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 and E and E and E and E----cadherin in the Colorectal Adenocarcinomacadherin in the Colorectal Adenocarcinomacadherin in the Colorectal Adenocarcinomacadherin in the Colorectal Adenocarcinoma    

    

HongHongHongHong,,,, Ran Ran Ran Ran    

Advisor : ProfAdvisor : ProfAdvisor : ProfAdvisor : Prof.... Lim Lim Lim Lim,,,, Sung Sung Sung Sung----Chul, M.D, Chul, M.D, Chul, M.D, Chul, M.D, 

Ph.DPh.DPh.DPh.D    

Department of MedicineDepartment of MedicineDepartment of MedicineDepartment of Medicine    

Graduate School of Chosun UniversityGraduate School of Chosun UniversityGraduate School of Chosun UniversityGraduate School of Chosun University    

    

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) involving down-regulation of E-cadherin 

is thought to play a fundamental role during early steps of invasion and metastasis of 

carcinoma cells. There are several EMT regulators including Snail, SIP1 (both are 

direct repressors of E-cadherin), and Twist (an activator of N-cadherin during 

Drosophila embryogenesis). Twist, a basic helix-loop-helix (bHLH) transcription 

factor, is a master regulator of gastrulation and mesoderm specification , and  has 

now been characterized as a newly found EMT-inducer and has been shown to be 

involved in tumor invasiveness and metastasis.  Slug, a member of the Snail family of 

transcription factors, plays a crucial role in the regulation of EMT by suppressing 

several epithelial markers and adhesion molecules including E-cadherin. The purpose 

of the present study was to examine the significance between expression of Twist 

and Slug and clinicopathological parameters in colorectal adenocarcinoma (CRA) as 
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determined by immunohistochemical analysis and the correlation between Twist, Slug 

and E-cadherin expression in CRA. Moreover, to elucidate whether Twist and Slug 

may be used as a novel parameter to predict prognosis in CRA. A semiquantitative 

scoring system was applied based on the intensity and extent of positive 

immunohistochemical staining. Twist and Slug expression was significantly related to 

tumor invasion depth (p=0.001, p=0.019, respectively), and showed inverse 

correlation with expression of E-cadherin (p=0.045, p<0.001, respectively). 

However, Twist and Slug did not influence overall survival. These results 

demonstrated that a positive role of Slug and Twist in tumor invasion in CRA, and 

inverse correlation between Twist and Slug expression and E-cadherin expression 

suggest that Twist and Slug may play some role in the EMT by inhibition of E-

cadherin activity. 
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ⅠⅠⅠⅠ. . . . 서서서서    론론론론    

    

상피-간엽 전환(Epithelial-Mesenchymal Transition, EMT)은 잘 알려진 발생학적 과정으로 

종양의 진행에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다.1 이는 종양의 침습과 전이를 

유도하는 중심기전 중 하나로 이 과정을 통해 상피세포는 극성을 소실하고, 간엽성 

표현형으로 전환된다.2,3 EMT 유도자들에는 Zeb1, SIP1 Slug, E47, Twist 등이 포함되며, 

이들은 E-cadherin의 발현을 억제함으로써 EMT와 전이를 유도한다.4 이전의 여러 

연구에서 EMT가 결직장샘암종의 진행과 공격성(aggressiveness)에 중요한 역할을 함이 

보고되어 왔다.5-7 Twist는 기초 나선-고리-나선 전사인자(basic helix-loop-helix (bHLH) 

transcription factor)로서 창자배형성(gastrulation)과 중배엽 특성화(mesoderm 

specification)의 주된 조절자로서8 자궁내막암9, 이행세포암10, 간암11, 전립선암12, 위암13 

등 여러 암종의 침습과 이로 인한 환자의 생존에서 Twist의 중요성이 보고되어 왔다. 

Slug는 전사인자인 Snail family의 한 종류로 E-cadherin을 포함한 여러 상피 

표식자(epithelial marker)를 억제함으로써 EMT를 조절하는데 중요한 역할을 한다고 알려져 

있으며 최근, 유방암, 식도의 편평세포암에서 Slug의 과발현과 환자의 짧은 생존기간과의 

유의한 관련성이 보고되어 있다.14  

국소 침습과 원격 전이는 악성상피종양과 연관된 이환율과 사망률의 주된 결정인자이다.15 

이 과정에는 단백용해작용의 증가(increased proteolysis)와 세포유착의 소실(loss of cell 

adhesion)이라는 세포 내 사건이 관여한다.16 금속단백분해효소(matrix metalloproteinases, 

MMP)는 아연과 칼슘 의존성 효소(zinc- and calcium-dependent enzymes)로서 기저막과 

세포외 기질(extracellular matrix, ECM)을 분해하는 능력을 통해 종양의 증식 과정 동안 

단백 분해를 증가시키는 중심매개체가 된다.17 Cadherin은 필수적인 칼슘의존성 세포막 

당단백질(Ca2+-dependent integral membrane glycoprotein)으로서 세포와 세포의 

유착부위(cell-cell adhesion junction)에 위치해 있으면서 주변세포와의 동종성 

접촉(homophilic contact)을 매개한다.18-20 Cadherin은 carboxy-terminal intracytoplasmic 

domain을 통해 β-catenin (88 kilodaltons [kD]) and γ-catenin (80 kD)과 
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상호작용함으로써 α-catenin에 결합하여 actin 분자에 연결된다.21  

