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Expressions of E2F4 and E2F2 Transcription Factors in Breast 
Carcinoma
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Background : The E2F family (E2F1 to E2F6) of transcription factors plays a key role in cell
cycle progression. Some act as oncogenes and others act as tumor suppressor genes (TSG)
in a tissue-specific manner. E2F4 may function as a TSG. However, the role of E2F4 in breast
carcinogenesis remains controversial. Also the clinical impact of E2F2 expression on breast
cancer remains unknown. Methods : Expressions of E2F4 and E2F2 were assessed immuno-
histochemically in 113 breast carcinomas and were compared with clinicopathological variables,
expressions of G1/S checkpoint proteins (p16, cyclin D1 and Rb), and DNA ploidy to identify
their possible role and to assess their prognostic value in breast cancer. Results : Expressions
of E2F4 and E2F2 were detected in 48 cases (42.5%) and 66 cases (58.4%), respectively.
Expressions of E2F4 and E2F2 were significantly correlated with large tumor size (p<0.001)
and lymph node metastasis (p<0.001). There was no correlation between expressions of E2F4
or E2F2 and any other variables, including age, histologic grade, DNA ploidy and expressions
of p16, cyclin D1 and Rb. Conclusions : These results suggest that expressions of E2F4 and
E2F2 are associated with growth and spread of breast cancer and indicate poor prognosis. 

Key Words : Breast cancer; E2F4 transcription factor; E2F2 transcription factor; Immunohis-
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유방암종에서 E2F4와 E2F2의 발현

유방암종은 우리나라 여성에게 많이 발생하는 악성 종양이며

발병률이 점차 증가하는 추세를 보이고 있다. 유방암종은 형태학

적 소견, 침윤 양상, 전이 능력, 호르몬 발현과 임상경과 등 여러

면에서 이질성을 보이는 종양이다. 이러한 유방암종의 발생과 예

후에 대한 연구가 진행되고 있으며 이중 세포주기 조절인자의

이상이 최근 연구의 대상이 되고 있다.1

세포주기 중 G1기에서 S기로의 이행이 중요한 조절점인데,

세포가 증식할지 또는 휴지기에 머물거나 분화할지가 이 시기에

결정된다. G1기에서 S기로의 이행은 pRb 인산화와 밀접한 관

계가 있으며, 정상적인 경우 pRb는 E2F 전사인자와 결합되어

비활성화 상태에 있지만 cyclin D1이 축적되면 특수한 CDK가

활성화되어 pRb가 인산화되면서, E2F와의 결합이 깨진다. 유리

된 E2F는 S기로 들어가는데 필요한 전사인자를 활성화시켜 세

포를 증식시킨다.2

이렇게 세포주기 조절의 전사인자인 E2F 군은 표적 유전자를

활성 또는 억제시켜 세포를 증식하게 하거나 세포자멸사를 촉진

하며, 조직의 종류에 따라 종양발생을 촉진 또는 억제하는 능력

이 있다. 따라서 E2F 군의 기능은 종양유전자로서 또는 종양억

제유전자로 작용한다고 알려져 있다.3-5 현재까지 E2F 군으로

E2F1부터 E2F6까지 여섯 개의 유전자가 밝혀져 있다. 여섯 개

의 E2F 인자 중 G1/S기의 pRb와 결합되어 있는 인자는 E2F1

부터 E2F4까지다.3 E2F1과 E2F2의 전사는 세포가 G0에서 S

기로 진행되도록 강하게 유도하는데, E2F4 또는 E2F5가 pRb

에서 유리되면 E2F1과 E2F2가 발현되는 일련의 E2F 활성화가

일어난다.3

E2F4는 유방암에서 결손되어 유방암종 억제유전자로서의 기

능을 암시하고 있지만, 상반되는 연구결과도 있어 논란의 여지

가 많다.4,6,7 그러나 E2F2에 대한 연구는 거의 없으며 유방암에

서 E2F2 발현에 대한 연구는 전혀 없는 실정이다.

