
 

 

저작자표시 2.0 대한민국 

이용자는 아래의 조건을 따르는 경우에 한하여 자유롭게 

l 이 저작물을 복제, 배포, 전송, 전시, 공연 및 방송할 수 있습니다.  

l 이차적 저작물을 작성할 수 있습니다.  

l 이 저작물을 영리 목적으로 이용할 수 있습니다.  

다음과 같은 조건을 따라야 합니다: 

l 귀하는, 이 저작물의 재이용이나 배포의 경우, 이 저작물에 적용된 이용허락조건
을 명확하게 나타내어야 합니다.  

l 저작권자로부터 별도의 허가를 받으면 이러한 조건들은 적용되지 않습니다.  

저작권법에 따른 이용자의 권리는 위의 내용에 의하여 영향을 받지 않습니다. 

이것은 이용허락규약(Legal Code)을 이해하기 쉽게 요약한 것입니다.  

Disclaimer  

  

  

저작자표시. 귀하는 원저작자를 표시하여야 합니다. 

http://creativecommons.org/licenses/by/2.0/kr/legalcode
http://creativecommons.org/licenses/by/2.0/kr/


2009년 2월

석사학위논문

암줄기세포 표지자 CD133과
림프절 전이의 관계

조선대학교 대학원

의학과

강 차 영

[UCI]I804:24011-200000237673



암줄기세포 표지자 CD133과
림프절 전이의 관계

Correlationofcancerstem cellmarkerCD133and
lymphnodemetastasis

2009년 2월 25일

조선대학교 대학원
의학과

강 차 영



암줄기세포 표지자 CD133과
림프절 전이의 관계

지도교수 도 남 용

이 논문을 의학석사학위신청 논문으로 제출함.

2008년 10월 일

조선대학교 대학원
의학과

강 차 영



강차영의 석사학위논문을 인준함

위원장 조선대학교 교수 임 성 철 인

위 원 조선대학교 교수 조 성 일 인

위 원 조선대학교 교수 도 남 용 인

2008년 11월 일

조선대학교 대학원



목목목 차차차

표목차.......................................................................................................................i

도목차......................................................................................................................ii

Abstract...................................................................................................................1

서론......................................................................................................................2

재료 및 방법......................................................................................................4

결과......................................................................................................................7

고찰......................................................................................................................9

결론....................................................................................................................13

참고문헌................................................................................................................14

표 및 사진부도....................................................................................................18



표표표목목목차차차

Table1.Characteristicsof118patientswithheadandnecksquamous
cellcarcinoma............................................................................................18

Table2.ComparisonofCD133expressioninheadandnecksquamous
cellcarcinomaaccordingtotheprimarytumorsite,gender,
tumorstageanddifferentiation............................................................19

Table3.ComparisonofCD133expressionintheprimarytumorsite
accordingtothenodalstatusinheadandnecksquamouscell
carcinoma.....................................................................................................20

Table4.ComparisonofCD133expressionbetweenprimarytumorsite
andmetastaticlymphnodeinnodepositiveheadandneck
squamouscellcarcinoma........................................................................21



도도도목목목차차차

Fig.1.ImmunohistochemicalstainingforCD133inprimaryheadand
necksquamouscellcarcinomawithlymphnodemetastasis.
Poorlydifferentiatedsquamouscellcarcinomashowed'high
expression'ofCD133inthecytoplasm................................................22

Fig.2.ImmunohistochemicalstainingforCD133inprimaryheadand
necksquamouscellcarcinomawithoutlymphnodemetastasis.
Welldifferentiatedsquamouscellcarcinomashowed'high
expression'ofCD133inthecytoplasm................................................23

Fig.3.ImmunohistochemicalstainingforCD133inmetastaticsquamous
cellcarcinomaofthecervicallymphnode.Poorlydifferentiated
metastaticsquamouscellcarcinomashowed'highexpression'of
CD133thecytoplasm..................................................................................24





