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요약(국문초록)

구강편평세포암종의 치료표적으로서

Cripto-1의 역할 및 기전에 관한 연구

김 지 훈

서울대학교 대학원 치의과학과 구강병리학 전공

(지도교수  윤 혜 정)

1. 목 적

구강편평세포암종(Oral squamous cell carcinoma, OSCC)은 경부림프절 전이를

동반하고 침습성이 높은 악성 종양이며, 구강암의 가장 흔한 유형으로 알려져

있다. 구강편평세포암종을 위한 진보된 치료전략에도 불구하고, 구강편평세포암

종을 가진 환자의 5년 생존율은 약 50%밖에 되지 않기 때문에 구강암의 진행

을 조절할 수 있는 새로운 표적 분자를 찾을 필요가 있다. Cripto-1은 종양유전

자로 알려져 있고, epidermal growth factor-Cripto-1/FRL-1/cryptic

(EGF–CFC) family의 한 구성원이다. Cripto-1은 유방, 대장, 폐, 자궁경부, 위,

췌장 및 비인두를 포함한 다양한 장기의 암종에서 과발현되는 반면, 정상적인

성인 조직에서는 발현이 없거나 매우 낮은 것으로 알려져 있다. 상피-간엽전환

(epithelial-to-mesenchymal transition: EMT)은 생리학적으로 발생, 조직재생

및 상처치유에 관여하는 과정이다. 또한, 암의 발생과 진행 과정에서 EMT가

암세포의 이동과 침습을 증가시키는 것으로 보고되었다. 본 연구에서는

Cripto-1의 발현 억제를 통해 OSCC 세포주의 증식과 이동을 억제할 수 있는지

여부와 관련 분자기전을 확인하고 이를 통해 치료 타겟으로서의 가치를 평가하

고자 하였다.
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2. 방 법

Cripto-1이 높게 발현되는 세포주를 선별하기 위해 13개 OSCC 세포주의

Cripto-1 발현을 western blotting을 통해 확인하였고, Cripto-1의 발현을 억제

하기 위해 50nM 농도의 anti-Cripto-1 small interfering RNA(siRNA)를 처리

하였다. 억제된 Cripto-1의 발현을 western blotting을 통해 확인하였다. 세포의

증식을 확인하기 위한 WST-1 assay 및 세포 이동을 관찰하기 위한 Transwell

migration assay를 수행하였다. 분자기전을 확인하기 위해 HSC-3 세포에서

Cripto-1 발현을 억제시킨 후 western blotting을 통해 하위 신호체계 분자들의

발현 변화를 관찰하였다. 각 실험은 세 번씩 반복하여 수행하였다.

3. 결 과

Cell proliferation assay 결과, HSC-3와 HSC-4 세포주 모두에서 Cripto-1 발현

을 억제시킨 실험군의 세포 증식이 대조군에 비해 통계학적으로 유의한 수준으

로 감소하였다 (p < .001). Cell migration assay 결과, Cripto-1의 발현을 억제

시킨 HSC-3와 HSC-4 세포주에서 48시간 및 72시간 후 세포 이동이 대조군

에 비해 통계학적으로 유의한 수준으로 감소하였다 (p < .001). Cripto-1 억제

시, 세포의 생존과 증식, 이동에 관여하는 신호전달 분자들을 확인한 결과,

p-Src(Tyr416) 발현은 변화가 없는 반면 p-AKT(Ser473) 및 p-ERK1/2(Thr202

/Tyr204)의 활성은 현저히 감소되었다. Cripto-1 억제 시, EMT 관련 분자들의

발현 변화를 관찰한 결과, nuclear NF-κB, Slug, Twist 발현은 감소되었고,

E-cadherin 발현 증가 및 Vimentin 발현 감소를 확인하였다. 또한, Cripto-1 억

제 결과, MMP-2는 발현의 변화가 없는 반면, MMP-9의 발현은 현저히 감소

되었다.

4. 결 론

구강편평세포암종에서 Cripto-1은 AKT/MAPK 신호체계, EMT 신호체계, 그리

고 MMP-9 발현을 통해 세포 증식과 이동을 조절하는 것으로 여겨진다. 따라

서, Cripto-1을 억제 시, 이들 신호전달체계를 차단하여 구강암의 증식과 진행을

억제할 수 있을 것으로 생각되어진다. 결론적으로, Cripto-1 발현의 억제는

OSCC 환자를 위한 새로운 치료 전략이 될 수 있음을 시사한다.

