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<국문요약> 

전이대장암의  Osteopontin 및 MMP-1 유전자의 발현 변화 

전이는 악성종양의 주요 특징으로서 각종 암의 예후와 관련된 가장 

중요한 인자로 알려져 있다. 전이과정은 다단계로 이루어지고, 따라서 각 

단계를 구성하고 조절하는 유전자적 변화와 유전자 산물의 변화 역시 매우 

다양할 것으로 생각된다. 연구자들은 이전에 원발성 대장암과 전이 대장암 

조직에서 19,000개 유전자의 human oligonucleotide microarray를 통하여 

유전체 발현 양상을 검정하여 원발성 대장암과 전이 대장암 사이에 약 80 

여개의 다르게 표현되는 유전자를 발굴한 바 있다. 밝혀진 80여 개의 

유전자 중 많은 부분은 기존에 알려진 종양의 전이관련 행태와 관련 있을 

것으로 추정되는 것들로, 세포 내외 기질의 합성과 분비, turn over 등에 

관련되는 물질이었으며, 이들 중 일부는 종양 생성과 전이 등에 관련이 

있음이 타 종양에서도 발견되어 장기와 관련 없이 암종의 전이에 

공통적으로 관여할 것으로 추정되었다. 전이의 임상적 의의를 고려해 

보았을 때, 이들의 발현 및 조절 양상을 이해하는 것은 필수적인 일이다. 

본 연구에서는 이 들 중 Osteopontin, MMP-1, serpin A1의 발현을  동일 

환자에서 발생한 검증용 원발성 대장암과 전이 대장암 43세트를 대상으로 

면역조직화학염색을 실시하였으며, 이들 중 Osteopontin과 MMP-1이 원발성 

대장암과 전이 대장암에서 발현의 차이를 보였다. 따라서 Osteopontin과 

MMP-1은 전이 대장암에서 발현이 차이가 나는 중요한 유전자로서 이의 

임상적 응용에 관한 연구가 필요하다. 

--------------------------------------------------------------------- 

핵심되는 말: 원발성 대장암, 전이 대장암, oligonucleotide microarray, 

면역조직화학염색, osteopontin, MMP-1 
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전이대장암의  Osteopontin 및 MMP-1 유전자의 발현 변화 

 

<지도교수 김 호 근> 

 

연세대학교 대학원   의과학과 

 

최 준 정 

 

Ⅰ. 서 론 

전이(metastasis)는 원발암과 떨어져 있는 종양 임플란트로, 종양을 

악성종양으로 구분 짓는 주요 가장 중요한 성질 중 하나로 알려져 있다. 

기본적으로 몇 가지 예외적인 경우(중추신경계의 신경아교세포암과 피부의 

기저세포암)를 제외하고 모든 악성종양은 전이한다1. 종양의 국소 

침습(local tissue invasion)과 전이는 개별적인 성상이지만, 분자생물학적 

수준에서 두 가지는 연속선상에 있다고 생각된다. 일반적으로 원발종양이 

나쁜 생물학적 행태를 보일 때, 전이가 동반된다고 생각되나, 원발종양의 

크기가 작고, 분화가 좋은 경우에서도 전이는 이루어질 수 있으며, 반대로 

원발종양이 매우 나쁜 생물학적 행태를 보이는 경우에도 전이가 

이루어지지 않는 경우가 있다1.  
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새로 악성 고형암으로 새로이 진단을 받은 환자의 약 30%에서 전이가 

동반되고 있으며, 종양의 전이는 완치를 어렵게 하는 가장 중요한 요인이 

되고 있다1. 특히, 대장암의 약 25-35%에서 synchronous, metachronous 

hematogenous metastasis를 보이며, 이들 중 60-80% 가 간으로의 전이를 

보이고 있는데 이들 환자 군의 5년 생존률은 유의하게 낮은 것으로 알려져 

있다 2.  

현재까지 전이 발생에 대하여 두 가지 이론이 널리 알려져 있다. 첫째, 

유전결정적 모델은, 다단계적 종양발생 과정 중 비교적 후기 단계에 

종양을 이루는 세포의 일부가 전이가능 형질을 얻게 되어 이들이 전이하게 

된다고 여기고 있다. 또 한 축을 이루는 모델은 비교적 초기단계 혹은 

종양발생 때부터 전이형질을 가지고 있다는 이론이다. 두 가지 모델을 

지지하는 몇 가지 증거들은 제시되고 있으나, 전이의 임상적 중요성을 

미루어 볼 때, 전이성 종양에 대한 분자유전학적 기전과 이와 동반된 

병태생리학에 대한 이해는 미흡한 상태라고 할 수 있다3, 4.   

최근의 high-throughput technique을 이용한 일련의 연구들은 유전자들의 

발현에 따른 종양 아형의 분류가 예후를 예측할 수 있는 인자로의 사용 

가능성을 보이고 있다. 또한, 특정 표현형(임상적으로는 재발여부나 

치료반응 정도)에 관여하는 유전자들의 발현의 조합, 즉 분자 유전학적 

표지자의 조합이 개별 유전자에 대한 연구를 진행하는 것보다 효과적으로 
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예후를 예측하는 데 도움을 줄 수 있다고 알려져 있다3-7. 최근에 발전한 

기능성 유전체학은 한번의 검사로서 많은 유전자의 발현 정도를 알아 볼 

수 있게 하여, 일반적으로 병태생리학적으로 복잡다단한 분자유전학적 

변화를 보이는 질환, 특히 암이나 자가면역질환 등의 이해를 연구하는데 

주요한 방법론으로 제시되고 있으며, 대장암과 같이 다단계적이며 

복합적인 종양발생단계를 거친다고 생각되는 종양의 발생기전은 물론, 

전이와 같이 악성종양의 특성을 이해하는데 매우 유용한 수단이라고 

제시되고 있다. 

