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국문요약국문요약국문요약국문요약 

 

 

전이전이전이전이 전립선암전립선암전립선암전립선암 환자의환자의환자의환자의 말초혈액내말초혈액내말초혈액내말초혈액내 순환상피세포에서순환상피세포에서순환상피세포에서순환상피세포에서  

Enhancer of Zeste Homolog 2의의의의 발현발현발현발현 검색검색검색검색 

 

 

전립선암 환자에서 말초혈액내 순환암세포의 검색은 질병의 진행 

및 생존에 의미있는 생체표지자로 연구되어 왔다. 한편 최근에 전사

억제자의 일종인 enhancer of zeste homolog 2 (EZH2)가 전이 전립선암

에서 과발현되는 것으로 보고된 바 있다. 이에 본 연구에서는 전이 

전립선암 환자의 말초혈액내 순환상피세포에서 EZH2 mRNA의 발현

을 검색하고, 생체표지자로서의 가능성을 알아보고자 하였다.  

말초혈액에서 순환상피를 분리하기 위해 Ber-EP4 coated immuno-

magnetic beads를, 순환상피세포에서 mRNA를 얻기 위해 oligo dT 

conjugated immunomagnetic beads를 사용하였다. EZH2 mRNA에 대하여 

reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)을 시행하고, 발현 

강도를 측정하였다. EZH2 mRNA의 발현 검색을 위한 본 연구 기법의 

민감도 검사를 위해 인간 전립선암 세포주 (PC-3)를 사용하였다. 또

한, 정상 대조군, 국소 전립선암 환자군 및 전이 전립선암 환자군에

서 각각 10명씩 혈액을 채취하여, 순환상피세포에서 EZH2 mRNA 발

현을 조사하였다.  

전립선암 세포주를 이용한 민감도 검사에서 10개의 종양세포를 검

색할 수 있을 정도로 매우 민감한 검사임을 알 수 있었다. 혈액 검체

를 이용한 검사에서는 전이 전립선암 환자군에서 EZH2 mRNA의 평

균 발현 강도가 정상 대조군 및 국소 전립선암 환자군에서 보다 통

계학적으로 높은 것을 알 수 있었다 (p < 0.05, by Mann-Whitney U test).  

결론적으로 전이 전립선암 환자에서 분리된 순환상피세포에서 

EZH2 mRNA의 과발현을 확인할 수 있었다. 따라서 순환상피세포에

서의 EZH2 mRNA 발현은 전립선암 환자에서 조기 전이를 예측할 수 

있는 유용한 생체표지자가 될 것으로 기대된다. 그러나 말초혈액에서 
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단핵세포의 오염 없이 순환상피세포를 분리할 수 있는 보다 특이적

인 검사법이 필요할 것이다. 
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전이 전립선암 환자의 말초혈액내 순환상피세포에서  

Enhancer of Zeste Homolog 2의 발현 검색 

 

<지도교수 홍 성 준> 

 

연세대학교 대학원 의학과 

 

조 강 수 

 

 

I. 서론서론서론서론 

 

전립선암은 전 세계에서 세 번째로 흔한 남성암이며,1 미국의 경우 

발생률이 가장 높은 남성암으로 폐암에 이어 두 번째로 높은 암 특

이 사망률을 보인다.2 우리나라의 경우 전립선암은 인구 고령화와 식

생활 서구화의 영향으로 남성암 중에서 가장 빠른 증가율을 보이고 

있다.  

