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유방암은 조기에 원격전이가 잘 일어나는 고형종양으로

환자의 생존율은 원격전이의 유무에 의해서 많이 결정된

다. 현재까지 이 원격전이나 재발을 줄이고 생존율을 증가

시키기 위하여 항암 화학요법과 호르몬 조절요법이 사용되

고 있으며 현재의 예후 인자로는 종양의 크기와 림프전전

이가 주된 지표로 사용되고 조직학적 분화도 호르몬 수용

체의 발현 유무나 c-erb-B2 등이 치료의 결정에 도움이 되고

있다. 그러나 재발이란 대부분은 유방암의 진단 당시에 다

른 장기에 전이가 일어나고 이 종양세포가 추후에 계속 자

라거나 보조치료로부터 살아 남아서 임상적으로 의미를 가

지는 크기로 자라면 전이나 재발로 판정하게 된다. 따라서

암의 생물학적 특징을 조기에 알기 위하여 타장기에 미세

한 전이가 존재하는가를 판정하려는 노력이 꾸준히 있어왔

다. 지금까지 두 가지 방법이 널리 쓰이는데 골수 세포에서

유핵세포 분획을 분리하여 상피세포에 존재하고 골수세포

에는 존재하지 않는 단백질에 대한 면역화학염색법을 이용

하여 전이세포를 발견하는 방법이 있고 다른 하나는 특정

단백질의 생성에 필요한 m-RNA를 역전사 중합효소반응

(RT-PCR) 법에 의해서 발견하는 방법이다.(1,2) 저자들은

RT-PCR 법을 개선하여 감수성을 높인 nested RT-PCR 법을

이용하여 골수 내에서의 미세전이를 검사하였으며 2년 이

상 추적관찰이 가능한 환자를 대상으로 하여 이 골수 전이

의 임상적 의의를 연구하였다.
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Influence of Bone Marrow Micrometastasis in
Recurrence and Survival of Breast Cancer
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Purpose : Breast cancers frequently develop distant me-
tastasis in the early phase. The survival rate of patients de-
pends on a distant metastasis. The occurrence of a micro-
metastasis has been related to the prognostic features of
breast cancer, such as a lymph node metastasis and the
presence of a vascular invasion. The aim of this study was
to examine the presence of RNA from epithelial tumors in
bone marrow from a series of breast cancer patients and
its correlation with the tumor staging and disease free
survival.
Methods : Bone marrow samples were obtained from 59
patients with breast cancer at the time of surgery. The
mononuclear fraction was separated and a nested reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) was
carried out for the detection of keratin-19 with different two
pairs of primers. After surgery, the patients were followed
up for a 3-month interval. Its correlation with the tumor size,
nodal involvement, stage, and recurrence was investigated.
Res ults : A bone marrow micrometastasis was detected by
nested RT-PCR for Keratin-19 mRNA in one case in 4 DCIS,
13 in 30 patients with T1, 11 in 20 patients with T2, and
all 4 cases in patients with a T3 lesion. Recurrence was
observed in 7 cases and all of them tested positive for a
micrometastasis in the bone marrow.
Conclus ion: The nested RT-PCR for keratin-19 mRNA from
the bone marrow in patients with breast cancer is sensitive

and reliable. Moreover, early recurrence has been observed
in patients with tumor mRNA present in the bone marrow.
Additional studies with a large number of patients and a long
term follow up are needed. (J Korean Surg Soc 2002;
63:384-389)
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방 법

환자의 대상은 1995년부터 1998년까지 아주대학교병원

에 내원하여 유방암으로 수술 받은 환자 중 골수 keratin-19

RT-PCR 법을 시행한 환자 59명을 대상으로 하여 검사결과

와 임상결과를 비교하였다.

실험방법은 수술 전후 골수 천자를 시행하여 골수를 채

취한 후 유핵 세포를 분리하고 이들 세포에서 acid guanidine

phenol chloroform 방법을 이용하여 total RNA를 추출한 후

keratin-19에 대한 RT를 시행한 후 각기 다른 두 쌍의 primer

를 이용하여 PCR을 시행하였다(Table 1). RT-PCR 후 증폭

된 DNA를 2% agarose gell에 전기 영동하여 확인하였다.

Total RNA에 대한 control은 베타 액틴(β-actin)을 이용하였

다. 자세한 과정은 다음과 같다.