연구자들은 최근에 oligonucleotide microarray 실험을 통하여 전이성 

대장암에서 원발종양과 다르게 발현되는 80여개의 유전자들을 발굴하였다8. 

이 연구에서는 12세트의 동일 환자에서 발생한 정상-원발대장종양- 

전이성암의 유전자 발현양상을 19,000개 유전자의 human oligonucleotide 

microarray를 통하여 two-way hierarchical clustering을 하여 

분석하였으며, 이 분석에서 molecular profiling에 따라 원발 종양과 정상 

대장 조직은 구분이 되었으나, 원발 종양과 전이 종양이 확연히 

구분되지는 않는 것으로 나타났다. 그러나, multi-dimensional scaling을 

시행하였을 때 원발 종양과 전이 종양에서 다른 유전자 발현 양상을 

보이며, 이에 따라 원발-전이종양간 다르게 발현되고 조절되는 유전자들을 

발굴하였다. 이 연구에서 정상 대장점막 조직과 다르게 발현되는 유전자는 
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원발성 종양과 전이성 종양에서 각각 1,222개와 1,079개 였으며, 이들 중 

약 60%를 차지하는 767개는 두 그룹에서 공통적으로 발현되어 되었다. 이 

연구에서 Mann-Whiney rank-sum test를 통한 supervised analysis를 통하여 

원발 및 전이 종양에서 공통적으로 발현되는 767개의 유전자중 전이 

종양에서 다르게 발현되는 유전자 80여 개를 선별하였다8. 이 결과는 

기본적으로는 원발종양과 전이종양에서 유사한 유전자 발현 양상을 보이나, 

다르게 발현, 조절되는 유전자들이 종양의 전이에 관여할 가능성이 있음을 

시사한다. 따라서, 이들 전이 특이 유전자들의 분자 생물학적, 조직학적 

표현형을 이해하는 것은 악성종양의 전이와 예후인자의 이해에 도움을 줄 

수 있을 것이다. 본 연구에서는 이들 80여 개의 유전자 중 특히, 최근까지 

이루어진 연구를 통하여 대장암 발생관련, 혹은 대장암의 진행 및 

전이관련 행태와 밀접하게 관련 있다고 생각되는 Osteopontin, Matrix 

metalloprotease-1 (MMP-1), Serpin A1 등의 3개의 유전자 산물의 발현을 

면역조직화학염색을 통하여 검사하고자 하였다. 연구 대상으로서는 검증용 

자료로서 새로 수집한 43 명의 환자군의 원발종양-전이종양 조직에서 

관찰하여, 이들이 종양의 전이과정 이해 및 전이 예측에 도움이 될 수 

있는가를 검증하고자 하였다.  
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Ⅱ. 재료 및 방법 

1. 환자군 설정 및 임상 정보 수집 

2000년부터 2007년까지 연세대학교 의과대학 부속 신촌 세브란스 

병원에서 원발성 대장암 및 전이성 대장암을 진단받아 원발암 및 전이암 

모두를 치료한 환자를 대상으로 하였다. 각 예마다 짝지은 두 종양의 

파라핀 포매 조직을 사용할 수 있는 총 43명의 환자를 대상으로 연구를 

진행하였다.  환자의 임상 기록지를 참고하여 진단 당시의 나이, 성별, 

원발성 종양과 전이성 종양의 진단 시기, 치료여부 등을 검색하였다. 43례 

중 원발종양과 전이종양이 함께 발견된 례는 26례였으며, 원발종양 절제 

후 전이 종양이 발견되어 수술한 례는 17례였으며, 원발종양 진단 후 

전이종양 진단까지의 시간은 평균 18개월이었다(범위: 6개월- 43개월). 

환자의 임상자료는 Table 1에 요약하였다. 각 환자의 조직의 실험적 사용을 

위한 피험자 동의와, 임상 윤리 위원회의 허가를 얻었다. 

2. Tissue microarray의 제작 

10% 중성 포르말린에 12시간 이상 고정 후 일련의 과정을 거쳐 파라핀에 

포매하여 보관된 조직을 이용하였고, 각 증례의 대표적인 파라핀 블록의 

종양조직에서 조직 심(tissue core)을 취하여 tissue microarray를 

제작하였다. 조직 심의 직경은 2.0 mm로 하고, 하나의 파라핀 블록에 최대 

48개의 조직 심이 포함되도록 제작하였다. 추출 오차를 최소화하기 위하여 
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한 증례 당 2개 이상의 조직 심을 취하였다. 

3.면역 조직 화학 염색 

Tissue microarray slide는 4-5 ㎛의 연속 절편으로 박절하여 오븐에서 

파라핀을 녹인 후 자일렌으로 파라핀을 완전히 제거하였다. 에틸 알코홀로 

단계적으로 함수하였고, 조직 절편을 0.3% 과산화수소수에 10분간 담근 후 

pH 6.0의 구연산 완충액에 담가 극초단파에 15분간 처리한 후 실온에서 

식혔다.  희석된 일차 항체인 항 MMP-1 (1:200, Calbiochem, La Jolla, CA, 

USA), SerpinA1 (1:200, AVIVA Systems Biology, San Diego, CA, USA), 

Osteopontin (1:200, Abcam Plc. Cambridge, UK) 항체를 상온에서 약 30분간 

반응시킨 후 냉장고에서 12시간 배양하였다.  EnVision kit (Dako, Tokyo, 

Japan)을 이용한 EnVision 항체 복합체 방법으로 면역과산화효소염색을 

시행하였다. 3,3-diaminobenzidine tetrachloride chromogen으로 발색한 후 

Meyer’s Hemalum solution (hematoxylin)으로 대조염색하였다. 

