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Purpos e : When ce l l s ar e subj ect ed t o a wi de var i e
s t r ess ful s t i mul i , t hey r espond by i ncr eas i ng t he sy
spec i f i c s t r ess pr ot e i ns . St r esses i nc l ude heat shoc
depr i vat i on, oxygen r adi ca l s , t oxi c met a l and vi r a l
Maj or s t r ess pr ot e i ns ar e Hsp 27, Hsp 60, Hsp 70 (9 ),
90 (3 ) and Hsp 100 (1). Pr evi ous l y a nove l 90 kDa s
pr ot e i n has been r epor t ed t o be i nduced i n f i sh ce
vi r us i nfect i on. The nove l 90 kDa s t r ess pr ot e i n i s
fr om wel l -known maj or s t r ess pr ot e i n i n s i ze , ant i g
ce l l ul ar l oca l i zat i on. The nove l 90 kDa s t r ess pr o
found t o be pr esent i n var i ous ki nds of ce l l s i n
human ce l l s and i t s expr ess i on was i ncr eased i n h
car c i nomas . The pur pose of t hi s s t udy i s t o eva l ua
expr ess i on of t he nove l 90 kDa s t r ess pr ot e i n i n h
col oni c mucosa of nor mal t i ssue , adenoma & adenoc
c i noma us i ng i mmunohi s t ochemi ca l met hod.
Me t hods : 85 col on t i ssues wer e scr eened for t he exp
s i on of t he nove l 90 kDa s t r ess pr ot e i n ; 85 nor mal c
mucosa , 20 col oni c adenoma and 65 col oni c adenocar c i
ma. The t i ssues wer e s t a i ned wi t h monocl ona l ant i
aga i ns t t he nove l 90 kDa s t r ess pr ot e i n. In scor i ng
t i ssue sect i ons wi t h i mmunos t a i ned ar ea above 10 %w
deci ded t o be pos i t i ve and, among t he pos i t i ve , t he
sect i ons wer e di vi ded i nt o t hr ee scor e , 1, 2, and 3
on t he s t a i ni ng i nt ens i t y and pos i t i ve ar ea pr opor t
t i ssue sect i ons wi t h i mmunos t a i ned ar ea be l ow 10%w

deci ded t o be negat i ve and gr ouped i nt o 0 scor e . Cor -
r e l at i on of i mmunohi s t ochemi ca l expr ess i on was
ana l ysed by us i ng SPSS ver s i on 10. 0 s t at i s t i ca l l y.
Re s ul t s : The expr ess i on of t he 90 kDa s t r ess pr ot e i
s i gni f i cant l y di f fer ent among nor mal col oni c mucosa ,
adenoma, and col oni c adenocar c i noma and t he per cent
of pos i t i ve sampl es wer e 14. 1%, 80. 5%, and 95. 4% r
spect i ve l y. Thi s r esul t sugges t s t hat t he expr ess i o
t he nove l 90 kDa s t r ess pr ot e i n was ext r emel y l o
nor mal t i ssue but i ncr eased s i gni f i cant l y i n aden
mat ous t i ssues .
Conc l us i ons : The expr ess i on of t he nove l 90 kDa s
pr ot e i n was i ncr eased s i gni f i cant l y wi t h t r ans for m
t he nor mal col on t i ssue t o mal i gnancy. Thi s sugges
poss i bi l i t y t hat t hi s nove l 90 kDa s t r ess pr ot e i n p
r ol e i n cancer ous t r ans for mat i on of col on t i ssue . J
Soc Co l oproc t o l 2002 ;18 :1- 6
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이 세포 내 Heat Shock Protein (Hsps)의 생산을 유도시

킨다. 이들 단백질은 유독한 영향으로부터 세포를 보

호할 것이라고 추정하고 있다.1 또한 종양세포에서도

중요한 역할을 할 것으로 추정하고 있다.1 이미 알려진

stress protein은 Hsp27, Hsp 60, Hsp70, Hsp90, Grp78,

Grp94이 있는데 울산대학교에서는 stress를 받은 어류

세포인 CHSE-214(연어) cell에서 유도된 단백질로

stress를 받았을 때 발현이 증가되며 이미 알려진 stress

protein과는 분자량 및 항원성에 있어 특성이 다른 새

로운 90 kDa 단백질을 발견하였고 또한 어류세포뿐만

아니라 여러 종류의 인간 암 조직을 대상으로 한 연구

에서도 선암의 경우 이 새로운 단백질의 발현이 증가

됨을 확인하였다.6 본 연구에서는 인간의 대장조직을

대상으로 하여 이 새로운 단백질의 발현여부를 파라
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핀 포매 조직절편에 면역조직화학 염색법으로 대장의

정상조직, 양성종양, 암 조직의 병기에 따른 발현의 차

이가 있는지를 확인하였다.