이에 본 연구에서는 E2F 인자들이 유방암에서 어떠한 역할을

하는지 알아보고자 유방암에서 E2F4와 E2F2 발현을 평가하고,

임상병리학적 변수인 환자의 나이, 조직학적 등급, 종양의 크기,
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림프절 전이여부 및 DNA 배수성과의 상관성을 통해 이들 발현

의 임상적인 의미를 찾고자 하였다. 더 나아가 세포주기 G/S기

에 주로 작용하는 pRb, cyclin D1 및 p16 발현과 E2F4 또는

E2F2 발현 사이의 상관성을 알아보고자 하였다. 

재료와 방법

본 연구에서는 1991년부터 1996년까지 조선대병원에서 침윤

성 관암종 진단을 받은 유방암종 환자의 파라핀 포매 조직 113

예를 연구재료로 사용하였다. 수술 전에 화학요법이나 방사선요

법을 받은 예는 연구대상에서 제외하였다. 선택한 환자의 임상

기록과 병리 진단지 등을 재검토하여 환자의 나이, 종양의 크기

및 종양이 전이한 림프절의 수 등을 확인하였다.

병리학적 분류

세포의 조직학적 악성도는 Nottingham 분류를 변형한 WHO

조직학적 등급기준을 이용하였다. 종양의 크기는 TNM의 T 분

류에 따라 2.0 cm 이하(T1), 2.1-5.0 cm (T2), 5.1 cm 이상

(T3)으로 분류하였고 액와부 림프절의 전이여부는 전이가 없는

경우와 전이가 있는 경우로 분류하였다.

면역조직화학 염색

선택한 환자의 파라핀 포매 조직을 4 m 두께로 박절하여 X-

tra 슬라이드(Surgipath, Richmond, IL, USA)에 부착하였다.

그리고 크실렌에 탈파라핀한 뒤 알코올로 함수과정을 거친 다음

증류수로 세척하였다. 항원성 회복을 위해 citrate 완충용액(10

mM, pH 6.0)에 슬라이드를 담근 뒤 전자오븐을 이용하여 98℃

에서 10분 동안 끓였다. 실온에서 20분간 식힌 다음 tris 완충용

액에 세척하고 내인성 과산화효소의 활성을 억제하기 위해 3%

과산화수소를 사용하여 10분 동안 처리하였다. Tris 완충용액에

세척하고 차단항체를 실온에서 10분 동안 반응시킨 뒤 일차항체

를 실온에서 두 시간 반응시켰다. 일차항체로는 E2F4 (4E2F04,

1:50, DAKO, Glostrup, Denmark), E2F2 (L-20, 1:50, Santa-

Cruz, Santa-Cruz, CA, USA), pRb (G3-245, 1:50, PharMin-

gen, San Diego, CA, USA), cyclin D1 (R-124, 1:100, Santa-

Cruz), p16 (F-12, 1:100, Santa-Cruz)을 사용하였다.

그런 다음 Tris 완충용액에 세척하고 비오틴이 결합된 이차항

체를 실온에서 15분 동안 반응시킨 뒤 tris 완충용액으로 씻어내

고 peroxidase가 결합된 streptavidin 용액을 10분 동안 반응시

켰다. Tris 완충용액으로 세척하고 발색제는 AEC (3-acetyl-

9-ethyl carbazol)를 사용하였으며 헤마톡실린으로 대조염색하

고 crystal mount로 봉입하였다. 각 항체에 대한 양성 대조군으

로는 E2F4, E2F2와 p16은 편도 조직을, Rb는 대장암종 조직을,

cyclin D1은 유방암종 조직을 이용하였다.

각 항체에 대한 양성 판정은 E2F4는 핵과 세포질에, E2F2는

세포질에, Rb, cyclin D1 및 p16은 핵에 염색된 경우 양성으로

판정하였고, 종양세포의 10% 미만이 염색되는 경우는 음성, 10%

이상이 염색된 경우는 양성으로 평가하였다.

