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Purpose: We tried to identify the overall incidence of microsatellite instability (MSI) and the utility of mismatch repair (MMR) protein expression in sporadic colorectal cancers in Korean. We also investigate the role of angio-genesis in colorectal cancers by MSI status. Methods: A total 85 resected colorectal cancers were submitted for MSI study using PCR methods with 5 markers and immuno-histochemistry (IHS) for hMLH1 and hMSH2. Expression of COX-2 and iNOS and microvessel density by IHS were correlated with various clinicopathologic prognostic factors. Results: Among 85 cases of sporadic colorectal cancers, MSI was observed in 11 cases (12.9%) including 10 MSI-H and 1 MSI-L cases. Patients with MSI (+) showed female prevalence (1.75：1), low Dukes stage, mucinous histologic type, and Crohn-like lymphoid reaction than those with MSS. Overall sensitivity of hMLH1 and/or hMSH2 expres-sion was 98.6% and specificity was 72.7%. iNOS expres-sion was significantly correlated with COX-2 expression in tumor cells (P=0.006), however, they were not correlated with MSI status. High microvessel density was correlated with hMLH1 expression (P=0.025), COX-2 expression (P= 0.05), and Crohn-like lymphoid reaction (P=0.041). Conclusions: IHS for MMR proteins is a valuable substitute of MSI status and COX-2 related neoangiogenesis is th-ought to be related to inhibition of microsatellite unstable colorectal cancer progression via decreased microvessel 

density. J Korean Soc Coloproctol 2005;21:27-35
 

Key Words: Colorectal neoplasm, Microsatellite instability, Mis-match repair protein, Microvessel density, Immu-nohistochemistry
결직장암, 현미부수체불안정성, 부적합수복
단백, 미세혈관밀도, 면역조직화학염색

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

서      론

  결장직장암은 서구에서 암으로 인한 사망원인 중 

가장 흔한 원인 중의 하나이며 우리나라에서도 최근 

빈도가 점차 증가하고 있다. 결장직장암은 여러 단계

의 유전변화 과정을 거쳐 발생하며 크게 억제유전자 

관련 과정과 돌연변이 과정으로 나눌 수 있다. 억제유

전자 관련 과정은 종양억제유전자의 불활성화와 암유

발유전자의 활성화로 인해 비배수체 종양을 생성하는 

것으로서 가족성대장용종증(familial adenomatous poly-

posis)과 대부분의 산발성 결장직장암에서 이러한 과

정을 밟는다.
1 돌연변이과정은 비적합수복(mismatch 

repair, 이하 MMR) 유전자의 불활성화 즉 hMLH1 및 

hMSH2의 불활성화, 돌연변이 및 개체신생(epigenetic) 

변화로 인해
2 현미부수체불안정성(microsatellite inst-

ability, 이하 MSI)이 유도되어 암이 발생하는 것이다. 

대표적인 예가 유전성비용종성대장암(hereditary non-

polyposis colon cancer, 이하 HNPCC)이지만 산발성 결

장직장암의 약 15%에서도 MSI 기전이 관여한다고 알

려져 있다.
3 
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  MSI 양성 결장직장암의 특징은 생존율이 높으며4,5 

항암제 치료에도 더 반응을 잘 한다고 알려져 있으며,
6 

여성, 대장의 근위부, 점액 및 수질 조직유형, 저분화

암종, 이배수체, 주변조직과 경계가 좋은 경우가 많다

고 한다.
7,8 현재까지 한국인 대장암의 MSI에 대한 연

구는 극히 드물다.
9,10

  결장직장암의 혈관형성 및 종양성장과 관련 있는 

두 가지 경로는 cyclooxygenase (이하 COX) 관련 경로

와 산화질소(nitric oxide, 이하 NO) 관련 경로이다. 

COX-2는 COX-1과는 달리 정상적으로는 없다가 성장

인자나 시토카인(cytokine)의 자극에 의해 나타나며 여

러 외인성 인자 특히 NO에 의해 영향을 받는다.
11 NO

는 세 종류의 NO synthase isoenzymes 에 의해 생성되

는데 이중 inducible nitric oxide synthase (iNOS)는 정상

적으로는 없으며 시토카인과 염증관련 인자에 의해 

유도되어 나타난다.
12 최근 인체의 여러 암종 즉, 부인

과암종,
13 유방암,14 두경부암15 등에서 iNOS 활성과 표

현에 대한 연구가 이루어지고 있다. 결장직장암을 대

상으로 한 연구에서도 NO가 COX-2 과표현과 종양내 

혈관형성과 관련이 있다고 보고된 바 있고
16 내피세포

증식을 유도하고 종양 내 혈류를 조절함으로써 암종 

내 혈관형성에 관여한다고 알려져 있다. 결장직장암종 

내 미세혈관밀도는 재발 예측 및 예후 인자로서 유용

하다고 보고되었으나
17 아직 그 역할에 대해서는 논란

이 있다.

