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인유두종바이러스(human papillomavirus, HPV)의감염은
편평세포암종및선암종을포함하는자궁경부암종의발생
에중요한인자로알려져있고 85%이상의자궁경부암종에
서HPV 16및 18을포함하는고위험군HPV감염이동반된

다.1 HPV가자궁경부암종을유발하는기전은고위험군HPV
의E6및E7단백이각각p53및pRb항암단백의기능을저
해함으로서정상세포가G1세포주기에머물지못하고 S세
포주기로이행되어발생된다고생각되고있다.2,3

자궁경부암종에서 인유두종 바이러스 감염, p16INK4A와
p18INK4C유전자 변이 및 세포주기조절 단백의 발현
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Objective : We analyzed the gene status of p16INK4A, p18INK4C, the expression of cell cycle
associated proteins (p16INK4A, p18INK4C, cyclin D1, CDK4, pRb, and p53), and human papillomavirus
(HPV) infection to investigate whether the inactivation of these genes participated in carcinogenesis, and to
evaluated the expression of cell cycle associated proteins and HPV infections.

Methods : We examined forty-one primary cervical carcinomas (17 adenocarcinomas, 13 keratinizing
squamous cell carcinomas, and 11 nonkeratinizing squamous cell carcinomas) using PCR, comparative
multiplex PCR, PCR-SSCP, methylation-specific PCR, and immunohistochemistry.

Results : Ninety percent of cervical carcinomas showed HPV infection. HPV type 16 was detected in
41% and HPV type 18 was found in 44%. Homozygous deletions at p16INK4A gene were observed in 2
cases, but the mutation of p16INK4A and alterations of p18INK4C gene were not detected. The promoter
hypermethylation for p16INK4A in nine cases (31%) of 29 cervical carcinomas was found. Expression of
p16INK4A protein was observed in 93% and p18INK4C protein expression was noted in 78%. Positive
immunostaining for cyclin D1 was only identified in 5%, whereas positive immunostaining for CDK4 was
observed in 95%. Expression of pRb protein was found in 93% and p53 protein in 24% of cervical
carcinomas.

Conclusion : These results suggest that high risk HPV infections and methylation of the p16INK4A
promoter region seem to play an important role in the pathogenesis of cervical carcinomas. Alterations of
p18INK4C gene and cyclin D1-CDK4 pathway does not contribute significantly in the cervical carcinogenesis.
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각종암발생에서p16INK4A, cyclin, cyclin dependent kinase
(CDK) 4/6, retinoblastoma (pRb) 및 p53유전자등을포함하
는세포주기조절유전자들의이상이보고되어있다.4- 8그주
된변화는 p16INK4A유전자이상과발현의소실, cyclin D
및 CDK4/6단백의과발현, pRb의기능소실및 p53유전자
변이등으로대별할수있다.특히염색체 9번의단완에위
치 (9p21) 하고있는 p16INK4A유전자는세포주기의G1에
서 S기이행을억제하는기능을가지고있으며악성흑색종,
폐암, 대장암및백혈병등에서유전자결손, 점돌연변이,
promoter의 CpG island의메칠화(methylation)로의한비활성
화가알려져 있다.9- 11 또한 1p32에위치하면서 cyclin D과
CDK4/6복합체형성을저해하는 p18INK4C유전자의변이
가신경아세포종, 악성흑색종및악성회돌기종양등에서
관찰되고 있다.12- 14 최근에 Cheung 등15은 자궁경부암종의
93%에서염색체 1번의이형접합성소실 (loss of heterozygo-
sity)을보고한것으로보아 1p32에위치하는p18INK4C유전
자의이상이동반될수있을것으로추정된다.
일반적으로 암화과정에 관여하는 세포주기조절 단백은

G1/S checkpoint에관여하는단백이가장중요한데세포증식
촉진단백인cyclin D1의경우CDK 4/6와결합하여pRb항암
단백을인산화시킴으로서 pRb단백과결합하고있던전사
조절인자인E2F를유리시켜세포가G1세포주기에서S기로
이행되도록유도한다.16, 17 이과정에서CDK 4/6와결합하여
CDK에 의한 pRb 단백의 인산화를 억제하는 단백인
p16INK4A와p18INK4C는CDK억제자들로서pRb단백의기
능을보호하는역할을담당한다.18 p53유전자는인간의암종
을유발하는가장흔한표적유전자로알려져있으며이유전
자에점돌연변이가발생하면mutant type p53단백을발현하
여암발생에관여하는것이알려져있다.그러나mutant type
p53단백에비해wild type의p53단백은p21WAF1을활성화
시켜CDK기능억제및pRb의인산화를억제를통해서세포
의종말분화, apoptosis 및노화를유발한다.19,20

본연구는상기의문헌적인지견을바탕으로하여침윤성
자궁경부암종의종양조직에있어서고위험군HPV감염유
무와p16INK4A및p18INK4C유전자의이상과발현을조사
하여이들유전자와자궁경부암종발생과의관계를알아보
고자하였으며이와더불어p16INK4A유전자에결손및돌
연변이가없는경우에는메칠화빈도를조사하였다.그리고
세포주기조절단백들인pRb, cyclin D1, CDK4및p53의발현
을면역조직화학염색으로검색하여HPV형별및조직학적
유형에따른발현의변화를밝히고자하였다.

