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국문요약

B형 간염바이러스에 의한 큰 세포형 간세포 이형성의 세포 
역동성     

 큰 세포형 간세포 이형성(large liver cell dysplasia,LCD)은 크고 진

하게 염색되는 다형성의 핵을 보이나 핵대 세포질의 비는 정상적이거나 

다소 증가된 병변으로서 간세포암종(hepatocellular carcinoma, HCC)의 

전암병변인지 또는  재생 및 변성에 의한 변화인지 생물학적 특성이 아

직 확실하지 않다.  

 본 연구에서는  LCD의  전암병변으로서의 의미를 알아보기 위하여 

PCNA염색과 TUNEL염색을 하여 세포 역동성을 알아보았다. 연구 대상은 

24마리의 HBx형질전환 생쥐와  B형 간염바이러스(hepatitis B virus, 

HBV)에 감염된 인체의 간 26예와 HCC 20예를 대상으로 하였으며, 정상 

생쥐 16마리와 인체의 정상 간조직 20예를 대조군으로 하였다. 

  HBx 형질전환 생쥐에서 LCD의 PCNA 지수는 정상 대조군보다 의미있게 높

았고(p<0.001), non-LCD 보다는 낮았으나 통계학적인 차이는 없었다. 간세

포결절과 HCC는 다른 군에 비해서 PCNA 지수가 의의있게 높았으나

(p<0.001), 간세포결절과 HCC 사이는 통계학적인 차이는 없었다. HBx 형질

전환 생쥐에서  고사세포지수는  LCD는 정상 대조군에 비해 의의있게 낮았

으며(p<0.05), non-LCD에 비하여 낮았으나 통계학적인 차이는 없었다

(p=0.15). LCD, 간세포결절, HCC 사이에 고사세포지수의 의의있는 차이는 

없었다. 

  만성 HBV 감염 인체 간조직에서 PCNA 지수는 LCD가 non-LCD 및 정상 대

조군에 비하여 통계학적으로 유의하게 높았으며(p<0.001), HCC보다 의의있

게 낮았다(p<0.001). 고사지수는 LCD가 정상 대조군에 비하여 의미있게 증

가하였으며(p<0.05), non-LCD나 HCC와는 통계학적으로 차이가 없었다. 만

성 HBV 감염 인체 간조직에서 PCNA 표시지수와 고사세포지수의 차이로 살
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펴본 각 개체에서의 세포역동성은 정상대조군, non-LCD, LCD, HCC로  진행

됨에 점차적인 세포의 획득을 보였다.

  이상의 결과를 종합할 때 HBx 형질전환 생쥐에서의 고사지수가 정상 대

조군에 비해 감소한 것이 HCC의 발생 기전에 중요하며, HBV 감염에 의한 

인체의 LCD는 정상 간조직 및 병변주위 non-LCD와 비교하여 세포고사에 비

하여 세포증식능이 의미있게 증가되어 있는 병변으로 HBV에 의한 LCD는  

HCC의 전암병변 가능성이 높은 것으로 생각한다. 

  

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

핵심되는 말 : 간세포암종, 간세포 이형성, 큰 세포형 이형성, 

              B형 간염 바이러스, HBx형질전환생쥐,
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B형 간염바이러스에 의한 큰 세포형 간세포이형성의 

세포 역동성 

          

                      <지도교수  박영년>

                    연세대학교 대학원 의학과

                          구 자 승

I. 서론 

 간세포암종(hepatocellular carcinoma, HCC)은 간에 발생하는 원발

암종 중에서 70%이상을 차지하는 가장 흔한 악성 종양이다.
1 
우리

나라를 비롯한 일본, 중국과 같은 동남아시아국가는  인구 100,000

명당 한해 간세포암종 발생건수가 20.1건 이상인 간암종 고위험 국

가에 해당한다.
2
 간세포암종과 직접적으로 연관되어 있는 것으로는 

B형 간염 바이러스(hepatitis B virus, HBV),
3,4
 C형 간염 바이러스

(hepatitis C virus, HCV),
5
 Aflatoxin B1

6
과 알코올

5
등이다. 특히 우

리나라의 경우는 HBV가 HCC와 많은 연관이 있는 것으로 알려지고 

있는데, 우리나라에서는 간생검 조직으로 진단한 HCC 환자들 중 혈

청 HBsAg이 75.7%에서 양성으로 보고되었다.
7
 이러한 간세포암종

의 전구병변으로 간세포 이형성(liver-cell dysplasia)이 보고되었으

며, 간세포 이형성은 큰 세포형 간세포 이형성(large liver cell 

dysplasia, LCD)
8-10
과 작은 세포형 간세포 이형성(small liver cell 

dysplasia, SCD)
11
로 대별된다. 