  따라서 본 연구자는 한국인에서 발생한 산발결장직

장암을 대상으로 첫째 MSI의 빈도를 알아보고, 둘째 

MMR 단백발현과 현미부수체불안정성과의 상관관계

를 알아보고, 셋째 혈관형성과 MSI와의 연관성을 조

사하고자 한다. 

방      법

    1) 연구대상

  1997년부터 1999년까지 샘암종으로 진단받은 후 대

장절제술을 시행한 결장직장암 총 140예 중 조직의 양

이 충분하고 DNA의 보존상태가 양호하여 MSI 검사가 

가능한 총 85예를 대상으로 연구하였다. 

  환자의 평균연령은 61.5세(35∼83세)였으며 남자 44

예, 여자 41예로 남녀 비는 1.1：1이었다. 발생부위는 

직장을 좌측 대장에 포함시켜 우측 21예, 좌측 64예이

었다. 임상병기는 변형된 Astler-Coller 분류에 따라 나

누었을 때 Dukes B1 7예, B2 40예, C1 4예, C2 31예, 

D 3예이었다. 수술 후 항암요법은 71예, 방사선치료는 

25예에서 시행하였으며 이중 24명은 항암요법과 방사

선치료를 모두 받았다. 추적관찰기간은 1개월부터 76

개월로 평균 32.4개월이었다. 

  종양의 조직학적 분화도는 고분화도가 19예, 중등분

화도가 60예, 저분화도가 6예이었다. 조직학적 유형은 

모두 샘암종이었으며 15예가 점액암종이었다. 침습깊

이는 점막하층과 근층이 각 5예였으며 나머지 75예는 

모두 대장주변조직으로 침습하였다. 종양과 정상사이 

경계부의 침윤양상은 미는 유형(pushing type) 23예, 침

윤형(infiltrative type) 51예, 혼합형 11예이었다. 림프절

전이는 41예, 림프관침습은 68예, 혈관침습은 21예, 신

경침윤은 35예이었으며 종양주변 크론유사 림프반응

은 27예에서 동반하였다.

    2) 연구방법

  (1) 현미부수체불안정성 검사

  ① DNA 분리; 보관된 파라핀 블록 중 암종조직 블

록과 정상 블록으로부터 각각 6∼10μm 절편을 얻어 

통상의 과정을 거쳐 hematoxylin-eosin (H-E) 염색을 시

행하였다. 봉입은 하지 않은 채 광학현미경하에서 정

상과 종양 부위를 따로 선별하여 용해완충액에 넣었

다. 정상블럭은 종양의 전이가 없는 림프절 또는 절제

연 대장조직을 이용하였으나 종양의 파급이 심해 정

상 조직만이 포함된 블럭을 얻기 어려운 경우는 종양

과 3 mm 이상 떨어진 부위의 정상 대장조직을 따로 

분리하여 이용하였다. DNA분리는 QIAamp DNA mini 

Kit (QIAGEN, 독일)을 사용하였다. 각각의 조직을 mi-

crocentrifuge tube에 담고, 단백질을 제거하기 위해 180

μl의 ATL Buffer와 20μl의 Proteinase K를 넣어준 후 

56
o
C에서 완전히 용해될 때까지 방치한다. 완전히 용

해가 일어난 뒤 AL Buffer 200μl를 넣은 후 70oC에서 

10분간 반응시킨다. 200μl의 100% 에탄올을 첨가하여 

15분간 섞어준 후 완전히 혼합된 용액을 키트에 포함

된 QIAamp spin column에 넣어준 후 8000 rpm에서 1분

간 원심분리한다. 수세를 위하여 column에 500μl의 

AW1 Buffer를 넣어주어 8000 rpm에서 1분간 원심분리

하고, 2차로 AW2 Buffer 500μl를 넣어 14000 rpm에서 

3분간 원심분리한다. Column에 붙어있는 DNA를 분리

하기 위해 수세된 column을 깨끗한 1.5 ml micro-

centrifuge tube에 옮기고, AE Buffer 200μl를 넣어 1분

간 방치한 후 8000 rpm에서 1분간 원심분리한다. 분리

된 DNA는 UV Spectrophotometer (Beckman, 미국)를 이

용하여 정량하고 사용하기 전까지 -20oC에서 보관한

다.
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Fig. 1. Microsatellite status of colorectal cancers. (A) Peaks of tumor (T) are identical with normal ones (N) in microsatellite stable 

(MSS) cancer. (B) Abnormal peaks are noted in tumor for two markers (boxes) in microsatellite instability-high (MSH- H) cancer.

