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국문요약 

사람 유방암의 진행단계에 따른 종양세포의 간질침윤과 미세혈관  

생성조절 및 액와 림프절 전이 예측인자 

 

현재까지 알려진 유방암의 가장 중요한 독립적인 예후 인자는 종양의 크기와 

림프절 전이 유무이다. 그러므로, 유방암 환자에 있어서 림프절 전이 유무를 정확

하게 발견하는 것과 림프절 전이를 예측할 수 있는 인자를 알아내는 것은 환자의 

치료방침을 정하는데 있어 매우 중요하다. 전이를 하기 위해서 종양세포는 이웃 

종양세포와 분리되어 기저막을 뚫고 간질조직에 침윤한 후 맥관 내로 들어감으로

써 타 장기 또는 림프절로의 전이가 이루어진다. 따라서, 일차적으로 단백분해효

소에 의한 기저막의 융해와 간질의 미세혈관 생성 및 혈관 생성인자의 역할이 중

요하다. 간질침윤 조절인자 가운데 matrix metalloproteinase (MMP)는 기저막과 

세포외 기질을 분해하는 중요한 단백분해효소로서 이들 중 기저막의 중요한 성분

인 제4형 콜라겐을 분해하는 MMP2와 MMP9은 유방암, 대장암, 피부암, 폐암 등

의 여러 장기의 종양조직에서 보고되어 있으며 상당수의 연구에서 이들의 발현과 

종양의 국소 침윤, 림프절 전이, 생존율과의 상관성을 보고하고 있다. 또한, MMP

는 종양세포와 간질세포 사이에서 밀접한 연관성을 가지면서 종양의 성장 및 진

행에 중요한 역할을 하며 전이의 필수적 요소인 혈관 생성과도 밀접한 상관관계

가 있다고 알려져 있다. 최근에는 미세혈관 생성에 중요한 역할을 하는 MMP2를 

활성화시킬 뿐만 아니라 직접적으로 단백분해 작용도 하는 것으로 알려진 MT1-

MMP가 발견되어 이의 생물학적 역할에 대한 연구가 활발하다.  

종양세포의 침윤과 전이에 관여하는 또 다른 중요한 인자는 세포표면 부착물
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질인 CD44로서 이를 매개로 종양세포의 성장을 촉진시키는 기전의 많은 부분은 

잘 알려져 있지 않으나 최근의 유방암 세포주를 이용한 연구에서 CD44와 MMP 

및 TGF-β1이 일련의 상관관계가 있다고 보고하였다. 즉, CD44가 MMP9을 종양

세포 표면에 위치시켜 CD44-MMP9 결합체를 형성함으로써 MMP9으로 하여금 

TGF-β1을 활성화시켜 종양의 침윤 및 혈관 생성을 조절한다는 것이다.  

따라서, 본 연구에서는 조기 유방암인 관상피내암종과 T1 또는 T2의 침윤성 관

상피암종을 대상으로 유방암의 진행에 따른 종양세포 증식능과 종양의 미세혈관 

증식 정도를 알아보고 혈관 생성인자인 VEGF, TGF-β1 및 CD44의 면역조직화

학 염색과 간질침윤 조절인자로 알려진 MMP2, MMP9, TIMP2와 MT1-MMP의 

mRNA 인시투 보합실험을 통하여, 이들의 발현 및 상호 간의 연관성과 림프절 전

이를 예측할 수 있는 인자를 알아봄으로써 향후 유방암 환자의 치료방침을 정하

는데 도움을 주고자 연구를 시행하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

 

1. 유방암 종양세포의 증식지수는 임상 및 병리학적 예후 인자인 임상병기, 종양

의 크기, 조직학적 등급, 핵 등급에 따른 유의한 차이를 보였고 (p<0.05), 종양의 

미세혈관 밀도, 혈관 생성인자, 액와 및 감시 림프절 전이와는 직접적인 상관관계

를 보이지 않았다. 

2. 종양의 미세혈관 밀도는 관상피내암종에 비하여 침윤성 관상피암종에서 증가

하였으나 통계학적으로 유의한 차이는 없었고 두 군 간에 혈관 생성인자인 VEGF

와 TGF-β1 발현의 통계학적 차이도 없었다.  

3. 관상피내암종과 침윤성 관상피암종의 MMP2, MMP9, TIMP2 및 MT1-MMP 

mRNA 발현에 유의한 차이는 없었다. 또한, 침윤성 관상피암종의 조직학적 등급, 

핵 등급에 따른 MMP2, MMP9, TIMP2 및 MT1-MMP mRNA 발현에도 유의한 
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차이가 없었다.   

4. CD44std는 침윤성 관상피암종보다 관상피내암종에서, 임상병기가 낮을수록, 

조직학적 등급 및 핵 등급이 낮을수록 높은 발현율을 보였으며(p<0.05) MMP 

mRNA와의 유의한 상관성은 없었다.    

5. 액와 및 감시 림프절 전이가 있는 경우 MT1-MMP mRNA, VEGF와 TGF-β1 

발현율이 의의 있게 높았고, MT1-MMP와 혈관 생성인자인 VEGF 간에는 유의한 

상관관계를 보였다(p<0.05).  

6. 간질침윤 조절인자 중 MT1-MMP mRNA 발현과 TIMP2 mRNA 발현 간에는 

유의한 상관성을 보였으나(p<0.05) 다른 MMP 간에는 유의한 상관성이 없었다. 

이상의 결과로 보아 간질조직 침윤에 관여하는 MMP2, MMP9, TIMP2, 

MT1-MMP mRNA는 병리학적으로 침윤이 확인되기 전인 상피내암종의 단계에서 

이미 생성됨을 확인하였다. 또한, 액와 및 감시 림프절 전이와 MT1-MMP, VEGF 

및 TGF-β1 발현은 유의한 상관관계를 보이므로 이들 인자는 유방암 환자의 예

후를 추정할 수 있는 인자로 여겨진다. 간질침윤 조절인자 중 MT1-MMP와 

TIMP2 mRNA 발현은 유의한 상관관계를 보이므로 앞으로 이들 단백분해효소의 

정량적 분석 방법을 통해 활성화된 형태의 상대적인 양을 측정함으로써 실제적인 

생물학적 역할을 이해할 수 있으리라 기대한다.  

 

핵심되는 말: 유방암, MMP, TIMP, CD44, 예후, 림프절 전이
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사람 유방암의 진행단계에 따른 종양세포의 간질침윤과 미세혈관 

생성조절 및 액와 림프절 전이 예측인자 

 

<지도교수  정  우  희> 

 

연세대학교 대학원 의학과 

 

김   희   정  

 

I. 서론 

 

  현재까지 알려진 유방암의 가장 중요한 독립적인 예후 인자는 종양의 크기와 

림프절 전이 유무이다1-4. 따라서 유방암 환자에 있어서 림프절 전이 유무를 정확

하게 발견하는 것과 림프절 전이를 예측할 수 있는 인자를 알아내는 것은 환자의 

치료방침을 정하는데 있어 매우 중요하다. 현재 림프절 전이와 관련되어 언급되고 

있는 인자들은 세포회로를 조절하는 물질 중 cyclin-dependent kinase inhibitor 

(CKI)인 p275, 종양세포의 간질조직 침윤에 관여하는 matrix metalloproteinase 

(MMP)6-8, tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP)9,10, β-cathenin11, 세포표

면 부착물질(adhesion molecule)인 CD4412,13 및 혈관 생성과 관련된 TGF-β 

(transforming growth factor)14-16와 VEGF (vascular endothelial growth 
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factor)17,18 등이 있다. 이들 가운데 기저막과 세포외 기질을 분해함으로써 종양세

포의 간질조직 침윤에 관여하는 중요한 단백분해효소인 MMP는 현재 활발히 연

구되고 있으며 약 18종의 아형이 발견되었다19. MMP는 크게 3개의 군으로 나뉘

는데 MMP1, MMP8과 MMP13은 간질조직 내 콜라겐을 분해하고, MMP3 

(stromelysin 1), MMP10 (stromelysin 2), MMP11 (stromelysin 3) 과 MMP7 

(matrilysin)은 fibronectin을 포함한 proteoglycan을 분해하며, MMP2 

(gelatinase A)와 MMP9 (gelatinase B)은 제4형 콜라겐과 젤라틴을 분해하는 기

능을 가지고 있다. 이러한 아형들은 종양의 진행과정 중 각기 다른 과정에서 역할

을 하는 것으로 알려져 있다. 이들 중 기저막의 중요한 성분인 제 4형 콜라겐을 

분해하는 72kDa의 MMP2와 92kDa의 MMP9의 발현은 유방암7,8,21, 대장암22, 피

부암23, 폐암24 등의 여러 장기의 종양조직에서 보고되어 있으며 상당수의 연구에

서 이들의 발현과 종양의 국소 침윤, 림프절 전이, 생존율과의 상관성을 보고하고 

있다. 

