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폐암종에서 Nuclear Retinoid Receptor  CREB의 면역조직화학  발
양상 
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Background : Transcriptional factors of the CREB(cAMP Response Element Binding Protein) are involved in the 

regulation of gene expression in response to a variety of signaling pathways. Proteins produced by the CREB genes play 

key roles in many physiological processes, including memory and long‐term potentiation. The retinoic acid receptor (RAR) 

axis mediates epithelial cell differentiation and proliferation in many tissues including the lung.

Material and method : The RAR and CREB expression levels were examined in 60 adenocarcinomas and 60 squamous 

cell carcinomas of the lung using immunohistochemical staining.

Results : 1) RAR protein expression was found in 58.3%(35/60) of adenocarcinomas and 36.7%(22/60) of squamous cell 

carcinomas(P<0.05). 2) RAR protein expression was found in 80%(16/20) of well differentiated adenocarcinomas, 

60%(12/20) of moderately differentiated adenocarcinomas, and 35%(7/20) of poorly differentiated adenocarcinomas 

(P<0.01). 3) ¡RAR protein expression was found in 45%(9/20) of well differentiated squamous cell carcinomas, 35%(7/20) 

of moderately differentiated squamous cell carcinomas, and 30%(6/20) of poorly differentiated squamous cell carcinomas 

(P>0.05). 4) CREB expression was found in 61.7%(37/60) of adenocarcinomas and 40%(24/60) of squamous cell carcino-

mas(P<0.05). 5) CREB expression was found in 85%(17/20) of well differentiated adenocarcinomas, 60%(12/20) of mode-

rately differentiated adenocarcinomas, and 40%(8/20) of poorly differentiated adenocarcinomas (P<0.01). 6) CREB expre-

ssion was found in 45%(9/20) of well differentiated squamous cell carcinomas, 35%(7/20) of moderately differentiated 

squamous cell carcinomas, and 35%(8/20) of poorly differentiated squamous cell carcinomas(P>0.05). 7) RAR and CREB 

expression was found in 68.5% of lung cancers, and there was a significant correlation between them(P<0.05).

Conclusion : RAR and CREB expression can be used to indirectly determine the malignant potentiality of a cell.

(Tuberc Respir Dis 2005; 59: 631-637)
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서 론

원발성 폐암은 최근에 다양한 치료방법의 개발에

도 불구하고 아직도 암으로 인한 주요 사망원인으로 

알려져 있다. 폐암의 발생기 은 재까지 정확히 밝

져 있지 않지만 흡연  여러 환경  발암물질 등

이 분자생물학  변화를 일으켜 폐암발생에 여한

다고 알려져 있다1,2. 인체 내 여러 조직에서 상피세포

의 분화  증식에 요한 역할을 담당한다고 알려져 

있는 Retinoic acid(이하 RA)는 특히 폐조직의 mor-

phogenesis(branching morphogenesis 와 alveoliza-

tion)에 깊이 여한다고 알려져 왔다3-5. RA 결핍쥐

에서는 폐조직의 형성  이형성이 찰된다는 연

구결과가 보고되고 있고 만성 비타민 A의 결핍으로 

정상 폐기 지의 상피세포가 액성분이 없는 편평

세포로 화생화가 된 경우에도 이들 세포에 RA 처리
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를 하면 다시 정상폐기 지의 상피세포로 형태가 변

화한다는 연구결과는 RA가 폐기 지 상피세포의 분

화에 요한 역할을 한다는 사실을 시사하는 소견이

라 하겠다
6-8
. 한 RA와 암과의 상 계에 한 연

구에 의하면 암성 폐병변  폐암에서는 상피세포

의 증식과 분화에 여하는 nuclear retinoid re-

ceptor인 RAR과 RXR의 발 이 감소하는 것으로 보

고되고 있다
4-10
. Cyclic adenosine monophosphate(이

하 cAMP)는 여러 유 자들에서 사조 에 여하

는 세포내 이차  령사 역할을 한다고 알려져 있고 

c-fos proto- oncogene과 같은 성장조 유 자들을 

활성화 시키는 것으로 보고되고 있다
11
. cAMP res-

ponse-element binding proetin(이하 CREB)은 여러 

유 자들에서 사조 인자로 잘 알려져 있고 성장

조 유 자들의 활성화에 여하며 세포증식, 분화 

 생존에 매우 요한 세포내 인자이나 아직 암종에

서의 연구는 미비한 상태이다.

