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Pin-1 has been shown to regulate severalphases ofthe cellcycle and is
strikinglyoverexpressedinmanyhumancancers.Vascularendothelialgrowthfactor
(VEGF)-C isapotentlymphangiogenicfactorproducedbytumorandstromalcells.
However,littleisknownabouttherolesofPin-1andVEGF-Cinbreastcarcinoma.
p53 protein and cyclin D1 overexpressionshavebeen shown to play a roleas
prognosticfactorsinmanyhumancancers.TobetterunderstandtherolesofPin-1
and VEGF-C in breastcarcinoma,the authorevaluated the immunohistochemical
expressionsofPin-1and VEGF-C in relationship with p53protein orcyclin D1
overexpression and clinicopathologicparametersin 128mammary infiltrating duct
carcinomas.
Therewerepositiveexpressionin100% ofPin-1,88% ofVEGF-C,35% ofp53
protein,and66% ofcyclinD1inbreastcarcinoma.Therewerestatisticallysignificant
correlationofpositiveexpressionofPin-1withtumorgrade(p<0.01)andlymphnode
metastasisorcyclinD1overexpression(p<0.05,respectively).Significantcorrelation
wasobservedbetweenVEGF-C andtumorgrade,lymphnodemetastasisorclinical
stage(p<0.01,respectively).
TheseresultsindicatethatelevatedPin-1orVEGF-Cexpressionsismorecommon
in infiltrating ductcarcinomas with poorprognostic characteristics and is partly
associatedwithanunfavorableoutcome.GiventheroleofcyclinD1overexpression
in oncogenesisofbreast,theseresultssuggestthatoverexpression ofPin-1and
VEGF-Cmaypromotetumorprogressionandmetastasis.
KKKeeeyyyWWWooorrrdddsss:Pin-1,VEGF-C,p53protein,CyclinD1,Breast,Carcinoma,Prognosis



서서서 론론론

유방암은 최근 발생률이 계속 증가추세에 있으며 여성암중 1위를 차지하고 있으며 진단
과 치료방법이 발전함에도 불구하고 여성 암사망 원인중 수위를 차지한다(보건복지가족
부ㆍ국립암센터,2008).유방암의 예후를 좌우하는 인자들 중에서 종양의 크기와 림프절
전이 유무가 가장 중요한 독립적 예후 인자로 밝혀져 있는데(Page,1991;Fisher,1984),
재발 가능성이 높은 고 위험군을 구별할 수 있는 보조적 예후인자로서 DNA 배수성,증
식 분획(Clarketal.,1989),여러 가지 수용체(Hendersonetal.,1982;Parletal.,1984),
Her-2/neu와 p53등의 종양유전자 및 종양억제 유전자의 역할(Slamon etal.,1987;
Cattorettietal.,1988)에 대한 연구가 활발히 진행되어 왔다.
최근에 알려진 peptidyl-prolyl isomerase (PPIase)Pin-1은 표피성장인자
(epidermalgrowthfactor)를 통한 인산화과정을 거쳐 핵에서 세포질로 이동하여 세포사
를 초래하여 세포주기를 조절하는데 기여한다.그러나 Pin-1은 각종 장기의 종양발생
(oncogenesis)에 깊이 관여하는 것으로 밝혀지면서 이에 대한 관심이 집중되고 있다.
Pin-1은 특정 단백의 isomerization을 촉진하며,이를 통한 구조변화는 많은
Pin-1기질에 큰 영향을 미칠 수 있다 (Liouetal.,2002;Luetal.,1999-A;Luetal.,
1999-B;Ryoetal.,2002).이 중에서도 중요한 종양유전자단백(oncogenicprotein)인 β

-catenin과 cyclinD1이 이와 같은 방법으로 Pin-1에 의하여 조절되는 것으로 밝혀졌다
(Ryoetal.,2001;Wulfetal.,2001).Pin-1의 과발현이 각종 암의 발생과 관련성이 있으
며 종양 등급과 비례하는 것으로 보고되고 있는데,이는 Pin-1이 인산화된 c-Jun과 결합
하여 세포의 cyclinD1mRNA와 단백을 상승시키는 반면 내인성 Pin-1의 억제는 인산화
된 c-Jun의 transcriptionalactivity를 감소시킨다(WulfGM etal.,2001).
림프관은 암의 전이에 있어 중요한 통로이며 림프절 전이는 각종 암의 불량한 예후를
결정짓는 가장 중요한 예후인자이다.암의 전이에 대한 여러 연구중에서 최근 신생 림프
관 형성(lymphangiogenesis)에 관한 연구가 활발한데 이는 중요한 림프관 성장인자인
VEGF-C와 -D의 발견에 기인하지만 이들의 정확한 역할은 자세하게 밝혀지지 않았다



(Stackeretal.,2004;Zhangetal.,2008).VEGFfamily에 속하는 VEGF-C는 림프관 내
피세포에 대한 특이 표지자로 알려진 VEGFreceptor-3(VEGFR-3,Flt-4)에 대한 리간
드로서 림프관 증식을 초래한다(Joukovetal.,1996;Jeltschetal.,1997).VEGF-C는 생
리적인 혈관형성,각종 혈관형성질환의 발생 및 진행을 조절함은 물론 종양 림프관 신생
을 촉진하여 각종 암세포의 전파 및 림프절 전이를 유발하는 것으로 보고되고 있다(Cao
etal.,1998;Mandriotaetal.,2001).
Pin-1과 VEGF-C가 각종 종양의 형성,진행 및 전이에 중요한 역할을 담당하고 있는
것으로 알려져 있으나 유방암에서 이들의 연구보고는 흔하지 않다.이에 저자는 유방의
침윤성 관암종을 대상으로 면역조직화학 염색을 통하여 이들 각각의 발현과 임상 병기,
환자 생존 기간,환자의 나이,종양의 크기,조직학적 등급 및 림프절 전이 수를 포함한
여러 가지 임상 및 조직학적 자료를 토대로 비교 검토하고 cyclinD1및 p53과의 관계도
검토하고자 하였다.또한 종양의 진행 및 환자의 예후에 어떠한 영향을 미치는가에 대한
통계검증을 하였고,이를 토대로 예방 및 치료의 효율적 접근을 모색하고자 한다.



