
서 론

는 에 대한 수용체를 가지고 있는CD44 hyaluronic acid

세포표면에 부착된 분자물로서 주요 세포밖 기질 구성

요소들 중 하나이다.
1)
그리고 형 교원질과 에I fibronectin

결합하는 다기능의 부착분자이며,2) integral membrane

의 로서 다양하게 세포에glycoprotein polymorphic family

국재해 있다 생화학적이나 세포생물학적으로 는. CD44

부착세포막 당단백이며 교원질 혹은 와, hyaluronic acid

같은 세포외기질과 세포내 골격을 연결하는 역할을 하

며 동형 혹은 이형의 세포 간 부착에도 기여한다 세포, .

내 골격과의 결합은 과 같은 단백질을 통해서 액ankyrin

틴세사와 관계있는 것으로 알려져 있으며 세포외기질과,

세포내 골격과 을 매개한다transmembrane signaling .3-4)

특정한 아형의 발현이 암의 전이능 획득과 관련CD44

이 있는 것으로 보고되었으며 특히 위암, ,
5)
대장암,

6)
유

방암7) 그리고 non-Hodgkin's lymphoma8) 등의 면역조직

화학염색법에 의한 연구에서 특정 아형의 발현과CD44

생존기간이 관련 있다고 보고되었다.

지금까지 종양에 대한 진단과 치료의 많은 발전에도

불구하고 두경부 영역의 악성종양의 예후는 큰 변화가

없으며 특히 잘 발달된 혈관분포를 가지는 설암에서는

그 치료 및 예후가 불량한 것이 사실이다 최소한의 침윤.

양상을 보이는 편평상피세포암일지라도 혀에 존재할 경

우 대부분 근치적 절제술로 치료를 하지만 국소적인 재

발 혹은 원격전이 등으로 생명에 위협을 초래할 수 있다.

따라서 생물학적으로 침윤 종양을 가진 환자를 구분하고

효과적인 치료전략에 중요한 요소로 작용할 수 있는 종

양 표지인자에 대한 연구가 계속적으로 진행되고 있다.

그리고 병리학적 예후인자들은 개개 환자에서의 재발 및
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――― Abstract ――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――

Despite enormous progress in current chemotherapeutic approaches for cancer, there is no advances of prognosis in
malignant tumor of head and neck. Especially the prognosis in tongue cancer in which vessels are well developed is
bad. Therefore, it is very important to distinguish the patient with infiltrating tumor and to find tumor marker which
can play a key role in effective strategy for cancer treatment. Because there is little report about CD44 as prognostic
marker in tongue cancer, this study was performed to investigate the alteration of CD44 expression in tumor specimens
from eleven patients with tongue cancers before and after chemotherapy.

In this study, CD44 was expressed strongly in spinous layer of specimen before chemotherapy and the expression
of CD44 decreased significantly after chemotherapy, suggesting that the expression of CD44 is related with metastasis
of tongue cancer.

Taking above, the alteration of CD44 expression in tongue cancer tissue by chemotherapy suggests that CD44 are
potentially expected to use in tongue cancer as prognostic factors.

―――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――
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화학요법에 의한 설암조직의 의 변화CD44

예후를 예측하는데 한계가 있어 분자생물학적 수준의

새로운 예후인자들에 대한 연구가 활발하게 진행되고

있다 본 연구는 발현이 설암의 예후와 연관이 있. CD44

음을 설명하고 설암환자들이 화학요법치료를 받기 전과

받은 후의 표본을 이용하여 면역조직화학염색법으로

의 발현을 조사하였다CD44 .

연구대상과 방법

연구대상

설암을 가진 환자들에서 파라핀 절편을 획득하였다.

모든 환자들은 년 월부터 년 월까지 부산대1998 11 2008 9

학교 구강악안면외과에서 조직검사를 통하여 설암으로

진단받고 최소한 회 이상의 항암제 치료를 실시한 후1

근치적 절제술을 시행 받은 명의 환자를 대상으로 하11

였다 환자들은 조직검사시기에 인지할 만한 원격전이는.

없었으며 어떠한 환자도 이전에 방사선 치료 등의 치료

를 받은 과거력은 없었다 항암제 치료는 과. cisplatin

을 이용하여 근치적 절제술전에 신부가화학5-fluorouracil

요법으로 실시하였다 은 용량으로 하. Cisplatin 70 mg/㎡

루에 주입하였고 은 용량으로5-fluorouracil 1000 mg/ 4㎡

일 연속으로 주입하였으며 회 이상 실시할 경우 이러한2

일정은 매 주 다시 실시되었다 추적기간 중 명의 환자3 . 2

들에게서 국소적 재발 및 폐 원격전이가 나타나 사망 하

였다.

