
Abstract : The tumor suppressor PTEN acts as a lipid phosphatase, regulates the
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt-signaling pathway, and modulates cell cycle
progression and cell survival. Somatic mutations of PTEN have been reported in a variety of
cancers, especially in endometrial carcinoma. To clarify whether and how the PI3K/Akt pathway
relates to endometrial carcinoma, the expression of those pathway-related proteins in patients
with endometrial carcinoma were examined.
In order to investigate the relationship between phosphorylated Akt (pAkt)  expression and

prognosis of endometrial cancer patients, 80 patients with endometrial cancer were  enrolled.
Immunohistochemical analysis and western-blot were performed. 
Preliminary, western blot analysis from endometrial cancr cell line (Hec-1A and Ishikawa) and

normal endometrial cell lines showed increased expression of pAkt in endometrial cancer cells
compared to normal cells.  The mean age was 52.3 years. Stage I were 59 cases, stage II were 5
cases, stage III were 9 cases, stage IV were 2 cases, and unknown stage were 5 cases.  Of 80
endometrial carcinomas, 37 cases (46%) showed positive immunohistochemical staining of pAkt.
The survival rate for pAkt negative case was significantly higher than that for pAkt positive
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서 론

폐경기 이후의 여성에서 주로 발생하는 자궁내

막암은 현재 서구 선진국에서는 가장 흔히 발생하

는 여성 생식기암으로서, 2006년 미국에서는 약

41,200명의 신환이 발생하고 7,350명 정도가 사

망하였다고 보고하였다[1]. 국내에서는 자궁경부

암, 난소암에 이어 3위의 발생 빈도를 보이는 여성

생식기암이며, 1991년 부인암 등록사업을 시작한

이후 꾸준히 증가하여 2002년에는 5배 이상의 가

장 현저한 증가를 보이고 있으며, 한국 여성의 점차

서구화되고 있는 생활 형태, 호르몬 노출, 임신 횟

수, 초경 연령, 폐경 연령 등의 변화와 관련되어 향

후 급속히 증가할 것으로 예상되는 여성 생식기암

이다[2]. 우리나라 여성의 자궁내막암 발생 평균

연령은 52 - 56세 이며, 가장 흔한 증상은 질출혈

로 전체 자궁내막암 환자의 70 - 90%에서 발생한

다고 보고하고 있으며, 자궁내막암 환자의 70 -

80% 정도가 진단시 병변이 자궁에 국한된 초기의

상태로 발견되지만, 병기가 높아짐에 따라 적극적

인 치료에도 불구하고 생존율은 낮아져 전체 5년

생존율은 약 75%로 감소하여 예후와 관련된 인자

를 규명하고 분석하는 것이 중요하다[3,4]. 자궁내

막암의 예후인자로서 연령, 세포 유형 및 분화도,

자궁근층의 침윤, 림프관 침범, 자궁협부 경부 침

범, 부속기 침범, 림프절 전이, 복강 내 병소 유무,

병소의 크기 및 종양표지자 등이 있으며, 이러한 인

자들을 정확히 파악하여 치료하는 것이 자궁내막암

의 예후를 증진시키는데 도움이 된다[5]. 