면역조직화학염색의 판독은  cut-off value 를 30%로 잡아, 30% 이상의 

종양세포에서 세포막 혹은 세포질에 염색되는 것을 양성으로 판독하였으며, 

정상 대장조직에 발현되는 정도를 mild로 잡았을 때, mild, moderate, 

strong expression을 각각 1, 2, 3, 그리고 음성을 0으로 판독하였다. 

면역조직화학 염색은 각 2회 이상 실시하였으며, 총 관찰 수의 평균값을 

대표 값으로 사용하였다. 



 

 8 

 

 

4.통계학적 분석 

SPSS verion 12 프로그램 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 이용하여 

원발종양과 전이종양의 Osteopontin, MMP-1, SerpinA1의 발현을 Wilcoxon 

부호 순위검정을 이용하였으며, Osteopontin의 발현과 혈관침습, 림프절 

전이와의 관계는 chi-square 검정으로 분석하였다. 원발종양 절제 후 

발생한 전이종양 환자군에서 Osteopontin의 발현 차이가 있는 환자군과 

차이가 없는 환자군에서 재발까지의 시간의 비교는 교차 분석을 

시행하였다. Osteopontin의 발현과 생존율과의 분석을 위하여 Kaplan-Meier 

method의 log-rank 검정을 이용하여 단변량 분석하였다. 생존기간은 진단 

당시 날짜로부터 대장암으로 인한 사망일까지를 개월로 계산하였다.      
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Table 1. Clinicopathologic profiles of 43 colon cancer patients. 

Case 

number 
Sex Age 

Site Differentiation 
Tumor size 

(maximal dimension in cm ) 
Relapse 

interval 

Metstasis 

type 

Node 

metastasis 

Primary Meastatic Primary Metastatic§ Primary Metastatic

Met-1 F 56 Rectum Lung Moderate Moderate 4.8 4 21 Metachronous 0/18 

Met-2 M 60 Rectosigmoid Liver Moderate Moderate 3.4 6 14 Metachronous 8/14 

Met-3 F 67 Rectum Liver Moderate Moderate 6.1 5.5 8 Metachronous 8/19) 

Met-4 F 41 Rectum Liver Moderate Moderate 6.0 2.0 25 Metachronous 5/32 

Met-5 F 68 Sigmoid Liver Moderate Moderate 4.0 5.5 43 Metachronous 0/6 

Met-6 M 62 Sigmoid Liver Moderate Moderate 2.0 2.2 11 Metachronous 1/12 

Met-7 M 52 Sigmoid Lung Moderate Moderate 4.8 3.0 38 Metachronous 1/8 

Met-8 M 70 Sigmoid Liver Moderate Moderate 3.8 1.2 26 Metachronous 3/6 

Met-9 F 67 Ascending Liver Moderate Moderate 13.4 1.6 6 Metachronous 6/43 

Met-10 F 61 Sigmoid Liver Moderate
Moderate to 

poor 
4.7 6.0 6 Metachronous 0/6 

Met-11 M 55 Ascending Liver Well Moderate 5.3 8.0 15 Metachronous 4/46 

Met-12 F 44 Ascending Liver Moderate Poor N/A § 4.5 8 Metachronous 9/29 

Met-13 M 61 Ascending Liver Well Moderate 1.7 2.0 24 Metachronous 2/19 

Met-14 F 57 Sigmoid Liver Moderate Moderate 5.0 2.2 16 Metachronous 6/28 

Met-15 F 53 Sigmoid Lung Moderate Moderate 4.0 2.5 25 Metachronous 2/12 

Met-16 F 57 Ascending Lung Moderate Moderate 5.5 0.7 12 Metachronous 2/21 

Met-17 M 45 Sigmoid Liver Moderate Moderate 5.0 2.5 14 Metachronous 6/19 

Met-19 F 56 Rectum Liver Moderate Moderate 3.5 3.0  Synchronous 0/9 

Met-20 M 60 Rectum Liver Moderate Moderate 4.0 1.8  Synchronous 0/8 

Met-22 M 69 Rectum Liver Moderate Moderate 5.2 2.0.  Synchronous 7/20 

Met-23 M 51 Rectum Liver Moderate Moderate 6.5 1.5  Synchronous 0/21 

Met-24 F 62 Rectum Liver Moderate Moderate 4.0 3.7  Synchronous 1/10 

Met-25 M 70 Sigmoid Liver Moderate Moderate 3.3 4.0  Synchronous 2/11 

Met-26 M 67 Rectum Liver Moderate Moderate 5.3 6.0  Synchronous 51/61 

Met-27 M 72 Rectum Liver Moderate Moderate 4.5 3.0  Synchronous 0/6 

Met-28 F 48 Ascending Liver Moderate Moderate 3.5 2.3  Synchronous 8/52 

Met-29 M 46 Rectum Liver Moderate Moderate 2.5 2.4  Synchronous 4/12 

Met-31 M 62 Sigmoid Liver Moderate Moderate 4.0 1.3  Synchronous 1/31 

Met-32 F 65 Rectum Liver Moderate Moderate 4.5 1.3  Synchronous 6/19 

Met-33 F 60 Sigmoid Liver Moderate Moderate 5.0 1.6  Synchronous 0/32 
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Met-34 F 54 Sigmoid Liver Moderate Moderate 6.0 1.3  Synchronous 6/54 

