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Background : Adhesion molecules are important in the maintenance of normal epithelial
structure, and altered expression of these molecules may be important in epithelial tumors,
particularly in the processes of invasion and metastasis. Methods : We have examined the
expression of E-cadherin, cathepsin-D, CD44, CD44v6, nm23 and transforming growth fac-
tor- 1 (TGF- 1) proteins in the cervical squamous cell carcinoma to evaluate the prognostic
significance of these molecules. Results : Immunostain for E-cadherin was highly expressed
in the majority of cases of cervical carcinomatous lesions (85.7-100%), but cathepsin-D was
very low (7.1-32%). Immunostain for CD44 showed a lower expression in invasive carcino-
ma with and without metastasis (50.4 and 52.2%) than in carcinoma in situ (68.0%). CD44v6
protein showed some controversy of expression between invasive carcinoma with metasta-
sis (35.7%) without metastasis (56.5%). Staining for nm23 was observed in the high expres-
sion of invasive lesions (85.7%). TGF- 1 and C-erbB-2 protein were highly expressed, espe-
cially in the microinvasive carcinoma (81.8%, 42.8%, respectively). Conclusions : These
results suggest that CD44 and CD44v6 were not highly expressed in the invasive squamous
carcinoma of the uterine cervix. However, it is notable that TGF- 1 and c-erbB-2 in the
microinvasive carcinoma and nm23 in invasive carcinoma were highly expressed compared
to these of the other lesions of the uterine cervix. 
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자궁경부암종에서 암 전이의 조기 발견을 위한 면역조직화학 연구

최근 자궁경부암종은 세포학의 발달과 세포검진으로 인해 조

기에 발견되는 비율이 높아서 사망률이 많이 감소되고 있지만,

아직도 우리나라 여성 암의 가장 높은 빈도를 차지한다.1 자궁경

부암종으로 인한 사망의 가장 큰 원인은 암 세포의 주위 조직

혹은 혈관 내 침윤에 따른 다른 장기로의 전이 때문이다.2 따라

서 어떤 종양이 생물학적으로 전이할 수 있다는 것을 미리 예견

할 수 있다면, 환자의 예후를 개선할 수 있는 조치를 취할 수 있

을 것이다. 이러한 이유로 지금까지 암 전이와 관련된 표지인자

를 찾기 위한 많은 연구가 시도되고 있다. 현재까지 알려진 예

후 관련 인자들은 종양의 종류, 크기, 병기, 주위 실질조직으로

의 침윤 정도, 조직학적 분화도 등이며, 특히 최근 면역조직화학

적인 방법을 통하여 예후에 영향을 미치는 인자를 찾기 위한 노

력이 시도되고 있다.1,2 특히 종양 세포에서 성장 및 억제인자,

단백질분해효소, 부착분자(adhesion molecule), 맥관형성인자

등의 다양한 요소가 종양의 진행이나 분화도 혹은 전이에 영향

을 미칠 수 있다고 생각한다.2 지금까지 개개의 인자에 대한 연

구들을 종합해 보면 대체로 어느 한 인자가 예후 등에 역할을

미치는 것이 아니고 여러 인자들이 복합적으로 관여할 것으로

추측된다. 이 중에서 현재까지 전이와 관련되어 연구하고 있는

대상 분자로는 c-erbB-2, nm23, E-cadherin, cathepsin D,

CD44 등이 있다.2 그러나 연구자에 따라 혹은 종양이 발생되는

장기에 따라 서로 상이한 연구결과가 발표되고 있는 바, 아직도

어느 분자가 전이에 관여하는지 뚜렷이 밝혀져 있지 않다.

최근 종양의 성장과 전이에 밀접한 관련이 있을 것으로 보고

되고 있는 CD44는 세포외 기질 및 세포 사이의 상호작용에 중

요한 역할을 할 뿐만 아니라, 혈구형성, 림프구 및 세포의 이주
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와 전이에도 관여하는 세포표면 당단백이며, 구조적으로 최대

20 exon으로 구성된다.3 Exon 5-15 사이에 구성되는 10개의

exon은 변이(variant) exon으로 불려지고 교대성 짜집기(alter-

native splicing)에 의해 형성된다. 최근 CD44 변이체 중 하나

인 CD44v6는 비전이성 암 세포가 전이능력을 가지게 하는 데

관여하고, 결장암, 위암, 유방암, 뇌암 등의 전이성 종양에서 발

현된다고 알려져 있다.4-6 따라서 부인과 종양질환에서의 CD44

의 발현도 전이성 암종에서 그 발현이 증가할 것으로 추측된다.