연구대상및방법

1. 연구대상
본연구의대상은계명대학교동산의료원산부인과학

교실에내원하여병리조직학적검사결과자궁경부암종
으로확진된 41례의조직을사용하였다.총 41례는 13례
의 생검 및 28례의 자궁적출술 종양조직을 이용하였으
며 병리조직학적 유형은 17례 선암종(adenocarcinomas,
AD)과 13례 각질화형 편평세포암종(keratinizing squam-
ous cell carcinomas, KSCC) 및 11례 비각질화형 편평세
포암종(nonkeratinizing squamous cell carcinomas, NSCC)였
다. 환자의 나이 분포는 28-72세 사이로서 평균 46.7세
였으며자궁적출술을받은 4례가술전화학요법을시행
하였고 임상적인 자궁경부암 병기는 Ia2 1례, Ib 14례,
Ib1 10례, Ib2 8례, IIa 5례및 IIb 3례였다.

2. 연구방법
1) 자궁경부암종조직으로부터 DNA 분리
300 mg 정도의생검조직과자궁적출술 후만들어진
파라핀블록에서 Blin와 Stafford2 1의방법으로DNA를분
리하고 10 mM Tris-1 mM EDTA액에 DNA를녹여 ultra-
violet spectrophotometer로농도및순도를측정한후 4℃에
보관하면서사용하였다.

2) 자궁경부암종으로부터 HPV 감염유무와형별검색
자궁경부암종으로부터HPV감염유무및형별검색은

Toh등22 방법을사용하였다.자궁경부암종발생과밀접한
관계가있다고알려진고위험군HPV형인 16형, 18형, 31형,
33형, 52b형 및 58형 등의 E6/E7 유전자의 open reading
frame (ORF)을증폭하기위해서 censensus primer (CP)-S
및 CP-AS를사용하여 polymerase chain reaction (PCR)을
실시하였다. HPV 16형의E7유전자의ORF를선택적으로
증폭하기위해서는 specific primer (SP)16-S및 SP16-AS를
사용하였으며HPV 18형의 E7유전자의ORF을선택적으
로 증폭하기 위해서 SP18-S 및 SP18-AS를 사용하였다.
CP-S 및 CP-AS로증폭된 PCR 산물은제한효소 AvaII에
의해서HPV 16형(157및 81 bp), HPV 18형(172및 96 bp),
그리고HPV 33(136및 108 bp)이구별되며, RasI에의해서
는HPV 31형(119및 114 bp), BglII에의해서는HPV 52b형
(175및 55 bp),그리고AccI에의해서는HPV 58형(126및
118 bp) 등의형별을알수있다. HPV 16및 18형의양성
대조군으로Caski및Hela세포주의DNA를이용하였다.2 3

본실험에사용한 primer염기서열은 Table 1과같다.

3) PCR을이용한 p16INK4A 및 P18INK4C 유전자결
손검색

p16INK4A 및 p18INK4C 유전자의 동형접합성 결손
(homozygote deletion)유무를 파악하기위해서 p16INK4A
exon 1α및 2와 p18INK4C exon 2및 3a-1에대한 primer
를이용하여 PCR을실시하였으며이때에양성대조군으
로는 암종이 없는 정상조직으로부터 DNA를 분리하여
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Table 1. Primer sequence used for this experiment

Primer Sequence Reference

HPV
CP-S
CP-AS

HPV 16
SP16-S
SP16-AS

HPV 18
SP18-S
SP18-AS

PseudoMTAP
sense
antisense

p16INK4A exon 1α
sense
antisense

p16INK4A exon 2
sense
antisense

p18INK4C exon 2
sense
antisense

p18INK4C exon 3a-1
sense
antisense

APEX
sense
antisense

5'TGTCAAAAACCGTTGTGTCC3'
5'GAGCTGTCGCTTAATTGCTC3'

5'GCAACCAGAGACAACTGATC3'
5'ATTGTAATGGGCTCTGTCCG3'

5'TCACGAGCAATTAAGCGACT3'
5'CTGAGCTTTCTACTACTAGC3'

5'AGGGACCTCGTTTTATCTCTTGA3'
5'CTAGCATTTTCTTTCGGGGTCTG3'

5'GAAGAAAGAGGAGGGGCTG3'
5'GCGCTACCTGATTCCAATTC3'

5'GCTCTGACCATTCTGTTCTC3'
5'CAGATCATCAGTCCTCACCT3'

5'TGATCGTCAGGACCCTAAAG3'
5'CTGCAGCGCAGTCCTTCC3'
'
5'AGGATTCTACCATTTCTACTTCTTT3
5'GTAAAGTGTCCAGGAAACCT3'

5'CCTTTCGCAAGTTCCTGAAG3'
5'AACCTGTCAGCCAGTGGCAC3'

Toh et al.22

Toh et al.22

Toh et al.22

Kamb et al.5

Pohl et al.14

Iolascon et al.12

사용하였다. p18INK4C exon 2 및 3a-1에 대한 PCR은
comparative multiplex PCR을이용하였으며이는각 exon
에 대한 primer와 정상적인 대조유전자(control gene)를
같이 PCR하는 방법이다. 본 실험에서 정상 대조유전자
로서 14q11.2-14q12에존재하는 apurinic/apyrimidinic end-
onuclease (APEX) 유전자를사용하였으며 annealing 온도
가 62 ℃에서 53 ℃까지단계별로내려가는 touch down
PCR을 시행하였다. 그리고 염색체 3번(3q28)에 위치한
pseudo-MTAP 유전자에 대한 PCR을 실시하여 추출한
DNA 상태를검증하였다. 본실험에사용된 PCR용 pri-
mer는 Table 1과같다.