  ② 현미부수체 불안정성 검사; 분리된 DNA와 5개

의 NCI 표지자(Bat 25, Bat 26, D2S123, D5S346, D17S 

250)를 이용하여 중합효소연쇄반응을 하였다. 5개의 

튜브에 1μl (100 ng)의 분리된 DNA를 넣고, 각 표지자

별로 형광이 표지된 primer 4μl (sense, antisense 각 10 

pmoles)를 넣어준다. 다음 5μl의 HotStarTaq Master 

Mix (QIAGEN, 독일)를 넣어준 후 잘 섞어준다. 시료는 

GeneAmp PCR system 2700 (Appliedbiosystems, 미국)

에 장착한 후 95
oC에서15분간 반응한 후, 94oC에서 1

분, 55oC에서 1분, 72oC에서 1분간 30회전을 반응하고, 

마지막으로 72
o
C에서 5분간 반응한다. 반응이 끝난 시

료에 GeneScan-500 ROX Size Standard (Appliedbio-

systems, 미국) 1μl와 Hi-Di Formamide (Appliedbio-

systems, 미국) 10μl를 넣어 잘 혼합한 후 95oC에서 5분

간 반응한다. 혼합된 시료를 96 well plate에 옮긴 후 

3100 Genetic Analyzer (Appliedbiosystems, 미국)에 장

착하여 조각분석을 실시한다. 분석이 끝난 결과물은 

GeneScan software (Appliedbiosystems, 미국)를 이용하

여 결과를 분석하였다. 정상조직과 암종조직으로부터 

얻은 피크(peak)를 비교하여 정상에서 없던 것이 암종

조직에서 나타나면 불안정성으로 간주하고 5개 표지

자 중 2개 이상의 표지자에서 불안정성으로 보이는 

peak가 있는 경우를 ‘고도 현미부수체불안정성(MSI- 

H)’, 한 개의 표지자에서만 비정상적인 피크가 나타난 

경우 ‘저도 현미부수체불안정성(이하 MSI-L)’으로 간

주하였으며 정상과 종양의 그래프가 일치하는 경우 

‘현미부수체불안정성이 없음(이하 MSS)’으로 판단하

였다(Fig. 1). 

  (2) hMLH1과 hMSH2에 대한 면역조직화학염색: 파

라핀에 포매된 조직을 4μm 두께로 연속 박절하여 얻

은 조직을 probe on plus
Ⓡ 슬라이드(Fisher, 미국)에 부

착하여 실험에 사용하였다. 오븐에서 일부 파라핀을 

녹인 후 xylene으로 파라핀을 완전히 제거하였다. 계열 

알코올로 함수시킨 후 조직 내 항원의 재현성을 높이

기 위하여 EDTA 완충액에 넣고 마이크로웨이브 오븐

(Pelco, 미국)으로 10분간 2회 열처리하였다. 내인성 과

산화효소의 작용을 억제하기 위하여 3% 과산화수소

용액에서 10분간 처리하고 PBS 완충액으로 세척하였

다. 비특이적인 반응을 방지하기 위하여 3% 정상 면양 

혈청으로 10분간 반응시켰다. 슬라이드를 가볍게 턴 

후 일차 항체를 4
o
C 냉장고에서 하룻밤동안 반응시켰

다. 일차 항체로는 anti-human mouse monoclonal hMLH1 

antibody (Oncogene, CA, 미국) 및 anti-human mouse mo-

noclonal hMSH2 antibody (Oncogene, CA, 미국)를 각각 

1：50, 1：100 배율로 희석하여 사용하였다. PBS 완충

액으로 세척한 후 이차 항체인 streptavidin biotin com-

plex를 떨어뜨려 15분간 상온에서 반응시킨 후 PBS 완

충액으로 세척하였다. 이후 streptavidin peroxidase를 

가하여 15분간 반응시킨 후 완충액으로 세척하였다. 