본 연구의 목적은 표준형 및 변이형의 CD44 발현 양상이 악

성 종양 및 전이 여부에 따라 어떻게 나타나는지를 관찰하고,

또한 면역조직화학 방법을 통한 세포부착분자들의 발현 및 발현

양상과 조직학적 변화, 분화도, 침윤 정도, 전이 등과의 상호 비

교를 통해 어떤 관계가 있는지를 규명하는 데 있다. 또한 CD44

분자에 대한 정보를 바탕으로 종양의 조기 면역조직화학적 진단

과 치료에 CD44v6 항체와 그것의 항체분절들이 실제 응용될 수

있는지를 조사하고, 이를 위하여 CD44v6의 단클론항체의 IgG,

Fab 및 scFv (single chain Fv fragment) 항체분자들을 생산

하고 정제하여 각각의 특이성을 자궁경부암종 조직에 대한 면역

검색으로 조사하였다.

재료와 방법

재료

1996년부터 1998년까지 계명대학교 동산의료원에서 시행한

자궁절제술 및 원뿔절제술 중 침습암종 37예, 미세침윤암종 14

예, 그리고 상피내암종 25예를 대상으로 하였다. 침습암종 37예

중 림프절 전이를 동반한 경우는 23예였다. 이들 76예 모두는

항암치료 혹은 방사선 치료를 시행 받기 전에 절제된 것들이다.

이들을 대상으로 통상적인 HE 염색을 하였고 전예에서 면역조

직화학 염색을 시행하였다.

방법

CD44v6의 단세포군 항체 생산

복수액 생산을 위해 14-15주째 Balb/C mouse에 먼저 300

L의 incomplete adjuvants 용액을 복강내 주사하였다. 3일

후 CD44v6 hybridoma 세포(ATCC HB-256)를 4×106

cells/mouse 농도로 복강내 주사하였다. 주사 7-10일 사이에 생

성된 복수를 주사기로 뽑아내어 3,000 rpm으로 10분간 원심분

리한 후 상층액을 사용하였다.

세포배양은 5% CO2, 37℃ 배양기에 10% fetal bovine

serum (FBS)이 포함된 dulbecco's modified eagle media

(DMEM) 배양액(Life Technologies, Grand Island, U.S.A.)

에 CD44v6 hybridoma 세포(농도×106 cells/mL)를 넣고 약

20일간 low stirring 용기에서 배양하였다. 상층이 거의 노란색에

가까워졌을 때 3,000 rpm에 10분간 원심분리하여 상층액만 수거

한 뒤 25 kDa 영역의 투석봉지에 넣고 phosphate buffered

saline (PBS)로 투석하였다.

CD44v6-IgG 분리 및 -Fab, -scFv 생산

CD44v6 단세포군 항체 중 IgG를 분리하기 위하여 Affi-gel

protein A agarose 칼럼(Bio-Rad, Hercules, U.S.A.)을 사용

하였다. 1 mL agarose를 컬럼에 넣고 10 mL binding buffer

(10 mM sodium phosphate, 0.15 M sodium chloride, pH

8.2)로 평형을 유지하였다. 분리할 항체는 10 mL binding

buffer에 희석하고 컬럼에 실었다. 10 mL binding buffer로 칼

럼을 더 씻은 다음, 5 mL의 0.1 M sodium citrate (pH 3.0)

로 전개하였다. 전개용액은 곧바로 200 L의 2 M Tris-HCl

(pH 8.5)을 첨가해 중화시키고, PBS에 바로 투석하였다.

Sodium dodecyle sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis

(SDS-PAGE)로 IgG 분리를 확인하였다.

Immobilized Ficin과 10 mM cysteine (Pierce, Rockford,

U.S.A.)을 이용하여 IgG로부터 CD44v6-Fab를 제조하였다.

IgG와 Ficin 비율을 11:1로 위에 언급된 컬럼과 조건으로 37℃

에서 5시간 배양하였다. 배양 후 protein A에 결합되지 않은

fraction을 수거하여 SDS-PAGE로 분석하였다.