방 법

1) 연구 재료

1999년 7월부터 2000년 6월까지 울산대학교병원 외

과에서 수술 받은 대장암 환자와 내과에서 내시경하

양성종양 절제술을 시행한 환자 총 85명과 각 조직의

정상점막을 대상으로 하여 새로운 Heat shock protein

에 대한 면역조직화학염색을 시행하였다.

2) 면역조직화학염색

면역조직화학염색은 파라핀에 포매된 조직을 Xylene과

alcohol을 이용하여 탈파라핀과 함수화를 시켰다. 비

특이적인 단백질의 결합을 막기 위해 10%의 염소혈청

으로 20분간 반응시키고 조직 내 peroxidase의 활동을

억제하기 위해 3% hydrogenoxide에 15분간 반응 시켰

다. 그 후 증류수로 2번 세척하고 인산완충액(phos-

phate buffered saline, PBS)로 5분간 방치한 후 1：50의

희석된 비율로 일차항체를 각각 실온에서 2 시간동안

반응시켰다. 반응이 끝난 조직절편을 PBS로 5분간 3

회씩 세척한 후 DAKO사의 LSAB (labelled streptavi-

dine biotin) Kit를 사용하여 면역조직화학염색을 하였

다. Biotin이 결합된 link antibody를 20분간 반응시킨

후 다시 PBS로 세척하였다. 발색반응은 AEC (3 amino-

9-ethyl carbazole)를 이용하여 반응을 일으키고 Meyer 's

hematoxylin으로 대조염색 후 수성 메디아로 포매하고

현미경으로 검색하였다.

3) 면역조직화학적 염색의 결과 판정

결과는 광학현미경으로 관찰하였으며, 암과 양성종

양의 인접 정상조직에서는 10% 이상 염색이 되는 경

우를 양성으로 판정하였고 종양조직에서는 조직의 염

색강도(staining intensity)를 4단계로 하고 염색이 적갈

색으로 진한 경우를 3으로 하고 염색이 안 되는 경우

를 0로 하고 중간을 1, 2로 판정하는 반 정량적 방법으

로 하였고 종양세포의 염색정도(positive cell proportion)

를 10% 이하; 1, 10%∼1/3; 2, 3/ 1∼2/3; 3, 2/3 이상; 4로

하였고 점수는 각각을 합하여 0; 0, 1 ( ); 1∼3, 2 (

); 4∼5, 3 ( ); 6∼7로 하였다.

Fig. 1 Normal colon and a novel 90 kDa heat shock protein
expression. A novel 90 kDa Hsp protein immunoreactivity
are not detected in normal colonic mucosa ( 200).

Fig. 3. Colonic adenocarcinoma and a novel 90 kDa heat
shock protein expression. Strong positve staining (3 )
patterns are detected in cancer cells ( 200).

Fig. 2. Colonic adenoma and a novel 90 kDa heat shock
protein expression. Positive staining (2 ) cells are detected
in some parts of adenoma ( 200).
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4) 통계학적 분석

새로운 Heat shock protein에 대한 대장의 정상조직,

양성종양, 암 조직의 병기, 혈관 침투여부, 조직의 분

화도, 성별에 따른 발현의 차이의 유의성이 있는지

Chi-squre test를 SPSS version 10.0을 이용하였다.

결 과

1) 새로운 90 kDa heat shock 단백 발현과 대장조직

각 조직의 정상점막에서는 85예 중 12예(14.1%)에서

만 양성으로 나와 각 암종과 선종 간의 통계학적인 유

의성이 있었다(P=0.001)(Fig. 1). 85명의 대장악성종양

과 양성종양 환자 중 선종의 경우 20명 중 16예에서

양성이었고(80%)(Fig. 2), 악성종양은 65명 중 62예가

면역조직화학염색에서 양성이어서(95.4%)(Fig. 3). 2개

조직 간의 유의성은 0.05로 통계학적인 상관관계가 있

었고, 면역조직화학염색상 조직의 염색 강도와 종양세

포의 염색정도의 합을 이용한 염색에서의 통계적 유

의성이 2군 간에 있었다(P=0.039).

