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Background : Thymidylate synthase (TS) catalyzes the methylation of deoxyuridine monophos-
phate (dUMP) to deoxythymidine monophosphate (dTMP), and this is an essential step in DNA
biosynthesis. The present investigation was designed to determine the expression of TS in the
patients with non-small cell lung cancer (NSCLC) and to assess the possible associations bet-
ween the TS status and the p53 or proliferative index (PI). Methods : The archival tumor tis-
sues from 56 previously untreated NSCLC patients were examined by immunohistochemistry
for TS, p53 and Ki-67. Results : Forty-one men and 15 women (age range: 35 to 79 years,
mean age: 62 years) were included in this study. The TS expression was high in 40 patients
(71.4%) and low in 16 patients (28.6%). The aberrant expression of p53 was detected in 35
patients (62.5%). The mean PI for all the patients was 31.4±12.1. The TS-high tumors tend-
ed to be more poorly differentiated (p=0.069). The TS expression by a semiquantitative four-
scale grading system was significantly correlated with the PIs (p=0.003). No correlation was
established between the TS expression and the p53 status (p=0.806) or survival (p=0.951).
Conclusions : TS was not confirmed to be a useful marker for determining the prognosis of
NSCLC patients. However, our data suggest that the tumor cells with higher TS expression
have a higher proliferative activity.
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비소세포 폐암종에서 Thymidylate Synthase의 발현

원발성 폐암종은 침습성과 전이성이 매우 높은 종양으로 우리

나라에서뿐 아니라 전 세계적으로 사망률이 매우 높은 암종이다.1

이 중 비소세포 폐암종(non-small cell lung cancer, NSCLC)이

전체 폐암종의 75%를 차지하며, 조기에 절제를 해도 재발률이 높

을 뿐 아니라 항암제나 방사선치료를 병행해도 다른 종양보다 예

후가 좋지 않다. 따라서 이러한 종양의 경과를 예측하기란 쉽지

않다.

종양에서 가장 중요한 예후 인자는 조직학적 병기지만 병기가

동일하다 해도 국소재발률이나 원격전이율이 다를 뿐 아니라, 병

기가 동일한 환자들을 똑같이 치료해도 다른 임상적 경과를 보이

는 경우가 있다. 그리하여 이를 설명하기 위해 최근 분자생물학

기법이 발전하면서 많은 연구가 시행되어 왔다. 특히, 예후 예측

이나 화학요법 및 방사선치료 여부를 결정하는 데 도움이 될 만

한 일부 분자생물학적 인자들에 관한 연구 결과도 보고된 바 있

다. 그렇지만 생물학적 양태를 결정하는 예후 인자 및 기전은 아

직 명확히 밝혀지지 않았다.

Thymidylate Synthase (TS)는 dUMP를 메틸화시켜 dTMP

를 형성케 촉매함으로써 DNA 합성에 필수적인 역할을 하는 효

소다. dTMP는 dTDP를 거쳐 dTTP가 된다. dTTP는 DNA 복

구에 중요한 물질이기 때문에, dTTP 형성이 억제될 경우 새로

운 DNA를 합성하거나 복구할 수 없어 결국 세포주기가 멈추거

나 세포가 죽게 된다.2,3 TS는 정상 세포뿐 아니라 암세포에서도

세포증식을 위해 필요한 효소로서, TS에 관한 연구는 주로 위장

관암, 특히 대장암에서 많다. 대장암 조직 내에서 TS 발현의 차

이는 5-FU의 약물 저항성과 밀접한 관련이 있고 예후와도 상관

관계를 보인다. TS 발현이 높을수록 예후가 불량하므로 더욱 적
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극적으로 치료해야 한다는 보고들이 있는 반면, 이와 상반되는 보

