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Ⅰ. 서 론

기존의 조직학적 검사 방법을 이용하여 구강편평세포암종

으로수술받은환자의임파절을진단한결과, 확인된임파절

에서의 전이는 하나의 중요한 예후 인자가 되며 가장 적절한

구강편평세포암종의 치료법을 선택할 때 결정요소로 이용된

다1). 심지어광범위한근치적수술이후에도임파절에서의전

이는환자의생존율에악 향을줄수있는데최근어떤연구

에서는전이된임파절의위치보다는임파절의수가환자의예

후를 예측하는데 더 유용할 수 있다는 보고가 있으며 치료도

전이된임파절의수가 4개혹은그이하가되어야가능하다는

보고도 있지만 조직학적 검사 결과 임파절 전이를 보이지 않

는 경우라 할지라도 수술 이후 재발이 드물지 않게 나타나고

있다2-5). 두경부 역에서 발생하는 편평세포암종은 임파절에

서의 잠복된 미세전이를 동반하는 경우가 많다. 여러 연구들

에의해미세전이가구강편평세포암종환자의임파절에존재

함이밝혀졌고, 이는다양한종류의악성을보이는환자의임
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Purpose: The lymph node status assessed by conventional histological examination is the most important prognostic factor in patients undergoing

surgery for oral squamous cell carcinoma. The presence of lymph node metastasis has a strong adverse impact on patient survival even after extended

radical resection. Despite these findings, tumour recurrence is not rare after surgery, even when histological examination shows no lymph node metas-

tasis. Recently, molecular- genetically and immunohistochemically demonstrated micrometastasis to the lymph nodes has been shown to have a sig-

nificant adverse influence on survival in patients with squamous cell carcinoma and histologically negative nodes. The present study sought to deter-

mine the incidence and clarify the clinical significance of molecular-genetically and immunohistochemically demonstrated nodal micrometastases and

to correlate these data with the stage of oral cancer. 

Methods: Lymph nodes systematically removed from 71 patients who underwent curative resection between 1998 and 2003 with head and neck

squamous cell carcinoma were examined molecular-genetically to detect cytokeratin 5 mRNA with RT-PCR and immunohistochemically to detect

cells that stained positively for cytokeratins with the monoclonal antibody cocktail AE1/AE3. The postoperative course and survival rates were com-

pared among patients with and without micrometastases, after numerical classification of overt metastatic nodes.

Results: micrometastases were detected in 43(60%) of 71 patients by RT-PCR and 26(36%) of 71 patients by immunohistochemistry. By RT-PCR

analysis, patients exhibiting a positive band for CK 5 mRNA had a significantly worse prognosis than those were RT-PCR negative. By immunohisto-

chemistry, the presence of micrometastasis did not predict patient outcome.

Conclusion: Micrometastases detected by RT-PCR may be of clinical value in identifying patients who may be at high risk for recurrence and who

are therefore likely to benefit from systemic adjuvant therapy.
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파절에존재하는것으로생각된다6-11). 임파절에전이가있으면