혈청 전립선특이항원 (Prostate-specific antigen: PSA), 경직장초음파 

및 전산화단층촬영 등이 국소진행성 또는 전이성 전립선암 환자 여

부를 판단하기 위한 병기 결정 수단으로 이용되고 있다.3 전립선암 

환자의 50%만이 진단 당시 임상적으로 전립선에 국한된 질병으로 

알려져 있으며, 임상적으로 전립선에 국한된 전립선암 환자에서도 3

분의 1은 근치적 전립선적출술 후 평가한 병리학적 병기에서 국소진

행성 전립선암으로 판정된다.4 또한 이들 중 30-50%의 환자는 근치적 

치료 이후에도 10년 이내에 생화학적 재발을 경험하게 되며, 이러한 

재발의 원인은 현재 사용되는 임상적 검사법으로는 알아낼 수 없는 

암세포의 미세전이나 전립선 주위로의 국소침윤 등에 의한 것으로 

생각되고 있다.5-8  

혈청 PSA 및 전립선생검조직의 Gleason 점수가 병리학적 병기를 

예측하는데 도움이 되며 술 후 병리학적 병기상승을 감소시켰지만, 

여전히 술 전 병기 결정의 정확성은 만족스럽지 못한 상태이다.9 게
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다가 치료 성적을 살펴보면 조기 전립선암에서 대기요법에 비해 근

치적 전립선적출술이 우수한지에 대해서도 의문이 제기되고 있는 상

태이다.10 이에 전이 잠재력을 가지고 있는, 공격적 성향의 조기 전립

선암을 판별할 수 있는 새로운 검사법에 대한 필요성이 제기되었다.   

1980년대 후반부터 혈액종양 환자를 대상으로 reverse transcriptase - 

polymerase chain reaction (RT-PCR)이 잔존암 유무를 평가하기 위한 방

법으로 사용되기 시작하였다.7 1992년에 Moreno 등11은 전이성 전립선

암 환자의 말초혈액에서 PSA mRNA의 발현을 확인하기 위해 RT-PCR

을 처음으로 적용하였다. 그 이후로 말초혈액, 림프절 및 골수 등에

서 RT-PCR을 이용하여 잠재적인 암세포를 검색하려는 많은 연구들

이 진행되었다. PSA 또는 prostate-specific membrane antigen (PSMA) 

mRNA를 이용하여 말초혈액내 순환암세포를 검출한 결과를 살펴보

면, 임상적으로 장기내 국한된 전립선암 환자의 경우 0-72%, 전이 전

립선암 환자에서는 25-100%로 다양하게 보고되고 있다.12-20  

Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2)는 polycomb group (PcG) 단백질의 

일종으로 전사억제자이며, 일부 trithorax group (trxG) 단백질의 특성을 

가지는 것으로 알려져 있다.21 Varambally 등22은 cDNA microarray를 이

용하여 EZH2 mRNA 발현을 분석한 결과 전립선 비대증, 국소 전립

선암 및 전이 전립선암의 순으로 발현이 증가함을 보고한 바 있다. 

또한 면역조직화학염색과 western blot에서도 같은 결과를 확인하였다. 

한편 근치적 전립선적출술은 받은 환자의 조직에서 EZH2의 발현이 

절제변연상태, 종양용적, Gleason 점수, 술 전 혈청 PSA 수치 보다 더 

유용한 예후예측인자라고 보고하였다. 이러한 결과로 EZH2 mRNA 

및 단백질 발현이 암 전이의 예측인자로 활용될 수 있다는 가능성을 

제시하였다.  

 본 연구에서는 앞서 기술한 이론적 근간을 바탕으로 전이 전립선

암 환자들의 말초혈액내에 순환상피세포에서 EZH2 mRNA의 발현을 

RT-PCR로 측정 비교함으로써 새로운 전이표지자 또는 전이예측인자

로써의 임상적 활용 가능성을 알아보고자 한다.  
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II. 재료재료재료재료 및및및및 방법방법방법방법 

 

1. 전립선암전립선암전립선암전립선암 세포와세포와세포와세포와 조직에서조직에서조직에서조직에서 EZH2 발현발현발현발현 확인확인확인확인  

가가가가. 세포세포세포세포 배양배양배양배양  

PC3와 LNCaP 세포주를 이용하여 전이성 전립선암 세포에서 EZH2 

단백질의 발현을 확인하고, PC3세포주를 이용하여 immunomagnetic 

beads를 이용한 세포분리와 RT-PCR의 민감도를 평가하였다. PC3 및 

LNCaP 세포주는 10% 우태아 혈청과 antibiotic-antimycotic (Invitrogen 

Co., GibcoTM, NY, USA)이 포함된 RPMI 1640 medium에 37℃, 95% air, 

5% carbon dioxide 조건에서 배양하였다.  