고도 있다.4-9 한편 NSCLC에서 TS 발현에 대한 연구는 매우 드

문데, 최근 NSCLC 환자에게 수술 후 UFT (tegafur와 uracil의

1:4 조합, Taiho Pharmaceutical Co. Tokyo, Japan)를 경구 투

여하면 효과가 있다는 연구 결과가 보고되었다.10,11

TS의 발현 정도가 생존 기간에 영향을 미치는 정확한 기전은

밝혀지지 않았다. 그러나 TS가 세포의 분열과 증식에 관여하는

DNA 합성 효소의 하나이므로 암세포의 증식과 연관이 있을 것

으로 보인다. 따라서 TS 과발현이 비정상적 세포증식의 결과인

지, 혹은 TS 과발현이 직접적으로 세포 성장과 증식을 촉진하는

것인지 확인할 필요가 있다.

염색체 17p13에 위치하는 p53은 손상된 DNA를 복구하고 세

포의 성장을 조절하는 기능을 할뿐만 아니라 세포분화와 세포자

멸사에도 관여하는 매우 중요한 종양억제 유전자다.12 이 유전자가

소실되거나 변이가 일어나면 하나의 염기가 다른 것으로 대체되

어 변이 단백을 생성한다. 이와 같이 변이된 단백은 분자 형태에

변화를 일으켜 야생형 p53 단백보다 안정성이 높아져 반감기가

길어지므로 종양세포 내에서 과발현된다. 야생형 p53 단백은 전

사과정을 조절하는 작용을 매개하여 세포주기를 G1기에 머물게

하여 세포증식을 억제하는 반면, 변이 단백은 이 기능을 잃고 종

양 형성에 기여하게 된다.13 p53 단백의 과발현은 여러 종양에서

흔히 발견된다. 따라서 이들 종양의 발생 기전에 중요한 역할을

하는 것으로 생각된다. 몇몇 암종에서는 예후와도 상관관계가 있

다고 하나 NSCLC에서는 아직 논란의 여지가 많다.14-17 최근 연구

에 따르면 TS 단백과 p53 mRNA가 핵소체 내에 있는 생물학적

으로 활발한 복합체를 형성하고, 5-FU 항암치료의 반응을 예측

하는 데 TS 단백 대신 p53 단백을 이용할 수 있다는 주장이 제

기되고 있다.18-20

이에 저자들은 NSCLC 환자를 대상으로 TS106 단클론 항체

를 이용한 면역조직화학염색을 통해 NSCLC 조직 내 TS 발현

정도를 확인하고 p53 및 Ki-67의 상관성과 예후 인자로서의 의의

를 알아보고자 하였다.

재료와 방법

연구 재료

가톨릭대학교 의과대학 성빈센트병원에서 2000년 1월부터 2001

년 12월까지 개흉 생검이나 수술을 시행하여 폐의 원발성 비소세

포 폐암종으로 진단한 환자 중 수술 전에 방사선요법이나 화학요

법을 받은 환자는 제외하고, 조직의 고정 및 보관 상태가 양호하

며 최근까지 추적관찰이 가능했던 56명의 환자를 대상으로 하였

다. 전체 환자의 평균 추적 기간은 35개월(11-63개월)이었다. 모

든 조직은 광학현미경으로 살펴본 후 병리 진단을 확인하였다.

연구 방법

면역조직화학염색

신선한 조직을 10% 중성 포르말린에 고정한 후 통상적인 표본

제작 방법에 따라 파라핀 포매괴를 제작해서 헤마톡실린-에오신

염색을 하여 진단에 이용하였다. 각 증례에서 출혈이나 괴사가 없

는 대표적인 파라핀 블록을 한 개씩 선택한 뒤, 4 m 두께의 연

속 절편을 각각 4장씩 잘라서 특수 처리된 슬라이드(poly-L-ly-

sine 도포)에 부착했다. 그 중 1장은 헤마톡실린-에오신 염색을

하고, 나머지 3장은 TS, p53, Ki-67 항원에 대한 면역조직화학염

색을 시행하였다. 