연구방법

술 전 조직검사 표본을 통한 악성도의 평가

구강편평상피세포암에 대한 등Anneroth
9)
의 분석방법

을 응용하여 환자에 대한 임상적 정보가 없는 명의 병2

리학자를 통하여 술 전 조직검사 표본에서 다음의 세 가

지 항목을 조사하였다 각화도 핵 다형성. (Keratinization),

고배율상의 유사분열 수(Nuclear plemorphism), (Number

를 조사하였으며 이들 개 항목에 대하여of mitoses) 3 400

배의 고배율로 관찰하여 등급으로 나누어 등급은 악3 1

성도가 가장 낮은 것으로 등급은 가장 악성도가 높은, 3

것으로 표현하였다 세포의 각화도 그리고 핵다형성은. ,

핵의 수 크기 형태의 변화 핵 세포질 비율 다염색성핵, , , - ,

및 다핵의 존재로 평가하였고 유사분열 수는 기저세포층

상방에서 유사분열 수를 평가하였다.

면역조직화학염색

상기 조직절편을 에서 파라핀을 제거하고 알코xylene

올 농도를 단계별로 낮추어 최종 물로 수세한 후 내인성

과산화효소를 제거하기 위해 메틸알코올에 과산화0.3%

수소를 첨가시킨 용액에서 분간 처리한 다음 에서20 , PBS

분간 회 세척하고 에서 분간10 3 5% normal horse serum 30

두었다 그 후 조직절편을 세척하지 않고 부드럽게.

한 후 으로 희석된 차 항체인blotting , 1:400 1 mouse

를anti-human CD44 (Pharmingen, Becton Dickinson) 4℃

에서 시간 동안 적용시켰다 그리고 로 분씩16 . PBS 10 3

회 세척한 후 차 항체인2 biotinylated horse anti-mouse

을 으로 희석하여 실온에서 시간IgG (Vector Lab.) 1:200 1

동안 적용하였다 그리고 나서 조직절편을 분씩 회 수. 10 3

세한 다음 분전에 미리 만들어 실온에 방치해 놓은, 30

를 조ABC (avidin-biotin horseradish peroxidase complex)

직절편에 실온에서 시간 동안 적용시켰다 조직절편을1 .

로 분씩 회 세척한 후PBS 10 3 , 0.05 M Tris-HCl buffer [pH

에 와7.6] 0.05% DAB (diaminobenzidine, Sigma) 0.01%

혼합용액에서 약 분 동안 실온에서hydrogen peroxide 10

발색반응을 시켰다 그 후 및 증류수에. Tris buffer, PBS

서 각각 분간 순서대로 세척한 후10 , Harris hematoxylin

으로 대조염색을 하고 통상적인 방법으로 그 이후의 과

정을 거쳐 로 봉입한 후 저Permount (Polysciences, USA)

배율에서 면역양성을 보이는 조직의 세 영역을 선택하여

배 배율에서 현미경카메라200 (AxioCam MRc5, Carl

로 관찰하고 사진 촬영한 후 영상분석장Zeiss, Germany) ,

치 로 면역양성을(AxioVision 4.3, Carl Zeiss, Germany)

띠는 조직의 면적과 밀도를 계산하고 평균치를 구하였

다.

결 과

술 전 조직검사표본에서 악성도 검사

각화도 핵 다형성 그리고 유사분열 수를 통한 설암에, ,

서의 종양세포 특성을 고배율로 관찰하여 술 전 조직검

사 표본에서 악성도를 평가하였다 등급의 암 조직에서. 1

는 규칙적인 층을 형성하고 명확한 세포사이다리와 각,

화되는 양상을 보였으며 등급의 암 조직에서는 각화현, 3

상이나 세포사이다리를 보이는 층판 구조를 보이지 않았

으나 상당히 많은 세포들이 거대세포를 형성하면서 핵,

다형성과 세포분열 모습을 나타내었다 등급의 암 조직. 2
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에서는 등급과 등급 사이의 중간 형태를 나타내었1 3

다 배 배율의 현미경 사진이 등급에 따른 암(Table 1). 400

조직의 형태를 보여 주고 있다(Fig. 1).