주요어 : 구강편평세포암종, Cripto-1, 세포 증식, 세포 이동, 상피-간엽 전환

학 번 : 2012-21821
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Ⅰ. 서론

구강 및 구인두암은 전세계적으로 6번째로 높은 발병률을 가졌으며, 구

강암의 90% 가량을 차지하는 것은 구강편평세포암종 (Oral squamous

cell carcinoma, OSCC)이다.1 지난 수십년 동안 OSCC의 진단 및 치료

방법이 개선되어 왔지만, 구강 영역의 손상으로 인한 환자의 삶의 질 저

하는 여전히 존재하며, OSCC 환자의 5년 생존율은 과거 40년간 큰 변화

없이 50-60%에 머물러 있는 실정이다.2,3 OSCC는 다양한 유전 및 후생

유전학적 변화가 축적된 종양유전자 및 종양억제유전자가 관련 신호전달

체계의 조절 장애를 유발함으로써 세포주기 또는 세포 증식 및 사멸과의

균형 등을 방해하는 과정을 통해 발생 된다고 알려져 있다.4 그러나 그

기전에 대해서는 여전히 밝혀내야 할 부분이 많이 남아있다. 따라서

OSCC 발생과 진행의 주요한 분자기전을 밝혀내는 것은 그 신호체계를

효과적으로 차단할 수 있는 새로운 표적 분자의 개발을 가능하게 함으로

써 구강암 환자의 예후를 개선할 수 있을 것으로 생각되어진다.

Cripto-1은 epidermal growth factor-Cripto-1/FRL-1/cryptic (EGF–

CFC) family의 한 구성원이다. Cripto-1 은 modified epidermal growth

factor (EGF)-like domain을 포함하여 세포외 분비를 위한 여러 신호서

열(signal sequences)로 구성된다.5 Cripto-1은 세포막 부착 수용기 형태

또는 부착하지 않는 용해성 리간드 형태로 존재하며, 배아 발달과정 및

암 발생에서도 중요한 역할을 한다고 알려져 있다.5 위, 췌장, 유방, 폐,

자궁경부 등에서의 연구를 보면, Cripto-1은 정상조직에서 발현이 없거

나 매우 낮고, 전암 병소에서 정상보다 발현이 증가되고, 암에서 현저히

과발현된다고 보고하고 있으며, 이는 종양 형성(tumorigenesis)과 진행

(tumor progression)에 관여함을 시사하였다.6

Cripto-1을 통해 활성화되는 대표적인 신호전달경로는 Nodal/ALK4/

ALK7/Smad-2 경로와 Glypican-1/c-Src/MAPK/AKT 경로가 알려져

있다.6 그 이후 연구들에 따르면 이러한 경로 이외에도 Cripto-1은

GRP78, Tomoregulin-1, caveolin-1 등과 같은 막투과 단백질들과 직접

적으로 작용하여 AKT/MAPK 신호 체계를 활성화시킴으로써 암세포의
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증식과 이동을 조절하는 것으로 알려졌다.7

Cripto-1은 세포 증식 및 이동과 침습에 중요한 역할을 하여 종양 진행

을 촉진하는 것으로 알려져 있는데, 이는 상피-간엽전환

(epithelial-to-mesenchymal transition: EMT)이라는 과정과 관련되어 있

다.8,9 EMT는 상피세포에서 이동성이 좋은 침습적인 간엽세포로 변환하

여, 생리적 과정에서는 배아 발생시 형태형성에 기여한다.10 또한 창상

치유, 염증 후 섬유화, 암 등을 포함한 병리적 과정에서도 관찰되는 현상

으로, EMT 과정을 통해 서로 부착된 상태의 상피세포가 세포외 기질로

개별적인 이동이 용이하게 되어 특히 암세포 이동의 주요 기전으로 잘

알려져 있다.11 성인의 장기에서 발생하는 모든 악성 종양의 90 % 이상

이 상피에서 기원한 암종이기 때문에 EMT는 인간 악성 종양의 전이 과

정에서 특히 중요하다.12

암세포의 이동은 세포외기질(extracellular matrix: ECM)을 뚫고 진행되

므로 기질단백분해효소 (matrix metalloproteinase; MMP) 들의 활성화가

필수적이며, 특히 기저막(basement membrane: BM)의 주성분인 제4형

콜라겐을 분해하는 효소인 MMP-9 발현의 증가는 다양한 암에서 암세

포의 침습과 이동을 촉진해 환자의 예후를 불량하게 만든다고 보고 되었

다.13

최근까지 다양한 암에서 Cripto-1의 역할에 대한 연구가 이루어지고 있

지만, 구강암에서는 2011년에 처음으로 OSCC 조직에서의 Cripto-1 발현

평가와 Cripto-1 과발현의 OSCC　세포증식 및 이동에 대한 영향을 보

고하였고14, 2018년에 침샘 조직에서 양성과 악성 병소에서 Cripto-1 발

현을 비교한 연구만 있을 뿐15, 구강암에서 Cripto-1의 역할과 분자기전

에 관한 in vitro/ in vivo 연구는 전무한 실정이다.