면역조직화학염색을 위하여 우선 80℃ 오븐에서 한 시간 건조

시킨 다음, 자일렌으로 실온에서 2분간 4회 탈파라핀하였다. 그런

다음 100% 알코올로 10초간 3회 처리하고, 10% citrate buffer

(Zymed, San Francisco, USA)에 담가 120℃의 고압멸균기에

서 15분간 가열한 후, 실온에서 20분간 방치하였다. 45℃의 세척

완충액으로 3분씩 3회 세척하고, 조직 내의 내인성 과산화효소를

제거하기 위하여 3% 과산화수소수에 45℃에서 5분간 반응시켰

다. 이어서 세척 완충액으로 3회 씻어낸 후, 비특이 단백의 결합

을 제거하기 위하여 1:100으로 희석한 비면역 염소혈청(Zymed,

San Francisco, USA)에 45℃에서 60분간 반응시켰다.

일차 항체는 TS106 (Zymed, San Francisco, USA), p53

(Zymed, San Francisco, USA), Ki-67 (Zymed, San Fran-

cisco, USA)에 대한 단클론 항체들로서, 각각 1:50으로 희석하

여 4℃ 냉장고에서 하룻밤 동안 반응시켰다. 이후 이차 항체(bio-

tinylated anti-mouse immunoglobulin antibody, Zymed, San

Francisco, USA)로 10분간 반응시킨 후 세척 완충액으로 3분씩

세 차례 씻어냈다. 그런 다음 streptavidin peroxidase detection

system (Zymed, San Francisco, USA)을 이용하여 biotin-avi-

din 특이 결합을 유도하였다. 다시 씻어낸 후 3,3′- diaminben-

zidine tetrahydrochloride를 이용하여 10분간 발색한 다음 Me-

yer's hematoxylin (Zymed, San Francisco, USA)으로 대조염

색을 하였다.

음성 대조군은 염색 때 일차 항체 대신 정상 면양 혈청을 첨가

해 주고 나머지 모든 과정은 동일하게 하였다. TS와 p53은 양성

이 확인된 유방암 조직을, Ki-67은 편도 조직을 양성 대조군으로

하였다.

염색 결과 판독

판독은 두 명의 병리의사가 독립적으로 하였다. TS는 종양세

포의 핵과 세포질 내에서 갈색으로 염색되었으며, Johnston 등21의

방법을 이용하여 반정량적으로 판독하였다. 즉, 전혀 염색되지 않

은 경우를 0, 25% 미만은 1+, 25-50%는 2+, 50% 이상은 3+

로 구분하였다. 그런 다음 다시 TS의 발현 정도를 두 군으로 나

누는데, 0~1+는 저발현군, 2+~3+는 고발현군으로 구분하였다.

p53은 핵에 붉은 갈색으로 면역 반응이 나타나면서 광학현미경으
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로 봤을 때 전체 종양세포의 1% 이상인 경우를 양성으로 판독하

였다. Ki-67은 종양세포의 핵에 염색된 경우를 양성 세포로 판독

하되, 400배 배율의 광학현미경으로 1,000개의 종양세포를 세어

이 중 양성 세포를 백분율로 하여 세포증식능(proliferative index,

PI)을 구하였다. 결과 판정은 두 명의 병리의사가 따로 시행한 후

평균치를 채택하였고, 각각의 수치와 평균값이 10% 이상 차이가

나는 경우에는 이중 광학현미경으로 재검하였다.