E-cadherin은 상피조직의 세포유착부위에 위치하는 동종성의 칼슘의존성 세포유착분자로 

종양의 침습억제에 중요한 역할을 하며 E-cadherin의 기능이 소실되면 종양의 악성도가 

증가한다.22  대부분의 상피성 악성종양이 E-cadherin의 발현이 감소하거나 E-cadherin이 

불활성화를 보인다는 사실이 이러한 주장을 뒷받침하며 앞서 여러 연구에서 다양한 

종양에서 E-cadherin의 기능이 회복되었을 때 침습이 억제된다는 점을 밝힌 바 있다.23,24   

Cadherin이 매개하는 세포간 유착은 또한 초기 배아발생(embryonic development)에도 

중요한 작용을 하는데, 이 과정에서 상피-간엽 전환이라고 불리는 기전에 의해 수많은 

표현형의 변화가 발생한다.22  섬유모세포성 표현형(fibroblastic phenotype)을  획득하기 

위해서는 E-cadherin 소실이 동반되어야 하는데, 이로써 세포가 상피조직으로부터 

분리되어 자유롭게 이동할 수 있게 된다. 이는 창자배형성 운동(gastrulation movement)과 

신경릉(neural crest) 형성에 중요한 사건일 뿐 아니라 악성 상피 종양세포의 침습과 전이의 

초기 단계에 기본적인 역할을 하는 것으로 알려져 왔으며,25  또한 이렇게 EMT를 유발하여 

종양의 증식, 침습, 전이에 관여할 동일한 역할의 다양한 분자들이 존재함을 시사한다.22 

악성종양에서 E-cadherin이 매개하는 세포유착체계(cell adhesion system)를 

불활성화시키는 다양한 기전이 알려져 있는데, 유전자 변이(gene mutation), 촉진자 

고메틸화(promoter hypermethylation), 염색질 재배열(chromatin rearrangement), 번역 후 

절단 혹은 변이(post-translational truncation or modification) 등이 이에 속한다. 최근에 

각광받고 있는 기전으로는 전사억제자(transcriptional repressor)가 있으며,26-29  Snail, Slug, 

ZEB, Twist 등이 이에 포함된다.4  

본 연구에서는 결직장샘암종 109예를 대상으로 면역조직화학적 염색으로 Twist, SLUG, 

E-cadherin의 발현양상을 관찰하였고, 또한 이들의 발현양상과 여러 임상병리학적 

인자들과 환자의 생존기간과의 연관성을 살펴 보고자 하였다.     
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ⅡⅡⅡⅡ. . . . 재료재료재료재료    및및및및    방법방법방법방법    

    

1. 1. 1. 1. 증례증례증례증례    선정선정선정선정        

1992 년 1 월부터 2004 년 12 월까지 13 년 동안 조선대학교병원에서 결직장샘암종 

진단 하에 외과적 적출술을 시행한 환자 중 생존여부 및 사망일을 확인할 수 있으며 

조직보관 상태와 의무기록이 양호한 109 명의 환자를 비연속적으로 선택하였다. 모든 

증례는 T 병기(종양침습 정도), N 병기(국소림프절 전이 유무), M 병기(원격전이 유무) 및 

임상병기를 구분하였으며 환자의 생존여부 및 사망일은 전화 및 우편으로 확인하였다.  

 

2. 2. 2. 2. 조직병리학적조직병리학적조직병리학적조직병리학적    분석분석분석분석    

1) 1) 1) 1) 광학현미경적광학현미경적광학현미경적광학현미경적    검사검사검사검사    

 환자의 임상기록과 병리과 조직 슬라이드 화일을 후향적으로 분석하여 각 종양을 

재검토하고 나이, 성별, 종양의 크기 및 조직학적 형태 및 침윤 깊이, 림프절 또는 원격 

전이 유무, 그리고 Twist, Slug 및 E-cadherin 의 발현 등을 확인하였다. 병기는 American 

Joint Committee on Cancer의 TNM staging system30 에 따라 정하였다.  

관찰 대상이 된 조직들은 10% 중성 포르말린에 고정 후 제작한 파라핀 포매 조직을 4-

5㎛ 두께로 박절하여 H&E 염색을 실시 후 광학현미경으로 검경하고 연구 목적에 부합되는 

대표적인 부위를 선택하여 면역조직화학적 염색을 위한 슬라이드를 제작하였다. 

    

2) 2) 2) 2) 면역조직화학적면역조직화학적면역조직화학적면역조직화학적    염색염색염색염색    

 파라핀 포매 조직을 4㎛ 두께로 박절하여 X-traTM슬라이드(Surgipath, Richmond, USA)에 

부착하여 xylene에 탈파라핀한 뒤 무수 알코올, 90%, 75% 및 50% 에탄올에 각각 2분씩 

처리하여 함수시킨 후 LSAB 방법에 의해 염색을 시행하였다. 항원성 회복을 위하여 citrate 

완충액 (10mM, pH 6.0)에 슬라이드를 담가 전자오븐에 15 분간 끓인 후 실온에 방치시켜 

20 분간 식힌 후 50mM Tris 완충용액(TBS, pH 7.5)으로 수세하였다. 조직절편내의 내인성 

과산화효소의 활성을 억제하기 위하여 0.3% hydrogen peroxide-methanol에 10 분간 처리 
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후 증류수로 세척하고 차단항체를 실온에서 10 분간 반응시킨 뒤 1 차 항체 Twist 