CD44v6 hybridoma 세포의 total RNA를 RNAZolB

(TEL-TEST, Friendswood, U.S.A.)를 이용하여 추출하고,

UV Spec (Beckman, Urbana, U.S.A.)으로 RNA의 순도와

정제된 양을 계산하였다. Recombinant Phage Antibody Sys-

tem (Pharmacia, Peapack, U.S.A.)중 Mouse scFv Module

을 이용하여 역전사 중합효소연쇄반응을 시행하고 연이어

CD44v6-scFv 재조합항체 유전자의 cDNA를 합성하였다.

scFv 분자의 중사슬과 경사슬의 길잡이 키트를 각각 첨가하고

중합효소연쇄반응을 시행하였다. 증폭된 DNA를 각각 회수하여

4개 glycine과 1개 serine이 한 단위로 3번 반복된(Gly4Ser)3

linker DNA를 이용하여 중사슬과 경사슬의 가변영역을 서로

연결시켰다. 최종 증폭된 DNA는 제한효소 Sfi 1과 Not 1으로

처리한 후 pRsetA 벡터에 넣어 클로닝하였다. 클로닝이 확인된

DNA는 isopropylthio- -D-galactoside (IPTG)를 처리하고

scFv 재조합 항체 생산을 유도하여 SDS-PAGE로 분석하였다.

재조합된 단백질의 확인을 위해 anti-His-tag (Promega,

Madison, U.S.A.) 단세포군 항체로 western-blotting을 실시하

고, His-tag (Promega, Madison, U.S.A.) 컬럼을 사용해서

분리 정제하였다.

항체분절들(IgG, Fab, scFv)의 특이성 검색

CD44v6의 각종 항체분절의 특이성은 재조합 CD44v6 단백질

에 대한 상대적 친화도로 결정하고 enzyme-linked immunoab-

sorbent assay (ELISA)로 측정하였다. Microtiter plate (Dynex



자궁경부암종 전이의 면역조직화학 연구  393

Technologies, Chantilly, U.S.A.)의 각 well당 50 L의

CD44v6 단백질 용액(1 g/mL)으로 12시간 동안 피복하였

다. 각 농도별로 희석된 단백질에 동량의 항체분절들을 가한 다

음, 실온에서 2시간 반응시켰다. 반응 후 PBS로 세척 후 anti-

mouse IgG-HRP (DAKO, Carpinteria, U.S.A.) 이차 항체로

다시 실온에서 1시간 반응시킨 후 orthophenylenediamine

(OPD) 기질로 발색하고, ELISA reader로 490 nm의 파장에

서 흡광도를 측정하여 친화도를 비교하였다.

면역조직화학 염색

파라핀에 포매된 조직으로부터 5 m 두께의 절편을 만들어

유리슬라이드에 부착한 후 100% 크실렌에서 탈파라핀하고,

100%, 95%, 70% 알코올에서 차례대로 함수 과정을 거쳐서 증

류수에 5분간 수세하였다. 내인성 과산화효소의 억제를 위하여

100% 메탄올에 과산화수소수 0.3%를 혼합하여 30분간 처리하

고 증류수로 수세하였다. 항원성 회복을 위하여 10 mM citrate

(pH 6.0) 완충액에 담가 5분간 두차례 극초단파 처리 후 실온

에서 냉각시키고 PBS로 수세하였다. 일차 항체인 E-cadherin

(Zymed, South San Francisco, U.S.A.), cathepsin-D

(Zymed, South San Francisco, U.S.A.), C-erbB-2 (Zymed,

South San Francisco, U.S.A.), Laminin (DAKO, Carpinte-

ria, U.S.A.), nm23 (DAKO, Carpinteria, U.S.A.), TGF-

(DAKO, Carpinteria, U.S.A.), VCAM (DAKO, Carpinteria,

U.S.A.), CD44 (Zymed, South San Francisco, U.S.A.),

CD44v6 (Zymed, South San Francisco, U.S.A.) 및 자체 제

작한 CD44v6-Fas, CD44v6-scFv을 각각 1:100으로 희석하여

37℃에서 2시간 동안 반응시킨 후 PBS로 수세하였다. 이차 항

체인 biotinylated link antibody (DAKO, Carpinteria,

U.S.A.)로 37℃에서 15분간 반응시켜 PBS로 수세하고 strep-

tavidin biotin complex (DAKO, Carpinteria, U.S.A.)으로 37

℃에서 15분간 반응시켰다. Imidazole buffer와 3,3-

diaminobenzidine tetrachloride (DAB) chromogen (DAKO,

Carpinteria, U.S.A.)을 1:1로 혼합하여 발색시킨 후 수세하고

Mayer hematoxylin으로 대조 염색을 실시하여 광학현미경으

로 관찰하였다.