MMP의 기능은 이의 억제 인자인 TIMP에 의해 조절되며, MMP와 TIMP의 

생체내 발현은 여러 조절 인자에 의해 영향을 받아 서로 균형을 이루면서 생체내

에서의 역할을 수행한다25. 그러나, MMP의 생산량과 활성도에 따라 MMP와 

TIMP의 균형이 깨지게 되면 MMP와 TIMP가 종양의 침윤에 중요한 역할을 하게 

된다26. 최근에는 MMP 중 미세혈관 생성에 중요한 역할을 하는 MMP2를 활성화

시키고 직접적으로 단백분해 작용도 하는 것으로 알려진 MT1-MMP가 발견되어 

이의 생물학적 역할에 대한 연구가 활발하다27. 대부분의 MMP들은 MMP-11 

(stromelysin-3)을 제외하고는 비활성형의 효소전구체의 형태로 분비된다.  

ProMMP-2는 in vitro에서 MT1-MMP에 의해 세포 표면에서 활성화하게 되며28 

MT1-MMP는 TIMIP2와 서로 결합을 하여 MMP2의 활성 및 비활성화에 영향을 
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미친다. 결국 이들 단백분해효소는 상호작용을 통하여 종양의 침윤 및 전이 과정

에서 역할을 하는 것이다.    

단백분해효소인 MMP의 생체내 분비세포에 대해서는 이견이 있지만 MMP2

의 경우 섬유모세포, 골모세포, 혈관내피세포, 대식세포에서 관찰되었고 MMP9은 

림프구, 혈관 주변세포(pericytes), 대식세포, 각질세포에서 관찰되었다29,30. 유방

암 조직에서의 MMP 생성은 종양세포에서 자체적으로 분비하거나 종양세포 주변

의 섬유모세포나 대식세포에 의해 MMP를 분비하도록 유도한다. 유방암 조직에서 

MMP의 발현은 ELISA31, northern blotting32, zymography33, 면역조직화학 염색

7,8,34,35, 인시투 보합실험(in situ hybridization)29 등의 여러 가지 방법으로 연구되

었는데 이들은 종양세포 또는 종양세포 주변에 간질조직내의 섬유모세포에서 발

현되었다. 이와 같은 MMP의 발현 양상으로 보아 MMP는 종양세포 및 간질세포

와 밀접한 연관성을 가지면서 종양의 성장 및 진행에 중요한 역할을 하고 MMP

가 세포외 기질을 분해하는 과정에서 전이의 필수적 요소인 혈관 생성과도 밀접

한 상관성이 있으리라 예측할 수 있다. 그러나 현재까지 MMP의 간질조직 침윤이 

혈관 생성에 관여하는 기전은 잘 알려져 있지 않다. 또한, 유방암에서 MMP와 

TIMP의 발현에 대한 연구는 대부분이 침윤성 암종을 이용한 것으로 비침윤성 암

종에서 침윤성 암종으로 변화하는 과정에 대한 연구는 거의 없어 MMP및 TIMP

의 발현이 종양의 진행에 있어서 어느 단계에 일어나는 변화인지, 혈관 생성인자 

중 TGF-β1과 VEGF 발현이 종양의 미세혈관 밀도 및 MMP/TIMP 발현과 상관

성이 있는지, 최근에 알려진 MT1-MMP가 혈관 생성 및 예후 추정인자로서 역할

을 하는지에 대한 연구가 필요하다. 그리고, 종양세포의 증식능력이 종양세포와 

간질세포의 MMP 발현에 영향을 줌으로써 종양세포의 간질침윤과 미세혈관 생성 

및 림프절 전이와 상관성이 있는지에 대한 연구가 필요하다.  
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종양세포의 침윤과 전이에 관여하는 것으로 생각되는 또 다른 중요한 인자는 

세포표면 부착물질인 CD44이다. CD44는 염색체 11p13에 위치하며 20개의 

exon으로 이루어져 있다36. CD44standard form은 5개의 C-말단과 5개의 N-말

단 exon으로 구성되어 있으며 CD44variable isoform은 중간에 위치한 10개의 

exon이 절단되어 v1에서 v10까지의 CD44isofom으로 이루어져 있다. CD44std의 

주된 ligand는 세포외 기질의 중요한 성분인 hyaluronic acid이며37, CD44variant 

isoforms의 특수한 ligand는 알려져 있지 않다. 이외에 전이하는데 있어 중요한 

역할을 하는 콜라겐, fibronectin, laminin, chondroitin sulfate 등이 CD44와 결합

한다. CD44를 매개로 종양세포의 성장을 촉진시키는 기전의 많은 부분은 잘 알려

져 있지 않으나 최근의 유방암 세포주를 이용한 연구에서 CD44와 MMP 및 

TGF-β1이 일련의 상관관계가 있다고 보고하였다38. 즉, CD44가 MMP9을 종양세

포 표면에 위치시키고 CD44-MMP9 결합체를 형성함으로써 MMP9로 하여금 

TGF-β1을 활성화시켜 종양의 침윤 및 혈관 생성을 조절한다는 것이다. 그러나, 

유방암의 림프절 전이를 예측하기 위한 CD44std와 CD44v 발현의 유용성에 대해

서는 상반되는 결과가 보고되어 있다. 유방암에서 CD44의 발현과 크기가 큰 종

양, 높은 조직학적 등급, 에스트로겐 수용체 음성, 림프절 전이가 상관관계가 있

다고 보고한 논문도 있고39,40, 이와 반대로 CD44std 음성과 액와 림프절 전이가 

상관관계가 있다고 보고하기도 하였다12,37.  

이와 같은 연구를 배경으로 하여 본 연구에서는 조기 유방암인 관상피내암종

에서부터 침윤성암종으로의 진행에 따라 세포회로 조절인자 발현에 따른 종양세

포 증식능, 단백분해효소인 MMP2, MMP9, TIMP2, MT1-MMP, 혈관 생성인자인 

VEGF, TGF-β1 및 CD44의 발현을 관찰함으로써 이들의 조절 및 상관관계를 알

아보고 예후 인자로써 MT1-MMP의 역할과 액와 림프절 전이 예측인자를 알아냄
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으로써 유방암 환자의 예후 추정 및 치료방침에 도움을 얻고자 하였다. 

 

 

 

II. 재료 및 방법 

 

1. 재료 

 

  유방 적출술 및 액와 림프절 절제술을 시행한 유방암 중 파라핀 블록의 보존이 

양호한 관상피내암종 21예, 종양의 크기가 5cm이하인 T1 또는 T2기의 침윤성 

관상피암종 63예를 대상으로 하였다. 단, 수술을 시행할 쪽 액와부를 과거에 수술

을 시행하였던 경우와 여러 구역에 유방암이 미만성으로 퍼져 있는 경우는 제외

하였다. 

 

2. 방법   

가. 임상정보 수집 및 병리조직학적 검색 

   진단 당시 환자의 연령, 종양의 크기, 종양의 액와 림프절 전이 유무, 임상병

기 및 조직학적 소견들을 재검토하였다. 침윤성 관상피암종의 조직학적 등급 및 

핵 등급은 Bloom과 Richardson의 변형된 등급체계 (Elston 및 Ellis, 1991)41에 

근거하여 1등급(저등급), 2등급(중등급), 3등급(고등급)으로 분류하였다. 

 

나. 면역조직화학 염색 

(1) 면역조직화학 염색 방법 
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  10% 중성 포르말린에 고정 후 파라핀에 포매된 조직을 3㎛ 두께로 연속 절편

하여 poly-L-lysine으로 처리된 슬라이드에 붙이고 탈 파라핀 과정 및 알코올 함

수과정을 거쳐 수세한 다음 0.01M sodium citrate 완충액(pH 6.0)에 담근 후 극

초단파에서 10분 간 가열하였다. 가열 후 TBS 완충액(pH 7.6)으로 10분 간 세척

한 다음 내인성 과인산화효소를 억제하기 위해 3% 과산화수소수를 떨구고 30분 

간 반응시킨 후 TBS 완충액(pH 7.6)으로 10분 간 세척하였다. 비 특이적인 단백

과의 결합을 차단하기 위해 정상 염소혈청에 30분 간 반응시킨 다음 차단용액을 

제거하고 일차항체를 떨구어 4℃ 냉장에서 하룻밤 반응시켰다. 다음날 TBS로 10

분 간 세척한 후 LSAB kit (DAKO)를 이용하여 면역조직화학 염색을 시행하고 

acetyl-ethyl carbamazol로 발색시킨 다음 Mayer's hematoxylin으로 대조 염색

하여 봉입하였다.   