발색은 amino-ethyl carbazole (AEC)로 3∼5분간 반응

시킨 후 완충액으로 세척하여 Mayer's hematoxylin으

로 대조염색하고 Crystal mount
Ⓡ (Biomeda, CA, 미국)

로 봉입하였다. 양성 대조표본은 궤양성대장염 조직을 

사용하였으며 양성 내부 대조표본으로는 종양 주변 

정상 대장조직을 참조하였다. 음성 대조표본은 일차 

항체 대신 PBS 완충액으로 대체하여 염색하였다. 염

색 표본을 검색하여 정상 대장샘의 기저부세포와 림

프구 핵에 적갈색으로 염색된 경우 염색이 잘 되었다

고 판정하였다. 정상세포와 비교하여 암종세포의 핵에 

염색되지 않은 경우 비적합수복단백의 소실로 판정하
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Table 1. Clinicopathological characteristics of colorectal can-
cers by microsatellite status
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ
Factors MSS (n=74) MSI (n=11) P value
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Age (yr) 61.82 (35∼83) 59.72 (38∼81) 0.256

Sex (M：F) 40：34 4：7 0.128

Side (Rt.：Lt.) 0.441

  Right 17 (23.0%) 4 (36.4%)

  Left 57  7

Size (cm) 5.1±3.1 5.5±2.9 0.865

Dukes stage 0.007

  B 39  8

  C 32  3

  D  3  0

Local recurrence 13/71 (18.3%)* 0/11 0.263

Distant metastasis 17/71 (23.9%)* 2/11 0.779

Differentiation 0.287

  Well to moderate 68 11

  Poor  6  0

Margin 0.735

  Pushing 20  3

  Infiltrative 45  6

  Mixed  9  2

Nodal metastasis 37  4 0.400

Lymphatic invasion 60  8 0.326 

Vascular invasion 19  2 0.254

Perineural invasion 32  3 0.649

Crohn's like reaction 29  5 0.176

Microvessel density 44.2±18.5 39.5±15.0 0.243
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
MSS = microsatellite stable; MSI = microsatellite instability- 

high and microsatellite instability-low. *Clinical data could 

not be obtained from 3 patients.

였다.

  (3) iNOS, COX-2, 및 미세혈관밀도: 다음 몇 단계를 

제외하고 나머지 과정은 3)번 과정과 동일하게 시행하

였다. 항원재현을 위해 citrate buffer에서 열처리하였으

며 일차항체는 antihuman mouse monoclonal iNOS 항체

(BD Biosciences Pharmingen, 미국), antihuman monoclo-

nal COX-2 항체(Cayman Chemical Company, MI, 미국)

를 각각 1：100, 1：150배로 희석하여 상온에서 1시

간 반응시켰다. 미세혈관밀도는 미리 희석된 항체인 

CD34 (Immunotech, Marseville, 프랑스)를 사용하였다. 

양성 대조조직은 iNOS에 대해 전립선암종 조직을 이

용하였으며 COX-2에 대해 활성 궤양성 대장암조직을 

이용하였다. 결과의 판독은 iNOS는 정상 대장조직에

서 음성이면서 암종세포의 세포질에 염색되는 정도에 

따라 염색되는 세포가 없는 경우 음성, 20% 이하인 경

우 1점, 70% 이하인 경우 2점, 그 이상인 경우 3점으로 

산정하였다. 침윤된 염증세포에서의 발현도 같은 방법

으로 등급을 매겨 산정하였다. COX-2는 종양세포의 

세포질에 염색되지 않는 경우 0, 경도나 중등도로 50% 

미만의 종양세포에서 염색되는 경우 1점, 염색되는 세

포가 경도나 중등도로 50% 이상이거나 강하게 50% 미

만에서 염색될 경우 2점, 강하게 50% 이상의 종양세포

에서 염색될 때 3점으로 산정하여 판독하였다. 미세혈

관밀도는 궤양이나 육아종 형성 등의 부위를 제외하

고 종양 내 신생혈관형성이 가장 활발한 부위를 선정

하여 200배 시야당 미세혈관밀도를 세 부위에서 센 후 

평균치를 구하였다. 이때 CD34에 대해 내피세포의 세

포막에 염색된 혈관 중 적혈구 4개 미만이 들어갈 정

도의 작은 직경을 갖는 신생혈관과 낱개의 내피세포

만을 인정하였으며 근육층을 갖는 혈관이나 내피세포

외의 CD34 양성 간엽세포나 염증세포는 제외하였다.

  (4) 통계처리: 각 예후 인자, MSI 상태나 COX-2, 

iNOS 발현 및 미세혈관밀도 수치에 따라 Pearson's Chi 

square 법으로 처리하여 상관관계를 알아보았으며 P값

이 0.05 이하인 경우 통계학적으로 의의 있다고 판정

하였다. 생존율에 대한 분석은 Kaplan-Meier법으로 처

리하였다.