국부적인재발의위험성이높고환자의낮은생존율을보이게

되는데심지어병소와동측에있는경부임파절전이가단하

나만존재해도생존율을 50%까지감소시킬수있다12). 일반적

으로사용되는임상검사는전이된임파절을정확히평가하는

데있어 20%에서 30%에이르는위음성결과를나타낸다13). 전

산화단층촬 (CT), 자기공명 상촬 (MRI), 미세침흡인세포

검사법을 이용한 초음파 그리고 양전자방출단층촬 (PET)과

같은방사선학적검사들은잠복되어있는작은미세전이를감

지할 수 없다. 구강편평세포암종의 조직병리학적 평가는 진

단, 구강암 병기결정과예후에 한 정보를 제공한다. 임파절

에서 조직학적인 전이는 hematoxylin과 eosin (H&E)에 염색된

절편의관찰을통해임상적으로확인되는데미세전이는미미

해서 hematoxylin과 eosin (H&E) 염색법에서검출될수없다6). 따

라서 면역조직화학적 방법과 분자유전학적 방법이6, 9, 10, 14-16) 미

세전이를검출하는데사용되고있다10, 17-25). 미세전이검출에있

어 가능한 임상적 적용을 평가하기 위해 유전적 진단방법과

면연조직화학적방법사이에서나타난이전의다른결과들이

분석될필요가있다. 부분의이전연구들이오직하나의방

법만을사용하 기때문에이번연구에서는근치적수술을받

고임상적결과가이미알려져있는구강편평세포암종환자에

서의 역전사-연쇄중합효소 반응(RT-PCR)과 면역조직화학적

방법모두를이용하여임파절에서의미세전이에 해조사하

다. 최근 여러 방법들에 의해 검출된 미세전이가 조직학적

으로음성인결과를보이는환자의생존율에악 향을보이는

것으로 보고 되고 있지만 명백한 전이를 보이는 환자에 있어

미세전이의 이환율 및 임상적 유용성에 해서는 잘 알려져

있지않다. 이번연구의목적은구강편평세포암종으로외과적

시술을받은환자에서임파절미세전이의임상적유용성을밝

히는데있다. 

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 환자

1998년부터 2003년까지서울 학교치과병원구강악안면외

과에서 구강편평세포암종으로 진단받고 근치적 수술을 받은

총 71명의환자를 상으로하 다. 나이는 21세부터 79세까지

평균 60세를보 는데, 61세이상이 35명, 60세이하가 36명이

었다. 이중남자가 45명, 여자는 26명이었으며수술후방사선

치료와화학요법과같은보조치료를받은사람은 34명이었다.

T stage별로보면 T1이 19명, T2가 22명, T3가 11명, T4가 19명이

었으며, 발생부위별로보면이중 45명이하안면부에발생하

고 26명이중안면부와상안면부에나타났다. 절제된임파절을

hematoxylin과 eosin(H&E) 염색법으로관찰하 을때전이가확

인된환자는총44명(61%)이었다(Table 1).

2. 임파절 조직으로부터의 RNA 추출과 역전사-연쇄중합

효소 반응(RT-PCR)

(1) 임파절에서RNA 추출

-80도에저장중인임파절의냉동절편을막자사발에넣고액

체질소를부으면서잘게조직을분쇄한후이가루를 eppendorf

tube에담고 TRIzol� 1ml (Gibco BRL)를첨가하여흔들어준후

상온에 약 5분간 방치하 다. Chloroform 200㎕(Sigma chemical

company)를첨가하고잘혼합한후, 14,000 rpm, 4도에서 15분간

원심분리 하 다. 상층액 400㎕를 걷어서 새 eppendorf tube에

옮기고 isopropyl alcohol(Sigma chemical company)을동량넣고 20

도에 15분간 방치하고 다시 14,000 rpm에서 15분간 원심 분리

하여 pellet을 확인하고 상층액을 제거하 다. 여기에 75%

ethanol 500㎕를넣고위와같은방식으로원심분리한후 ethanol
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Table 1. Clinicopathologic data on patients with oral

squamous cell carcinoma

Factor Number of patients (%)

Age

�61 35 (49.2)

� 60 36 (50.8)

Sex

Male 45 (63.3)

Female 26 (36.7)

Tumor site

lower 45 (63.3)

middle & upper 26 (36.7)

Histologic grade

Well 45 (63.3)

Moderately 26 (36.7)

T stage

T1 19 (26.7)

�T2 52 (73.3)

Metastasis

Absent 27 (38.0)

Present 44 (62.0)

No. of metastatic LN

� 3 59 (83.0)

� 4 12 (17.0)

Adjuvant Tx.

Performed 34 (47.8)

Not performed 37 (52.2)

Lower : lower facial part

Middle & upper : middle and upper facial part

Well : well-differentiated

Moderately : moderately-differentiated

No. of metastatic LN : number of metastatic lymph node
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을 제거하고 10분간 상온에서 건조시켰다. 20㎕의 DEPC-

DW(diethyl pyrocarbonate-distilled water) (Sigma chemical company)

를넣고분리된 RNA를잘용해시킨후분광광도계를사용하

여RNA를정량하고 -20℃냉장고에보관하 다. 