서서서 론론론

두경부에 발생하는 암은 90% 이상이 편평세포암종으로 종양의 크기,침
범부위 및 전이 여부 등이 예후에 큰 영향을 미친다고 알려져 있다.두경
부 편평세포암종은 혈행성 전이는 적지만 림프절 전이가 많고 림프절 전이
가 일어난 후 원격 전이가 일어난다.따라서 두경부 편평세포암종에서 림
프절 전이는 치료 실패의 주된 원인이라고 알려져 있다.
암의 발생은 DNA 상에서 비전형적으로 발생하는 유전자 변이(random

mutation)나 후생학적 발생(epigeneticalteration)의 순차적 진행에 의해 세
포의 성장,생존 및 암세포의 여러 특성과 관련이 있는 유전자에 영향을
주어 일어난다고 알려져 있다.종양세포들 중에는 자가재생(self-renewal)
과 종양발생(tumorinitiation)을 할 수 있는 능력이 증가된 세포가 소수 존
재하는데 이들을 암줄기세포(cancerstem cell,CSC)라 칭하며 종양조직의
성장을 유지하는데 관여한다고 주장되고 있다(Yinetal.,1997).
암이 줄기세포의 이상으로부터 기인한다는 학설은 1997년 Bonnet&

Dick등에 의해 백혈병(acutemyeloidleukemia)이 CD34+/CD38-표식인자
를 갖는 원시조혈세포(primitivehematopoieticcells)로 부터 유래한다는 보
고에서 암줄기세포(cancerstem cell)의 존재가 밝혀진 이래로(Bonnet&
Dick,1997),유방암(AlHajj,2003),뇌종양(Singhetal,2004;Singhetal,
2003),대장암(O’Brienetal,2007;Ricci-Vitianietal,2007),전립선암,흑
색종(Schattonetal,2008)순으로 고형암(solidtumor)에서도 암줄기세포
가 존재한다고 알려져 있다.최근에는 추가적인 여러 분자생물학적 표지자
에 대한 연구가 활발하게 진행되면서 암유전자 및 이들의 활성인자,암억
제유전자 및 이들의 억제인자들에 대한 연구와 더불어 종양세포의 침습 및
전이에 관련된 각종인자와 치료내성과 관련된 인자들에 대한 연구가 진행
되고 있다.



CD133(prominin-1)은 원래 CD34양성인 조혈줄기세포(hematopoieticstem
cell)에 존재하는 세포표면 항원(cellsurfaceantigen)으로 동정되었으나 이의
기능에 대해서는 잘 알려져 있지 않다(Yinetal.,1997).이는 또한 혈관내피
세포 줄기세포,신경 및 교세포 줄기세포,신장 및 전립선 상피 줄기세포 등
에도 존재하는 것으로 알려져 있다(Uchidaetal.,2000;Richardsonetal.,
2004;Bussolatietal.,2005).암줄기세포를 동정하는 표지자로 CD133이 널
리 사용되고 있는데(Singhetal.,2003;Singhetal.,2004;Zhouetal.,
2007),두경부 편평세포암종 조직을 대상으로 한 연구는 아직 없다.
이에 저자는 두경부 편평세포암종과 경부 전이 림프절에서 면역조직화학

적 염색으로 CD133의 발현을 검토하여 CD133의 발현과 임상병리학적 인
자,림프절 전이 등과 관련이 있는지를 알아보고 이를 토대로 두경부 편평
세포암종의 병태생리 특히 종양의 진행,전이에 대한 이해와 암줄기세포의
역할에 대한 지견을 확보하고자 본 연구를 시행하였다.



재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...연연연구구구재재재료료료

본 연구에 사용된 증례는 1994년부터 2008년 까지 조선대학교 부속병원
이비인후과에서 두경부 편평세포암종으로 절제술을 시행한 환자 중 림프절
전이가 초래된 환자 78예,림프절 전이가 초래되지 않은 환자 40예를 대상
으로 하였다.림프절 전이가 초래되지 않은 환자군은 임상병기 I기(17예),
II기(23예)에 국한된 조기암을 대상으로 제한하였다.원발부위별 분포를 살
펴보면 후두암 57예,인두암 41예,구강암 20예였다.병기는 American
JointCommitteeonCancer(Greeneetal.,2002)에 따라서 분류하였다.