DNA 배수성 검사

종양세포의 DNA 배수성 검사를 위하여 파라핀 포매 조직을

50 m 두께로 2, 3개씩 박절하여 시험관에 넣은 후 37℃ 온수

조에서 3 mL의 크실렌에 40분간 두 번 탈파라핀시켰다. 그런

다음 농도가 각기 다른 100%, 95%, 70% 알코올 3 mL에 실

온에서 20분간 함수과정을 거친 후 50% 알코올 3 mL에 실온에

서 밤새 처리하였다. 다음날 phosphate-buffered solution (PBS)

에 실온 상태에서 한 시간씩 두 번 세척한 후 0.5% 펩신에 37℃

온수조에서 30분간 소화하였다. 원심분리(1,500 rpm, 10분) 후

PBS로 10분씩 두 번 세척하고 완충액[dimethylsulfoxide (DM-

SO) in sucrose sodium citrate buffer]에 부유시킨 후 잘게 잘

라 단일세포 부유액으로 만들었다. 이 부유액을 60 m 나이론

메쉬(mesh)에 여과한 후 2×106/mL 정도의 세포를 취하여 PBS

로 세척한 다음 원심분리(1,500 rpm, 10분)하였다. 상층액을 버

린후세포침전물에용액A (trypsin in spermine tetrahydrochlo-

ride detergent buffer, CycleTESTTM Plus Reagent Kit, Bec-

ton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) 250 L를 넣고

섞은 후 실온에서 10분간 반응하였다. 여기에 용액 B (RNase

A and trypsin inhibitor in spermine buffer) 200 L를 넣고

섞은 후 실온에서 10분간 반응시켰다. 그런 다음 용액 C (propid-

ium iodide in spermine buffer) 200 L를 넣고 섞은 후 4℃

암실에서 10분간 염색하였다. FACSCalibur (Becton-Dickinson)

를 이용하여 검색하였으며, 대조군으로는 정상인의 말초혈액 단

핵구를 사용하였다.

통계처리

환자의 나이, 조직학적 등급, 종양의 크기, 림프절 전이 여부,

DNA 배수성, E2F4, E2F2, Rb, cyclin D1 및 p16 발현 유무

사이의 관련성을 chi-square test로 검정하였다. 통계 검증은 p

값이 0.05 이하일 때 통계학적으로 유의성이 있는 것으로 인정

하였다. 

결 과

임상병리학적 소견

환자의 연령은 25세부터 79세까지로 평균 48세였으며, 39세



유방암종에서 E2F4와 E2F2의 발현  303

이하 군이 23예(20.4%), 40세에서 49세 군은 42예(37.2%), 50

세에서 59세 군은 30예(26.5%), 60세 이상 군은 18예(15.9%)였

다. 조직학적 등급은 1등급이 29예(25.7%), 2등급이 50예(44.2

%), 3등급이 34예(30.1%)였다. 종양의 크기는 0.5 cm에서 8.5

cm 사이로 평균 2.8 cm였으며, 2.0 cm 이하 군은 46예(40.7%),

2.1 cm에서 5.0 cm 군은 57예(50.4%), 5.1 cm 이상 군은 10예

(8.8%)였다. 림프절 전이 여부는 림프절 전이가 없는 군이 64예

(56.6%), 있는 군이 49예(43.4%)였다. DNA 배수성은 이배수

성이 99예(87.6%), 비배수성이 14예(12.4%)였다.

E2F4 발현과 임상병리학적 인자의 상관관계

E2F4 단백은 종양 주변 정상 관, 소엽구조 및 암종 세포의 핵

에 주로 발현되었고, 일부 세포에서는 세포질에도 같이 발현되었

A B

Fig. 1. Immunohistochemical stain for E2F4 shows nuclear and cytoplasmic staining in adjacent normal lobular unit (A) and invasive duc-
tal carcinoma of the breast (B).

A B

Fig. 2. Immunohistochemical stain for E2F2 shows cytoplasmic staining in adjacent normal lobular unit (A) and invasive ductal carcinoma
of the breast (B).



다(Fig. 1A). E2F4 단백은 침윤성 관암종 113예 가운데 48예

(42.5%)에서 양성이었다(Fig. 1B). E2F4 단백 발현은 종양의

크기와 림프절 전이 여부와 통계학적으로 유의한 상관관계를 보

였는데, 종양의 크기가 클수록 발현율이 증가하였고(p<0.0001)
림프절 전이가 있는 경우에 발현율이 증가하였다(p<0.0001). 그
러나 E2F4 단백 발현은 환자의 나이, 조직학적 등급, DNA 배

수성과는 통계학적으로 유의한 상관성이 없었다(Table 1). 