Met-35 F 60 Sigmoid Liver Moderate Moderate 5.5 2.5  Synchronous 12/33 

Met-36 F 72 Sigmoid Liver Moderate Moderate 7.5 2.2  Synchronous 0/12 

Met-37 M 53 Sigmoid Liver Moderate Moderate 6.0 1.5  Synchronous 2/35 

Met-38 M 52 Sigmoid Liver Moderate Moderate 5.0 5.0  Synchronous 2/38 

Met-39 F 40 Sigmoid Liver Moderate Moderate 5.4 3.0  Synchronous 1/22 

Met-40 M 61 Rectum Liver Moderate Moderate 5.3 1.6  Synchronous 0/20 

Met-41 M 53 Cecum Liver Moderate Moderate 4.2 1.5  Synchronous 6/17 

Met-42 M 69 Ascending Liver Well Well 6.0 0.7  Synchronous 2/41 

Met-43 F 48 Rectum Liver Moderate Moderate 4.3 3.0  Synchronous 9/33 

Met-44 M 57 Ascending Liver Moderate Moderate 8.4 1.7  Synchronous 0/20 

Met-45 F 60 Sigmoid Liver Moderate Moderate 7.0 7.5  Synchronous 4/32 

Met-46 M 67 Rectum Liver Moderate Moderate 3.5 4.5  Synchronous 3/19 

 

§ N/A = not available 
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Ⅲ. 결과  

1. Osteopontin의 원발성 대장암 조직, 전이성 대장암 조직에서의 

발현 양상 

총 43례의 원발성 대장암 조직-전이성 대장암 조직에서 Osteopontin의 

발현을 관찰하였다. 이 중 27례에서 전이성 대장암 조직에서 

Osteopontin의 발현이 원발종양에서 보다 높게 나타났다. 두 군의 

Osteopontin 발현을 Wilcoxon signed rank test로 검정하였을 때, 

원발-전이의 발현차가 음인 순위의 합은 518.5 였으며, 양인 순위의 합은 

111.5였다. 따라서 Osteopontin이 전이성 대장암 조직은 원발성 대장암 

조직암에서 더 많이 발현되며 이러한 차이는 통계적으로도 유의하였다. 

(p=0.001, Figure 1,)  

 
 

A. 

p=0.001
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Figure 1. Osteopontin expression in primary and metastatic colorectal 

carcinomas (x 100). A.Osteopontin expression is increased in metastatic 

carcinoma (p=0.001) B. An example of immunohistochemical staing result 

of Osteopontin expression in matched primary and metastatic carcinomas. 

More intense expression is noted in cells of metastatic carcinoma. 

 

Primary  Metastatic  

B. 
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2. MMP-1의 원발성 대장암 조직, 전이성 대장암 조직에서의 발현 양상 

총 43례의 원발성 대장암 조직-전이성 대장암 조직에서 MMP-1의 발현을 

관찰하였다. 두 군의 MMP-1 발현을 Wilcoxon signed rank test로 검정하였을 

때, 원발-전이의 발현차가 차가 음인 순위의 합은 198였으며, 양인 순위의 

합은 582였다. 따라서 MMP-1의 발현은 전이성 대장암 조직에서 원발성 

대장암 조직암보다 감소하며, 이러한 차이는 통계적으로도 유의하였다 

(p=0.007, Figure 2,).  

 

   

 

Primary Metastatic  

p=0.007

A. 

B.
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Figure 2. MMP-1 expression in the primary and metastatic colorectal 

carcinomas(x100) A. MMP-1 expression is decreased in metastatic carcinoma 

(p=0.007). B. An example of immunohistochemical staining results of MMP-1 

expression in matched primary and metastatic carcinomas. More intense 

expression is noted in cells of primary carcinoma. 
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3. Serpin A1의 원발성 대장암 조직, 전이성 대장암 조직에서의 발현 양상 

총 39례의 원발성 대장암 조직-전이성 대장암 조직에서 Serpin A1의 

발현을 관찰하였다. 두 군의 Serpin A1 발현을 Wilcoxon signed rank test로 

검정하였을 때, 원발-전이의 발현차가 음인 순위의 합은 28였으며, 양인 

순위의 합은 63였다. 총 8례의 전이성 대장암에서 erpin A1의 발현이 

원발암보다 증가한 것으로 나타났으나 5례에서는 감소한 것으로 

나타났으며, 대다수인 26례에서는 두 군간에 Serpin A1의 발현 차이가 

없었으며, 또한 두 군간 발현의 차이는 통계적으로 유의하지 않았다 

(p=0.739, Figure 3).  

  

p=0.739

A. 
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Figure 3. Serpin A1 exression in the primary and metastatic colorectal 

carcinomas(x100). A. There is no difference of Serpin A1 expression 

between both groups (p=0.739).B. An example of immunohistochemical 

staining result of Serpin A1 in a matched primary and metastatic carcinomas. 

Similar   expression of primary and metastatic carcinomas are seen. 

Primary Metastatic 

B. 
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4. Osteopontin 의 발현과 혈관 침습 및 림프절 전이와의 관계  

Osteopontin의 발현이 전이암에서 증가한 것으로 나타났으며, 이것이 

분비성 당단백인 점을 고려하여 Osteopontin의 발현이 조직학적 

표지자로서 적절한 지를 판별하기 위하여, Osteopontin의 발현이 증가한 

군과 그렇지 않은 군을 나누어 이들의 원발종양에서 혈관침습 및 림프절 

전이양상을 분석하였다.  

혈관침습이 있던 증례는 총 17례였으며, 이 중 Osteopontin의 발현이 

증가한 집단에 속한 증례는 12례였으며, 그렇지 않은 집단에 속한 증례는 

5례로, Osteopontin 발현이 증가한 집단이 더 많은 혈관침습을 보였다. 

그러나 이러한 차이는 Fisher’s exact 검정을 시행하였을 때 통계적으로 

유의하지는 않았다 (p= 0.523, Table 2). 

림프절 전이가 있는 증례는 총 31례였으며, 이 중 Osteopontin의 발현이 

증가한 집단에 속하는 증례는 20례였고, 그렇지 않은 집단에 속한 증례는 

11례로, 림프절 전이가 있는 증례 중 Osteopontin의 발현이 증가한 

증례수가 많았다 그러나 이러한 차이는 Fisher’s exact 검정을 시행하였을 

때 통계적으로 유의하지는 않았다 (p= 0.737, Table 2).  