4) PCR-SSCP (single strand conformational polymorph-
ism) 분석

PCR-SSCP분석은Orita등24의방법에준하여 p16INK4A
exon 2 및 p18INK4C exon 2 및 3a-1의돌연변이유무를
검색하였다, 먼저 PCR을시행하고합성된 PCR산물 1μl
를 9 μl의 98% formamide, 20 mM EDTA, 0.05% brom-
phenol blue, 0.05% xylene cyanol 용액과잘섞고 90℃에
서 2분간둔후 6% non denaturing polyacrylamide gel에서
cooling system을이용하여 10℃를유지하면서 TBE buf-
fer로 10 watt에서 16시간 전기영동을 하였다. 전기영동
된 gel은Whatmann filter paper상에서 gel dryer를사용하

여건조시킨후 autoradiography를시행한다음돌연변이
유무를확인하였다.

5) p16INK4A 유전자 promoter의 CpG island에 메칠화
유무검색

Herman 등25의 methylation-specific PCR방법에 준하여
메칠화유무를검색하였다.이용가능한 29례에서추출한
DNA를 sodium bisulfite, hydroquinone 및 sodium hydr-
oxide와 반응시킨 후 deamination을 유도하여 메칠화 되
어있지않는 cytosine을 uracil로변화시켰다. 그다음에
Wizard DNA purification kit (Promega Co., USA)를 이용
하여 DNA를 순수 분리한 후 sodium hydroxide로 desu-
lfonation시킨 다음 ethanol로 침전시켜 PCR을 실시하였
다. p16INK4A 유전자의 promoter의 CpG island에메칠화
가 되어 있는 DNA를 증폭하기 위해서 p16MM-S
(5'TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC3') 및 p16MM-AS
(5'GACCCCGAACCGCGACCGTAA3')를 primer로 이용
하였으며, 메칠화되어있지않는 DNA를증폭하기위해
서는 p16UM-S (5'TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT3')
및 p16UM-AS (5'CAACCCCAAACCACAACCATAA3')를
primer로사용하였다.

6) p16INK4A, p18INK4C, cyclin D1, CDK4, pRb 및 p53
단백발현에대한면역조직화학염색
면역조직화학적관찰위하여대표적인종양조직의파
라핀포매조직을 5㎛두께로박절한후유리슬라이드에
부착시키고 60℃에서 1시간동안방치한후 xylene과계
열에탄올로탈파라핀 및함수를 하였다. 내인성효소의
차단을위해메탄올과 30% H2O2를 9:1로혼합한용액에
30분간 실온에서 방치한 후 PBS (phosphate buffered
saline, pH 7.2)로 수세하였다. 그 후 포르말린 고정으로
조직내감추어진 항원을들어내기 위해 1% zinc sulfate
용액에 담근 뒤 microwave 오븐을 이용하여 5분간 2회
가열하였다. 실온에서 20분가량식힌후 1%정상마혈
청(normal horse serum, Vectastain kit, USA)으로 37℃에서
30분간둔후적절히희석된 30 μl의 p16(1:100, polycl-
onal, Santa Cruz, CA, USA), p18(1:100, IgG2a mono-
clonal, Santa Cruz, CA, USA), cyclin D1(1:100, IgG2a kappa
monoclonal, DAKO, CA, USA), CDK4(1:100, polyclonal,
Santa Cruz, CA, USA), pRb(1:500, IgG1 monoclonal,
PharMingen, CA, USA) 및 p53(1:100, IgG2b monoclonal,
Novocastra, CA, USA)에대한일차항체들을조직절편위
에놓고 coverslip을덮은다음 37℃에서 2시간반응시켰
다. PBS로세척후이차항체(biotinylated anti-mouse IgG,
Vectastain Elite kit, USA)를가하여 37℃에서 30분간둔
후 PBS로 수세하였다. Avidin-biotin peroxidase complex
(Vector, USA)을 1:200으로조직절편위에적당량놓은후

- 685 -



대한산부회지 제44권 제4호 2001 권경익외

37℃에서 30분간 반응시킨 다음 PBS로 수세하고 DAB
(3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride)-H2O2용액으로 10-
20분간실온에서발색시키고Meyer's hematoxylin으로대
조염색을실시한후관찰하였다. p16INK4A, p18INK4C 및
pRb에 대한 양성대조군으로는 편도선 조직을 사용하였
고 cyclin D1, CDK4및 p53에대한양성대조군으로는사
전실험에의해각각의일차항체들의발현이증명된위
장관암종조직을사용하였으며음성대조군은일차항체
대신 PBS을사용하여위의동일한과정에의해염색을
시행하였다. 결과의판독은전체종양세포의핵에서 5%
미만으로염색되면음성, 5-50%사이에서염색되면국소
성발현및 50%이상에서염색되면미만성발현으로판
정하였다.

