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Objective : This study was performed to evaluate the radiosensitizing effect of combined

administration of 13-cis-retinoic acid (cRA) and interferon-alpha-2a (INF) in normal cervical

keratinocyte and cervical cancer cell lines.

Methods : cRA, INF and radiotherapy was applied to cervical cancer cell lines (HT-3 and

HeLa cells) to obtain optimum dose 20% cytotoxicity in MTT assay from each treatment. The

dose was determined as 1.8 Gy for radiation, 10uM for cRA, and 1,000 U/ml for INF. Primary

cultured cervical keratinocyte (PCCK), HT-3 and HeLa cells were treated with cRA and INF alone

or in combination and compared with untreated control cells. Finally, radiotherapy was added to the

cRA and INF treatment.

Results : The treatment of cRA and INF-alpha reduced significantly the mean number of

colony of HT-3 cells from 250 (SD, 19) to 143 (SD, 32). In contrast, PCCK and HeLa cells

exhibited less than 15% reduction of colony formation with the treatment of cRA and INF-alpha.

Irradiation of HT-3 cells reduced the colony formation significantly (from 63.6% to 18.4%,

p=0.002) after treatment of cRA and INF-alpha. However, PCCK and HeLa cells showed 13.2%

(from 70.0 to 56.8%, p=0.807) and 8.4% (from 60.8% to 52.4%, p=0.816) reduction of their

colonies respectively.

Conclusion : These results suggested that the treatment of cRA and INF-alpha showed

significant radiosensitizing effect in HPV-negative HT-3 cells but not in the normal cervical cells or

HPV-positive HeLa cervical cancer cells.
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김병기 외

세포분화, 세포증식, 형성과정 (morphogenesis), 정상

성장, 시각, 생식과 같은 광범위한 생물학적 과정을

조절하는데 필요한 것으로 알려져 있다.
1
여러 종

류의 천연 retinoid와 합성 retinoid가 급성 백혈병

(acute promyeolcytic leukemia)을 치료하거나 전암

단계의 구강내 백반증 (oral leukoplakia)이 침윤성 편

평상피암으로 진행하는 것을 예방하기 위한 치료제

로 이용되고 있다.
2
또한 13-cis-retinoic acid (cRA)는

두경부암의 근치적 치료후 호흡-소화기에서 발생하

는 이차암의 화학예방제로서 매우 유효한 것으로

보고되었다.
3
최근에는 cRA를 interferon과 병합함으

로써 피부 편평상피암 및 자궁경부 편평상피암의

치료제로서의 가능성이 보고되고 있다.
4,5
또한 최근

두경부암세포주를 대상으로 RA의 radiosensitizing

효과를 관찰한 결과 방사선 치료에 대한 RA의 상승

작용이 관찰되었으며 이러한 radiosensitizing 효과는

정상 섬유세포에서도 세포 주기에서 세포 증식 단계

인 경우에는 그러한 효과가 관찰된다고 보고하였다.
6

Interferon (INF)은 바이러스 감염 혹은 면역적 자

극에 의하여 생성되는 단백군으로서 면역조절, 유

전자 활성화, 세포분화, 항바이러스 작용, 항증식작

용, 세포독성 효과 등과 같은 다양한 생물학적 작용

을 매개한다. INF-alpha는 혈액종양과 뇌종양, 상피

성암 환자에 대한 임상 시험에서 항암효과가 보고

되었으며
7
생물학적 반응 조절 물질 (biologic

response modifier, BRM)과 마찬가지로 in vitro 상에

서 방사선 조사에 의한 세포 사망을 증가시킨다고

보고되었다.
7-10
RA와 INF-alpha의 세포증식 억제와

분화 유도에 대한 상승작용은 MCF-7, HL-60, 편평

상피암세포주와 같은 여러 가지 세포 배양 체계에

서 관찰되었다.
11-13
이러한 실험결과는 임상에 적용

되어 피부의 편평상피암과 자궁경부의 편평상피암

환자에 대하여 RA와 INF-alpha의 병합 요법이 시행

되었다.
4,5

이에 본 연구자 등은 정상 자궁경부 세포 및 자궁

경부암 세포주를 대상으로 RA와 INF-alpha의 방사

선 감수성 증가 효과를 각각 및 병합할 경우로 나누

어서 그 효과를 확인하고 이러한 방사선 감수성 증

가 효과가 정상 자궁경부 세포를 포함한 정상 세포

에도 영향을 미치는지 확인하기 위하여 본 연구를

시행하였다.