재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...연연연구구구재재재료료료
본 연구에 사용된 증례는 1990년 1월부터 1996년 6월까지 조선대학교 부속병원에서

유방의 침윤성 관암종으로 절제술을 시행한 여성 환자 중 파라핀 포매조직이 비교적 잘
보관된 128예를 대상으로 하였다.생존율 상관성 조사는 환자의 생존 추적이 불가능한 5
예를 제외한 123예를 대상으로 하였으며,수술전에 화학요법이나 방사선치료를 받은 경
우는 연구대상에서 제외하였다.증례의 임상기록과 병리과 진단지 등을 재검토하여 환자
의 나이,종양의 크기,림프절 전이 수 및 임상 병기를 확인하고 생존 여부를 전화 및 서
신을 통하여 확인하였다.환자는 최초 진단 후 최소 1개월부터 최고 116개월간 추적하였
다(39개월 이하;22예,40-59개월;52예,60-79개월;24예,80-99개월;24예,100개월 이상;
6예).

222...연연연구구구방방방법법법
1)병리학적 분류
세포의 조직학적 등급은 Bloom과 Richardson의 방법을 변형한

Nottingham/TenovusBreastCancerStudy에서 사용한 등급 기준(Elston& Ellis,1991)
을 사용하였다.종양의 크기는 AmericanJointCommitteeonCancer의 T분류에 따라 2
cm 이하(T1),2.1～5cm (T2),5.1cm 이상(T3)으로 분류하였고(Greeneetal.,2002),액와
부 림프절의 전이여부는 Fisher등(1984)기준에 따라 전이가 없는 경우(N0),1～3개에
전이가 있는 경우(N1),4개 이상의 림프절에 전이가 있는 경우(N2)로 분류하였다.임상병
기는 AmericanJointCommitteeonCancerStaging(Greeneetal.,2002)에 따라서 분류
하였다.
2)면역조직화학적 염색

10% 완충 중성 포르말린에 고정 후 제작한 파라핀 포매 조직을 4㎛ 두께로 박절하



여 X-traTM슬라이드(Surgipath,Richmond,U.S.A.)에 부착하여 xylene에 탈파라핀한 뒤
무수 알코올,90%,75% 및 50% 에탄올에 각각 2분씩 처리하여 함수시켰다.항원성 회복
을 위하여 citrate완충액 (10mM,pH 6.0)에 슬라이드를 담가 전자오븐에 15분간 끓인
후 실온에 방치시켜 20분간 식힌 후 50mM Tris완충용액(TBS,pH 7.5)으로 수세하였
다. 조직절편내의 내인성 과산화효소의 활성을 억제하기 위하여 0.3% hydrogen
peroxide-methanol에 10분간 처리 후 증류수로 세척하고 차단항체를 실온에서 10분간 반
응시킨 뒤 일차항체인 Pin-1 rabbitpolyclonalantibody (Santa Cruz Biotechnology,
SantaCruz,CA,U.S.A.,1:400희석),VEGF-C goatpolyclonalantibody(N-19,Santa
CruzBiotechnology,SantaCruz,CA,U.S.A.,1:50희석),p53mousemonoclonalantibody
(DO-7,Dako,Glostrup,Denmark,1:200 희석) 그리고,cyclin D1 rabbitpolyclonal
antibody(H-295,SantaCruzBiotechnology,SantaCruz,CA,U.S.A.,1:100희석)를 반
응시켰다.Pin-1과 p53은 37℃에서 1시간,VEGF-C및 cyclinD1은 4℃에서 밤새도록 반
응시켰다.이후 Tris 완충액으로 세척하고 VEGF-C는 goatImmunoCruzTM staining
system(SantaCruzBiotechnology,SantaCruz,CA,U.S.A.),그 외 Pin-1,p53및 cyclinD1
은 Histostain-Pluskits,broadspectrum(Zymed,SanFranscisco,CA,U.S.A.)을 이용하
여 비오틴이 함유된 이차항체를 실온에서 10분간 반응시킨 후 Tris완충액으로 수세하
고,HRP(horseradishperoxidase)가 결합된 streptavidin용액을 10분간 반응시켰다.Tris
완충액으로 세척 후 HRPsubstrate로 발색하였다.Mayer'shematoxylin으로 대조염색을
시행하고,universalmount(ResearchGenetics,Huntsville,AL,U.S.A.)로 봉입하였다.
매 염색시 VEGF-C의 양성대조는 조기태반 조직을,Pin-1및 p53발현의 양성 대조는
다른 연구에서 발현이 확인된 대장암 조직을 이용하였으며,mantlecelllymphoma로 확
진된 증례를 cyclinD1의 양성 대조로 이용하였다.음성 대조군은 1차 항체를 정상 goat
serum으로 대체한 것으로 하였다.
3)염색 결과의 판정
Pin-1에 대한 염색은 핵내에 반응을 보이는 경우를 양성 반응으로 판정하였는데,반응 정

도에 따라 강 양성(3+,strong positive),중등도 양성(2+,moderatepositive),약 양성(1+,
weakpositive)및 음성(1,nostaining)으로 구분하였다(Nakashimaetal.,2004).



VEGF-C에 대한 염색은 세포질내 염색반응을 보이는 경우 양성반응으로 판정하였는데,면
역염색이 시행된 검체를 대상으로 전체 종양세포를 평가하여 염색이 관찰되지 않으면 음성
(-),종양의 <5%에서 양성세포가 국소적으로 관찰되면 1+,5-20%인 경우 2+,>20%에서 미
만성 양성인 경우 3+로 판정하고,2+와 3+를 강양성 군(highexpressiongroup),1+를 약양성
군(low expressiongroup)으로 재분류하였다(Zhangetal.,2008).
CyclinD1과 p53의 염색정도 판정은 광학현미경하에서 핵단백질이 붉은 갈색으로 염색
되는 경우를 양성으로 판정하되 종양세포 영역의 5% 이내에서 핵 염색된 경우를 음성
(-)으로,5-10%의 종양세포 핵이 염색된 경우 약한 과발현(1+),11-50% 양성 염색의 경
우 중등도 과발현(2+),50% 이상은 강한 과발현(3+)으로 분류하였다(Lim & Lee,2002).

