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Purpos e : I t i s known t hat PCNA (pr ol i fer at i ng ce l l
ant i gen ) i s assoc i at ed wi t h ce l l pr ol i fer at i ng a
nm23 wi t h so ca l l ed ant i -met as t at i c act i vi t y. We
el uc i dat e t he r e l at i onshi ps of PCNA l abe l i ng i nd
nm23 expr ess i on i n car c i noma ce l l s wi t h sur vi va l r
pat i ent s wi t h i nvas i ve col or ect a l car c i noma.
Me t hods : Immunohi s t ochemica l s t udy was per for med us
monocl ona l ant i bodi es for PCNA and nm23 gene pr oduc
on 45 cases of par a f f i n-embedded t i ssue made of i nv
col or ect a l cancer .
Re s ul t s : Fi ve-year sur vi va l r at e was l ower i n t h
wi t h hi gh PCNA l abe l i ng i ndex t han t hat wi t h l owone
PCNA l abe l i ng i ndex was not assoc i at ed wi t h t he t u
s t ages . Expr ess i on of nm23 was not assoc i at ed wi t h su
r at e , t umor s t age , s i t e , and PCNA l abe l i ng i ndex.
Conc l us i ons : Al t hough PCNA l abe l i ng i ndex was not
c i at ed wi t h t umor s t ages , t hi s s t udy sugges t s t hat
l abe l i ng i ndex wi l l be a good pr ognos t i c fact or s i n
col or ect a l car c i noma. JKSCP 2001 ;17 :47- 52
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서 론

PCNA (proliferating cell nuclear antigen)와 nm23의

발현은 각각 종양세포의 증식력과 종양의 전이를 억

제하는 것을 반영하는 것으로 알려져 각종 암종의

예후 인자와 관련이 있는지에 대하여 많은 연구가

진행되어 왔다.

PCNA는 세포의 증식과 관련된 핵 단백질로 DNA

복제 및 수복(repair)에 필수적이다. 이것은 homotri-

mer로 고리모양을 하며 DNA 복제시 RFC (replication

factor C)와 결합하여 고리가 열리면서 단일 가닥의

DNA에 결합한다. 따라서 전자를 sliding clamp라 하

고 후자를 clamp loader라 한다. 이어서 DNA polyme-

rases(중합효소)와 FEN1 (flap endonuclease 1)이 PCNA

에 결합하여 DNA의 복제가 진행된다.1,2 p21cip 1/w a f- 1

(Cdk＜cyclin dependent kinase＞interacting protein 1/

WAF-1)은 DNA 중합효소 δ가 PCNA와 결합하는 것

을 방해하여 DNA 복제를 억제하고 세포주기(cell

cycle)를 G1기에 정지케 한다. DNA 손상에 이은 수

복시 p53은 p21의 생성을 유도한다.2 PCNA의 발현은

세포주기 G1기 및 S기에 증가하고, 증식하고 있는

세포의 증식력을 알아보는데 좋은 척도로 이용되고

있다. 또한 그 발현 정도가 암종의 각종 예후 인자 및

암 환자의 예후와 관련이 있다는 보고들이 있다.3-7

nm23 유전자는 염색체 17q21.3-22에 위치하고 종

양 전이 억제 유전자로 알려져 있으며, NDPK (nu-

cleoside diphosphate kinase)의 유전자이다. nm23에는

18.5 KDa의 nm23-H1과 17 KDa의 nm23-H2가 있고

88%의 아미노산 서열이 같고, 각각 NDPK-A 및 NDPK-

B의 유전자에 해당한다.8- 11 Steeg등은 쥐 K-1735 흑색

종 세포주(murine K-1735 melanoma cell line)를 이용

하여 nm23 RNA의 발현이 낮으면 암세포 전이가 증

가한다는 것을 증명한 바 있다. 그들은 이 전이 억제

유전자가 정상적인 세포 분화를 안정화하여 세포형

질전환(transformation) 및 전이를 억제하거나 암세포

침습과 같은 세포의 전이 기능을 억제할 것이라고

설명하였다.12 Leone등13,14
은 전이성이 높은 쥐 흑색

종 세포주에 nm23 유전자를 전달감염(transfection)시

켜 전이 능력이 억제되는 것을 증명하였으며 인간의

MDA-MB-435 유방 암종 세포주에서도 유사한 결과

를 얻었다. nm23 유전자 산물이 종양의 전이 억제에
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관여하는 것으로 알려져 있으나 그 기능적 역할은