2) 새로운 90 kDa heat shock 단백 발현과 성비

대장암 환자의 성비로는 여자：남자는 각기 34명：

31명으로 면역조직화학염색의 발현상 유의성이 없었

다(P=0.07)(Table 1).

3) 조직의 분화도와 새로운 90 kDa heat shock 단백

발현

조직의 분화도로는 잘 분화된 조직과 분화가 나쁜

조직 간의 면역조직화학염색 발현상 유의성이 없었다

(P=0.42)(Table 1).

4) 병기에 따른 새로운 90 kDa heat shock 단백 발현

병기의 분류에서는 65명 중 Dukes씨 분류로 A가

7명, B가 24명, C가 27명, D가 7명이었으며 각 병기

간 면역조직화학염색 발현상 유의성이 없었다(P=0.15)

(Table 1).

5) 혈관 또는 림프관 전이와 새로운 90 kDa heat

shock 단백 발현

대장암 환자의 절제된 종양조직에서의 혈관 또는

임파관 전이의 경우 Duke B의 경우 24예 중 10예이었

Table 1. Relations between a novel hsp 90 immunohistochemical expression

A novel hsp 90 expression
score P value concering

Variable No. of patients
a novel 90 expression

0 1 2 3

Sex (cancer)
Male 31 1 8 16 6
Female 34 2 10 16 6 P=0.07

Histology
Nomal tissue 85 (14.1%) 73 12 0 0 P=0.001
Adenoma 20 (80.0%) 4 5 11 0 P=0.039
AdenoCa 65 (95.4%) 3 19 31 12 P=0.05

Degree of differentiation
Well differetiated 19 2 6 9 2
Moderately diff. 34 1 7 19 7 P=0.42
Poorly diff. 3 0 1 2 0
Mucinous 2 0 1 0 1

Dukes' stage
A 7 0 4 1 2
B 24 0 8 11 5 P=0.15
C 27 3 5 15 4
D 7 0 2 4 1

Vessel &
Lymphatic 33 2 6 16 5 P=0.46
Invasion 32 1 6 16 9
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고 C의 경우 27명 중 14예를 차지하였으나, 면역조직

화학염색 발현상 유의성이 없었다(P=0.46)(Table 1).