나나나나. Western blotting  

동일 수의 PC3와 LNCaP 세포를 RIPA lysis buffer; 50mM HEPES 

(USB, Ohio, USA) [pH7.6], 150mM NaCl (Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA), 

1% NP-40 (Amresco, Ohio, USA), 10㎕/ml phenylmethylsulfonyl fluoride 

(Amresco), 10㎕/ml aprotinin (Sigma-Aldrich®)에 넣어 균질화시켰다. 영

하 20℃에서 1시간 동안 반응시킨 후 3초씩 3번 초음파 처리하였다. 

이를 원심 분리한 후, 상층액의 단백질량은 BCA protein assay kit (Bio 

Rad, California, USA)로 측정하였다. 단백질 40㎍을 5% SDS-PAGE gel

에서 전기영동하여 분리하였으며, HybondTM ECLTM nitrocellulose 

membranes (Amesharm Biosciences, UK)로 이동시켰다. Membrane은 anti-

EZH2 rabbit IgG (Upstate, NY, USA)와 4℃에서 24시간 동안 반응 시킨 

후, goat anti-rabbit HRP conjugated IgG (Upstate)와 상온에서 1시간 동안 

반응시켰다. 단백질 발현은 ECL Western blotting detection reagent 

(Amesharm Biosciences)를 이용하여 chemiluminescence assay로 측정하

였다.    

다다다다. 면역조직화학염색면역조직화학염색면역조직화학염색면역조직화학염색  

면역조직화학염색은 immunohistochemistry detection kit (InnogenexTM, 

California, USA)를 사용하였다. 재수화된 조직 슬라이드는 37℃에서 5

분 동안 펩신과 반응시킨 후, 실온에서 5분 동안 3% 과산화수소로 

처리하였다. 실온에서 5분 동안 카제인으로 블로킹한 후, 1:200으로 

희석된 anti-EZH2 IgG (Upstate)와 4℃에서 24시간 동안 반응시켰다. 조
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직은 biotinylated goat anti-rabbit antibody와 streptavidin-horseradish 

peroxidase conjugate로 37℃에서 5분씩 차례대로 반응시킨 후, 15분 동

안 AEC substrate 용액으로 처리하였다.  

 

2. 순환상피세포의순환상피세포의순환상피세포의순환상피세포의 EZH2 발현발현발현발현 분석법분석법분석법분석법 확립확립확립확립  

가가가가. RT-PCR assay의의의의 민감도민감도민감도민감도  

PC3 세포를 hematocytometer를 이용하여 각각 1, 10, 100, 1,000 및 

10,000개의 세포를 세어 동일한 부피의 세포액을 만들었다. PC3 세포

가 담긴 세포액에 PBS 5㎖을 혼합한 후, 말초혈액내 순환상피세포의 

EZH2 mRNA의 발현을 측정하는 아래 방법과 동일하게 시행하였다.  

나나나나. 말초혈액에서말초혈액에서말초혈액에서말초혈액에서 단핵세포단핵세포단핵세포단핵세포 분리분리분리분리 

혈액 (5㎖)은 EDTA 튜브에 담아 4℃에서 보관하고, 채혈 후 1시간 

이내에 실험실로 운반하였다. 혈액은 PBS (pH 7.4)로 희석한 후 (혈

액:PBS=1:2), AccuspinTM System-Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich®) 튜브

에 옮겨 담았다. 이를 상온에서 1000 x g의 조건으로 10분 동안 원심

분리하여 단핵세포를 얻었다. 침전된 단핵세포는 PBS 10㎖를 첨가하

여 부유화시킨 후 다시 250 x g의 조건에서 10분간 원심분리를 시행

하였다. 침전된 단핵세포는 1% FCS (fetal calf serum, Invitrogen 

Corporation, GibcoTM)와 0.6% sodium citrate가 포함된 PBS로 부유시켰

다.    

