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서      론
 

  갑상선 암은 비교적 예후가 좋은 암이지만 일부의 경우 

재발하며 이러한 재발암의 치료에서 가장 문제가 되는 것

은 방사성 옥소 치료에 반응하지 않는 것이다. 전체 분화 

갑상선 암 중 20%에서 50% 정도의 환자와 대부분의 미분

화 갑상선암 환자는 기존의 방사성 옥소 치료에 반응하지 

않는다. 방사성옥소 치료는 옥소가 갑상선 세포 내로 흡수

되는 것을 전제로 이루어지고 이러한 옥소의 흡수는 여포

세포의 basolateral membrane에 위치한 Na
+
/I
-
 symporter 

(NIS)에 의하여 이루어진다.(1) NIS는 12개의 transmembrane 

domain을 가진 막단백질로(2) 주로 갑상선 자극호르몬(TSH)

에 의해 발현의 조절을 받는다.(3) 정상적인 갑상선의 여포
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Purpose: Response to radioiodine therapy for thyroid cancer 
is related to the loss of sodium-iodine symporter protein 
caused by dedifferentiation of thyroid cancer cells. So we 
aimed to study mRNA expression of CD97, dedifferentiation 
marker, and sodium-iodine symporter after retinoic acid 
treatment according to retinoids receptor status. 
Methods: Thyroid cancer cell lines; ARO, FRO, NPA, TPO, 
and FTC133 were prepared. 5μM of all trans retinoic acid 
were administered to each cell lines and then expression of m 
RNA for retinoids receptors (RARα, RARβ, RARγ, RXRα,
RXRβ, RXRγ), CD97, and Sodium-Iodine symporter by 
RT-PCR. 
Results: RARs and RXRs were differently expressed in 
each cell line. After retinoic acid treatment, relative density 
of retinoic acid receptor mRNA were increased by time 
dependently in each cell line except TPO cell line. Expres-
sion of CD97 also was decreased in every cell lines (P＜
0.001). Retinoic acid increased expression of sodium-iodine 
symporter only in FTC133 cell line (P＜0.001), and TSH or 
forskolin did not enhance NIS expression by retinoic acid. 
RARβ and RXRγ were expressed only in FTC 133cell line 
before treatment. Induction of sodium-iodine symporter by 
retinoids disappeared after RARβ specific antagonist LE135

or pan RXR antagonist PA452 administration.
Conclusion: Retinoic acid reduced expression of CD97 in 
five thyroid cancer cell lines. However, retinoic acid could 
restore sodium-iodine symporter expression in only FTC 133 
cell line specifically containing RARβ and RXRγ. Restor-
ation of sodium-iodine symporter expression by retinoic acid 
is related to RARβ and RXRγ expression. (Korean J 
Endocrine Surg 2004;4:1-9)
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는 발현이 감소하게 되는데 NIS는 갑상선 암 조직에서 100

배 가량 발현이 감소하며 전체 분화암 중 30%에서 90%의 

암 조직이 이러한 NIS의 감소를 보이고(4) NIS가 감소된 갑

상선 악성 종양에서는 옥소 흡수의 감소를 보인다.(5) 그러

므로 방사성 옥소에 불응하는 갑상선 암을 재분화시켜 NIS

의 발현을 증가시킬 수 있다면 이론적으로 방사성옥소의 

섭취를 증가시킬 수 있다. 이런 재분화 유도에 쓰이고 있는 

화합물로는 갑상선 자극호르몬 (TSH) 등이 있지만 가장 대

표적으로 시도되고 있는 것이 retinoids이다. 