고 찰

환경적인 요소가 직접적으로 돌연변이의 원인이 되

거나 혹은 DNA손상의 원인이 되는 산소라디칼(oxide

radical)을 발생시켜 간접적으로 세포반응을 변화시킨

다. 환경적 요인이 세포의 분열과 대사를 자극하여 대

장상피세포가 돌연변이가 발생되기 쉬운 조건을 제공

한다.2

암유전자와 억제유전자의 발현빈도를 보면 30∼65

%만을 차지하고 있어3 단일 종양 표지자로 쓰기에는

미흡하여 다발성 종양 표지자로 대장암의 발견에 이

용하고자 많은 노력을 하고 있는 반면에 새로운 90

kDa stress protein의 경우 본원에서는 수술 시 경막하

동통조절을 한 후에 얻은 대장암조직에서 면역조직화

학염색결과 95.4%에서 발현이 되어 기존에 알려진

stress protein보다는 발현이 많이 되었으며 적절한 단

백질의 양의 분자생물학적 추정시 종양 표지자로서의

가능성이 있다고 판단하였다. 또한 양성 대장종양의

경우에도 80%가 발현되며 악성종양에 비해 발현 염색

도가 미약하나 악성종양의 경우 발현이 강하게 나타

나 통계학적으로 의의가 있게 대장의 종양형성에 강

력히 관여할 것이라 추정된다. 이미 알려진 stress

protein은 lower molecular hsp, hsp 60, hsp 70, hsp 90,

grp (glucose regulated protein) 78, grp 94가 있는데 울산

대학교 생명공학부에서는 infectious hematopietic ne-

crosis virus (IHNV) 감염으로 인하여 stress를 받은 어

류세포인 CHSE-214 (연어) 세포주에서 유도된 단백질

로 단백질 감염, 열속 2-mercaptopurine, cooper sulfate,

cadmium sulfate와 같은 stress를 받았을 때 발현이 증가

되며,4 기존에 알려진 Hsp 90과는 western blotting에서

단백질의 크기가 다르게 발현하였으며, 이미 알려진

stress protein과는 분자량 및 항원성에 있어 특성이 다

른 새로운 90 kDa 단백질을 발견하였고 이 단백질의

유전자는 2,750 bp로 확인되었고 730개의 아미노산으

로 구성됨을 알 수 있었다.5 또한 어류세포뿐만 아닌

쥐 등 설치류 등과 같은 동물과 사람의 세포에도 존재

하고 있는 것으로 밝혀졌으며 여러 종류의 인간 암조

직을 대상으로 한 연구에서도(본 교실 논문) 선암의 경

우 이 새로운 단백질의 발현이 증가됨을 확인하였다.6

따라서 본 연구에서는 인간의 대장 점막조직을 대상

으로 하여 이 새로운 단백질의 발현여부를 울산대학

교 생명공학부에서 제작한 novel 90 kDa stress protein

에 대한 단일 클론항체를 이용하여 파라핀 포매 조직

절편에 면역조직화학 염색법으로 대장의 정상조직, 양

성종양, 악성종양의 병기에 따른 발현의 차이가 있는

지를 확인을 하였다. 이는 기존에 알려진 대장암의 병

인론에 의하면 암으로 발전하기까지 각 단계에서 염

색체의 이상에 의한 변이로 발생한다고 하나 각 염색

체에 대해 충분한 발현이 안 되는 것으로 보고하고 있

다.7 ,8 또한 Heat shock protein이 종양세포형성에 중요

한 역할을 할 것으로 보고되고 있으나 모든 암 조직과

양성종양에서 발현이 안 되는 것으로 보고되고 있다.

Hsps가 비록 중요한 세포 내 효과이나 손상에 대한 인

간의 반응에 대한 관련성은 잘 알려져 있지 않아 동물

실험에서 추론하고 있다. 알려진 Heat shock proteins

(Hasp)의 역할의 경우 세포의 주기와 종양형성에 관여

하며 이미 알려진 바로는 세포 내 단백질의 3, 4차 구

조를 이루는 데 주요한 샤프론의 역할을 하게 된다.9

또한 종양세포에서도 중요한 역할을 할 것으로 추

정하고 있다. Hsp90α와 cyclin D1의 mRNA의 레벨이

암이 아닌 조직에서보다 암조직에서 의미심장하게 높

다. Hsp90α는 인간의 유방암의 증식과 관계가 있고

Hsp90β는 암조직에서 발현되나 세포의 증식과는 관

련성이 없다. Hsps는 세포주기의 조절에 관계가 되며,

전사된 유전자 생성물의 고유의 형태를 유지시키는

역할을 한다. 또한 종양형성으로 이끄는 다단계과정의

필수적인 역할을 한다. Hsp90의 면역조직화학염색에

서 진행성 유방암의 경우 89.5%에서 양성으로 나왔으

며 암세포에서는 핵과 세포질에서 Hsp90이 많이 염색

되었다. 새로운 90 kDa Hsp의 경우 대장암조직의 경우

95.4%에서 발현이 되어 상대적으로 높게 발현이 됨을

알 수 있었다. Hsp90은 본질적으로 정상세포에서는 낮

은 수치로 발현이 되며 특히 초기 S-phase 동안에

Hsp90이 필요로 하게 된다.9

대장암 조직의 77.3%에서 Hsp70의 면역조직화학염

색이 되며 Hsp70 양성발현은 조직의 분화도가 나쁘거

나 고위병기, 전체적인 나쁜 생존율과 관계가 있다. 새

로운 90 kDa Hsp의 경우 고위병기와는 통계학적으로

는 유의성이 없어 Hsp70과는 대조를 보였다.10

면역조직화학염색의 발전이 대장암의 생물학적 이

해를 위한 가치 있는 정보를 주나 이런 종류의 암에

대한 면역반응의 효능성에 대해 잘 모르고 있다. 최근

의 연구에서 Hsp는 암의 병인론에서 조절기능과 종양

면역에 관여한다고 알려지고 있다. Hsp70에 있어서는

암세포의 미세 과립 세포질 염색 양상을 보이고 있다.
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정상, 비이형성, 인접점막에는 전혀 염색이 되어 있지

않다. 반면에 새로운 90 kDa Hsp의 경우 정상, 양성종

양에서도 발현이 되어 좋은 대조를 이뤄 이 새로운 90

kDa Hsp의 경우 종양형성에 관여하는 바가 더 큼을 시

사하였다.

주된 Hsp (Hsp 70)는 세포독성에 주된 역할을 하는

phospholipase A2의 신호전달체계의 간섭에 의한 암궤

사인자(tumor necrosis factor)로부터 암세포를 억제한

다. 또한 스트레스 원인인 국소적인 저산소혈증의 경

우 생화학적으로 Hsp 70이 증가하게 된다.