다다다다. Immunomagnetic beads를를를를 이용한이용한이용한이용한 혈액내의혈액내의혈액내의혈액내의 상피세포상피세포상피세포상피세포 분리분리분리분리  

생쥐 IgG1 단일클론항체 (mAb Ber-EP4, Dynal Biotech®, Oslo, Norway)

가 공유 결합된 immunomagnetic beads를 세척한 후, 25㎕를 (1 x 107 

beads) 분리한 단핵세포에 첨가하였다. Ber-EP4는 대부분의 정상 상피

조직과 종양 상피조직에서 발현되는 두 종류 (34, 39 kDa)의 

glycopolypeptides membrane 항원에 특이적으로 반응하는 항체이다.23 

세포는 4℃에서 2시간 동안 배양하였으며, 자기장치 (Dynal magnetic 

particle concentrator, Dynal Biotech®)를 이용하여 상피세포와 결합된 구

슬을 수집하였고 수집된 구슬은 PBS로 5번 세척하고, 세척된 구슬을 

잠시 동안 0℃에서 보관하였다.  

라라라라. RT-PCR 증폭을증폭을증폭을증폭을 위한위한위한위한 mRNA 분리분리분리분리  
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구슬에 결합된 상피세포는 Lysis/Binding Buffer를 첨가하여 용해한 

후 자기장치에서 mAb Ber-EP4 구슬을 제거하였다. 소량의 상피세포

에서 mRNA를 분리하기 위해서 Dynabeads mRNA DirectTM Micro kit 

(Dynal Biotech®)를 이용하였다. 미리 씻어둔 Dynabeads Oligo (dT)25 20

㎕와 세포액을 혼합하여 실온에서 5분간 반응시킨다. 자기장치에서 

Dynabeads Oligo (dT)25 구슬을 수집하고, washing buffer로 3번 세척하였

다. 세척된 Dynabeads Oligo (dT)25 구슬은 차가운 10mM Tris-HCl로 부

유시킨 후, 0℃에서 잠시 보관하였다.  

마마마마. cDNA 합성과합성과합성과합성과 RT-PCR  

cDNA합성은 reverse transcription system (Promega Co., WI, USA)을 사

용하여 제조사에서 제시한 방법에 따라 수행하였다. 최종 반응량은 

20.25㎕이며, 분리된 10㎕ mRNA를 모두 합성에 이용하였다. PCR은 

Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen, Germany)를 사용하여 총 반응량이 50

㎕가 되도록 하였다. EZH2 primer는 Varambally 등22의 연구에서와 동

일한 염기서열이며, 반응 조건은 94℃ 1분, 60℃ 45초, 72℃ 2분 (35 

cycles)으로 하였다.  

 

3. 환자환자환자환자 말초혈액을말초혈액을말초혈액을말초혈액을 이용한이용한이용한이용한 대조대조대조대조 실험실험실험실험  

가가가가. 대상대상대상대상 환자군환자군환자군환자군  

연구 대상은 정상 대조군, 국소 및 전이 전립선암 환자군으로 분류

하였으며, 각각의 대상을 10명으로 하여 총 30명을 대상으로 하였다. 

정상 대조군은 비뇨기계 질환 등의 다른 질병이 없는 건강한 성인을 

대상으로 하였으며, 국소 전립선암 환자군은 임상적으로 전이가 없는 

환자로 근치적 전립선적출술 시행 예정인 환자를 대상으로 하였다. 

전이 전립선암 환자는 본 검사 당시에 전이가 확인되었던 환자를 대

상으로 하였다.  