444)통계학적 분석
통계학적 분석은 SPSS(statisticalpackage for the socialsciences),Windows,

version12(SPSS,Korea)를 이용하였는데,임상 병기,연령,종양 등급,종양 크기,림프
절 전이 상태와 Pin-1,VEGF-C,p53및 cyclin D1발현 양상과의 상관관계,Pin-1,
VEGF-C,p53및 cyclinD1상호간의 발현 양상간의 상관관계,Pin-1,VEGF-C,p53및
cyclinD1발현 양상과 생존 여부와의 상관 관계는 χ

2test로 검정하였고,Kaplan-Meier
생존율 분석은 Wilcoxonranktest를 이용하여 통계 분석하였다.그리고,이들의 통계학
적 유의 수준은 p값＜0.05로 하였다.



결결결 과과과

111...임임임상상상 소소소견견견
환자의 연령은 25～79세(평균;49세)로,각 연령대별 분포는 39세 이하 군이 24예

(19%),40～49세 군은 46예(36%),50～59세 군은 37예(29%),60세 이상 군은 21예(16%)
이었다.종양의 크기는 0.5～8.5cm(평균;2.7cm)이었으며 2cm이하 군은 56예(44%),2.1～
5.0cm 군은 62예(48%),5.1cm 이상 군은 10예(8%)이었다.

222...조조조직직직학학학적적적 소소소견견견
Nottingham/TenovusBreastCancerStudy의 조직학적 등급 기준에 의하여 종양을

분류하였을 때 1등급 31예(24%),2등급 61예(48%),3등급이 36예(28%)이었다.림프절
전이 여부는 림프절 전이가 없는 군이 71예(56%),1～3개 전이된 경우 23예(18%),4개
이상 전이된 군이 34예(27%)이었다.종양의 임상 병기는 1기 34예(27%),2기 77예
(60%),그리고 3기 17예(13%)이었다.

333...PPPiiinnn---111,,,VVVEEEGGGFFF---CCC,,,ppp555333및및및 cccyyycccllliiinnnDDD111의의의 면면면역역역조조조직직직화화화학학학적적적 발발발현현현 양양양상상상
Pin-1은 종양주변의 정상 유방조직에서도 약한 염색(1+)이 핵에서 관찰되었다.침윤

성 관암종의 경우 대부분 중등도 또는 강한 양성(2+또는 3+)이 관찰되었으며 주변에 관
내암종(DCIS)이 존재하는 경우 이는 대부분 약 양성(1+)소견을 보였다.침윤성 관암종
의 경우 연구대상 128예중 음성소견을 보이는 증례는 없었으며,14예는 약양성,32예는
중등도 양성,82예(64%)는 강양성 소견을 보였다 (Fig.1).
VEGF-C는 종양세포의 세포질에서 관찰되었는데 정상유방조직에서는 관찰되지 않았다.
연구대상 128예중 16예는 음성,112예(87.5%)는 양성이었는데 이중 34예는 1+,50예는
2+,28예는 3+(강양성 군:78예,약양성 군:34예)를 보였다.VEGF-C양성 증례들의 종
양 등급 분포를 살펴보면 gradeI21예(67.7%),gradeII55예(90.2%),gradeIII36예
(100%)이었다 (Fig.2).



p53단백은 종양세포의 핵에서만 양성소견이 관찰되고 주변의 정상조직에서는 관찰되지
않았다.연구대상 128예중 45예(35.2%)에서 양성을 보였는데 6예는 1+,13예는 2+,26예
는 3+를 보였다.p53양성 증례들의 종양 등급 분포를 살펴보면 gradeI2예(6.5%),
gradeII27예(44.3%),gradeIII16예(44.4%)이었다 (Fig.3).
그리고,cyclinD1은 종양세포의 핵에서만 양성소견이 관찰되고 주변의 정상조직에서는
관찰되지 않았다.연구대상 128예중 85예(66%)가 과 발현을 보였는데,이들 중에서 약한
과 발현은 28예(22%),중등도 과 발현은 22예(17%),그리고 강한 과 발현은 35예(27%)에
서 관찰되었다.cyclinD1과 발현을 보이는 증례들의 종양등급 분포를 살펴보면 gradeI
9예(29.0%),gradeII46예(75.4%),gradeIII30예(83.3%)이었다 (Fig.4).

444...PPPiiinnn---111발발발현현현과과과 임임임상상상병병병리리리학학학적적적 지지지표표표와와와의의의 상상상관관관 관관관계계계
Pin-1의 발현과 종양 등급 및 림프절 전이 정도는 통계학적 유의성이 있었으나(각각

p<0.01,p<0.05),환자의 연령,종양 크기 및 임상 병기와는 유의한 상관 관계가 없었다.
즉 Pin-1양성 발현을 보이는 경우,특히 강 양성을 보이는 경우 종양의 조직학적 등급
이 상승하고,림프절 전이가 증가하는 소견을 보였다 (Table1).

555...VVVEEEGGGFFF---CCC발발발현현현과과과 임임임상상상병병병리리리학학학적적적 지지지표표표와와와의의의 상상상관관관 관관관계계계
VEGF-C발현과 조직학적 등급,림프절 전이 정도,그리고 임상병기와는 유의성이 있

었으나(각각 p<0.01),환자의 연령 및 종양 크기와는 유의한 상관관계가 없었다.즉,
VEGF-C가 양성 발현을 보이는 경우,특히 강 양성을 보이는 경우 종양의 조직학적 등
급이 상승하고,림프절 전이가 증가하며,종양의 임상병기가 증가하는 소견을 보였다
(Table1).

666...ppp555333단단단백백백 발발발현현현과과과 임임임상상상병병병리리리학학학적적적 지지지표표표와와와의의의 상상상관관관 관관관계계계
p53단백 발현과 종양 등급과는 통계학적으로 유의한 상관성이 있었으나(p<0.05),환

자의 연령,림프절 전이 정도,종양 크기 및 임상병기와는 유의한 상관관계가 없었다.즉,
종양 등급이 상승할수록 p53단백 발현이 강하게 증가하는 소견을 보였다 (Table1).