결 과

1. 고위험군 HPV 감염유무와형별결정
침윤성 자궁경부암종을 대상으로 하여 HPV 감염 유
무와형별을조사하기위하여자궁경부암종조직으로부
터 DNA를추출한다음여러형의 HPV를 동시에증폭
할수있는 CP primer를이용하여 PCR을실시하였다.총
41례검체중에서 37례(90%)의검체에서HPV감염이확
인되었으며, 고위험군으로알려진 HPV 16형및 18형의
감염빈도를조사하기위하여 CP primer로증폭이확인
된 검체에서 SP16 및 18 primer로 PCR을 실시한 결과
HPV 16형이 17례(41%) 그리고 HPV 18형이 18례(44%)
에서감염이확인되었다(Fig. 1). 그외 2례는 CP primer
로 PCR을실시한후여러종류의제한효소로절단하여
HPV형별을분석한결과 1례는HPV 52b형그리고나머

Fig. 1. PCR on DNA samples obtained from the cervical ca-
rcinomas. Fourty one DNA samples were screened
for the presence of HPV using CP- PCR and then
CP- positive samples were done for presence of HPV
16 or 18, using SP16 or SP18- PCR. M, molecular
size marker; AD, adenocarcinomas; NSCC, nonker-
atinizing squamous cell carcinomas; KSCC, kerat-
inizing squamous cell carcinomas; N, no template; P,
positive control.

Table 2. Results of HPV typing in cervical carcinomas

Tumor types(n)
HPV-16

(%)
HPV-18

(%)
Other types

(%)
HPV negative

AD(17)
NSCC(11)
KSCC(13)

5
4
8

11
3
4

0
2†

0

1
2
1

Total(41) 17(41) 18(44) 2(5) 4

AD, adenocarcinomas; NSCC, nonkeratinizing squamous cell carcin-
omas; KSCC, keratinizing squamous cell carcinomas.
†one of HPV-52b and one of simultaneous HPV-16 and -33 infection

지 1례는 HPV 33형및 16형의복합감염이확인되었다
(성적미제시). 17례의AD의경우는HPV 18형감염이 11례
로가장높았고 16형이 5례그리고 1례에서는HPV감염
이관찰되지않았다. 11례의 NSCC의경우는 HPV 16형
감염이 4례로 가장 높았고, 18형이 3례, 그리고 52b 및
16형과 33형의복합감염이각각 1례확인되었다. 13례의
KSCC의 경우는 HPV 16형이 8례로 가장 높은 빈도의
감염을보였고, 18형이 4례그리고 1례에서는 HPV감염
을관찰할수없었다(Table 2).

2. p16INK4A 및 p18INK4C유전자결손및돌연변이
검색

CDK 억제자인 p16INK4A와 p18INK4C 유전자의 결
손유무를 알아보기 위하여 comparative multiplex PCR을
실시하였으며동시에 pseudo-MTAP 유전자에대한 PCR을
실시하여추출한DNA상태를검증하였다. 그결과HPV 16
형및HPV 52b형에감염된NSCC 2례(5%)에서 p16INK4A
유전자의결손이관찰되었으며(Fig. 2) p18INK4C유전자
는결손을관찰할수없었다(Fig. 3). 아울러이들두유
전자의 돌연변이 유무를 알아보기 위하여 PCR-SSCP를
실시한 결과 p16INK4A 유전자의 exon2에 돌연변이가
있다고 알려진 HL60세포를 제외하고는 mobility shift가
있는검체를확인할수없었다(성적미제시).

Fig. 2. Detection of homozygous deletions of p16INK4A gene
is noted in the cervical carcinomas. M, molecular size
marker; AD, adenocarcinomas; NSCC, nonkerat-
inizing squamous cell carcinomas; KSCC, keratinizing
squamous cell carcinomas; C, normal DNA control; N,
no template.
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Fig. 3. Comparative multiplex PCR for p18INK4C exon 2 and
exon 3a- 1 (154 bp and 157 bp) and control (APEX
gene fragment, 187 bp). No homozygous deletion of
p18INK4C gene is noted in the cervical carcinomas.
M, molecular size marker; C, normal DNA control; N,
no template; AD, adenocarcinomas; NSCC, nonkerat-
inizing squamous cell carcinomas; KSCC, keratinizing
squamous cell carcinomas.

3. p16INK4A 유전자 promoter의 CpG island에 메
칠화유무검색

p16INK4A 유전자 promoter부위의 메칠화를 알아보기
위하여 이용가능한 29례에 대한 methylation-specific
PCR를 실시한 결과 9례(31%)에서 메칠화가 관찰되었
다(Fig. 4). 이들은 4례의 AD, 2례 KSCC 및 3례 NSCC
로구성되었다.

Fig. 4. Methylation- specific PCR analysis of the p16INK4A
promoter in the cervical carcinomas was performed.
Reverse images of the ethidium bromide stained gels
are displayed. M, molecular size marker; C, bisulfite
treated DNA obtained from fibroblast; AD, adenoca-
rcinomas; NSCC, nonkeratinizing squamous cell car-
cinomas; KSCC, keratinizing squamous cell carcin-
omas.