나나나나. 환자를환자를환자를환자를 대상으로대상으로대상으로대상으로 말초말초말초말초 혈액혈액혈액혈액 내의내의내의내의 EZH2 발현발현발현발현 검사검사검사검사  

환자군 및 대조군의 혈액 (5㎖)은 EDTA 튜브에 담아 4℃에서 보관

하였으며, 채혈 후 1시간 이내에 실험실로 옮긴 후 확립된 검사 방법

에 의해 말초혈액내 EZH2 mRNA의 발현을 평가하였다. 연구 대상의 

말초혈액내 순환상피세포에 존재하는 EZH2 mRNA의 발현 강도는 
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Quantity One® program으로 측정하였다. 

다다다다. 통계적통계적통계적통계적 분석분석분석분석  

Quantity One® program으로 측정한 연구 대상의 EZH2 mRNA의 발현 

강도는 Mann-Whitney U test로 비교하였으며, p값이 0.05 미만일 때 유

의한 것으로 간주하였다.  
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III. 결과결과결과결과 

 

1. 전립선암전립선암전립선암전립선암 세포와세포와세포와세포와 조직에서조직에서조직에서조직에서 EZH2 발현발현발현발현 확인확인확인확인  

대표적인 인체 전립선암 세포주인 PC3와 LNCaP 세포의 EZH2 발

현을 western blotting으로 관찰한 결과, 두 세포 모두에서 강한 EZH2 

단백질 발현이 보였다 (그림 1A). 경요도적 전립선 절제술로 얻어진 

전이 전립선암 환자의 전립선 조직에서도 면역조직화학염색을 이용

한 조직학적 관찰 결과, 세포 핵 내에 붉은색으로 염색된 EZH2가 확

인되었다 (그림 1B). 

 

 

그림그림그림그림 1. 전이 전립선암 세포주 및 전이 전립선암 환자의 조직에서

EZH2 단백질 발현의 확인. (A) Western blotting, (B) 면역조직화학염색 

 

2. 순환상피세포의순환상피세포의순환상피세포의순환상피세포의 EZH2 발현발현발현발현 분석법분석법분석법분석법 확립확립확립확립  

EZH2 양성 발현을 보이는 PC3 세포 0, 1, 10, 100, 1000, 10000개를 

RT-PCR 한 결과, 대조군과 1개의 세포에서는 EZH2 발현을 확인할 

수 없었으나 세포수 10개부터 세포수가 증가함에 따라 EZH2 발현 
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강도가 비례적으로 증가하였다 (그림 2). 

 

 

그림그림그림그림 2. PC3 세포주의 EZH2 mRNA 발현 검색을 위한 RT-PCR의 민감

도. 아라비아 숫자는 PC3 세포의 개수를 의미함. 

 

3. 환자환자환자환자 말초혈액을말초혈액을말초혈액을말초혈액을 이용한이용한이용한이용한 대조대조대조대조 실험실험실험실험  

전이 전립선암 환자와 정상인의 말초혈액내 순환상피세포의 EZH2 

발현을 RT-PCR을 이용하여 측정한 결과, 전이 전립선암 환자군에서 

강한 발현이 관찰되었다 (그림 3). EZH2 발현 강도를 Quantity One® 

program을 이용하여 수치화 한 결과, 정상 대조군, 국소 전립선암 환

자군 및 전이 전립선암 환자군의 평균 발현 강도는 각각 

345.7±131.8, 349.4±156.7 및 2040.5±1881.3으로 나타났다. 이를 

Mann-Whiteny U test를 이용하여 비교하였을 때, 전이 전립선암 환자

군의 발현 강도가 정상 대조군 및 국소 전립선암 환자군에서 보다 

의미있게 높은 것을 확인하였다 (그림 4) (p < 0.05).  
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그림그림그림그림 3. 정상 대조군, 국소 전립선암 및 전이 전립선암 환자의 말초

혈액내 순환상피세포에서 EZH2 mRNA의 발현 검색 

 

 

그림그림그림그림 4. 정상 대조군, 국소 전립선암 및 전이 전립선암 환자군의 말

초혈액내 EZH2 mRNA의 발현 강도.  