E2F2 발현과 임상병리학적 인자의 상관관계

E2F2 단백은 종양 주변 정상 관, 소엽구조 및 암종 세포의

세포질에서 발현되었다(Fig. 2A). E2F2 단백은 침윤성 관암종

113예 가운데 66예(58.4%)에서 양성이었다(Fig. 2B). E2F2 단

백 발현과 E2F4 단백 발현은 동시 양성이 45예(39.8%), 동시

음성이 44예(38.9%)로서 113예 중 89예(78.8%)에서 E2F2와

E2F4 발현 양상이 일치하였다. E2F2 단백 발현도 종양의 크기

(p<0.0001)와 림프절 전이 여부(p<0.0001)와 통계학적으로 유

의한 상관관계를 보였으나 환자의 나이, 조직학적 등급과 DNA

배수성과는 통계학적으로 유의한 상관성이 없었다(Table 2).

E2F 발현과 Rb, cyclin D1 및 p16 발현 사이의 상관관계

Rb 단백은 암종 세포의 핵과 일부 종양 주변 비종양성 상피

세포의 핵에 국한하여 염색되었다. Rb 단백은 113예 가운데 70

예(61.9%)가 양성, 43예(38.1%)가 음성이었다. Cyclin D1 단

백은 암종 세포의 핵과 종양 주변의 일부 비종양성 상피세포의

핵에서 염색되었으며 53예(46.9%)에서 양성이었다. p16 단백은

암종 세포의 핵에 국한하여 염색되었으며, 종양 주변의 비종양성

상피세포, 섬유모세포 및 간질에 침윤된 림프구에서 양성 소견을

보였다. p16은 113예 가운데 94예(83.2%)에서 양성, 19예(16.8

%)에서 음성이었다.

E2F4와 E2F2 발현을 Rb, cyclin D1 및 p16 발현과 비교하

였을 때, Rb와 p16의 발현 감소 및 cyclin D1의 발현 증가 시

E2F4와 E2F2 발현이 증가하거나 감소되는 유의한 연관성은 관

찰되지 않았다(Table 3).

고 찰

E2F 군(E2F1, -2, -3, -4, -5, -6)은 세포증식 및 세포자멸
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Rb

positive negative

p16

positive negative

cyclin D1

positive negative

E2F4 positive 30 18 20 28 42 6
(n=48)

negative 40 25 33 32 52 13
(n=65)

p value 0.92 0.34 0.29
E2F2 positive 42 24 32 34 52 14

(n=66)
negative 28 19 21 26 42 5

(n=47)
p value 0.66 0.69 0.14

Table 3. Correlation between E2F expression and expressions
of Rb, cyclin D1 and p16 in invasive ductal carcinoma of the
breast

Total p valueE2F2 positive (%)

No. of cases 113 66 (58.4)
Age (yr) 0.28
≤39 23 15 (65.2)
40-49 42 21 (50.0)
50-59 30 21 (70.0)
≥60 18 9 (50.0)

Grade 0.34
I 29 20 (69.0)
II 50 26 (52.0)
III 34 20 (58.8)

Tumor size (cm) <0.0001
≤2.0 46 11 (23.9)
2.1-5.0 57 45 (78.9)
≥5.1 10 10 (100)

Lymph nodes <0.0001
negative 64 24 (37.5)
positive 49 42 (85.7)

DNA ploidy 0.1
Diploidy 99 55 (55.6)
Aneuploidy 14 11 (78.6)

Table 2. Correlation between E2F2 expression and clinicopatho-
logic variables in invasive ductal carcinoma of the breast

Total p valueE2F4 positive (%)

No. of cases 113 48 (42.5)
Age (yr) 0.194
≤39 23 12 (52.2)
40-49 42 15 (35.7)
50-59 30 16 (53.3)
≥60 18 5 (27.8)

Grade
I 29 13 (44.8) 0.09
II 50 16 (32.0)
III 34 19 (55.9)

Tumor size (cm) <0.0001
≤2.0 46 6 (13.0)
2.1-5.0 57 34 (59.6)
≥5.1 10 8 (80.0)

Lymph nodes <0.0001
negative 64 18 (28.1)
positive 49 30 (61.2)

DNA ploidy 0.54
Diploidy 99 41 (41.4)
Aneuploidy 14 7 (50.0)