4. p16INK4A, p18INK4C, cyclin D1, CDK4, pRb
및 p53 단백발현에대한면역조직화학분석
면역조직화학염색을이용하여세포주기조절유전자의
단백발현을조사한결과 p16INK4A단백은미만성발현
이 AD 13례를포함하여 24례(59%), 국소성발현이 14례
및음성인경우가 3례였고 p16INK4A 유전자의결손이

있는 2례는 각각 음성 및 국소성 발현을 보였으며
p16INK4A유전자 promoter 부위의메칠화가되어있는
9례 중 6례에서 국소성 발현 및 음성이 관찰되었다.
HPV 형별에따른 p16INK4A 단백의발현은 HPV 16형
감염이확인된 17례중 15례(88%)에서관찰되었고 HPV
18형 감염을 보인 18례 중 18례(100%)에서 확인되었
다. p18INK4C단백은미만성발현을보인경우가선암
종 12례를포함하여 25례(61%)에서관찰되었고국소성
발현이 7례및음성이 9례였다. HPV 16형및 18형감
염에 따른 p18INK4C 단백의발현은 각각 17례중 13례
(76%)와 18례 중 13례(73%)에서 확인되었다(Table 3,
Fig. 5). Cyclin D1 단백은 2례(5%)에서만 발현을 보인
것에비해 CDK4단백은미만성발현 30례를포함한 39례
(95%)에서 발현을 보여 상반된 결과를 볼 수 있었다
(Table 4, Fig. 5). pRb 단백은 HPV형별과관계없이 38례
(93%)에서국소성발현을보였고 HPV 감염이없는 4례
에서 3례는 국소성 발현, 나머지 1례는음성을나타내
었다. p53 단백은선암종 17례 를 포함한 31례(76%)에
서 음성을 보였으며 국소성 발현은 10례(24%)에서 관
찰되었다(Table 5, Fig. 5). 특히 p53 단백에 국소성 발
현을 보인 증례는 10례 중에 7례가 HPV 16형 감염이
동반된 KSCC였으며 HPV 18형 감염이 동반된 경우나
AD에서는 p53단백 발현을 볼 수 없었고 HPV에 감염
이 없는 4례에서는 2례가 국소성 발현, 나머지 2례는
음성을 보였다.

Fig. 5. Immunohistochemistry for (A) p16 (>50%), (B) p18
(>50%), (C) cyclin D1 (<5%), (D) CDK4 (>50%), (E)
p53 (5-50%), and (F) pRb (5-50%). Nuclear staining
is present (ABC method. A- F, original magnification
x100).
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Table 3. Results of immunohistochemical analysis of p16 and p18 in association with HPV types and histological subtypes

HPV types(n) Diffuse po. p16/p18 Focal/scattered po. p16/p18 Negative p16/p18

HPV 16(17)
HPV 18(18)
Other types (2)
HPV negative (4)

9(A,3; N,2; K,4)/ 9(A,4; N,1; K,4)
11(A,9; N,1; K,1)/10(A,7; N,1; K,2)
1(A,0; N,1; K,0)/ 2(A,0; N,2; K,0)
3(A,1; N,1; K,1)/ 4(A,1; N,2; K,1)

6(A,2; N,1; K,3)/4(A,1; N,1; K,2)
7(A,2; N,2; K,3)/3(A,1; N,0; K,2)
0(A,0; N,0; K,0)/4(A,0; N,0; K,0)
1(A,0; N,1; K,0)/0(A,0; N,0; K,0)

2(A,0; N,1; K,1)/4(A,0; N,2; K,2)
0(A,0; N,0; K,0)/5(A,3; N,2; K,0)
1(A,0; N,1; K,0)/0(A,0; N,0; K,0)
0(A,0; N,0; K,0)/0(A,0; N,0; K,0)

Total (41) 24(A,13; N,5; K,6)/25(A,12; N,6; K,7) 14(A,4; N,4; K,6)/7(A,2; N,1; K,4) 3(A,0; N,2; K,1)/9(A,3; N,4; K,2)

A, adenocarcinomas; N, nonkeratinizing squamous cell carcinomas; K, keratinizing squamous cell carcinomas; Po, positive.
Diffuse, >50% immunoreactive for tumor nuclei; Focal/scattered, 5-50% immunoreactive for tumor nuclei; Negative, <5% immunoreactive for tumor nuclei.

Table 4. Results of immunohistochemical analysis of cyclin D1 and CDK 4 in association with HPV types and histological subtypes

HPV types(n) Diffuse po. p16/p18 Focal/scattered po. p16/p18 Negative p16/p18

HPV 16(17)
HPV 18(18)
Other types (2)
HPV negative (4)

0(A,0; N,0; K,0)/11(A,3; N,1; K,7)
0(A,0; N,0; K,0)/14(A,10; N,1; K,3)
0(A,0; N,0; K,0)/ 2(A,0; N,2; K,0)
0(A,0; N,0; K,0)/ 3(A,1; N,1; K,1)

1(A,0; N,0; K,1)/5(A,2; N,2; K,1)
1(A,0; N,0; K,1)/4(A,1; N,2; K,1)
0(A,0; N,0; K,0)/0(A,0; N,0; K,0)
0(A,0; N,0; K,0)/0(A,0; N,0; K,0)