사용한 일차항체는 다음과 같다. 

  Cyclin D1 (NCL-Cyclin D1-GM, Novocastra, Newcastle, UK, 1:40) 

  Cyclin B1 (NCL-Cyclin B1, Novocastra, Newcastle, UK, 1:30) 

  Ki-67 (MIB-1, Immunotech, Marseille, France, 1:100) 

  Factor VIII (clone F8/86, mouse monoclonal antibody, DAKO, CA, USA, 

1:50) 

  TGF-β1 (TB21, mouse antihuman antibody, Serotec, Oxford, UK, 1:100) 

  VEGF (sc-152, rabbit polyclonal antibody, Santa Cruz, CA, USA, 1:250) 

  CD44std (H-CAM, mouse monoclonal antibody, Novocastra, Newcastle, UK, 

1:50) 

  Cytokeratin (clone MNF116, DAKO, CA, USA, 1:80) 

 



 10

(2) 면역조직화학 염색 결과 판정 

   Cyclin D1과 Ki-67은 종양세포의 핵에, Cyclin B1은 핵 또는 세포질에 염색될 

때 양성으로 판정하고 400배 시야에서 500개의 종양세포 중 양성인 세포의 수를 

세어 각각의 증식지수를 구하였다.   

   CD44std는 종양세포의 10% 이상에서 세포막을 따라 염색되는 경우를 양성으

로 판정하였고, TGF-β1과 VEGF는 종양세포의 세포질에 염색되는 정도와 강도를 

0에서 3까지 등급을 나누었고 1이상일 때 양성으로 판정하였다(0: 5% 미만, 1: 

5% 이상 15% 미만, 2: 15% 이상 50% 미만, 3: 50% 이상 양성). 

 

(3) 종양의 미세혈관 측정 

   종양의 미세혈관 밀도의 측정은 factor VIII의 면역조직화학 염색 후 광학현미

경 200배 시야에서 종양의 내부 및 종양-간질 변연부 중 혈관 밀도가 높은 3부

위를 선택하여 각각의 미세혈관 수를 측정하여 평균값을 구하였다. 두꺼운 근육층

을 가지고 있거나 혈관 직경이 적혈구 직경의 5배가 넘는 혈관은 측정에서 제외

하였다. 

 

다. 인시투 보합실험 (in situ hybridization)  

   In situ hybridization detection kit (InnoGenexTM universal ISH Kit, CA, USA)

를 이용하였고 MMP9, MT1-MMP 및 TIMP2는 제품화된 oligonucleotide probe 

(Hybriprobe double FITC MMP9, TIMP2, MT1-MMP, human, Biognostik, 

Germany)를 MMP2는 합성한 oligonucleotide probe (5’-

TGG/GCT/ACG/GCG/CGG/CGG/CGT/ GGC-3’FITC, Genemed Synthesis, Inc. 

CA, USA)를 사용하였다.  
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  파라핀에 포매된 블록을 4㎛의 두께로 연속 절편하여 poly-L-lysine으로 처리

된 슬라이드에 붙이고 1시간 동안 가열하여 건조하였다. 탈 파라핀 과정 및 알코

올 함수과정을 거쳐 0.2% RNase block이 포함된 증류수에 5분 간 수세한 다음 

슬라이드에 proteinase K를 충분히 떨구고 37℃에서 15분 간 처치하였다. 중탕을 

하여 극초단파에서 2분 간 가열 후 10분간 식힌 다음 중탕에서 꺼내 20분 간 상

온에 방치하였다. 0.2% RNase block이 포함된 증류수에 5분 간 2회 수세한 후 

상온에서 1% formalin/RNase-free PBS에 10분 간 고정하고 다시 0.2% RNase 

block이 포함된 증류수에 5분 간 2회 수세하였다. Hybridization buffer를 95℃로 

가열하여 probe와 적절한 비율로 (MMP2는 1:20, MMP9, TIMP2, MT1-MMP는 

1:15) 혼합하였다. Hybridization mixture를 슬라이드에 충분히 떨구고 마르지 않

도록 coverslip을 덮고 80℃에서 5분 간 가열한 후 37℃에서 하룻밤 반응시켰다. 

1x 및 0.1x SSC solution을 이용하여 세정한 다음 불필요한 시그날을 제거하기 

위해 power block reagent를 떨구고 상온에서 5분 간 방치 후 털어낸 다음 

biotinylated anti-probe를 떨구고 상온에서 20분 간 반응시켰다. 1x PBS로 3분 

간 수세하고 상온에서 20분 간 streptavidin horseradish peroxidase conjugate

를 반응시킨 다음 다시 1x PBS로 수세 후 AEC (aminoethyl carbazole)로 발색시

켜 광학현미경 하에서 관찰하였다. 양성 대조염색은 fluoresceinated poly(A) 

oligonucleotides를 소식자로 이용하였고 음성 대조염색은 소식자 대신 

hybridization solution만을 이용하여 시행하였다. 세포의 핵 및 세포질에 발색되

며 주위 배경보다 진하게 염색되는 경우를 양성으로 판독하였다.    

   

라. 감시 림프절 생검 및 전이 유무 확인 

  종양의 크기가 5cm 이하인 T1 또는 T2의 종양인 경우에 동위원소를 이용한 



 12

림프관 조영술과 감마선 검출기를 사용하여 감시 림프절 생검을 시행한 후, 그 크

기가 1cm 보다 작은 경우는 오염되지 않은 면도칼로 3등분하여 균등하게 나누고 

림프절의 크기가 1cm 이상인 경우는 두께가 0.3cm을 넘지 않도록 여러 조각으로 

나눈 후 3㎛ 두께로 동결 절편을 시행하여 감시 림프절의 미세 전이 여부를 광학

현미경으로 판독하였다. 동결 절편을 시행하여 암 전이 유무를 검색한 후 10% 포

르말린에 고정하여 통상의 방법으로 파라핀 블록을 만들어 3㎛ 두께로 연속 박절

한 후에 HE 염색 및 cytokeratin 면역조직화학 염색을 시행하였다. HE 염색에서 

암세포 또는 세포학적으로 비정형성을 보이는 세포들이 군집을 이루면서 뭉쳐있

거나, 이들 세포들이 cytokeratin에 대한 면역조직화학 염색에서 양성일 때 전이

가 있는 것으로 판단하였다. 

 

마. 액와 림프절 검색 

  절제된 액와 림프절을 위치에 따라 level I, level II로 표시하고 잘 박리한 후 

림프절 크기가 1cm 이하인 경우는 절반으로 자르고 1cm 이상일 경우는 여러 단

면으로 잘라 두께가 0.5cm을 넘지 않도록 하였다. 통상의 방법으로 HE염색을 시

행하여 액와 림프절의 전이 유무를 판독하였다.   

 

바. 통계학적 검정  

  통계학적 유의성 검증은 SPSS 통계 프로그램(SPSS version 9.0)을 이용하여 p

값이 0.05미만인 경우 통계학적으로 유의하다고 판정하였다.       
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III. 결과 

 

1. 관상피내암종과 침윤성 관상피암종의 종양세포 증식지수, 혈관 생성인자 및 간

질침윤 조절인자의 발현 비교 

가. 세포회로 조절인자와 종양세포 증식지수의 발현  

cyclin D1의 증식지수는 관상피내암종에서 11.83±15.60, 침윤성 관상피암종

에서 17.60±22.83으로 통계학적 유의성은 없었으나 침윤성 관상피암종에서 높았

다(Table 1). cyclin B1의 증식지수는 관상피내암종에서 1.00±0.88, 침윤성 관상

피암종에서 3.50±4.30이었으며 Ki-67의 증식지수는 관상피내암종에서 

12.19±6.74, 침윤성 관상피암종에서 23.21±19.25로 cyclin B1 과 Ki-67 증식지

수는 관상피내암종에 비하여 침윤성 관상피암종에서 유의하게 높았다(p<0.05). 