 SCD는 Watanabe 등
11
이 처음 보고한 것으로 핵의 이형성과 호염
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기성의 감소된 세포질을 보여, 핵/세포질 비율이 증가해서 정상 간

세포와 HCC 중간 값을 나타낸다. 이러한 SCD는 증식능이 증가해 

있고 간세포암종과 자주 동반되는 점등으로 HCC의 전암병변으로 

밝혀졌다.
12
 

 LCD는 크고 진하게 염색되는 불규칙한 모양의 핵을 보이며, 세포

질도 풍부하여 핵대 세포질의 비가 정상이거나 다소 증가된다. LCD

는 Anthony
8
가 1973년 처음 보고시 정상 간에는 약 1%정도 나타나

고, 간경변증에는 19.3%, 그리고 HCC가 동반된 간경변증에서는 

64.5%정도 나타나며, 또한 LCD와 혈청 HBsAg 양성과 강한 연관성

을 보여 HCC의 전암병변으로 제시하였다. 그후 지금까지 많은 연구

들이 진행되었지만 LCD의 생물학적 특성은 아직 확실하지 않다. 그 

동안의 연구 보고는 크게 두 가지로 정리할 수 있는데, HCC와 연관

된 전암병변이라는 주장과 재생 또는 변성에 의한 변화라는 설이다. 

 LCD가 전암병변이라고 주장하는 근거는 첫째, 역학적으로는 환자

대조연구에서 LCD와 HCC와 강한 연관성이 있는 것으로 밝혀졌

고,
13-16
  LCD를 가진 사람이 HCC가 발생할 확률이 LCD를 가지지 

않은 사람보다 2배이상 높은 것으로 확인되었다.
17
 또한 다변량분석

상 LCD를 가진 간경변증 환자가 그렇지 않은 사람보다 HCC가 발

생할 확률이 4배 이상 높은 것으로 보고되고 있다.
18
 둘째로 LCD가 

가지는 생물학적 특징으로 정상 간세포에 비해서 비정상적인 DNA 

용량을 보이는 것으로 보고되고 있다.
19-21 

 즉 정상 간세포는 이배체

(diploidy)를 보이는 반면 LCD는 과다배수체(polyploidy),
21
 또는 비

정배수체(aneuploidy)를 나타내며,
19
 세포유전학적인 분석에서 대부

분에서 2개에서 6개까지의 염색체의 수적인 이상이 나타나는 것으

로 보고하고 있다.
22
 또한 LCD가 HCC와 유사하게 p53 단백이 발현
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되고 높은 증식과 함께 세포고사를 나타낸다고 보고하였다.
23

 
반면 LCD가 재생 또는 변성에 의한 변화라는 근거는 이 병변이  

정상 간 및 담즙정체와 연관되어 관찰이 되며,
24
 형태학적으로 세포

증식이 일어나는 병변에서는 큰핵이나 다핵구는 잘 나타나지 않는 

소견이라는 점이다.
25 
레티쿨린 골격이 유지되어 있고, 혈청 

alpha-fetoprotein이 정상이며 핵과 세포질간의 비가 정상으로 유지

되고 있다는 점도 변성에 의한 변화를 시사하는 소견이라고 보고하

고 있다.
11
 또한 LCD가 HCC와 조직학적으로나 지역학적으로 연관

성이 없으며, LCD와 정상 간세포간에 carcinoembryonic antigen, 

alpha fetoprotein, 그리고 alpha-1 antitrypsin의 발현양상이 비슷한 

것으로 보고되어 있다.
26
 이처럼 LCD가 재생 또는 변성에 의한 변

화라고 주장하는 학자들은  큰 세포형 이형성이라는 용어보다는 큰 

세포형 변화(large cell change)라는 용어를 쓰고 있다.
27

 우리나라의 경우는 HCC의 발생이 높으며, 특히 HBV와 연관된 

HCC가 대다수를 차지하는 실정이다. LCD가 HCC의 전암병변이 아

니라고 주장하는 많은 학자들도  LCD가 HBV와 높은 연관성을 갖

는다는 점에는 동의하고 있다.
28-31
 따라서 HBV와 연관된 LCD의 병

리학적 특성을 알아보는 것은 중요한 것으로 생각한다. 

  종양은 세포의 증식과 세포소실의 불균형에 의하여 발생된다. 세

포의 증식은 증식 중인 세포의 수와 관계가 있으며, 세포의 소실은 

괴사 또는 고사에 의해 일어나는데, 이중 고사가 종양세포의 균형을 

유지하는데 주로 관여하고 있다.
37
 그러므로 본연구에서는  HBx형

질전환생쥐의 간조직 및 HBV에 의한 만성 간질환 환자의 수술시 

절제된 간조직에서 LCD에 해당하는 부위에 proliferating cell 

nuclear antigen(PCNA)염색과 Tdt-mediated dUTP-biotin nick end 
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labeling(TUNEL) 염색을 시행하여, LCD를 구성하는 간세포의 증식

과 고사와의 관계를  조사하여 LCD의 세포역동성과 전암병변으로

서의 의미를 알아보고자 하였다.
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II. 대상 및 방법

  1.  연구대상 

    가.  HBx 형질전환 생쥐

   HBx형질전환 동물은 Yu
32
에 의해 확립된 HBx 형질전환 생쥐를 

이용하였다. 암컷 C57BL/6×DBA 생쥐에서 채취한 수정란에 HBx 

유전자가 포함된 DNA가 주입된 수정란을 위임신된 동종의 암컷생

쥐에 이식하여 사유한 결과 출생된 생쥐에서 Southern blot 방법을 

이용하여 형질전환 여부를 확인하였다. 이상의 방법에 의해 1마리의 

founder 생쥐가 개발되었으며, HBx 유전자는 멘델 유전법칙에 의해 

안정적으로 후손에 전달됨이 확인되었고, HBx 형질전환 생쥐의 간

세포에서 HBx 단백 발현을 확인하였다. 이와 같은 방법으로 출생한 

HBx형질전환 생쥐 24마리를 검색하였다. 대조군은 HBx형질전환을 

시키지 않은 생쥐 16마리(C57BL/6)를 대상으로 하였다.