또한 metachronous 전이종양환자군에서 Osteopontin 발현이 증가한 군과 

발현이 감소, 혹은 변화가 없던 환자군에서 전이종양 발생의 interval의 

차이가 있는지를 분석하였다. 총 18례가 metachronous 전이종양을 
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나타냈으며, 전체 평균 18개월 후 종양의 재발로 전이종양이 나타났다. 

이들 중 Osteopontin 발현의 증가가 있던 군은 평균 20.9 개월 후 재발성 

전이암이 발생하였으며, Osteopontin 발현의 증가가 나타나지 않은 집단은 

평균 16.3개월 후 재발성 전이암이 발생한 것으로 나타났으나, 두 

집단간의 차이에 대한 교차분석을 시행하였을 때 이러한 차이는 

통계적으로 유의하지 않았다 (p=0.388). 

Table 2.  Lymphovascular permeation and nodal metastasis with regards to 

Osteopontin and MMP-1 expression. 

 

    Osteopontin expression MMP-1 expression 

  
Increased Not 

increased Total p-value Decreased Not 
decreased Total p-value

    

Lymphovascular 
permeation 

Present 12 5 17 
0.523 

16 10 26 
0.859 

Absent 15 11 26 10 7 17 

Lymph node 
metastasis 

Present 20 11 31 
0.737 

8 18 26 
0.48 

Absent 7 5 12 3 14 17 
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5. MMP-1 발현과 혈관침습 및 림프절전이와의 관계 

MMP-1의 발현이 전이종양에서 원발종양에 비하여 낮은 것으로 

나타났으므로, 이러한 양상이 혈관침습 및 림프절 전이여부와 관련이 

있는지를 분석하였다.  

 혈관침습이 있었던 증례는 총 26례였으며, 이중 MMP-1의 발현이 

원발종양보다 전이종양에서 감소한 례는 16례로, MMP-1의 발현이 감소하지 

않은 례보다 많았다. 그러나 이러한 결과는 통계적으로 유의하지 

않았다(p=0.859, Table 2).  

림프절 전이가 있었던 증례는 총 26례였으며, 이중 MMP-1의 발현이 

원발종양보다 전이종양에서 감소한 례는 8 례로, MMP-1의 발현이 감소하지 

않은 례보다 적었다. 그러나 이러한 결과는 통계적으로 유의하지 않았다 

(p=0.480, Table 2). 
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6. Osteopontin 및 MMP-1의 발현 변화, 원발종양의 혈관침습과 림프절 

전이와 생존률과의 관계 

Osteopontin 발현의 증가가 있는 집단과 증가가 없는 집단간의 생존률의 

차이가 있는가의 여부를 Kaplan Meyer method의 log-rank 검정으로 단변량 

분석을 시행하였다. 추적기간 중 Osteopontin 발현증가가 있는 집단의 

생존율이 낮은 경향을 보였지만 통계적으로 유의하지는 않았다 (p=0.9174, 

Figure 4).  

MMP-1 발현의 감소가 있는 집단과 증가가 없는 집단간의 생존률의 

차이가 있는가의 여부를 Kaplan Meyer method의 log-rank 검정으로 단변량 

분석을 시행하였다. 추적기간 중 MMP-1 발현감소가 있는 집단의 생존율이 

높은 경향을 보였지만 통계적으로 유의하지는 않았다 (p=0.6704, Figure 

4).  

대상 환자군의 혈관침습과 림프절 전이여부와 생존률관의 관계를 Kaplan 

Meyer method의 log-rank 검정으로 단변량 분석을 시행하였다. 혈관침습이 

있는 경우가 없는 경우보다 생존율이 높은 것으로 나타났으며, 이러한 

결과는 통계적으로 유의하였다 (p=0.01). 그러나 림프절 전이의 경우 

전이가 있는 경우 생존율이 더 낮은 것으로 관찰되었으나, 이러한 결과는 

통계적으로 유의하지는 않았다 (p=0.9418, Figure 4). 
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Figure 4: Survival analysis of 43 patients according to the lymph node 

metastasis status, lymphovascular permeation, Osteopontin, and MMP-1 

expression. No significance difference in survival is noted (p=ns). 
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Ⅳ. 고찰 

전이는 악성종양의 주요한 특징으로, 종양의 악성도를 결정하는데 가장 

중요한 요소 중 하나이며, 환자의 생존률과도 밀접한 관계를 가지고 있다. 

고형암에서 전이가 이루어지는 과정은 원발암에서 종양세포가 혈관으로 

침투하여 혈류에서 생존하여 표적장기에 도달, 표적장기에 침투하여 

성장하는 다단계를 거쳐 진행하게 된다. 이러한 과정은 원발종양에 내재된 

형질로, 단계적인 유전자 발현과정에 따라 이루어지거나 혹은 종양의 

분화과정에서 유전적 변이로 형질을 획득한 종양세포군들이 선택된 결과일 

수 있다3. 따라서 이들 과정에서 이루어지는 복잡다단한 유전자 발현의 

변화와 조절을 이해하는 것은 종양발생과정과 진행과정의 이해와 

종양치료를 위한 연구의 근간이 된다. 그러나 개별 종양이 보이는 

유전자발현의 조절과정을 연구하는 것에는 많은 제약이 따르고, 

종양발생에 관련하는 각종 교란 변수들에 의한 영향을 배제하기 힘들게 

되므로, 대규모 환자 집단에서 관찰되는 유전자 발현의 행태를 관찰하고 

유전자 산물의 생물학적 기능을 이해하는 것은 종양발생과 악성종양의 

행태 연구에 필수적이다.  Microarray 기술과 bioinformatics의 발전으로 

개별적인 유전자 변화의 차이에 국한하지 않고, 유전체 발현 연구의 

시스템적 접근이 가능하게 되었고, 이에 따라 비교적 유사한 임상양상 

혹은 예후를 보이는 환자집단에서 유의미하게 관찰되는 유전자 발현 
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양상을 이해하여 종양의 분자유전학적 표지자를 이해하는 근간을 

마련하였다. 본 연구에서는 선행실험을 통하여 원발성 대장암과 전이성 

대장암에서 차이를 보이는 유전자 산물들의 발현을 검증 세트 (validation 

set)을 대상으로 관찰하였다.  