 

나. 종양의 미세혈관 밀도와 혈관 생성인자인 VEGF와 TGF-β1의 발현 

종양의 미세혈관 밀도는 관상피내암종에서 24.1±7.18, 침윤성 관상피암종에

서는 29.26±13.89로 증가하였으나 통계학적 차이는 없었다. 종양의 미세혈관 분

포는 관상피내암종의 경우 종양세포 군집의 기저막 주위를 둘러싸는 형태로 미세

혈관이 관찰되는 부위가 많았고 침윤성 관상피암종의 경우 종양의 중심부 보다는 

변연부에서 많은 수의 미세혈관 분포를 보였다. 혈관 생성인자인 VEGF와 TGF-

β1의 발현은 관상피내암종과 침윤성 관상피암종 간에 유의한 차이를 보이지 않았

다. 

 

 

 



 14

Table 1. Comparison of tumor proliferative index (PI), angiogenic factor, CD44std, 

MMPs and TIMP mRNA between ductal carcinoma in situ (DCIS) and 

invasive ductal carcinoma (IDC) of the breast  

   

Diagnoses (No. of cases) DCIS (21) IDC (63) p value 

Cyclin D1 PI 

Cyclin B1 PI 

Ki-67 PI 

11.83±15.60

1.00± 0.88

12.19± 6.74

17.60±22.83

3.50± 4.30

23.21±19.25

NS 

0.010* 

0.012* 

Microvessel density 24.10± 7.18 29.26±13.89 NS 

VEGF  (-) 

        (+) 

0( 0) 

21(100) 

6( 9.5) 

57(90.5) 
NS 

TGF-β1 (-) 

        (+) 

11(52.4) 

10(47.6) 

22(34.9) 

41(65.1) 
NS 

CD44std 16(76.2) 17(27.0) 0.000* 

MMP2 

MMP9 

TIMP2 

MT1-MMP 

13(65.0) 

10(50.0) 

7(35.0) 

12(60.0) 

29(58.0) 

22(44.0) 

19(38.0) 

23(46.0) 

NS 

NS 

NS 

NS 

* p <0.05, NS: not significant 

 

 

다. MMPs와 TIMP mRNA 및 CD44std의 발현 

MMP2, MMP9, TIMP2 및 MT1-MMP mRNA는 각각 관상피내암종과 침윤

성 관상피암종의 35%~65%에서 발현되었으며 관상피내암종과 침윤성 관상피암종 

간에 유의한 차이를 보이지 않았다. 인시투 보합법에 따른 MMP mRNA의 발현은 

대부분의 침윤성 관상피암종에서 종양의 가장자리 군집에서 좀더 강하게 염색되

었고 주로 종양세포의 핵 및 세포질에 염색되었으며 핵에 더 진하게 염색되었다. 
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간질세포에도 염색된 경우가 있으나 미약하였다. 또한, 소수에서 주변의 정상 유

방세포에 염색되는 경우가 있었으나 염색 강도는 약하였다(Fig. 1).     

CD44std 발현은 침윤성 관상피암종에서 27.0%, 관상피내암종에서 76.2%로 관

상피내암종에서의 발현율이 유의하게 높았다(p<0.05). 

 

2. 관상피내암종과 침윤성 관상피암종에서 임상 및 병리학적 예후 인자에 따른 

종양세포 증식지수, 혈관 생성인자와 간질침윤 조절인자의 변화 

가. 세포회로 조절인자와 종양세포 증식지수의 발현 

cyclin B1과 Ki-67의 증식지수는 임상병기가 진행될수록, 종양의 크기가 클

수록, 침윤성 암종의 조직학적 등급 및 핵 등급이 높을수록 통계학적으로 유의하

게 그 값이 증가하였다(p<0.05)(Table 2). cyclin D1의 증식지수는 침윤성 암종의 

조직학적 등급 및 핵 등급에 따른 유의한 차이를 보였다(p<0.05). 그러나, 액와 

림프절 및 감시 림프절 전이 유무에 따른 cyclin D1, cyclin B1과 Ki-67 증식지

수의 유의한 차이는 없었다.  

 

나. 종양의 미세혈관 밀도와 혈관 생성인자인 VEGF와 TGF-β1의 발현  

임상병기가 진행됨에 따라 종양의 미세혈관 밀도는 0기에서 24.10±7.18, 1기

에서 23.60±11.03, 2기에서 30.08±14.15으로 증가하였으나 통계학적 유의성은 

없었다. 종양의 크기에 따라서도 종양의 미세혈관 밀도가 Tis에서 24.10±7.18, 

T1에서 26.20±12.97, T2에서 30.58±14.20으로 증가하였으나 통계학적 유의성은 

없었다(Table 3). 침윤성 암종의 조직학적 등급, 핵 등급, 액와 림프절 및 감시 림

프절 전이에 따른 종양의 미세혈관 밀도의 유의한 차이는 없었다. TGF-β1의 발

현은 임상병기에 따라 유의한 차이를 보였으며 종양의 크기, 침윤성 암종의 조직 
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Table 2. Cyclin D1, Cyclin B1 and Ki-67 proliferative index (PI) according to the 

        clinical prognostic parameters of the breast carcinoma 

 

Category Cyclin D1 PI Cyclin B1 PI Ki-67 PI 

Stage 

  0 

  1 

2 

   p value 

 

11.83±15.60 

11.32±21.50 

18.51±23.06 

NS 

 

1.00±0.88 

2.30±3.05 

3.67±4.45 

 0.023* 

 

12.19± 6.74 

12.35±13.01 

24.79±19.58 

0.007* 

T stage 

Tis 

T1 

T2 

  p value 

 

11.83±15.60 

17.69±23.28 

17.56±22.91 

NS 

 

1.00±0.88 

2.73±3.11 

3.83±4.71 

0.021* 

 

12.19± 6.74 

19.22±22.19 

26.94±18.80 

0.021* 

Histologic grade 

1 

2 

3 

p value 

 

19.46±26.83 

25.04±27.64 

9.19± 9.46 

0.044* 

 

0.30±0.75 

3.27±3.79 

5.39±4.88 

0.002* 

 

3.24± 3.13 

17.20±11.65 

39.60±16.82 

0.000* 

Nuclear grade 

1 

2 

3 

p value 

 

7.26±11.48 

26.41±29.16 

12.65±15.96 

0.037* 

 

0.66±1.04 

2.18±3.38 

5.06±4.75 

0.008* 

 

3.40± 4.18 

12.99±11.15 

35.00±18.33 

0.000* 

Axillary nodal status

(-) 

(+) 

p value 

 

16.85±26.22 

18.03±20.99 

NS 

 

4.41±4.26 

2.97±4.28 

NS 

 

27.13±21.56 

20.96±17.67 

NS 

Sentinel nodal status

(-) 

(+) 

p value 

 

16.95±25.75 

17.50±23.24 

NS 

 

4.08±4.41 

2.13±3.09 

NS 

 

31.43±22.06 

18.38±19.25 

NS 

  * p <0.05, NS: not significant  
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Table 3. Microvessel density and expression of VEGF and TGF-β1 according to the 

        clinical prognostic parameters of the breast carcinoma 

VEGF TGF-β1 
Category 

Microvessel 

density (-) (+) (-) (+) 

 

0 (0) 

2(33.3) 

4(66.7) 

 

21(26.9)

 6( 7.7) 

51(65.4)

 

11(33.3) 

 6(18.2) 

16(48.5) 

 

10(19.6) 

 2( 3.9) 

39(76.5) 

Stage 

0 

1 

2 

p value 

 

24.10± 7.18 

23.60±11.03 

30.08±14.15 

NS NS 0.017* 

 

0 (0) 

2(33.3) 

4(66.7) 

 

21(26.9)

17(29.8)

49(51.3)

 

11(33.3) 

9(27.3) 

13(39.4) 

 

10(19.6) 

10(19.6) 

31(60.8) 

T stage 

Tis 

T1 

T2 

p value 

 

24.10± 7.18 

30.58±14.20 

26.20±12.97 

NS NS NS 

 

1(16.7) 

2(33.3) 

4(66.7) 

 

12(21.1)

23(40.4)

22(38.6)

 

4(18.2) 

10(45.5) 

8(36.4) 

 

 9(22.0) 

15(36.6) 

17(41.5) 

Histologic grade 

1 

2 

3 

p value 

 

35.40±20.36 

29.07±12.30 

26.26±10.48 

NS NS NS 

 

1(16.7)

2(33.3) 

3(50.0) 

 

5( 8.8) 

23(40.4)

29(50.9)

 

2( 9.1) 

10(45.5) 

10(45.5) 

 

4 (9.8) 

15(36.6) 

22(53.7) 

Nuclear grade 

1 

2 

3 

p value 

 

31.48±22.42 

33.11±15.72 

25.83± 9.39 

NS NS NS 

 

5(83.3) 

1(16.7) 