    나. 인체 간

  1998년부터 2001년까지 연세의료원에서 HBV와 연관된 간경변증

이나 HCC로 간절제술 및 간이식을 받은 예중에서 LCD의 소견이 

현저히 보이는  26예를 대상으로 하였고, 이중 20예가 HCC가 발생

하였다.

 대조군으로는 국소 결절성 증식 또는 전이성 암종으로 절제한 간

의 비종양성 간조직 중에서 LCD의 소견이 보이지 않는 비교적 정
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상 간조직 20예를 대상으로 하였다.

  

  2.  방법

    가.  병리조직 염색 및 판독

  HBx형질전환을 시킨 생쥐와 정상 생쥐를 각각 1, 3, 5, 7, 9, 11, 

13 그리고 15 개월에 희생하였으며, 적출한 간은 10% 중성 포르말

린에 고정후 통상의 방법으로 파라핀 포매하였다. 

  인체의 간조직은 10% 중성 포르말린에 고정 후 파라핀 포매한 간

조직을 이용하였다. 간조직은 4μm의 두께로 박절하여 

hematoxilin-eosin염색을 시행하였다.

 광학 현미경 검색을 통하여 LCD에 해당하는 부위를 검색하였으며, 

LCD의 정의는 Anthony등이 정한 것
8
을 따랐으며, 핵의 크기가 주

위 정상 간세포의 것보다 2배 이상 큰 것을 LCD로 판정하였다.

  

    나. PCNA 면역조직화학 염색 

 

 파라핀 포매된 조직을 4μm로 절편하여 xylene에 탈파라핀을 시킨 

후 고농도알코올에서 저농도 알코올의 과정을 거쳐 증류수에서 탈

수 과정을 거친 후, 3% 과산화수소로 10분간 처리하여 endogenous 

peroxidase의 작용을 차단하였다. Tris 완충액으로 10분간 세척하고 

단백칠 차단 용액(DAKO, Carpiuteria, USA)으로 30분간 처리하였

다.  monoclonal PCNA-PC10 항체(DAKO, Denmark) 용액을 1:500

으로 희석하여 4℃에서 하루밤 동안 반응시켰다.  Tris 완충액으로 
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10분간 세척한 후, LSAB kit(DAKO, Carpiuteria, USA)를 이용하여 

염색후, Nova red(VECTOR, USA)로 발색시킨 후, Mayer's 

hematoxylin으로 대조 염색을 시행하고, universal mount로 봉입하

여 관찰하였다. 양성염색 대조군으로 HBx형질전환 생쥐에서는 고환

조직을 이용하고, 인체간에서는 HCC를 이용하였다. 

    다. TUNEL 염색 

 

  고사세포를 염색하기 위하여 Apototag apoptosis in situ detection 

kit (Intergen, CO)를 사용하였다. 파라핀에 포매된 조직을 4μm 두

께로 박절하여 xylene에서 탈파라핀을 시킨 후 고농도 알코올에서 

저농도 알코올의 과정을 거쳐 증류수로 세척한 후 40㎍/㎕의 

proteinase K (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany)로 10분

간 반응시킨 후, TBS 완충액으로 10분간 세척하였다.  Equilibration 

buffer로 처리한 후, Tdt효소 및 reaction buffer 용액으로 희석하여 

37℃에서 90분동안 반응시키고, stop/wash 완충액에서 37℃로 20분

간 반응시킨 다음 1:100으로 희석시킨 anti-digoxigenin alkaline 

phosphatase (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany)을 30분

간 반응시켰다. NBT/BCIP로 발색하고 nuclear fast red로 대조염색

후 봉입하여 관찰하였다. 양성염색 대조군으로 HBx형질전환 생쥐슬

라이드에서는  고환조직을 이용하였고, 인체간에서는 HCC를 이용하

였다.

   

    라. PCNA 면역조직화학 염색판정
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  PCNA염색은 핵이 뚜렷한 적색으로 염색된 세포를 양성 세포로  

판정하였다. 무작위로 1000개 이상의  간세포를 검색하여 양성세포

의 백분율을 구하여 이를 PCNA 지수로 하였다. 단 LCD의 경우 

LCD를 구성하는 세포의 총수가 1000개 되지 않을 경우는 전체 

LCD 세포수에 대한 염색된 세포의 백분율을 구하였다.  

     마. TUNEL  염색판정

  농축된 핵이 감색으로 염색되거나 염색된 핵 주위에 투명대를 갖

는 세포를 고사세포로 판정하였으며, 무작위로 1,000개 이상의 세포

검색 후 양성세포의 백분율을 구하여 고사세포지수로 하였다. 단 조

직내의 LCD를 구성하는 세포의 총수가 1000개 되지않을 경우는 전

체 LCD 세포수에 대한 염색된 세포의 백분율을 구하였다. 