222...연연연구구구방방방법법법

1)병리학적 분류 및 광학현미경적 검사
환자의 임상기록과 병리과 조직 슬라이드 파일을 대상으로 후두,인두,

구강 각 부위의 병변을 재검토하여 원발부위 및 림프절 전이 유무를 재확
인하고,연구목적에 부합되는 대표적인 부위를 선택하여 면역조직화학적
검사를 위한 슬라이드를 제작하였다.림프절 전이군은 대표적인 원발병소
와 전이가 초래된 림프절 블록을 선택하였다.

2)면역조직화학적 염색
10% 완충 중성 포르말린에 고정 후 제작한 파라핀 포매 조직을 4㎛

두께로 박절하여 X-traTM슬라이드(Surgipath,Richmond,USA)에 부착하여
xylene으로 탈 파라핀한 뒤 무수 알코올,90%,75% 및 50% 에탄올에 각



각 2분씩 처리하여 함수시켰다.항원성 회복을 위하여 citrate 완충액
(10mM,pH 6.0)에 슬라이드를 담가 전자오븐에 15분간 끓인 후 실온에 방
치시켜 20분간 식힌 후 50mM Tris완충용액(TBS,pH 7.5)으로 수세하였
다.조직절편내의 내인성 과산화효소의 활성을 억제하기 위하여 0.3%
hydrogenperoxide-methanol에 10분간 처리 후 증류수로 세척하고 Ultra
V block(LabVision,Fremont,CA,USA)을 실온에서 10분간 반응시킨 뒤
일차항체인 CD133 goat polyclonal antibody (C-19, Santa Cruz
Biotechnology,SantaCruz,CA,USA,1:50희석)를 37℃에서 1시간 반응
시켰다.이후 Tris 완충액으로 세척하고 Polink-2 plus HRP anti-goat
DAB detectionkit(GoldenBridgeInternational,Mukilteo,WA,USA)를
이용하여 염색하였다.Mayer's hematoxylin으로 대조염색을 시행하고,
universalmount(ResearchGenetics,Huntsville,AL,USA)로 봉입하였다.
매 염색시 CD133의 양성대조는 조기태반 조직을 이용하였으며,음성 대

조군은 1차 항체를 정상 goatserum으로 대체한 것으로 염색하였다.

3)염색 결과의 판정
CD133에 대한 염색은 세포질내 염색반응을 보이는 경우 양성반응으로

판정하였는데,염색정도 판정은 고배율 시야(400배)4-5곳을 중첩된 부위
없이 임의 선택하여 내피세포를 제외한 세포중 양성반응을 보이는 세포의
수를 백분율로 환산하였다.CD133발현증가의 의의에 대한 통계학적 분석
을 위하여 염색정도를 CD133발현 중간값(38.8%)을 기준으로 ‘높은(high)
발현’과 ‘낮은(low)발현’으로 구분하였는데 CD133발현 백분율이 중간값과
같거나 크면 ‘높은 발현’,작으면 ‘낮은 발현’으로 정하였다(Yin etal.,
2007).

4)통계학적 분석



임상 병기 및 조직학적 분화도 간의 CD133발현의 차이,림프절 전
이 유무에 따른 원발병소의 CD133발현 차이 및 림프절 전이군의 경우 원
발병소와 전이병소간 CD133 발현차이에 대한 통계학적 분석은 SPSS
(statisticalpackageforthesocialsciences),Windows,version12(SPSS,
Korea)로 Spearman상관관계분석법과 χ2test로 검정하였다.그리고,이들
의 통계학적 유의 수준은 p값＜0.05로 하였다.



결결결 과과과

111...임임임상상상 및및및 조조조직직직학학학적적적 소소소견견견
대상환자 총 118명의 연령은 26～84세(평균;59.8세)였으며,남여 성비는

8:1(105:13)이었다.임상병기에 따른 분류는 I기 17예,II기 23예,III기 34예,
IV기 44예였으며,이들 중 78예(66.1%)는 림프절 전이군,40예(33.9%)는 림
프절 비전이군이었다(Table1).