1) RNA 추출

유방암 환자로부터 채취한 골수 10 ml을 lymphoprep

(Nycomed) 동량에 띄운 후 2,700 rpm에서 20분간 원심분리

하여 세포분획을 취하여 70oC에 보관하였다. Trizol (Gibco

BRL)을 첨가하여 total RNA 추출 후 분광광도계를 이용하

여 260과 280 nm에서 측정하여 순도와 농도를 측정하였다.

2) Oligonucleotide primer 합성

네 가지의 oligonucleotide primer는 human keratin 19 DNA

에 상보적으로 결합하는 DNA 단편으로서 external primer

set인 K19ES (external sense) 5'-aggtggattccgctccgggca-3' ,

K19EA (external antisense) 5'-atcttcctgtccctcgagc-3'는 RT-

PCR에 사용되어 461개 염기쌍의 산물을 합성하게 되며

inner primer set인 K19IS (internal sense) 5'-agtgtgtcttccaagg-

cagc-3', K19IA (internal antisensense) 5'-gacatgcgaagccaat-

atgagg-3'는 nested PCR에 사용되어 최종적으로 221개 염기

쌍의 PCR 산물을 합성하는 데 사용하였다(Table 1).

3) RT-PCR과 nested PCR

PCR 반응액(50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 9.0), 0.1

% Triton X-100, 200 uM dNTP, 2.5 mM MgCl2, 0.1mM DTT,

60 U M-MLV reverse transcriptase, 0.5 U taq polymerase, 12

U RNase inhibitor, 10 mM sense primer, 10 mM antisense

primer)에 total RNA 1μg과 DEPC 처리 DW를 넣어 반응액

의 최종량을 30μl로 하였다. DNA thermal cycler (Perkin

Elmer Cetus)를 이용하여 42oC에서 1시간 반응하여 cDNA를

합성하고 denaturation (94oC, 1분), annealing (57oC, 1.5분),

extension (72oC, 2분)의 PCR cycle을 35회 반복한 후 마지막

extension은 10분간 유지시켜 RT-PCR을 수행하였다. 이 시

료를 2μl를 취하여 위와 동일한 조건으로 nested PCR을 수

행하였다. 이 시료를 2% agarose gel에서 전기영동하여

ethidium bromide 염색 후 UV illuminator하에서 밴드를 확인

하였다. mRNA의 검출의 대조군으로 모든세포에서 발현되

는 β-actin의 RNA를 사용하였다(Fig. 1).

MCF7 세포주 10 ml의 감수성은 정상 혈액 유핵 세포 107

에 종양세포를 105개부터 1개까지 단계적으로 희석한 시료

를 이용하여 nested RT-PCR의 감수성을 확인하였다.

4) 환자의 추적관찰

환자는 3개월 간격으로 진찰을 시행하고 말초 혈액검사

와 흉부 촬영, 복부초음파 검사와 골 주사를 6개월 간격으

로 시행하여 재발여부를 검사하였다. 기존의 예후인자와

골수미세전이 여부 및 재발과의 관계를 Mann-Whitney 법을

이용하여 비교하였고 무전이 생존율에 대해서는 Kaplan-

Meier 법을 이용하여 생존곡선 간의 비교를 log-rank법으로

분석하였으며, 통계 분석은 SPSS 10.0을 이용하였다. P＜

0.05일 때 통계학적으로 유의한 것으로 판정하였다.

결 과

총 59명의 환자가 본 연구에서 분석되었다. 검사 방법의

감수성은 107의 세포가 포함된 혈액에서 10개의 암세포가

첨가된 것을 확인할 수 있어서 106
의 세포 중 하나의 세포

를 찾을 정도로 예민도가 높았다(Fig. 2).

1) 종양의 병기와 RT-PCR 결과와의 비교

DCIS 4예에서는 1예에서 양성을 보였으며 T1 병변에서는

Table 1. External and internal primer for keratin-19

External 5'-AGGTGGATTCCGCTCCGGGCA-3'’ (739∼759)
5'-ATCTTCCTGTCCCTCGAGCA-3'’ (1180∼1199)

Internal 5'-GACATGCGAAGCCAATATGAGG-3' (783∼804)
5'-AGTGTGTCTTCCAAGGCAGC-3'’ (984∼1003)

β-actin 5'-CGCTGTGTTGGCGTACAGGT-3'’
5'-TCATCACCATTGGCAATGAG-3'’

*Underlying areas are different base from pseudogene.
Fig. 1. Nested RT-PCR for beta actin. β-actin shows positive

result in all smples.