16(A,5; N,4; K,7)/1(A,0; N,1; K,0)
17(A,11; N,3; K,3)/0(A,0; N,0; K,0)
2(A,0; N,2; K,0)/0(A,0; N,0; K,0)
4(A,1; N,2; K,1)/1(A,0; N,1; K,0)

Total (41) 0(A,0; N,0; K,0)/30(A,14; N,5; K,11) 2(A,0; N,0; K,2)/9(A,3; N,4; K,2) 39(A,17; N,11; K,11)/2(A,0; N,2; K,0)

A, adenocarcinomas; N, nonkeratinizing squamous cell carcinomas; K, keratinizing squamous cell carcinomas; Po, positive.
Diffuse, >50% immunoreactive for tumor nuclei; Focal/scattered, 5-50% immunoreactive for tumor nuclei; Negative, <5% immunoreactive for tumor nuclei.

Table 5. Results of immunohistochemical analysis of pRb and p53 in association with HPV types and histological subtypes

HPV types(n) Diffuse po. p16/p18 Focal/scattered po. p16/p18 Negative p16/p18

HPV 16(17)
HPV 18(18)
Other types (2)
HPV negative (4)

0(A,0; N,0; K,0)/0(A,0; N,0; K,0)
0(A,0; N,0; K,0)/0(A,0; N,0; K,0)
0(A,0; N,0; K,0)/0(A,0; N,0; K,0)
0(A,0; N,0; K,0)/0(A,0; N,0; K,0)

16(A,5; N,4; K,7)/7(A,0; N,0; K,7)
17(A,10; N,3; K,4)/0(A,0; N,0; K,0)
2(A,0; N,2; K,0)/1(A,0; N,1; K,0)
3(A,0; N,2; K,1)/2(A,0; N,1; K,1)

1(A,0; N,0; K,1)/10(A,5; N,4; K,1)
1(A,1; N,0; K,0)/18(A,11; N,3; K,4)
0(A,0; N,0; K,0)/1(A,0; N,1; K,0)
1(A,1; N,0; K,0)/2(A,1; N,1; K,0)

Total (41) 0(A,0; N,0; K,0)/0(A,0; N,0; K,0) 38(A,15; N,11; K,12)/10(A,0; N,2; K,8) 3(A,2; N,0; K,1)/31(A,17; N,9; K,5)

A, adenocarcinomas; N, nonkeratinizing squamous cell carcinomas; K, keratinizing squamous cell carcinomas; Po, positive.
Diffuse, >50% immunoreactive for tumor nuclei; Focal/scattered, 5-50% immunoreactive for tumor nuclei; Negative, <5% immunoreactive for tumor nuclei.

고 찰

자궁경부암종의 발생은 여러 가지 원인과 관련이 있
음이보고되고있지만현재로는HPV감염이가장큰원
인으로알려지고있다. 성생활의 홍보와위생상태의호
전 및검진의증가등으로자궁경부암종의발생이과거
에 비해 낮아지고 있다지만 아직까지 여전히 여성생식
기의가장높은빈도로발생되고있다.26

HPV 감염에의한자궁경부의 암화과정은 HPV의 E6
및 E7 단백이세포주기조절에중요한 p53및 pRb의기능
저해로인해생겨남이알려져있다.2,3 p53의기능은다양
하지만세포주기관점에서는 CDK 억제자인 p21WAF1의
발현을 증가시켜 CDK2 및 CDK4/6의 활성을 저해하여
세포를 G1세포주기에머물게하는기능이있다.27 만약
HPV 감염으로인해 E6단백이 p53단백의파괴를초래
하게되면 G1세포주기조절이상으로 세포는암화과정
을거칠수밖에없다. 또한 HPV감염이발견되지않는

자궁경부암종의 경우, 약 50% 이상에서 p53 유전자의
돌연변이가 관찰된다는 보고를 참고해 볼 때 궁극적으
로자궁경부암종의발생은 p53과상당히밀접한관계가
있음을알수있다.2 8 pRb 또한 p53과마찬가지로 G1세
포주기조절과밀접한관계가있다. pRb는전사조절인자
인 E2F와복합체를형성한상태로 E2F의활성을저해하
여 세포를 G1세포주기에 머물도록 유도한다.29 그러나
HPV감염으로인해 E7단백이 pRb와결합하게되면 E2F
는 pRb로부터유리되어여러종류의유전자의전사, 특
히 G1-S세포주기이행에관련된유전자의발현을촉진
하게 된다.3 0 그러므로 G1 세포주기조절은 세포에서 아
주중요하며암화억제기능이있다.그러나 HPV의 E6및
E7은 각각 p53 및 pRb의 기능을 저해시키기 때문에
HPV감염 세포는암화과정을거칠수밖에없다. 본연
구에서는한국인여성의자궁경부암종을대상으로하여
HPV감염율및 HPV형별을조사한결과총 41례중 37
례, 즉 90%의 높은 빈도로 HPV 감염율을보여 HPV와
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자궁경부암종의관계는아주밀접함을한번더확인할
수 있었다. 고위험군으로알려진 HPV 16 및 18형 감염
을조사한결과HPV감염이확인된 37례중 16형이 17례
및 18형이 18례가관찰되어, HPV 16및 18형감염이자
궁경부암종의발생과가장밀접한관계가있음을알수
있었으며이는현재까지발표된보고와일치한다.1 특히
17례의 AD 중 11례(65%)에서 HPV 18형의감염이확인
되었지만 KSCC의 경우는 총 13례 중 8례(62%)에서
HPV 16형의 감염이 확인되어 AD와 KSCC간에 감염된
HPV 형별의뚜렷한 차이가관찰되었다. 이러한결과는
Zehbe와 Wilander의보고3 1와일치하지만아직까지암종
의조직학적유형과감염을유발한 HPV 형별의차이에
대한 관계는 잘 모르고 있는 실정이다. 또한 AD에서
HPV 16형및 18형이거의비슷한비율로감염된다는기
존의여러보고들32 ,33과는차이가있어더욱더많은증
례에대한연구를시행하여조직학적유형에따른 HPV
형별감염율의차이를규명해야할필요성이있다.