  Retinoids는 retinol의 천연 유도체로서 all trans retinoic 

acid (ATRA), 9-cis retinoic acid (9cRA)와 13-cis reinoic acid 

(13cRA)를 포함하고 있고 각각은 특이한 수용체에 반응하

며 그 밖에 많은 합성유도체들이 존재한다.(6) Retinoids는 

발생과정에서 분화와 장기형성에 관여하며 in vitro 그리고 

동물 model에서 전골수세포성 백혈병, 피부암, 유방암, 폐

암 등의 암세포의 분화를 촉진한다.(7) 갑상선 암세포주에

서는 분화표지자인 type I 5' deiodinase activity를 증가시키

며(8) 세포 간 상호작용을 증가시킨다.(9) 갑상선암 세포주

에서 ATRA로 처리 후 탈분화 표지자인 CD97의 발현을 확

인해 보면 retinoic acid (RA)는 갑상선암 세포주에서 CD97

의 발현을 감소시켜 분화를 유도하는 것을 알 수 있다.(10, 

11) 특히 retinoic acid는 FTC133 cell line 등의 일부의 갑상선

암 세포주에서 NIS의 발현을 증가시키는 것으로 보고되어 

있다.(12) Retinoids의 작용기전을 고찰하여 보면 retinoids 들

은 특이한 수용체를 통하여 세포 내에서 작용하게 되는데 

retinoid 수용체는 nuclear transcription factor로서 retinoic acid 

수용체들(RARα, RARβ, RARγ)과 rexinoid 수용체들(RXR

α, RXRβ, RXRγ)로 나뉘며(13) retinoids와 결합하여

RAR-RXR heterodimer를 이룬 후 SRC-1 등의 cofactor와 같

이 DNA의 retinoic acid receptor response element (RARE)에 

결합하여 전사를 유도한다.(14) Retinoc acid에 의한 NIS의 

발현 조절은 이러한 ligand-RAR-RXR heterodimer complex가 

NIS gene promotor의 RARE에 결합하여 transcription을 촉진

하기 때문이라고 생각되어진다.(15) 그러므로 retinoid 수용

체가 발현되어 있지 않으면 RA에 의한 분화 조절기전은 작

동을 할 수가 없다.(16) 임상적으로도 방사성 옥소에 반응

하지 않는 재발암에서 retinoids를 이용하여 방사성 옥소의 

섭취를 증가시키려는 시도가 있었는데 문제점은 retinoid에 

대한 반응도의 예측이 불가능하다는 점이다. Simon등은 소

수의 재발한 분화 갑상선암 환자에서 임상적으로 방사성 

옥소의 섭취를 증가시키고자 retinoids 요법을 시도하였으나 

약 6∼30%의 환자에서 부분적인 관해를 얻는 것에 그쳤

다.(17) 그리고 retinoid 자체는 발적이나 점막의 가피형성, 

간기능 장애 같은 부작용을 가지고 있으므로 유방암에서의 

호르몬 수용체와 같은 치료의 예측인자를 찾아내는 것이 

중요하다. 현재까지 시도된 임상연구를 고찰하면 retinoid 

수용체의 유무에 대한 검색이 이루어지지 않았다. 또 수용

체가 양성인 세포라도 RAR과 RXR에는 6가지의 아형이 있

어 각각 특이한 작용기전을 가진다고 가정하면 RAR 또는 

RXR 발현 상태에 따라 retinoid 분화요법에 대한 반응이 다

를 것이라 생각할 수 있다. 그렇다면 RAR과 RXR의 발현 

상태는 retinoid에 대한 종양의 반응도의 예측인자가 될 수 

있을 것이다. 이에 저자는 갑상선 유두암 세포주, 여포암 세

포주, 그리고 미분화갑상선암 세포주에서 역전사 중합효소

법(RT-PCR)을 통해 RAR, RXR의 발현분포를 확인하고 

RAR에 특이적인 ligand인 all trans retinoic acid (ATRA)를 

각 세포주에 처치하여 RAR과 RXR 유무에 따른 분화표지

자인 CD97과 NIS 발현의 변화를 분석하고자 하였다.

방      법

    1) 사용화합물

  사용한 모든 화합물들은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, 

Mo, USA)에서 구입하였다. RARβ 특이적 길항제인 LE135, 

RXR 특이적 ligand인 Hx630, 그리고 RXR 특이적 길항제인 

PA452 (18 Xu Q, et al. 2002)은 동경대학의 Professor Hiro-

yuki Kagechika (Tokyo, Japan)가 제공하였다.

    2) 세포배양

  갑상선 암세포주인 ARO cell line (미분화암 세포주), 

NPA cell line (유두암 세포주), FRO cell line (미분화암 세포

주), 그리고 TPO cell line (유두암 세포주)을 10%/5% fetal 

calf serum (FCS)을 첨가한 RPMI1640 배지에서 일주일 동안 

배양하였다. 3∼4일에 1회씩 배지를 교환해 주었다. ATRA 

(Sigma Co, Missouri, USA)를 처리하기 전 혈청포함배지에

서 하루를 배양한 후 혈청을 제외한 배지로 옮기고 24시간 

후에 5μM all trans retinoic acid로 처리하였다. FTC133 cell 

line (여포암 세포주)은 10% FCS, TSH (10 mU/ml), fungizone 

(250 mg/ml), penicillin (10,000 U/ml), streptomycin (10,000 

U/ml), glutamine (12.5 mg/L), insulin (0.01 mg/ml)을 첨가한 

DMEM F-12 (6H) 배지에서 같은 방법으로 배양하였다. 

