서 NIS mRNA의 발현을 새롭게 유도할 수 있는 약제는 

없었다. 갑상선 암의 경우는 치료적 측면에서 분화 유도가 

매우 중요한 의미를 가지는데, 잘 알려진 바와 같이 방사선 

요오드 치료 또는 갑상선호르몬 억제 요법 등은 분화암의 

치료에 이용되며 요오드 섭취능을 포함한 세포의 분화도를 

증가시키거나 복원시키는 것이 치료 효과를 크게 개선시킬 

것으로 기대되기 때문이다. 

분화된 갑상선 세포는 갑상선 호르몬을 생산하기 위해서 

갑상선 세포에만 특이적으로 존재하는 Tg, thyroperoxidase 

유전자와 일부 조직에서만 발현되는 NIS와 TSH receptor 유

전자를 발현하는 것을 특징으로 하고 있다[24]. 이러한 갑상

선 세포의 분화는 특이적인 전사인자와 조절인자의 상호작용

에 의해서 조절되며, TTF-1, TTF-2 그리고 PAX-8 이라는 3

가지 전사 인자가 중요한 역할을 한다고 알려져 있다[21]. 따

라서, 갑상선 세포의 분화도를 평가하기 위한 방법으로는 요

오드 섭취능을 직접적으로 확인하는 방법 이외에도 갑상선 

특이적인 유전자나 단백질의 발현을 확인하는 것이 흔히 이

용되었으며[8,10,12,13], 본 연구에서도 Tg, NIS, TTF-1, 

PAX-8의 mRNA 발현량을 통해서 갑상선 암세포의 분화 

여부를 확인하였다.  

ALA는 대사와 관련된 여러 효소 복합체의 cofactor로 알

려져 있으며, 미토콘드리아의 산화적 인산화를 촉진시키고, 

정상 세포에서 유리 산소에 의한 산화를 방지하는 항산화물

질로 알려져 있다[19]. ALA는 동물 실험에서 AMPK의 활

성화를 통해서 근육세포의 인슐린 감수성을 개선하고[25], 

내피세포에서도 AMPK를 활성화시키며 이는 세포 기능을 

호전시키는 것으로 알려져 있다[26]. 또한, nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-κB)

를 억제하여 collagen에 의해서 유도되는 관절염을 호전시

키고[27], 동맥경화 진행 과정에서 평활근 세포의 이주를 억

제하는 것으로 알려져 있어서 염증반응을 억제하는데도 중

요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다[28]. ALA에 의한 항

산화 효과는 이 약제를 당뇨병성 신경병증의 치료제로 사용

하게 되는 근간이 되는 기전이다. 

ALA를 암세포에 적용한 연구에서는 일부 세포에서 bcl-2

나 bcl-X(L)을 억제하고, caspase-9과 caspase-3를 활성화시

켜서 세포자연사를 유도하는 것으로 보고되어 있으며, 세포 

주기에서 cyclin 의존성 kinase를 억제하는 p27
kip의 양을 증

가시켜서 암세포의 성장을 억제하는 것으로 알려져 있다[19]. 

암세포의 치료에 있어서 ALA를 말기 췌장암 환자들에 적용

한 유일한 연구가 있으며, 고농도의 ALA가 말기 암환자의 

생존과 삶의 질을 호전시킬 가능성이 있다고 제시하기도 하

였다[29]. 하지만 ALA에 의한 암세포의 자연사 유도 또는 

세포 성장 억제 효과는 매우 미미하기 때문에 현재까지는 

Fig. 4. Results of real-time polymerase chain reaction after 72 

hours of treatment with α-lipoic acids in FTC-133 cells.