*: 정상 대조군 및 국소 전립선암 환자군과 비교하였을 때, p < 0.05 
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IV. 고찰고찰고찰고찰 

 

전립선암 환자에서 혈청 PSA 및 전립선생검조직의 Gleason 점수가 

병리학적 병기를 예측하는데 도움이 되며 술 후 병리학적 병기상승

을 감소시켰지만, 여전히 술 전 병기 결정의 정확성은 만족스럽지 못

한 상태이다.9 이러한 관점에서 말초혈액내 순환암세포 및 미세전이

의 검출은 중요한 치료적 또는 예후적 의의를 가질 것으로 기대가 

된다.  

말초혈액내 순환암세포의 검색은 암특이 DNA 또는 mRNA 이상을 

polymerase chain reaction (PCR) 증폭을 통해 확인할 수 있다. PCR을 이

용한 순환암세포 또는 미세전이의 확인은 매우 민감한 방법으로 106-

107개의 정상세포 중 1개의 암세포까지도 검색할 수 있는 것으로 보

고된 바 있다.24 1992년에 Moreno 등11은 전이성 전립선암 환자의 말

초혈액에서 PSA mRNA의 발현을 확인하기 위해 RT-PCR을 처음으로 

적용하였다. 그 이후로 말초혈액, 림프절 및 골수 등에서 RT-PCR을 

이용하여 잠재적인 암세포를 검색하려는 많은 연구들이 진행되었다. 

PSA 또는 prostate-specific membrane antigen (PSMA) mRNA를 이용하여 

말초혈액내 순환암세포를 검출한 결과를 살펴보면, 임상적으로 장기

내 국한된 전립선암 환자의 경우 0-72%, 전이 전립선암 환자에서는 

25-100%로 다양하게 보고되고 있다.12-20 그러나 PSA mRNA는 전립선

암 세포에 국한되지 않고 정상 전립선 상피 세포뿐만 아니라 다른 

조직에서 분리된 세포에서도 양성 발현한다는 등의 한계점이 있다.25 

또한 Ellis 등26은 국소적 전립선암에서 말초혈액내 순환암세포의 존

재는 초기 현상일 뿐, 그 자체로 전이를 일으키는 데 충분하지 않다

고 하였다. 이에 전립선암 환자에서 말초혈액내 순환암세포의 검색이 

가지는 임상적 중요성에 대한 의문이 제기되었다. 이러한 한계를 보

완하기 위한 방법으로 순환암세포의 정량화를 위한 시도들이 이루어

지고 있다.27,28 다른 한편으로 Her-2/neu 과다발현이 전립선암의 진행

과 관련이 있다는 사실에 착안하여, Ady 등29은 순환암세포에서 Her-

2/neu mRNA의 발현을 확인하고자 하였다. 그러나 아직까지 그 유용

성에 대해서는 결론을 내리기 어려운 단계이다. 본 연구에서는 EZH2 
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mRNA 및 단백질 발현이 전립선암 전이의 예측인자로서의 가능성을 

제시한 Varambally 등22의 연구를 근간으로 전이 전립선암 환자들의 

말초혈액내에 순환상피세포에서 EZH2 mRNA의 발현을 RT-PCR로 측

정 비교함으로써 새로운 전이표지자 또는 전이예측인자로써의 임상

적 활용 가능성을 알아보고자 하였다.  