이전의 연구에서는 원발성 대장암과 전이성 대장암에서 많은 경우 

유사한 분자유전학적 표지자를 보였으며, 따라서 종양 발생과정에서 

상대적으로 초기에 전이관련 형질이 결정될 것으로 해석하였다. 그러나, 

이 연구에서도 원발성 대장암과 전이성 대장암에서 80여개의 유전자가 

다르게 조절됨이 나타났고, 저자들는 이들의 발현 차이가 종양의 전이관련 

행태에 관여할 것임을 제시하였다. 이들 80여개의 유전자들은 기존의 

연구를 통하여 밝혀진 세포 성장과 증식에 관여하는 역할을 하는 

유전자(GAS1, ITLN1, IL1B)군, 세포외 단백효소(MMP1, MMP2, MMP3, MMP13)와 

세포 접착(COL12A1, PAP)과 세포운동성(VIP, WNT 5A)과 관련된 군 등이 

포함되어 있다8.  이들 유전자의 발현은 전이관련 특이 유전자일 가능성과 

함께 전이를 포함한 종양 진행에 대한 인체의 방어 및 종양면역과 관련된 

반응물로서 발현되는 것일 가능성 역시 존재한다. 그러나 이들이 종양 

발생 및 전이과정에서 발현, 조절되는 양상의 패턴을 이해하는 것은 

전이발생의 예측에 도움이 될 수 있으며, 원발성 종양 절제 후 재발 및 

전이 발생에 대한 추적관찰의 적절한 지표로서 사용될 수 있다. 특히 
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대장암에서 재발 혹은 전이를 조기에 발견하여 systemic therapy를 하는 

것은 환자의 생존에 매우 중요한 영향을 주는 것으로 알려져 있으므로9, 

이러한 생물학적 지표의 개발과 이용은 임상적으로 큰 의의를 가지는 

일이다. 주목할 만한 점은, 이전의 연구에서 밝혀진 80 여개의 유전자 중 

35개의 유전자 산물은 세포 외로 분비되는 분비성 단백으로8 이들의 조직 

및 혈중에서의 정량적/정성적 분석은 의의 있는 과제이다.  

현재까지 대장암에서 생물학적 표지자로 가장 널리 알려진 것은 

암태아항원(carcinoembryonic antigen: CEA)이다. 2006년 Amecrical Society 

of Clinical Oncology (ASCO)가 제시한 가이드 라인은, 수술 전 병기 결정과 

치료계획 수립에 도움을 줄 경우 CEA 측정이 필요하며, stage II와 III 

환자군에서 systemic therapy를 결정하고 전이발생 여부를 판정하기 위하여 

CEA 측정을 요구하고 있다10. 특히, 전이발생 예측과 전이암 치료의 

모니터링의 역할로 CEA의 역할이 인정되고 있다. 그러나 CEA의 낮은 

민감도로 인하여 CEA가 대규모 집단에서 screening test로 시행되는 것은 

적절하지 않다고 알려져 있다. 그 외 CA 19-9등이 알려져 있으나, 2006년 

ASCO 가이드 라인은 CA 19-9가 대장암의 스크리닝, 진단, 병기 결정 및 

모니터링에 적절하지 않다고 언급하였다10.  

Osteopontin은 분비성 인당단백질(phosphoglycoprotein)로서 secreted 

phosphoprotein I (SPP 1), 2ap, early T-lymphocyte activation 1 (Eta-1) 
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등으로 알려져 있으며, bone sialoprotein, dentin matrix protein 1, dentin 

sialoprotein, matrix extracellular phosphoglycoprotein 등이 포함되어 

있는 small integrin binding ligand N-linked glycoprotein family에 속한다 

11. Osteopontin은 각종 integrin receptor 및 CD 44와 결합하고, 이를 

통하여 cell-matrix interaction과 세포신호전달에 관여 하는 것으로 

알려져 있다 12. Osteopontin은 정상적으로 T 림프구, 혈관내피세포, 

대식세포, 뼈세포와 피부세포에서 발현되며, 많은 암종에서 발현 및 

분비되는 것으로 알려져 있다. 특히, 최근 암전이 조절과 관련된 

Osteopontin의 역할에 대한 연구가 진행되고 있다. 현재까지 유방암13-15, 

위암16, 폐암17, 18, 전립선암19, 간암20과 대장암21에서 Osteopontin의 발현 

증가가 암침습 (invasion), 진행(progression) 및 전이와 관련 있다는 

연구가 보고된 바 있다. 특히, 12,000개 인간유전자의 스크리닝 pooled 

sample expression profiling의 결과로 Osteopontin이 대장암 진행의 주요 

표식자로 밝혀진 것은 주목할 만하다21.  Osteopontin의 전이관련 역할은 

여러가지 실험적인 증거를 통하여 연구되었다. Tuck등22은  재조합 

osteopontin이 사람 유선 세포주에서 migration과 침습을 유도함을 보였고, 

Yoneda등23은 MDA-MB-231 세포주에서 Osteopontin의 발현증가가 세포의 

전이성을 유도함을 보였다. 형질 획득 연구로서, 비전이성 RAMA37 

세포주에 Osteopontin의 expression vector를 이입시킨 후 이를 
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Furth-Wistar rat의 유선 지방세포에 접종시켰을 때, 실험군 55% 에서 