Table 1. Malignancy Grading System of Tongue Squamous

Cell Carcinoma

Grade

G1 G2 G3

Keratinization 7 4 0

Nuclear pleomorphism 1 3 7

Number of mitosis 1 4 6

According to the grade [G] of the tumor cell differentiation,

following the criteria of WHO, eleven cases were selected. G1: well

differentiated tumor, G2: moderately differentiated tumor, G3: poorly

differentiated tumor.

(A)

(B)

(C)

Fig. 1. Micrographs showing histological differences at each

tumor grade(G) of tongue squmous cell carcinoma. (A) G1

shows orderly stratification, obvious intercellular bridges, and

keratinization. (B) G2 have intermediate features between

former types. (C) G3 are composed of sheets of

undifferentiated cells without obvious keratinization and show

a high mitotic rate. x 400.

술 전 조직검사와 근치적 절제술 후 표본의 발현CD44

변화

술 전 조직검사표본과 신부가화학요법 후 근치적 절제

술을 실시한 표본에서 발현 변화를 평가하였다 본CD44 .

실험에 이용된 설암에서 발생한 술 전 구강편평상피암종

의 경우 등급에 관계없이 모든 표본에서 가 관찰 되CD44

었다 발현이 관찰되는 암종에서는 반응의 정도 차. CD44

이는 있으나 거의 모든 암세포가 항체에 대해 양, CD44

성 반응을 보였고 양성 반응이 비교적 약하게 관찰되는,

표본에서도 최소한 절반 이상의 암세포가 양성으로 관찰

되어 구강편평상피암종 세포는 가 다량 발현되었, CD44

다 등급에 따른 의 발현 정도가 뚜렷한 차이를 나. CD44

타내지는 않았고 등급에 따라 분포 부위가 구분된다는

등의 특징 역시 나타나지 않았다 낮은 등급의 암종인 경.

우 강한 양성을 보이는 표본이 비교적 많았던 반면 높은,

등급의 암종들은 낮은 등급에 비해 상대적으로 약한 양

성을 보였다 의 발현은 기저세포층 보다는 가시층. CD44

에서 강하게 발현되었으며 대부분의 암종에서 세포막에,

서 가 뚜렷하게 발현되었으며 세포질에서도 발현을CD44

관찰할 수 있었다 근치적 절제술을 실시한 표본에서.

의 발현은 모든 경우에서 약하게 발현 되었다CD44

(Table 2. Fig. 2).

Table 2. The density [pixel] of CD44 expression level in

biopsy and radical excision specimens

Specimen number Biopsy Radical excision

1 122.45 119.83

2 124.22 120.78

3 129.33 119.33

4 118.10 115.33

5 121.55 105.51

6 120.44 109.24

7 130.48 105.27

8 129.89 108.50

9 124.29 105.84

10 117.67 101.11

11 131.81 107.91

Three parts of each specimen were analysed by image analysis

(AxioVision 4.3, Zeiss)
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(A)

(B)

(C)

(D)

Fig. 2. Representative photomicrographs of staining for CD44

in biopsy (A and B) and radical excision specimen (C and D).

A and C : × 200, B and D : × 400.

고 찰

암세포는 종양이 원래 발생한 부위에서 떨어져 나와

주변조직으로 침윤해 갈 수 있는 능력을 가지고 있다 암.

세포가 증식되어 원발성 부위로부터 떨어져 나오고 침윤

하는 과정에서 주변의 숙주세포나 세포외기질 성분과 지

속적으로 접촉하면서 상호작용하게 된다.
10-12)

상호작용

시 암세포들은 세포 접합분자를 이용하여 숙주세포나 세

포외기질 등의 주변 환경과 접하게 된다 이러한 상호작.

용에 관련된 접합분자는 여러 가지가 밝혀져 있고 다양

한 생물학적 과정에서의 중요성이 연구되고 강조되어 왔

다.13-14) 아울러 암세포의 생물학적 특성과 연관된 다양한

예후인자들에 관한 연구가 진행되고 있는데 크게 나누어

보면 암세포관련 단백질분해효소 및 그 억제제 세포 부,

착물질 암유전자 및 암억제유전자 등이다, .15) 이 중 세포

부착물질은 암세포의 생성에서 전이에 이르는 일련의 과

정에 관련된 생물학적 기능을 갖는 중요한 예후인자로

인식되고 있으며 가 활발히 연구가 되고 있다, CD44 .16)