연구대상 및 방법

자궁경부암 세포주로서는 HeLa와 HT-3 세포주를

이용하였고 정상 자궁경부 세포는 자궁경부 조직을

일차 배양하여 얻었다. HeLa 세포주의 경우 RA 수

용체중 RAR-beta(retinoic acid receptor-beta)가 발현

되지 않고, p53의 점돌연변이가 없으며, 인유두종바

이러스 18형에 감염된 특성이 있다. HT-3의 경우는

정상적으로 RAR-beta를 발현하며 p53의 점돌연변이

를 가지고 있으며 인유두종바이러스 음성인 특성을

가지고 있다. 정상 자궁경부 세포는 자궁 근종으로

수술을 시행받은 환자에서 자궁경부 조직을 채취

하여 보관 후 병리 조직검사상 정상 혹은 만성 자궁

경부 염증으로 확인된 환자의 조직을 일차 배양하

여 이용하였다.

세포주들은 10% fetal bovine serum을 함유한

minimum essential medium (MEM) 배지에서 37℃,

5% 이산화탄소하에서 배양하였다. 방사선 조사는

1, 2, 4, 6, 10 Gy를 조사한 후 colony formation assay

로 세포생존 곡선을 그리고 이 생존 곡선상에서 약

20%의 사망을 나타내는 방사선 조사량을 적절한 실

험 조건으로 설정하였다. 또한 예비 실험에서 약

20% 정도의 세포증식 억제를 나타내는 농도를 기준

으로 cRA과 INF의 농도를 결정하였는데 이는 방사

선 조사, cRA, INF의 병합 효과를 검증하기 위하여

각각 20% 내외의 세포사망율을 나타내는 농도를 기

준으로 병합함으로써 이들의 병합 효과를 가장 적

절하게 판정할 수 있을 것으로 판단하였기 때문이

었다.

cRA는 Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO)에서

INF-alpha-2a는 녹십자사로부터 공급받았다. cRA는

100% ethanol에 녹여 stock으로 사용하였으며 배양

액에 <0.01% 미만으로 희석하여 사용하였다. INF의

경우는 주사제에 첨부된 D/W에 용해시켜 사용하였

다. 대략 20%의 세포사망율을 얻기위하여 세포주들

을 24, 48, 72, 96시간에 걸쳐서 cRA의 경우 1, 10,

50, 100 ㎛로 처리하고, INF-alpha-2a의 경우는 100,

1,000, 5,000, 10,000U를 처리하였다. 이 예비실험에

서 세포사망율은 MTT assay를 이용하였다. MTT

assay는 96 well plate에 동수의 세포를 배양하고 확

인하고자 하는 약제를 첨가한 후 시간대별로 배양
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을 하였다. 배양후 96 well plate (세포와 배지는

100ul)에 MTT 약제용액(5mg/ml)을 50㎕ 첨가하였

다. 37℃에서 4시간 incubation 후 0.04N HCl

isopropanol (or 1:1 DMSO:EtOH) 150㎕를 첨가하고

40회 이상 pipetting하거나 20분 동안 shaking을 한

후 540nm에서 O.D.를 측정하였다.