Table 1. Correlation between E2F4 expression and clinicopatho-
logic variables in invasive ductal carcinoma of the breast



사를 조절할 뿐 아니라 전사를 활성화하거나 억제하는 중요한

역할을 한다.4,5,8-10 E2F가 결합하는 부위는 여러 표적 유전자의

세포주기 조절을 촉진하는 부위에서 발견되었으며, E2F는 세포

주기에 의존해서 조절된다.4,11 즉 E2F 전사가 활성화되면 세포

주기가 진행되어 S기로 들어가는데 이는 pRb가 E2F와 결합되

어 세포주기 진행을 억제하며 pRb에서 E2F가 유리되면 세포는

증식하게 된다.3

E2F 군의 각각의 인자에 대한 특별한 속성에 대해선 잘 알려

져 있지 않으며 발현양상에 대한 문헌도 드물다. E2F1은 마우스

의 배아형성 동안 발현되며, E2F2와 E2F4는 증식하는 세포에

서 높게 발현된다12 반면에 E2F5는 맥락총을 포함한 일부 분화

하는 세포에서 발현되어13 E2F 각각의 인자들은 나름대로 독특

한 역할이 있으며 세포에 따라 기능이 다른 것으로 생각된다.

pRb가 세포주기 진행을 억제하는 능력은 E2F 군에 속하는

전사인자와의 상호작용에 달려 있다. E2F 전사인자 또한 pRb 뿐

아니라 pRb와 연관된 단백인 p107과 p130에도 결합되어 pRb,

p107 또는 p130의 과발현은 E2F로 인한 전사를 억제한다. E2F1,

E2F2, E2F3는 거의 전적으로 pRb와 결합하며, E2F5는 p130

과, E2F4는 p107과 p130에 높은 친화력을 보이나 일부 세포에

서는 pRb와도 결합한다. E2F1뿐만 아니라 E2F2나 E2F3 단독

발현만으로도 정지기에 있는 섬유아세포를 S기로 유도할 수 있

다고 하였다.14

암발생에서 E2F4가 하는 역할에 대해서는 위장관,4,15 전립선,16

피부17 및 혈액종양18에서 연구되었는데 암조직에서 E2F4의 기

능에 대해서는 아직 논란의 여지가 많다. 일부 연구에서는 어떠

한 종양 특이성 변이도 관찰되지 않은 점으로 미루어 암발생에서

하는 역할이 없다고 하거나,4 정반대로 정상조직에 비해 종양조

직에서 E2F4 단백이나 mRNA 발현이 증가되어 종양성 역할을

하는 것으로 보고되기도 하였다.7 다른 연구결과를 보면 오히려

정상 조직에 비해 종양에서 E2F4 단백 발현이 감소되어 종양 억

제 효과를 나타낸다고 하였다.6 또한 E2F4는 조직의 분화를 유지

하는 주된 인자이자 증식을 유도하는 데는 필요하지 않아 암에

서 종양 억제 역할을 한다고 하였다. 그러나 다른 연구7,19에서는

E2F4는 증식하는 세포에서 강하게 발현되며 세포 증식을 유도

할 수 있어서 E2F4 발현은 암발생과 관계가 있다고 하였다.

한편 유방암 발생에 있어 E2F4가 하는 역할은 분명하지 않다.

Schwemmle과 Pfeifer4는 E2F4 유전자에 어떠한 유전자 변이

도 관찰되지 않으나 northern blot 분석 결과 E2F4 전사가 상

승되었다고 하였다. 본 연구에서는 E2F4 발현을 면역조직화학

적으로 검색하여 유방암종 발생에서 E2F4가 하는 역할과 예후

인자로서의 가치를 평가하고자 하였다. 문헌조사에 따르면 유방

암에서 E2F4에 대한 면역염색 연구는 Rakha 등20의 연구에 이

어 두 번째다.

본 연구와 Rakha 등20의 연구 결과는 일치하였는데 종양의 크

기가 클수록 그리고 림프절 전이가 있는 경우에 E2F4 발현율이

높아 나쁜 예후를 시사하였다. 또한 본 연구에서 E2F4는 정상 및

악성 상피세포의 핵과 세포질에서 발현되었으며 이러한 소견은

Rakha 등20, Lindeman 등21과 Takashima 등19의 연구 결과와

일치한다.