(2) 역전사

각각의RNA 1㎍, random primer 1㎕ (Roche), dNTP mixture 2㎕,

5×PCR 완충액 4㎕, 0.1M DTT 1㎕, RNase inhibitor 1㎕(Takara),

MgCl2 2㎕와 MMLV-reverse transcriptase 1㎕(Gibco BRL)를혼합

하여, 42도에서 60분, 99도에서 5분동안반응하여얻어진각각

의 cDNA를4도에보관하 다. 

(3) 연쇄중합효소반응

Cytokeratin 5에 한시발체는이전에보고되었던염기서열

로 제작되었고, 비교군으로 GAPDH의 PCR 시발체 염기 서열

을사용하 다(Table 2). 연쇄중합효소반응을위해 cDNA 3㎕,

10×PCR 완충액 2.0㎕와 dNTP mixture 2㎕를사용하 고, 각각

의시발체는전진형과역행형을각각 1㎕(10 pM/㎕)씩을사용

하 다. Taq polymerase 0.2㎕(5unit/㎕)씩 혼합하고 Hybaid

MultiBlock System을사용하여Table 3의온도조건에따라증폭

하 다. 연쇄중합효소반응결과얻어진산물은 6×loading dye

를첨가하여 2% agarose gel(Sigma chemical company)에서 50V로

전기 동한 후 Ethidium Bromide(Sigma chemical company)로 염

색하 다. 이것을자외선투시기하에서각각의연쇄중합반응

생성물을확인하 다. 

3. H&E 염색과 면역조직화학적 방법

H&E 염색과 monoclonal cytokeratin antibody AE1/AE3를 이용

한면역조직화학적방법을시행하기위해모든임파절들을 5

에서 6μm 간격의절편으로만들었다. 표준조직학적방법에따

라 H&E 염색이 시행되었다26). 면역조직화학염색은 ABC법

(avidin biotin peroxidase complex method)을 사용하 는데 그 원

리는거의모든상피세포에존재하는 cytokeratin에특이한 1차

항체(primary monoclonal antibody)를 반응시킨 후, biotin과 결합

한 2차 항체를 반응시키고, 이어서 avidin-biotin-peroxidase com-

plex를 반응시킨다. Diaminobenzodine으로 발색반응을 일으켜

cytokeratin 항원을확인하는것이다. 

면역조직화학염색의순서는다음과같다. 

①임파절 절편으로부터 파라핀을 제거하기 위해 Xylene으

로처리한후알코올(alcohol)로수화시켰다. 

②증류수로 5분간 세척 후 0.1% trypsin(in 0.1% calcium chlo-

ride)으로 37℃에서 10분간 처리한다. 그리고 나서 phos-

phated buffered solution(PBS)으로세척후 10mM citrate buffer

로처리하 다. 

③PBS로 5분간 3회 세척 후 endogenous peroxidase를 제거하

기위해서3% H2O2로6분간처리하 다. 

④PBS로 5분간 3회 세척 후 차단 항체로 염소 혈청(normal

serum)을사용하여30분간반응시켰다. 

⑤1차항체(anti-cytokeratin monoclonal Ab specific for low molec-

ular and high molecular weight cytokeratin)를차단항체(block-

ing antibody)로 1: 50으로 dilution 하여 1시간 30분간반응시

켰다. 

⑥PBS로 5분간 3회세척후 2차항체인 biotinylated anti-mouse

IgG(Dako LSAB kit)으로30분간반응시켰다. 

⑦PBS로 5분간 3회 세척 후 avidin-biotin-peroxidase complex

(Dako LSAB kit)로30분간처리하 다. 

⑧PBS로 5분간 3회세척후 chromogen으로 diaminobenzodine

을이용하여발색반응을일으켰다. 