(dilution-1:100), Slug (dilution-1:100)을 overnight 시켰으며, E-cadherin (dilution-

1:100)을 37℃ 배양기에서 1 시간 반응시켰다. Tris 완충액으로 세척하고 Twist에 대한 

염색은 goat ImmunoCruzTM Staining System: sc-2053 (Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA)을, Slug와 E-cadherin에 대한 염색은 LSAB Kit를 이용하여 비오틴이 

함유된 2 차항체를 실온에서 10 분간 반응시킨 후 tris 완충액으로 수세하고, peroxidase가 

결합된 streptavidin 용액에 10 분간 반응시켰다. Tris 완충액으로 세척 후 DAB 

(diaminobenzoic acid)로 발색하였다. Mayer's hematoxylin으로 대조염색을 시행하고, 

ClearmountTM Mounting Solution (Zymed Laboratories, South San Francisco, CA, 

USA)으로 봉입하였다.  

 양성 대조군으로는 대장 샘종 및 정상 대장 점막조직을 이용하였으며, 음성 대조군으로는 

1 차 항체 대신 tris 완충액을 사용하였다. 

    

3)3)3)3)    면역조직화학적면역조직화학적면역조직화학적면역조직화학적    염색의염색의염색의염색의    판정판정판정판정    

 염색 결과 판정은 주관성을 배제하기 위하여 환자의 임상경과를 알지 못하는 2 인의 

병리의사에 의해 시행되었다. Twist와 Slug는 핵에 염색되는 경우를 양성으로 판정하고 

종양세포 내의 염색 강도를 4 등급(0:음성, 1:약양성, 2:양성, 3: 강양성)으로 나누고 전체 

종양세포 중 양성을 보이는 종양세포의 범위를 다섯 등급(0: 0%, 1: 1-25%, 2: 26-50%, 3: 

51-75%, 4: 76-100%)으로 나누어 염색 강도에 대해서 0, 1, 2, 3점, 염색 범위에 대해서 0, 

1, 2, 3, 4점을 부여하였다. 염색범위는 종양세포의 밀도가 높은 부분을 4 개 이상의 고배율 

시야(×400배)에서 1,000개의 종양세포 중 양성인 세포의 수를 세어 백분율을 구하였다. 

염색 강도와 범위의 점수를 합하여 0(0), 1(1-2), 2(3-5), 3(6-7)점으로 다시 재분류한 후 

이 점수를 최종 점수로 통계분석에 사용하였다. 또한 최종점수가 6 이상인 경우 고등급(6-

7), 그 미만을 저등급(0-5)으로 나누어 별도로 분석하였다.9 E-cadherin은 세포막에 발현을 

보이는 종양세포의 백분율을 구하고 이를 점수화하여 0(<5%), 1(5-25%), 2(26-50%), 

3(51-75%), 4(76-100%)로 분류하고 염색강도에 따라 0(음성), 1(약양성), 2(양성), 

3(강양성)으로 분류한 후 염색강도와 염색범위을 합을 구하고, 6 이상의 점수를 고등급으로 

간주하였다.9  
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3. 3. 3. 3. 통계학적통계학적통계학적통계학적    분석분석분석분석    

결직장암종에서 Twist, Slug, E-cadherin 단백의 발현과 여러 임상병리학적 요소들, 

생존율 또는 생존기간과의 관련성, 여러 임상병리학적 요소들과 생존율 또는 생존기간과의 

관련성, 결직장샘암종 중 원발암과 전이암에서의 Twist, Slug, E-cadherin의 발현의 차이에 

대한 통계학적 분석은 χ2 test, Kendall’s tau-b correlation coefficient, Kaplan-meier 

survival test를 이용하였으며, 통계학적 유의 수준은 p＜0.05로 하였다. 분석은 Stat View 

software package (Abacus Concepts, Berkeley, CA, USA) 프로그램을 사용하였다. 
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ⅢⅢⅢⅢ. . . . 결결결결        과과과과    

 

1. 1. 1. 1. 임상임상임상임상    및및및및    병리병리병리병리학적학적학적학적    소견소견소견소견    

임상병리학적 자료는 표 1에 요약하였다. 전체적인 성비는 남자:여자가 55:54로 거의 

비슷한 빈도로 나타났으며 연령 대는 40 대 이하 (14례, 12.9%), 50 대(26례, 23.9%), 60 

대(40례, 36.7%), 70 대 이상(29례, 26.7%)으로 분포되었다. 종양의 위치는 우측 결장 19 

례(17.5%), 횡행결장 8 례(7.3%), 좌측 결장 20 례(18.3%), 직장 62 례(56.9)로 직장에 

집중되어 있었으며 대부분 고등도 혹은 중등도의 분화(well to moderate differentiation)를 

보였으나 7 례(6.4%)에서 분화가 좋지 않았으며(poor differentiation), 14례(12.8%)는 

점액양 샘암종(mucinous adenocarcinoma)이었다.  