는 세포와 세포사이 그리고 세포와 기질 사이의CD44

부착 기능을 가지는 으로transmembrane proteoglycan

형 교원질 그리고 에 결합하hyaluronic acid, I , fibronectin

는 다기능성 결합분자이며 다양한 세포에서 생물학적,

활성을 나타낸다.17-18) 등Huet ,19) 등Shimizu ,20) 그리고

등Koopman 21)은 가 세정맥 혈관내피세포에 임파구CD44

를 응집시키는 물질이며 세포에 신호를 주어 세포의, T

활성화에 관계하는 것을 입증하였다 와. Alho Underhill22)

그리고 등Brown 3)은 피부 상피세포의 증식과정에서

가 과 사살의 변화 시 세포CD44 glycosylation core protein

막의 와 당단백에 관계하며 많은 상피조직proteoglycans

에 국재하고 있다고 보고했다 는 파골 세포 골세. CD44 ,

포 조골골수세포 그리고 결합조직의 섬유모세포 등에서,

발현되고,23) 더 나아가서 대식세포 상피세포 그리고 얼, ,

마간의 신경세포를 포함한 다양한 세포에서도 발현된다.

이러한 의 기능은 세포내 골격과의 상호작용CD44 ,

교원질 그리고 과lymphocyte homing, , laminin fibronectin

같은 단백질과의 결합 암전이 등 다양하다, .24) 이것은

세포를 염증부위로 혈관을 빠져나가게 하는데 필수적T

이며 정상적인 백혈구의 순환에는 필요치 않다 는, . CD44

개의 들이 세포외부의 막근위영역 정보를 지배하10 exon

는데 이들 상이의 교대성 접합절단 [alternative splicing]

으로 다양한 아형이 만들어진다 아형들의 기능은 아직.

도 많이 밝혀지지 않았지만 여러 가지 암에서 관찰되어

암의 성장과 전이에 관여하는 것으로 생각되고 있다.
25-26)

쥐의 췌장암 모델에서는 전이능이 강한 세포주에서 발현

된 의 특정 아형이 전이능이 약한 세포주에서도 전CD44

이능을 갖게 해 주는 것으로 확인되었다.
27)

사람의 대장

과 유방암에서도 아형의 전사체가 정상 점막에 비CD44

하여 높게 나타나고 특히 전이가 있는 경우에 더 높게,
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나타난다고 보고되었다.
28)

본 연구에서 화학요법치료 전의 조직에서 의 분CD44

포는 가시층에서 강한 양성반응을 볼 수 있었으며 이러,

한 발현은 화학요법치료 후의 조직에서 상당히 억제되는

것으로 보아 발현은 설암의 전이와 밀접한 관계가CD44

있는 것으로 보인다.

이상의 연구결과로 미루어 볼 때 의 발현이 화학, CD44

요법치료 전과 후에 현저하게 차이나는 것으로 보아 설

암의 예후인자로 유용하게 사용될 수 있는 잠재성이 있

음으로 더 많은 증례와 연구를 통해 의 분포와 종CD44

양전이 유무 예후 등을 관련지어 보는 것이 필요하다, .

결 론

지금까지 종양에 대한 진단과 치료의 많은 발전에도

불구하고 두경부 영역의 악성종양의 예후는 큰 변화가

없으며 특히 잘 발달된 혈관분포를 가지는 설암에서는

그 치료 및 예후가 나쁜 것이 사실이다 따라서 생물학적.

으로 침윤성 종양을 가진 환자를 구분하고 효과적인 치

료전략에 중요한 요소로 작용할 수 있는 종양 표지인자

를 찾아내는 일은 매우 중요하다 본 연구는 설암조직에.

서 의 발현으로 예후의 중요성을 설명하고자 설암CD44

환자들이 화학요법치료를 받기 전과 받은 후의 표본을

이용하여 면역조직화학염색법으로 의 발현을 조사CD44

하였다.

본 연구에서 화학요법치료 전의 조직에서 의 분CD44

포는 가시층에서 강한 양성반응을 볼 수 있었으며 이러,

한 발현은 화학요법치료 후의 조직에서 상당히 억제되는

것으로 보아 발현은 설암의 전이와 밀접한 관계가CD44

있는 것으로 보인다.

이상의 연구결과로 미루어 볼 때 항체의 발현이, CD44

화학요법치료 전과 후에 현저하게 차이 나는 것으로 보

아 설암의 잠재적인 예후인자로 유용하게 사용될 수 있

을 것으로 기대된다.
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