777...CCCyyycccllliiinnnDDD111발발발현현현과과과 임임임상상상병병병리리리학학학적적적 지지지표표표와와와의의의 상상상관관관 관관관계계계
CyclinD1발현과 종양 등급 그리고 림프절 전이 정도는 유의한 상관성이 있었으나

(각각 p<0.05),환자의 연령,종양 크기 및 임상병기와는 유의한 상관관계가 없었다
(Table1).

888...PPPiiinnn---111,,,VVVEEEGGGFFF---CCC,,,ppp555333단단단백백백과과과 cccyyycccllliiinnnDDD111발발발현현현의의의 관관관계계계
Pin-1이 강 양성일 때 cyclinD1은 강 양성 33예,중등도 양성 19예,약양성 16예,음

성 14예였다.Pin-1이 중등도 양성일 때 cyclinD1은 강 양성 2예,중등도 양성 5예,약
양성 8예,음성 17예였다.Pin-1이 약 양성일 때 cyclinD1은 강 양성 0예,중등도 양성
1예,약 양성 4예,음성 12예였다.이처럼 Pin-1이 강하게 발현될 때 cyclinD1발현은
유의하게 증가하였다 (p<0.05).그러나,Pin-1,VEGF-C,p53 발현 사이,그리고
VEGF-C,p53,cyclinD1발현 사이에는 통계학적 유의성은 없었다 (Table2).

999...PPPiiinnn---111,,,VVVEEEGGGFFF---CCC,,,ppp555333단단단백백백,,,cccyyycccllliiinnnDDD111발발발현현현과과과 생생생존존존율율율,,,생생생존존존 기기기간간간과과과의의의 관관관계계계
Pin-1,VEGF-C및 p53단백은 염색 강도에 따라 생존율 및 생존 기간에 약간의 차

이를 보였다.즉,양성 발현,특히 강 양성 발현을 보이는 경우 생존율 및 생존 기간이
감소되는 경향을 보였으나,통계학적 의의는 없었다.
Cyclin D1의 과 발현에 따른 생존 여부의 변화는 통계학적으로 유의하여(p<0.05),
cyclinD1이 비 발현되는 경우 추적기간 중에 76%가 생존하였으나,과 발현을 보이는 경
우는 63%가 생존하여 cyclinD1의 발현이 생존율과 유의한 상관관계가 있음을 보였다.
그러나,cyclinD1의 세부적인 발현 양상과 생존 기간 변화간에는 유의한 차이가 없었다.

111000...임임임상상상병병병리리리학학학적적적 지지지표표표와와와 생생생존존존기기기간간간과과과의의의 상상상관관관 관관관계계계
추적조사가 이루어진 환자들의 5년 생존율은 72%였다.생존기간과 환자의 연령,종

양크기,종양 등급,림프절 전이 유무,림프절 전이정도,임상 병기의 상관관계를 검토한
결과 종양의 크기 및 림프절 전이유무는 생존율 및 생존 기간에 통계적으로 유의한 영향



을 미쳐 생존기간의 단축을 초래하였다.그러나,환자의 연령,종양등급,림프절 전이정도
및 임상 병기는 생존 기간과 유의한 상관 관계를 보이지 않았다(Table3).
연령에 따른 5년 생존율 및 평균 생존기간은 각각 39세 이하군 59%,71개월,40-49세군
70%,77개월,50-59세군 83%,87개월,60세 이상군 57%,74개월로 연령에 따른 생존율
및 생존기간은 통계학적으로 유의성이 없었다(p>0.05).
종양 등급에 따른 5년 생존율 및 평균 생존기간은 각각 1등급 87%,89개월,2등급 66%,
77개월,3등급 71%,80개월로 조직학적 등급에 따른 5년 생존율 및 생존기간은 통계학적
으로 유의성이 없었다(p>0.05).
림프절 전이에 따른 5년 생존율 및 평균 생존기간은 각각 림프절 전이가 없는 군 80%,
85개월,1-3개 전이가 초래된 군 64%,75개월,4개 이상 전이가 초래된 군 63%,76개월
로 림프절 전이가 없는 군과 림프절 전이가 초래된 군간에는 생존율의 유의한 차이가 있
었으나(p<0.05)(Fig 5),전이된 림프절 수에 따른 비교에서는 통계적 유의성이 없었다
(p>0.05).
종양의 크기에 따른 5년 생존율 및 평균 생존기간은 각각 종양의 크기가 2cm 이하군
86%,91개월,2-5cm 군 74%,84개월,5cm 이상군 32%,49개월로 종양의 크기에 따른
5년 생존율 및 생존기간은 통계학적으로 유의성이 있어(p<0.05),종양의 크기가 클수록
생존율 및 생존 기간이 의미있게 감소하였으며 종양의 크기가 5cm 이상인 경우 현저한
차이를 보였다(Fig6).
그러나 환자의 연령,종양크기,종양 등급,림프절 전이 유무,림프절 전이정도,임상 병
기와 생존 기간에 대한 다변량 분석방법인 Cox회귀모형 결과 림프절 전이 여부만 의미
가 있었는데,림프절 전이가 없는 군에 비하여 1-3개 전이가 초래된 군은 2.2배,4개 이
상 전이가 초래된 군은 6.2배 정도 통계적으로 유의한(신뢰구간 1.16～33.17)사망률 증가
를 보였다.