면역조직화학염색을 이용하여 고분자량의 Heat shock

protein의 강한 발현이 증명되어 왔다. Hsp-60, Hsp-70

발현과 생존율, 조직분화도, 암의 정도와는 상관관계

가 없다. 세포의 활성, 세포의 보존 이외에 세포분할에

Hsp의 역할이 있다.11 저분자량의 Hsp는 암의 변형과

관계가 있다.

스트레스와 관련된 단백질은 개개의 종양의 특이적

항원과의 관계는 수수께끼이며 9 type의 Hsp 70, 3가지

type의 Hsp 90, 1가지 type의 Hsp 100이 있다. 또 다른

가능성은 스트레스와 관련된 단백질은 그 자체가 종

양항원은 아니며 다른 면역체를 위한 매개자로서 역

할을 한다.12

이들 단백질의 역할은 세포단백질의 폴딩(folding)의

보조와 비특이적인 단백질 응집과 같은 비가역적인

부적절한 반응을 방지하는 데 관여하는 분자 샤프론

이다. 또한 스트레스하에서 이 분자 샤프론은 생리학

적인 조건하에서 중요한 역할을 담당한다.13

asHsp 70 유발궤사는 이미 알려진 caspases와 p53 종

양억제유전자와는 독립적이다. 더 나아가 아포프토시

드의 대부분의 형태로부터 종양세포를 보존하는 Bcl-2

와 Bcl-XL이 asHsp 70 유도궤사로부터 유방암세포를

구하는 데 실패하였다. 이런 결과로 유방암세포는 형

질변경과 관련된 사망프로그램을 억제하는 Hsp 70의

본질적인 높은 발현에 달려 있다.

Hsp 70의 중성화는 크래식한 아포프토시드를 활성

화시키는 치료의 후천적인 저항성을 가지는 암의 치

료에 새로운 가능성을 가지고 있다. 손상된 아포프토

시드 신호전달이 암세포에서 일반적이며 종양의 촉발

과 전개에 중요한 역할을 한다. 아포프토시스의 잘 연

구된 매개체로는 caspases가 있다.14

Heat shock protein의 치료에 이용하고자 하는 많은

노력이 있는데 Hsp에 기초한 백신은 예방과 치료면에

서 암과 전염성 질환에 대해 면역을 보여주고 있다. gp

96, Hsp 90 (Hsp 86, Hsp 84), Hsp 70 (Hsc 70, hsp 70)과

calreticulin은 성공적으로 사용되고 있다. 죽은 암세포

가 살아 있는 종양에 대해 특이한 면역을 가지고 있다

는 관찰이 종양의 면역학적인 원칙을 탐구하게 된다.

생체 내에서의 암거부 연구에서 heat shock protein의

암백신으로서의 역할이 알려졌다.15

Heat shock proteins의 유도 시 항암치료와 고열치료

시와 같이 암치료의 저항성을 증가시키는 데 관여를

한다. Hsp 70 단백질의 유도는 doxorubicin, teniposide,

actinomycin D, Camptothecin, ectoposide와 같은 약제에

저항성이 증가한다.16

위와 같은 문헌 고찰을 통해 새로운 90 kDa 단백질

의 기능적 연구와 더불어 항암 치료의 병행에 관한 연

구가 필요할 것으로 생각한다.

결 론

대장암의 병인론에 의하면 암으로 발전하기까지 각

단계에서 염색체의 이상에 의한 변이가 발생한다고

하나 각 염색체에 대해 충분히 발현되지 않는 것으로

보고하고 있다. 또한 Heat shock protein이 종양세포형

성에 중요한 역할을 할 것으로 보고되고 있으나 모든

암 조직과 양성종양에서 발현이 되지 않는 것으로 보

고되고 있다. 그러나 면역조직화학염색이 정상보다 과

발현을 한다는 단점이 있으나 이 새로운 90 kDa 단백

질의 경우 대장암에서 95.4%가 발현이 되고 양성선종

의 경우 80%을 차지하며 정상 점막에서는 14.1%만 양

성으로 나왔고 각 군 간에 유의성이 검증되어 이 단백

질이 대장암의 병인론에 중요한 역할을 할 것으로 추

정이 되며 정상, 양성, 악성 환자 간의 양적인 단백질

의 발현정도에 대한 추후 연구가 필요할 것으로 판단

된다.
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