최근에는 임상병리학적 예후 인자 외에도 분자

생물학적 인자와 예후와의 관련성 연구가 많이 진

행되고 있다. 이러한 것과 관련하여 자궁내막암에

서 phosphatase and tensin homolog (PTEN) 유

전자는 중요한 역할을 하고 있다. PTEN 혹은

mutated in multiple advanced cancers 1

(MMAC-1)은 최근에 밝혀진 종양억제 유전자로

염색체 10q23.2에 위치하고 있다[6]. 이 유전자의

돌연변이는 과오종성 종양과 유방암, 갑상선암 등

의 발생을 특징으로 하는 Cowden 질환의 원인으

로 알려졌고, 이 외에도 전립선암종, 유방암종, 악

성흑색종, 방광암종, 교모세포종, 자궁내막암종 등

많은 악성 종양에서 PTEN의 기능 소실이 관찰되

었다[7-11]. 이는 PTEN의 아미노산 영역에

tensin의 유사 구조가 있기 때문이다. PTEN이

phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate를 탈인

산화시키는 활성을 가지며, phosphatidylinositol

3,4,5-triphosphate은 phosphatidylinositol 3-

kinase (PI3K)의 활성에 의해서 형성된 신호 전달

계의 2차 전달자이며, 이는 Akt/PKB 신호전달 경

로를 활성화하여 세포의 생존력을 강화시킨다

[6,12]. 따라서 PTEN의 기능은 Akt/PKB 신호전

달 경로를 제어하여 항암기능을 나타내는 것으로

추측된다[6]. 암세포 생존의 신호전달 체계중 Akt

에 의한 전달 체계가 중요한 역할을 하고 있으며,

PI3K/Akt 신호 전달 체계를 억제하는 암 억제 유

전자가 많은 종류의 암에서 발견되고 있어, Akt의

과발현이 암 발생과 진행에 연관이 있음을 알 수 있

다[13]. 그러나 자궁내막암에서 Akt의 활성과 관

계한 예후인자로서의 역할에 대해 아직 정확히 밝

혀진 바 없으므로 본 연구자는 Akt의 활성화된

pAKT의 발현과 자궁내막암과의 상관관계를 면역

조직화학염색을 이용하여 생존율과의 관계를 규명

하고자 이 연구를 계획하였다.
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cases. These results showed that increased expression level of pAkt was significantly different
according to potential aggressiveness of endometrial cancer (Spearman's correlation coefficient
method p = 0.05). The current study demonstrates that pAkt-positive staining is a significant
indicator of poor survival for patients with endometrial cancer.  

Key Words : Endometrial cancer, gene expression, phosphorylated Akt, prognosis



재료 및 방법

1. 연구 대상

American Type Culture Collection (ATCC)

에서 구입한 자궁내막암 세포주인 Hec 1A,

Ishikawa cell 및 정상 자궁내막 세포주(T-

HESCs)를 이용하여 세포주 배양을 통해 실험을

하였으며, NaB와 HDAC-I1 는 Calbiochem 회사

(USA)에서 구입하였다. 1993년 1월부터 2003년

12월까지의 본원 산부인과에서 자궁내막암으로 진

단받고 자궁적출술을 시행한 환자들 중 병리학적

슬라이드 재검토가 가능했던 80명의 환자를 대상

으로 하였으며, pAkt에 대한 면역조직학적 검사를

시행하였다. 이를 토대로 상관관계 분석 및 생존율

분석을 하였으며, 대상 환자의 평균 추적 기간은

72개월이었다. 

2. 일차 세포 배양

세포주에서 자궁내막암과 정상자궁내막에서의

pAkt 발현 분석을 위해 세포주 배양을 하였다.

Hec 1A, Ishikawa, 및 T-HESCs  세포주 배양은

10% fetal bovine serum이 함유된 Dulbecco's

modified eagle's medium/Nutrient mixture F-

12 ham 배양액에서 부유시킨 후 37℃, 5% CO2

배양기에서 배양하고, 24 - 48 시간 후 배양액을

교환하였다.