    마. 통계학적 분석

  각 실험군간의 PCNA지수 및 고사세포지수에 대한 통계학적 검증

은 unpaired, student-t test를 이용하였으며, 통계처리는 SPSS for 

Window(Version 10.0) 통계 패키지를 사용하였다.  p값이 0.05 미만

인 경우 통계학적 유의성이 있는 것으로 판정하였다. 
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III. 결과

  1.  임상정보 및 조직학적 소견

    가. HBx 형질전환 생쥐

  

  HBx 형질전환 생쥐는 1개월에 간세포의 이형성 변화가 없이  정

상적인 엽상구조를 유지하고 있었으며, 염증세포의 침윤은 관찰할 

수 없었다. 3개월부터 간세포의 핵과 세포질이 커지고 과핵질 또는 

뭉쳐진 핵질을 보이는 인체 간세포의 LCD와 같은 간세포의 이형성 

변화가  나타나기 시작하였다(그림1-a). 이러한 LCD를 보이는 세포

의 수는 개월수가 증가할수록 통계학적으로 의미있게 동시에 증가

하였다(r=0.91)(그림 2). 또한 개월 수가 증가 할수록 이러한 이형성 

세포들은 여러개가 모여 작은 군집을 이루기도 하였다(그림 1-b). 

전 실험기간에 걸쳐 답즙 정체의 소견은 관찰되지 않았다. 9개월부

터 이형성 세포들이 군집을 이룬 간세포결절(liver cell nodule)이 나

타나기 시작했다. 간세포 결절은 주위 조직을 밀고 팽창하는 소견을 

보였으나, 주위조직으로의 침윤의 소견은 없었다(그림 3-a, b). 13개

월부터는 육안적으로 관찰되는 HCC가 출현하였으며, 대부분 충실형

(solid)으로 분화가 좋았다(그림 4-a, b).  

 대조군의 정상 생쥐의 경우는 전 실험기간 동안 핵과 세포질이 커

지는 LCD는 관찰되지 않았다.

    나. 인체 간 조직
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  실험군의 연령은 38-59세(평균±표준편차, 46.7±9.6)였으며, 평균 

남녀비는 3:1이었으며,   LCD의 대상군인 24예 모두 혈청 HBs 항

원이 양성이었고, anti-HCV는 음성이었다.  HCC가 발생된 경우가 

20예이고 이중 간경변증이 동반된 경우가 17예, 만성간염이 동반된 

예가 3예였다. 또한 HCC 없이 간경변증만을 나타낸 경우가 4예였

다. LCD는 낱개로 흩어져 전체 간에 나타나거나, 몇 개의 세포가 

군집을 이루어 출현하기도 하였으며, 간의 전구획에 걸쳐 나타나는 

소견을 보였다(그림 5-a). 담즙정체의 소견은 관찰되지 않았다.   

 대조군은 연령은 32-55세(평균±표준편차, 42±10.5)이고 남녀비는 

1:6.7이었으며, 모두 혈청 HBs 항원과 anti-HCV는 음성이었다. 16

예는 국소 결절성 증식,  4예는 전이성 암종으로 간 절제술이 시행

되었다. 대조군은 일부에서 부분적으로 지방변화를 보이는 것 외에

는 비교적 정상적인 간소견을 보였으며, LCD와 같은 이형성 변화는 

관찰되지 않았다. 

  

  2.  세포증식 및 고사의 역동성

    

   가. HBx 형질전환 생쥐 

     (1) PCNA 표시지수 

  

    HBx 형질전환 생쥐의 LCD의  PCNA 표시지수(평균±표준편

차)는 1.35±0.50, 주위 간세포(non-LCD)는 1.87±0.67, 간세포결절은 

7.25±0.12, 그리고 간세포암종은 8.12±0.81이었다. 대조군인 정상 
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생쥐간의 PCNA 표시지수는 0.33±0.21이었다. LCD의  PCNA 표시

지수는 정상 대조군보다 의미있게 높았고(p<0.001), non-LCD보다는 

낮았으나 통계학적인 차이는 없었다(p=0.052). 간세포결절과 HCC는 

다른 군에 비해서 의미있게 높은 PCNA 표시지수를 보였다

(p<0.001). 간세포결절과 HCC 사이의 PCNA 표시지수는 통계학적

인 차이는 없었다(p=0.089)(그림 6). 

 개월수에 따른 PCNA 표시지수의 차이를 보면 LCD는 3개월에 출

현하여 7개월까지 PCNA표시지수가 증가하였으며, 이후 비교적 비

슷한 PCNA표시지수를 보였다. 반면 정상 대조군, non-LCD, 간세포

결절, HCC는 전체 관찰기간동안 비교적 일정한 PCNA 표시지수를 

보였다(그림 7).   

     (2) 고사세포지수 

    HBx 형질전환 생쥐의 LCD의 고사세포지수(평균±표준편차)는 

0.18±0.11, non-LCD는 0.30±0.33, 간세포결절은 0.25±0.11, 그리고 

HCC는 0.50±0.19이었다. 대조군인 정상 생쥐의 간세포의 고사세포

지수는 0.58±1.01 이었다. LCD의 고사세포지수는 대조군에 비하여 

의의있게 낮았고(p<0.05), non-LCD에 비하여 낮았으나 통계학적인 

차이는 없었다(p=0.150).  LCD, 간세포결절, 그리고 HCC 사이에는 

고사세포지수의 의의있는 통계학적인 차이는 없었다(p=0.073)(그림 

8). 