결과 판정 및 분석

면역조직화학 염색의 판독은 광학현미경으로 관찰하여 핵 혹

은 세포질에서 갈색의 발색이 있으면 양성으로 판정하였다.

400배 배율로 관찰하여 적어도 500개의 종양 세포에서 확실히

양성으로 관찰되는 세포수의 백분율로 점수를 매겨서 종양 세포

수 대비 양성 세포수로 계산을 하였으며, 양성과 음성으로 판정

하는 데 있어서 5%를 기준으로 사용하였다. 항체분절들(IgG,

Fab, scFv)간의 친화도 차이를 알아보는 데는 Duncan's mul-

tiple range test를 이용하였으며, p값이 0.05 미만일 때 통계학

적으로 유의하다고 판단하였다.

결 과

CD44v6-IgG, -Fab, -scFv의 생산 및 분리정제

CD44v6-IgG의 양은 Balb/C mouse에 CD44v6 hybridoma

세포를 주입하고 얻은 복수액 1 mL와 세포배양액 10 mL에 내

재된 양과 비슷하였고 수율은 1 mg/mL 세포배양액 정도였다.

Affi-gel protein A agarose 컬럼을 통해 150 kDa의 IgG를 분

리하였고, Ficin 컬럼을 이용해서 CD44v6-Fab를 생산하고 50

kDa의 Fab를 분리 정제하였다(Fig. 1). IgG에서 Fab의 생산수

율은 대략 30-40%정도였다. CD44v6에 대한 생쥐 단세포군 항

체를 생산하는 hybridoma 세포로부터 750 bp의 scFv cDNA

를 얻어 재조합항체 CD44v6-scFv를 유도하고 27-31 kDa 영역

의 CD44v6 항체분절 scFv를 분리 정제하였다(Fig. 2).

항체분절들(IgG, Fab, scFv)의 특이성 비교

자연 상태 하에서 분리된 가용성 CD44v6 재조합 단백질에

대한 IgG, Fab 및 scFv의 상대적 친화도는 Fig. 3과 같다.

ELISA 결과에서, 항원 즉 CD44v6 재조합 단백질의 농도에 상

관없이 CD44v6-IgG가 -Fab와 -scFv들 보다 더 큰 친화도를

나타내었으며, -Fab와 -scFv들 간의 친화도는 차이가 없었다.

Fig. 1. Purification of IgG and Fab antibody molecules. M: size
marker, G: purification of IgG by protein A affinity chromatogra-
phy, F1: mixed fragments of Fab, F (ab) and IgG, F2: purified
Fab fragment by Ficin and protein A column chromatography.

M G F1 F2

150 KD →

97.4 KD →

50 KD →
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면역조직화학 염색

자궁경부암종조직에 대한 E-cadherin의 발현은 전이성 침습

암종, 미세침윤암종 그리고 상피내암종에서 모두 85% 이상의

높은 발현율을 보였으며, 특히 비전이성 침습암종에 대해서는

100%의 발현율을 나타내었다(Table 1). E-cadherin의 발현

양상은 세포막을 따라 염색되었고(Fig. 4), 정상 외자궁경부 편

평상피세포의 중간 및 기저 세포층에서 발현되었으며, 표층 세

포층에서는 발현이 감소되었다. 또한 종양의 분화도에 따른 발

현의 차이는 관찰되지 않았다.

Cathepsin D와 c-erbB-2의 경우는 암종과 관계없이 전반적

으로 낮은 발현율을 보였다. 특히 침습암종에서는 10% 이하의

발현율을 보였다(Table 1). C-erbB-2의 발현부위는 주로 세포

막을 따라 나타났으며(Fig. 5), 외자궁경부의 세포에서는 대체

로 음성이었다. Nm23은 전이성 및 비전이성 침습암종 모두에

서 80% 이상의 높은 발현율을 보였으며(Table 1), 주로 세포

질내 염색이 되는 양상을 보였다(Fig. 6).

TGF- 1은 비전이성 침습암종에서의 발현율이 26.1%에 지

나지 않았으나, 전이된 경우에는 50%로 증가하였다. 또한 미세

침윤암종에서는 80%의 높은 발현율을 나타내었으나, 상피내암

종에서는 비전이성 침습암종과 비슷하게 낮은 발현율을 보였으

며, 암 조직 주위의 기질 부위에서 발현 비율이 높았다. 정상 세

포에서는 경관내막세포에서 발현되었다(Fig. 7).