 

18(31.6)

39(68.4)

 

13(59.1) 

 9(40.9) 

 

10(24.4) 

31(75.6) 

Axillary nodal status

(-) 

(+) 

p value 

 

30.66±12.09 

28.45±14.91 

NS 0.012* 0.006* 

 

5(100) 

0  (0) 

 

13(37.1)

22(62.9)

 

10(66.7) 

 5(33.3) 

 

8(32.0) 

17(68.0) 

Sentinel nodal status

(-) 

(+) 

p value 

 

30.87±12.46 

32.18±16.51 

NS 0.008* 0.033* 

 * p <0.05, NS: not significant 
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 Table 4. Expression of MMPs, TIMP mRNA and CD44std according to the clinical 

 prognostic parameters of the breast carcinoma 

 

Category MMP2 MMP9 TIMP2 MT1-MMP CD44std 

Stage 

0 

1 

2 

p value 

 

13(65.0) 

3(37.5) 

26(61.9) 

NS 

 

10(50.0) 

3(37.5) 

19(45.5) 

NS 

 

7(35.0) 

2(25.0) 

17(40.5) 

NS 

 

12(60.0) 

2(25.0) 

21(50.0) 

NS 

 

16(76.2) 

2(25.0) 

15(27.3) 

0.000* 

T stage 

Tis 

T1 

T2 

p value 

 

13(65.0) 

7(43.8) 

22(64.7) 

NS 

 

10(50.0) 

6(37.5) 

16(47.1) 

NS 

 

7(35.0) 

6(37.5) 

13(38.2) 

NS 

 

12(60.0) 

7(43.8) 

16(47.1) 

NS 

 

16(76.2) 

8(42.1) 

9(20.5) 

0.000* 

Histologic grade 

1 

2 

3 

p value 

 

7(63.6) 

12(57.1) 

10(55.6) 

NS 

 

4(36.4) 

10(47.6) 

8(44.4) 

NS 

 

5(45.5) 

8(38.1) 

6(33.3) 

NS 

 

6(54.5) 

10(47.6) 

7(38.9) 

NS 

 

6(46.2) 

4(16.0) 

7(28.0) 

NS 

Nuclear grade 

1 

2 

3 

p value 

 

2(50.0) 

15(65.2) 

12(52.2) 

NS 

 

2(50.0) 

10(43.5) 

10(43.5) 

NS 

 

3(75.0) 

9(39.1) 

7(30.4) 

NS 

 

3(75.0) 

11(47.8) 

9(39.1) 

NS 

 

3(50.0) 

6(24.0) 

8(25.0) 

NS 

Axillary nodal status 

(-) 

(+) 

 p value 

 

12(60.0) 

17(56.7) 

NS 

 

7(35.0) 

15(50.0) 

NS 

 

6(30.0) 

13(43.3) 

NS 

 

5(25.0) 

18(60.0) 

0.015* 

 

5(21.7) 

12(30.0) 

NS 

Sentinel nodal status

(-) 

(+) 

 value 

 

9(60.0) 

12(70.6) 

NS 

 

6(40.0) 

9(52.9) 

NS 

 

4(26.7) 

9(52.9) 

NS 

 

5(33.3) 

11(64.7) 

NS 

 

2(11.1) 

7(31.8) 

NS 

    * p <0.05, NS: not significant 
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학적 등급 및 핵 등급에 따른 통계학적 유의한 차이는 없었지만 조직학적 등급 

및 핵 등급이 높아질수록 발현율이 높아지는 경향이 있었다. 또한, VEGF의 발현

은 임상병기, 종양의 크기, 침윤성 암종의 조직학적 등급, 핵 등급에 따른 유의한 

차이를 보이지 않았다. 그러나, 액와 림프절 및 감시 림프절 전이가 있는 경우에 

VEGF와 TGF-β1의 발현율은 림프절 전이가 없는 예에 비하여 의의 있게 높았다

(p<0.05). 종양의 미세혈관 밀도와 혈관 생성인자인 VEGF와 TGF-β1 간의 유의

한 상관성은 없었다.   

 

다.  MMPs와 TIMP mRNA 및 CD44std의 발현  

임상병기, 종양의 크기, 침윤성 암종의 조직학적 등급 및 핵 등급에 따른 

MMP2, MMP9, TIMP2 및 MT1-MMP mRNA 발현의 유의한 차이는 없었다

(Table 4). 액와 림프절 및 감시 림프절 전이가 없는 경우에 비하여 림프절 전이

가 있는 경우에 MMP9, TIMP2, MT1-MMP mRNA의 발현율이 높았으며 MT1-

MMP mRNA 발현은 통계학적 유의성이 있었다(p<0.05). 

CD44std의 경우 임상병기와 종양의 크기가 증가할 수록 발현율은 점점 감소

하였으며(p<0.05), 침윤성 암종의 조직학적 등급 및 핵 등급이 낮을수록 높은 발

현율을 보였다. 그러나, CD44std 발현과 액와 및 감시 림프절 전이와는 유의한 

상관성을 보이지 않았다. 

 

3. 침윤성 관상피암종에서 간질침윤 조절인자와 종양세포 증식인자 및 혈관 생성 

인자들의 상호 연관성 

간질침윤 조절인자 중 TIMP2 mRNA가 발현된 경우 세포회로의 G1S기 조절

인자인 cyclin D1 증식지수는 통계학적으로 유의하게 높았고 G2M기 조절인자인 
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cyclin B1 증식지수는 유의하게 낮았다(p<0.05)(Table 5). 이러한 결과는 TIMP2

가 세포회로 중 G1S기와 G2M기에서 서로 다르게 영향을 받는 것으로 생각된다.  

MMP2, MMP9, TIMP2, MT1-MMP mRNA는 종양세포 증식지수, 종양의 미

세혈관 밀도, TGF-β1 및 CD44std의 발현과 상관관계를 보이지 않았다. 그러나, 

MT1-MMP mRNA는 VEGF와 유의한 상관관계를 보였다(p<0.05)(Table 6). 

또한, 간질침윤 조절인자 중 MT1-MMP mRNA 발현과 TIMP2 mRNA 발현 간에

는 유의한 상관관계를 보였고(p<0.05)(Table 7), 다른 MMP 간에는 통계학적으로 

유의한 상관성이 없었다. 

 

 

Table 5. Correlation of TIMP2 mRNA expression with tumor proliferative  

index (PI) in invasive ductal carcinoma 

 

 

 

 

  

 

* p<0.05, NS: not significant 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TIMP2 mRNA  

 (-) (+) 
p value 

Cyclin D1 PI 

Cyclin B1 PI 

Ki-67 PI 

12.89±15.79

4.52± 4.68

24.09±19.45

30.60±32.63

1.81± 3.01

20.70±22.26

 0.013* 

 0.029* 

 NS 
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  Table 6. Correlation of MT1-MMP mRNA with VEGF expression 

  in invasive ductal carcinoma   

 

 MT1-MMP mRNA 

 (-) (+) 
p value 

VEGF 

(-) 

    (+) 

 

5(18.5) 

22(81.5) 

 

0 ( 0) 

23(100) 

0.030* 

    * p <0.05  

 

 

 

           Table 7. Correlation of MT1-MMP mRNA with TIMP2 mRNA expression 

    in invasive ductal carcinoma 

 

TIMP2 mRNA  

        
    (-)    (+) 

 

p value 

MT1-MMP (-) 22(71.0) 5(26.3)

           (+) 9(29.0) 14(73.7)

0.002* 

    * p <0.05 

 

 

 

IV. 고찰 

 

종양세포를 둘러싸는 기저막과 간질조직의 세포외 기질 파괴는 침윤과 전이

의 필수적인 과정이다. 종양세포는 전이를 하기 위하여 인접한 종양세포로부터 떨

어져 나와 기저막을 뚫고 주변의 간질조직으로 침윤한 후 맥관 안으로 들어감으
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로써 전이가 이루어진다. 비침윤성 암종에서 침윤성 암종으로 진행하는 과정에서 

기저막의 부분적 파괴로 비연속성을 유발하는데 이 단계에서 세포외 기질에 특이

적으로 작용하는 단백분해효소와 억제효소가 분비되고 침윤의 형태학적 변화를 

유도한다. 이러한 세포외 기질의 파괴 과정은 MMPs, serine proteinases 그리고 

cathepsins 같은 여러 종류의 단백분해효소에 의해 이루어지나 MMPs와 TIMPs

가 중추적 역할을 하는 것으로 알려져 있다42-44.  