386 대한외과학회지：제 63 권 제 5 호 2002

30예 중 13예가 양성을 보였고 T2 병변에서는 20예 중 11예

에서 양성을 보였으며 T3 병변에서는 4예 중 전예에서 양

성을 보이고 T4 병변 1예에서는 음성을 보였다. N staging에

따라 비교하면 N0인 41예에서 20예가 양성을 보였고 N1인

11예 중 6예에서 양성을 보이고 N2인 7예 중 3예에서 양성

을 보였다. 병기에 따라 분류하여 보면 DCIS는 4예 중 1예

에서 양성을 보였고, 1기에서는 26명 중 11명, 2기에서는 22

명 중 13명, 3기에서는 7명 중 4명이 양성을 보였다(Table

2). 종양의 크기, 임파선 전이 유무, 병기와 골수미세전이

간에 통계적인 유의성은 나타나지 않았다.

2) 종양의 병기와 RT-PCR 결과와 재발과의 관계

총 59예 중 7예에서 재발이 있었다. DCIS에서 4명 중 재

발예는 없었으며 T1 병변 30예 중 1예가 재발이 있었고 T2

병변 20예 중 4예에서 재발하였고 T3 병변 4예 중 2예에서

재발하였고 T4 병변 1예는 재발하지 않았다. 림프절 전이

여부에 따라서는 N0 환자 41예 중 3예에서 재발하였고, N1

Fig. 2. Sensitivity test of RT-PCR. Nested RT-PCR for keratin-19
shows positive result in 10 cells in 10 million peripheral
nucleated blood cells.

Table 2. Tumor staging and bone marrow micrometastasis

BM mets ( ) BM mets ( ) Total P-value

Tumor size
DCIS 3 1 4
T1 17 13 30
T2 9 11 20
T3 0 4 4
T4 1 0 1 0.091

Node staging
N0 21 20 41
N1 5 6 11
N2 4 3 7 1.00

Staging
DCIS 3 1 4
Stage I 15 11 26
Stage II 9 13 22
Stage III 3 4 7 0.148

Total 30 29 54

*BM = bone marrow; mets = metastasis.

Fig. 3. Bone marrow micrometastasis and disease Free Survival
Disease free survival curves according to bone marrow
micrometastasis were statistically significant difference
between groups.

Table 3. Prognostic factors and tumor recurrence

Recur ( ) Recur ( ) Total P-value

Tumor size
DCIS 4 0 4
T1 29 1 30
T2 16 4 20
T3 2 2 4
T4 1 0 1 0.004

Node staging
N0 38 3 41
N1 9 2 11
N2 5 2 7 0.088

Stage
DCIS 4 0 4
Stage I 26 0 26
Stage II 18 4 22
Stage III 4 3 7 0.002

Bone marrow
micrometastasis
BM mets ( ) 30 0 30
BM mets ( ) 22 7 29 0.004

Total 52 7 59
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환자 11예 중 2예에서 재발하였고, N2 병변 7예 중 2예에서

재발하였다. 병기로 보면 DCIS 4예와 1기 26명에서 모두

재발은 없었으며, 2기 22명 중 4예, 3기 7예 중 3예가 재발하

였다. Keratin 19에 대한 RT-PCR 결과에 따른 재발률은

RT-PCR 음성 30예 중 재발은 없었으며 RT-PCR 양성 29예

중 7명이 재발하였다(Table 3).

골수미세전이와 재발과의 상관관계를 log rank test를 이

용하여 60개월의 추적관찰 후 생존곡선을 구했을 때 통계

적으로 유의한 차이(P=0.004)를 보였다(Fig. 3). 종양의 병기

또한 통계학적으로 유의한 차이(P=0.01)를 보였으며(Fig. 4)

종양의 크기나 임파선 전이 호르몬 수용체 유무에 따른 생

존곡선에서는 예후에 차이를 보였지만 통계학적인 의의는

없는 것으로 나타났다(Table 4).

고 찰

유방암의 예후인자로는 가장 중요한 것이 림프절 전이이

다. 이는 유방암의 생물학적 특징 중 임파선 전이를 잘 하는

종양인가의 여부에 의해 장기적인 생존과 관계되는 원격

재발의 척도가 되기 때문이다. 이에 비해 종양의 크기는 발

견된 시기와 관계가 있고, 호르몬 수용체는 종양 자체의 특

성과 함께 보조적인 치료법의 도입으로 종양의 성장을 억

제하는 방법이 있기 때문이기도 하다. 림프절 전이가 없는

유방암 환자의 30%에서 5년 내에 재발된다.(3) 따라서 이들

환자 중에서 추가적인 항암 치료를 받아야 하는 환자군을

찾기 위한 방법이 필요한 실정이다. 최근에 종양의 크기가

더 적은 유방암에 대한 항암 화학요법을 추천함에 따라 대

다수의 유방암 환자가 수술 후 항암 화학요법을 받고 있다.