RAR과 CREB 양자는 핵수용체(nuclear receptor)

로서, RAR은 염색체의 RAR response element(RA-

RE)를 활성화시켜고 CREB은 CREB-binding prote-

in(CBP)와 결합하여 cAMP response element(CRE)

를 활성화시켜 기본 사인자 복합체의 작용을 개시

하게 한다. 이 때 RAR, CREB과 CBP는 서로 공동활

성인자(coactivator) 작용을 통해 한 조  계에 

있다
22,23
.

최근에는 이러한 핵수용체와 공동활성인자의 유

자 발 에 해서 암세포를 상으로 한 연구 결과가 

나오고 있다. 유방상피세포
24
 는 유방상피암

25
 그리

고 침샘 선암
26
에서 이러한 인자들은 서로 하게 

사조 에 여함을 알 수 있었다. 그 지만 임상  

의미는 밝 져야 하는 단계이며, 폐암에 하여서 뚜

렷한 연구결과는 없는 실정이다. 폐암은 한국 남성에

서는 암, 간암에 이어 발생빈도가 높고 담배, 기

오염 등의 여러 가지 요소가 발암과정에 여하는 것

으로 알려져 왔고 최근에는 남성뿐만 아니라 여성에

서도 발생빈도가 증가하고 있다. 이에 면역조직화학

 방법을 이용하여 폐암종 조직에서 nuclear retino-

id receptor  CREB의 발 정도를 알아보고 조직학

 차이에 따른 발 도를 비교분석하여 발암과정에

서의 여여부  역할을 알아보고자 하 다.

재료  방법

1. 연구재료

앙 학교 의과 학 부속병원에서 최근 10년간 

시행한 기 지내시경  흉부외과  출을 통해 얻

어진 폐암종 조직  라핀 포매의 보 상태가 양호

한 120 (선암종 60 , 편평세포암종 60 )를 연구

상으로 하 다. 이들을 세포의 분화상태에 따라 고분

화(각각 20 ), 등도 분화(각각 20 ), 분화(각각 

20 ) 암종으로 분류하 다.

2. 면역조직화학  염색

각 의 라핀 포매 조직에서 4-5μm 두께의 편

을 박 하고 탈 라핀하고, 무수 알코올, 90%, 75% 

 50% 알코올에서 차례 로 함수과정을 거쳐서 증

류수에 5분간 수세하 다. 내인성 과산화효소의 활성

을 억제하기 해 0.5% 과산화수소에 10분간 처리 후 

증류수로 수세하 다. 항원성 회복을 하여 10 mM 

citrate(pH 6.0) 완충액에 담가 5분간 2 회 극 단  

처리 후 실온에서 냉각시키고 50mM Tris 완충용액

(TBS, pH 7.5)으로 수세 하 다. 면역조직화학염색의 

비특이성 반응을 제거하기 해 30분간 염소 청으

로 처리하고, 여분의 용액을 제거한 다음 일차항체인 

항-RAR 항체(Zymed Co, USA, mouse monoclonal, 

1:500)와 항-CREB 항체(RB-1700-PO, Zymed Co, 

USA, mouse monoclonal, 1:500)를 실온에서 하룻밤 

반응시킨 후 TBS로 5분간 3회 수세한 다음 biotin이 

부착된 이차항체(Zymed Co. USA)에 20분간 작용 

후, streptavidin과 결합한 과산화 효소 복합체를 가하

여 20분간 반응 시킨 후 AEC chromogen(3-ami-

no-9-ethylcarbazole) 용액으로 발색하고 Mayer he-

matoxylin으로 조 염색을 실시하여 학 미경으

로 찰하 다. 면역조직화학염색반응의 양성 조군

으로는 유방암 조직을, 음성 조군으로는 폐 조직에

서 일차 항체를 처리하지 않고 음성 조 시약으로 
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Histologic grade Numbers of cases
RAR(%)

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

Well 20 1(5) 3(15) 7(35) 9(45)

Moderate 20 3(15) 5(25) 7(35) 5(25)

Poor 20 5(25) 8(40) 3(15) 4(20)

well : well differentiated
moderate : moderately differentiated

poor : poorly differentiated

Table 1. RAR expression according to histologic grade in adenocarcinomas of lung

체하여 이용하 다.