폐전이를 보였으며24, osteopotin 재조합 cDNA 플라스미드를  murine 

neuroblastoma C1300 세포주에 이입시켰을 때, 신생혈관을 보이기도 

하였다25. 또한 loss of function 연구로서 Wu등26은 Osteopontin 결손 

마우스가 ras 형질전환 이후에도 느린 종양성장을 보임을 관찰하였고, B16 

흑색종 세포주를 Osteopontin 결손 마우스에 주입하였을 때, 폐전이가 

감소함이 관찰되었다 27. 또한 antisense를 이용한 Osteopontin 발현 

억제에 의하여 MDA-MB-231 유방암세포의 골전이 감소가 관찰되기도 

하였다28. Koh등8 의 연구에서 osteopontin유전자는 전이암에서 원발암보다 

과발현되는 것으로 관찰되었으며, 따라서 osteopontin 유전자 산물이 

전이암에서 원발암과 다르게  발현될 것으로 추정되며, 이를 대장암 진행 

혹은 전이의 표지자로 검증하는 것은 의의 있는 일로 사료된다. 

 본 연구에서 Osteopontin의 조직에서의 표현이 원발성 대장암보다 

전이성 대장암에서 높게 나타난 것은 주목할 만하다. 그러나, 제한된 

례수에서 Osteopontin 발현의 변화와 환자의 생존률과의 관계를 규명하지 

못하였고, 특히 종양 절제 후 재발로 발생한 전이종양의 발생과의 관계를 

규명하는데 한계를 나타내었다. 종양 절제 후 재발한 적절한 규모의 전이 

종양 환자군을 대상으로 Osteopontin이 원발 종양 절제 후 추적관찰에 

사용할 수 있을지를 규명하는 것은 의의가 있을 것이다. 한편, 
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Osteopontin이 분비성 단백이라는 점에서, 조직에서의 발현이 혈중 

Osteopontin 수준으로 반영이 되는지의 여부 역시 밝혀지지 않았으므로, 

대상 환자군의 혈청 Osteopontin 수준을 enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA)등의 방법으로 측정하여 정량하는 것은 Osteopontin이 대장암에서 

예후 추정을 위한 혈청 생물학적 표지자로 사용할 수 있을지를 판별함에 

필수적인 단계일 것이다. 

현재까지는 Osteopontin의 발현이 정상조직-선종-원발선암-전이종양의 

순서로 증가하는 것으로 알려져 있는데11, 이러한 증가가  Osteopontin이 

tumor burden을 반영하여 나타난 현상인지, 전이 관련 특정 물리 화학적 

변화를 반영하는 것인지 불투명하므로, Osteopontin의  생화학 및 생물학적 

메커니즘을 이해하는 것은 필수적이라 하겠다.  Osteopontin은 대장암에서 

널리 알려져 있는 Wnt pathway의 표적 유전자로 알려진 바 있으며29, 종양 

억제 유전자 adenomatous polyposis coli (APC) gene의 돌연변이가 

osteopontin 유전자의 과발현과 관련있다는 보고가 있으므로30 현재까지 

알려진 Osteopontin의 발현 양상이 소위 APC pathway가 아닌 현미부수체 

불안정성 대장암 환자군에서도 유사하게 나타나는지 관찰하는 것 역시 

흥미로운 연구가 될 것이다.  

Matrix metalloprotease (MMP)는 세포외 기질의 분해를 통하여 암세포의 

전이에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다31. 이들이 종양 전이에 
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관여하는 기전으로 신생혈관생성, 침습, 전이장기에 전이점(metastatic 

foci)을 생성하는 것 등이 알려졌다 32. MMP-1, -2, -3, -7, -9, -13, -14 

등에서 종양 혹은 전이암에서의 발현은 종양의 나쁜 분화도, 침습도, 나쁜 

예후 및 생존율 감소와 연관 있다고 알려져 있다32. 예외적으로, MMP-8의 

발현이 전이형질을 획득한 사람 유방암 세포에서 감소하는 것이 

관찰되었으나, 일반적으로는 MMP의 발현 혹은 활성은 췌장암, 대장암, 

유방암, 자궁경부암 및 흑색종 등에서 병의 진행과 상관관계를 보이는 

것으로 알려져 있다32. MMP의 조직 내 발현과 함께, 혈중 MMP 농도가 또한 

병의 진행도를 알 수 있는 인자라는 연구 역시 이루어지고 있는데, 혈중의 

soluble gelatinase, 특히 MMP-9과 MMP-1이 흑색종에서 전이빈도의 증가와 

상관관계가 있는 것을 보여, 중요한 예후인자라는 보고가 있다33. MMP-1 

발현은 대장암의 나쁜 예후와 관련 있다고 알려져 있으며,  MMP-1 특이 

억제제 사용 시 대장암 유발 누드 마우스의 종양유발이 억제되었다34. 또한 

식도암과 유방암에서 MMP-1 발현은 나쁜 예후와 관련 있다고 알려져 있다35, 

36. Koh 등8의 연구에서 MMP-1은 전이종양에서 원발종양보다 낮은 발현 

양상을 나타냈으며, 현재까지 알려진 MMP-1 발현과 전이행태의 상관관계를 

고려할 때, 이의 조직 혹은 혈청에서의 발현양상을 대규모의 대장암 

환자에서 연구하는 것은 의의가 있을 것이다. 본 연구에서 MMP-1 발현은, 

원발종양 보다 전이종양에서는 감소된 것으로 나타났다. 현재까지 알려져 
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있는 연구의 결과에 따르면 MMP-1의 과발현이 종양의 침습과 성장율을 

증가시키는 것으로 알려져 있으므로, MMP-1의 과발현이 비교적 종양 성장 

초기에 이루어졌다가 turn off 될 가능성이 존재한다.   

Serpin 은 분비형 당단백으로 간에서 생성되어 여러 장기, 특히 폐에서 

단백질분해효소를 억제하는 기능을 하는 것으로 알려져 있다. 