유방암 환자에서 초기에 원격전이가 일어나고 이 종양들이

추후 성장하여 재발이 되며 국소재발 없이 원격재발을 보

이는 환자가 많고, 이러한 재발환자에서 골수전이가 많아

서 초기에 골수의 미세전이를 찾기 위한 연구들이 있어왔

다.(4-7) 미세전이를 발견하기 위한 방법으로는 면역화학염

색법, RT-PCR 등이 이용되고 있으나 전자의 경우 종양세포

의 정량적인 분석을 할 수 없고 종양세포의 수가 적은 경우

에는 발견이 어려워 검사의 예민도가 떨어지는 것으로 알

려져 있다.(8) 본 연구에서 골수전이의 표지자로 사용한 것

은 Keratin19로서 상피세포에서만 발현되는 것으로 골수세

포에서는 정상적으로 발현되지 않는다. 이러한 cytokeratin

에는 8,18,19 등이 있으며 이 중 keratin 8,18은 위양성이 많

은 것으로 알려져 있고 keratin 19는 유방암에서 높은 특이

성을 나타내고 혈액 및 골수에서 민감도가 높아 미세전이

의 표지자로 널리 연구되어왔다. 유방암세포의 원격전이를

세포수준에서 발견하기 위한 노력은 Dearnaley 등(9)이

1981년 처음 임상적으로 골수전이의 증거가 없는 환자에서

epithelial membrane antigen (EMA)를 이용하여 골수에서 미

세전이를 증명하였다. 이들은 골수 미세전이가 24예 중 10

예에서 있었으며 이들은 다른 환자에 비하여 보다 조기에

재발되는 것으로 보고하였다. 이 그룹에서는 기존의 예후

인자 중 재발이 많은 환자들에서 골수 미세전이가 많이 나

타나며 약 23%에서 양성이 보인다고 보고하였다.(10) 이들

은 또한 9.5년간의 장기적인 추적관찰에서 골수 미세전이

환자의 85%가 재발하여 골수전이가 없는 환자 중 31%만이

재발하는 것으로 보고하여 조기에 재발을 예측할 수 있으

며 예후인자로서의 가치를 인정하였다.(11,12) RT-PCR 법

은 특정세포들에서만 발현되는 단백질을 찾는 방법으로 단

백질의 전사에 필요한 mRNA를 DNA로 바꾸어 이를 증폭

하는 방법으로 이 방법을 이용한 유방암의 미세전이의 검

출은 Shoenfeld 등이 액와 림프절에서의 림프절전이의 검사

를 위해 처음 사용하였으며Kruger 가 처음으로 골수에서 검

사를 보고하였는데 24명의 유방암 환자의 골수 중 14예에

서 양성을 보고하였다.(13,14) Vannuchi 등(15)은 고용량 항

암화학요법 후 시행하는 말초 혈액 모세포 이식에 사용되

는 모세포에서도 유방암세포를 발견하고 이들 중에서 재발

이 빨리 발생하는 것으로 보고하여 그 유용성을 넓혔다. 최

근의 논문으로는 Braun 등(16)이 150명을 대상으로 하여 연

구한 것으로 면역염색법으로 골수 미세 전이를 검사하였으

Fig. 4. Tumor staging and disease Free Survival. Disease free
survival curves according to stage were statistically
significant difference between groups.

Table 4. Prognostic value of disease free survival curves acoording
each factors by log rank test

Prognostic factors P-value

Bone marrow micrometastasis 0.004
Lymph node metastasis 0.08
Staging 0.01
Lymphovascular invasion 0.017
Histologic grade 0.24
Estrogen receptor 0.73
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며 골수의 미세전이는 독립적인 예후인자라고 보고하였다.