  정상 대조군의 고사세포지수는 3개월부터 13개월까지 서서히 증

가하였다. HBx 형질전환 생쥐의 non-LCD의 고사세포지수는 11-13

개월에 최고수치를 보였으며, 15개월에는 감소하혔다. LCD, 간세포
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결절, 그리고 HCC는 개월수에 상관없이 비슷한 정도의 고사세포 지

수를 나타냈다(그림 9).

    나. 인체 간 조직

     (1) PCNA 지수 

   만성 HBV감염군의 LCD의 PCNA 지수(평균±표준편차)는 17.83

±5.97, non-LCD의 PCNA 지수는 10.48±0.47 그리고 HCC는 32.31

±3.87 이었다. 정상 대조군의 PCNA 지수는 0.75±0.35였다.  LCD

는 정상 대조군이나 non-LCD에 비하여 통계학적으로 유의하게 높

은 PCNA 표시지수를 보였다(p<0.001). HCC의  PCNA 지수는 다

른 군에 비하여 의미있게 높았다(p<0.001)(그림 10).

 각 개체에서의 PCNA 지수는 그림 11에 표시한 바와 같았으며, 대

부분(89%)에서 LCD가 non-LCD의 PCNA 표시지수보다 높았다.

  

     (2) 고사세포지수 

  만성 HBV감염군에서 LCD의 고사세포지수(평균±표준편차)는 

3.71±2.65, non-LCD의 고사세포 지수는 3.55±2.12, 그리고 HCC는 

4.10±0.72이었다. 정상 대조군의 고사세포지수는 0.16±0.21였다. 

LCD의 고사세포지수는 정상 대조군에 비하여 의미있게 증가하였으

며(p=0.047), non-LCD와는 통계학적으로 차이가 없었다(p=0.172)(그

림 12). 각 개체에서의 고사세포지수는 그림 13과 같은데, 21예의 경

우는 LCD와 non-LCD에서 평균 0.32로 낮은 고사세포지수를 보인 
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반면 5예에서는 LCD와 non-LCD에서 평균 15.6으로 높은 고사세포 

지수를 보였다. LCD의 고사세포지수는 HCC와는 통계학적으로 차

이가 없었다(p=0.192).

 

   (3) PCNA지수와 고사세포지수의 차이 

 각 개체의 세포역동성을 알아보기 위하여 각 병변의 PCNA지수와 

고사세포지수의 차이를 구하여 비교 검색하였다.  PCNA지수와 고

사세포지수의 차이(평균±표준편차)는 LCD 17.3±4.12, non-LCD 

7.2±3.12, HCC 27.4±2.71 및 정상 대조군은 0.57±0.27 이었다. 

HCC의 세포역동성이 가장 활발하였고, 그 다음이 LCD, non-LCD, 

그리고 정상 대조군 순으로 세포의 고사에 비해 증식이 활발한 것

을 확인하였다(p<0.001)(그림 14). 
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그림 1. HBx형질전환생쥐의 조직학적소견 및 면역조직화학 염색소견.

a : 3개월된 HBx형질전환생쥐에서는 정상적인 간세포의 배열과 함께 대부  

   분에서 정상적인 간세포를 나타내나 일부세포에서 핵이 커지고 과염색  

   질을 가진 이형성 세포가 출현한다(H-E, 400배).

b : 6개월의 HBx형질전환생쥐의 간세포에서 커다란 핵과 세포질, 과염색  

   질의 핵을 갖는 이형성세포들이 여러개가 모여 작은 군집을 이루고 있  

   다(H-E 400배). 

c, d : 5개월된 HBx형질전환생쥐의 간에서 큰세포형 간세포 이형성에서   

   PCNA염색(c)과 TUNEL염색(d) 소견(400배).
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그림 2. 개월수에 따른 HBx형질전환생쥐의 간에서 간세포 1000개당 대간세

포 이형성을 보이는 간세포 수의 변화 (간세포결절과 간세포암종 부위의 

세포는 제외하였음)
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그림 3. HBx형질전환생쥐에서 생긴 간세포 결절의 조직학적소견 및 면역

조직화학 염색소견.

a, b : 9개월의 HBx형질전환생쥐에서 이형성 세포로 이루어진 간세포 결  

      절이 관찰되며, 비교적 정상의 주위 간조직을 밀고 있는 양상을 보  

      인다(H-E, a : 100배, b : 400배).

c, d : 9개월된 HBx형질전환생쥐의 간에서 형성된 간세포 결절에서의     

      PCNA염색(c)과 TUNEL염색(d) 소견(400배).