결      과

    1) 현미부수체불안정성

  결장직장암 총 85예 중 MSI는 11예(MSI-H 10예, 

MSI-L 1예)로 빈도는 12.9%였으며 MSS는 74예(87.1%)

였다. 성별은 MSI 11예 중 여자가 7예로 1.75배 많았으

며 발생부위는 MSS군 총 74예 중 우측 대장이 17예

(23.0%), 좌측 대장이 57예이었으며 MSI군은 우측 4예

(36.4%), 좌측 7예로서 MSI와 발생부위 간에 유의한 

상관관계는 없었다(P=0.441). 종양의 크기는 두 군 간

에 차이가 없었다. 수술당시 Dukes 병기는 MSS군 74

예 중 B가 39예(52.7%), C가 32예(43.2%), D가 3예

(4.1%)였으며 MSI군은 B가 8예(72.7%), C가 3예(27.3%)

이었으며 D는 없었다. 국소재발 및 원격전이 여부는 

MSS군 71예 중 13예(18.3%)에서 국소재발, 17예(23.9%)

에서 원격전이가 있었으며 MSI 군은 국소재발은 없었

으며 원격전이는 2예(18.2%)에서 있었고 이중 1명은 

수술 후 16개월째 사망하였다(Table 1). 

  조직소견은 MSS군 총 74예 중 고중등도분화 68예

(91.9%)였으며 저분화 6예(8.1%)였다. MSI군은 11예 
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Table 2. Correlation of microsatellite status and hMLH1 and 
hMSH2 expression in colorectal cancers
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

hMLH1 hMSH2
Microsatellite

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
 status

+ - + -
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
MSS (n=74) 73 1 74 0

MSI-H (n=10)  5 5  6 4 

MSI-L (n=1)  1 0  1 0
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
MSS = microsatellite stable; MSI-H = microsatellite inst-

ability-high; MSI-L = microsatellite instability-low.

Fig. 2. Mismatch repair protein expression in colorectal cancers. (A) Loss of hMLH1 expression is seen in MSI-H cancer, compared 

to the normal crypt cells in the right (ABC for hMLH1, ×200). (B) Loss of hMSH2 expression is seen in MSI-H cancer, compared 

to the normal crypt cells in the right (ABC for hMSH2, ×200).

Table 3. COX-2 and iNOS expression by microsatellite status in colorectal cancers
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

COX-2* E-iNOS† I-iNOS‡
Microsatellite

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
 status

- + 2+ 3+ - + 2+ 3+ - + 2+ 3+
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
  MSS 9 23 23 19 5 8 18 43 22 22 12 18

  MSI-H 1  2  5  2 0 2  3  5  1  3  0  6 
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
E-iNOS = iNOS expression in tumor epithelial cells; I-iNOS = iNOS expression in inflammatory cells; MSS = microsatellite 

stable; MSI-H = microsatellite instability-high. *: P=0.425, 
†: P=0.397, ‡: P=0.079.

모두 고중등도분화였으며 저분화 예는 없었다. 점액유

형은 MSS군의 74예 중 12예(16.2%), MSI군 11예 중 3

예(27.3%)가 있었다. 종양 경계부의 침윤양상은 두 군 

간의 차이가 없었으며 림프절전이는 MSS군에서 50% 

(37/74), MSI군 36.4% (4/11)로 유의한 상관관계가 없었

다(P=0.400). 크론유사 림프반응은 MSS군의 29.7% 

(22/74), MSI군은 45.5% (5/11)로 MSI군에서 높았으나 

통계학적으로 유의한 차이는 없었다(P=0.176)(Table 1). 

    2) hMLH1과 hMSH2 발현과 MSI와의 상관관계 

  hMLH1은 총 85예 중 79예에서 양성이었으며 MSS 

총 74예 중 73예(98.6%)가 양성, MSI 11예 중 6예에서 

양성으로 hMLH1 발현의 민감도는 98.6%, 특이도 45.5%, 

위양성률 54.5%, 위음성률 1.4%였다. hMSH2는 총 85

예 중 81예에서 양성이었으며 MSS 총 74예 중 74예

(100%)가 양성, MSI 11예 중 7예가 양성이었다. 