CD44에 대한 전이성과 비전이성 침습암종과의 발현율에 있

어서는 차이가 없었으나, 침습암종에 비하여 미세침윤암종과 상

피내암종에 대한 발현율은 높았다(Table 1). 정상 자궁경부 상

피에서는 기저 세포층 및 상기저 세포층에서도 모두 양성으로

발현되었으며, 주로 세포막을 따라 염색이 되었다(Fig. 8A). 암

세포에서의 발현은 비각질 부위에서 주로 발현이 되었으며, 각

질 진주에서는 발현되지 않았다(Fig. 8C).

CD44의 변이체인 CD44v6는 주로 세포질내에서 발현이 되었

으며(Fig. 9) 간혹 세포막을 따라 염색이 되기도 하였다. 정상

경관내막 세포에서는 대체로 음성이었다. 비전이성 침습암종일

경우에는 상피내암종 혹은 미세침윤암종과 발현의 차이를 보이

지 않았고 50% 내외의 발현율을 보였으나, 오히려 전이성 침습

암종에서는 발현율이 20% 가량 감소되는 경향을 보였다(Table

1). CD44v6-IgG, -Fab 및 scFv를 사용한 면역조직화학 결과

에서는 IgG에 비하여 Fab와 scFv는 매우 낮은 발현율을 보였

으며, 분절들간의 차이나 전이성 유무에 따른 차이는 관찰되지

않았다.

고 찰

악성 종양의 경우 전이에 관여하는 기전을 이해하고 전이능을

예측할 수 있다면 환자의 치료와 예후 판정에 크게 기여할 수

있을 것이다. 종양의 전이는 여러 단계를 거쳐 일어나는데, 상피

세포암종의 경우 원발 종양에서 종양 세포가 기저막을 넘어서

Fig. 2. Identification of four scFvs with anti-His tag antibody.

1 2 3 4

30 KD →

27 KD →

lgG Fab 1 scFv 2 scFv 3 scFv 4 scFv

1.6

1.4

1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

0.2 g
0.5 g
1.0 g

Fig. 3. Specificity of various CD44v6 antibody fragments (IgG,
Fab, and scFvs). Absorbance at 490 nm of control is 0.2-0.3±
0.02, 0.2, 0.5 and 1.0 g: Amounts of CD44v5-6 proteins used in
ELISA assay. There is no significant difference according to the
Fab and scFvs antibody fragment by using Duncan’s multiple
range test.

SCC: squamous cell carcinoma, N: number of cases done, TGF 1:
transforming growth factor- 1.

Antibody
Invasive SCC

with metastasis
N=14 (%)

Invasive SCC 
without

metastasis
N=23 (%)

Microinvasive
carcinoma
N=14 (%)

Carcinoma
in situ

N=25 (%)

E-cadherin 12 (85.7) 23 (100) 13 (92.8) 23 (92.0)
Cathepsin-D 1 (7.1) 3 (13.1) 3 (21.4) 8 (32.0)
CD44 7 (50.4) 12 (52.2) 9 (64.2) 17 (68.0)
CD44v6 5 (35.7) 13 (56.5) 7 (50.0 ) 10 (40.0)
C-erbB-2 2 (14.3) 2 (8.7) 6 (42.8) 5 (20.0)
Nm23 12 (85.7) 19 (82.6) 7 (50.0) 11 (44.0)
TGF- 1 7 (50.0) 6 (26.1) 11 (78.5) 7 (28.0) 

Table 1. Immunohistochemical results of positive staining in
cervical carcinoma
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탈락하여 세포외 기질로 이동한 후 림프관이나 혈관을 통해 인

접 장기로 이동한다. 혈관내 종양세포는 각 장기의 혈관벽에 부

착한 후 혈관 밖으로 나가 전이한 장기에서 증식하게 된다. 이

러한 일련의 과정에서 중요한 역할을 하는 것으로 세포간 또는

세포와 기질간의 상호작용에 관여하는 부착분자에 대한 연구가

최근 활발하게 진행되고 있다.