그림 4. HBx형질전환생쥐에서 생긴 간세포암종의 조직학적소견 및 면역조

직화학 염색소견.

a, b : 15개월의 HBx형질전환생쥐에서 충실형의 모양을 이루는 간세포암  

    종이 관찰된다(H-E, a : 40배, b : 200배). 

c, d : 15개월된 HBx형질전환생쥐의 간에서 형성된 간세포암종에서의     

    PCNA염색(c)과 TUNEL염색(d) 소견(400배).
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그림 5. B형 간염 바이러스에 감염된 인체 간조직에서의 조직학적 소견과 

면역조직화학염색

a : 큰세포형 이형성의 조직학적소견. 커다란 핵과 세포질, 그리고 과핵구  

    를 갖는 세포를 볼 수 있다(H-E, 400배). 

b, c : 큰세포형 간세포 이형성의 PCNA염색(b)과 TUNEL염색(c)상 핵내  

    에 뚜렷이 염색된 세포가 관찰된다(b : 200배, c : 400배). 

d, e, f : 간세포암종의 조직학적소견(d)과 PCNA염색      (e)과 TUNEL  

    염색(f)소견(d : H-E, 100배 e, f : 200배).
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그림 6. HBx형질전환생쥐와 대조군에서의 PCNA지수

대조군 : 형질전환을 하지 않은 생쥐

Non-LCD : Large cell dysplasia를 보이지 않는 주위 간세포

LCD : Large cell dysplasia

Nodule : 간세포 결절

HCC : 간세포암종

* : LCD와 비교했을 때 p<0.001
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그림 7. 개월에 따른 HBx형질전환생쥐와 대조군에서의 PCNA지수

대조군 : 형질전환을 하지 않은 생쥐

LCD : Large cell dysplasia

non-LCD : Large cell dysplasia를 보이지 않는 주위 간세포

Nodule : 간세포 결절

HCC : 간세포암종

                *

                 

그림 8. HBx형질전환생쥐와 대조군에서의 고사세포지수

 대조군 : 형질전환을 하지 않은 생쥐

Non-LCD : Large cell dysplasia를 보이지 않는 주위 간세포

LCD : Large cell dysplasia

Nodule : 간세포 결절

HCC : 간세포암종

* : LCD와 비교했을 때 p<0.05
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그림 9.개월에 따른 HBx형질전환생쥐와 대조군에서의 고사세포지수

대조군 : 형질전환을 하지 않은 생쥐

LCD : Large cell dysplasia

non-LCD : Large cell dysplasia를 보이지 않는 주위 간세포

Nodule : 간세포 결절

HCC : 간세포암종

                                          

                                          *

                          

                         *

                 * 

그림 10. 인체에서 각 병변의 PCNA지수

대조군 : Large cell dysplasia를 보이지 않는 정상간

non-LCD : Large cell dysplasia를 보이지 않는 주위 간세포

LCD : Large cell dysplasia

HCC : 간세포암종  * : LCD와 비교했을 때 p<0.001
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그림 11. 각 개체간의 large cell dysplasia와 non-large cell dysplasia 사

이의 PCNA 표시지수

non-LCD : Large cell dysplasia를 보이지 않는 주위 간세포

LCD : Large cell dysplasia

                                  *

                                           * 

                                           

그림 12. 인체에서 각 병변의 고사세포지수

대조군 : Large cell dysplasia를 보이지 않는 정상간

non-LCD : Large cell dysplasia를 보이지 않는 주위 간세포

LCD : Large cell dysplasia

HCC : 간세포암종  * :대조군과 비교했을 때  p<0.05
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그림 13 . 각 개체간의 large cell dysplasia와 non-large cell dysplasia 사

이의 고사세포지수

non-LCD : Large cell dysplasia를 보이지 않는 주위 간세포

LCD : Large cell dysplasia

                                           *

                                                                      

           

                         *

                         

                *

                

               

그림14. 인체에서 각개체간의  PCNA지수와 고사세포지수 차이

대조군 : Large cell dysplasia를 보이지 않는 정상간

non-LCD : Large cell dysplasia를 보이지 않는 주위 간세포

LCD : Large cell dysplasia

HCC : 간세포암종

* : LCD와 비교했을 때  p<0.001
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IV. 고찰

  LCD는 HBV, HCV, cholestasis 등에 의해 관련되어 발생되

며,
8,15,24,28-31

 HCC의 전암병변으로 처음 제시된 후 여러 연구보고가 

있었음에도 불구하고, 아직까지 LCD의 발생기전, 의미,  HCC로의 

진행 가능성 등은 아직 정확히 알려져 있지 않다.  HBV는 인체에

서 만성간염, 간경변증 그리고 HCC 등 여러 간질환을 일으키는 중

요한 원인인자로 알려져 있고 이러한 HBV의 정확한 발암기전 연구

를 의하여 HBx 유전자를 형질 전환시킨 생쥐 등이 연구에 많이 이

용되고 있다.
32,33
   

  HBx 형질전환 생쥐의 non-LCD의 PCNA 표시지수는 1.87±0.67, 

LCD는 1.35±0.50, 간세포결절은 7.25±0.12, HCC는  8.12±0.81이었

으며, 정상 대조군은 0.33±0.29이었다. HBx 형질전환 생쥐에서 정

상대조군에 비해 간세포의 PCNA 표시지수가 증가되어 전반적인 간

세포의 증식능이 증가한 것을 알 수 있었다. 반면 HBx 형질전환 생

쥐에서 LCD와 non-LCD 간세포 사이의 증식능은 의의있는 차이는 

없었다.