아직도 확실치 않다. 자궁내막, 대장 및 직장, 위장,

유방 등의 암종에 대하여 nm23의 발현 정도가 종양

의 전이도와 관련이 있다는 주장에 의견이 분분하다.

nm23의 발현이 종양의 병기가 진행되거나 전이가 있

는 경우 증가한다는 논문도 있고 감소한다는 발표도

있으며15- 19 또한 암종의 진행과정과 무관하거나 어느 순

간에 암종의 전이에 관여할 것이라는 주장도 있다.20-22

본 연구의 목적은 대장 및 직장의 진행성 선암종

을 대상으로 PCNA 및 nm23의 발현이 환자의 예후와

어떤 관련이 있는지 조사하는 데 있다.

방 법

1998년 1월부터 1990년 12월까지 강동성심병원에

서 대장 및 직장암으로 적출된 45예의 암종으로 임

상 및 병리학적으로 검사가 충분히 이루어졌고 5년

이상 예후 추적이 가능하였던, 보관된 파라핀 포매조

직을 이용하였다.

1) 면역조직화학적 검사

파라핀 포매조직을 4∼5μm로 박절하여 xylene으

로 탈파라핀화한 후, 고농도에서 저농도의 alcohol에

이어 증류수로 함수시켰다.

(1) PCNA (proliferating cell nuclear antigen): 항원

성 복원을 위하여 조직을 10 mM/l citrate 완충액(pH

6.0)에 담그고 microwave를 이용하여, 20분간 90∼

95oC를 유지한 후 20∼30분간 방치하였다. 내인성 과

산화수소의 작용을 억제시키기 위하여 0.3% 과산화

수소로 10분간 처리한 후 PBS (phosphate buffered sa-

line)으로 씻어냈다. Blocking antibody로 Super block

(Scytek, Utah, U.S.A.)으로 10분간 반응시켰다. PCNA

에 대한 단 클론 항체(Transduction laboratories, Lexi-

ton, U.S.A.)를 0.01% Tween in PBS pH 7.6으로 200배

희석하여 37oC에서 1시간 동안 반응시켰다. 2차 항체

로 UltraTek anti-polyvalent, biotinylated antibody,

UltraTek HRP (Scytek, Utah, U.S.A.)을 각각 10분간

반응시킨 후 PBS로 씻어내고, 발색제로 DAB (dia-

minobenzidine)를 이용한 다음, Mayer 's hematoxylin으

로 대조염색을 하였다.

(2) nm23: 항원성 복원을 위하여 함수된 조직을

0.1% trypsin (Transduction laboratories, Lexiton, U.S.A.)

용액(KAKO, Denmark)으로 37oC에서 30분간 반응시

켰다. nm23에 대한 단 클론 항체(Transduction labo-

ratories, Lexiton, U.S.A.)도 200배 희석하여 사용하였

으며 면역염색법은 위와 같다.

2) 판독

PCNA에 대한 면역염색상 세포 핵이 진한 갈색으

로 염색되는 것을 양성으로 판정하였으며, 암세포의

괴사가 현저하거나 심한 염증세포의 출현으로 암조

직의 손상이 큰 부위를 제외하고, 암조직이 비교적

잘 보존된 대표적인 부위 3∼4곳에서 500개의 세포

를 광학현미경상 관찰하고, 양성인 세포 수를 전체

센 세포수로 나누어 백분율, PCNA 표지지수 (PCNA

labeling index)를 구했다(Fig. 1). nm23의 경우 세포질

이 갈색으로 염색되는 것을 양성으로 판정하였고, 세

포가 없는 간질과 같은 정도로 염색되면 grade 0, 좀

Fig. 2. Immunostaing for nm23 shows positive reactions in
the cytoplasm of carcinoma cells (grade 3). 100,
original magnification.