3. Western Blot analysis

분쇄한 세포에서 Lysis Buffer (10 mM Tris-

Cl (pH 7.4), 5 mM EDTA (pH 8.0), 130 mM

NaCl, 1% TritonX-100), 0.2 M phenyl-

methyl-sulfonyl fluoride, proteinase inhibitor

cocktail을 넣고 얼음에 30분간 둔 후 원심분리 하

여 상층을 취하고 Biorad protein assay kit

(Bio-Rad Laboratories Inc., USA)를 이용하여

단백질을 추출한 후 분광광도계(Duⓡ 650,

Beckman Coulter Inc., USA)의 595 ㎚에서 흡광

도를 측정하여 단백질을 정량 하였다. 얻어진 단백

질 분획을 전기영동하고 nitrocellulose paper

(Immobilin Milipore, UK)로 전 기 이 동

(electrotransfer)을 시행하였다. 전기이동된 막을

blocking용액(5% skim dry milk in TBS-T

buffer)에 넣어 cold chamber내에서 12시간 진동

시켰다. Blocking용액을 제거하고 pAkt에 대한 일

차 항체를 1:1,000으로 희석한 blocking 용액(실

온)에 3시간 동안 반응시킨 후 1×TBS-T 용액

(20 m㏖/ℓ Tris, 137 m㏖/ℓ NaCl, 0.5%

Tween-20)으로 10분간 3회 세척하였다. 그리고

이차 항체인 goat polyclonal IgG (Santa Cruz,

USA)를 1;1,000으로 희석한 blocking 용액에

nitrocellulose 막을 넣고 2시간 동안 반응 시켜 항

체 를 결 합 시 켰 다 . 1× TBS-T 용 액 으 로

nitrocellulose 막을 10분간 세 번 세척하여 비특

이적으로 결합해 있는 항체를 제거하였다. 세척 후

막에 남아 있는 TBS-T를 제거하고 ECL western

blotting detection reagent (Amersham Bio-

sciences, USA)로 검출하였다.

4.면역조직화학염색

조직에서 pAkt 단백질의 증명을 위해 4 μM 두

께의 파라핀 절편을 유리 슬라이드에 부착시키고

60℃에서 1시간 동안 방치한 후 xylene과 계열 알

코올로 탈파라핀 및 함수를 하였다.  내인성

peroxidase의 차단을 위해 메탄올과 30% 과산화

수소수가 9:1의 비율로 섞인 용액에서 15분간 처

리하고 PBS (phosphate buffered saline, pH

7.2)로 수세하였다.  그 후 포르말린 고정으로 조직

내에 감추어진 항원을 노출시키기 위해 1% zinc

sulfate용액에 담구어 microwave 오븐을 이용하

여 15분간 가열하였다.  실온에서 20 분 가량 식힌

후 30분간 normal horse serum (Vector

Laboratories, USA)을 가한 후 항체인 pAkt 폴리

클론항체(Santa Cruz Biotechnology, USA)를

1:10으로 희석하여 2시간 동안 37℃에서 반응 시

켰다. PBS로 수세하고 peroxidase-conjugated

streptovidin (Dako, USA) 1:500을 37℃에서
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15분간 반응시킨 후 PBS로 수세하고 DAB (3,

3'-diaminobenzidine tetrahydro-chloride)로

10 - 20분간 실온에서 발색하고 Mayer's

hematoxylin으로 대비 염색을 한 후 광학현미경으

로 관찰하였다. 광학현미경상에서 pAkt 단백질에

대한 면역조직화학염색의 판독은 종양 세포의 세포

질에 갈색으로 진하게 염색된 경우에 한해서 양성

반응으로 하였다. 먼저 100배 시야의 저 배율에서

염색된 부위를 선택한 후 400배 시야에서 염색된

세포가 전체 세포의 1% 이하 : -, 1-10% : +, 10

- 50% : ++, 50% 이상 : +++ 로 판정하였다

(Fig. 1). 

5. 분석방법

통계학적 분석은 SPSS version 12.0 프로그램

을 이용하였고, 자궁내막암의 에후인자와 pAkt와

의 상관관계 분석에는 Pearson의 카이제곱 검정을

이용하였으며, 전체 5년 생존율 분석에서는

Kaplan-Meier법과 Log-Rank법을 이용하였으

며, p < 0.05 일 때 유의성이 있다고 나타내었다.

성 적

1. 환자의 임상병리학적 특징

80명의 자궁내막암 환자들의 평균 연령은 52.3

세였으며, 28세부터 73세까지 분포하였다. 병리조

직학적 분류상 자궁내막양선암(endometrioid

adenocarcinoma)이 70명(87.5%)으로 대부분을

차지하였으며, 그 외 비자궁내막양 선암(non-

endometrioid adenocarcinoma)이 10명(12.5%)

이었다. 조직학적 세포분화가 고분화도는 35명

(44%), 중분화도는 33명(41%), 저분화도는 12명

(15%)을 나타내었다. FIGO의 수술적 병기상 분포

를 보면 병기 I이 59명(73.7%)으로서 대부분을 차

지하였고, 병기 II는 5명(6.2%), 병기 III은 9명

(11.2%), 병기 IV는 2명(2.5%), 병기를 알 수 없

는 것이 5명(6.2%)이었다(Table 1). 