   HBx 형질전환 생쥐에서 간세포 고사지수는 non-LCD가 0.30±

0.33, LCD는 0.18±0.11, 간세포결절은 0.25±0.11, HCC는 0.50±0.19, 

그리고 정상 대조군의 경우는 0.69±1.01이었다. 고사세포능은 HBx 

형질전환 생쥐에서 LCD와 non-LCD 간세포 사이에 의의있는 차이

는 없었으나, LCD에서 정상 대조군에 비하여 통계학적으로 의미있

게 고사세포지수가 낮았다. 이상의 결과는 LCD에서 형질전환을 하

지 않은 생쥐의 간에 비해서 고사지수가 떨어진다는 것을 의미하며, 

이는 HBx 형질전환 생쥐의 간에서 HCC 발생 전에 고사세포의 빈
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도가 감소하고, 이러한 고사세포를 일으키는 신호의 차단이 전암단

계에 나타나 HCC가 발생된다는 이전의 연구결과와도 부합된다.
34 

한편 다른 연구에서는 HBx 단백질이 직접 세포고사를 일으킨다는 

보고
35
도 있어 HBx 단백의 기능이 매우 다양하고 복잡할 거라 생각

된다.

  인체의 HBV에 의한 만성간질환에서 PCNA 지수는 non-LCD가 

10.48±0.47, LCD는 17.83±5.97, HCC 32.31±3.87이었으며, 정상 대

조군은  0.75±0.35로서, LCD가 non-LCD보다 의의있게 세포 증식

능이 높았다. 

  인체간의 고사세포지수는 대조군은 0.16±0.21, non-LCD는 3.55±

2.12, LCD는 3.71±2.65, 그리고 HCC는 4.10±2.72로, 정상간에 비해

서 HBV에 의한 만성 간질환을 가진 경우에 고사세포가 전반적으로 

증가한 것을 알 수 있다. LCD와 non-LCD, 그리고 HCC 사이에는 

통계학적인 차이는 없었다. 또한 TUNEL 염색은 조직의 고정 상태

등에 따라 염색정도가 차이를 보일 수 있으므로, 각 개체별로 고사

세포지수를 살펴보면, 21예는 매우 0.32정도의 낮은 고사세포지수를 

보인 반면 5예에서는 15.6정도의 매우 높은 고사세포지수를 나타냈

다.  높은 고사세포지수를 보인 5예에서는 LCD와 non-LCD 모두에

서 높은 고사세포지수를 나타내어, LCD와 non-LCD  사이에 고사

세포지수의 의미있는 차이는 없었다. 

 인체에서 각 개체의 세포역동성을 알아보기 위하여 PCNA 지수와 

고사세포 지수와의 차이를 각 개체에서 살펴본 결과 세포증식 정도

는 정상대조군, non-LCD, LCD, HCC로 진행됨에 따라 의의있게 증

가되었다. 따라서 LCD는 non-LCD에 비하여 세포고사에 비하여 증

식정도가 큰 병변으로써 점차적인 세포의 획득이 일어나는 병변임
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을 확인 할 수 있었다. 이러한 소견은 LCD가 전암병변이라는 학설

을 지지하며,
8-10,19-22

 HBV에 의한 만성 간질환에서 LCD의 존재유무

가 앞으로의 HCC의 발생을 예측하는 중요한 인자의 하나로 생각된

다.
13-18

   Lee등
27
은 LCD는 주위 조직이나 대조군보다 증식이 낮았으며, 

LCD는 만성염증과 같은 자극에 의해 형성된 최종적으로 분화된 마

지막 단계의 다배수체 세포로서 낮은 증식을 갖는다고 주장하였다. 

이러한 상반된 연구 결과는 연구 대상의 사이에서 기원하였을 가능

성이 있으며, 본 연구에서는 HBV에 의한 LCD를 연구대상으로 한 

반면, Lee등의 연구는 대부분(75%)이 HCV에 의한 LCD에 관한 연

구였다. 

  HBV가 HCC를 일으키는 기전에 중요한 역할을 하는 것은 HBx 

단백이다. HBx는 직접 DNA와 결합하지 않기 때문에, 핵에 있는 전

사인자와 상호작용을 통해, 전사후 단계의 조절을 통해, 또는 세포

질내의 신호전환 체계에 영향을 줌으로써 전사단계의 조절이 일어

난다고 보고하고 있다.
36-38
 HBx 단백은 전사단계에서 c-myc과 

c-jun과 같은 원종양유전자를 활성화시키는 것으로 알려져 있으며, 

이러한 전사단계의 변화로 정상 세포성장의 조절에 관여하는 유전

자 조절에 이상이 와서 세포의 변형이 일어날 수 있다. 또한 HBx는 

p53단백과 결합하여,
39
 p53이 매개하는 전사 활성을 방해하고,

40
 세포

고사가 일어나는 것을 억제한다고 보고하고 있다.
41
 인체의 간세포암

종의 세포주에서 HBx 유전자가 발현되면, p53이 핵이 아닌 세포질

에서 표현된다는 보고가 있다.
42
 

 이에 반해 HCV에 의한 간암발생기전은 HCV core 유전자를 형질

전환시킨 생쥐에서 HCC가 생긴 보고가 있으나,
43
 지금까지는 주로 
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간접적인 경로를 퉁해 HCC가 발생한다고 알려져 있다. 즉, 유전자 

변형에 의한 계속적인 항원의 변화로 인한 지속적이고 만성적인 염

증이 일어나게 되고, 이러한 염증에 대한 반응으로 세포의 재생이 

발생되며, 유전자 변형이 와서 HCC가 발생한다는 견해이다.  