ARO cell line, NPA cell line, FRO cell line은 서울대학교의 

정준기 교수(서울, 대한민국)가, FTC133 cell line과 TPO cell 

line은 Heinlich Heine 대학의 Professor Peter Goretzki (Dus-

seldorf, Germany)가 제공하였다.

    3) 역전사 중합효소반응(Reverse Transcription-Poly-

merase Chain Reaction: RT-PCR) 

  ATRA로 처리하기 전의 ATRA vehicle인 ethanol만 처리

된 세포주와 ATRA 처리 후 24시간, 48시간, 72시간 후의 

세포주에서 추출한 RNA를 이용하였다. 총 RNA는 처치한 

세포에서 TRIzol reagent (GIBCO BRL Life Technologies, 

Maryland, USA)를 이용하여 추출하였다. RNA pellet은 

DEPC treated water에 약 0.5μg/μl에서 1.0μg/μl의 농도로 
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녹여서 섭씨 영하 70oC서 보관하였고 준비된 RNA의 정량과 

정성은 260 nm과 280 nm의 투과도를 이용하여 분석하였다. 

총 RNA 1μg과 random primer p (dN)6 (최후 농도 1μM)를 

12.5μl의 DEPC-treated water에 넣고 2분간 섭씨 70도에 방

치 후 수분간 cooling 하였다. cDNA합성은 recombinant 

MMLV reverse transcriptase (GIBCO BRL Life Technologies, 

Maryland, USA) 1μl를 이용하여 공급자의 제안대로 시행하

고 반응은 섭씨 42oC서 1시간 동안 진행하였다. 반응은 섭

씨 94
oC에서 5분간 가열하면서 종료하였고 증폭은 다음과 

같은 primer를 사용하였다(Table 1). 각각의 PCR 반응은 

cDNA 3μl, 10pM primer 1μl, 2.5 mM dNTPs mixture 1μl, 

10배 PCR buffer 2.0μl와 recombinant Thermus aquaticus 

DNA polymerase (TaKaRa Shuzo Co Ltd. Tokyo, Japan) 0.5 

unit을 혼합하여 최종 volume이 20μl가 되도록 하였다.

  증폭은 TaKaRa Shuzo Co Ltd (Tokyo, Japan)의 TaKaRa 

PCR Thermal Cycler Personal을 이용하였다. 얻어진 PCR 최

후산물을 가지고 Ethium Bromide (Sigma Chemical Com-

pany, Missouri, USA) 염색을 이용하여 2% agarose gel elect-

rophoresis를 시행하고 Biological Image Processing System 

(BiPS) 3.0 (BIOMEDLAB Co, Seoul, Korea)을 이용하여 gel 

image를 얻은 후, 그 밀도를 정량화하였다. 각각의 유전자

에 대한 상대적 밀도는 동일 cDNA로부터 얻은 house-

keeping gene인 GAPDH의 밀도로 보정하여 구하였다.