생물학적으로 폐에서의 α1-antitrypsin으로 알려져 있는 Serpin A1의 

기능은 말초 호흡기계의 백혈구에서 분비되는 elastase를 분해하여, 폐 

손상을 막는 것으로 알려져 있다. 정상적으로 혈장 혹은 혈청 Serpin A1의 

농도는 1,200-2,000mg/L이나, 여러 가지 염증성질환, 감염, 종양, 간질환 

및 임신 등에서 증가하는 것이 관찰되었다37.  많은 연구를 통하여 Serpin 

A1 유전적 결핍자에서 간암과 방광암의 발생이 통계적으로 유의하게 

증가하는 것으로 알려져 있다38. 또한, 고빈도 현미부수체 불안정성 관련 

대장암 환자의 경우 Serpin A1 유전자 결핍의 빈도가 저빈도 현미부수체 

불안정성 혹은 현미부수체 안정성 대장암에 비하여 높다는 보고가 있다 

(21.6% vs  9.1%). Scamuffa et al.은 합성 α1- antitrypsin 중 하나인 

α1-antitrypsin Portland의 과발현이 사람 대장종양세포주의 전이 

잠재능을 억제하는 것을 보였다39. 이러한 연구와는 상반되게, Serpin A1이 

종양의 악성도, 혹은 종양 진단의 생물학적 표지자가 될 수 있다는 연구 

역시 진행되고 있다. 최근, 악성 인슐린종의 표지자로서 Serpin A1가 
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제시된 바 있으며40, ALK(anaplastic large cell lymphoma kinase) 양성 

역형성 대 세포 림프종의 림프절외 침습과 Serpin A1의 발현이 연관되어 

있다는 보고도 있다41. 또한 프로테옴 연구를 통하여 Serpin A1이 폐암42과 

대장암9의 진단적 표지자로서 제시되기도 하였다.  

Koh등8의 연구에서 Serpin A1은 전이성 종양에서 원발성 종양보다 

up-regulation된 것으로 나타났으며8, 각종 암에서 혈중 농도를 통하여 

암발생 표지자로 연구되는 점은 Serpin A1의 악성종양의 진행과 침습, 

전이에서의 역할 규명이 필요함을 시사한다.   

본 연구에서 Serpin A1(α1-antitrypsin)의 발현이 전이 종양에서 높게 

나타나지 않은 점은, 앞서 언급한 바와 같은 원인들의 분석, 즉, 분비성 

단백질인 점에서 조직 내 Serpin A1의 수준이 실제 종양조직에서의 생성 

정도를 반영할 수 있는가의 검증이 필요할 것으로 생각된다. 실험적으로는, 

우선 혈청으로 분비되는 Serpin A1의 정도를 검색하는 것 역시 추후에 

진행되어야 할 것이다.  

종합적으로 본 연구에서는 Osteopontin과 MMP-1이 원발 종양과 전이 

종양에서 차이를 보였으며 이의 병태생리학적 의미를 연구하는 것이 

필요할 것으로 생각된다.
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Ⅴ. 결론 

최근 oligonucleotide microarray를 이용하여 원발성 대장암과 전이 

대장암 조직 사이에 약 80여개의 다르게 발현되는 유전자가 분석되었으며, 

이들의 생물학적 기능은 기존에 알려진 종양의 전이관련 행태와 관련 있을 

것으로 추정되었다. 본 연구에서는 이 들 중 Osteopontin, MMP-1, serpin 

A1의 발현을 43세트의 validation set을 대상으로 면역조직화학염색을 

이용하여 이전의 microarray data 결과를 검증하고자 하였다. Osteopontin 

이 전이암 조직에서 원발암에 비하여 높은 발현을 보였으며, Osteopontin 

발현 증가가 있는 집단에서 생존율이 낮은 경향을 보였으나, 통계적으로 

유의하지는 않았다.  MMP-1의 경우 전이암 조직에서 원발암에 비하여 낮은 

발현을 보였으며, Serpin A1의 경우 원발암과 전이암 간 발현의 차이가 

없었다. 그러나 Osteopontin과 MMP-1의 발현의 차이는 혈관침습과 림프절 

전이여부, 환자의 생존율과 유의한 관계를 보이지 않았다. Osteopontin이 

분비성 단백임을 고려할 때, 혈중 Osteopontin 발현의 검색을 통하여 

종양표지자로 적절성을 평가하는 것은 의미 있을 것으로 사료된다.  
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Abstract 

Title: Different expression of metastasis-related genes in primary and metastatic 

colorectal carcinomas 

Metastasis is one of the most important characteristics of cancer in terms of its impact 

on the prognosis such as patient survival. However, understanding of the cellular and 

molecular mechanism of metastasis is still limited due to intrinsic complexity of 

mechanism governing whole process. Using high-throughput microarray using 19K 

spotted human oligonucleotides, gene expression of primary and matched metastatic 

colon cancer was compared in previous study. Although it did not demonstrate 

complete classification of primary and metastatic carcinoma, 80 differentially 

expressed genes have been identified. Among these, expression of Osteopontin, 

MMP-1 and serpin A1 have been assessed in 43 paired validation set of tissue 

microarray using immunohistochemistry. The expression of Osteopontin is 

significantly higher in metastatic carcinoma than primary carcinoma, as mRNA 

expression is. The expression of MMP-1 is significantly lower in metastatic carcinoma 

than primary. However, expression of serpin A1 is not correlated with the result from 

microarray. Thus, the expression of Osteopontin and MMP-1 successfully classify 

primary and metastatic colorectal carcinoma in the validation set and further studies 

on their clinical application should be followed accordingly. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
--------------------------------------------------------------------- 

Key words: primary colorectal carcinoma, metastatic colorectal carcinoma, 
oligonucleotide microarray, immunohistochemistry staining, osteopontin, MMP-1 
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