따라서, 본 연구에서는 OSCC에서 종양유전자로 기능하는 것으로 알려

진 Cripto-1의 발현을 small interfering RNA(siRNA)를 이용하여 억제

시키는 것이 OSCC 세포주의 생물학적 행동 (세포 증식 및 이동)을 조

절할 수 있는지 확인하고자 하였고, 관련 분자 기전 분석을 통해 세포

증식 관련 신호전달체계 및 EMT 기전, 그리고 MMP 발현과의 관련성
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을 규명하고자 하였다. 이를 통해, 구강편평세포암종의 발생과 진행을 억

제할 수 있는 새로운 치료법의 표적 분자로서 Cripto-1의 가치를 평가해

보고자 하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

Cell lines and Cell culture

SCC-4, SCC-9, SCC-15, SCC-25, HSC-2, HSC-3, HSC-4, Ca9-22,

HO-1-N-1, HO-1-U-1, KOSCC-11, KOSCC-25B 및 KOSCC-33A 총

13개의 구강편평세포암종 세포주들은 Dulbecco’s modified Eagle’s

medium (DMEM) 또는 DMEM, F12 1:1 혼합물 (DMEM/F12) 또는

RPMI 1640에서 배양하였다. 각 배양액은 10% fetal bovine serum

(FBS)과 1% Antibiotic Antimycotic solution을 첨가하였다. (DMEM,

RPMI1640, Antibiotic Antimycotic solution : WELGENE, Seoul, Korea

/ F-12 : ThermoFisher scientific, MA, USA / FBS : Omega

Scientific, CA, USA). 모든 세포는 37℃의 온도와 5% CO2 농도가 유지

되는 항온·항습 인큐베이터 (SANYO, Osaka, Japan)에서 배양하였다. 모

든 실험은 배양 접시 내 부착 세포 면적이 70-80%에 도달했을 때 수행

하였다.

Small interfering RNA (siRNA) assay

HSC-3와 HSC-4 세포를 각각 3 x 104 개씩 12-well plate에 seeding 한

뒤, 배양 접시 내 부착 세포 면적이 70%에 도달했을 때 50nM 농도의

anti-Cripto-1 siRNA (si.Cripto-1) (ON-TARGETplus SMART pool

siRNA, Dharmacon, Chicago, IL, USA)와, transfection reagent 인

HiPerFect(Qiagen, Valencia, CA)를 6μl/ml 농도로 함께 처리하였다. 대

조군으로는 scramble sequences small interfering RNA (si.Control)을

사용하였다. Cripto-1 발현 억제는 RT-PCR과 Western blotting을 통해

확인하였다. 사용한 anti-Cripto-1 siRNA 염기서열은 다음과 같다.

5′-GCUGGGCCAUCAGGAAUUU-3′, 5′-CAAAGCUACUAUUAAUCGA–3′,

5′-UCAUGGCCAUUUCUAAAGU-3′, 5′-CCGCUUCUCUUACAGUGUG-3′
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In vitro cell proliferation assay (WST-1 assay)

세포 증식은 WST-1 assay kit (Roche Diagnostics, GmbH, Germany)

를 이용하여 확인하였다. 96-well plate에 HSC-3와 HSC-4 세포를 각각

1 x 103 개씩 seeding 한 뒤 37℃의 온도와 5% CO2 농도가 유지되는

항온·항습 인큐베이터에서 배양하였다. 배양 접시 내 부착 세포 면적이

70%에 도달했을 때, siRNA를 처리하였다. 그 후 24, 48, 72시간 뒤 각

well에 WST-1 10μl를 첨가하고 37°C 인큐베이터에서 4시간 동안 반응

시켰으며, microplate reader (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여

450nm 파장의 흡광도를 측정하였다. 각 실험은 세 번씩 반복하여 수행

하였다.

In vitro cell migration assay

세포 이동은 Transwell inserts (8 μm pore size, PET membrane)

(Corning, NY, USA)를 이용하여 확인하였다. 24-well plate에 chamber

를 넣고 HSC-3와 HSC-4 세포를 각각 1 x 105 개씩 upper chamber에 

seeding 한 뒤 37℃의 온도와 5% CO2 농도가 유지되는 항온·항습 인큐

베이터에서 24시간 동안 배양하였다. 그리고 siRNA를 처리한 후 24, 48

시간 뒤 transwell을 통과하지 않은 세포들이 있는 upper chamber의 안

쪽면을 멸균된 면봉으로 닦아주었고, transwell을 통과한 세포들은

Diff-Quick stain set (Fisher, Pittsburgh, PA, USA)를 이용하여 염색한

뒤 100배율 현미경 상에서 무작위로 선정한 5개 부위의 세포수를 계수하

였다. 각 실험은 세 번씩 반복하여 수행하였다.