hMSH2 발현의 민감도는 100%, 특이도 36.4%, 위양성

률 63.6%, 위음성률 0%였다. MSI-H 10예 중 hMLH1 

또는 hMSH2 중 하나라도 발현이 소실된 경우는 8예

(80%)였다(Fig. 2). 전체 MSI군 11예에서 hMLH1, 

hMSH2 중 하나라도 발현이 소실된 예의 전체적인 민

감도는 98.6%, 특이도는 72.7%, 위양성률 27.3%, 위음

성률 1.4%이었다(Table 2). 
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Fig. 3. COX-2 and iNOS expression in colorectal cancers. (A) COX-2 expression is seen in the cytoplasm of tumor cells. (ABC 

for COX-2, ×200). (B) iNOS expression is noted in both the cytoplasm of tumor cells and the inflammatory cells (ABC for iNOS, 

×200).

Fig. 4. Microvessel density in colorectal cancers. Immunohisto-

chemistry highlighted increased neovascularization within the 

tumor (ABC for CD34, ×200).

    3) COX-2 및 iNOS 발현과 미세혈관밀도

  COX-2와 iNOS 발현(Fig. 3)의 상관관계는 COX-2와 

상피세포 iNOS 발현은 유의한 상관관계가 있었고

(P=0.006), 염증세포 iNOS 발현은 비례하는 경향이 있

었으나 통계학적으로 유의성이 없었다(P=0.063). COX-2

와 MSI는 의의 있는 상관관계가 없었으며(P=0.425) 상

피세포 iNOS 발현은 상관관계가 없었고(P=0.397) 염

증세포 iNOS 발현은 MSI군에서 발현이 증가하는 경

향은 있었으나 통계학적인 유의성은 없었다(P=0.079) 

(Table 3).

  평균 미세혈관밀도(Fig. 4)는 MSS군 44.2±18.5, MSI

군 39.5±15.0으로서 MSI 상태에 따른 유의한 차이가 

없었다(P=0.243). 미세혈관밀도는 크론유사 림프반응

이 있을수록(P=0.041), hMLH1 단백 발현이 보존되어 

있을수록(P=0.025), COX-2 발현이 증가할수록(P=0.05) 

의의 있게 증가하였다. 

고      찰

  대장암의 발암기전에 대해서는 전통적으로 여러 가

지 종양억제 유전자의 이상이 축적됨으로써 샘종 단

계를 거쳐 암종으로까지 발전한다는 가설이 정립되어

있다. 최근 HNPCC 환자에서의 발암기전에 대한 연구

로부터 대장암종의 발암과정 중 비적합수복유전자의 

이상이 관여한다는 사실이 알려졌으며 또한 이러한 

기전을 통한 현미부수체불안정성이 산발성 결장직장

암의 경우에도 약 10∼15%에서 관찰할 수 있다고 한

다.
3 국내에서 한국인 대장암을 대상으로 한 MSI 연구

는 제한적이다. 차 등
9은 246예의 파라핀 조직을 대상

으로 실험하여 약 9.8%에서 MSI를 관찰하였으며, 김 

등
10은 107예의 신선한 대장암조직을 대상으로 실험한 

결과 15%에서 MSI가 있었다고 하였다. 본 연구에서는 

총 85예의 한국인 직장결장암을 대상으로 시행한 현

미부수체불안정성 검사상 11예(12.9%)에서 MSI 양성

으로 나타나 빈도는 타 연구자의 결과와 비슷하였다.

  MSI 상태를 조사하는 검사법은 중합효소연쇄반응

법(PCR)이 가장 적합한 검사로 알려져 있으나 모든 검

사실에서 사용하기에는 제한이 있으므로 대체검사로
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서 면역조직화학염색을 통한 MMR단백 발현에 대한 