3. 면역조직화학  염색 정  분석

RAR과 CREB에 한 염색의 정은 체세포의 

10%이상에서, 핵에 갈색의 염색상을 보일 때 양성

으로 정하 고 양성율이 10-30%인 경우를 +(국소

), 30-70%인 경우를 ++(다발성), 70%이상인 경우

를 +++(미만성)으로 정하 다.

내시경을 통해 얻어진 작은 조직들이 연구 상에 

포함된 것을 감안하여 다발성과 미만성 발 이 의미

가 있는 것으로 정하 다.

통계학  유의성은 카이제곱검정으로 분석하여 

P<0.05일 때 유의한 것으로 정하 다.

결   과

1. 정상 폐조직에서 RAR과 CREB의 발

RAR과 CREB 모두 주변 정상 기 지 상피세포에

서 강한 양성 반응을 보 고 특히 CREB은 기 지 상

피세포뿐만 아니라 폐포의 상피세포에서도 양성반응

이 찰되었고 RAR에 비해 발 강도가 높았다.

2. 폐암종에서 RAR의 발

RAR은 부분 핵내에 갈색으로 발 되었고 암

종에서는 총 60  16 (26.7%)에서 국소 으로, 17

(28.3%)에서 다발성으로, 18 (30%)에서 미만성 

발 을 나타내었고 이  35 (58.3%)에서 의미있는 

발 을 보 다. 조직학  등 에 따른 발 도의 차이

를 보면 총 20 의 고분화암종  16 (80%)에서, 

등도 분화암종에서는 12 (60%), 분화암종에서는 

7 (35%)에서 의미있는 발 을 나타냈다. 따라서 선

암종에서는 분화도가 좋을수록 RAR의 발 이 의의

있게 높았다(Table 1, P<0.01). 편평세포암종에서는 

총 60  24 (40%)에서는 국소 으로, 14 (23.3 

%)는 다발성으로, 8 (13.3%)는 미만성 발 을 나타

내었고 이  22 (36.7%)에서만 의미있는 발 을 나

타냈다. 조직학 인 분화도에 따른 발 의 차이는, 20

의 고분화암종  9 (45%)에서, 등도 분화암종

에서는 7 (35%)에서, 분화 암종에서는 6 (30%)

에서 의미 있는 발 을 나타내어 분화도가 좋을수록 

발 양상이 높게 나타나는 경향을 보 지만 RAR의 

발 의 통계학  의의는 없었다(Table 2, Figure 1, 

P>0.05).

3. 폐암종에서 CREB의 발

CREB도 부분 핵내에 갈색으로 발 되었고 선

암종에서는 총 60  19 (31.7%)에서 국소 으로, 

19 (31.7%)에서 다발성으로, 18 (30%)에서 미만성 

발 을 나타내었고 이  37 (61.7%)에서 의미있는 

발 을 보 다. 조직학  등 에 따른 발 도의 차이

를 보면 총 20 의 고분화암종  17 (85%)에서, 

등도 분화암종에서는 12 (60%), 분화암종에서는 

8 (40%)에서 의미있는 발 을 나타냈다. 따라서 선

암종에서는 분화도가 좋을수록 CREB의 발 이 의의

있게 높았다(Table 3, P<0.01). 편평세포암종에서는 

총 60  22 (36.7%)에서는 국소 으로, 14 (23.3 
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Histologic grade Numbers of cases
RAR(%)

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

Well 20 4(20) 7(35) 5(25) 4(20)

Moderate 20 5(25) 8(40) 4(20) 3(15)

Poor 20 5(25) 9(45) 5(25) 1(5)

Table 2. RAR expression according to histologic grade in squamous cell carcinomas of lung

Figure 1. Immunostain for RAR shows diffuse, strong nuclear reaction in well differentiated adenocarcinoma(left) 
and focal nuclear reaction in poorly differentiated adenocarcinoma(right)(x200).