Western blotting

세포에서 단백질을 추출하기 위해 radioimmunoprecipitation assay

(RIPA, Cell Signaling, Danvers, MA, USA)와 1.0% mammalian
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protease inhibitor cocktail (Sigma‐Aldrich, St Louis, MO, USA)을 사

용하였고, 세포내 단백질은 Nuclear/Cytosol fraction Kit (Biovision, CA,

USA)을 이용하여 추출하였다. 단백질 정량은 BCA protein assay

(Pierce, Rockford, IL, USA)를 사용하였다. 각 샘플당 30μg의 단백질을

12% sodium dodecyl sulfatepolyacrylamide gel electrophoresis

(SDS-PAGE, Bio-Rad, CA, USA) 하였고, polyvinylidene difluoride

membrane (Pall, Ann Arbor MI, USA)에 transfer 한 뒤 Tris Buffered

Saline with Tween 20(pH 7.6, 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.05

% Tween 20)에 5 % fat-free milk를 첨가하여 상온에서 1시간 동안

blocking 해주었다. TBST buffer로 세 번 세척 후 3 % fat-free milk

(BD Bioscience, CA, USA)를 첨가한 TBST buffer에 1차 항체를 희석

하여 반응시키고 4℃에서 overnight 하였다. 다시 TBST buffer로 세 번

세척 후 상온에서 2시간 30분 동안 horseradish peroxidase가 부착된 2

차 항체에 반응시켰다. 최종적으로 membrane은 chemiluminescence

(ECL) 시약(GenDEPOT, Barker, TX, USA)을 사용하여 develop 한 뒤

Ez-Capture MG(ATTO, Tokyo, Japan)로 촬영하였으며, Image Saver 5

(ATTO, Tokyo, Japan)로 분석하였다. 실험에 사용된 항체 정보는 Table표. 1

로 대신하였다.

Statistical analysis

통계학적 분석은 GraphPad Prism 5 software (GraphPad Software, La

Jolla, USA)를 사용하였다. 실험 데이터는 평균 ± 표준편차로 나타내었

으며, Student’s t-test으로 검정하였다. 모든 실험결과는 p 값이 0.05

보다 작을 때 통계학적으로 유의성이 있다고 판단하였다.
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Ⅲ. 결과

1. 구강편평세포암종 세포주에서 Cripto-1 발현의 평가

Cripto-1이 높게 발현되는 세포주를 선별하기 위해 총 13개 OSCC 세

포주(SCC-4, SCC-9, SCC-15, SCC-25, HSC-2, HSC-3, HSC-4,

Ca9-22, HO-1-N-1, HO-1-U-1, KOSCC-11, KOSCC-25B 및

KOSCC-33A)에서 Cripto-1 발현을 western blotting을 통해 확인하였다

(그림 1). 그 결과 6개 세포주(SCC-4, HSC-2, HSC-3, HSC-4,

HO-1-U-1 및 KOSCC-33A)의 Cripto-1 발현이 비교적 높았으며, 그 중

HSC-3와 HSC-4, 총 2개의 세포주를 선별하여 실험에 이용하였다.

2. small interfering RNA(siRNA)를 이용한 Cripto-1 발현 억제

HSC-3 세포주를 50nM 농도의 anti-Cripto-1 siRNA(si.Cripto-1) 또는

대조군 siRNA(si.Control)로 24시간 동안 처리한 뒤 Cripto-1 발현을

mRNA 수준과 단백질 수준으로 확인한 결과 si.Cripto-1로 처리한 세포

에서 Cripto-1 발현이 현저히 억제되었다. (그림 2)

3. Cripto-1 발현 억제 시 세포 증식에 대한 효과

HSC-3와 HSC-4 세포주를 50nM 농도의 si.Cripto-1로 처리한 뒤

WST-1 assay를 통해 시간에 따른 생존 세포 수를 확인하였다. 그 결

과, 그림 3A 와 그림 3B 와 같이 두 세포주 모두 24, 48, 72시간에서 대

조군에 비해 Cripto-1 발현을 억제시킨 실험군의 흡광도(OD) 값이

HSC-3 세포주에서 각각 50, 73, 69 %, 그리고 HSC-4 세포주에서 각각

54, 61, 63 % 현저히 감소되었다. (p < .001). 이를 통해 Cripto-1 발현을

억제하면 OSCC의 세포 증식이 감소 된다는 것을 확인하였다.
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4. Cripto-1 발현 억제 시 세포 이동에 대한 효과

HSC-3와 HSC-4 세포주를 50nM 농도의 si.Cripto-1 으로 처리한 뒤

Transwell migration assay를 통해 세포 이동을 확인하였다. 그 결과, 그

림 4A 와 그림 4B 와 같이 두 세포주 모두 24, 48시간에서 대조군에 비

해 Cripto-1 발현을 억제시킨 실험군의 세포 이동이 현저히 감소하였다.

HSC-3 세포주에서 각각 92, 61% 그리고 HSC-4 세포주에서 각각 88,

66% 의 감소를 보였다 (p < .001). 이를 통해 Cripto-1 발현을 억제하면

OSCC의 세포 이동이 감소 된다는 것을 확인하였다.