대부분의 침윤성 암종은 이미 침윤하는 능력을 갖고 있기 때문에 기저막 침

윤을 하지 않은 조기 유방암에서 이들 MMPs와 TIMPs의 발현 유무를 보는 것이 

MMPs의 역할을 알아보는데 의의가 있을 것으로 생각하여 본 연구에서는 관상피

내암종과 침윤성 관상피암종에서의 MMP2, MMP9, TIMP2, MT1-MMP mRNA 발

현을 비교하였다. 양성 질환 및 조기 유방암에서 MMPs의 역할을 살펴본 연구는 

매우 드물어 Brummer 등45이 양성 및 악성 유방질환에서 MMP1,2,3 및 

TIMP1,2의 mRNA 인시투 보합법을 시행한 연구에 의하면 정상 유방조직과 섬유

낭성 질환에서는 소수의 세포에서 MMP1과 MMP2가 발현되었고 비침윤성 암종

에서는 MMP1은 음성, MMP2는 종양세포 주변의 간질세포에서 발현 강도

(transcript level)가 증가하였다. MMP2 mRNA 발현 강도는 비침윤성 암종에서 

침윤성 암종으로 진행함에 따라 점차 증가하였으며 침윤성 암종에서는 MMP1과 

MMP2가 주로 침윤하는 종양세포 주변의 간질세포에서 동시에 발현되었고 침윤

성 암종의 조직학적 등급이 높을수록 발현 강도가 강하였다. TIMP1과 TIMP2의 

발현은 침윤성 암종의 조직학적 등급과 상관관계를 보였다. 본 연구에서는 관상피

내암종과 침윤성 관상피암종에서 MMP2, MMP9, TIMP2, MT1-MMP mRNA의 발

현을 비교한 결과 두 군 간에 발현율의 유의한 차이가 없었다. 이러한 MMP 

mRNA 발현의 결과는 병리학적으로 명백한 침윤성 성장을 보이기 전인 비침윤성 
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암종 단계에서 이미 mRNA를 생성함으로써 침윤의 잠재력이 증가되어 있음을 시

사한다. 이렇게 생성된 mRNA는 여러 가지 세포질 내의 조절 단백인자에 의해 단

백질을 생성하고 활성형의 MMP를 분비하여 생체내에서 작용하는 과정을 거쳐 

종양세포 침윤의 형태학적 변화를 가져온다. 

MMPs의 발현은 실험 방법 및 장기에 따라 발현되는 세포의 분포를 다르게 

보고하며 유방암 조직에서 MMP의 발현은 ELISA, northern blotting, 

zymography, 인시투 보합법의 방법을 사용한 경우 종양세포 보다는 주로 종양세

포 주변의 간질조직 내 섬유모세포에서 발현되었다29,31-33. 그러나, 면역조직화학 

염색을 이용하여 MMP발현을 보고한 예에서는 간질조직의 섬유모세포 보다는 주

로 종양세포에서 염색되었다고 보고하였다7,8,34,35. 또한, 상부요로의 이행상피암종

에서의 MMP2 mRNA와 단백질은 간질세포보다 종양세포에서 더 많이 발현되었

고46 침윤성 자궁 경부암종과47 폐의 편평상피암종48에서의 MT1-MMP의 발현은 

mRNA와 단백질 모두 종양세포에서 높게 발현되어 장기에 따라서 발현되는 양상

도 다름을 알 수 있다.  본 연구의 인시투 보합법을 이용한 MMP mRNA의 발현

은 간질조직의 섬유모세포 보다는 종양세포에서 대부분 발현되었고 종양의 가장

자리 군집과 간질이 맞닿아 있는 부위에서 좀 더 진하게 염색되었다. 이와 같이 

발현 양상의 차이가 왜 생기는지 명확히 밝혀진 바는 없지만 이러한 결과는 

MMP의 생성, 분비 및 작용에 있어 섬유모세포, 단핵구, 혈관내피세포와 같은 간

질조직을 이루는 세포와 종양세포 사이에 측분비 효과(paracrine effect)와 같은 

밀접한 상호 작용이 있음을 시사한다.  

또한, 본 연구에서는 종양세포의 증식능력이 높을수록 주변 간질조직으로의 

침윤에 영향을 미쳐 MMP mRNA 발현, 미세혈관 증식 및 림프절 전이와 상관성

을 보일 것이라는 가정 하에 실험을 진행하였다. 종양세포의 증식능은 세포회로 
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조절인자 중 G1S기 조절의 중요 인자인 cyclin D1과 G2M기의 중요 인자인 

cyclin B1 그리고 Ki-67 증식지수 값으로 평가하였다. 이러한 증식 지수들은 관

상피내암종에 비해 침윤성 관상피암종에서 유의하게 증가하였고 침윤성 관상피암

종에서 종양세포의 증식능은 임상병기 및 종양의 크기와는 유의한 상관관계가 있

으나 종양의 미세혈관 밀도, 혈관 생성인자 및 액와 림프절 전이와는 직접적인 상

관관계가 없었다. 이는 Robert 등49과 Fox 등50이 침윤성 유방암종에서 종양내 혈

관내피세포의 증식, 종양내 미세혈관 밀도, 종양세포의 증식능과의 상관관계를 알

아본 결과 종양내 미세혈관 밀도는 종양세포의 Ki-67 증식지수 및 종양내 혈관내

피세포의 Ki-67 증식지수와 상관관계가 없었던 결과와 유사하였다. 종양내 미세

혈관 밀도와 종양내 혈관내피세포 증식지수 사이의 상관관계가 없는 것은 화학주

성인자에 의한 혈관내피세포의 이동, 모세혈관의 발아, 모세혈관 고리의 형성, 신

생혈관의 개형(remodeling), 혈관내피세포 증식 등의 일련의 복잡한 혈관 생성과

정을 반영하며 이러한 결과로 미루어 보아 종양의 증식능력, 종양내 미세혈관 밀

도, 종양내 혈관내피세포 증식은 서로 다른 기전에 의해 조절된다고 여겨진다. 

Toi 등19도 종양-간질조직 사이에서의 간질의 반응과 S기 분획, Ki-67 및 PCNA

지수 등을 포함한 종양세포 증식능력 사이의 관계를 밝히지 못하였다. 이는 종양

세포에 의한 간질세포의 측분비 조절(paracrine control)에 다양한 조절인자가 관

여하기 때문으로 생각한다. 

   종양세포 증식능과 MMP와 TIMP들 간의 상관관계를 살펴보았을 때 MMP2, 

MMP9, MT1-MMP mRNA는 종양세포 증식능과 상관성을 보이지 않았다. 그러나, 

TIMP2 mRNA는 세포회로 조절 인자인 cyclin D1 및 cyclin B1과 통계학적으로 

유의한 상관관계를 보였다. 즉, TIMP2 mRNA가 양성인 경우 cyclin D1의 증식지

수는 유의하게 높았던 반면, cyclin B1의 증식지수는 유의하게 낮았다. 이는 
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TIMP2 mRNA 발현은 세포회로 조절물질에 의해 영향을 받으며 세포회로의 각 

단계에 따라 서로 다르게 영향을 받을 수 있음을 암시한다.  

종양내 미세혈관의 밀도를 관상피내암종과 침윤성 관상피암종에서 비교한 결

과 통계학적 유의성은 없었으나 관상피내암종에 비해 침윤성 관상피암종에서의 

미세혈관 밀도는 증가하였다. 그리고, 종양의 미세혈관 밀도와 혈관 생성인자인 

VEGF 및 TGF-β1 발현은 통계학적으로 유의한 상관관계는 찾을 수 없었으나 종

양내 미세혈관 밀도는 VEGF 발현이 50% 이상인 예에서 50% 미만인 예에 비하

여 높았다. 관상피내암종의 혈관생성 양상은 종양세포 군집의 기저막 주위를 에워

싸며 증식하는 형태를 취하였고 침윤성 관상피암종의 경우는 종양의 중심부 보다

는 변연부에서 많은 수의 미세혈관 분포를 보여 침윤성 성장부위와 미세혈관 증

식의 간접적인 연관성을 시사하는 소견으로 해석된다. 

Heffelfinger 등51은 정상 유방조직으로부터 관상피증식증, 비정형 관상피증식증, 

관상피내암종, 침윤성 관상피암종으로의 진행에 따라 VEGF 발현의 변화를 살펴

보았는데 VEGF 발현은 서서히 점차적으로 증가하였고 관상피내암종과 침윤성 암

종에서의 발현은 정상 유방조직과 비교하여 볼 때 그 값이 의의 있게 증가하였다. 