통계학적 분석

모든 자료는 SPSS version 11.5 통계 프로그램을 이용하여 분

석하였다. 면역조직화학염색에 의한 TS, p53 단백 발현, PI 간의

상관관계, 그리고 이들과 임상병리학적 지표들 사이의 상관관계

는 Pearson’s 2 test로 검정하였으며, 유의 수준은 0.05 이하로

하였다. 생존율은 Kaplan-Meier method를 이용하여 분석하였

으며, 생존 기간에 대한 다변수 분석은 Cox regression model을

Fig. 1. Immunohistochemical staining for thymidylate synthase, p53 and Ki-67. (A) Tumor cells show scattered positivity for thymidylate
synthase in a represertative case of TS low group (Grade 1). (B) Tumor cells show strong and diffuse immunoreaction in a represertaative
case of TS high group (Grade 3). (C) Strong nuclear reactivity for p53 is present in the majority of tumor cells. (D) Tumor cells demonstrate
positive immunostaining for Ki-67.

A B

C D
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이용하여 시행하였다.

결 과

비소세포 폐암종 환자 56예의 연령 분포는 35세부터 79세였고

평균 연령은 62세였다(Table 1). 남자가 41예, 여자가 15예로 남

자에서 높은 빈도를 보였다. 조직학적 유형에 따라 분류하면 편평

세포암종이 24예(42.9%), 샘암종 21예(37.5%), 대세포암종 11

예(19.6%)였다. American Joint Committee on Cancer의 기준

에 따라 구분할 때 병기 I은 12예(21.4%), II는 10예(17.9%), III

은 21예(37.5%), IV (동측, 비원발엽 전이로 인해 M1으로 분류

되었으나 수술 받은 환자)는 13예(23.2%)였다. 분화도에 따라

분류하면 고분화암은 10예(17.9%), 중분화암은 28예(50%), 저

분화암은 18예(32.1%)였다. 

면역조직화학염색 결과, TS 발현 정도를 보면 발현이 되지 않

은 0이 2예, 1+가 14예, 2+가 24예, 3+가 16예로 모두 54예(96.4

%)에서 발현하였다. TS 발현 정도를 두 군으로 나누면 저발현

군이 16 예(28.6%), 고발현군이 40예(71.4%)였다(Fig. 1A, B).

연령, 성별, 병기 또는 조직형에 따른 저발현군과 고발현군의 빈

도는 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았다. 한편 고분화 암

종 중 50% (5/10)가 TS 고발현군에 속한 반면, 중분화 암종은

71.4% (20/28), 저분화 암종은 83.3%(15/18)가 TS 고발현군

에 속했다. 즉 분화도가 나쁠수록 TS 발현 정도가 높았고 이런

차이는 통계적 유의 수준에 근접하였다(p=0.069).

p53 단백은 35예(62.5%)에서 양성이었으며(Fig. 1C), TS 발

현 정도(저발현군 vs 고발현군)에 따른 p53 발현 유무는 차이가

없었다(p=0.806). Ki-67로 염색해서 조사한 평균 PI는 31.4±

12.1이었고(Fig. 1D), TS 발현에 따른 PI는 0인 경우 22.7±8.2,

1+인 경우 24.3±7.4, 2+인 경우 28.2±11.7, 3+인 경우 43.0±

17.4로 발현 정도에 따라 유의한 차이를 보였다(p=0.003). 또한

PI가 평균 미만인 경우는 30예인데, 이 중 19예(63.3%)가 TS

저발현군에 속했다. PI가 평균 이상인 26예 가운데서는 21예(80.8

%)가 고발현군에 속했으며, 이는 통계적 유의 수준에 근접하였

다(p=0.068). 즉, TS 고발현군에서 Ki-67 발현율이 높은 경향

이 있었다.

TS 저발현군과 TS 고발현군으로 나누어 생존율을 비교한 결

과, 두 군의 생존률은 차이가 없었다(Fig. 2). 다변수(multivari-

ate) 분석을 한 결과, 완전 절제 여부(p=0.012)와 병기(p=

0.037)만이 독립적인 예후 인자로서 통계학적 유의성을 보였다

(Table 2).