    

2. 2. 2. 2. TwiTwiTwiTwist st st st 면역조직화학적면역조직화학적면역조직화학적면역조직화학적    발현에발현에발현에발현에    따른따른따른따른    임상병리학적임상병리학적임상병리학적임상병리학적    의의의의의의의의    

Twist에 대한 면역조직화학 염색 결과는 염색 강도(0,1,2,3)와 염색 범위(0,1,2,3,4)를 

더한 값을 그룹화하여 각각 0(0), 1(1-2), 2(3-5), 3(6-7)으로 분류하였으며 이를 최종 

점수로 간주하여 여러 임상병리학적 요소들과의 연관성을 분석하였다(표 2). 또한 이를 

저등급(0-5), 고등급(6-7)으로 다시 분류하여 동일한 분석을 시도하였다. 결직장샘암종 

환자 109 례 중 Twist 단백발현은 15 례(17.8%)이 음성을 보였으며 양성판정을 받은 

증례를 분류하면 1점이 6 예(5.5%), 2점이 40 예(36.7%), 3점이 48 예(44.0%)이었다. 또한 

이를 고등급과 저등급으로 이분하였을 때 저등급 발현이 61례(56.0%), 고등급 발현이 

48례(44.0%)이었다. Twist 단백발현 정도와 여러 임상병리학적 인자들과의 관련성을 

분석하였을 때 4 등급 분류와 2 등급 분류 모두에서 종양의 침습정도(pT stage)와 종양의 

분화도에 따라 Twist 단백의 발현 정도가 증가하는 것으로 나타났으며 이는 통계학적 

유의성을 보였다(p=0.001, p<0.001). 즉 종양의 침습 정도에 비례하여 Twist 단백의 

발현이 증가하며, 종양의 분화도에 따른 단백발현을 살펴 보았을 때 분화가 좋은 종양에 

비해 분화가 좋지 않거나 점액양 샘암종의 증례에서 Twist 단백발현이 증가하는 것으로 
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나타났다(Figure 1, 2). 분화도에 따른 분류와 함께 점액양 샘암종과 비점액양 샘암종을 

분류하여 Twist 단백발현을 비교할 경우 점액양 샘암종에서 통계적으로 유의하게 높은 

발현율을 보였다(p=0.001, p<0.001). 또한 Twist 발현의 평가 방법 중 염색 

강도(intensity)가 여러 임상병리학적 인자들 중 림프절 전이 여부와 임상적 병기와 유의한 

상관관계를 보였다 (p=0.012, p=0.027). 그러나 이 이외의 임상병리학적 인자(림프절 전이 

여부, 타 장기 전이 여부, 임상적 병기)와 Twist 단백 발현은 유의한 상관성을 보이지 

않았다.  

    

3333. . . . SlugSlugSlugSlug    면역조직화학적면역조직화학적면역조직화학적면역조직화학적    발현에발현에발현에발현에    따른따른따른따른    임상병리학적임상병리학적임상병리학적임상병리학적    의의의의의의의의    

Slug의 면역조직화학 염색 결과를 분석해 보았을 때 109 례의 증례 중 음성의 결과를 

보이는 증례가 6 례(5.5%)이었으며 양성 판정을 받은 증례를 분류하면 1 점이 11 

례(10.1%), 2 점이 32 례(29.4%), 3 점이 60 례(55.0%)이었으며 이를 고등급발현과 

저등급발현으로 이분하였을 때 49례(45.0%)가 저등급 발현을, 60례(55.0%)가 고등급 

발현을 보였다. Slug 단백발현 양상과 여러 임상병리학적 인자들과의 상관성에 대한 분석을 

표 3에 나타나 있다. Slug  단백 발현양상은 Twist 단백과 유사한 결과를 보였는데, Slug 

발현정도를 0, 1, 2, 3점으로 분류하여 비교해 보았을 때 종양의 침윤 깊이가 증가할수록 

발현이 증가하였으며(p=0.019), 또한 이를 저등급, 고등급으로 이분하여 비교하였을 때 

역시 동일한 결과를 보였다(p=0.03). 점액양 샘암종과 분화가 좋지 않은 종양은 분화가 

좋은 종양에 비해 Slug발현이 증가하였다.(p=0.019, p<0.001). (Figure 1, 2) 또한 

점액양샘암종과 비점액양 샘암종의 구분에 따른 Slug 단백발현을 비교하였을 때 점액양 

샘암종에서 높은 발현율을 보였으며 이는 Twist의 결과와 동일했다. (p=0.001, p<0.001) 

    

4. Twist4. Twist4. Twist4. Twist와와와와    SlugSlugSlugSlug    면역조직화학적면역조직화학적면역조직화학적면역조직화학적    발현의발현의발현의발현의    상관관계상관관계상관관계상관관계        

Twist 단백과 Slug 단백의 면역조직화학검사 결과를 토대로 두 단백 사이의 상관관계를 

분석하였을 때 강한 양의 상관관계를 보이는 것으로 나타났다(p<0.001) (Figure 1, 2) 
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5. E5. E5. E5. E----cadherin cadherin cadherin cadherin 면역조직화학적면역조직화학적면역조직화학적면역조직화학적    발현에발현에발현에발현에    따른따른따른따른    임상임상임상임상    병리학적병리학적병리학적병리학적    의의와의의와의의와의의와    

TwistTwistTwistTwist와와와와    SlugSlugSlugSlug의의의의    발현과발현과발현과발현과의의의의    상관관계상관관계상관관계상관관계    