고고고 찰찰찰

Pin-1은 DNA 복제 검문소(replicationcheckpoint)는 물론 G1/S와 G2/M과 같은 몇몇
세포주기 포인트를 조절하는 것으로 알려져 있고(Luetal.,2002;Luetal.,1996;Wulf
etal.,2001;Ryoetal.,2001;Liouetal.,2002;Winkleretal.,2000),인체에 발생하는
많은 악성종양에서 현저하게 발현이 증가하며 어떤 인산화 단백(phosphoproteins)의 안정
성에 관여하는 것으로 보고되었다(Wulfetal.,2001;Ryoetal.,2001;Liouetal.,2002).
Pin-1이 없는 세포는 DNA 손상에 의하여 초래되는 세포주기 검문소(cell-cycle
checkpoints)에 중대한 결함이 초래된다.그리고 DNA 손상은 p21의 전사 활성화
(transcriptionalactivation)와 세포 주기 정지(cellcyclearrest)에 중추적 역할을 담당하
는 p53의 안정화와 축적을 일으킨다.DNA 손상은 Pin-1과 p53의 상호작용을 강화하게
되는데 이는 Pin-1의 WW 도메인과 p53의 Ser/Promotifs에 의하여 결정된다.더욱이
Pin-1은 p53의 안정성과 p21 promoter로의 전사 활성을 조절하기 때문에 Pin-1
knock-out세포나 Pin-1결손 종양세포의 경우 DNA 손상 후에도 p53이나 p21의 증가가
거의 초래되지 않는다(Wulfetal.,2002).
Pin-1의 억제는 자멸사(apoptosis)를 초래하며 Pin-1의 과발현은 cyclinD1단백을 증가
시키고 이의 promoter를 활성화 시킨다.더욱이 Pin-1은 활성화된 JNK나 종양원성
(oncogenic)Ras에 의하여 Ser67/73-Promotifs에 인산화가 초래된 c-Jun과 결합하게 되
고,Pin-1은 활성화된 Ras나 JNK와 협력하여 cyclinD1promoter를 향한 c-Jun의 전사
활성을 증가시킨다.따라서,유방암에서 Pin-1의 과발현은 Ras와 c-Jun의 작용을 통하여
cyclinD1을 증가시켜 종양발생(oncogenesis)과 종양 성장(tumorgrowth)에 중추적 역할
을 할 것으로 판단된다(Wulfetal.,2001).본 연구에서 Pin-1의 과발현은 종양 등급 및
림프절 전이 정도와 통계학적 유의성이 있었으나,종양 크기 및 임상 병기와는 유의한
상관 관계가 없었다.그리고 Pin-1과 cyclinD1의 상관관계를 검토한 결과 Pin-1이 강하
게 발현될 때 cyclinD1발현도 유의하게 증가하였다.
한편 Pin-1은 종양주변의 정상 유방조직에서도 약한 염색(1+)이 핵에서 관찰되었지만
침윤성 관암종의 경우 대부분 중등도 또는 강한 양성(2+ 또는 3+)발현이 관찰되어



Pin-1의 과발현이 종양과 밀접한 관계가 있을 것으로 판단되며,종양 주변에 존재하는
관내암종(DCIS)의 경우 대부분 약 양성(1+)소견을 보여 종양 형성단계에서 보다 종양
진행과정에서 보다 더 중요한 역할을 할 것으로 추정된다.
혈관의 형성 없이 단순히 확산에 의해 산소 및 영양분을 공급받고 종괴가 성장할 수 있
는 임계 크기는 직경 1-2mm 이며,3-5mm3 이상 성장할 수 없다(Folkman,1986;
Zatterstrom etal.,1995).따라서 종양이 더욱 더 커지거나 주변에 새로운 집락을 형성하
고,림프절이나 타 장기로 전이를 일으키기 위해서는 종괴 내 그리고,종괴 주변에 새로
운 혈관 형성을 하여야 한다.이렇게 형성된 신생 혈관들은 기존의 정상 혈관과는 대조
적으로 혈관 벽이 약하여 암세포가 쉽게 침습할 수 있고,림프절 전이의 통로로 제공된
다.또한 전이된 종양이 성장하기 위해서도 신생 혈관 형성이 필수적이다.따라서,종양
의 신생 혈관 기전을 정확히 이해하고,이를 토대로 종양의 예후를 예측하고,치료에 응
용하기 위한 많은 연구와 시도들이 진행되고 있지만 정확히 밝혀져 있지는 않다.
혈관 형성을 촉진하는 인자들로는 여러 가지가 알려져 있는데,acidicfibroblastgrowth
factor(aFGF),basicfibroblastgrowthfactor(bFGF),transforminggrowthfactor-β 

(TGF-β), VEGF, platelet derived endothelial cell growth factor (PD-ECGF),
interleukin-8,hepatocyte growth factor,proliferin 등이 있는데(Keck etal.,1989;
Sengeretal.,1983;Folkmanetal.,1992;Dvoraketal.,1979),이 중에서 VEGF는 혈
관 내피세포에 선택적으로 작용하여 강력한 유사분열을 일으키는 물질로 종양 신생혈관
형성에 가장 중요하며 강력한 인자로 알려져 있다.VEGF와 상동 구조(structural
homology)를 갖는 내피세포 성장인자들이 속속 새롭게 밝혀지고 있는데 VEGFfamily에
속하는 VEGF-C는 림프관 내피세포에 대한 특이 표지자로 알려진 VEGF receptor-3
(VEGFR-3,Flt-4)에 대한 리간드(ligand)로서 림프관 증식을 초래한다(Joukov etal.,
1996;Jeltschetal.,1997).VEGF-C는 생리적인 혈관형성,각종 혈관형성질환의 발생 및
진행을 조절함은 물론 종양 림프관 신생을 촉진하여 각종 암세포의 전파 및 림프절 전이
를 유발하는 것으로 보고되고 있다(Caoetal.,1998;Mandriotaetal.,2001).방광에 발
생한 이행세포암의 경우 VEGF-C발현은 림프절 전이 및 불량한 예후를 예견하게 하는
유용한 인자로 밝혀진 바 있고(Suzukietal.,2005),유방암에서 VEGF-C나 COX-2의 강