CDK 억제자의 결손 및 돌연변이 또한 여러 종류의
암발생과상당히밀접한관계가있음이알려져있다. 이
중에서도염색체 9p21에위치한 p16INK4A 유전자의결
손 및 돌연변이가 가장 흔함이 보고되어 있다.5 ,9, 10

p16INK4A 단백질은 CDK4/6의 활성을 억제하여 pRb의
인산화를저해함으로서G1세포주기조절에관여하고있
다.본연구에서는 p16INK4A유전자의이상과자궁경부
암종과의 관계를 알아보기 위하여 암조직으로 부터 분
리한 DNA를이용하여 p16INK4A 유전자의 exon 1α및
exon 2에대한 PCR을실시하였다.이때분리한 DNA의
상태를 검증하고자 염색체 3번에 위치하는 pseudo-
MTAP 유전자에대한 PCR을함께시행한결과 HPV 16
및 52b에 감염된 NSCC 2례에서만 p16INK4A 유전자의
결손이관찰되었다.아울러돌연변이유무를알아보고자
PCR-SSCP를 시행한 결과 p16INK4A 유전자의 exon2에
돌연변이가있다고알려진 HL60 세포의경우에만mobi-
lity shift를관찰할수있었고자궁경부암종에서는 mobi-
lity shift의이상을보인 band는확인할 수없었다. 그러
므로 p16INK4A 유전자의결손및돌연변이는자궁경부
암종과관계가적을것으로생각된다.
최근에 유전자의 promoter부위 메칠화가 유전자의 발
현을저해하여결손및돌연변이와유사한효과를나타
냄이 알려져 있다.11,34 본 연구에서 p16INK4A 유전자
promoter 부위의 메칠화를 29례에서 조사한 결과 9례
(31%)에서 관찰되어 자궁경부암종에서 p16INK4A 유전
자의 promoter 메칠화에의한불활성화가암종발생에어
느정도기여할것으로생각되며이는최근에Wong 등3 5