E-cadherin은 전체 환자 중 67 례(61.5%)에서 발현이 되지 않거나 약하게 발현되었으며 

42 례(38.5%)에서 강하게 염색되었다. 여러 임상병리학적 인자들과의 유의한 상관성은 

보이지 않았으나 종양의 분화도와의 상관성을 분석하였을 때 중등도-저등도-점액양 

샘암종의 순서로 갈수록 E-cadherin의 발현이 떨어지는 것으로 나타났으며(p=0.001) 이를 

점액양 샘암종과 비점액양 샘암종으로 구분하여 비교 분석하였을 경우에도 통계학적으로 

유의한 차이를 보이며 점액양 샘암종에서 E-cadherin 발현이 떨어지는 것이 

확인되었다(p=0.007).(표 4) Slug와 Twist단백의 발현양상과 비교해 보았을 때 Slug와 

Twist가 강하게 발현하는 부분에서 E-cadherin의 발현이 감소하거나 발현하지 않는 경향을 

보여 Twist 단백과 Slug 단백 모두 E-cadherin과 통계학적으로 유의한 역 상관관계를 

보였다. (Twist : p=0.045, Slug : p<0.001) (표 5) (Figure1,2)   

    

6666. Twist, . Twist, . Twist, . Twist, SlugSlugSlugSlug    단백발현과단백발현과단백발현과단백발현과    환자환자환자환자    예후예후예후예후와와와와의의의의    상관관계상관관계상관관계상관관계                    

109 명의 환자들 중 25 명이 추적관찰 도중 사망하였다. 환자의 생존기간에 대한 

분석을 시행하였을 때 Twist와 Slug 단백은 환자의 생존기간과 유의한 상관관계를 보이지 

않았으나 여러 임상병리학적 인자들 중 림프절 전이가 환자의 생존기간과 유의한 

상관관계를 보였다(p=0.017). Cox 회귀분석을 이용한 다변량 분석을 시행하였을 때에도 

림프절 전이가 환자의 생존에 영향을 미칠 수 있는 독립적인 예후 인자로 확인되었다.  
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ⅣⅣⅣⅣ. . . . 고고고고    찰찰찰찰    

 

결직장 샘암종은 전세계적으로 세 번째로 가장 흔한 악성종양이다.31  다른 장기의 

대부분의 악성종양에서와 같이 결직장 샘암종에서도 종양발생의 위험과 관련된 조건들이 

존재한다. 결직장샘암종의  병인은 자연발생경로 (de novo pathway) 이외에 ‘샘종-샘암종 

서열(adenoma-carcinoma sequence)’ 이라고 알려져 있는 임상적, 조직병리학적 변화로 

특징지을 수 있는데, 이는 1990년대에 Fearon과 Vogelstein에 의해 제안된 것으로 기존에 

알려진 여러 발암 유전자들과 종양억제유전자들의 점진적인 유전자 변화의 과정에 의해 

발생하는 것으로 여겨지고 있다.32  이 ‘선종-샘암종 서열’에서 정상 상피가 과증식되고, 

이로써 선종성 폴립이 발생하며 이어 악성 종양으로 진행한다.33 이 과정에는 2 가지의 

병인론적으로 분명히 구별되는 경로가 있는데, APC/β-catenin 경로와 현미부수체 불안정성 

경로(microsatellite instability pathway)가 그것이며 두 경로 모두 점진적인 다중 

돌연변이의 축적과정을 포함한다.32 여러 연구에서 결직장 샘암종에서 종양억제자 

adenomatous polyposis coli (APC) 유전자의 돌연변이에 대해 보고하였다.34-36   

APC의 주된 종양억제기능은 Wnt 신호전달체계의 중요한 인자인 세포내 β-catenin의 

proteosomal degradation를 매개하는 능력에 있는 것으로 알려져 있다.37 결직장 

샘암종에서 APC와 β-catenin의 돌연변이로 세포 내 β-catenin 농도의 조절이 이루어지지 

않게 되고, 따라서 β-catenin의 핵내 축적을 가져온다.37 이로써 Wnt 표적 유전자가 

비정상적 발현을 하게 되며 결국 결직장샘암종이 발생하게 한다.38 흥미롭게 β-catenin은 

또한 E-cadherin의 세포질 도메인과 상호작용하여 α-catenin과 결합함으로써 actin 

세포골격과 연결된다.39 결직장 샘암종에서도 앞서 언급한 E-cadherin 억제의 여러 

기전들이 보고되었는데, 유전자 돌연변이와 촉진자 고메틸화뿐만 아니라 E-cadherin 

전사억제와 이와 관련된 Snail의 상향조절이 결직장 샘암종의 증식에 중요한 역할을 하는 

것으로 여겨지고 있다.40-42 

EMT 프로그램을 조절하는 중요한 인자들 중 하나인 Twist 단백은 고도로 보존된 기초  

나선-고리-나선 전사인자(highly conserved basic helix-loop-helix transcription factor)로 

축(axis)과 패턴형성을 매개한다.8 암종의 전이에서 Twist 역할의 증거는 유방암 동물 
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모델에서 처음 보고되었으며, 이는 전이된 유방암 세포에서 Twist에 의해 유도된 EMT가 

