
Abstract : Immunohistochemistry (IHC) is very simple method to evaluate the HER2 status in
breast carcinoma. The aim of this study was to determine the potential value of the
immunohistochemistry(IHC) using CB11 monoclonal antibody as a first-line screening of HER2
overexpression. The HER2 status of 198 consecutive cases of breast carcinoma was studied.
Tissue arrays made from the representative portion of each breast carcinoma specimen were
used for conventinal IHC using CB11 monoclonal antibody and HercepTest. Expression of HER2
of both methods was assessed by HercepTest scoring system of 0, 1+, 2+, and 3+. The result of
IHC using CB11 monoclonal antibody correlated significantly with the HercepTest (concordance:
84.3%, kappa=0.704). It is highly suggested that IHC of CB11 monoclonal antibody can be used as
a first-line test to explore the overexpression of HER2 by HercepTest.
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서 론

분자생물학의 발전에 따라 유방암종 환자의 예

후를 예측할 수 있는 인자들이 발견되고 있다. 그

중 human epidermal growth factor receptor-2

는 가장 특징적인 인자로서 HER-2/neu/c-



erbB-2로도 불리어진다[1]. HER2 암 유전자는

185 kDa의 세포막에 존재하는 성장 인자 수용체로

서 티로신 키나아제 작용을 가지고 있으며 세포의

성장을 자극한다[2]. 유방암종에서 HER2 발현율

은 20－30%로 겨드랑 림프절 전이 여부에 관계없

이 중요한 예후 인자로 알려져 왔다[3,4]. Slamon

등[5]은 유방암종 환자에서 HER2가 증폭되어 있

는 경우 예후가 불량하다고 보고하였다. 또한

HER2의 발현 유무로 항암치료의 약제 선택에 영

향을 줄 수 있으므로[6,7] 2000년도에 개정된

ASCO (American Society of Clinical

Oncology)의 지침에서는 모든 유방암종 환자에서

HER2 발현을 검사할 것을 권장하고 있다[8]. 최근

HER2에 대한 단클론 항체 제제인 trastuzumab

(Herceptin; Genentech, Inc., South San

Francisco. CA. U.S.A.)이 개발되어 유방암종 치

료에 이용되고 있다. Herceptin은 HER2 수용체의

과발현이나 HER2 유전자의 증폭이 높은 전이성

유방암종 환자에서 좋은 치료효과를 나타내어 유방

암종 환자에서 Herceptin 치료 대상을 선정하기 위

해 HER2 수용체의 과발현이나 HER2 유전자 증폭

의 측정이 더욱 중요해 졌다[9-11]. HER2 유전

자와 유전자 산물의 발현을 측정하기 위해 면역조

직화학염색, 형광제자리부합화(fluorescence in

situ hybridization), 효소면역측정법(enzyme-

linked immunosorbent assay) 서던 블롯

(Southern blot), 중합효소연쇄반응(polymerase

chain reaction) 등의 여러 가지 방법이 사용되고

있다. 그 중 면역조직화학 염색과 형광제자리부합

화가 조직이 소량이라도 가능하고, 검색할 조직의

구조가 쉽게 보존되며, 검사를 자동화할 수 있다는

장점을 가져 다른 검사 방법보다 더욱 많이 이용되

고 있다[12,13]. 면역조직화학 염색은 시행 방법이

비교적 간단하고, 시약 및 장비가 비교적 저렴하여

형광제자리부합화보다 많이 이용되지만 사용한 항

체의 특이도와 판정 기준에 따라서 결과가 다양하

게 나타날 수 있다. 면역조직화학 염색으로 HER2

종양단백을 검색할 때 사용가능한 항체 중 A0485

다클론 항체, CB11 단클론 항체, TAB 250 단클론

항체가 가장 널리 사용되고 있다. Seidman 등[14]

은 HercepTest, Pab1 다클론 항체, TAB250 단

클론 항체, CB11 단클론 항체를 이용한 면역조직

화학 염색 결과 중 CB11 단클론 항체를 이용한 결

과가 형광제자리부합화의 결과와 가장 일치한다고

보고하였다. HercepTest (DAKO, Carpinteria,

CA, USA)는 A0485 다클론 항체를 사용한 면역

조직화학 염색 방법으로써 세척액을 제외한 모든

시약을 포함하고 있으며 구체적인 염색 방법과 판

독 기준 및 정도 관리 방법까지 제공하여 결과에 영

향을 미치는 인자들을 최소화하여 면역조직화학검

사방법으로는 유일하게 Herceptin 치료 대상을 선

정하기 위한 검사로 FDA에서 인정을 받았다. 그러

나 HercepTest는 CB11 단클론 항체를 이용한 면

역조직화학 염색 방법에 비해서 가격이 매우 높다.