특히 이러한 부착분자 중에서 CD44와 그 변이형에 대한 관심

이 집중되고 있다. 히알루론산의 수용체인 CD44는 종양과 혈관

내피세포 사이의 상호작용과 림프구의 내피세포로의 침투과정에

관여하지만, CD44의 변이형인 CD44v6는 전이에는 관여하지만

히알루론산의 수용체는 아니어서, 전이에 관여하는 또 다른 기

전을 갖고 있는 것으로 생각된다.5

자궁경부암종에 있어서 CD44v6는 림프절 전이와 밀접한 관

련이 있다고 알려져 있지만,7 Woerner 등8은 자궁경부암종에서

CD44 변이형의 발현이 암의 진행이나 주위 림프절로의 진행과

관련이 없다고 보고하였다. 또 한편으로는 CD44 표준형과 변이

형은 발현 양상이 개인에 따라 혹은 종양에 따라 다양하기 때문

에 예후 혹은 전이에 미치는 영향을 일률적으로 판단하기에 곤

란한 점이 있다는 보고도 있다.9 최근 면역조직화학적 연구에서

는 CD44v6의 발현과 전이와는 큰 차이가 없으며,10 임상 증상과

Fig. 4. Immunohistochemical stain of E-cadherin shows positive
reaction along the cytoplasmic membrane of the tumor cells in
carcinoma in situ (A), microinvasive carcinoma (B) and invasive
squamous cell carcinoma (C).

A

C

B
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의 관련 연구에 의해서도 암의 진행 혹은 예후와도 밀접한 관계

가 없다고 보고되고 있다.11

본 연구에서는 CD44 표준형은 자궁경부암종에서의 발현과

전이에 차이를 보이지 않았다. 이는 지금까지 추측해 온 결과와

상반되는 것이다. 지금까지 보고된 바에 의하면 자궁경부암종에

서 CD44 표준형의 발현이 증가된다고 했으나, 본 연구의 결과

를 보면 정상 자궁경부세포, 상피내암종, 침윤성 및 전이성 병변

에서 CD44의 발현의 차이가 없었다. 변이형인 CD44v6의 발현

은 전이성 침윤성암에서의 발현율이 비전이성보다 20% 가량

떨어졌고, 비전이성 침습암종과 미세침윤암종, 상피내암종의 발

현율에 있어서는 차이를 보이지 않았다. 따라서 자궁경부암종에

있어 CD44v6은 종양의 전이에는 관여하지 않으며, CD44와는

종양의 전이에 있어 또 다른 기전을 갖고 있음을 확인할 수 있

었다.

또한 본 연구에서는 CD44v6 변이종의 단세포군 항체를 생산

하고, 또한 다양한 항체분절인 CD44v6-IgG, Fab 및 scFv를

생산하여 이들을 종양의 조기 진단 및 치료의 표적 인자로서의

타당성을 진단하고자 하였다. 이를 위해 CD44v6의 항체분자

IgG, Fab 및 scFv를 생산하고 각각의 특이성과 친화력을 검색

하였다. 먼저 CD44v6에 대한 western-blotting과 ELISA를 실

시해 특이성을 고찰한 결과 이들 항체분절들 간에는 차이가 거

의 없었으며, 이들을 이용한 자궁경부암종 조직의 면역조직화학

결과에서도 IgG만 양성 반응을 보여줄 뿐 Fab와 scFv들 간의

차이는 볼 수 없었다. 그 이유로 일가의 scFv나 Fab보다 이가

의 IgG가 더 유효한 결과를 가져왔다고 볼 수도 있으나, 결합가

의 차이만으로 설명하는 데는 한계가 있을 듯하다. 또 다른 이

유로는 Fab나 scFv를 생산 정제할 때 변성 상태에서 실시하여

CD44v6의 항원결정인자(epitope)를 인지하는 능력이 떨어진

변성 항체 분자를 생산한 결과가 아닌가 생각된다. 더 나아가,

발색에 중요한 역할을 하는 발색단이 접합된 이차 항체가 IgG

와의 항원-항체 반응에는 아무런 문제가 없으나, Fab와 scFv의

Fig. 5. Immunohistochemical stain of c-erbB-2 shows positive
reaction along the cytoplasmic membrane of tumor cells in squa-
mous cell carcinoma.

Fig. 6. Immunohistochemical stain of nm23 in the tumor cells of
squamous cell carcinoma.

Fig. 7. Immunohistochemical stain of transforming growth
factor- 1 (TGF- 1) shows positive reaction in the cytoplasm of
tumor cells in invasive squamous cell carcinoma.
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항원-항체 반응에 문제가 있어 전체적으로 인지도가 낮은 결과

를 초래하는 것으로 생각된다. 그러므로 Fab나 scFv를 잘 인지

하는 이차 항체의 개발이 요구된다.