222...CCCDDD111333333의의의 면면면역역역조조조직직직화화화학학학적적적 발발발현현현 양양양상상상
CD133은 모든 증례에서 세포질 또는 세포막 염색을 보이는 양성 세포

가 관찰되었는데,종양세포는 물론 드물게 내피세포 및 간질조직 세포에서
도 양성소견이 관찰되었다(Figs.1-3).양성세포 백분율의 중간값이 38.8%
로 확인되어 CD133 발현 백분율이 38.8%와 같거나 크면 ‘높은 발현’,
38.8% 미만은 ‘낮은 발현’으로 분류하였다.림프절 전이 유무와 상관없이
원발병소를 기준으로 낮은 발현 56예(47.5%),높은 발현 62예(52.5%)였다.

333...임임임상상상 및및및 병병병리리리학학학적적적 인인인자자자와와와 CCCDDD111333333발발발현현현 비비비교교교
종양의 임상적 병기와 연관성은 조기병기(I,II기)에서는 낮은 발현이 25

예(62.5%),진행된 병기(III,IV기)에서는 높은 발현이 47예(60.3%)로서 진
행된 병기에서 CD133은 유의하게 높은 발현을 보였다(p<0.05).조직학적
분화도와의 관계는 고분화암은 낮은 발현 32예(68.1%),높은 발현 15예
(31.9%)였으며,중등도 분화암은 높은 발현 42예(65.6%)였으며,미분화암은
높은 발현 5예(71.4%)로서 분화도가 낮을수록 유의하게 높은 발현을 보였
다(p<0.05)(Table2).



444...림림림프프프절절절 전전전이이이 유유유무무무에에에 따따따른른른 원원원발발발병병병소소소 CCCDDD111333333발발발현현현 비비비교교교
림프절 전이가 있는 군과 없는 군을 대상으로 CD133발현 정도를 비교

한 결과 전이가 있는 군(Figs.1)은 높은 발현 51예(65.4%),전이가 없는
군(Figs.2)은 11예(27.5%)로 통계학적으로 유의한 차이를 보였다(p<0.05).
즉 림프절 전이가 초래된 군에서 CD133이 유의하게 높은 발현을 보였다
(Table3).

555...림림림프프프절절절 전전전이이이군군군에에에서서서 원원원발발발병병병소소소와와와 전전전이이이병병병소소소간간간 CCCDDD111333333발발발현현현 비비비교교교
림프절 전이가 초래된 군(78예)을 대상으로 원발병소와 전이병소의

CD133발현 정도를 비교한 결과 원발병소의 높은 발현은 51예(65.4%),전
이된 림프절(Figs.3)의 높은 발현은 72예(92.3%)로서 통계학적으로 유의한
차이를 보였다(p<0.01).즉 림프절 전이가 초래된 군에서 CD133은 원발병
소에 비하여 전이병소에서 유의하게 높은 발현을 보였다(Table4).



고고고 찰찰찰

일반적으로 정상세포가 암세포로 전환되는 과정은 유전자 변형이 여러
단계를 거쳐 이루어지는 것이기 때문에(multi-steptumorigenesis)짧게는
수년부터 길게는 수십년을 필요로 하는 매우 복잡한 과정이다.암의 생성
은 DNA의 변형에 의해 발생하고 분화된 세포에서 종양억제유전자와 종양
유전자 등의 유전자 변이(random mutation)혹은 후생학적 발생(epigenetic
alteration)의 순차적 진행에 의해 발생한다는 것이 지금까지의 지견이다
(Weinberg,2005).그러나 인간종양줄기세포에 대한 생물학적 분석이 소개
되면서 종양 줄기세포로 인해 대부분의 종양 유형이 비균질적이고 서로 다
른 표현형과 증식력, 악성변화 가능성 등을 나타낸다고 알려졌다
(Hamburger& Salmon,1977).
1997년 Dick등이 백혈병(acutemyeloidleukemia)이 CD34+/CD38-표식