또한, 침윤성 유방암종에서 HER2 발현율은 20-

30%에 불과하므로[3] HercepTest를 모든 유방

암종 환자에게 적용하는 것은 효율적이지 못하다.

이 연구에서는 유방암종에서 HER2의 과발현을

검색하기 위해 CB11 단클론 항체를 이용한 면역조

직화학 염색 결과와 HercepTest에 의한 결과를

비교해 보고, CB11 단클론 항체를 이용한 면역조

직화학 염색 결과가 HercepTest시행 전 선별검사

로 사용할 수 있는지 평가해 보고자 하였다.

재료 및 방법

연구 대상

1998년 1월부터 2003년 1월까지 계명대학교

동산의료원 병리과에서 유방암종으로 진단한 198

예를 무작위로 선택하였다. 선택한 증례의 슬라이

드를 재판독하여 유방암종으로 진단된 슬라이드에

서 암세포가 밀집되어 있는 부위를 선택하여 사방

5 mm의 정사각형 모양으로 표시하였다. 파라핀 블

록에서 슬라이드의 표시한 부위에 해당하는 부위를

칼날을 이용하여 도려내었다. 도려낸 파라핀 조직

을 65 ℃로 가열하여 파라핀 성분을 녹인 후 스무

조각의 유방암종 조직을 4열로 배열하고 파라핀으

로 다시 포매하여 조직 배열 블록을 제작하였다
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(Fig. 1). 

연구 방법

1. CB11 단클론 항체를 이용한 면역조직화학

염색 방법

4 ㎛ 두 께 로 박 절 한 조 직 절 편 을 3-

aminopropyltriethoxysiane이 도포된 유리슬라이

드에 부착한 후 실온(20－25℃)에서 100%

xylene에 5분간 2번 부란하여 탈파라핀화 시킨 후

100%, 95%, 90%, 80% 알코올에서 차례대로 각

각 5분간 함수 과정을 거친 후 증류수에서 5분간

수세하였다. 내인성 과산화효소의 억제를 위하여

15 mmol/L의 sodium azide (NaN3)를 함유한

0.3% 과산화수소수로 10분간 처리하고 증류수로

수세하였다. 항원성 회복을 위하여 citrate buffer

(0.01 M, pH 6.0)에 담가 6분간 두 차례 극초단파

(microwave)로 가열하여 실온에서 냉각시킨 후

PBS (phosphate buffered saline)로 5분간 2번

수세하였다. 일차 항체인 CB11 단클론 항체

(Novocastra, New Castle, U.K.)를 1 : 40으로

희석하여 슬라이드 당 40 μL을 37℃에서 1시간동

안 반응시킨 후 PBS로 5분간 2번 수세하였다. 이

차 항체인 biotinylated link antibody (DAKO,

Carpinteria, CA, U.S.A.)로 37℃에서 15분간 반

응시켜서 PBS로 수세하고 streptavidin biotin

complex (DAKO, Carpinteria, CA, USA)로 37

℃에서 15분동안 반응시켰다. Immidazole buffer

와 3,3-diaminobenzidine tetrachloride (DAB)

chromogen (DAKO, Carpinteria, CA, USA)을

1 : 1로 혼합하여 발색시킨 후 수세하고 Mayer's

hematoxylin으로 대조염색하여 광학현미경으로

관찰하였다.

2. HercepTest kit를 이용한 면역조직화학 염색

방법

4 ㎛ 두께로 박절한 조직절편을 부착한 슬라이

드를 탈파라핀하여 95—99℃의 전처리용액

(HercepTest kit; DAKO, Carpinteria, CA,

USA)에 40분 처리한 후 실온에서 20분간 식혔다.