변이형 CD44의 발현과 비슷한 소견은 cadherin의 발현에서

도 관찰된다. Cadherin은 세포표면의 부착 분자로서 위암 및 췌

장암에서 발견된다.12,13 분화가 나쁜 종양에서 cadherin의 발현

감소 혹은 소실은 흔히 관찰되는 소견이고, 이러한 종양에서 나

쁜 예후와 관련이 있으며, 이것은 자궁경부암종에서도 마찬가지

인 것으로 알려져 있다.14 Cadherin은 기본 구조와 분자적 특성

에 따라 E-cadherin, N-cadherin, P-cadherin, M-cadherin,

R-cadherin 등으로 분류되는데, E-cadherin은 식도암, 위장

관 종양, 방광암, 전립선암, 두경부 종양 등에서 분화가 나쁠수

록 발현이 감소된다고 보고되고 있다.15 그러나, Kinsella 등16

은 대장암에서 E-cadherin은 종양의 분화나 Duke 병기와는

상관관계가 없으며 종양의 전이를 예측할 수 있는 인자로서의

가치는 없다고 하였고, Shimoyama 등17도 E-cadherin의 발

현과 종양의 침습 정도는 상관관계가 없다고 하였다. 본 연구

에서 E-cadherin의 발현은 전이와 종양의 침습 정도 간의 상

관관계가 없이 상피내암종부터 전이암종까지 거의 전 예에서

세포막을 따라 염색이 되어서 예후인자로서의 역할은 없는 것으

Fig. 8. Immunohistochemical stain of CD44 shows positive reac-
tion along the cytoplasmic membrane of the basal layer of normal
exocervix (A), carcinoma in situ (B) and invasive squamous cell
carcinoma (C).
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로 추측된다.

Cathepsin D는 정상적으로 인체 및 동물 조직의 거의 모든

세포에서 낮은 농도로 존재하고 있으나, 유방암에서 가장 잘 규

명된 단백분해효소이다. 이것은 1980년 Westley와 Rochfortref19

에 의해 에스트로겐에 반응하는 MCF-7 유암세포에서 52 kD

의 당단백 형태로 처음 발견되었다. 이후 이것은 cathepsin D의

전구체로서 중간 형태인 42 kD 단백을 거쳐 34 kD의 lysoso-

mal aspartic endoprotease cathepsin D로 최종 활성화된다는

것이 밝혀졌다.18 Cathepsin D의 작용이 산성 환경에서 자가활

성되어 단백분해과정을 촉발시키고 기저막과 세포외기질, 결체

조직을 분해할 뿐만 아니라, nude mouse에 cathepsin D

cDNA를 핵산전달감염시켰을 때 종양 세포의 전이 성향이 증가

하는 점 등으로 보아 cathepsin D는 종양 세포의 이주, 침윤 및

전이에 관여하는 한 요인일 가능성이 제시되었다. 또한 이것의

과발현은 나쁜 예후와 관련이 있을 것으로 보고되었다.19 그러나

유방암에 있어서 cathepsin D가 가지는 예후인자로서의 의의에

대해서는 많은 연구들에서 서로 상반된 결과들을 보여 주어 아직

확실히 규명되어 있지 않은 실정이다. 본 연구에서도 자궁경부암

종에 대한 발현율이 매우 저조했기 때문에, 전이와 침습 정도 간

의 차이를 규명하고 예후인자로 사용하기에는 부적합하였다.