Fig. 1. Immunostaining for PCNA shows a strong positive
reaction in the nuclei. 100, original magnification.
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더 짙게 염색되면 grade 1, 중간정도면 grade 2, 아주

짙게 염색되면 grade 3로 판독하였다(Fig. 2).

3) 통계학적 분석

PCNA 및 nm23의 표현이 대장 및 직장암 환자의

예후와 관련이 있는지를 알아보기 위해 Kaplan-Meier

및 log-rank test를 이용하였다. PCNA 및 nm23의 발현

의 상호 관계, 그리고 다른 인자들간의 관련성을 판

정하기 위하여 chi-square test, t test, 그리고 One-Way

ANOVA를 시행하였다.

결 과

1) 증례 분석

본 연구자료에서 임상-병리학적 특징은 다음과 같

다. 남녀 성비는 거의 같고(남성이 22명, 여성이 23

명), 환자의 나이는 28∼83세로 평균 연령은 57세이

다. 남자의 평균 나이는 54( 13.1)세이고 여자는

59.6( 12.6)이다. Astler-Coller 병기에 따르면 B1이 8

예(17.7%), B2가 17예(37.8%), C1이 2예(4.4%). C2가

16예(35.6%), D가 2예(4.4%)이다. 환자의 병변 위치로

직장이 23예(51.1%)로 가장 많고, 횡행 결장이 6예,

맹장이 5예, S-결장이 4예, 직장-결장 부위가 3예, 상

행 결장이 3예, 그리고 충수가 1예이다. 환자의 생존

율에 있어서 병기를 제외하고 성별, 나이, 병변의 부

위, 조직학적 분화도 사이의 차이점이 없다.

2) 면역조직화학적 검색

(1) PCNA의 발현 : PCNA 표지지수는 암종의 발생

위치 및 병기와의 관계가 없었다(Table 1). 직장 및 S

결장의 PCNA의 평균 표지지수는 57.3이고 그 외 부

위의 그것은 51.8이었으나 유의한 차이가 없었다. 또

한 Astler-Coller 병기 B1 B2와 C1 C2의 평균 표지

지수가 각각 54.1 및 55.6으로 차이가 없었다.

(2) nm23의 발현 : nm23의 발현에 있어서 암종의

발생 부위 및 병기에 따른 차이점이 없었다(Table 2).

또한 암세포의 nm23의 발현정도와 PCNA 표지지

수와의 상관관계는 보이지 않았다(Table 3).

(3) PCNA 및 nm23의 발현과 생존율과의 관계 :

PCNA 표지지수가 60% 이상과 이하로 나누어 5년

생존율을 비교해보니 60%이상인 경우 그 이하인 경

우보다 5년 생존율이 낮은 것으로 판단되었으나

nm23의 발현 정도를 grade 0 1와 grade 2 3로 나누

어 환자의 5년 생존율 비교하였는데 생존율에 차이

가 없었다(Fig. 3, 4).

Table 1. PCNA index according to the site and stage in
invasive colorectal carcinoma

Numbers PCNA index p value

Site
Rectum-sigmoid 30 57.3 23.4 0.50

Cecum-T colon 15 51.8 30.0

Stage

B1 8 60.6 26.7 0.78
B2 17 51.0 25.0
C1 2 46.5 19.1
C2 16 56.7 28.3
D 2 71 12.7
B1 B2 25 54.1 25.4 0.85
C1 C2 18 55.6 27.2

Table 3. Relationship between PCNA index and nm23
expression in the colorectal carcinoma

nm23 expression
No. PCNA index p value

(grade)