최근에는 정량적 실시간 RT-PCR 법을 이용하여 보다 정

확하고 빠르게 검사하는 방법이 개발되고 있다.(17,18) 그러

나 Keratin 19에 대한 pseudogene이 보고되어 가양성의 가능

성을 보고하였다. 이 psuedogene은 Keratin 19와 매우 유사

한 아미노산 배열을 보이며 상피세포이외에서도 발현되어

가양성을 보인다고 한다.(19-23) 그러나 본 연구에서는 고

안된 Primer가 external primer의 경우 sense primer에서 2개의

nucleotide (749, 754번 염기)가 다르고 antisense에서 3개의

nucleotide에서 pseudogene과는 다른 배열을 보였으며 internal

primer의 경우 sense primer에서 4개(783,793,794,800번 염

기), antisense primer에서 2개의 nucleotide에서 염기배열의

차이를 보여 pseudogen과 겹치지 않게 제작되었으며 전체

염기배열에 있어서도 pseudogene과 primer 간에 중복이 없

음을 확인하여 이러한 점으로 보건대 pseudogene의 영향은

없을 것으로 생각한다(Table 1). Keratin 19는 keratin 8,18과

달리 골수세포에서는 발견이 잘 안되나 섬유아세포와 혈관

내피세포에서는 발현이 된다고 하였다. 또한 본 실험에서

사용된 nested RT-PCR 법은 RT-PCR 법을 이용하여 증폭된

것을 첫번 사용된 primer의 안쪽에서 다른 primer를 사용하

여 다시 한번 더 PCR을 시행함으로써 그 예민도를 높였다.

Nested RT-PCR법을 사용하여 유방암의 미세전이를 연구한

논문들은 최근에 들어서 보고되고 있으며 42%에서 49% 정

도의 골수미세전이를 보고하고 있어 일반적인 RT-PCR을

사용한 연구 보다 높은 양성률을 보였다.(24,25) 본 연구에

서 나온 결과도 다른 연구에서 일반적인 RT-PCR을 사용하

여 30% 내외의 결과를 보고 한 것보다 높은 51%가 나왔으

나 sensitivity test에서 다른 논문과 같이 백 만개 중의 하나

의 암세포를 발견할 수 있어서 차이를 설명하기는 힘들 것

이다. DCIS 4예 중 1예에서 양성을 보여 위양성의 경우를

배제할 수 없을 것으로 생각되며 그럼에도 불구하고 이

RT- PCR 법에 의한 검사에서 양성을 보인 경우에만 조기에

재발을 보임으로써 검사의 의의 있는 결과를 보였다. 본 연

구에서는 RT-PCR 검사의 결과에 상관없이 치료를 시행하

였으며 추적관찰도 같은 방법으로 시행하였다. 가장 예후

인자로서 뛰어난 병기와 비교하였을 때, 병기에 따른 재발

에서도 2기와 3기에서만 재발하여 가장 의의 있는 예후인

자였다. 임파선 전이나 호르몬 수용체의 유무, 조직학적 분

화도 등은 유방암의 예후를 결정하는 중요한 예후 인자들

이나(26) 본 연구에서는 생존율 곡선 간에 통계적으로 유의

한 차이를 나타내지 못하였다. 이는 검사의 예가 적고 재발

예가 적기 때문이라고 생각한다.

향후에 문제점으로 대두된 것은 위양성을 줄여서 치료적

으로 이용가치가 있는 방법으로 개발할 것인가 하는 것이

다. 위양성을 줄이기 위한 기술적인 방법으로는 피부절개

를 통해서 오염될 수 있는 가능성을 최소화하고 mammo-

globlin 등과 같은 보다 유방세포에 특이적인 유전자를 이용

하여 함께 사용하는 방법이 있으나 mammogloblin은 MCF

7 세포에서는 발현되지 않아서 이 또한 문제점을 가지고

있다.(27,28) 현재까지 유방암이 없는 환자에서의 골수의 채

취가 어려워서 특이성을 검사하지 못한 한계를 가지고 있

는데 이를 극복하기 위한 추가적인 연구도 필요할 것으로

생각한다.

결 론

유방암의 원격 미세전이를 검사하기 위한 keratin 19에 대

한 nested RT-PCR 법은 골수의 미세한 암세포를 검사할 수

있는 예민한 감수성을 보였다. 그러나 DCIS환자에서도 양

성예가 있어서 그 특이성에 문제가 있을 것으로 생각되고

개선이 요구된다. 유방암의 조기재발 환자는 모두 이

RT-PCR 검사의 양성을 보여 통계학적으로 의의있는 결과

를 보였다. 그러나 보다 장기적인 추적관찰과 증례를 통하

여 이 검사의 유용성에 대한독립적인 예후인자로서의 가능

성에 대한 연구가 필요할 것으로 생각한다.
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