5. Cripto-1의 세포 증식 및 세포 이동 조절 기전 분석:

AKT/MAPK 발현, EMT 관련 분자들, 그리고 MMPs 발현 평가

HSC-3 세포주를 50nM 농도의 si.Cripto-1 으로 24시간 동안 처리한

뒤 Cripto-1 억제에 따른 하위 신호전달 분자들의 발현의 변화를

western blotting을 통해 확인하였다. 우선, 세포의 증식과 생존에 관여

하는 대표적인 상위 조절 분자로 알려진 Src, AKT, MAPK(ERK1/2)의

발현을 평가하였다. HSC-3 세포에서 Cripto-1의 발현을 억제 시, 활성

화된 p-Src(Tyr416) 발현은 변화가 없는 반면 p-AKT(ser473) 및

p-ERK1/2(Thr202/Tyr204)의 발현은 현저히 감소되었다. (그림 5) 이와

더불어, Cripto-1 억제에 따른 세포 이동의 억제 기전을 확인하기 위해,

EMT 관련 분자들의 발현 변화 및 MMPs 발현 변화를 평가하였다. 앞

선 결과에서의 AKT 및 MAPK 활성 감소와 함께, EMT와 연관된 하위

신호전달 분자들인 nuclear NF-κB, Slug, Twist 발현이 현저히 감소되

었다. 또한, 상피 표현형(epithelial phenotype)의 표지자인 E-cadherin 발

현이 증가하였고, 반대로 간엽 표현형 (mesenchymal phenotype)의 표지

자인 Vimentin 발현은 감소하였다. (그림 6A) Cripto-1 억제에 따른

MMPs의 발현의 변화를 확인한 결과, MMP-2는 발현의 변화가 없는 반

면, MMP-9의 발현은 현저히 감소되었다. (그림 6B)
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Ⅳ. 고 찰

Cripto-1의 과발현은 위암, 방광암, 간암 등 다양한 암 환자에서 불량한

임상 결과와 밀접한 연관을 보여왔다. 종양 내 Cripto-1이 과발현된 환

자들에서 림프절 전이가 증가하고 높은 임상 병기를 보이거나 재발이 빈

번하며, 전체 생존률 또는 무병 생존률이 현저히 감소하는 것을 확인할

수 있었다.16-18 따라서, 여러 장기의 암에서 Cripto-1의 발현을 조절하여

환자의 예후를 증진 시키고자 하는 노력으로 Cripto-1 작용의 분자 기전

을 밝히려는 다양한 in vitro 또는 in vivo 연구들이 시도되어왔다. 이러한

연구들을 통해 Cripto-1은 세포 형질전환(cellular transformation), 세포

증식, 세포의 이동 및 침습, 종양 신생혈관 형성, 동물 모델에서 종양의

형성 등에서 역할을 함을 알게 되었고,19-21 선행된 OSCC 연구에서도 재

조합 단백질을 이용해 Cripto-1을 과발현시켰을 때, OSCC 세포의 증식

과 이동이 현저히 증가됨을 확인하여 구강암에서도 Cripto-1이 종양유전

자로서의 역할을 함을 확인할 수 있었다.14 본 연구에서는 추가적으로

siRNA를 이용하여 OSCC에서 Cripto-1의 발현을 억제시키고, 이를 통해

OSCC 세포주의 생물학적 행동 (세포 증식 및 이동)을 조절할 수 있는

지 확인하고자 하였다. 그 결과, Cripto-1 발현이 억제된 HSC-3과

HSC-4 세포주 모두에서 시간별로 세포의 증식과 이동이 현저히 감소되

었다. 이는 Cripto-1이 OSCC에서 암발생과 진행에 역할을 할 수 있음을

시사하며, 더불어 구강암의 성장과 진행을 억제하는 방법으로 Cripto-1

을 표적화할 수 있다는 가능성을 제시하고 있다.

Cripto-1의 이와 같은 종양유전자로서의 기능은 대표적인 두 가지 신호

전달경로를 통해 이루어진다고 알려져 있는데, 이는 Nodal 의존성 경로

와 Nodal 비의존성 경로로 나눌 수 있다. Nodal 의존성 경로는 TGF-β 

신호전달경로와 관련되어 있으며, 이 경로를 통해 Cripto-1은 세포 증식

의 억제자로 알려진 TGF-β1이나 Activin이 수용체에 결합하지 못하도

록 길항작용(antagonism)을 나타내 세포 증식 및 종양 형성을 촉진 시킬

수 있다.5-7 또한, Nodal 비의존성 경로로서 Cripto-1이 세포막에 존재하

는 Glypican-1, GRP78, Tomoregulin, 또는 caveolin 등과의 결합을 통해
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하위분자인 c-Src/MAPK/AKT 경로를 활성화함으로써 세포의 증식, 생

존, 이동을 촉진시켜 암 발생과 진행에 관여할 수 있다.7 더불어, 세포의

증식과 이동의 주요 분자 기전인 Wnt/β-catenin 신호체계의 활성화도

Cripto-1의 발현을 촉진할 수 있다고 알려졌다.7,9 그럼에도 불구하고,

OSCC에서 Cripto-1 분자 기전에 관한 연구는 현재까지 전무하며, 본 연

구에서 처음으로 Cripto-1이 OSCC 세포의 증식과 이동을 촉진하는 기

전을 밝히고자 하였다. 그 결과, HSC-3 세포에서 Cripto-1을 억제 시,

p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204)와 p-AKT(Ser473)의 발현이 현저히 억제됨

을 확인하였으나 예상과 달리 p-Src의 발현은 변화되지 않았다. 따라서,

OSCC에서도 Cripto-1이 MAPK/AKT 경로를 통해 세포의 증식과 이동

을 조절하는 것으로 생각되어지나, 이들의 상위조절분자인 Src의 활성에

는 변화가 없어서 추가적 실험을 통해 재확인이 필요한 것으로 여겨진

다.