한 발현은 통계적으로 유의한 재발율과 사망률을 초래하였으며,VEGF-C와 COX-2의 동
시발현은 림프관 형성(lymphangiogenesis)과 관련되는데,이는 COX-2가 VEGF-C 발현
을 상승시켜 림프관 형성 과정(lymphangiogenesispathway)을 경유하여 림프절 전이를
촉진할 것으로 판단된다(Zhangetal.,2008).또한 COX-2가 VEGF나 cyclinD1발현과
유의한 관련성이 있으며 이는 종양등급,림프절 전이 및 종양 크기에 유의한 영향을 미
치며 COX-2와 VEGF발현은 유의하게 동시발현(coexpression)을 보였다(Lim,2003). 교
모세포종(glioblastoma)에서 저산소증에 빠진 종양 세포에 의해 VEGF분비가 촉진되어
신생혈관 증식을 일으킴이 밝혀진 후(Horaketal.,1992),실험적으로도 암세포 배양 시
VEGF가 혈관 내피세포의 증식에 중요한 역할을 하고 있음이 밝혀졌다(Vigliettoetal.,
1995).VEGF는 주로 산소 분압 저하에 의해 발현이 증가되며,그 외에도 EGF,TGF-β,
keratinocytegrowthfactor등의 cytokine과 등의 종양 억제 유전자에 의해 발현이
조절된다(Frank etal.,1995;Dameron etal.,1994;Kieseretal.,1994).그러나,
VEGF-C가 이들에 의하여 어떤 영향을 받는지에 대한 연구는 아직 많지 않다.
본 연구의 경우 VEGF-C발현은 종양 등급,림프절 전이 및 임상병기와 통계적으로 유
의한 관련성이 있었으나 Pin-1,p53단백 및 cyclinD1발현과는 유의한 상관관계가 없
었다.그리고 VEGF-C발현은 염색 강도에 따라 생존율 및 생존 기간에 약간의 차이를
보였다.즉,양성 발현,특히 강 양성 발현을 보이는 경우 생존율 및 생존 기간이 감소되
는 경향을 보였으나,통계학적 의의는 없었다.
종양억제유전자인 은 세포의 핵내에 존재하여 세포주기 조절에 관여하는데 세포에
스트레스가 가해지거나 DNA 손상이 발생하면 세포주기를 G1단계에 정지시키고 DNA
를 수복하며 다른 여러 종양억제유전자들을 활성화시켜 세포의 증식과 변형
(transformation)을 억제하는 기능을 담당한다.그러나 이 유전자에 돌연변이가 발생하면
손상된 DNA를 수복하기 전에 세포주기를 S단계로 진입시켜 염색체 재배열이나 유전자
증폭을 일으켜 종양형성을 하게 된다(Dergham etal.,1997;Bukholm etal.,1997).
유전자는 인체에 발생하는 각종 암에 가장 흔하게 초래되는 유전자 변화 대상이다
(Zambetti& Levine,1993;Chang,1993).돌연변이형 p53단백의 축적은 유방,폐,소화
관 등에 발생하는 각종 악성종양에서 발생하는 것으로 밝혀졌다(Rodriguesetal,.1990;



Cattorettietal.,1988;Iggoetal.,1990;Barteketal.,1991).유방암의 경우 10～40%에
서 돌연변이형 p53단백의 축적이 관찰되는데 이는 estrogen수용체 음성,표피성장인자
수용체 양성,그리고 종양의 핵등급이 고등급일수록 증가하는 것으로 밝혀져 종양의 생
물학적 특성 및 환자의 예후 판정에 도움을 줄 것이라 여겨진다(Bukholm etal,1997;
Cattorettietal.,1988).본 연구의 경우 35%에서 p53단백의 발현이 관찰되었고 종양 등
급이 높을수록 발현이 증가하여 불량한 예후와 연관될 것으로 생각되나 환자의 생존율과
는 유의한 상관관계가 없었다.이전의 연구에 따르면 종양 등급과는 유의한 상관관계가
있으나 림프절 전이와는 유의한 상관관계가 없어 독립된 예후인자는 아닐 것이라는 추론
이 있는가하면 종양 등급 및 림프절 전이 유무가 p53단백 발현이나 환자의 생존 기간과
상관관계가 있다는 상반된 결과가 보고되었다.
세포주기 조절에서 cyclin-cdk(cyclin-dependentkinase)복합체와 cdk억제 단백사이의
균형에 의한 일련의 활성,불활성 과정은 종양의 형성에 매우 중요하며,세포주기 진행과
정 중 G1/S이행단계가 가장 중요하다.이 단계에 필수적인 복합체가 cyclinD1-cdk4이
다(Weinberg,1995;Cordon-Cardoetal.,1995).CyclinD1은 염색체 11q13에 위치하며
이 유전자의 재배열 및 증폭에 의한 과발현이 여러 종양에서 관찰되었다.Cyclin계열 중
종양 형성과 가장 관련이 있다고 보고된 cyclin D1은 G1기에 주로 발현하며,Rb
(retinoblastoma)단백질과 접촉하여 Rb단백이나 다른 종양 억제유전자의 기능을 억제
하여 세포의 변형을 유도할 수 있다(Dowdyetal.,1993).
CyclinD1은 각종 암,특히 유방암 발생에 중추적 역할을 담당하는데 cyclinD1의 과발
현은 세포의 변형을 유발하지만 cyclinD1발현의 억제는 종양세포의 성장정지를 일으킨
다(Altetal.,2000;Hindsetal.,1994).더욱이 생쥐 유선에서 cyclinD1의 transgenic
overexpression은 유선증식(mammaryhyperplasia)를 일으키고 결국 선암종을 유발한다
(Wangetal.,1994).더욱 중요한 것은 생쥐에서 cyclinD1유전자를 파괴시키면 Ha-
나 c- 가 유선에서 종양 발생을 초래시킬 수 있는 능력을 완전하게 억제시킨
다는 것이다(Yuetal.,2001).이런 결과들은 cyclinD1이 Ha- 나 c- 에 의해 초래
되는 유방종양 형성과정에 필수적인 하류 표적(down-stream target)임을 시사하는데,이
종양 형성과정에 주요 기전은 pSer/Thr-Promotifs의 인산화 과정이다.흥미롭게도 단