예비실험에서 적절한 방사선 조사량은 1.8 Gy로

결정되었으며, cRA의 농도는 10㎛, INF의 경우

1,000U/ml로 정하였고 이를 기준으로 cRA와 INF를

72시간 처리한 후 1.8 Gy를 조사하였다. 한편 대조

군으로서 정상 자궁경부 keratinocyte (primary cul-

tured cervical keratinocyte, PCCK)를 이용하여 병합

요법이 정상 조직에 미치는 영향을 평가하였다. 즉

PCCK에서 cRA 처리만을 한 경우 (PCCK+cRA),

PCCK에서 INF만을 처리한 경우 (PCCK+INF), PCK

에서 cRA와 INF을 동시에 처리한 경우 (PCCK+cRA

+INF)를 대조군과 비교하였다. 다음으로 PCCK에서

방사선 조사만을 한 경우(PCCK+ radiotherapy(RT)),

cRA처리후 방사선 조사를 한 경우 (PCCK+cRA+

RT), INF 처리후 방사선 조사를 한 경우 (PCCK+

INF+RT), cRA와 INF을 동시에 처리한 후 방사선 조

사를 한 경우 (PCCK+RA+INF+RT)로 나누어서 세

포 생존능을 확인하였다. 또한 같은 방법으로 HeLa

와 HT-3를 처리하여 각각 비교하였다. 한편 각각의

실험은 각 군을 triplet으로 하여 3회씩 실험을 하고

9회의 결과값 중 가장 높고 낮은 결과를 제외한 7개

값의 평균치를 비교하였다.

결 과

1. 자궁경부암 세포주 HeLa, HT-3에서 13-cRA

와 IFN-alpha-2a, 방사선 조사의 효과

자궁경부암 세포주인 HeLa는 인유두종바이러스

(Human Papillomvirus, HPV) 18형이 integration되어

있는 세포주이며 RA의 수용체인 retinoic acid

receptor (RAR)-beta가 발현되지 않는 특징을 가지고

있다. 또 다른 자궁경부암 세포주인 HT-3 세포주는

HPV 음성이면서 종양억제 유전자 p53, Rb의 돌연

변이를 나타내지만 RAR-beta의 발현은 정상적인 세

포주이다. 이들 두 세포주에 cRA와 IFN의 농도를

각각 1-100㎛, 100-10,000 U로 처리하였을 경우 두

세포주의 생존 분율을 MTT assay로 확인하였다. 그

결과, HT-3 세포주의 경우는 RA의 처리 시간이

24-48시간에서는 cRA의 농도에 따른 생존율의 분포

가 유의한 차이를 나타내지 않았다(Fig.1). 그러나

Fig. 1. Survival of HT-3 and HeLa cells by retinoic acid as functions of drug concentration and treatmnent time.
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48시간 이상 cRA를 처리한 경우 cRA의 농도에 따

라서 세포 생존율이 급격히 감소하였다. cRA를 72

시간 처리시 10㎛ 농도에서 초기 세포수의 75%,

100㎛이었을 때 60% 만이 생존하는 것을 알 수 있

었다. 즉 cRA의 작용 시간이 길면 길수록, cRA의 농

도가 높을수록 세포생존이 감소되는 것을 확인할

수 있었다. IFN의 경우, 작용 시간에 따른 세포 생존

율은 cRA에 비하여 근소한 차이를 나타내었으나

IFN을 48시간 이상 처리하였을 경우 세포 생존은

감소하였다(Fig.2). 특히 72시간 이상 1,000U를 처리

한 경우 가장 낮은 생존율인 70%를 나타내었다. 그

러나 HeLa 세포주는 19-90 시간 동안 cRA 및 IFN

처리에 의하여 세포 생존이 유의하게 감소하지 않

았다.(Fig.1 and 2)

HeLa 세포주를 대상으로 1-10 Gy의 방사선 조사

를 시행하여 colony 형성능을 확인한 결과 2 Gy에서

는 39.3%, 4 Gy에서는 14.3%, 6 Gy에서 7.2% 만이

colony를 형성하였다(Fig.3). HT-3 세포주에서는 2

Gy에서 42.1%, 4 Gy에서는 4.5%, 6 Gy에서는 2.3%

만이 colony를 형성하였다(Fig.3). 여기에서 colony

형성을 약 20% 정도 억제하는 1.8 Gy의 조사 선량

이 이들 세포주에서 cRA/IFN의 radiosensitizer 효과

를 확인할 수 있는 적절한 방사선 조사 선량으로 결

정하였다. 또한 cRA와 IFN의 적절한 병합 regimen

은 RA 10㎛ 및 IFN 1,000 U로 정하고 이 regimen을

72 시간 처리한 후 1.8 Gy의 방사선을 조사하였다.