2. 자궁내막암 세포주에서 pAkt의 발현

자궁내막암 세포주인 Hec 1A, Ishikawa 세포

주와, 정상 자궁내막암 세포주인 T-HESCs에서

의 Akt와 pAkt의 발현을 분석한 결과 모두에서

Akt의 발현은 보이지만, 활성화된 pAkt의 발현은

자궁내막암 세포주에서만 발현을 보였다 (Fig. 2).

3. pAkt의 발현율

전체 80명의 자궁내막암 환자에서 pAkt의 발현

율은 46%이었다. 발현되는 pAkt와 병기와의 상관
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Table 1. Functional classification of up- or down-
regulated genes of kidney in cisplatin treated
rats

Clinicopathologic factors  

Age (n=80) 

mean 52.3 

range 28 - 73

Histological type (N=80)                        

Endometrioid carcinoma 70 (87.5%)

Non-endometrioid carcinoma 10 (12.5%)

Histologic grade (n=80) 

Grade 1 35 (44%)

Grade 2 33 (41%)

Grade 3 12 (15%)

Surgical stage (n=80)  

Stage I 59 (73.7%)

Stage II 5 (6.2%)

Stage III 9 (11.2%)

Stage IV 2 (2.5%)

Unknown 5 (6.2%) 

Numbers of patients
(%)



관계는 통계적으로 의미가 없었으며, 세포분화도와

의 비교에서는 세포분화도가 나빠질수록 통계적으

로 의미 있게 발현의 증가를 보였다(p=0.042)

(Fig. 3). 

4. pAkt의 발현과 생존율과의 상관 관계

pAkt의 발현과 생존율에 있어서 의미있는 예후

관련성이 있는지를 단변량 분석으로 조사하였다.

pAkt의 발현과 생존율에는 통계적으로 유의하게

전체 5년 생존율의 감소를 보였다(p<0.05)(Fig.
4).

고 찰

자궁내막암은 미국이나 유럽의 여러 선진국에

서 높은 발생빈도를 보이고 있는 부인 암으로서 우

리나라에서는 다른 여성 생식기종양 특히 자궁경부

암에 비하여 비교적 낮은 빈도를 보이고 있다.  그

러나 최근 급속한 경제 성장에 따른 생활수준의 향

상으로 말미암아 평균 생명 수명이 연장되고 점차

발생 빈도가 증가하고 있는 중요한 부인암의 하나

로 자리 매김하고 있다. 자궁내막암은 현미경 소견,

임상 양상과 분자유전학적 판단에 따라 두 가지

pAkt 단백 발현이 자궁내막암 예후에 미치는 영향 229

Fig. 1. pAkt expression in endometrial cancer tissue. A, negative staining for pAkt in endometrial carcinoma (X
200). B, 1 positive staining for pAkt in endometrial carcinoma (X 200). C, 2 positive staining for pAkt in
endometrial carcinoma (X 200). D, 3 positive staining for pAkt in endometrial carcinoma (X 200).

Fig. 2. Western blotting for pAkt in endometrial
cancer and normal cell lines. Hec 1A,
Ishikawa cells; endometrial cancer, T-
HESCs; normal.



(Type I, II)로 구분된다[14]. Type I 은 전체 자

궁내막암의 70 - 80%를 차지하며, 비정상적인 에

스트로겐 과자극과 연관성이 있으며 흔히 전암 병

소를 거쳐 악성으로 분화되는 양상을 보이며, 좋은

예후를 가진다. 이에 반해 Type II 는 자궁내막암

조직중 endometrioid 를 제외한 papillary serous

나 clear cell 의 조직형태를 가지고, 호르몬자극의

연관성을 가지지 않으며 전암병소를 거치지 않는

특징을 가지며 불량한 예후를 보인다.