인자를 갖는 원시조혈세포(primitivehematopoieticcells)로 부터 유래한 암
임을 보고 하면서 암이 줄기 세포의 이상으로부터 기인되었다고 생각되면
서 이에 대한 연구가 시작되었다.AlHajj등은 줄기 세포의 특이적 표면
단백질을 표지분석법을 통해 분석하여 유방암조직에서 유방암줄기세포 표
지인자를 발견하고,선별된 세포들에서 종양형성능을 비교하여 종양형성
능력이 탁월한 일부의 세포가 존재함을 발견하고 이들을 암줄기세포
(cancerstem cell)라고 명명하였다.
이런 암줄기 세포를 다른 암세포들과 구별하기 위해서는 암줄기세포만의

표지자(marker)가 필요하다. 교모세포종의 암줄기세포는 특이적으로
CD133을 발현한다고 알려져 있다.사람의 교모세포종을 처리하여 CD133을
발현하는 암세포와 발현하지 않는 암세포를 분리한 결과 전체 암세포 중
5%∼30%에서 CD133이 발현하였다.이를 면역력이 없는 nudemice뇌에



주입하였을 때,CD133을 발현하는 암세포들은 100개를 주입하였을 때 같
은 병리학적 특성을 갖는 종양을 형성하였으나,CD133을 발현하지 않는
암세포들은 100,000 개를 주입하였으나 암을 유발하지 않았다고 하며
CD133을 교모세포종의 암줄기세포 표지자로 사용할 수 있을 것이라고 하
였다(Singhetal,2004).최근 연구에 의하면 여러 암 종류들에서 특이 표
식인자를 발현하는 암줄기세포가 보고되었는데 두경부 편평세포암은
CD44+(Princeetal,2007),폐암은 CD133+(Eramoetal,2008),췌장암은
CD44+/CD24+(Lietal,2007)인 세포로 다양한 암조직에 존재하며 이들이
암의 생성에 중요한 역할을 수행하고 있음이 확인되었다.
CD133은 조혈줄기세포(hematopoietic stem cell), 혈관내피전구세포

(endothelialprogenitors),진피기원 줄기세포(dermalderivedstem cell)등
에서 발현되는 줄기세포 표지자로서(Yinetal.,1997),암줄기세포를 동정
하는 표지자로 널리 사용되고 있는데 이들은 정상적인 줄기세포의 많은 특
성들을 지니지만 재발,전이 및 다약물 내성 등과 관련이 된다는 보고가
있다(Mohanetal.,2006;Kleinetal.,2007;Mangiolaetal.,2007;Maet
al.,2008).
암줄기세포와 관련된 연구는 일부 장기에 국한되어 보고된 수준인데 대

부분 재발,전이,조직학적 분화도 및 임상병기와 유의한 관련이 있어 환자
의 불량한 예후를 결정짓는 인자로 보고되고 있다(Mehra etal.,2006;
Hermannetal.,2007;Beieretal.,2008).
Klein등이 일반 모반과 악성흑색종에서 CD133의 발현에 대한 연구에

의하면 악성흑색종에서 염색된 세포의 백분율과 염색강도가 증가되어 보다
침습적인 악성흑색종일수록 줄기세포 표현형을 가진 세포를 포함할 가능성
이 높다고 주장하였다.Kang등은 피부암에서 전이 위험도가 높은 종양일
수록 CD133이 높게 발현되어 종양의 침습성 및 악성도를 나타내는 표지자
로서 적합하다고 하였다.또한 췌장암에서 CD133발현은 VEGF-C의 발현과



유의한 상관관계가 있다는 보고도 있다(Maedaetal.,2008).
본 연구에서도 CD133은 모든 증례에서 세포질 또는 세포막 염색을 보이

는 양성 세포가 관찰되었고(Figs.1-3)림프절 전이 유무와 상관없이 원발
병소를 기준으로 낮은 발현 56예(47.5%),높은 발현 62예(52.5%)로 통계적
으로 유의하게 높은 발현이 우세하였고 진행된 병기(III,IV)와 조직학적
분화도가 낮을수록(Table2),그리고 림프절 전이가 초래된 군(Table3)에
서 CD133이 유의하게 높은 발현을 보인 것으로 보아 종양의 분화도,임상
병기 및 림프절 전이 유무와 유의한 상관관계가 있는 것으로 나타났으며
CD133발현세포가 증가할수록 환자의 불량한 예후가 예측된다.
최근 연구에 의하면 CD133양성 뇌종양 줄기세포를 방사선으로 치료시