    4) NIS와 CD97에 대한 RT-PCR

  동일한 방법으로 ATRA vehicle인 ethanol만 처리된 세포주

와 ATRA 처리 후 24시간, 48시간, 72시간 후의 세포주에서 

NIS와 CD97에 대하여 RT-PCR을 시행하였다. 조건과 사용

한 primer는 Table 1에 예시하였다. 따로 TSH와 forskoin에 

의한 ATRA의 synergistic effect를 확인하기 위하여 TSH free 

DMEM F12 (5H) media에서 배양한 FTC 133세포주에서 

ATRA와 TSH (1 mU/ml), forskolin (10 nM/L)을 처리 후 72

시간째에 NIS에 대한 RT-PCR을 시행하였다. FTC 133세포

주에서 RARβ의 역할을 분석하기 위하여 RARβ 특이적 길

항제인 LE135 (0.1μM/L)와 ATRA를 같이 처리한 후 72시

간째에 NIS에 대하여 RT-PCR을 시행하였다. 또 FTC 133세

포주에서 RXRγ의 역할을 분석하기 위해 특이적 ligand인

Hx630 (1μM/L), RXR 특이적 길항제인 PA452 (1μM/L)를 

동시에 처리한 후 72시간째에 NIS에 대하여 RT-PCR을 시

행하였다. 대조군으로 수술 전 갑상선 방사성 옥소 스캔에

서 흡수가 있었던 갑상선유두암 환자의 갑상선전적출술 시 

얻어진 종양주위의 정상 갑상선 조직을 수술장에서 채취 

후 액체질소에 영하 70
oC로 급속 냉동시킨 후 NIS와 CD97

발현의 양성대조군과 음성대조군으로 사용하였다. 환자에

게는 조직사용에 대한 동의를 구하였다.

    5) 통계분석

  ATRA로 처리하기 전과 처리한 후의 mRNA 발현 밀도의 

변화를 통계적으로 검증하기 위하여 PC용 soft ware인 SPSS 

11.0 for WINDOWS를 이용하여 one way ANOVA test를 실

시하였다. 발현밀도는 내적 대조군으로 사용한 GAPDH의 밀

도에 상대적으로 보정하여 사용하였고 3회 실시한 실험의 

mean값을 발현밀도로 간주하였다. P＜0.05인 경우 통계적

으로 유의하다고 판정하였다.

Table 1. Primers used for PCR reaction
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

Molecule Sequence Product size
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

RARα Forward: 5-TGGGTGGACTCTCCCCGCCA-3 512 bp

Reverse: 5-CCCACCTCCGGCGTCAGCGTG-3

RARβ Forward: 5-CACTGGCTTGACCATCGCAGACC-3 458 bp

Reverse: 5-GAGAGGTGGCATTGATCCAGG-3

RARγ Forward: 5-GGCCTGGGCCAGCCTCACCTC-3 480 bp

Reverse: 5-CAGCCCCAGATCCAGCTGCACG-3

RXRα Forward: 5-ATGGCTGCCCCCTCGCTGCAC-3 386 bp

Reverse: 5-GGCGCAGATGTGCTTGGTG-3

RXRβ Forward: 5-ATGCCACCCCCGCCACTGGGC-3 528 bp

Reverse: 5-GCCTCCAGGATCCTGTCCACAGGC-3

RXRγ Forward: 5-CCCCTGGTCACACTGGCTCGACG-3 228 bp

Reverse: 5-CACCAGAGACCCAGGGCTGGTGG-3

hNIS Forward: 5-GCCCTCATCCTGAACCAAGTG-3 232 bp

Reverse: 5-TGATCCGGGAGTGGTTCTG-3

CD97 Foward: 5'-GAGCATCAGTGTGACAGCTC-3 331 bp

Reverse: 5'-CTATGAGGTGCCGGACAGGT-3
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
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결      과

    1) 갑상선암 세포주에서의 retinoids 수용체의 발현

  ATRA로 처리 전의 갑상선암 세포주에서 retinoic 수용체

의 발현을 검색하였을 때 NPA 세포주에서는 RARβ가, 

FRO 세포주에서는 RARα, RARγ, RXRα, RXRβ가 ARO 

세포주에서는 RARγ, RXRα, RXRβ가 FTC133 세포주에

서는 RARβ, RARγ, RXRβ, RXR γ가 그리고 TPO 세포주

에서는 RARα와 RXRβ가 발현되어 있었다(Fig. 1). ATRA

를 처리한 후에는 대부분의 세포주에서 RAR과 RXR의 발

현이 증가하는 양상을 보였으나 FRO 세포주에서 RXRα와 

RXRβ, 그리고 ARO 세포주에서 RXRα는 오히려 감소하였

고 FTC133 세포주에서 RXRα는 통계적으로 유의한 변화

가 없었다(P=0.073). TPO세포주에서는 모든 RAR과 RXR의 

발현에 변화가 없었다(Fig. 2).

    2) 갑상선암세포주에서의 CD97과 NIS mRNA의 발현

  분화의 지표가 되는 CD97의 경우 ATRA로 처리하기 전

에는 모든 암 세포주에서 높은 밀도로 발현되어 있었다

(Fig. 3A). ATRA로 처리한 후에는 처리 후 24시간부터 발현

이 감소하기 시작하여 처리 전의 세포주와 비교할 때 시간 

의존적으로 발현이 유의하게 감소하였다(P＜0.001, Fig. 