2. cRA/IFN-alpha-2a의 radiosensitizer 효과

cRA와 INF의 병합요법의 colony 형성능 저해 효

과를 검증하기 위하여 PCCK, HeLa, HT-3에서 확인

한 결과 PCCK와 HeLa세포주에서는 cRA와 INF을

각각 투여하거나 병합 투여시에도 15% 미만의

colony 형성을 억제한 반면 HT-3 세포주의 경우에

는 cRA와 INF을 처리한 후 대조군의 250개에 비하

여 143개로 colony 형성이 43%가 억제되었다.(Fig. 4)

PCCK에서 방사선 조사만을 한 경우는 방사선 조

사를 하지 않은 대조군 PCCK에 비하여 70.0%, cRA

처리후 방사선 조사를 한 경우에는 59.2%, INF 처리

후 방사선 조사를 한 경우는 69.6%, cRA와 INF 병

합 처리후 방사선 조사를 한 경우는 56.8% colony

형성을 보였다(Fig. 5). 따라서 방사선 조사만을 한

경우에 비하여 cRA 혹은 INF을 단독 처리하거나

(각각 p=0.897, p=0.936) 병합 처리한 후(p=0.807)에

도 colony 형성능에는 유의한 영향을 미치지 못하였

Fig. 2. Survival of HT-3 and HeLa cells by interferon-alpha-2a as functions of drug concentration and treatmnent

time.
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다. HeLa 세포주의 경우 대조군에 비하여 방사선 조

사만을 한 경우에는 60.8%, cRA 처리후 방사선 조

사를 한 경우는 55.6%, INF 처리후 방사선 조사를

한 경우는 56.0%, cRA와 INF 병합 투여후 방사선

치료를 한 경우는 52.4%의 colony 형성능을 보였다

(Fig. 5). 따라서 PCCK에서와 마찬가지로 방사선 조

사만 한 경우에 비하여 cRA나 INF을 단독 처리하거

나 (p=0.858,p=0.926) 병합 처리한 후 (p=0.816) 방사

선 조사를 하여도 colony 형성능에는 유의한 차이가

없었다. 그러나 HT-3 세포주에서는 방사선 조사 후

63.6%의 colony 형성을 보였으나 cRA/방사선 조사

군에서는 42.0% (p=0.047), IFN/방사선 조사군에서

는 48.4% (p=0.098), cRA/IFN/방사선 조사군에서는

18.4% (p=0.002)의 colony 형성을 나타내었다.(Fig. 5)

Fig. 3. Survival of HT-3 and HeLa cells by radiation treatment according to radiation dose.

Fig. 4. Colony count of cervical keratinocyte, HT-3, and HeLa cells with different treatment (no treatment, retinoic

acid alone, interferon alone, retinoic acid and interferon).
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고 찰