A

B

Fig. 5. Western blotting of phospho-5-AMP-activated protein 

kinase (AMPK)-1α and total-AMPK1-α protein after treatment 

of α-lipoic acids during 30~60 minutes (A) and 24-48 hours 

(B) in FTC-133 cells.
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항암치료제로써 이용될 수 있는 수준은 아니며, 항암 치료제

의 보조제 또는 항암 치료의 합병증을 줄이는 목적으로 이

용되고 있을 뿐이다[19]. 또한, 급성전골수성 백혈병 세포에 

대한 연구에서는 비타민 D3와 ALA를 병합하는 치료가 실

험적으로 암세포의 분화도를 개선시킬 수 있을 가능성이 제

시되기도 하였으나 ALA가 단독으로 암세포 분화를 유도한

다는 보고는 아직 없다[22]. 본 연구에서는 ALA에 의해서 

Tg와 TTF-1의 유전자 발현이 증가되는 것을 확인하였으며, 

ALA의 효과가 나타나는 기전에는 AMPK의 활성화가 관련

이 없음을 보였다. ALA가 갑상선암 세포의 분화를 유도하

는 기전에 대해서는 추가적인 연구가 필요하며, ALA가 암

세포의 NF-κB의 전사 활성을 억제하는 기전이나 항산화효

과가 유전자의 전사 조절에 미치는 영향을 고려해 볼 수 있

다. 또한, 혐기해당작용에 의존하던 암세포의 대사가 ALA

에 의해서 조절되는 기전이나 cyclin AMP-protein kinase A 

경로와의 관련성에 대해서도 추가 연구가 필요할 것으로 보

인다. 

본 연구에서 ALA는 TTF-1과 Tg의 유전자 발현을 함께 

증가시켰다. Tg의 발현에 대한 이전 연구에서는 TTF-1과 

PAX-8이라는 2가지 전사 인자가 Tg 유전자의 프로모터에 

작용해서 Tg의 전사를 촉진하는 것으로 알려져 있으며, 

TTF-1이 PAX-8보다 더 중요한 역할을 하고 두 전사인자가 

같이 작용할 때 전사 활성도가 더 높은 것으로 보고한 바 있

다[30]. 또한, TSH 수용체 유전자를 제거한 쥐에서 TTF-1, 

PAX-8, Tg 유전자의 변화가 함께 발현하는 것으로 보아 

TSH 신호 전달체계와는 별도로 TTF-1과 PAX-8에 의해 Tg

의 발현이 조절된다고 볼 수 있다[31]. 따라서, 본 연구에서 

ALA가 TTF-1의 발현 증가시켜서 Tg의 발현 조절할 수 있

을 가능성이 있지만, 이를 증명하기 위해서는 ALA가 Tg 

promoter에 미치는 직접적 영향과 TTF-1을 작용을 배제한 

상태에서 변화를 보는 추가적인 연구가 필요할 것으로 보

인다. 

ALA는 현재 당뇨병 환자에서 사용되고 있고 부작용도 

미미하다는 점에서 실제로 임상 적용이 가능한 약제로 생각

된다. ALA는 돌연변이를 유발하거나 유전자에 독성이 거의 

없는 약물로 알려져 있으며 하루에 체중 1 kg 당 61.9 mg까

지의 섭취에도 큰 부작용이 없다[20]. 본 연구에서 사용한 

10~100 uM의 농도는 당뇨병 환자에서 사용하는 하루 수백 

mg 용량의 ALA 섭취 시에 보이는 혈중 농도와 유사하거나 

오히려 낮다. 따라서, ALA는 갑상선암 환자에서 실제 임상 

적용이 바로 가능한 약제로 판단된다. 

FTC-133 세포는 갑상선 여포암에서 확립된 세포이다[23]. 

최근 Schweppe 등[18]에 의한 연구에서는 현재 갑상선암에

서 유래된 것으로 알려진 40개의 세포주들을 short tandem 

repeat를 이용한 DNA profiling, single nucleotide 

polymorphism array 및 PAX-8과 TTF-1 mRNA 발현 등을 

확인하여 이중에서 50%만이 갑상선에서 유래한 암세포 임

을 확인하였다. 또한 가장 널리 사용되던 세포주인 NPA87, 

ARO81-1, DRO90-1 등의 세포가 갑상선암이 아닌 다른 종

류의 암세포에 의해서 오염된 것임을 확인하였다. FTC-133

은 이 연구에서 갑상선 특이 전사인자인 PAX-8과 TTF-1의 

mRNA가 모두 잘 발현되는 갑상선암 세포주 6개 중 하나였

다. 또한, 갑상선암의 분화 유도에 관련된 연구에서 가장 많

이 이용된 세포주였기 때문에 본 연구에서는 FTC-133 세포

를 이용하여 실험을 진행하였다[32]. 하지만, 갑상선암의 분

화 유도 치료는 NIS의 단백 발현량을 증가시키고 그에 따른 

요오드 섭취능을 개선시켜서 방사선 요오드 치료의 효과를 

높이는 것이 핵심이다. 따라서, 본 연구에서와 같이 NIS의 

발현량이 거의 없는 FTC-133 세포주를 이용하면 요오드 섭

취능을 개선시킬 수 있는지를 확인하는 데는 제한점이 있다. 