종양세포 침습을 촉진하는데 중요한 역할을 하고 있음을 시사한다.43 추가적인 연구들에서 

Twist가 인간의 여러 암종의 발병과 진행에 관여하는 새로운 인자가 될 수 있음을  

제시하고 있는데, 위암13, 간암11, 전립선암12, 유방암44, 자궁내막암9, 이행세포암10, 

흑색종45, 횡문근육종46 등 여러 다양한 암종에서 Twist가 높게 발현됨이 확인되었다. 본 

연구에서도, 결직장샘암종 환자의 40.5%에서 Twist의 과발현을 확인하였다. Twist의 발현은 

종양의 침윤 깊이(p=0.001)와 종양의 발현도(p=0.003)에 통계적으로 유의한 상관관계를 

보이며 증가하는 양상을 보였다.  Twist의 조절 기전은 아직 더 밝혀져야 하나, Fackler 

등47은 유방암에서 Twist 유전자의 프로모터(promoter)가 침윤관암종(invasive ductal 

carcinoma)에 비해 침윤소엽암종(invasive lobular carcinoma)에서 덜 메틸화됨을 밝혔은데, 

침윤관암종은 침윤소엽암종에 비해 더 높은 Twist 발현을 보이는 것으로 알려져 있다. 또한 

Mehrota 등48은 유방암에서 전이부위에 비해 원발부위에서 Twist유전자의 촉진자의 

고메틸화가 더 자주 관찰된다고 하였다. 따라서 어떻게 Twist의 촉진자 부위의 메틸화가 

임상 경과에 영향을 미치는지 연구하는 것도 흥미로운 일일 것이다.9 Twist의 고발현과 E-

cadherin 발현감소와의 중요한 상관관계가 자궁내막암9과 간암11에서 밝혀진 바 있다. E-

cadherin 발현의 소실은 EMT의 중요한 요소로써 E-cadherin 발현을 억제하는 주요한 

기전 중 하나가 촉진자 부위의 E-box를 통해 E-cadherin의 전사를 억제하고, E-

cadherin의 촉진자 활성이 억제된 인간의 유방상피세포에서 Twist가 과발현되는 

것이다.13,44 Twist와 같이 다른 EMT 유도자들, Zeb1, SIP1, Slug, Snail, E47 등도 E-

cadherin 억제를 통해 EMT와 전이를 유도하게 된다.5  

본 연구에서 Twist와 Slug의 발현은 E-cadherin의 발현과 역 상관관계를 보이는 것이 

확인되었다.(p=0.045, p<0.001) 또 다른 기전으로 Yang 등49은  Twist가 HIF-1(Hypoxia-

Inducible Factor-1)의 하부(downstream) 표적이며 저산소증과 HIF-1의 과발현에 의해 

유도되는 전이성 표현형(metastatic phenotypes)에 중요한 역할을 한다고 보고하였다.  

또한 이들은 저산소증이나 HIF-1이 직접적으로 Twist를 활성화시킴으로써 EMT를 

유도한다고 제안하였는데, 직접적인 Twist의 활성화가 아마도 저산소증에 의한 종양의 진행 

및 전이를 야기하는 초기 단계이자 중요한 기전으로 작용하는 것으로 추정된다. 최근에 

악성종양 세포가 항암제 내성을 획득하는데 있어 Twist의 기능이 보고되었다.9  Twist의 
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과발현은 미세관표적 항암제(microtubular-targeting anticancer drug)에 대한 

세포저항성(cellular resistance)과 연관이 있다고 한다.50 종양세포가 Twist를 이소성 

발현(ectopic expression)을 하게 되면 이러한 약제에 대한 저항성이 생기게 된다.50 

Dupont 등51은 Twist가 비활성화되면 DNA를 손상시키는 항암제인 etoposide에 유도되는 

세포자멸사(cell apoptosis)가 증가함을 밝혔다.  

Slug (SNAI2)는 zinc-finger 전사인자인 Snail 집단의 한 종류로 병아리 배아(chick 

embryo)의 신경릉과 발달중인 중배엽에서 처음 확인되었다.52 이는 EMT가 진행중인 

발생단계의 병아리 배아에서 높은 수준으로 발현되며, 원시삭(primitive streak),  

endocardial cushion, decondensing somites 등의 형성과 구개 폐쇄 시에 중요한 작용을 

한다.14  최근 Snail family 전사인자들이 E-cadherin을 억제한다고 보고되었는데,53  Snail 

전사인자들에는 Snail (SNAI1)와 Slug 등이 포함되며 이 두 단백은 모두 인간의 다양한 

암종과 관계있다. 예를 들면, 이전의 연구에서 생체 내 조건에서(in vivo) E-cadherin 

억제자로서 Slug가 유방암과 식도의 편평상피세포암종에서 나쁜 예후와 관련있다는 점이 

보고된 바 있다.54-56  

본 연구에서 Slug는 109 례의 결직장 샘암종 중 60 례(55.0%)에서 과발현되었으며, 

Twist 의 결과와 동일하게 종양의 침습 정도(pT)에 따라 유의하게 그 발현이 

증가하였다(p=0.001). 또한 E-cadherin 발현과 비교하였을 때 강한 역 상관관계를 보이는 

것이 확인되었다.(p<0.001) Garinis 등57 이 보고한 바에 의하면 결직장 샘암종에서는 잦은 

E-cadherin의 소실이 나타나며 이는 대부분(약 80%)이 촉진자 고메틸화때문이다. 하지만 

결직장샘암종에서 고메틸화이외의 E-cadherin의 소실을 조절하는 기전은 아직 잘 

밝혀지지 않았다.57 그러나 몇몇 연구에 의하면 결직장 샘암종 생물학에 중요한 수많은 

유전자들이 E-box motif를 함유하고 있으며, E-cadherin도 이러한 E-box motif를 함유하는 

종양 억제자들 중 하나로 결장의 발암과정의 개시와 증진기(promotion phase)에 중요한 

역할을 하는데58 SNAIL은 앞서 기술한 Twist와 같이 유전자 촉진자의 E-box motif에 

결합한다.59  유방암에서는 SNAIL 과발현이 E-cadherin silencing의 complementary 혹은 

alternative 기전을 의미한다는 결과도 있다.60 Truncation이 APC 불활성화에 가장 흔한 

기전인데 반하여, APC의 전사억제는 실험적 결장 발암과정에서 가장 초기에 관찰되는 

사건으로 알려져 있는데,61 이렇게 종양의 개시(initiation)시에 중요한 APC 종양억제유전자 
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역시, 그 촉진자 부위에 E-box motif를 함유하고 있으며, 따라서 잠재적인 Snail의 표적이 