Histologic grade Numbers of cases
CREB(%)

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

well 20 0(0) 3(15) 6(30) 11(55)

moderate 20 1(5) 7(35) 7(35) 5(25)

poor 20 3(15) 9(45) 6(30) 2(10)

Table 3. CREB expression according to histologic grade in adenocarcinoma of lung

Histologic grade Numbers of cases
CREB(%)

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

Well 20 5(25) 6(30) 4(20) 5(25)

Moderate 20 5(25) 8(40) 4(20) 3(15)

Poor 20 4(25) 8(40) 6(30) 2(5)

Table 4. CREB expression accoring to histologic grade in squamous cell carcinoma of lung

%)는 다발성으로, 10 (16.7%)는 미만성 발 을 나

타내었고 이  24 (40%)에서만 의미있는 발 을 나

타냈다. 조직학 인 분화도에 따른 발 의 차이는, 20

의 고분화암종  9 (45%)에서, 등도 분화암종

에서는 7 (35%)에서, 분화 암종에서는 8 (35%)

에서 의미 있는 발 을 나타내어 분화도가 좋을수록 

발 양상이 높게 나타나는 경향을 보 지만 발 의 

통계학  의의는 없었다(Table 4, Figure 2, P>0.05).
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RAR
CREB

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

(-) 13(10.8) 0(0) 1(0.8) 4(3.3)

(+) 2(1.7) 31(25.8) 2(1.7) 6(5)

(++) 8(6.7) 2(1.7) 21(17.5) 2(1.7)

(+++) 0(0) 7(5.8) 7(5.8) 14(11.7)

( ) : % of positive cells

Table 5. Comparison of expression between RAR and CREB in lung cancer

Figure 2. Immunostain for CREB shows diffuse, strong nuclear reaction in well differentiated adenocarcino-
ma(left) and focal, weak nuclear reaction in poorly differentiated adenocarcinoma(right) (x200)

4. 폐암종에서 RAR  CREB의 동시발 율

총 120 의 폐암종조직에서 RAR과 CREB은 68.5 

%의 동시발 율을 나타냈다(Table 5, P<0.05).

고    찰

Retinoid acid(이하 RA)는 폐를 포함한 인체내 여

러 조직에서 상피세포의 분화  증식에 요한 역할

을 담당한다고 알려져 왔으며 특히 폐조직의 발달, 성

숙  기 지 상피세포의 구조유지에 요하며 이  

폐조직의 형태학  발달(branching morphogenesis 

와 alveolization)에 없어서는 안 될 필수요소로 주목

받아왔다3,8. 한 태아의 폐장력 형성에 일익을 담당

하는 surfactant protein B의 활성화에도 깊이 여한

다고 알려져 있다5,8,10-14. RA가 결핍된 쥐를 이용한 

여러 실험결과 폐조직의 형성  이형성이 찰된

다는 여러 보고들은 폐조직의 발달  분화에서의 

RA의 역할을 잘 증명해 주고 있다. 만성 비타민 A 결

핍으로 정상 폐기 지의 상피세포가 액성분이 없

는 편평세포로 화생화가 된 경우에도 RA치료 후 다

시 정상폐기 지세포로 형태가 변화한다는 연구결과

는 RA가 액세포의 분화에 요한 역할을 한다는 

사실을 뒷받침해 주는 소견이라 하겠다6,7,12. RA와 암

과의 연 성에 한 연구보고에 의하면 암성 폐 병

변  폐암에서는 nuclear retinoid receptor인 RAR과 

RXR의 감소가 찰되어 RA가 폐암의 발생과정에도 

일부 역할을 수행할 것이라는 보고가 있다6,7. 본 연구

에서는 RAR는 암종 주변의 정상 기 지 상피세포에

서 국소  발 양상을 나타냈고 암종에서는 편평세

포암종 보다는 선암종에서 강한 발 을 나타냈으며 

특히 선암종에서 조직학  등 에 따른 발 양상의 

차이를 보여 액을 분비하는 상피세포의 분화  증

식과의 련성을 뒷받침하는 소견으로 생각되었고 

앞으로 여러 분자병리학 인 연구가 병행되어야 할 

것으로 사료되었다. 편평세포암종에서는 선암종에 비

해 발 도도 떨어지고 세포분화에 따른 발 양상도 

분화가 좋을수록 발 은 증가하나 통계학  유의성

을 나타내지는 않았다.