Variables Case No. Low TS High TS p-value

Age, mean: year±SD 62.2±10.6 63.3±11.4 62.6±8.5
<mean 23 6 17 NS
≥mean 33 10 23

Gender
Male 41 9 32 NS
Female 15 7 8

Pathological stage
I 12 4 8 NS
II 10 1 9
III 21 8 13
IV 13 3 10

Histologic type
Squamous cell 24 3 21 NS
Adenocarcinoma 21 11 10
Large cell 11 2 9

Differentiation
Well 10 5 5 NS*
Moderate 28 8 20
Poor 18 3 15

p53
Negative 21 7 14 NS
Positive 35 9 26

Ki-67, mean±SD 31.4±12.1 24.1±9.1 34.1±3.5
Low (<mean) 30 11 19 NS�

High (≥mean) 26 5 21

*p=0.069; �p=0.068.

Table 1. Relation between clinicopathologic variables and TS
expression 

Variables Relative hazard
95% confidence Log-rank test 

interval p-value

Age 1.026 0.569-2.449 0.315
Performance status 1.011 0.703-1.421 0.092
Complete resection 1.765 0.971-2.305 0.012

(yes vs no)
Pathologic stage 1.144 0.827-1.875 0.037
Differentiation 0.714 0.418-1.265 0.623
TS (low vs high) 0.957 1.080-2.564 0.177
p53 (negative vs positive) 0.809 0.253-1.762 0.418
PI (low vs high) 0.949 0.036-1.732 0.125

Table 2. Multivariate analysis of prognostic factors in 56 patients
with NSCLC
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Fig. 2. Survival curves of NSCLC patients according to TS expres-
sion.

p=0.951
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고 찰

본 연구에서는 인체 NSCLC 56예를 대상으로 TS 발현, p53

발현, 세포증식능을 조사하였다. 면역조직화학염색 결과, 1) 대

부분의 증례(96.4%)에서 TS 발현이 관찰되었고 발현 정도는 비

교적 높았다. 2) TS 발현 정도에 따른 p53 발현의 차이는 없었

으나, 분화도가 나쁜 군과 세포증식능이 높은 군에서 TS 고발현

이 관찰되었다. 3) TS 발현 정도에 따른 환자의 생존율 차이는

없었으며, 다변수 분석에서 병기만이 독립적인 예후 인자로 확인

되었다.

NSCLC에서 TS 발현에 관한 연구는 매우 드물어 그 자료가

극히 적다. 병기 I-IIIA NSCLC 예에서 54%의 TS 발현 양성

률이 보고되었는데,22 본 연구에서는 TS 발현 양성률은 96.4%,

그 중 TS 고발현은 71.4%였다. 이러한 결과는 Nakagawa 등23,24

의 연구 결과와 일치하는 것으로, 그들은 병기 I 샘암종과 병기 I

과 II인 NSCLC에서 각각 72.1%, 72.5%의 TS 고발현을 관찰

하였다. 

TS는 DNA의 합성이나 복구에 중요한 효소로서 정상세포나

암세포에서 발현되는데, 특히 세포증식이 많은 세포나 암세포에

서 더 많이 발현된다. 여러 실험 결과에 따르면, 종양 조직의 TS

는 세포분열 과정 중 휴지기에서 합성기로 진행하는 세포증식

과정에서 약 20배 이상 증가하고,25 TS 발현이 암세포의 세포증

식능과 관련이 있다고 한다26. 그러나 실제 임상 연구는 많지 않

을뿐더러 결과에 일관성이 없어 논란이 되고 있다. 방광암에서

TS 발현과 세포증식능은 양성의 관계를 보이나, 직장-대장암에

서 TS 발현과 Ki-67 표지지수는 연관이 없다는 보고도 있다.

반면에 높은 세포증식능이 오히려 TS 저발현과 상관관계가 있다

는 기술도 있다.14,19,27 본 연구에서 TS 고발현군의 세포증식능은

TS 저발현군보다 높았으며, 다른 연구자도 NSCLC를 대상으로

이와 유사한 결과를 관찰하였다24. 