C-erbB-2 종양유전자는 신경모세포종에서 점 돌연변이에 의

해서 생성된 종양유전자와 같은 것으로 17번 염색체에 위치한

다. 이 유전자는 epidermal growth factor receptor (EGFR,

c-erbB-1)과는 구조적으로 유사하지만 생물학적으로 뚜렷하게

구분되는 티로신키나아제 P의 당단백을 생성하는 것으로 알려

져 있다.20 정상 성장이나 종양의 분화에 있어서의 이 유전자가

가지는 기능은 아직까지 확실하지는 않지만 여러 장기의 암 세

포들에서 그 증폭이 증명되고 있으며, 특히 유방암, 위암과 난소

암에서 유전자의 증폭과 환자 예후와의 상관성이 크다고 보고되

었다.21 본 연구에서 c-erbB-2는 종양유전자 산물에 대한 양성

반응은 세포막을 따라 강한 적색의 과립으로 관찰되었는데, 이

는 종양유전자 산물이 세포막에 존재하는 것으로 이 유전자 산

물이 아직 밝혀지지 않은 성장인자에 대한 막전이 수용체일 것

이라는 Coussens 등20의 주장과 일치한다. 일부 세포들에서는

세포막뿐만 아니라 세포질내에서도 양성 반응을 보였는데, 이

결과는 Natall 등22의 연구에서도 양성 반응의 30% 정도는 세

포질내에서 관찰되었다는 보고와도 유사한 것으로, 이것은 종양

유전자 산물과 결합하는 성장인자 리간드의 세포내 이주 또는

생성 운반 중에 있는 소견으로 생각된다. 본 연구 결과, c-

erbB-2는 미세침윤암종에서의 발현율이 상피내암종에서보다 2

배 가량 높게 나타났으나, 전이암종과 비전이암종에서의 발현율

은 매우 저조했기 때문에 전이의 차이를 규명하기에는 부적합하

였다.

Nm23 단백은 염색체 17q22에 위치하고 있는 전이억제 산물

로 알려져 있다.23 Nm23 단백은 정상 상피세포와 종양 세포 모

두에서 발현되지만 종양 세포에서 좀 더 광범위하고 강하게 발

현되며, 종양의 분화가 좋을수록 nm23 유전자의 발현이 증가된

다고 보고되어 있다.24 그리고 이 분자는 위암, 결장암 등에서

암의 진행이나 림프절 전이와 관계가 있다고 보고된 바 있지만,

그렇지 않다는 보고도 있어25 이 분자의 역할에 대해서는 아직

논란의 여지가 많다. Gunnar 등26은 파라핀 포매조직을 이용한

면역조직화학 염색에 의한 연구에서 nm23이 자궁경부암종의

Fig. 9. Immunohistochemical stain of CD44v6 shows positive reaction along the cytoplasmic membrane of the tumor cells in carcinoma in
situ (A) and invasive squamous cell carcinoma (B).

A B
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예후인자로서 가치가 없다고 보고하였다. 또한 비록 다른 종양

을 대상으로 한 연구 결과이지만 최근까지 보고된 nm23의 예후

인자로서의 의의는 종양 발생 부위와 연구자에 따라 상당한 차

이를 보이고 있다. 즉, 결장암의 경우 Cohan 등27은 nm23의 발

현이 있는 환자에게서 원격 전이가 빈번하고 생존 기간이 짧았

다고 보고하였으나, Haut 등28은 nm23 유전자와 전이 능력과

는 무관하다고 보고하였다. 유방암을 대상으로 한 보고에서도

이와 유사한 다양한 보고들이 있다.29 본 연구에서는 침윤성 종

양에서는 발현율이 증가하여 nm23이 종양의 침윤성과 연관이

있는 것으로 나타났으나, 전이와 비전이성에서는 차이를 보이지

않는 것으로 보아 전이와의 연관성은 없는 것으로 확인되었다.

그러나 nm23의 예후인자로서 가지는 의의는 보다 많은 연구가

진행된 후 신중히 결론을 내려야 한다고 생각된다.

TGF- 1은 조직 cytokine의 한 종류로 콜라겐이나 세포외기

질의 침착에 관여하는 것으로 알려져 있다.30 본 연구 결과에서

자궁경부암종에 대한 TGF- 1은 침습암종에서의 발현율이 상

피내암종에서보다 2배 가량 높게 나타났고, 또한 50%의 발현율

을 보이는 전이암종에 비하여 비전이암종은 26%로 낮게 나타

났다. 그러나 미세침윤암종에서 78%의 높은 발현율을 보이는

것으로 보아, TGF- 1은 자궁경부암종에서의 전이 혹은 침윤

성과 연관이 있는 것으로 생각되었다.

이상의 연구에서 최근 많은 장기에서 종양의 성장과 전이에

밀접한 관련이 있을 것으로 보고되던 CD44와 CD44v6는, 본 연

구의 자궁경부암종에서는 그 발현과 전이에 큰 상관 관계가 없

는 것으로 나타났다. 그러나 c-erbB-2의 경우는 미세침윤암종

에서, TGF- 1은 미세침윤암종과 전이성침윤암종에서 그 발현

이 크게 증가하였고, nm23도 침습암종에서 발현이 크게 증가되

어 전이 혹은 침윤성과 연관이 있는 인자라고 보이며, 자궁경부

암종의 조기 진단 예후인자로서 이후 추가적인 연구가 이루어져

야 할 것으로 생각된다.
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