될 것이다.59  

본 연구결과는 Twist와 Slug가 결직장샘암종의 종양세포에 좀 더 침습적 표현형(invasive 

phenotype)의 성격을 부여하는 새로운 발암유전자임이 증명되었다. Twist 와 Slug의 

발현은 종양의 침습 정도가 증가함에 따라 유의하게 증가하였으며, E-cadherin과는 두 

인자 모두 역 상관관계를 보인 반면, Twist와 Slug 상호간에는 강한 양의 상관관계를 보여 

Twist와 Slug가 아마도 EMT 통로를 통해 종양세포에 좀 더 침습적인 표현형을 부여해 줄 

수 있는 새로운 발암유전자임을 시사해 준다. 향후 Twist와 Slug를 비롯한 여러 EMT 

조절자들의 분자적 기전에 대한 더 많은 연구가 필요하지만, 본 연구 결과를 토대로 

Twist와 Slug가 결직장샘암종의 임상치료에서 종양침습과 전이에 대한 예후인자로서의 

가이드라인을 제시해 줄 수 있을 것으로 생각된다.  
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ⅤⅤⅤⅤ. . . . 결결결결    론론론론    

    

결직장샘암종에서 악성상피종양과 연관된 이환율과 사망률의 주된 결정인자인 국소침습과 

원격전이에 중요한 역할을 하는 E-cadherin의 소실로 대표되는 세포유착소실의 기전을 

알아보고자 결직장샘암종 109 예를 대상으로 면역조직화학적 염색으로 E-cadherin의 

발현양상과 상피-간엽전환조절자로 알려져 있는 Twist, Slug의 발현양상을 관찰하였고, 

또한 이들의 발현양상을 서로 비교하고, 또한 여러 임상병리학적 인자들과의 연관성을 

살펴 보았다.  

 결직장샘암종에서 Slug, Twist의 과발현을 확인하였고, 이들 단백은 상호간에 강한 양의 

상관관계를, E-cadherin과는 역 상관관계를 보였다. 또한 Slug, Twist 단백발현은 종양의 

침습 정도가 증가함에 따라 유의하게 증가하였으며 종양의 분화도가 떨어질수록 증가하는 

경향을 보였다. 이러한 소견으로 볼 때 Twist와 Slug가 아마도 EMT 통로를 통해 

종양세포에 좀 더 침습적인 표현형을 부여해 줄 수 있는 새로운 발암유전자임을 시사해 줄 

것으로 생각되며 향후 Twist와 Slug를 비롯한 여러 EMT 조절자들의 분자적 기전에 대한 

더 많은 연구가 요구되지만, 상기의 결과를 토대로 Twist와 Slug가 결직장샘암종의 

임상치료에서 종양침습과 전이에 대한 예후인자로서의 가이드라인을 제시해 줄 수 있을 

것으로 사료된다.  
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Table 1. Summary of clinicopathologic features 

Characteristics No (%) 

Age  

  ≤49 14(12.9) 

  50-59 26(23.9) 

  60-69 40(36.7) 

  ≥70 29(26.7) 

Gender  

  Male 55(50.5) 

  Female 54(49.5) 

Tumor location  

  Right colon 19(17.5) 

  Transverse colon 8(7.3) 

  Left colon 20(18.3) 

  Rectum 62(56.9) 

Differentiation  

  Mild/Moderate 88(80.7) 

  Poor 7(6.4) 

  Mucinous 14(12.8) 
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Table 2. Relation between Twist expression and the clinicopathohologic features of the 

colorectal adenocarcinomas (%) 

Twist expression Twist 

expression Variables n 

0 1 2 3 

p– 

value 
low

1111 high
2222 

p- 

value 

1 2 1 0 1 0 2 0 

2 23 6 3 10 4 19 4 

3 79 8 3 25 43 36 43 

T 

Stage 

4 5 0 0 4 1 

0.001
#### 

4 1 

0.017
#### 

0 73 10 4 23 36 37 36 N  

stage 1 36 5 2 17 12 
0.429 

24 12 
0.151 

0 106 15 6 38 47 59 47 M 

stage 1 3 0 0 2 1 
0.701 

2 1 
1.0 

low
aaaa 75 10 4 24 37 38 37 Clinical 

stage High
bbbb 34 5 2 16 11 

0.337 
23 11 

0.144 

W/M
**** 87 15 5 37 30 57 30 

P
**** 8 0 1 2 5 3 5 

Differen-

tiation
1111
 

M
**** 14 0 0 1 13 

<0.001
#### 

1 13 

<0.001
#### 

Differen-

tiation
2222
 

N/M
**** 

M
**** 

95 

14 

15 

0 

6 

0 

39 

1 

35 

13 
0.001

#### 
60 

1 

35 

13 
<0.001

#### 

Total 
109 

(100) 

15 

(13.8) 

6 

(5.5) 

40 

(36.7) 

48 

(44.0) 
 

61 

(56.0) 

48 

(40.5) 
 

(Clinical stage – low
aaaa:clinical stage ⅠandⅡ, high

bbbb:clinical stage≥Ⅲ) 