기존 여러 종양에서의 연구들은 Cripto-1이 암세포의 이동 및 침습을

촉진하는 기전은 EMT 과정 및 MMPs 작용과 연관되어 있다고 보고하

였다.8,9,23-25 EMT 동안, 암세포는 세포 간 접촉을 유지시키는

E-cadherin과 같은 단백질의 발현을 잃게 되며, vimentin, fibronectin,

N-cadherin과 같은 간엽 성질의 단백질 발현을 증가시키며 종양 진행,

침습 및 전이를 촉진하게 된다. EMT와 관련된 중요한 전사인자는

NF-kB, Snail, β-catenin, Twist 등이 있고, MMP-9을 포함한 몇몇

MMP는 이러한 전사인자의 타겟 분자로 그 발현이 촉진될 수 있다고

알려져 있다. 다시 말해, 일부 MMP의 발현은 EMT 과정과 밀접히 연관

되어 있으며, EMT의 개시 과정 혹은 최종 과정의 일부라고 여겨진다.26

다형성 신경교모세포종(glioblastoma multiforme) 연구에서는, U87세포에

서 Cripto-1을 과발현을 시켰을 때, EMT 표지자인 Vimentin과 Twist

발현이 증가되면서 암세포의 이동 및 침습이 현저히 증가되는 것을 확인

하였다.23 식도암 연구에서는 shRNA를 이용하여 식도편평세포암종 세포

주의 Cripto-1 발현을 억제했을 때 세포 증식, 이동, 침습이 감소하였으

며, EMT에서의 상피 표지자인 E-cadherin 발현은 증가, 간엽 표지자인
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Vimentin의 발현은 감소 되었다. 더불어 EMT 관련 전사인자인 Snai1의

발현 감소를 확인하였고, 기질을 녹여 암세포의 침습과 전이를 촉진시키

는 기질 분해효소인 MMP-9 발현의 감소도 확인하였다.24 또한, 전립선

암 연구에서 siRNA를 이용하여 전립선암세포의 Cripto-1 발현을 억제했

을 때, E-cadherin 발현은 현저히 증가, N-cadherin, vimentin,

fibronectin 발현은 현저히 감소, 또한 MMP-2와 MMP-9의 발현도 현저

히 감소하는 것을 확인함으로써 Cripto-1의 분자 기전은 EMT 및

MMPs와 밀접한 관련을 가짐을 시사하였다.25 MMPs는 ECM 및 BM의

구성 요소를 분해할 수 있는 효소로, 활성화 시 암세포의 이동과 침습을

촉진하여 전이 과정에서 중요한 역할을 수행하고 다양한 암조직 내에서

이 효소들의 발현 증가는 환자의 불량한 예후와 밀접한 관련을 보여왔

다.13 특히, BM의 주성분인 제4형 교원질을 녹이는 MMP-9의 발현 증가

는 OSCC에서 흔히 관찰되고, 이는 OSCC의 빈번한 재발, 림프절 전이,

생존률 저하 등과 밀접한 연관성을 보였다.27 이처럼 EMT 관련 분자들

및 MMP들은 종양의 진행과 환자의 예후에 중요한 역할을 하고,

Cripto-1이 이들과 긴밀히 연관되어 암세포의 행동을 조절한다는 연구

결과들은 OSCC에서 Cripto-1을 지속적으로 연구할 가치를 제안한다. 본

실험에서는 HSC-3 세포의 Cripto-1 발현을 억제 시, p-Akt, p-ERK,

nuclear NF-κB, Slug, Twist, Vimentin, MMP-9 발현의 감소 및

E-cadherin 발현의 증가를 확인할 수 있었다. 이를 통해 Cripto-1은

OSCC에서도 EMT 과정을 촉진하는 기전을 통해 세포 증식과 이동을

증가시키고, 더불어 MMP-9을 활성화시켜 기질분해를 촉진하여 OSCC

세포의 이동을 돕는 것으로 생각되어졌다.