EZH2는 PcG 단백질의 일종으로 전사억제자이며, 일부 trxG 단백질

의 특성을 가지는 것으로 알려져 있다.21 유전자 발현의 항상성을 유

지하는 기전으로 PcG 단백질과 trxG 단백질이 작용한다는 사실이 알

려져 있는데,21,30 PcG 단백질은 복합체를 형성하여 유전자 발현을 억

제하는 전사억제자로 작용하며, trxG 단백질은 PcG 단백질의 작용을 

길항하여 반대로 유전자 발현을 촉진한다.30,31 전립선암 세포에서 

EZH2 유전자가 활성화되면 일부 다른 유전자들의 기능이 억제되는

데, 이들 유전자에는 여러 종양 억제 유전자들도 포함되어 이것들이 

억제될 경우 종양의 전이가 일어나게 된다. 그러나, EZH2에 의해 억

제되는 모든 유전자가 종양의 진행을 억제하는 기능을 가진 것은 아

니다. EZH2는 Znfnla1 같은 전사인자나 세포 신호 체계를 비활성화 

시키는 Rho GTPase-activating protein 같은 종양 억제 인자를 억제하지

만, 반면에 종양이 진행하면서 상향 조절되는 여러 유전자도 동시에 

억제하기도 한다. 예를 들면, 종양 주변조직으로의 침윤에 관여하는 

MMP-7이나 세포 증식능을 높여주는 erb-b2/HER2 등을 동시에 억제

한다. 따라서 EZH2처럼 전이를 촉진하기도 하고 억제하기도 하는 양

면성을 가진 인자가 어느 한쪽 방향으로 더 기울어짐에 따라 종양의 

진행 속도가 결정되는 것으로 추정된다.32   

본 연구에서는 말초혈액에서 Ber-EP4 coated immunomagnetic beads를 

이용하여 순환상피세포를 분리하고, 순환상피세포의 EZH2 mRNA의 

발현 여부를 확인하였는데, 이러한 시도는 아직까지 문헌에 보고된 

바가 없었다. 그 결과 전이 전립선암 환자군의 발현 강도가 정상 대

조군 및 국소 전립선암 환자군에서 보다 의미있게 높은 것을 확인하

였다 (그림 4). 본 검사법에서 무엇보다 중요한 것은 검사의 민감도

이다. 본 연구의 RT-PCR 민감도 분석 결과, 1개의 PC3 세포에서는 

EZH2 mRNA가 검출되지 않았으나, 10개 이상부터 세포 수의 증가에 
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따라 비례적인 발현 상승을 확인할 수 있었다 (그림 2). 약 5cc의 말

초혈액내 존재하는 순환상피세포는 매우 소량이므로, 단 1개의 순환

상피세포라도 검출 가능하도록 기술적인 보완이 필요할 것으로 생각

한다. 또 따른 문제점은 정상 대조군에서도 비록 발현강도가 약하지

만 EZH2 발현이 되었다는 것이다. 이는 정상 순환상피세포 또는 단

핵세포가 Ber-EP4 coated immunomagnetic beads가 비특이적인 결합으로 

인하여 야기된 것으로 생각된다. Ber-EP4는 혈구세포에서 발현이 되

지 않으므로 Ber-EP4 coated immunomagnetic beads를 이용한 순환상피

세포 분리법은 신뢰할 만한 방법으로 알려져 있으나,33 저자가 

Wright-Giemsa 염색을 통해 확인한 바에 의하면 단핵세포의 일부가 

Ber-EP4 coated immunomagnetic beads와 결합하고 있는 것을 확인할 수 

있었다 (그림 5). 또한 단핵세포에서 정상적으로 EZH2 mRNA가 발현

하기 때문에 이러한 결과를 초래한 것으로 생각된다. 따라서 순환상

피세포에서 EZH2의 발현을 정확히 평가하기 위해서는 단핵세포의 

오염없이 순환상피세포를 보다 특이적으로 분리해 낼 수 있는 방법

의 개발이 필요하다고 하겠다. 

 

 
 

그림그림그림그림 5. Ber-EP4 immunomagnetic beads와 순환상피세포 (A) 및 단핵세

포 (B)의 결합. Wright-Giemsa 염색 
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본 연구는 단순한 순환암세포의 검출법과는 달리 전이 전립선암의 