반면에, Brown 등52은 유방의 관상피내암종, 침윤성 암종, 전이 암종에서 VEGF 

mRNA 발현 양상을 비교한 바 세 군의 발현율의 차이가 없었다. 본 연구의 결과

도 Brown 등52과 마찬가지로 관상피내암종과 침윤성 관상피암종의 VEGF와 

TGF-β1 발현율의 차이를 보이지 않았다. 따라서, 맥관 기질은 침윤에 선행하여 

형성되며, 종양세포는 정상 유방의 간질조직으로 침윤하는 것이 아니라 종양세포

에 의해 유도되어 이미 형성된 종양 주변 간질조직의 풍부한 맥관 기질 안으로 

침윤하는 것으로 여겨진다.  

유방암에서 CD44의 예후 추정인자로서의 역할에 대하여는 상반된 결과가 보
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고되어있다. Schneider 등37은 T1의 조기 유방암에서 CD44std가 음성인 경우 액

와 림프절 전이와 유의한 상관관계가 있다고 하였으며 다변화 분석에서도 조직학

적 등급이 고등급이고, CD44std가 음성일 때 림프절 전이를 추정할 수 있는 예후 

인자라고 하였다. Lyzak 등12도 비촉지성 유방암 T1a와 T1b에서의 CD44의 역할

에 대해 알아보았는데 CD44std의 발현은 림프절 전이가 있는 T1a와 T1b의 침

윤성 유방암종에서 11%, 림프절 전이가 없는 예에서 65%로 림프절 전이가 있는 

예에서 의의 있게 감소한 반면, CD44v6는 림프절 전이에 따른 CD44v6의 발현에 

유의한 차이가 없었다. 이와 같은 CD44isoform의 발현 감소는 전립선암, 자궁 내

막암, 신경모세포종에서도 질병이 진행함에 따라 동일한 결과를 보였다53-55. 이렇

게 CD44 발현이 감소하는 기전은 CD44 promotor 부위에서 활성을 조절하고 다

른 암 유전자 산물에 의해 CD44의 갈라지는 부위가 달라지기 때문일 것으로 설

명하고 있다55.  Joensuu 등40도 CD44std 발현이 좋은 예후와 상관성이 있음을 

보고하였다. 반면에, CD44variant isoform 가운데 특히 exon v6는 여러 가지 악

성 종양들에서 예후를 추정할 수 있는 인자로 알려져 있다. 특히, 저등급 비호즈

킨 림프종, 자궁경부암종 I기와 IIB기, 난소암, 직장암 등에서 CD44v6가 발현되는 

경우 생존율이 감소하는 것으로 알려져 있다56-59. Kauffmann 등60도 유방암에서 

CD44v6의 발현은 독립적인 불량한 예후 예측인자라고 하였다. 반면, Friedrich 

등39은 CD44v6 발현은 무병 생존율 또는 전체 생존율과는 상관관계가 없음을 보

고하기도 하였다. 본 연구에서는 CD44std의 발현과 림프절 전이와는 유의한 상

관관계가 없었으나 침윤성 관상피암종에 비해 관상피내암종에서, 침윤성 관상피암

종 중 조직학적 등급 및 핵 등급이 낮을 때 CD44std의 발현율이 높았다. 또한, 

Yu와 Stamenkovic38의 CD44와 MMP9 및 TGF-β1의 일련의 활성화 과정의 관

계를 밝힌 연구에 따라 세가지 인자 발현의 상관성을 찾고자 하였으나 본 연구 
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에서는 상관관계를 볼 수 없었다. 그러나, CD44std의 발현이 비 침윤성 암종인 

관상피내암종에서 76.2%, 침윤성 관상피암종에서 27%로 침윤성 암종에서의 발현

이 의미 있게 감소하는 것으로 보아 다른 인자들과의 상관관계를 밝히지는 못하

였지만 CD44std는 종양의 침윤을 예측할 수 있는 지표로 생각한다.   

 MMP의 발현과 활성은 복잡하고 다각적인 세포-세포 상호작용과 세포-기질

간 상호작용으로 이루어진다. TIMPs는 각각의 MMP의 억제와 그들의 활성을 조

절하는데 관여하는 단백질로서 MMP와 TIMP의 생체내 발현은 균형을 이루면서 

활성도 및 여러 조절 인자에 의해 역할을 수행한다. 대부분 MMP는 MMP-11 

(stromelysin-3)을 제외하고 비활성화된 zymogen 형태로 분비된다60. 따라서, 

MMP2의 활성화는 MMP 기능의 조절에 있어 가장 중요한 단계 중의 하나이다. 

proMMP2의 활성화 기전에 대한 연구는 최근에 활발히 진행되고 있으며 MT1-

MMP가 proMMP-2의 활성인자로써 작용하고 있다. 즉, 활성화된 MT1-MMP는 

TIMP2와 안정적 복합체를 형성하여 proMMP2의 활성화를 억제한다. 그러나, 

TIMP2의 농도가 낮을 경우 TIMP2는 MT1-MMP및 MMP2와 삼중 복합체를 형

성하여 MMP2를 활성화한다27. 이와 같이 MT1-MMP는 TIMIP2와 서로 결합을 

하여 MMP2의 활성 및 비활성화에 영향을 미치게 된다. 따라서, 이와 같은 복합

체 형성으로 보아 본 연구에서 MT1-MMP mRNA와 TIMP2 mRNA의 발현은 서

로 유의한 상관관계를 갖고 있는 것으로 밝혀졌으나 MT1-MMP와 MMP2의 상관

성은 증명하지 못하였다. 이는 MMP의 발현이 전사, 분비, 활성화 및 활성화된 효

소의 억제 등 여러 단계에서 조절되기 때문에 mRNA의 존재와 실제적인 작용을 

하는 활성화된 단백질의 측정에서의 결과와는 다른 결과를 가져온 것으로 여겨진

다. 

유방암의 MT1-MMP의 발현에 대한 보고에서 Ueno 등61의 결과는 MT1-
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MMP mRNA 발현과 proMMP-2의 활성은 림프절 전이가 있는 경우, 원격 전이를 

한 예에서 의의 있게 높았고 조직학적 등급에 따른 차이는 없었다. 반면에, 

Ishigaki 등의35 결과는 MT1-MMP 단백질의 발현은 종양의 크기, 림프절 전이, 

에스트로겐 수용체 발현, 미세혈관 밀도와의 상관성을 보이지 않았다고 하였다.  

활성화된 MMP와 TIMP의 균형은 생체내에서 MMP의 활성과 단백분해 기능을 

결정한다. 많은 경우에 있어 MMP 활성으로 인해 증가된 발현은 1개 이상의 

TIMP의 발현 증가가 동반된다. 그러나, 이것은 대부분 우리 몸의 방어적 기전에 

의한 것이고 종양에서는 이것의 균형관계가 깨진다. TIMPs에 대한 초기의 연구는 

TIMP의 종양 억제, 전이 억제 효과에 대해 보고하였으나, 최근의 실험 결과는 

TIMP가 MMP를 억제하는 기능뿐만 아니라 종양의 성장에도 관여하는 상반된 기

능을 가지고 있다고 보고하였다. 더욱이, 최근의 연구들은 TIMP의 발현과 각 종

양의 불량한 예후와의 상관성에 관해 보고하였고9,62, MMP/TIMP의 균형이 깨지

는 것 자체가 종양의 진행에 있어 중요한 인자로 언급되고 있다. 

임상병기, 종양의 크기, 조직학적 등급, 핵 등급에 따른 MMP의 발현율을 비

교하였을 때 통계학적으로 유의한 차이가 없었다. 이는 유방암에서 MMP2 발현과 

조직학적 유형, 종양의 크기, 림프절 전이, 조직학적 등급, 에스트로겐 및 프로게

스테론 수용체와의 상관성이 없다는 Mattila 등7의 보고와 동일한 결과이다. 그러

나, Mattila 등7은 MMP2 양성인 경우는 환자의 나이, 조직학적 등급, 호르몬 수

용체 여부, 임상병기에 상관없이 생존율을 감소시키는 독립적인 예후 인자임을 다

변수 분석을 통해 주장하였다. 10년의 추적관찰을 통하여 MMP2 강양성을 보인 

환자는 56%가 생존하였고, MMP2 음성인 환자는 88%가 생존하였다. 특히, 

MMP2가 양성이면서 1기 또는 2기의 크기가 작은 종양을 가진 폐경 후 환자에서 

생존율이 의의 있게 감소하였고, MMP2 음성이면서 림프절 전이가 있는 환자에서 
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예후가 의의 있게 좋았다8. 이러한 연구결과로 보아 본 연구에서는 MMP2와 생존

율과의 상관성을 밝히지는 않았지만 추후의 연구를 통해 MMP2의 발현과 생존율

과의 상관성을 알아보는 것이 예후 추정인자로서 MMP2의 역할을 알아보는데 필

요할 것으로 생각한다.  