백질에서 pSer/Thr-Promotifs는 두 가지의 완전히 다른 와 구조로 존재하는데
이들의 전환은 prolylisomerasePin-1의 촉매작용에 의하여 이루어진다(Luetal.,1996;
Luetal.,1999(A);Ranganathanetal.,1997;Zhouetal.,1999).인산화가 초래된 후
Pin-1에 의한 단백질의 형태변화(conformationalchange)는 이들의 촉매활성(catalytic
activity),탈인산화(dephosphorylation),단백-단백간 상호작용 등에 큰 영향력을 미치게
된다(Hsuetal.,2001;Liouetal.,2002;Luetal.,1999(B);Ryoetal.,2001).따라서 인
산화 의존(phosphorylation-dependent)prolylisomerization은 인산화 신호전달체계상 결
정적 조절 기전이다(Luetal.,2002).본 연구에서도 Pin-1이 강하게 발현될 때 cyclin
D1발현이 유의하게 증가하여 이 전 연구내용과 잘 부합되는 결과로 평가된다.
cyclinD1의 과발현이 장기 및 보고자에 따라 상이한 결과를 보여 연부조직 육종의 경
우는 과발현이 나쁜 예후와 관련이 있고(김 등,1998),유방암의 경우는 좋은 예후와 연
관이 있다는 보고(Gillettetal.,1994;Batesetal.,1994)가 있는 반면 상관관계가 없다는
보고와(vanDiestetal.,1997;Michalidesetal.,1996),두경부의 편평상피 암종에서는
나쁜 예후와 관련이 있다고 보고되고 있다(Akervalletal.,1997).유방암종의 10～20%에
서 cyclinD1유전자 증폭이 발견되나 cyclinD1단백의 과발현은 35～80% 정도로 나타
나 보고자에 따라 매우 다양하다(Bartkovaetal.,1994;Zhangetal.,1994;Zukerberget
al.,1995).이처럼 cyclinD1단백의 과발현이 유전자 증폭 빈도에 비해 높은 것은 cyclin
D1단백의 발현이 유전자 증폭 이외의 기전에 의해 초래될 수 있다는 것을 의미하며,이
는 돌연 변이나 전위 등에 의해 일어나며 호르몬 특히 에스트로겐에 대한 민감도의 증가
에 기인될 수도 있다(vanDiestetal.,1997).세포주를 이용한 실험에서 유방암세포는 에
스트로겐에 의해 cyclinD1이 유도될 수 있어 에스트로겐 수용체 양성인 세포는 유전자
증폭없이도 cyclinD1발현이 유도될 수 있고(Musgroveetal.,1993),에스트로겐 수용체
양성의 경우는 더욱 많은 cyclinD1을 합성시킬 수 있다(Kim etal.,1998).본 연구의 경
우 cyclinD1의 과발현이 85예(66%)에서 관찰되었고,cyclinD1과 Pin-1발현간에는 유
의한 상관관계가 있었으나,VEGF-C 및 p53발현과는 유의한 상관관계가 없었다.또한
cyclinD1과 여러 임상 병리학적 지표와의 상관관계를 검증한 결과 연령,종양의 크기,
임상병기 등과는 유의성이 없었으나,cyclinD1의 발현 강도와 림프절 전이 유무 및 종



양등급간에는 유의성이 있었다.CyclinD1의 미발현,과발현에 따른 생존 여부 및 생존
기간의 변화는 cyclinD1이 과발현되는 경우 통계학적으로 유의하게 생존율 및 생존 기
간이 증가하였으나,cyclinD1의 과발현 정도에 따른 생존 기간의 변화는 유의하지 않아
cyclinD1은 그 발현 여부가 생존율 및 생존 기간에 영향을 미치는 예측 인자로서의 가
치가 있을 것으로 판단된다.
그 외 여러 가지 임상 병리학적 지표와 생존 기간과의 관계를 통계학적으로 검증한 결
과 생존기간과 환자의 연령,종양크기,조직학적 등급,림프절 전이 유무,림프절 전이정
도,임상 병기의 상관관계를 검토한 결과 종양의 크기 및 림프절 전이유무는 생존율 및
생존 기간에 통계적으로 유의한 영향을 미쳐 생존기간의 단축을 초래하였다.그러나,환
자의 연령,종양등급,림프절 전이정도 및 임상 병기는 생존율 및 생존 기간과 유의한 상
관 관계가 없었다.



결결결 론론론

p53단백 및 cyclinD1은 각종 종양의 형성 및 진행에 중요한 관계가 있는 것으로 알려
져 있으나 Pin-1과 VEGF-C의 유방암에서의 역할에 관한 연구보고는 흔하지 않다.이에
저자는 유방의 침윤성 관암종 128예를 대상으로 면역조직화학 염색을 하여 그 동안 유방
암을 대상으로 비교적 많은 연구 보고가 이루어진 p53단백 및 cyclinD1분석 결과와
함께 Pin-1과 VEGF-C발현양상,임상 병기,환자 생존 기간,나이,종양의 크기,조직학
적 등급 및 림프절 전이 수와 같은 여러 가지 임상병리학적 자료를 비교 분석하여 다음
과 같은 결과를 얻었다.

1.Pin-1은 종양주변의 정상 유방조직에서도 약한 염색(1+)이 관찰되었으나 침윤성 관암
종의 경우 89%(114/128)에서 중등도 이상(2+또는 3+)의 강한 염색을 보였다.Pin-1발
현과 종양등급(p<0.01)및 림프절 전이 정도(p<0.05)는 통계학적 유의성이 있었다.
2.VEGF-C는 종양주변의 정상 유방조직에서는 관찰되지 않았으나 침윤성 관암종의
88%(112/128)가 양성인데,61%(78/128)는 강양성(2+또는 3+)이었다.VEGF-C 발현과
종양등급,림프절 전이 정도 및 임상병기는 통계학적 유의성이 있었다(각각 p<0.01).
3.p53단백은 종양주변의 정상 유방조직에서는 관찰되지 않았으나 침윤성 관암종의
35%(45/128)가 양성이었다.p53단백 발현과 종양등급과는 통계학적으로 유의성이 있었
다(p<0.05).
4.CyclinD1은 종양주변의 정상 유방조직에서는 관찰되지 않았으나 침윤성 관암종의
66%(85/128)가 양성이었다.CyclinD1발현과 종양 등급 그리고 림프절 전이 정도는 통
계학적으로 유의성이 있었다 (각각 p<0.05).
5.Pin-1과 cyclinD1발현은 통계학적으로 유의성이 있었다(p<0.05).
6.CyclinD1발현과 생존 여부는 통계학적으로 유의성이 있었다(p<0.05).
7.종양 크기 및 림프절 전이유무는 생존율 및 생존 기간과 통계학적으로 유의성이 있었
다 (각각 p<0.05).