본 연구 결과에서 RA/IFN 병합 요법은 RAR-beta

단백을 발현하면서, HPV 음성, p53 돌연변이를 가

진 HT-3 자궁경부암 세포주에서만 유의한 radio-

sensitizer 효과를 나타내었다(Fig. 5). 이러한 결과는

최근 자궁경부암 세포주중 ME-180과 신장암 세포

주에서 RAR-beta 전사체를 정상적으로 발현하는 경

우에만 cRA/INF의 병합이 radiosenitizer로서 역할을

한다는 것과 일치한다.
14,15

그러나 향후 HeLa와

HT-3 세포주에서 cRA/IFN의 radiosensitizer 효과가

차이를 나타내는 이유에 대하여 RAR-beta 발현 여

부, HPV integration, p53 돌연변이 등을 포함한 다양

한 유전자의 변이를 규명하는 연구가 필요할 것으

로 사료된다. 따라서 현재에는 이러한 병합요법의

분자생물학적 작용 기전에 관하여서는 아직 그 근

거가 정립되지 못한 상태이나 문헌상 이들 약제의

병합 요법에 대한 근거는 첫째, cRA와 INF이 각각

항증식 작용과 세포분화 작용을 나타내며 이들이

상승작용을 나타낸다는 in vitro 실험 결과가 보고되

었고, 둘째 cRA와 INF이 각각 실제 임상 시험에서

여러 암에서 효과가 보고되었다는 점, 셋째, 분자생

물학적인 측면에서 RA가 INF 수용체를 유도하거나

INF이 RA의 수용체를 유도한다거나, RA가 INF 유

도 유전자들을 유도하거나 RA가 INF의 anti-

angiogenesis, apoptosis 작용을 증가시키거나 RA/INF

이 RA의 세포내 수용체나(CRABP II), INF-r를 증가

시킨다는 실험적인 증거 등이 있다.
15
그러나 이러

한 연구 결과 이외에도 자궁경부암 환자를 대상으

로 시행한 임상 시험 결과에서도 RA/INF 치료만으

로 60%의 반응율을 보고하였으며 방사선 조사를 추

가한 결과 58%에서 완전관해를 나타내었다고 보고

하기도 하였다.
16
본 연구에서도 cRA와 INF의 상승

작용 및 radioseensitizing 효과는 확인할 수 있었으나

향후 이러한 기전에 관한 연구가 필요하리라 사료

된다.

한편 본 연구에서는 cRA/INF의 radiosensitizing 효

과는 정상 세포에는 영향을 미치지 않는 것으로 확

Fig. 5. Colony count of cervical keratinocyte, HT-3, and HeLa cells with different treatment (no treatment, radiation

therapy(RT), retinoic acid and RT, interferon and RT, retinoic acid and interferon and RT).
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인되었는데(Fig. 4 and 5), 이러한 실험 결과는 임상

적으로 매우 중요한 의미를 가진다. 왜냐하면 자궁

경부암 환자에서 방사선 조사와 함께 RA/INF를 병

합하였을 경우 암조직내부의 암세포 살상 증가 보

다 정상조직의 살상이 더 높아질 경우 정상 조직을

방어할 수 있는 추가적인 방법의 도입 없이는 임상

적으로 적용하기 어려울 것으로 생각되기 때문이

다. 한편 cRA의 radiosensitizing 효과는 방사선 조사

에 의하여 발생하는 DNA 손상의 복구를 와해시킨

다고 알려져 있으며 정상 세포의 경우에도 증식 단

계에 있는 경우에는 영향을 받을 수 있다고 보고되

었다.
6
그러나 이러한 증식 정도는 각 조직과 장기

부위에 따라 다르므로 결국 증식능이 높은 일부 정

상 조직에서는 radiosensitizing 효과를 받게 될 가능

성이 있을 것으로 사료된다. 정상 조직에서의 RA/

INF의 병합 요법에 대한 radiosensitizing 효과에 관

한 보고는 거의 없는 실정이며 본 연구에서 정상 자

궁경부 조직의 경우에서는 cRA와 INF을 병합한 경

우에도 방사선 조사 단독군에 비하여 colony 생존능

에 있어서 13.2%의 감소는 있었지만 통계적으로 유

의하게 증식이 억제되지는 않았다(Fig. 5, p=0.807).

따라서 조직 유형에 따른 차이가 있을 수 있지만 일

부 증식이 활발한 정상 조직의 경우를 제외하고는

정상 자궁경부 조직과 마찬가지로 cRA와 INF의 병

합에 의해서 특이적으로 radiosensitizing 효과를 나

타내지는 않을 것으로 추정된다.

cRA와 INF의 세포증식 억제 작용은 노출 시간에

따라서 또한 농도에 따라서 증가하는 양상이 관찰

되었으며(Fig. 1 and 2), 48시간 미만에서는 작용 시

간에 따른 변화가 관찰되지 않았다. 작용시간에 따

른 세포증식 억제의 변화는 Ryu 등(1998)의 결과에

서도 확인할 수 있으나 본 연구에서는 48시간의 lag

time이 관찰되었는데 이는 세포증식 억제 작용에 있

어서 cRA 및 INF의 작용이 중간 매개체를 경유하는

간접적일 기전일 가능성을 예시한다.
14
따라서 cRA

와 INF의 작용 기전에 있어서 중간 매개 물질 규명

을 포함한 신호전달 체계의 규명이 필요하리라 사

료된다.