다양한 장기의 암에서 Cripto-1의 관련 분자 기전이 밝혀져 옴에 따라,

Cripto-1의 기능을 억제하는 치료제를 개발하고자 in vitro 및 in vivo

연구들이 시도되었다.20,28-30 대장암과 고환암 xenograft 모델에서 CFC

domain에 대한 항체를 이용하여 종양의 성장을 70%까지 억제하는 결과

를 얻었고,20 EGF-like domain에 대한 항체는 대장암, 유방암, 폐암 세포

등의 성장을 현저히 억제하였으며, 대장암 xenograft 모델에서 종양의
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성장을 80%까지 억제하였다.28 그리고, 세포막투과단백질 GRP78의

Cripto-1 결합 부위에 부착하는 항체를 만들어 Cripto-1 을 억제시키면,

c-Src/AKT/MAPK 및 Smad 2/3 신호 체계를 차단시켜 세포의 증식 및

종양의 형성을 억제할 수 있었다.29 최근 악성 흑색종 세포를 이용한 연

구에서도 CFC domain에 대한 두 가지 항체를 개발하여 GRP78/c-Src/

MAPK/AKT 신호전달체계를 차단하여 Cripto-1의 종양 형성 기능을 중

화시킬 수 있었고, Cripto-1의 CFC domain과 결합할 수 있는 다른 세포

막투과단백질 (Glypican-1, Tomoregulin-1,..)과의 결합도 억제되었을 가

능성을 제안하기도 하였다.30 OSCC에서도 siRNA를 이용하여 Cripto-1

을 억제하는 효과는 AKT/ERK/NF-κB/MMP-9 신호체계를 조절하여

세포의 증식과 이동을 억제할 수 있었기 때문에, 기존의 연구에서 개발

된 항체를 이용한 억제 효과도 기대되어 진다.
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Ⅴ. 결론

실험 결과를 종합해보면 Cripto-1은 AKT/MAPK 신호 전달 체계를 통

해 OSCC 세포의 증식과 이동을 조절하는 것으로 여겨지며, Cripto-1의

발현 억제는 신호체계 하위 전사인자인 NF-κB의 발현을 억제할 수 있

었고, 이를 통해 암세포 침습과 이동의 중요한 기전인 EMT 유발 전사

인자들 (slug, snail, twist)의 발현 억제와 OSCC 세포가 기저막을 뚫고

침습하는데 필수적인 MMP-9의 억제를 유발시킬 수 있음을 확인하였다.

결론적으로 OSCC에서 Cripto-1은 AKT/ERK/NF-κB/MMP-9 경로를

통해 세포의 증식 및 이동을 촉진시켜 OSCC의 발생과 진행에 중요한

역할을 하는 것으로 판단되어졌다. 따라서, Cripto-1의 억제가 OSCC의

성장과 전이를 억제하는데 효과적인 방법이 될 가능성을 확인하였고,

OSCC 환자의 새로운 치료 전략이 될 수 있음을 제안하였다. 그러나, 앞

으로 추가적인 in vivo 연구를 통해 Cripto-1의 억제가 생체 내에서도

OSCC의 성장과 진행을 억제할 수 있는지 확인할 필요가 있다고 사료된

다.
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표. 1

Antibody Species Dilution
Company

(#Cat.)

Molecular

Weight(kDa)

Cripto (V-17)
goat
polyclonal

1:1000
Santa Cruz

(#sc-23369)
24

p-Akt 1/2/3
Rabbit
polyclonal

1:1000
Santa Cruz

(#sc-7985-R)
56/62/62

Akt1/2 (N-19)
Goat
polyclonal

1:1000
Santa Cruz

(#sc-1619)
60, 56

p-Erk1/2
Rabbit
polyclonal

1:1000
Cell

Signaling

(#9101)

42, 44

p44/42

MAPK(Erk1/2)

(Thr202/Tyr204)

Rabbit
monoclonal

1:1000
Cell

Signaling

(#4695)

42,44

Phospho-Src Family

(Tyr416)

Rabbit
polyclonal

1:500

Cell

Signaling
(#2101)

60

c-Src (B-12)
Mouse
monoclonal

1:1000
Santa Cruz
(#sc-8056)

60

twist (H-81)
Rabbit
polyclonal

1:500
Santa Cruz

(#sc-15393)
28

E-cadherin (H-108)
Rabbit
polyclonal

1:1000
Santa Cruz

(#sc-7870)
135, 120/80

Vimentin (V9)
Mouse
monoclonal

1:1000
Santa Cruz

(#sc-6260)
57

NFkB p65 (F-6)
Mouse
monoclonal

1:1000
Santa Cruz

(#sc-8008)
65

MMP-2 (H-76)
Rabbit
polyclonal

1:1000
Santa Cruz
(#sc-10736)

63, 72

MMP-9 (6-6B)
Mouse
monoclonal

1:1000
Santa Cruz

(#sc-12759)
92

α Tubulin (B-7)
Mouse
monoclonal

1:3000
Santa Cruz

(#sc-5286)
55
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그림.

그림 1. Screening of Cripto-1 expression in OSCC cell lines using western

blot analysis. Cripto-1 protein expression was detected in all of 13 OSCC

cell lines to varying degrees. α-tubulin was used as the loading control.