완충액으로 세척한 후 과산화효소차단제

(HercepTest kit; DAKO, Carpinteria, CA,

USA)를 30분간 반응시킨 후 200 μL의 일차 항체

를 30분간 조직에 반응시킨 다음 세척하였다. 200

μL의 발색 시약 (HercepTest kit; DAKO)을 30

분 간 적 용 하 고 수 세 하 였 다 . 200 μL의

diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)를

10분간 반응시킨 후 Mayer's hematoxylin으로 대

조염색을 시행하였다.

3. 결과 판독

CB11 단클론 항체를 이용하여 염색한 슬라이

드와 HercepTest kit를 이용하여 제작한 슬라이드

를 암 세포의 세포막에 갈색으로 염색되는 정도에

따라 HER2 과발현을 네 가지 등급으로 나누었다.

전혀 염색되는 암 세포가 없거나 10% 미만의 암

세포에서 약하게 염색되는 경우를 0, 암 세포의

10% 이상에서 염색은 되었으나 세포막의 일부가

약하게 염색된 경우는 1＋, 암 세포의 10% 이상에

서 세포막의 전체가 중등도로 염색된 경우를 2＋,

암 세포의 10% 이상에서 세포막의 전체가 강하게

염색된 경우를 3＋로 판독하였다. 판독 결과 0과

1＋는 음성으로, 2＋와 3＋는 양성으로 하였다

(Fig. 2). 
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Fig. 1. Tissue array block consists of 20 cases of
breast cancer.



4. 통계 분석

각각의 증례에 대한 면역조직화학 염색 판독 결

과와 조직학적 분화도를 Statistical Package for

the Social Science (SPSS) 10.0 (Systat,

Chicago, U.S.A.) 통계 프로그램을 이용하여 비교

하였다. 각각의 통계값에서 p 값이 0.05 미만인 경

우에 의미가 있다고 해석하였다. Chi-square법을

사용하여 CB11을 이용한 면역조직화학 염색과

HercepTest kit를 이용한 면역조직화학 염색 결과

의 일치성에 대한 상관관계를 구하였다. Kappa 계

수가 1에 근접할수록 완전한 일치에 가깝고, 0.4 이

하는 일치도가 불량한 것으로 평가하였다.

결 과

1. 조직학적 분류

조직배열 파라핀 블록을 4 ㎛ 두께로 박절하여

제작한 슬라이드를 hematoxylin-eosin 염색을 하

여 암조직의 적합성을 검색하였다. 침윤성 유방암

종은 192례였고 관내유방암종이 6례였다. 대상 조

직 중 7례가 핵등급 1이었고, 71례가 핵등급 2였

고, 120례가 핵등급 3이었다. 침윤성 유방암종을

수정된 Bloom-Richardson 조직학적 등급에 따라

나누었을 때, 17례가 등급 1이었고, 60례가 등급 2

였으며, 112례가 등급 3이었다. 

2. HER2 단백질 과발현

동일한 조직배열 파라핀 블록에서 얻은 2 장의

조직 절편에 각각 CB11 단클론 항체를 이용한 면

역조직화학 염색과 HercepTest를 시행하였다. 육

안으로 동일한 증례의 염색 양상을 비교하였을 때

CB11 단클론 항체를 이용하여 염색한 조직이

HercepTest를 시행한 조직보다 배경 염색이 더

진 하 였 다 (Fig. 3). 염 색 한 슬 라 이 드 를

HercepTest의 판독기준에 따라서 평가하였다.

CB11 단클론 항체를 이용한 면역조직화학 염색에

서 149례가 음성으로 그 중 125례가 0이었고, 24

례가 1＋였다. 49례는 양성으로 각각 10례와 39례

가 2＋와 3＋였다. HercepTest를 이용하여 염색

한 경우에서는 0과 1＋가 각각 132례와 17례로
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Fig. 2. Scores for HER2 overexpression range from 0 to 3+. (A) 0: Negative; No staining. (B)1+: Negative; A faint
membrane staining is detected in less than 10% of tumor cells. The cells are only stained in part of their
membrane. (C) 2+: Weak positive; A weak to moderate complete membrane staining is observed in more
than 10% of tumor cells. (D) 3+: Strong positive; A strong complete membrane staining is observed in more
than 10% of tumor cells.



149례가 음성이었다. HercepTest 염색 결과 양성

이었던 49례 중 13례가 2＋였고 36례가 3＋였다.