암억제 유전자 p53에 의해 전사조절을 받는 것

으로 알려진 억제 유전자 PTEN은 신경교종, 흑색

종, 유방암, 전립선암, 폐암 등 여러 악성종양에서

높은 빈도로 변이가 일어난다[7-11]. 또한 PTEN

의 과량 발현은 세포의 성장과 종양 형성을 억제하

며, 암세포에서의 PTEN 유전자 돌연변이와 발현

억제는 주로 암 형성과정에 영향을 미치는 PI3K 신

호전달 경로를 통하여 Akt를 활성화 한다[15].

Akt 신호 전달 체계는 종양형성에 중요한 역할을

한다. Akt는 serine/threonine kinase로, PI3K의

신호 전달 체계 중 Akt는 타이로신 활성화 효소 수

용체에 연관되어, PI3K의 인산화에 의하여 활성화

된다. Akt는 Bad, forkhead transcription factor,

caspase 9와 같은 세포자멸사 전구단백질을 인산

화하고 미토콘드리아에서 cytochrome c의 배출을

막고 세포자멸사를 억제하여 세포 생존을 증가시키

며, cyclin-dependent kinase inhibitor의 조절로

세포 증식에 관여 한다[13,16,17]. 그러나 현재까

지 암세포 억제에 관한 PTEN의 분자수준의 작용

기작 및 그 타켓은 명확하지 않다. PTEN의 작용기

작을 해명하고 이를 특이적으로 조절하는 신약을

개발하는 것은 암 치료제 개발에 있어 매우 유망한

분야로 손꼽힌다. 예컨대 PTEN이 소실되면 Akt

효소가 과도하게 활성화되는데, 이것의 기질로 작

용하는 mTOR kinase를 특이적으로 저해하는

rapamycin이나 이것의 유도체인 CCI-779는 임

상실험 결과 PTEN이 소실된 종양의 성장을 특이

적으로 억제하는데 매우 효과적인 것으로 판명되었

다[18]. Akt는 표피 성장 인자(EGF), 인슐린 유사

성장인자-I (Insulin-like growth factor-I),

heregulin 등의 성장 인자의 신호 전달 체계 하부

(downstream)에 위치하며, 이 성장 인자들은 PI

3K/Akt 신호 전달 체계를 통해, 에스트로겐 수용

체-alpha 활성화와 호르몬 비의존 성장을 유도한

다. 암세포 생존의 신호 전달 체계 중 Akt에 의한

전달 체계가 중요한 역할을 하고 있으며 ,

PI3K/Akt 신호 전달 체계를 억제하는 암 억제 유

전자가 많은 종류의 암에서 발견되고 있어, Akt의

과발현 혹은 활성화가 암 발생과 진행에 연관이 있

음을 알 수 있다[19-20]. 그러므로 Akt의 과 발

현이 자궁내막암의 암화과정에 관여하고, 또한 예
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Fig. 3. Comparison of expression of pAkt and
tumor grades in endometrial cancer tissues.
Correlation between pAkt and tumor grades
(p=0.042).

Fig. 4. The survival analysis for pAkt expression in
endometrial cancer.  



후인자로서의 가능성을 알아보고자 연구를 계획하

였다. 

pAkt의 발현이 세포주에서는 어떠한지를 보기

위해 정상자궁내막 세포주와 암 세포주를 대상으로

pAkt의 발현을 알아본 결과, 정상에서는 발현이 없

었으며 암 세포주에서만 발현을 보여 암화과정에

관여한다는 사실을 확인하였다. 이후 면역 조직화

학적 검사를 통해 pAkt의 발현과 예후인자와의 상

관관계를 조사하였다. 전체 80명의 자궁내막암 환

자에서 pAkt의 발현율은 46% 이었으며, 발현되는

pAkt와 병기와의 상관관계는 통계적으로 의미가

없었고, 세포분화도와의 비교에서는 세포분화도가

나빠질수록 통계적으로 의미 있게 발현의 증가를

보였다(p=0.042). 이러한 결과의 의미는 Akt의

활성이 많을수록 악성도가 높다고 할 수 있으며, 이

전의 연구에서 보여주듯이 PTEN의 변이가 많을수

록 불량한 예후를 보이는 것과 동일한 결과를 보였

다[21]. 생존율과 pAkt 발현과의 상관관계를 분석

하여 pAkt의 발현과 생존율에는 통계적으로 유의

하게 전체 5년 생존율의 감소를 보였다(p<0.05).