Fig. 2. Messenger RNA expression of RARs and RXRs in NPA 
cell line after all-trans retinoic acid treatment.

Fig. 1. Expression of retinoid receptors after all-trans retinoic 

acid 5μM treatment.
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3B). 대조군으로 사용한 정상 갑상선조직과 비교하여 보면 

24시간 후의 세포주에서의 CD97의 발현밀도와 정상조직의 

발현 밀도 사이에는 통계적으로 차이가 없었으며 24시간이 

지난 후에는 더 감소하거나 증가하는 경향을 보였지만 24

시간 후, 48시간 후, 그리고 72시간 후 각각의 CD97의 발현 

밀도 사이에는 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았다 

(Fig. 3B, P＞0.05). NIS의 경우에는 모든 세포주에서 ATRA 

처리 전에는 발현되어 있지 않았고 처리 후에도 발현증가

를 보이지 않았다. 그러나 FTC133 세포주에서는 처리 후 

48시간부터 NIS 발현이 증가되었고 72시간째에는 정상 조

직과 차이 없이 발현되었다(Fig. 3A).

  FTC133 세포주에서 TSH에 의한 ATRA의 효과 증강 여

부를 알아보기 위해 ATRA와 TSH (1 mU/ml), 그리고 ATRA

와 TSH 유사 cAMP 촉진제인 forskolin (10 nM/ml)을 동시에 

처리한 후 72시간 후에 NIS의 발현을 검색하여 보았다. 

ATRA만 처리한 경우, ATRA와 TSH를 처치한 경우, 그리고 

ATRA와 forskolin을 처치한 경우 등 세가지 경우 모두에서 

NIS의 발현증가를 관찰할 수 있었지만 ATRA 단독 처리한 

것과 비교할 때 TSH와 forskolin을 같이 처리한 경우에서 

NIS의 발현밀도가 증가하지는 않았다(Fig. 4, P＞0.05).

    3) Retinoids에 의한 NIS의 발현 유도에서의 RARβ

와 RXRγ의 특이적인 역할 

  ATRA 처리 후 NIS의 발현이 증가된 FTC133과 증가되지 

않은 다른 세포주의 RAR과 RXR의 발현 양상을 정리하면 

Table 2와 같다. RAR의 경우는 3가지 아형 중 한 가지라도 

각 세포주에서 발현이 되어 있었고 TPO 세포주에서는 

RARβ가 약하게 발현된 것을 제외하고는 다른 RAR은 발

현되지 않았다. RXR은 NPA 세포주에서는 세 가지 isoform

이 모두 발현되어 있지 않았고 RXRγ의 경우는 FTC133 세

포에서만 발현되어 있었다. 즉 FTC133 세포주에서는 RAR

과 RXR 중에서 RA처리 전에 RARβ와 RXRγ만이 특이적

으로 발현되어 있었고 RARβ와 RXRγ의 상대적인 발현 밀

도를 다른 세포주들과 비교해 볼 때 통계적으로 유의하게 

발현 밀도가 높았다(P=0.015).

  RARβ의 특이적인 반응을 확인하기 위하여 ATRA와 

RARβ에 특이적인 길항체인 LE135를 동시에 처리한 후 

NIS의 발현을 72시간 후에 검색하였을 때 ATRA에 의한

NIS의 발현증가가 소실되었다. RXR 수용체 모두에 작용하

는 합성 retinoid Hx630을 처리하였을 때에도 72시간 후 NIS

Table 2. Retinoid receptor status before all-trans retinoic acid treatment
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ
CELLs RARα RARβ RARγ RXRα RXRβ RXRγ
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
NPA Positive Weak positive Negative Negative Negative Negative

FRO Negative Negative Positive Positive Positive Negative

ARO Negative Negative Positive Positive Positive Negative

FTC133 Negative Positive Positive Negative Positive Positive

TPO Weak positive Negative Negative Negative Positive Negative
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Fig. 3. Changes of NIS and CD97 expression after all-trans 

retinoic acid (ATRA) treatment. (A) CD97 decreased in 

each cell line. NIS increased by ATRA 72 hrs later only 

in FTC 133 cell line. (B) Decrease of CD97 expression. 

CD97 decreased to normal tissue level after 24 hrs. 
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의 증가가 일어났으며 RXR 길항체인 PA452를 동시에 처리

하면 마찬가지로 NIS의 증가는 소실되었다(Fig. 5).