그림 2. Knockdown of Cripto-1 expression by small interfering RNA. After

24h treatment of siRNA, Cripto-1 expression was significantly reduced at

both the mRNA (A) and protein (B) levels.



24

그림 3. Knockdown of Cripto-1 inhibits cell proliferation. The cell

proliferation of HSC-3(A) and HSC-4(B) cells were examined by WST-1

assay, cells were transfected with 50nM of si.Control or si.Cripto-1 for 24,

48 and 72 h. respectively. (*p < .001, respectively)
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그림 4. Knockdown of Cripto-1 inhibits OSCC cell migration. The abilities

of migration in HSC-3 and HSC-4 cells after treatment of siRNA were

evaluated in the transwell chambers. There were significant decreases of

migration in si.Cripto-1 treated cells of both cell lines. (p < .001,

respectively)
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그림 5. Cripto-1 knockdown decreases the expression of AKT and MAPK.

After transfection with si.Cripto-1 or si.Control for 24h, the levels of total

and phosphorylated proteins were detected by western blot assay. α-tubulin

was used as a loading control.



27

그림 6. Expression of Cripto-1 and EMT-related signaling molecules after

Cripot-1 knockdown. Western blot assay showed that Cripto-1 knockdown

results in up-regulation of E-cadherin and down-regulation of NF-κB, slug,

twist, vimentin and MMP-9 in HSC-3 cells.
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Abstract

Cripto-1 as a therapeutic target for oral squamous

cell carcinoma: its roles and molecular mechanism

Ji-Hoon Kim

Department of Oral Pathology, Graduate School, Seoul National University

Directed by Professor Hye-Jung Yoon, D.D.S., M.S.D., Ph.D.

Background/Aims:

The most common type of oral cancer is known as oral squamous cell

carcinoma (OSCC) which is a highly invasive malignant tumor with frequent

cervical lymph node metastasis. Despite the advanced therapeutic strategies

for OSCC, the 5-year survival rate of patients with OSCC is merely 50%.

Therefore, it is necessary to find novel prognostic factors and treatment

modalities to prevent OSCC progression. Cripto-1 or teratocarcinoma-derived

growth factor-1 (TDGF-1) is a member of the epidermal growth factor–

Cripto-1/FRL-1/Cryptic (EGF–CFC) family. Cripto-1 has been found to be

overexpressed in several human cancers including breast, colon, lung, cervix,

stomach, and pancreatic cancer. Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT)

is process that is physiologically involved in development, tissue regeneration

and wound healing. In Vitro and in vivo studies have shown that Cripto-1

plays important oncogenic roles during tumorigenesis and tumor progression

by promoting cell proliferation, migration, invasion and tumor angiogenesis

as well as induction of EMT. In OSCC, EMT is a critical event to enhance

the migration and invasion of OSCC cells. Therefore, the aims of this study

were to determine whether knockdown of Cripto-1 by siRNA could inhibit

cell proliferation and migration in OSCC cell lines, and to identify the

molecular mechanism of Cripto-1 to play an oncogenic role in OSCC.
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Methods:

Cripto-1 expression in 13 OSCC cell lines was evaluated by western

blotting. In Vitro Cell proliferation and migration assays were performed

using HSC-3 and HSC-4, which showed relatively high expression of

Cripto-1. For Cripto-1 knockdown, cells were transfected with 50nM of

siRNA. The inhibition of Cripto-1 expression was confirmed by western

blotting. WST-1 assay was used to evaluate cell proliferation. Cell migration

was assessed using a transwell assay. In order to investigate the molecular

mechanism of Cripto-1, Cripto-1 expression was inhibited in HSC-3 cells

and the following changes of downstreaming signaling were examined by

western blotting.

Results:

In the cell proliferation assay, transfection with anti-Cripto-1 siRNA (50nM)

induced a statistically significant decrease in the proliferation of HSC-3 and

HSC-4 (p < .001 , respectively). In the cell migration assay, after 48h and

72h incubation, there was a statistically significant decrease in migration of

both cells transfected with the anti-Cripto-1 siRNA at every time point,

respectively. (p < .001). After knockdown of Cripto-1, the activities of

p-AKT (ser473) and p-ERK1 / 2 (Thr202 / Tyr204) were markedly

decreased but the expression of p-Src was not changed. Expression of

nucleus NF-κB, Slug, Twist which are related with EMT, was decreased.

E-cadherin expression was increased, but vimentin expression was

decreased. In addition, expression of MMP-2 was not changed but

expression of MMP-9 was remarkably decreased.

Conclusion:

Knockdown of Cripto-1 could significantly inhibit cell proliferation and

migration of OSCC cells through the AKT/MAPK signaling pathway. In

addition, Cripto-1 could regulate the cell migration of OSCC by modulating

EMT-related molecules and MMP-9. Therefore, suppression of Cripto-1 may

be a new therapeutic strategies for the patients with OSCC.

─────────────────────────────────────────────────
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