표지자인 EZH2가 발현된 순환암세포의 검출을 목표로 한다. 따라서 

기존의 방법에 비하여 전이 현상과 보다 직접적인 연관성이 있다는 

장점을 가지고 있다. 본 연구에서는 연구대상 수가 적고, 대상을 단

순히 정상 대조군, 국소 및 전이 전립선암 환자군으로만 분류하였기 

때문에, 순환암세포에서의 EZH2 발현의 의미를 정확히 파악하기에는 

부족한 상태이다. 따라서 앞서 기술한 방법적 보완과 함께 다양한 병

기 및 질병 상태에 따른 EZH2의 발현 차이를 비교 연구하는 것이 

필요할 것이다. 예를 들어 근치적 수술 전후, 호르몬 치료 전후, 생화

학적 재발 전후 그리고 호르몬 민감성암 및 호르몬 불응성암 등에 

따른 차이를 확인하는 것이 도움이 되리라 생각한다. 또한 보다 많은 

환자를 대상으로 하는 장기 추적 연구를 통해 순환암세포에서의 

EZH2 발현이 내포하는 임상적 의의에 대한 충분한 이해가 이루어진

다면, 유용한 생체표지자로서 임상적 활용이 가능할 것으로 기대가 

된다. 
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V. 결론결론결론결론 

 

말초혈액내 순환상피세포에서 EZH2 mRNA 발현 검색을 위한 본 

연구 기법은 민감도가 높은 검사임을 알 수 있었다. 전이 전립선암 

환자에서 분리된 순환상피세포에서 EZH2 mRNA가 과발현되며, 전이 

전립선암 환자군의 평균 발현 강도가 정상 대조군 및 국소 전립선암 

환자군에서 보다 의미있게 높은 것을 확인하였다. 따라서 순환상피세

포에서의 EZH2 mRNA 발현은 전립선암 환자에서 조기 전이를 예측

할 수 있는 유용한 생체표지자가 될 것으로 기대된다. 그러나 말초혈

액에서 단핵세포의 오염 없이 순환상피세포를 분리할 수 있는 보다 

특이적인 검사법이 필요할 것이다. 
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Abstract 

  

Identification of enhancer of zeste homolog 2 expression in peripheral 

circulating epithelial cells in metastatic prostate cancer patients 

 

Kang Su Cho 

 

Department of Medicine 

The Graduate School, Yonsei University 

 

(Directed by Professor Sung Joon Hong) 

 

Circulating tumor cells (CTC) have been investigated as a significant marker 

for clinical progression and survival in men with prostate cancer (PCa). 

Recently, enhancer of zeste homolog 2 (EZH2), a kind of transcriptional 

repressor, was reported to be over-expressed in metastatic PCa. In this study, 

we analyzed EZH2 mRNA of circulating epithelial cells in peripheral blood as 

a biomarker in patients with metastatic PCa.  

Ber-EP4-coated immunomagnetic beads were used to harvest CTCs and 

mRNA was isolated by oligo dT conjugated immunomagnetic beads. The 

reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) for EZH2 mRNA 

was performed using EZH2 specific primers and the expression density was 

measured. The sensitivity of this test for detection of EZH2 mRNA was 

determined by serial dilutions of human prostate cancer cell line (PC-3). Blood 

samples were collected from 20 patients with metastatic or localized PCa and 

10 healthy volunteers, and EZH2 mRNA expression in CTCs was evaluated. 

This test was highly sensitive as it could detect 10 tumor cells. EZH2 mRNA 

expression was obtained from peripheral blood samples of healthy volunteers, 

patients with localized prostate cancer and metastatic prostate cancer. EZH2 

mRNA was strongly expressed in patients with metastatic PCa and the mean 

value of mRNA image density was significantly higher compared to those of 
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control and localized prostate cancer group (p < 0.05, by Mann-Whitney U 

test).  

In conclusion, EZH2 mRNA in circulating tumor cells was over-expressed in 

patients with metastatic PCa. Thus, it would be a promising marker in detecting 

early metastasis in PCa. However, more specific technique for detection of 

circulating tumor cells is needed to avoid mononuclear cell contamination. 

 

                                                                

Key Words : prostate cancer, metastasis, circulating epithelial cell, enhancer of 

zeste homolog 2  
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