고      찰

  갑상선암은 일반적으로 예후가 좋은 암으로 알려져 있지

만 20∼30%의 분화암과 대부분의 미분화갑상선암은 기존

의 방사선 동위원소 치료에 반응을 하지 않으며 이는 갑상

선암의 치료가 실패하는 중요한 원인 중의 하나이다. 갑상

선암이 방사선 동위원소 치료에 반응하지 않는 가장 중요

한 이유 중의 하나는 암세포의 탈분화에 의한 Sodium- 

Iodine symporter (NIS) 단백질의 소실이라고 생각된다. 실제

로 갑상선암 세포주와 유두암, 여포암, 미분화 갑상선암 조

직 모두에서 NIS의 mRNA와 단백질이 모두 감소되어 있는 

것을 관찰할 수 있으며 NIS가 감소되어 있는 세포주에서 

방사성 옥소의 흡수가 감소하고(19) NIS의 발현 유무와 재

발암에서의 치료반응도 관계가 있다.(5) 그러므로 이론적으

로는 방사성 옥소에 반응하지 않는 갑상선암세포에 NIS를 

발현시키면 종양에서 방사성 옥소의 흡수가 증가하여 치료

에 반응할 것이라 예측할 수 있다.

  Retinoids는 vitamine A 또는 retinol의 천연 유도체로 인체 

내에서 많은 생리적 작용에 관여하지만 특히 정상조직과 

종양조직에서 세포의 성장과 분화 그리고 세포고사를 조절

하는데 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다.(6) 이러한 

성질을 이용하여 급성 전골수성 백혈병의 치료제로 사용되

고 있으며 그 밖에 피부암, 폐암, 난소암 등에서 화학적 예

방에 이용하기 위한 임상연구가 진행 중이고 갑상선 암에

서도 RA를 통해 재분화를 얻어내려는 시도가 있어 왔

다.(20,21) 이러한 RA의 작용은 nuclear transcription factor인 

RAR과 RXR에 의해 매개되므로 유방암의 anti-estrogen요법

과 마찬가지로 RA에 의한 분화유도요법에서도 RAR과 

RXR의 유무는 중요한 예측인자가 될 것이라고 생각된다. 

본 연구에서 각각의 세포주들은 세포주마다 서로 다른 수

용체의 발현 양상을 보였는데 Schmutzler등은 4종류의 갑상

선암 세포주와 10개의 갑상선암 조직에서 선택적인 RAR과 

RXR의 소실을 보고하였고(17) Tang등도 42명의 갑상선 유

두암 환자에서 얻은 종양조직에서 RARα, RARβ와 RXR

α, RXRβ의 소실을 보고하였다.(22) 그러므로 동일한 RA

를 처치하였을 때에도 RA에 대하여 서로 다른 반응을 보일 

것이라고 생각할 수 있다. 실제로 Simon등은 RA를 투여한 

환자에서 RA에 대한 반응도가 다르다고 보고하였으므로

(17) RA를 투여하려 할 때 반응을 예측할 수 있는 예측인자

Fig. 4. Costimulatory effect of TSH and forskolin to NIS induction 

by ATRA. (A) TSH and forskolin did not intensify NIS 

mRNA induction in 72 hrs. (B) ATRA and TSH, forskolin 

did not showed statistic difference of NIS mRNA density. 

Abbreviation: ATRA = all-trans retinoic acid; TSH = 

thyroid stimulating hormone; NIS = sodium-iodine sym-

porter.

Fig. 5. Receptor specific inhibition of NIS induction by ATRA (A) 

RARβ specific antagonist LE135 blocked ATRA effect to 

FTC133 cell line in 72 hrs. RXR specific agonist Hx630 

and RXR specific antagonist PA452 also showed similar 

effect. (B) This blockage effect was statistically different 

(P＜0.05). Abbreviation: ATRA = all-trans retinoic acid; 

TSH = thyroid stimulating hormone; NIS = sodium-iodine 

symporter.
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가 중요함을 알 수 있다. 암세포에서 RAR이나 RXR의 발현

이 소실되거나 조절되는 기전은 아직 불명확하다. 발현이 

소실되는 기전으로는 점 돌연변이,(23) 또는 촉진 유전자의 

메틸화에 의한 RAR 유전자의 발현감소(24) 등이 거론되고 

있지만 서로 다른 기전이 동시에 작용한다고 생각된다. 특

히 RARβ는 두경부 암이나 비소세포성 폐암, 유방암, 식도

암 등에서 소실이 보고되었고(25) retinoid에 반응하는 폐암

세포주에서 RARβ를 과발현 시켰을 때 세포의 성장이 억

제되었으며(26) 유전자조작 생쥐 에서 RARβ에 대한 anti-

sense를 발현시켰을 때 폐암이 증식하는 것이 보고되어(27) 