0 2 47.5 38.9 0.92
1 11 58.7 19.9
2 16 53.4 23.7
3 16 56.3 31.3

0 1 13 57.0 21.8 0.80
2 3 32 54.8 27.3

Table 2. Expression of nm23 according to the site and stage
in the colorectal carcinoma

nm23 grade
Number p value

0 1 2 3

Site
Rectum-sigmoid 30 1 9 12 8 0.270

Cecum-T colon 15 1 2 4 8
Stage

B1 8 0 3 4 1 0.166
B2 17 2 3 7 5
C1 2 0 2 0 0
C2 16 0 2 5 9
D 2 0 1 0 1
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고 찰

암종의 증식력을 반영하는 PCNA 표지지수와 유식

세포측정기를 이용한 합성기(S-phase) 세포의 분획은

암종의 악성도 및 환자의 예후 추정에 흔히 사용되

고 있다. Bauer등은 결장의 선암종에서 유식세포측정

상 합성기 세포가 20% 이상일 때 그 이하인 경우보

다 나쁜 예후를 보이며 이수배수체(aneuploidy)보다

더욱 강력한 예후 인자라 하였다.2 3

대장 및 직장의 암종에 있어서 병기는 아주 중요

한 예후 인자이다.2 4
본 연구에 이용된 임상–병리학

적 자료를 보면 환자의 생존율은 병기를 제외하고

성별, 나이, 암종의 발생 부위, 조직학적 분화도와 차

이점이 없었다. PCNA 표지지수는 암종의 발생 부위

및 병기와의 관련성은 없었다. 그러나 암의 병기와

PCNA 표지지수 사이에 관련성이 없음에도 불구하고

이들은 환자의 생존율과 의미 있는 차이점이 있었다.

이것은 Al-Sheneber등의 결과와 유사하고, 그들은 결

직장 암종에 PCNA에 대한 면역염색을 한 결과 증식

지수는 Dukes기와 상관관계가 없고 결직장 암종의

독립적인 예후 인자라 하였다.7 그러나 최등5은 PCNA

의 발현이 림프절 전이군, 간 전이군에서, Dukes 병

기, TNM 분류, 그리고 재발 빈도가 높아질수록 증가

한다고 보고하였다. 따라서 환자의 생존기간을 추적

하지 않고 병리학적 소견만 가지고 어떤 단백질이나

RNA의 발현 정도를 연관지어서 예후를 예측하는 것

은 오해의 소지가 있는 것으로 판단된다. Garzetti등6

에 의하면 자궁내막 암종의 소파(curettage) 조직에서

PCNA 표지지수가 30 이상이면 심부 자궁근층 침윤

이 있고 무병 생존율(disease-free survival)이 낮았다.

따라서 PCNA 표지지수는 치료 전 예후를 예측할 수

있는 객관적이고도 재현성이 있는 지표라 하였다. 그

러나 자궁경부 암종과 위암종에서 PCNA의 발현 정

도가 환자의 예후와 무관하다는 보고도 있다.3,4

소위 항전이(anti-metastatic) 유전자라는 nm23을 인

체의 암에 적용할 때 유전자 산물(gene product)에 대

한 항체를 이용한 면역조직화학적 검사나 mRNA의

발현, 유전자의 결손 혹은 이종접합소실(loss of he-

terozygosity, LOH) 등이 시행된다.10 ,2 7 결직장 암종의

초기에는 nm23의 과발현(overexpression)이 일어나고

더욱 진행된 병기에선 과발현의 소실이 일어난다.16

그러나 Berney등15
은 Dukes B기의 결직장 암종에서

nm23의 양성률이 간 전이와 관련이 크다고 하였다.

Yamaguchi등25은 nm23-H1 발현과 조직학적 소견, 장

막 침윤, 림프관 침윤, 정맥 침윤, 림프절 전이와의

상관관계는 없었으나 mRNA 및 단백질의 발현이 간

전이가 있는 경우에 없는 경우보다 의미 있게 낮았

다. 그러나 Hwang등20은 위암에서 nm23-H1이 전이

억제 유전자가 아니고 이 유전자의 변이가 전이 과

정에서 중요한 역할을 하지 않을지도 모른다고 하였

다. Campo등2 6에 의하면 결직장 암종에서 nm23의 이

형접합 소실은 보다 낮은 생존율과 관련이 있으며

이 유전자의 소실은 17번 염색체의 광범위한 소실의

부분일 것이고 DNA 이수배수체(aneuploidy)와 관련

이 있다고 하였다. Okada등27도 결직장 암종에서 nm23

유전자 발현의 감소는 어느 정도 nm23 유전자의 대

립유전자 결손(allelic defect)에 기인한다고 하였다.