그러나 Ho 등6의 Western blot 분석법을 이용한 연구에서 10

예의 원발성 유방암종 가운데 7예와 림프절에 전이된 10예 모두

에서 E2F4 발현이 정상 조직에 비해 감소되어 E2F4는 종양 억

제 기능을 하며 E2F4 감소는 전이를 발생시키는데 중요한 역할

을 할 것이라 하였다. 그러나 이는 조사한 증례가 적고 더욱이

림프절로 전이된 예에서 E2F4 단백 발현이 감소된 것은 전이된

종양과 림프절 조직이 섞여 있는 상태에서 추출된 E2F4 단백 양

과 관련이 있으며 결국 단백 발현이 전체적으로 감소한 것으로

나왔을 가능성이 있다. 왜냐하면 본 연구에서도 관찰되었지만

림프구에서는 E2F4를 발현하지 않기 때문이다. 이런 경우 E2F4

단백 발현을 면역염색으로 암세포에서 직접 확인하는 것이 더

좋을 것으로 생각한다.

일반적으로 `억제'와 관련 있다는 E2F4나 E2F6과는 반대로

E2F2는 E2F1 및 E2F3과 함께 `활성 E2Fs'에 속한다.22 E2F2

와 E2F1은 DNA 서열이나 DNA 결합하는 영역이 매우 유사하

기 때문에 세포 생리를 조절하는 데도 유사한 역할을 할 것으로

보인다.23 E2F2의 발현 양상에 대한 보고는 많지 않은데, 태반에

서 mRNA E2F2 발현이 높은 농도를 보였으나 폐에서 저농도

로 관찰되는 것을 제외하고는 다른 정상조직에서는 거의 관찰되

지 않았다. 반면 암세포주에서는 높은 농도로 발현되어 E2F2가

암세포나 빠르게 증식하는 세포에서 중요한 역할을 할 것임을 시

사하였다.23 본 연구에서 E2F2 발현은 유방조직의 정상 관 및 소

엽구조, 그리고 침윤성 관암종에서 관찰되었으며 양성률은 58.4%

이었다. E2F2 발현은 E2F4 발현 양상과 일치율이 높았으며 또

한 종양의 크기가 클수록 그리고 림프절 전이가 있는 경우에 높

아 나쁜 예후를 시사하였다.

본 연구에서는 pRb-cyclin D1-p16 경로를 조절하는 E2F 군

중 E2F4와 E2F2 인자와 이들 경로 단백 발현 사이의 상관성을

살펴보았는데, E2F4 또는 E2F2 발현과는 어떠한 상관성도 관

찰되지 않았다. 현재까지 이들 간의 상관성을 살펴본 문헌은 없

다. pRb-cyclin D1-p16 경로를 활성화시키는 E2F 인자로 가장

잘 알려진 것이 E2F1인데, 유방암종에서 E2F1과 pRb, p16 및

p27의 상관성을 살펴본 연구24에서는 p16/p27/pRb의 비정상적

인 발현을 보이는 종양일수록 E2F1 발현이 증가함을 보여주었

다. 즉 종양에서 pRb 비활성화에 의한 pRb의 감소, p16 및 p27

의 감소 및 cyclin D1과 E 발현의 증가는 유리된 E2F1을 증가

시킨다고 하였다.3,25,26 그러나 본 연구 결과를 보면 적어도 유방

암종에서 E2F4와 E2F2는 이들 경로의 활성 상태에 의존하지

않을 것으로 생각된다. 그러나 앞으로 더 많은 연구가 필요하리

라 생각한다.

본 연구는 많은 유방암종 조직에서 E2F2 전사인자의 발현을

알아본 첫 번째 연구이며 E2F4와 E2F2 발현이 유방암종에서

어떤 역할을 하며 예후인자로서의 가치가 있는지 알아보고자 하
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였다. 그 결과 종양의 크기가 클수록 또한 림프절 전이가 있는

경우에 발현이 높아 E2F4와 E2F2 발현은 유방암종의 성장과

진행에서 중요한 역할을 할 것으로 생각하여 나쁜 예후인자일

수 있다는 가능성을 시사하였다.
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