두 가지 검색 방법 모두에서 HER2의 발현 정도가

같았던 증례는 167례로 두 검사 간에 일치율은

84.3%였다(Table 1). 동질성 검증을 시행하여 이

두 가지 검사방법의 결과는 동질성이 있음을 확인

하였다(kappa=0.704).

HER2의 발현을 음성과 양성으로 평가하였을

때 두 검사 모두에서 양성을 나타낸 경우가 44례였

고, 음성인 경우는 144례였다. CB11 단클론 항체

를 이용한 방법에서 양성을 나타내었으나

HercepTest에서 음성이었던 5례 중 2례는 CB11

단클론 항체에 대한 염색에서는 3＋였으나

HercepTest에서는 1＋로 판정되었다. 또한 CB11

단클론 항체에 대한 염색에서 2＋였으나

HercepTest에서 0이었던 경우도 2례 관찰되었다.

CB11에서 HER2 발현 음성이었으나 HercepTest

에서 양성인 례가 5례 있었는데 이들 모두의

HercepTest 결과는 2＋이었다(Fig. 4). 

3. HER2 단백질의 과발현과 유방암종의 조직

학적 분화도의 관계:

192례의 침윤성 유방암종 중 조직학적 등급 1

이 17례였고, 등급 2는 61례였으며, 등급 3인 경우

가 114례였다. CB11 단클론 항체에 대한 면역조

직화학 염색과 HercepTest 모두에서 음성이었던
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Fig. 3. Comparison of the immunohistochemistry
result using CB11 monoclonal antibody (A)
with that of HercepTest (B) from the same
tissue array block. Background stain of the
slide (A) is stronger than slide (B). 

Table 1. Results of immunohistochemistry using CB11 monoclonal antibody versus Hercep Test

HercepTest 
TotalCB11

0

119

11

2

0

132

1+

5

9

1

2

17

2+

1

4

5

3

13

3+

0

0

2

34

36

0

1+

2+

3+

Total

0: no staining (negative); 1+: a faint membrane staining detected in less than 10% of tumor cells
(negative); 2+: a weak to moderate complete membrane staining observed in more than 10% of tumor
cells (positive); 3+: a strong complete membrane staining observed in more than 10% of tumor cells
(positive).

125

24

10

39

198



141례의 침윤성 유방암종 중 16례(11.3%)는 조

직학적 등급 1, 45례(31.9%)는 조직학적 등급 2,

그리고 80례(56.7%)가 조직학적 등급 3이었다.

침윤성 유방암종 중 CB11 단클론 항체에 대한 면

역조직화학 염색과 HercepTest 모두에서 양성으

로 판정된 41례 중 조직학적 등급이 1인 경우는 1

례(2.4%)였고, 등급 2는 13례(31.7%)였으며, 등

급 3인 경우가 27례(65.8%)였다(Table 2).

고 찰

유방암종은 여성에서 가장 흔한 암으로 매년 유

방암종의 빈도가 점점 증가하고 있다[15]. 이는 유

방촬영상 선별검사의 이용 증가로 인한 조기 발견

과 관련되어 있다[16]. HER2는 티로신 키나아제

작용을 가지는 단백질로[17] 세포의 성장 인자로

작용하며 세포의 분화, 부착성 및 운동성에 중요한

역할을 한다[18]. Hynes 등[19]은 유방암종 환자
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Fig. 4. Comparison of the microscopic findings of a case that discord the result of the immunohistochemistry using
CB11 monoclonal antibody (A) with that of the HercepTest (B). (A): Immunohistochemistry of a case of
breast carcinoma using CB11 monoclonal antibody is assessed as 1+ by the scoring system. (B): HercepTest
of the same tissue with (A) is evaluated as 2+. 

Table 2. Relationship between HER2 overexpression and histologic grade 

HercepTest 
Total

Histologic 
grade CB11

Negative

Positive

Negative

Positive

Negative

Positive

Negative

16

0

45

1

80

4

146

Positive

0

1

2

13

3

27

46

1

2

3

Total

16

1

47

14

83

31

192



중 10－34%에서 HER2 과발현이 나타난다고 보

고하였다. 이러한 환자들은 질환의 진행 속도가 빠

르고 예후도 나쁘다고 알려져 있다[4,5,20]. 최근

에 유방암종의 치료제로 개발된 Herceptin䠶

(trastuzumab)은 HER2에 대한 단클론 항체 제제

로써 HER2 과발현이 있는 전이성 유방암종에 탁

월한 효과를 보인다[21,22]. 