결론적으로, 간질조직 침윤에 관여하는 MMP2, MMP9, TIMP2, MT1-MMP 

mRNA는 병리학적으로 침윤이 확인되기 전인 상피내암종의 단계에서 이미 생성

되며, 액와 및 감시 림프절 전이는 MT1-MMP, VEGF 및 TGF-β1과 유의한 상

관관계를 보이므로 이들 인자는 유방암 환자의 예후 추정 인자로 의미가 있다고 

생각한다. 간질침윤 조절인자 중 MT1-MMP와 TIMP2 mRNA 발현은 유의한 상

관관계를 보이므로 앞으로 이들 단백분해효소의 정량적 분석 방법을 통해 활성화

된 형태의 상대적인 양을 측정함으로써 실제적인 생물학적 역할을 이해할 수 있

으리라 기대한다. 아울러, 좀더 많은 수의 환자를 대상으로 양성 유방 환자를 포

함한 전암성 병변에서 암으로의 진행에 따른 일련의 병변에서 상기 인자들에 대

한 변화와 장기간의 추적관찰을 통한 재발 및 생존율에 대한 연구가 필요하다. 
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V. 결론 

 

본 연구에서는 조기 유방암인 관상피내암종 21예, 임상병기가 1 또는 2기인 침

윤성 관상피암종 63예를 대상으로 유방암의 진행에 따른 종양세포 증식능과 종양

내 미세혈관 증식 정도를 알아보고 혈관 생성인자의 면역조직화학 염색과 간질침

윤 조절인자로 알려진 MMP2, MMP9, TIMP2 와 MT1-MMP의 mRNA 인시투 

보합실험을 통하여, 이들의 발현 및 상호간의 연관성과 림프절 전이를 예측할 수 

있는 인자를 알아봄으로써 향후 유방암 환자들의 치료방침을 정하는데 도움을 주

고자 연구를 시행하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

 

1. 유방암 종양세포의 증식지수는 임상 및 병리학적 예후 인자인 임상병기, 종양

의 크기, 조직학적 등급, 핵 등급에 따른 유의한 차이를 보였고(p<0.05), 종양의 

미세혈관 밀도, 혈관 생성인자, 액와 및 감시 림프절 전이와는 직접적인 상관관계

를 보이지 않았다. 

2. 종양의 미세혈관 밀도는 관상피내암종에 비하여 침윤성 관상피암종에서 증가

하였으나 통계학적으로 유의한 차이가 없었고 두 군 간에 혈관 생성인자인 VEGF

와 TGF-β1 발현에 유의한 차이도 없었다.  

3. 관상피내암종과 침윤성 관상피암종의 MMP2, MMP9, TIMP2 및 MT1-MMP 

mRNA 발현에 유의한 차이는 없었다. 또한, 침윤성 관상피암종의 조직학적 등급, 

핵 등급에 따른 MMP2, MMP9, TIMP2 및 MT1-MMP mRNA 발현에도 유의한 

차이가 없었다.   

4. CD44std는 침윤성 관상피암종보다 관상피내암종에서, 임상병기가 낮을수록, 
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조직학적 등급 및 핵 등급이 낮을수록 높은 발현율을 보였으며(p<0.05) MMP 

mRNA와의 유의한 상관성은 없었다.    

5. 액와 및 감시 림프절 전이가 있는 경우 MT1-MMP mRNA, VEGF와 TGF-β1 

발현율이 의의 있게 높았고, MT1-MMP와 혈관 생성인자인 VEGF 간에는 유의한 

상관관계를 보였다(p<0.05).  

6. 간질침윤 조절인자 중 MT1-MMP mRNA 발현과 TIMP2 mRNA 발현간에는 

유의한 상관성을 보였으나(p<0.05) 다른 MMP 간에는 유의한 상관성이 없었다. 

 

이상의 결과로 보아 간질조직 침윤에 관여하는 MMP2, MMP9, TIMP2, MT1-

MMP mRNA는 병리학적으로 침윤이 확인되기 전인 상피내암종의 단계에서 이미 

생성됨을 확인하였다. 또한, 액와 및 감시 림프절 전이와 MT1-MMP, VEGF 및 

TGF-β1 발현은 유의한 상관관계를 보이므로 이들 인자는 유방암 환자의 예후를 

추정할 수 있는 인자로 여겨진다. 간질침윤 조절인자 중 MT1-MMP와 TIMP2 

mRNA 발현은 유의한 상관관계를 보이므로 앞으로 이들 단백분해효소의 정량적 

분석 방법을 통해 활성화된 형태의 상대적인 양을 측정함으로써 실제적인 생물학

적 역할을 이해할 수 있으리라 기대한다.  
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In breast cancer, tumor size and nodal status are still the most important 

prognostic indicator. Therefore, it is important to detect nodal metastasis with 

accurate and prompt way and to find out predictable factor of nodal metastasis. 

To metastasize, a cancer cell must separate from its neighbors, penetrate the 

basement membrane, force its way through the surrounding stroma and 

subsequently enter into the circulation, eventually metastasize to other organ 

or lymph node. Therefore, primarily, this process requires degradation of 

basement membrane and the role of angiogenesis and angiogenetic factor is 
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crucial. Among the MMPs, potent proteolytic enzymes, MMP2 and MMP9 are 

involved in degradation of basememt membrane and extracellular matrix. In 

the previous reports, expression of MMPs has been correlated with local 

invasion, lymph node metastasis and survival in various cancers. Recently, 

MT1-MMP was found, which specifically induces activation of proMMP2 on 

the tumor cell surface, thus triggering the invasion of tumor cells and acts 

directly cleavage of substrate. 

Also, CD44, a cell surface adhesion molecule, may play an important role in 

promoting tumor invasion and metastasis. The mechanism underlying CD44-

mediated enhancement of tumor growth has remained obscure. Recent report 

has shown that CD44 can localize active MMP9 to the tumor cell surface and 

activates TGF-β1 and promotes tumor invasion and angiogenesis.    

In this study, we examined the expression and tissue localization of MMP2, 

MMP9, MT1-MMP, TIMP2 mRNA by in situ hybridization and microvessel 

density, VEGF, TGF-β1, CD44std by immunohistochemical staining and 

studied correlation between their expression in ductal carcinoma in situ 

(DCIS) and T1 or T2 invasive ductal carcinoma of the breast. Also, we 

compared it with clinicopathological parameters and evaluated the predictable 

factor of nodal metastasis. The results are as follows; 

1. Tumor proliferative index of breast cancer was significantly correlated with 

clinical stage, tumor size, histologic grade and nuclear grade (p<0.05), but, 

was not significantly correlated with microvessel density, angiogenic factor, 

axillary and sentinel nodal status. 
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2. Microvessel density was more increased in invasive ductal carcinoma than 

in DCIS without statistical significance. Expression of VEGF and TGF-β1 was 

not statistically different between DCIS and invasive ductal carcinoma. 

3. Expression of MMP2, MMP9, TIMP2 and MT1-MMP mRNA was not 

statistically different between DCIS and invasive ductal carcinoma. Also, they 

have no statistical difference according to histologic grade and nuclear grade 

of invasive ductal carcinoma. 

4. Expression of CD44std was significantly increased in DCIS compared to 

invasive ductal carcinoma (p<0.05). Also, it was significantly increased in low 

clinical stage, low histologic and nuclear grade of invasive ductal carcinoma 

(p<0.05). However, CD44std expression was not correlated with MMPs mRNA. 

5. Axillary and sentinel nodal metastasis was significantly correlated with 

MT1-MMP mRNA, VEGF and TGF-β1 and MT1-MMP mRNA was significantly 

correlated with VEGF (p<0.05). 

6. Among the MMPs, MT1-MMP mRNA was significantly correlated with 

TIMP2 mRNA (p<0.05) and other MMPs were not correlated with each other. 

In conclusion, these mRNA expression patterns suggest production of 

MMP2, MMP9, MT1-MMP, TIMP2 mRNA in the stage of carcinoma in situ 

even prior to overt invasive growth. MT1-MMP mRNA, VEGF and TGF-β1 

are significantly correlated with axillary and sentinel nodal metastasis and 

may be considered as prognostic indicator in breast cancer.   

 

Key words: Breast cancer, MMP, TIMP, CD44, Prognosis, Lymphatic 
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