연구가 이루어졌다.
18 이때 이용되는 표지자인 MMR

단백으로서는 hMLH1, hMSH2, hMSH6, 및 hPMS2 등

이 있으나 모든 표지자를 시행하려면 비용이 많이 드

는 단점이 있어, 이중 가장 널리 이용되는 표지자는 

hMLH1 및 hMSH2이다. Rigau 등
19은 204예의 결장직

장암 파라핀 포매 조직을 이용하여 D2S123, D5S346, 

D17S250, TGFbRII, BAT25, BAT26 등 여섯 가지 표지

자에 대한 MSI 검사를 시행하고 동시에 MMR 단백발

현을 조사하여 MSI 상태와 비교한 결과, MSI 양성 예

의 17%에서 최소한 1개 이상의 MMR 단백에 대해 발

현이 소실되었으며 MSI-H 예의 100%에서 MMR 단백

발현이 소실되었다고 하면서 면역조직화학염색이 MM 

R유전자 돌연변이 연구의 표본검사로 유용하다고 하

였다. 이들은 또한 이제까지 현미부수체불안정성검사

와 MMR 단백발현의 상관관계를 연구한 16개의 기존 

연구 자료를 종합하여 MMR 단백발현의 전체적인 민

감도는 92.4% (75∼100%), 특이도 99.6% (95∼100%)이

었다고 하였다.
19 본 연구에서도 MMR 단백 표지자중 

가장 널리 사용되는 hMLH1과 hMSH2를 이용하여 면

역조직화학염색을 시행하고 MMR 단백발현유무를 현

미부수체불안정성 상태와 비교한 결과 hMLH1, hMSH2 

각각에 대한 민감도는 98.6%, 100%, 특이도는 45.5%, 

36.4%였는데, 두 표지자 중 한 개라도 발현이 소실된 

경우를 발현소실로 간주하면 전체적인 민감도가 98.6%, 

특이도가 72.7%로서 단독 표지자만을 시행한 것보다 

특이도가 증가하였다. 이 성적을 타 연구 성적과 비교

하여보면 민감도는 높았으나 특이도는 낮았으며 

hMLH1 표지자가 hMSH2보다 MSI 상태를 예측하는데 

더 의의 있는 표지자로 생각할 수 있다. 

  일반적으로 MSI 양성 결장직장암은 특징적인 임상

병리학적 특징을 지닌다고 알려져 있다. 즉, 젊은 연

령, 여성, 우측 근위 대장, 저분화암종, 점액암종, 수질

분화, 림프구침윤이 많은 경우에서 높았다고 하였

다.
4-7,9,10

 본 연구에서는 MSI 양성 암종에서 MSS 암종

에 비해 여자에 빈발하고 크론유사 림프반응을 더 동

반하고 점액유형이 많았으나 다른 임상병리학적 인자

와의 의미있는 관련성을 찾을 수 없었다. 특히 본 연구

에서는 MSI 양성 암종에서도 좌측 대장에서 발생한 

예가 많았는데, 이는 본 연구의 대상인 결장직장암의 

3/4이 좌측 대장에서 발생하였기 때문이라고 생각한다. 

  연구자마다 의미있는 임상병리학적 특징이라고 주

장한 인자가 다소 다르나, 대부분의 연구에서 MSI 양

성 대장암종이 MSI 음성 대장암종에 비해 예후가 좋

다는 사실에는 의견이 일치한다. Gryfe 등
6은 50세 이

하 대장암종을 대상으로 한 연구에서 MSI 양성 대장

암종에서 림프절 전이율과 원격 전이율이 낮고 생존

율이 높았다고 하였으며 같은 임상 병기의 암종을 대

상으로 한 타 연구에서 MSI 양성일 경우 생존율이 높

았다고 하였다.
5 본 연구에서는 Dukes 병기(P=0.007)외

에는 생존율과 MSI 사이에 통계학적으로 의의 있는 

상관관계가 없었다.