HER2의 과발현을 검색하기 위해 사용되는 면

역조직화학 염색에는 CB11 단클론 항체, A0485

다클론 항체 등을 이용할 수 있는데 항체와 염색 조

건에 따라 결과가 다를 수 있어 실험 조건과 판독기

준을 표준화한 HercepTest가 개발되었다. 이 연구

에서 CB11 단클론 항체를 이용한 면역조직화학 염

색과 HercepTest 염색결과를 비교하였을 때 일치

율은 84.3%였고, kappa 값이 0.704로 통계학적으

로 두 가지 검사방법이 동일한 결과를 나타내었다.

판정 기준을 음성과 양성으로 나누었을 때 일치율

은 95%로 두 가지 검사 결과가 매우 연관성이 있

었다. CB11 단클론 항체를 이용한 면역조직화학

염색에서 2＋ 이상으로 판정된 49례 중 5례는

HercepTest를 시행하였을 때 HER2의 과발현이

나타나지 않았다. 이러한 경우는 CB11단클론 항체

를 이용한 면역조직화학 염색을 시행하여

HercepTest의 대상으로 선정된 환자군 중

HercepTest를 시행하였을 때 Herceptin 치료의

대상에서 제외되는 환자군으로 해석하였다. CB11

단클론 항체를 이용한 면역조직화학 염색에서 음성

이었던 149례 중 0이었던 125례 중 1례와 1＋였

던 24례 중 4례가 HercepTest에서 2＋를 나타내

어 CB11을 이용한 면역조직화학 염색을

HercepTest의 선별검사로 이용할 때 3.4%에서

위음성이 나타났다. 불일치를 보이는 증례의 대부

분이 1＋와 2＋에 집중되어 있어 CB11에 대한 면

역조직화학 염색을 HercepTest의 선별검사로 이

용한다면 1＋와 2＋를 판정하는 데 좀 더 주의를

기울여야 할 것으로 생각된다. CB11을 이용한 면

역조직화학 염색과 HercepTest 모두에서 양성이

었던 44례 중 34례(77.3%)가 두 검사 모두에서

3＋이었고, 두 검사 모두에서 음성을 나타낸 144례

중 119례(82.6%)가 0으로 판정되어 0과 3＋에서

일치율이 높았다. 이 연구에서 조직학적 등급과 면

역조직화학 검사 결과를 비교하여 보았을 때 조직

학적 등급과 HER2 발현 사이에 유의한 관계는 없

었다. HER2 유전자 증폭은 겨드랑 림프절 전이

[5,23,24], 호르몬 수용체의 결핍[5,23,25-27],

종양의 크기[5,23,24]등과 같은 불량한 예후와 상

관성이 있다고 알려져 있다. 그러나 Claus 등[25]

과 Bartkova 등[28]은 이 연구에서와 같이 HER2

증폭과 조직학적 등급 사이에 전혀 관계가 없다고

보고하였다. 

이 연구 결과 CB11 단클론 항체에 대한 면역조

직화학 염색은 HercepTest 시행 전의 선별 검사

로 적합하다고 생각된다. 모든 절제된 유방암종에

서 일차적 선별 검사로 CB11에 대한 면역조직화학

염색을 한 후, 2＋ 이상의 결과를 나타내는 환자에

서 HercepTest를 시행하면 보다 경제적으로

HER2 종양단백에 대한 검색을 실시할 수 있을 것

으로 생각된다. 

요 약

유방암종으로 진단된 198례의 환자의 병리조직

파라핀블록을 대상으로 하여 CB11 단클론항체를

이용한 면역조직화학염색과 HercepTest를 시행

하여 HER2의 발현율을 비교분석하였다. 염색된 슬

라이드를 HercepTest의 판정기준에 따라 판독하

여 비교한 결과 CB11을 이용한 면역조직화학염색

과 HercepTest는 음성인 경우 95%의 일치율을

보였으며 3+인 경우에서도 87%의 일치율을 나타

내었다. 이 연구 결과 Herceptin 치료 대상을 선정

하기 위하여 HER2 종양단백질의 과발현을 측정할

때 CB11 단클론 항체에 대한 면역조직화학염색이

HercepTest시행 전의 선별검사로 적합하다고 생

각된다.
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