본 연구에서는 PTEN의 발현에 따른 pAkt의 발현

은 비교하지 않았다. 차후에는 이러한 비교를 통한

생존율의 차이를 보는 것이 중요하겠다. 

이상의 결과로 자궁내막암 환자에서 pAkt의

발현은 불량 예후인자로서의 가능성을 제시하였으

며, 향후 많은 환자군에서 다기관으로 접근하여 좀

더 많은 연구가 필요할 것으로 생각된다.

요 약

이 연구는 자궁내막암에서 Akt의 활성과 관계

한 예후인자로서의 역할에 대해 아직 정확히 밝혀

진 바 없으므로 본 연구자는 Akt의 활성화된

pAKT의 발현과 자궁내막암과의 상관관계를 면역

조직 화학 염색을 이용하여 생존율과의 관계를 규

명하고자 이 연구를 계획하였다.

세포주에서 자궁내막암과 정상자궁내막에서의

pAkt 발현 분석을 위해 Hec 1A, Ishikawa, 및

T-HESCs 세포주를 이용하여 세포주에서의 발현

을 분석하였다.  자궁내막암으로 진단받고 자궁적

출술을 시행한 환자들중 병리학적 재검토가 가능했

던 80명의 환자를 대상으로 하였으며, pAkt에 대

한 면역조직학적 검사를 시행하였다. 이를 토대로

상관관계 분석 및 생존율 분석을 하였으며, 대상 환

자의 평균 추적 기간은 72개월 이었다. 80명의 자

궁내막암 환자들의 평균 연령은 52.3세였으며, 28

세부터 73세까지 분포하였다. 병리조직학적 분류

상 자궁내막양선암(endometrioid adenocarcinoma)

이 70명(87.5%)으로 대부분을 차지하였으며, 그

외 비자궁내막양 선암(non-endometrioid

adenocarcinoma)이 10명(12.5%) 이었다. 조직

학적 세포분화도 분류상 세포분화도 1은 35명

(44%), 세포분화도 2는 33명(41%), 세포분화도

3은 12명(15%)을 나타내었다. FIGO의 수술적 병

기상 분포를 보면 병기 I이 59명(73.7%)으로서 대

부분을 차지하였고, 병기 II는 5명(6.2%), 병기 III

은 9명(11.2%), 병기 IV는 2명(2.5%), 병기를 알

수 없는 것이 5명(6.2%)이었다.  자궁내막암 세포

주인 Hec 1A, Ishikawa 세포주와 , 정상 자궁내막

암 세포주인 T-HESCs 에서의 Akt와 pAkt의 발

현을 분석하여본 결과 모두에서 Akt의 발현은 보이

지만, 활성화된 pAkt의 발현은 자궁내막암 세포주

에서만 발현을 보였다. 전체 80명의 자궁내막암 환

자에서 pAkt의 발현율은 46% 이었다. 발현되는

pAkt와 병기와의 상관관계는 통계적으로 의미가

없었으며, 세포분화도와의 비교에서는 세포분화도

가 나빠질수록 통계적으로 의미 있게 발현의 증가

를 보였다(p=0.042). pAkt의 발현과 생존율에 있

어서 의미있는 예후 관련성이 있는지를 단변량 분

석으로 조사하였다. pAkt의 발현과 생존율에는 통

계적으로 유의하게 전체 5년 생존율의 감소를 보였

다(p<0.05). 

이상의 결과로 자궁내막암 환자에서 pAkt의 발

현은 불량 예후인자로서의 가능성을 제시하였으며,

향후 많은 환자군에서 다기관으로 접근하여 좀 더

많은 연구가 필요할 것으로 생각된다. 
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