  본 연구에서 HBV에 의한 LCD의 세포증식 및 고사의 조절 장애

를 확인할 수 있었으나, HBx 형질전환생쥐에서 관찰되는 LCD에서

는 세포고사지수가 정상 간조직에 비하여 감소된 반면, HBV 감염 

인체간의 LCD에서 세포고사 지수가 정상 간세포에 비해 증가되었

다. HBx 형질전환 생쥐의 경우는 간의 병리가 HBx 유전자에 의해

서만 발생되나, 인체의 경우는 HBV에 의한 만성 간염을 거쳐 HCC

가 발생되며 HBx 유전자 이외에도 HBV에 대한 인체 면역 반응등

이 세포고사와 증식이 영향을 주었을 것으로 생각된다.
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V. 결론

 본 연구는  HBx 형질전환 생쥐의 간과 인체의 간에서 HBV에 의

한 LCD에 대하여 PCNA 면역조직화학염색과 TUNEL 염색을 통하

여 세포역동을 조사하여 전암병변으로서의 의미를 알아보았다. 

  1. HBx 형질전환 생쥐에서 LCD의 PCNA 지수는 정상 대조군보

다 의미있게 높았고(p<0.001), non-LCD 보다는 낮았으나 통계학적

인 차이는 없었다. 간세포결절과 HCC는 다른 군에 비해서 의미있게 

높았으나(p<0.001), 간세포결절과 HCC 사이는 통계학적인 차이는 

없었다.

  2. HBx 형질전환 생쥐에서  고사세포지수는  LCD는 정상 대조군

에 비해 의미있게 낮았으며(p<0.05), non-LCD에 비하여 낮았으나 

통계학적인 차이는 없었다(p=0.15). LCD, 간세포결절, HCC 사이에 

고사세포지수의 의의있는 차이는 없었다. 

  

  3. 만성 HBV 감염 인체 간조직에서 PCNA 지수는 LCD가  

non-LCD 및 정상 대조군에 비하여 통계학적으로 유의하게 높았으

며(p<0.001), HCC보다 의의있게 낮았다(p<0.001). 고사지수는 LCD

가 정상 대조군에 비하여 의미있게 증가하였으며(p<0.05), non-LCD

나 HCC와는 통계학적으로 차이가 없었다.

  4. 만성 HBV 감염 인체 간조직에서 PCNA 지수와 고사세포지수

의 차이로 살펴본 각 개체에서의 세포역동성은 정상대조군, 



- 30 -

non-LCD, LCD, HCC로  진행됨에 점차적인 세포의 획득을 보였다.

  

 이상의 결과를 종합할 때 HBx 형질전환 생쥐에서의 고사지수가 

정상 대조군에 비해 감소한 것이 HCC의 발생에 중요한 의미를 가

지며, HBV 감염에 의한 인체의 LCD는 정상 간조직 및 병변주위 

non-LCD에 비하여 세포증식능이 의미있게 증가되어 있는 병변으로 

HBV에 의한 LCD는  HCC의 전암병변 가능성이 높은 것으로 생각

된다. 
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Cell dynamics of large cell dysplasia 

in hepatitis B virus infected liver
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Large liver cell dysplasia (LCD), consisting of large, abnormal cells 

with bizarre, hyperchromatic and occasionally multiple nuclei, was first 

suggested as a precursor to hepatocellular carcinoma (HCC).  However, 

there has been extensive research performed on large cell dysplasia up 

to date, and there have been suggestions that LCD represents 

regenerative or degenerative changes in the liver unrelated to HCC. 

 In the present study, the cell dynamics of LCD was examined by an 

immunohistochemical analysis with  proliferating cell nuclear antigen 

(PCNA) and the Tdt-mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL) 

method. Twenty-four HBx transgenic mice, 26 hepatitis B virus (HBV) 

infected human livers with LCD, and 20 cases of HCC were the 

subjects of study, and 16 non-transgenic mice and 20 normal human 

livers were used as control.

 In HBx transgenic mice, the PCNA-labelling index(LI) was 

significantly higher in LCD compared to the control group (p<0.001), 

whereas no significant difference of PCNA-LI was demonstrated 

between LCD and the adjacent non-LCD. The TUNEL-LI was 

significantly decreased in LCD of HBx transgenic mice in comparison 

with the normal control mice(p<0.05).

 In human livers, the PCNA-LI was significantly higher in LCD 

compared to non-LCD and normal liver(p<0.001). The TUNEL-LI was 

significantly higher in LCD in comparison with the normal liver 



- 39 -

(p<0.05), while there was no statistically significant difference when 

compared to the non-LCD. The difference of PCNA-LIs and 

TUNEL-LIs, measured in each case, was lowest in the normal liver 

and significantly higher in non-LCD, LCD and HCC in increasing order 

(p<0.001), which alloes a preferential net gain of hepatocytes. 

 In conclusion, the LCD of HBx transgenic mice, decreased apoptosis 

was significant and LCD of HBV infected human liver showed a 

preferential cellular net gain. In LCD associated with HBV, 

dysregulation of apoptosis and proliferation may play an important role 

in the process of hepatocarcinogenesis.

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
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              large liver cell dysplasia, hepatitis B virus,         

              HBx transgenic mouse
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