TS는 ribonucleoprotein 복합체의 일부로 c-myc 유전자의 변

형에 관여하는 등 다른 유전자의 조절에 관여하고 있다28. 이로 미

루어 TS 발현과 세포증식능 사이에는 다른 여러 가지 암유전자

들이 복합적으로 관여하는 것으로 보이며, 이 둘의 상관관계는 이

러한 유전자들과의 연관성으로 인한 결과로도 생각할 수 있다. 한

편, p53 발현도 TS 발현 정도와 통계적으로 유의한 차이가 있다

는 보고가 있다.19 그렇지만 본 연구와 Nakagawa 등24의 연구에

서는 유의한 차이가 없었다. 그러나 p53 과발현이 p53의 높은 활

성도를 의미하는 것은 아니므로, 이를 확인하기 위해서는 p53 활

성도와 p53 유전자 변이를 함께 조사하여야 할 것이다.

지금까지 여러 암종에서 암조직 내 TS 발현과 생존 기간 사이

의 관련성을 연구하였는데, 특히 위암, 대장-직장암, 유방암, 두

경부암 등에서 TS 발현이 생존 기간에 영향을 미치는 예측 인자

로 제시되었다. 직장암에서 TS 발현이 높을수록 예후가 불량하

다고 하였고, 위암, 대장암 환자를 대상으로 한 연구에서도 TS

mRNA 수치가 낮은 군에서 유의하게 생존 기간이 길다고 하였

다.4-8 그러나 TS 발현 정도가 항암화학요법에 대한 반응이나 재

발 등과 관련이 없다는 보고9도 있어, TS 발현이 어떠한 역할을

하는지 더 연구할 필요가 있다. 

폐암종에서 TS 발현이 예후 인자로서 유의성이 있는지를 밝

히기 위한 연구는 매우 드물다. Shintani 등22은 병기 I과 II인

NSCLC 환자 70예에서 TS mRNA 수치를 측정한 결과 TS

mRNA 수치가 낮은 환자가 높은 환자보다 무병 생존율이 더 높

았으며, Cox regression 분석으로 TS mRNA 수치를 생존 예측

인자로 추정하였다. 병기 I인 폐 샘암종만을 대상으로 한 다른 연

구자23의 결과에서도 TS 고발현군이 TS 저발현군보다 더 나쁜

예후를 보였다. 이는 저자들의 연구 결과와 다른 것으로, 본 연구

에서는 TS 발현 정도에 따라 생존 기간에 차이가 나지는 않았다.

Nakagawa 등24도 NSCLC에서 TS 발현 정도에 따른 생존 기

간의 차이가 없다고 하였다. Huang 등29은 폐 샘암종에서 TS 고

발현군의 생존 기간이 TS 저발현군보다 짧았지만, 다른 조직형

에서는 TS 발현 정도에 따라 환자의 예후에 차이가 나지는 않았

다고 하였다. 폐암종은 조직학적으로 다양해서 조직학적 유형에

따라 TS의 발현이나 역할이 다를 수 있다. 본 연구에서 TS 발

현은 조직학적 유형에 따라 다른 결과를 보였지만 통계적 유의성

은 없었다. 또한 생존 기간에서도 조직형에 따른 유의한 차이는

없었다. 좀 더 신빙성 있는 결론에 도달하기 위해서는 더욱 많은

증례를 대상으로 연구하고 각 조직학적 유형별로 결과를 비교해

야 할 것이다.

이상의 연구 결과, TS는 거의 모든 NSCLC에서 발현되었고

발현 정도가 대체적으로 높은 편이었다. 그리고 분화도가 나쁜 군

과 세포증식능이 높은 군에서 TS의 발현율이 높은 경향을 보였

다. 그러나 TS 발현 정도에 따른 생존율의 차이는 없었다. 
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