  NO는 DNA수복을 방해함으로써 DNA를 손상시킬 

수 있으며 염증관련 시토카인의 전사후 변형을 초래

함으로써 종양의 발생단계 중 시작(initiation)과 진전

(promotion)에 관여한다. 최근 Ahn과 Oshima의 연구
20

에서 APC mice에서 iNOS 유전자를 knock-out 시킨 후 

장용종의 수가 현저히 줄어들었다고 보고하여 대장암

의 발암과정에 iNOS와 NO가 관여함을 뒷받침하였으

며 NO와 유리산소라디칼 등이 조직 및 직접적인 DNA 

손상을 일으킨다고 생각된다. 실험적으로 배양세포주

에서 NO를 투입하면 COX를 활성화시킴으로써 프로

스타글란딘 계열 물질을 유리시키며, NO 억제제를 투

입하면 PGE2의 유리가 감소됨을 관찰함으로써 iNOS

와 COX-2가 서로 상승작용을 함을 알 수 있다.
11 또한 

대장암에서 내피세포에 의해 생성된 NO는 COX 합성

에 관여함으로써 아라키돈산으로부터 염증산물 생성

을 촉진시킨다.
16 그러므로, COX-2, iNOS 및 다른 염증

관련 유전자 등이 대장암의 발생에 중요한 역할을 함

을 알 수 있다. COX-2는 일반적으로 정상 대장에서는 

발현되지 않으나 대장암에서 발현이 증가된다고 알려

져 있다.
21
 대장암종의 상피세포에서 COX-2를 발현함

으로써 접합능을 변화시키고 아포프토시스에 저항성

을 갖게 하여 종양의 성장과 침윤을 촉진하며,
22
 실험

동물
23
 및 인체 대장 샘종 및 샘암종

24
을 대상으로 한 

연구에서는 주변 비종양점막과 비교하여 종양 내 

iNOS의 활성도 및 단백발현이 증가되어 있다고 하였

다. 본 연구에서는 COX-2 발현과 상피세포에서의 iNOS 

발현과 의미 있는 상관관계가 있어 COX-2와 iNOS 발

현이 결장직장암에서 밀접하게 관련이 있음을 알 수 

있었다. iNOS 및 COX-2 발현과 MSI 상태와의 관련성

에 대하여 Karnes 등
25
은 MSI 양성 대장암에서는 COX-2 

발현이 감소된다고 하였는데 본 연구에서는 COX-2 발

현과 MSI 양성 여부와의 의의 있는 관련성은 찾을 수 

없었다. 

  Cianchi 등
16
은 대장암 종양 내 iNOS및 VEGF 발현과 

미세혈관밀도 사이에 상관관계가 있으며 iNOS 활성도

와 cGMP 생성이 정상에 비해 원발 암종 및 전이 암종 
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모두에서 의미 있게 증가하였다고 하면서 NO는 혈관

형성을 촉진시킴으로써 대장암의 성장을 돕는다고 하

였다. Wendum 등
26은 MSI 양성 점액암종은 MSS 점액

암종 및 MSS 대장암종에 비해 미세혈관밀도 및 VEGF 

발현이 낮음을 관찰하고 MSI 양성 대장암종에서 신생

혈관형성이 억제됨으로써 종양의 파급이 감소되어 예

후가 좋을 것이라고 하였다.

  본 연구에서는 미세혈관밀도가 COX-2 발현이 증가

할수록 의미있게 증가하였으나(P=0.05) 현미부수체불

안정성 여부와 미세혈관밀도의 상관관계는 찾을 수 

없었다(P=0.243).

  이상의 연구결과로 COX-2 관련 미세혈관밀도의 증

가가 대장암종의 파급에 관련이 있음을 알 수 있었다. 

그러나 본 연구에서는 MSI 양성 결장직장암이 총 11

예로 의미있는 결과를 얻어내기에는 부족하였다. 따라

서 앞으로 더 많은 예를 대상으로 현미부수체불안정

성 여부와 혈관형성 관련인자와의 상관성에 대한 연

구가 필요하다고 생각한다.

결      론

  대장절제술로 얻어진 산발성 직장결장암 총 85예를 

대상으로 MSI 빈도를 알아보고, hMLH1 및 hMSH2에 

대한 면역조직화학염색을 시행하여 MMR 단백발현과 

MSI 상태의 상관관계를 알아보았으며 COX-2와 iNOS 

발현 및 미세혈관밀도를 조사하여 MSI와 혈관형성과

의 연관성을 연구하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

  1. 총 85예 중 11예(12.9%)에서 MSI 양성이었으며 

이중 고도 현미부수체불안정성(MSI-H) 10예, 저도 현

미부수체불안정성(MSI-L) 1예였다. 

  2. hMLH1과 hMSH2 발현과 MSI의 상관관계는 

hMLH1은 MSS군과 MSI 군 각각 98.6%, 50.0%가 양성

이었으며 hMSH2는 MSS군과 MSI 군 각각 100%, 60%

가 양성으로 hMLH1 또는 hMSH2 중 하나라도 발현이 

소실된 경우는 MSS군 1.4%, MSH 군 80.0% 로서 전체

적인 MSI에 대한 민감도는 98.6%, 특이도는 72.7%였다.

  3. COX-2 발현과 상피세포 iNOS 발현은 유의한 상

관관계가 있었으며(P=0.006), COX-2 및 iNOS 발현은 

MSI와 유의한 상관관계가 없었다. 미세혈관밀도는 크

론유사 림프반응이 있을 때(P=0.041), hMLH1 발현이 

유지되어 있을수록(P=0.025), COX-2 발현이 증가할수

록(P=0.05) 증가하였다. 

  따라서 hMLH1 및 hMSH2에 대한 면역조직화학염

색이 MSI의 대체검사로서 가치가 있으며, MSI 양성 

결장직장암의 좋은 예후와 관련한 기전 중 일부가 

COX-2 관련 신생혈관형성 감소로 인한 종양의 파급 

억제 효과와 관련이 있을 것으로 생각한다.
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