종양억제 유전자로서의 가능성이 보고되고 있다. 본 연구

에서는 다섯개의 세포주 중에 FTC133을 제외한 네 개의 세

포주에서 RARβ의 발현이 소실되거나 약한 발현만을 보였

고 Haugen등도 4개의 갑상선암 세포주에서 공통적인 RAR

β의 소실을 보고하였다(28). Tang등도 42명의 갑상선유두

암 환자 중 15명의 환자에서 RARβ의 소실을 보고하여(22) 

갑상선암의 발암과정에서도 RARβ가 중요한 역할을 하리

라는 점을 시사한다. 

  본 연구에서는 all trans retinoic acid (ATRA)로 처리한 세

포주에서 RAR과 RXR의 발현이 증가하는 것을 관찰할 수 

있었는데 RARα나 RARβ의 경우 gene promotor에 RARE를 

가지고 있으므로(29,30) RA 자체가 이 promotor에 작용했을 

것이라고 생각된다. 사용된 retinoid인 ATRA는 RAR에 선택

적으로 작용하는 화합물로 RAR의 발현이 없거나 아주 약

했던 TPO 세포주에서는 RAR과 RXR의 발현이 증가하지 

않았으므로 이러한 RA에 의한 RAR과 RXR의 조절 역시 

retinoid 수용체를 통하여 이루어지는 것으로 생각할 수 있다.

  ATRA로 처리한 세포주에서 관찰할 수 있는 또 하나의 

중요한 현상은 CD97 발현의 감소이다. CD97은 seven span 

transmemebrane family의 일원으로 EGF like domain인 CD97α

와 seven span transmembrane 수용체인 CD97β로 구성되어 

있는 세포 표면물질이다.(31,32) CD97은 주로 정상 백혈구 

세포막에 발현되나 악성상피세포에서 비정상적으로 발현

되어 세포의 이동과 침윤에 중요한 역할을 하게 된다.(33) 

또 CD97은 갑상선암에서 분화도의 척도가 될 수 있으므로 

(10,11) CD97의 발현이 감소한 다섯 세포주에서는 재분화

가 일어났다고 생각할 수 있다. RA가 CD97의 발현을 감소

시키는 기전은 불명확하지만 phorbol 12-myrisate 13-acetate 

(PMA)를 통한 PKC 활성화가 CD97의 발현을 감소시키므로

(10) PLC-PKC 경로가 CD97의 조절에 중요한 역할을 하고 

있음을 알 수 있다. NIS의 발현을 조절하는 가장 중요한 인

자는 TSH로 일반적으로 TSH가 NIS의 발현을 증가시키는 

것으로 알려져 있으나(3) 본 연구에서는 TSH나 TSH 유사 

작용을 하는 forskolin 모두 ATRA와 함께 사용했을 때 상보

적인 NIS의 발현증가를 나타내지 않았다. 이는 Schmutzler

등이 보고한 바와 같이 RA가 TSH에 의한 NIS 발현증가를 

억제하기 때문이라고 생각되어진다.(12)