DNA 손상 검분소 반응(damagecheckpointresponse)의 활성화를 통해
DNA repair기능을 증가 시킴으로서 CD133음성 뇌종양세포에 비하여 방
사선 치료에 대하여 휠씬 높은 내성을 갖는다고 하였다(Baoetal,2006).
또한 이 암줄기세포들은 방사선은 물론 항암제 치료에 대한 내성에도 관여
하고 있으며,결국 암줄기세포 표적치료로 항암내성을 극복할 수 있다는
보고가 많이 발표되고 있다.그러나 일반적으로 암줄기세포는 전체 암세
포들 중에서 차지하는 수가 매우 적으나 특정암에서는 암줄기세포로 생각
되는 표식인자를 갖는 세포의 비율이 과도하게 많이 존재하여 암줄기세포
특이적 항암제의 개발도 기존의 항암제와 비교해 크게 다르지 않을 가능성
을 나타낸다.또한 뇌암의 CD133이나 유방암의 CD44등 일부 암줄기세포
특이적 표식인자들이 다른 체세포에서도 발현됨으로써 암줄기세포 특이적
표식인자의 존재 확립이 암줄기세포 특이 항암제의 개발에 앞서 정립되어
야 할 것으로 생각된다.
하지만 최근 CD133발현이 줄기세포에만 국한되지 않으며 CD133양성

은 물론 음성인 전이 대장암세포도 종양을 일으킨다는 연구(Shmelkovet
al.,2008)나 CD133을 발현하는 암세포는 교모세포종 환자에 따라 1%에서



50%까지 매우 다양하며,CD133을 발현하는 암세포가 1% 이하인 환자에서
는 CD133을 발현하지 않는 세포도 nudemice의 뇌에서 암을 생성한다는
보고가 있다(Beieretal,2007).따라서 환자마다 종양의 암줄기세포가 각
기 다른 표지자와 다른 특성을 가지고 있을 가능성이 있으므로 이에 대한
추가적인 연구가 계속되어 져야 할 것으로 판단된다.



결결결 론론론

두경부 편평세포암종에서 암줄기세포 표지자로 알려진 CD133의 발현이
종양의 각종 임상병리학적 인자들에 어떠한 영향을 미치는지 알아보고,이
를 토대로 두경부 편평세포암종의 병태생리 특히 종양의 진행,전이에 대
한 이해와 암 줄기세포의 역할에 대한 지견을 확보하고자 두경부에 발생한
편평세포암종 118예를 대상으로 면역조직화학 염색을 시행하고 분석하여
다음과 같은 결과를 얻었다.
1.CD133은 모든 증례에서 세포질에서 양성 세포가 관찰되었는데 림프절
전이 유무와 상관없이 원발병소를 기준으로 ‘낮은 발현’56예(47.5%),
‘높은 발현’62예(52.5%)였다.

2.임상 병리학적 인자와 CD133발현과의 관계는 진행된 병기(III,IV)와
조직학적 분화도가 낮을수록 유의하게 ‘높은 발현’을 보였다.

3.림프절 전이가 있는 군의 원발병소가 유의하게 ‘높은 발현’율을 보였다.
4.림프절 전이군에서 원발병소와 비교하여 전이병소가 유의하게 ‘높은 발
현’을 보였다.
이상의 연구 결과로 미루어 CD133의 발현은 두경부 편평세포암종의 예

후를 예측하는 표지자로 어느 정도 유용하다고 생각되며 두경부 편평세포
암종의 암줄기세포 표지자로서 가치가 있어 향후 효과적인 항암치료법 개
발에 기초자료로 활용될 수 있을 것으로 생각된다.
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