의보고와비슷한결과이다.
면역조직화학염색에서통해서 p16INK4A 단백발현을
분석한 결과 미만성 발현이 AD 13례를 포함하여 24례

(59%)였고 국소성 발현이 14례(34%)에서 관찰되었으며
p16INK4A유전자의결손이있는 2례는각각음성및국
소성발현을보였다.또한 p16INK4A유전자 promoter 부
위의 메칠화가 되어 있는 9례 중 6례에서 국소성 발현
및음성이관찰되었다. 이는 Sano 등36의보고와일치하
는 소견이며 면역조직화학적으로 p16INK4A 단백 발현
의저하를보이는경우에는 p16INK4A 유전자의결손이
나 돌연변이보다 promoter의 메칠화에 기인할 가능성이
많을것으로생각된다.그리고 HPV 18형감염이확인된
18례의자궁경부암종의경우에서는 p16INK4A단백발현
이 18례전부에서관찰되었지만 HPV 16형의경우에서는
17례중 15례(88%)에서관찰되어 p16INK4A 단백발현의
경미한차이가있었다.이는어떤이유에서발현의차이를
나타내는지알수없으며, 향후 HPV형별에따른연구가
더진행되어야할것으로생각된다. p16INK4A와유사한
기능을보이는 p18INK4C 유전자의결손및돌연변이가
여러종류의암에서관찰됨이보고12 - 14되고있어본연구
에서도자궁경부암종과 p18INK4C 유전자의이상유무도
함께조사하였다. Comparative multiplex PCR을시행하여
결손유무를관찰한결과모든검체에서 p18INK4C유전
자의 exon2 및 exon3a-1의 증폭이 관찰되어 자궁경부암
종과 p18INK4C유전자의결손과는연관이없음을알수
있었다. 또한 PCR-SSCP상 mobility shift를 보인 경우도
관찰할 수 없어 돌연변이도 자궁경부암종과는 관계가
없음이 규명되었다. 그러나 면역조직화학염색상 9례
(22%)에서 p18INK4C 단백 발현을관찰할 수없었는데,
이는 p16INK4A 유전자와같이 p18INK4C 유전자에서도
promoter부위의메칠화에의한단백발현저하의가능성
을암시한다고생각된다. Cyclin D1은 CDK4/6와결합하
여 CDK4/6의 활성에 기여하며 여러 종류의 암종에서
cyclin D1과 CDK4의과발현이보고되고있다.3 7 본연구
에서 cyclin D1과 CDK4에 대한 면역조직화학염색을시
행한결과 cyclin D1은 5%에서만발현을관찰할수있었
고 CDK4의경우는 95%에서발현을보여자궁경부암종
과 cyclinD1-CDK4의경로를통한암화와는관계가적을
것으로생각된다. Cyclin D1의발현이잘관찰되지않은
것은아직까지그기전을알수는없지만아마도HPV의
E7 단백이저인산화 pRb와결합하여 cyclin D1-CDK4/6-
pRb 경로의 조절이상으로 cyclinD1의 발현과 관계없이
E2F에의해G1세포주기에서 S기로의이행이가능한결
과로 판단된다. 면역조직화학염색상 93%의 암조직에서
pRb의 국소성발현을 볼수있어이는 E7 단백에 의해
비활성화된상태로발현되는것으로생각된다. p53단백
의발현은 10례를제외한 31례(76%)에서관찰할수없었
는데, 이는 HPV의 E6 단백과 결합된 p53 단백이
ubiquitin 의존성단백분해계에의해파괴된결과로추정
해볼수있다.3 8 특히 HPV 18형이감염된증례와 AD의
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경우에는 p53단백발현이음성을나타내었고, p53단백
이국소성으로발현된총 10례에가운데 7례가 HPV 16
형의 감염이 확인된 KSCC 및 HPV 감염이없는 2례로
구성되어결과적으로HPV 18형이HPV 16형에비해 p53
파괴효과가 상대적으로 더 높다는 것을 시사하지만 현
재로는 정확한 기전을 알 수 없는 실정이다. 또한 p53
단백이 면역조직화학적으로 발현되는 경우 wild type의
p53단백의발현및mutant type이동시에발현되었을가
능성이많다. 그러나 p53단백이과발현양상을보일때
에 p53 유전자의 이상이 항상 동반되는 것이 아니라는
보고39도있어 p53단백발현과 p53 유전자의변이에대
한체계적인연구가필요하다고생각된다.또한 HPV감
염이없는 4례중 2례에서 p53단백의발현을관찰할수
있었고 1례에서 pRb 단백의발현을볼수없었다. 이는
HPV 감염이 없는 자궁경부암종에서 p53과 pRb 유전자
의돌연변이가흔히동반된다고보고40되어있어면역조
직화학염색에서 p53단백발현및 pRb 단백의발현소실
이관찰되었을가능성이많다. 따라서 HPV음성자궁경
부암종의 경우에는 HPV 감염에 의한 암화기전과는 달
리 p53 및 pRb의이상이초래되었을것으로기대된다.
이상의 결과를 살펴보면 자궁경부암종의 병인은 예
전의보고와동일하게 HPV의감염이주된원인임을알
수 있었다. 그리고 p16INK4A 유전자의 이상은 일부의
자궁경부암종에서결손보다 promoter부위의메칠화에의
해서 불활성화되어 암화와 연관성이 있을 것으로 생각
되며 p18INK4C 유전자의이상및 cyclin D1-CDK4의경
로에 의한 암화과정과 자궁경부암종은 밀접한 관계가
없을것으로사료된다.그리고 HPV 16형감염보다 HPV
18형이 E6 단백에의한 p53단백파괴를잘초래할가능
성이 있을 것으로 생각된다. 앞으로 자궁경부암종에서
HPV 감염에따른 cyclin D1및 CDK4 유전자이상과발
현양상의변화및 HPV 음성인증례에대한 pRb와 p53
유전자변이에대하여심도깊은연구가진행되어야하
며 G1세포주기에관여하는특정유전자및단백의이
상유무도함께밝혀야할것으로생각된다.
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=국문초록=

목적 : 자궁경부암종에서 HPV감염과 p16INK4A및 p18INK4C유전자이상과발현을조사하고 pRb, cyclin
D1, CDK4 및 p53의발현을검색하여자궁경부암종과의연관성을조사하고자하였다.
방법 :총 41례의자궁경부암종을대상으로 PCR, comparative multiplex PCR, PCR-SSCP, methylation-specific

PCR 및면역조직화학염색을시행하였다.
결과 : HPV 감염은 90%에서 확인되었고, HPV 18형 감염이 44%, HPV 16형이 41%에서 관찰되었다.

p16INK4A 유전자 결손은 5%에서 관찰되었으며 promoter부위의 메칠화는 29례 중 9례(31%)에서 확인되었다.
p16INK4A유전자의돌연변이및 p18INK4C유전자의이상은관찰할수없었고, p16INK4A및 p18INK4C의발현
은각각 93%와 78%에서관찰되었다. Cyclin D1은 5%에서만발현을보인것에비해 CDK4은 95%에서발현을보
여상반된결과를보였고 pRb의발현은 93%에서발현을볼수있었다. p53단백에대한발현은 24%에서관찰되
었다.
결론 :자궁경부암종에서HPV감염이종양발생에가장중요한요인이며 p16INK4A유전자 promoter부위의

메칠화가종양발생에일부분기여할것으로생각되고, p18INK4C유전자의이상과 cyclin D1-CDK4의경로에의
한암화과정은자궁경부암종과연관성이없는것으로판단된다.

중심단어 : p16INK4A, p18INK4C, 인유두종바이러스, 세포주기조절단백, 자궁경부암종
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