  Schumutzler등이 여포성 갑상선암 세포주에서에서 RA에 

의한 NIS의 발현 유도를 보고한 후(12) 임상적인 pilot study

가 시행되어 왔지만 결과는 만족스럽지 못하였다. Simon등

은 50명의 재발한 환자에서 13cis-RA 1.5 mg/kg를 투여하여 

21명의 환자에서 방사성옥소의 섭취가 증가하였고 19명에

서 치료에 반응하였다고 보고하였으나 Grünwald등은 12명

의 환자에서 단 2명의 환자에서만 의미있는 섭취증가가 일

어났다고 보고하였다.(17,34) 앞서 언급한 바와 같이 RAR 

또는 RXR의 발현 유무는 RA에 대한 반응을 예측하는데 가

장 중요한 지표가 될 것이라고 생각할 수 있다. 그러나 

RAR 또는 RXR의 발현 유무 또는 특이한 아형이 발현됨에 

따라 반응이 달라지는지에 대한 연구는 거의 없다. 본 연구

에 사용된 다섯 종류의 세포주 중 유일하게 ATRA에 반응

을 보인 세포주인 FTC 133 세포에서 RAR과 RXR 발현상태

를 살펴보면 RA처치 전에는 RARβ, RARγ, RXRβ와 RXR

γ가 발현되어 있었고 다른 세포주에서는 RXRγ의 발현은 

관찰되지 않았으며 RARβ는 다른 세포주보다 유의하게 발

현이 증가되어 있었다. RARβ의 발현이 증가되어 있었지만 

ATRA에 대한 반응이 없었던 NPA세포주에서는 RXRγ는 

발현하지 않았다. 즉 ATRA에 의한 갑상선암 세포주에서의 

NIS의 발현 유도는 RARβ와 RXRγ가 모두 발현되어 있는 

세포주에서만 일어났다. 또 RARβ에 특이적인 길항체 

LE135로 RARβ의 기능을 억제하였을 때 RARα와 RARβ

가 모두 발현되어 있던 FTC 133 세포주에서 ATRA에 의한 

NIS의 발현이 억제 되었으므로 RA-RAR- RXR에 의한 NIS

의 발현 조절에서 RARβ가 중요한 역할을 할 것이라고 생

각할 수 있다. RXR의 아형 중에서는 RXRγ만이 발현되어 

있는 FTC133 세포주에서 RXR에 작용하는 ligand인 Hx630

으로 처리하였을 때도 마찬가지로 NIS의 발현이 증가되었

고 RXR에 특이적으로 작용을 억제하는 길항제인 PA452를 

같이 처리하면 NIS의 발현증가가 소실되었다. 그러므로 

RXRγ 또한 RA에 의한 NIS 조절기전에 작용할 것이라 생

각할 수 있다. 비록 이러한 결과가 세포주 하나에서만 나타

났으므로 단정적으로 이야기하기는 어렵지만 RA에 의한 

신호 전달기전에서 RAR-RXR heterodimer를 형성할 때 특

이적으로 RARβ-RXRγ복합체가 NIS 발현에 작용한다고 

생각할 수 있다. 최근 Haugen등은 RARβ와 RXRγ모두 발현

되어 있는 갑상선암 세포주에서만 RA에 의한 세포억제 및 

세포고사가 일어난다고 보고하였고(28) Si등과 Toulouse등

은 retinoid에 저항성을 가진 폐암세포주에서 RARβ를 과발

현시켰을 경우 retinoid에 의한 세포의 성장이 억제되며 

RARα를 transfection 시켰을 경우에는 이러한 성장억제를 

관찰할 수 없었다고 보고하였다.(35,36) 단 RXRγ의 경우는 

일부 세포주에서 발현이 소실되어 있는 것과는 달리 환자

의 종양 조직에서 검색하여 보면 대부분의 종양에서 발현

이 소실되어 있지 않으므로(22) 임상적인 상황에서는 RAR

β의 역할이 더욱 중요할 것으로 생각된다.
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  이상의 결과를 종합하면 RARβ와 RXRγ가 ATRA에 의

한 NIS의 발현조절에 중요한 역할을 하며 RA를 이용한 NIS

유도 요법, 또는 재분화 유도 요법이 시도될 경우 RAR과 

RXR 아형의 발현양상은 치료효과의 예측인자로서 중요한 

연구대상이 될 것이다.

결      론

  갑상선 세포주에서 RAR과 RXR은 다양한 발현 양상을 

보였으나 ATRA로 처리한 후 RAR과 RXR의 mRNA 발현이 

증가되는 경향을 보였으며 처리 후 모든 갑상선 세포주에

서 분화 표지자인 CD97의 발현은 감소하였다. 그러나 NIS

의 발현은 FTC133 세포주에서만 ATRA 처리 후 증가하였

으며 이러한 증가는 TSH나 forskolin에 의하여 상보적으로 

증가하지 않았다. FTC133 세포주에서는 다른 세포주와 달

리 RARβ와 RXRγ가 특이적으로 발현되어 있었으며 이러

한 발현증가는 RARβ와 RXRγ에 선택적인 억제제에 의해 

소실되었다. ATRA에 의한 갑상선암 세포주에서의 NIS의 

발현조절은 retinoid 수용체의 발현양상에 따라 다르게 조절

되며 RARβ와 RXRγ의 발현 유무와 관련이 있을 수 있다.
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