cRA/INF의 병합의 radiosensitizing 효과는 RAR-

beta 발현군과 같이 선택적인 군에서 관찰되므로

cRA/INF과 방사선 치료의 병합 효과를 높이기 위하

여 치료전 RAR-beta와 같은 적절한 biomarker의 이

용이 필요할 것으로 사료되며 그 외에도 방사선 치

료에 대한 감수성과 관련된 다양한 유전자 변이에

관한 연구가 필요하다.

한편 cRA/INF의 경우 항암화학제와 같은 심한

부작용이 없을 뿐 만 아니라 환자에게 비교적 쉽게

투여할 수 있는 장점이 있으므로 임상적 이용 효과

는 높을 것으로 기대되지만 전임상 시험 단계에서

cRA/INF의 적절한 비율, 투여 기간, 시점 등에 관하

여 현재로서는 논란이 있을 것으로 생각되며 본 실

험의 결과 최소한 48 시간 이상의 적절한 노출이 필

요하리라 사료된다.

이상 본 연구의 결과 RA/IFN의 병합 처리는

HT-3 자궁경부암 세포주에서 유의한 radiosensitizing

효과를 나타내어 방사선 조사에 의한 세포 증식 억

제능을 촉진시킨다. 이러한 효과는 정상 자궁경부

조직과 RA에 대한 수용체가 없는 자궁경부암 세포

주에서는 뚜렷하지 않았다. 이러한 결과는 향후

cRA/INF을 임상적으로 적용할 경우 치료전 조직 생

검에서 RAR, IRF 등을 포함한 유전자 변이 검색을

통하여 치료 반응군을 미리 예측함으로써 방사선

감수성이 확인된 환자들에게만 RA/IFN를 투여함으

로써 치료 효과를 극대화할 수 있을 뿐 아니라

RA/IFN의 치료가 불필요한 환자군을 미리 예측함

으로써 부작용을 최소한으로 감소시킬 수 있을 것

으로 사료된다.

결 론

본 연구자들은 정상 자궁경부 세포와 자궁경부암

세포주에서 cRA와 INF-alpha의 radiosensitizing 효과

를 관찰하기 위하여 본 연구를 시행하여 다음과 같

은 결과를 얻었다.

1. cRA와 INF-alpha의 병합요법은 HT-3 자궁경부

암 세포주의 colony 형성을 평균 250 (SD, 19)개에서

143 (SD, 32)개로 감소시켰다. 반면에 정상 자궁경

부 세포와 HeLa 자궁경부암 세포주에서는 colony

형성을 15% 미만으로 억제하였다.

2. HT-3 세포주에서는 cRA와 INF-alpha 투여후

방사선 조사(1.8 Gy)를 방사선 조사를 했을 때 방사

선 조사 단독군에 비하여 colony형성이 63.6%에서
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18.4%로 감소하였다(p=0.002). 반면에 정상 자궁경

부 세포에서는 cRA와 INF-alpha 투여후에 방사선

조사를 한 경우 70.0%에서 56.8%로 감소하였고

(p=0.807), HeLa 세포주에서는 60.8%에서 52.4%로

감소하여 (p=0.816) 통계적으로 유의한 감소를 보이

지 않았다.

이상과 같은 결과에서 cRA와 INF-alpha의 병합

투여는 HPV 음성인 HT-3 세포에서는 유의한 radio-

sensitizing 효과를 나타내었으며 정상 자궁경부 세

포와 HPV 음성인 HeLa 세포에서는 유의한 radio-

sensitizing 효과를 나타내지 않았다. 따라서 cRA와

INF-alpha의 병합 투여는 자궁경부암 일부 세포주,

특히 RA에 수용체를 가진 HPV 음성 세포주에서

radiosensitizing 효과를 나타내는 것으로 생각되었다.
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