이상의 연구 결과로 미루어 Pin-1과 VEGF-C는 유방암의 진행 및 전이에 관여하여 불
량한 예후를 초래하며 기존에 알려진 바와 같이 p53단백과 cyclinD1역시 불량한 예후
인자로 확인되었다.또한 Pin-1및 VEGF-C에 대한 많은 연구가 추가되어야 하겠지만



Pin-1과 cyclinD1발현이 밀접한 연관성이 있고,VEGF-C발현과 종양등급,림프절 전
이 정도 및 임상병기간 통계학적 유의성이 있어 향후 항암치료 전략설정에 기초자료로
활용될 수 있을 것으로 판단된다.
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Table 1. The clinicopathologic data according to the expression pattern of Pin-1, VEGF-C, p53 and cyclin D1 in 

mammary infiltrating duct carcinoma

Pin-1 VEGF-C p53 CyclinD1
3+
(n=82)

2+
(n=32)

1+
(n=14)

-
(n=0)

3+
(n=28)

2+
(n=50)

1+
(n=34)

-
(n=16)

3+
(n=26)

2+
(n=13)

1+
(n=6)

-
(n=83)

3+
(n=35)

2+
(n=22)

1+
(n=28)

-
(n=43)

Age(yr.) 
 ≤ 39(n=24)  17 6 1 0 5 11 7 1 5 2 1 16 7 5 6 6
 40-49(n=46) 28 11 7 0 9 18 12 7 9 5 2 30 14 9 11 12
 50-59(n=37) 22 10 5 0 10 12 10 5 8 5 0 24 9 6 7 15
 ≥ 60(n=21) 15 5 1 0 4 9 5 3 4 1 3 13 5 2 4 10
Grade § § * *
 I(n=31) 8 8 15 0 1 9 11 10 1 0 1 29 3 2 4 22
 II(n=61) 41 21 0 0 9 25 21 6 14 9 4 34 16 18 12 15
 III(n=36) 33 3 0 0 18 16 2 0 11 4 1 20 16 2 12 6
Positive nodes * § *
 0(n=71) 36 22 13 0 2 27 27 15 11 6 3 51 20 8 17 26
 1-3(n=23) 15 7 1 0 6 14 3 0 7 3 2 11 1 9 4 9
 ≥ 4(n=34) 31 3 0 0 20 9 4 1 8 4 1 21 14 5 7 8
Tumor size(cm)
 <2.0(n=56) 36 11 9 0 11 20 15 10 10 4 3 39 15 12 12 17
 2.0-5.0(n=62) 39 19 4 0 14 25 18 5 13 5 1 43 18 9 14 21
 >5.0(n=10) 7 2 1 0 3 5 1 1 3 4 2 1 2 1 2 5
Stage §
 I(n=34) 22 9 3 0 2 14 8 10 7 3 2 22 11 3 8 12
 II(n=77) 47 19 11 0 17 32 23 5 15 7 3 52 19 18 16 24
 III(n=17)  13 4 0 0 9 4 3 1 4 3 1 9 5 1 4 7
*: statistically significant p value〈0.05, §: statistically significant p value〈0.01



Table2.InterrelationbetweenthePin-1andCyclinD1immunoexpressionstatusesin
mammaryinfiltratingductcarcinoma(%)

Pin-1
pvalue3+ 2+ 1+ -

(n=82) (n=32) (n=14) (n=0)

CyclinD1

3+
(n=35)
2+

(n=22)
1+

(n=28)
-

(n=43)

33 2 0 0
(94.3) (5.7)
19 5 1 0

(86.4) (22.7) (4.6)
16 8 4 0

(57.1) (28.6) (14.3)
14 17 12 0

(32.6) (39.5) (27.9)

<0.05



Table 3. Multivariateanalysisondisease-relatedsurvival(Coxproportionalhazardmodel)
accordingtotheclinicopathologicvariablesinmammaryinfiltratingductcarcinoma

Variable Hazardratio 95% confidence
intervals

Age 0.991 0.961-1.023

Tumorgrade 1.223 0.727-2.057

Positivenodes 2.041 1.260-3.305

Tumorsize 2.107 1.279-3.472

Stage 0.689 0.308-1.542



Legends for figures

Figure1.ImmunohistochemicalstainingforPin-1inmammaryinfiltratingductcarcinoma.
Highgradecarcinomademonstratedstrongpositivenuclearstaining(A)but,lowergrade
carcinomademonstratedweakpositivenuclearstaining(B).ABC method,counterstained
byhematoxylin.

Figure 2. Immunohistochemical staining for VEGF in mammary infiltrating duct
carcinoma.Highgradecarcinomademonstratedstrongpositivecytoplasmicstaining(A)
but,lowergradecarcinomademonstratedweakpositivecytoplasmicstaining (B).ABC
method,counterstainedbyhematoxylin.

Figure 3.Immunohistochemicalstaining forp53 protein in mammary infiltrating duct
carcinoma.Highgradecarcinomademonstratedstrongpositivenuclearstaining(A)but,
lowergradecarcinomademonstratedweakpositivenuclearstaining(B). ABC method,
counterstainedbyhematoxylin.

Figure 4.Immunohistochemicalstaining forcyclin D1 in mammary infiltrating duct
carcinoma.Highgradecarcinomademonstratedstrongpositivenuclearstaining(A)but,
some high grade carcinoma demonstrated weak positive nuclearstaining (B). ABC
method,counterstainedbyhematoxylin.

Figure5.Cumulativesurvivalcurvebylymphnodemetastasis.

Figure6.Cumulativesurvivalcurvebytumorsize.
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동의여부 동의여부 동의여부 동의여부 : : : : 동의동의동의동의( ( ( ( 0 0 0 0 )    )    )    )    반대반대반대반대(     (     (     (     ) ) ) ) 
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