CREB은 DNA와 결합하는 여러 특이  사인자
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들의 활성인자(transcriptional co-activator)로 DNA 복

구, 세포증식  분화등의 세포내 활동에 여한다
11,15,16
. 

특히 이  보고자들에 의하면 유방암등 암종  암

성 병변에서 CREB이 높은 발 율을 보여 발암과정

에서의 CREB의 역할을 시사하고 있다
15,17,18,19,20,21

. 본 

연구에서 CREB은 RAR과 유사한 결과를 보 다. 편

평세포암종(40%)에 비해 선암종(61.7%)에서 높게 발

되었고, 특히 선암종의 경우 세포의 분화도에 따른 

CREB의 발 은 분화암종(40%)보다는 등도 분

화(60%)  고분화 암종(85%)에서 높은 발 율을 보

여 세포분화도와 CREB은 한 계가 있음을 나

타냈다(P<0.01). 이는 RAR과 마찬가지로 폐암종 특

히 선암종에서 CREB이 일부 역할을 수행하고 있음

을 시사하는 소견이라 하겠다. 이를 뒷받침하기 해

서는 보다 세 한 분자생물학  연구가 필요하다 하

겠다. 총 120 의 폐암병변  RAR과 CREB은 65.8%

의 동시발 율을 보여 발암과정에서의 이들 단백의 

상호작용이 이루어짐을 시사하는 소견이라 하겠다. 

이상의 결과로 RAR과 CREB은 폐조직에서 액상

피세포의 분화  증식과 상 계가 있으며 편평세

포암종보다는 선암종의 발암과정에서 일부 의미있는 

역할을 수행하리라 생각되었다. 한 RAR과 CREB

의 발 부 도 통계 으로 의미있는 일치양상을 나

타내어 이들은 서로 상호작용에 의해 발암과정  일

부 역할을 수행하리라 생각된다. 재까지 RAR 이나 

CREB의 경우 암종에서의 연구가 미비한 상태이고 

몇몇 분자유 학  실험자료는 있으나 인체조직을 

이용한 연구는 드물다. 본 연구가 폐조직에서 병리조

직학  측면의 연구라는 에서 앞으로 이를 토 로 

보다 세 한 분자생물학  연구가 필요할 것으로 사

료된다.

요   약

배  경 : 

폐를 포함한 인체내 여러 조직에서 상피세포의 분

화  증식에 요한 역할을 담당한다고 알려진 Re-

tinoid acid(RA)와 여러 유 자들에서 사조 인자

로 성장 여 유 자들의 활성화에 여하며 세포증

식  분화에 매우 요한 세포내 조 인자인 cAMP 

response-element binding protein(CREB)의 폐암종

에서의 발 정도를 알아보고 조직학  차이에 따른 

발 도를 비교분석하여 발암과정에서의 여여부와 

역할을 악하고자 하 다.

방  법 : 

앙 학교 의과 학 부속병원에서 최근 10년간 

시행한 기 지내시경  흉부외과  출을 통해 얻

어진 폐암종 조직  라핀 포매의 보 상태가 양호

한 120 (선암종 60 , 편평세포암종 60 )를 연구

상으로 면역조직화학  염색을 시행하 다.

결  과 :

RAR과 CREB 모두 편평세포암종에 비해 선암종

에서 발 이 의의있게 높았고(P<0.05) 선암종에서는 

조직학 으로 분화도가 좋을수록 높은 발 율을 보

다(P<0.01). 총 120 의 폐암종에서 RAR과 CREB

의 발 을 비교하면 65.8%의 동시발 율을 나타냈다

(P<0.05)

결  론 :

RAR과 CREB은 폐조직에서 액상피세포의 분화

와 상 계가 있으며 편평세포암종보다는 선암종의 

발암과정에서 일부 의미있는 역할을 수행하리라 생

각되었다. 한 RAR과 CREB의 발 부 도 통계

으로 의미 있는 일치양상을 나타내어 이들은 서로 상

호작용에 의해 발암과정  일부 역할을 수행하리라 

생각된다.
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