PI3 kinase 억제제를 분화 유도에 적용한 연구에서는 NIS를 

발현하는 정상 갑상선 세포주인 FRTL-5와 NIS를 인위적으

로 발현하도록 만든 갑상선암 세포주를 이용하였고[14], 

MAP kinase 억제제에 대한 연구에서도 정상 갑상선 세포주

와 유전자가 변형된 암세포주가 이용되었다[13]. 따라서, 추

후 ALA에 대한 연구는 NIS의 발현이 일부 남아있는 암세

포주나 정상 갑상선 세포주에서 요오드 섭취능을 개선시킬 

수 있는지에 대한 확인이 필요할 것이다. 

본 연구에서는 갑상선 여포암 세포주인 FTC-133에서 

ALA가 Tg와 TTF-1의 mRNA 발현량을 증가시킬 수 있음

을 처음으로 관찰하였으며, 이러한 세포 분화도 개선이 

AMPK의 활성화와는 관련이 없음을 확인하여 보고하는 바

이다. ALA에 의한 분화 유도의 기전과 요오드 섭취능에 미

치는 영향에 대해서는 추가적인 연구가 필요할 것이다. 

 

요   약

배경: 재발 또는 전이된 분화 갑상선암의 30% 정도에서 

암세포의 분화도가 떨어져 있으며, 새로운 분화 유도제의 개

발 및 그 기전에 대한 연구는 이러한 환자들의 치료에 있어

서 중요한 역할을 할 것이다. 본 연구에서는 갑상선 여포암 

세포에서 분화 유도제들이 갑상선 특이 유전자 발현에 미치

는 영향을 확인하고자 하였다.  

연구방법: 갑상선 여포암 세포주인 FTC-133에서 U0126, 

LY294002, trichostatin A, retinoic acid (RA), 5'-azacytidine

과 α-lipoic acid (ALA)를 처리한 후에 갑상선 특이 유전자

인 thyroglobulin (Tg), sodium iodine symporter (NIS), 

PAX-8, TTF-1 mRNA 발현의 변화를 역전사 중합효소 연

쇄반응을 통해서 확인하였다. 또한, ALA에 의한 Tg mRNA 

의 변화를 실시간 중합효소 연쇄반응으로 확인하였다. 

결과: FTC-133 세포에서 0.1 uM 이상의 농도에서 RA를 

48시간 처리한 후에 Tg의 mRNA 발현이 증가하였으며, 
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ALA를 10 uM 이상의 농도로 48~72시간 처리한 후에는 Tg 

및 TTF-1 mRNA 발현이 증가하였다. 실시간 중합효소 연

쇄반응에서 ALA에 의한 Tg mRNA는 10 uM에서 1.3배, 

100 uM에서 3.6배로 증가하였다. 상기 농도의 ALA는 

FTC-133 세포에서 AMPK1-α의 인산화를 증가시키지 않았

다. 기저 상태에서 FTC-133 세포에서는 NIS의 발현이 없었

으며, 사용된 분화 유도제들은 NIS 유전자의 발현을 유도시

키지는 못했다. 

결론: ALA는 FTC-133 세포에서 Tg 및 TTF-1 mRNA의 

발현을 증가시켰으며 이는 AMP kinase 활성화와는 관련이 

없는 것으로 보인다. 본 연구는 ALA가 갑상선암에서 분화 

유도제로 사용될 수 있을 가능성을 제시하는 첫 연구이다. 

이를 위해서는, 향후 그 기전에 대한 연구가 필요할 것이다. 

또한, 다양한 갑상선암 세포주들을 이용한 NIS 발현이나 요

요드 섭취능에 대한 ALA의 효과에 대한 추가적인 연구가 

필요하다. 
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