Fig. 3. Patients with low PCNA index show better survival
rate than patients with high one.

Fig. 4. Survival by nm23 expression in 45 cases of invasive
colorectal carcinoma. nm23 expression has no signi-
ficance in relation to survival.
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결직장 암종에서 nm23이 암종의 전이 억제에 관여한

다는 주장2 8과 달리 이등2 9은 nm23의 발현이 암종의

침습 깊이 및 림프절 전이와 무관하고 예후 결정 인

자가 못된다고 하였다. Strivatsa등17에 의하면 자궁내

막 암종에서 nm23의 발현이 강하게 상향조절(upre-

gulation)되나 면역염색의 강도나 양상과 배수성 상태

(ploidy status), 조직학적 아형, 자궁근층 침윤, 생존율

사이에 어떠한 관련성도 없었다. 경부 림프절의 전이

성 암종에서 nm23의 발현이 하향조절되고18 비세포

성 폐암종에서 낮은 발현이 림프절 전이와 관련이

있다는 보고가 있다.19 손등은 대장에서 nm23의 양성

률이 정상 점막에서 선종을 거쳐 암종이 되면서 유

의하게 증가하므로 nm23이 대장암의 초기 발생에 관

여할 것이라 하였고,2 1 정상 점막에서 위 선종, 조기

위암, 진행성 위암으로 갈수록 nm23의 양성률과 염

색강도가 증가하고 nm23의 발현은 종양의 발생과 진

행에 연관이 있고 전이력의 예측에 대하여는 그 관

계를 알 수 없었다.2 2 본 연구에서 nm23의 발현 정도

와 임상-병리학적 소견 및 환자의 예후 사이에 아무

관련성이 없었다. nm23이 종양의 전이 억제 유전자

라 하지만 인간의 암종들에 적용하였을 때 그 결과

는 매우 다양하다. 종양의 발생 부위에 따라 다르고

같은 부위의 암종이라도 연구자에 따라 다르다. 따라

서 결과에 따른 해석도 다양하게 나타난다. 암종이

진행함에 따라 nm23의 발현이 적어진다면 예측했던

결과이겠고, nm23의 발현이 커진다면 p53의 경우처

럼 유전자의 돌연변이를 고려할 수 있겠다. 또한

nm23의 발현이 암의 병기에 따른 차이가 없다면

nm23이 암종의 전이와 관련이 없거나, 전이 억제 기

능이 특정 장기의 암종과 관련이 있지 모든 장기의

암종과는 관련이 없거나, 아니면 암의 발생 및 진행

과정에서 어느 특정한 시기에 관여하는지도 모른

다.2 0 ,2 1

결 론

세포의 증식력을 반영하는 PCNA와 소위 암전이

억제에 관여하는 nm23의 발현 정도가 결직장 암종을

가진 환자의 예후와 관련성이 있는지를 알아보고자

하였다. 45예의 결직장 암종으로 절제된 파라핀 포매

조직에 PCNA 및 nm23에 대한 단 클론 항체를 이용

하여 면역조직화학적 검사를 시행하였다. 암종 세포

의 PCNA 표지 지수가 높은 군이 낮은 군에 비하여 5

년 생존율이 낮았으나 PCNA 표지지수와 병기와는

관련성이 없었다. nm23의 발현 정도는 환자의 생존

율, 병기, 암종의 발생 부위, PCNA 표지 지수와의 관

계가 없었다. 비록 PCNA 표지지수가 암종의 병기와

관련성이 없다해도 이들은 침윤성 결직장 암종 환자

의 좋은 예후 인자일 것이다.
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