(Twist expression - low
1111:score 0~2, high

2222:score 3) 

(W/M
****:well to moderate differentiation, P

****:poor differentiation, M
****:mucinous adenocarcinoma) 

(N/M
****    
: Non-mucinous adenocarcinoma, M

****
 : Mucinous adenocarcinoma) 

(
####:statistically significant, p<0.05) 
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Table 3. Relation between Slug expression and the clinicopathohologic features of the 

colorectal adenocarcinomas (%) 

Slug expression Slug expression 
Variables n 

0 1 2 3 

p– 

value low
1111 high

2222 

p- 

value 

1 2 1 0 0 1 1 1 

2 23 1 4 11 7 16 7 

3 79 4 7 19 49 30 49 

T 

Stage 

4 5 0 0 2 3 

0.019
#### 

2 3 

0.030
#### 

0 73 5 7 21 40 33 40 N  

stage 1 36 1 4 11 20 
0.678 

16 20 
1.000 

0 106 6 11 31 58 48 58 M 

stage 1 3 0 0 1 2 
0.511 

1 2 
1.0 

low
aaaa 75 5 7 22 41 34 41 clinical 

stage high
bbbb 34 1 4 10 19 

0.730 
15 19 

1.0 

W/M
**** 87 6 10 32 39 48 39 

P
**** 8 0 1 0 7 1 7 

Differen-

tiation
1111
 

M
**** 14 0 0 0 14 

0.001
#### 

0 14 

<0.001
#### 

Differen- 

tiation
2222
 

N/M
**** 

M
**** 

95 

14 

6 

0 

11 

0 

32 

0 

46 

14 
0.001

#### 
49 

0 

46 

14 
<0.001

#### 

Total 
109 

(100) 

6 

(5.5) 

11 

(10.1) 

32 

(29.4) 

60 

(55.0) 
 

49 

(45.0) 

60 

(55.0) 
 

(Clinical stage – low
aaaa:clinical stage ⅠandⅡ, high

bbbb:clinical stage≥Ⅲ) 

(Slug expression - low
1111:score 0~2, high

2222:score 3) 

(W/M
****:well to moderate differentiation, P

****:poor differentiation, M
****:mucinous adenocarcinoma) 

(N/M
****    
: Non-mucinous adenocarcinoma, M

****
: Mucinous adenocarcinoma) 

(
####:statistically significant, p<0. 05) 

 

 

 

 

 



27 

 

Table 4. Relation between E-cadherin expression and the clinicopathohologic features of the 

colorectal adenocarcinomas (%) 

 

E-cadherin expression 
Variables No 

low
1111 high

2222 

p- 

value 

1 2 2 0 

2 23 13 10 

3 79 48 31 

T 

Stage 

4 5 4 1 

0.849 

0 73 46 27 N  

stage 1 36 21 15 
0.679 

0 106 65 41 M 

stage 1 3 2 1 
1.0 

low
aaaa 75 47 28 Clinical 

stage high
bbbb 34 20 14 

0.832 

W/M
**** 87 47 41 

P
**** 7 7 0 Differentiation1111 

M
**** 14 13 1 

0.001
#### 

Differentiation2222 
N/M

****    

M
**** 

95 

14 

54 

13 

41 

1 
0.007

#### 

Total 
109 

(100) 

67 

(61.5) 

42 

(38.5) 
 

(Clinical stage – low
aaaa:clinical stage ⅠandⅡ, high

bbbb:clinical stage≥Ⅲ) 

(E-cadherin expression - low
1111:score 0~2, high

2222:score 3) 

(W/M
****:well to moderate differentiation, P

****:poor differentiation, M
****:mucinous adenocarcinoma) 

(N/M
****    
: Non-mucinous adenocarcinoma, M

****
 : Mucinous adenocarcinoma) 

 (
####:statistically significant, p<0.05) 
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Table 5. Relation between E-cadherin expression and expression of Twist and SLUG in 

colorectal adenocarcinomas (%) 

 

E-cadherin expression  

low
A
 high

B
 

Total p-value 

low
1
 32 29 61(56.0) 

Twist 
high

2
 35 13 48(44.0) 

0.045
####
 

low
a
 21 28 49(45.0) 

Slug 
high

b
 46 14 60(55.0) 

<0.001
####
 

  67(61.5) 42(38.5) 109(100.0)  

(E-cadherin expression – low
AAAA:score 0~2, high

BBBB:score 3) 

(Twist expression - low
1111:score 0~2, high

2222:score 3) 

(Slug expression – low
aaaa:score 0~2, high

bbbb:score 3) 

(
####:statistically significant, p<0.05) 
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Figure 1.Figure 1.Figure 1.Figure 1. Immunohistochemical staining results of E-cadherin (-) tumors. Well to moderately 

differentiated carcinoma (A-C), poorly differentiated adenocarcinoma  (D-F), and mucinous 

adenocarcinoma (G-I) show strong nuclear staining of Slug (A, D, G) and Twist (C, F, I) and 

weak or no expression of E-cadherin (B, E, H)  

    

    



30 

 

    

Figure 2.Figure 2.Figure 2.Figure 2. Immunohistochemical staining results of E-cadherin (+) tumors. Well to moderately 

differentiated carcinoma (A-C), poorly differentiated adenocarcinoma  (D-F), and mucinous 

adenocarcinoma (G-I) show strong membraneous staining of E-cadherin (B,E,H) and weak or 

no nuclear staining of Slug (A, D, G) and Twist (C, F, I)  
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