⑨물로세척후 Mayer hematoxylin으로 조염색후현미경

으로관찰하 다.

4. 미세전이의 평가

미세전이는명백한전이성물질을포함하지않는임파절에

서 분자유전학적 방법이나 면역조직화학적으로 cytokeratin에

Table 2. Primers for RT-PCR amplification

cDNA product size(bp) primers 5’-3’

Cytokeratin 5 160 (F): GGTCGCGACTACAGTGCATATTACA

(R): CCTCAGCAGCCAGTTTAGCATTATC

GAPDH 450 (F): ACCACAGTCCATGCCATCAC

(R): TCCACCACCCTGTTGCTGTA

Table 3. Temperature conditions for RT-PCR

Cytokeratin 5 GAPDH

Denaturing temp 94℃/60seconds 94℃/60seconds

Annealing temp 58℃/60seconds 58℃/60seconds

Lengthening temp 72℃/60seconds 72℃/60seconds
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양성인결과를보이는단일세포또는다섯개나그이하의세

포덩어리의존재로판단된다27). 망상세포나형질세포도 cytok-

eratin에양성반응을나타낼수있지만이런비종양성세포들은

다른염색형태를보이기때문에전이성종양세포에서의미세

전이를평가하는데어려움이없었다28). 

5. 통계적 분석

RT-PCR과면역조직화학적방법을통해확인한임파절에서

의 cytokeratin 발현과임상병리학적요소와의관련성을알아보

기 위해 Chi-square test를 시행하 다. 구강편평세포암종과 관

련된생존율을평가하기위해Kaplan-Meier 방법을사용하 으

며, log rank test를이용하여통계적유의성을조사하 다. 또한

생존율에 한단일변량분석법과다변량분석법을시행하

는데 다변량 분석을 위해 Cox proportional hazard model을 이용

하여 여러 인자들이 술 후 생존율에 관계되는 양상을 알아보

았다. 프로그램 SPSS 12.0 소프트웨어를이용하여통계적분석

을시행하 으며 p < 0.05가통계적으로유의한차이가있은것

으로간주하 다. 

Ⅲ. 연구결과

1. 임파절에서의 RT-PCR에 의한 cytokeratin 5 mRNA의

검출

2 set의 cytokeratin 5 시발체로 PCR을 35회 시행할 때까지는

control군의어떤표본에서도 Cytokeratin 5 mRNA transcript가발

현되지않으나, 40회이후에는 cytokeratin 5 mRNA의 band가몇

몇임파절에서나타날수있다29). 이런결과에기초하여 PCR은

계속되는실험을통해 35회까지시행하 다(Fig. 1). Cytokeratin

5 mRNA의 발현은 H&E 염색법에 의해 조직학적으로 전이가

있었던 44명중 26명에서와조직학적으로전이가없었던 27명

중 17명에서확인할수있었다. 따라서전체실험환자 71명중

43명(60%)의환자에서Cytokeratin 5 mRNA의발현을관찰할수

있었으며 GAPDH mRNA의 band는모든실험 상의임파절에

서확인할수있었다. 

2. 면역조직화학적 방법에 의한 cytokeratin의 검출

채취된 임파절의 연속절편을 anti-cytokeratin antibody로 염색

시킨후광학현미경으로미세전이세포가존재하는지를관찰

하 다(Fig. 2).  Anti-cytokeratin antibody에 의해 세포질 염색을

보인 경우는 H&E 염색법에 의해 명백한 임파절 전이를 보

던환자 44명중 20명과임파절전이가없었던환자 27명중 6명

에서 확인할 수 있었다. 따라서 검사 상인 구강편평세포암

종환자 71명중총 26명(36%)에서 cytokeratin 양성반응을보

다. 부분의미세전이세포는단일세포로발견되었으며작은

세포의군을이루는경우는드물게나타났다.

3. 임상병리학적 인자와 cytokeratin 및 cytokeratin 5 mRNA

발현으로 검출된 미세전이의 관계

Table 4는 cytokeratin 5 mRNA 발현유무에의해분류된 71명

환자의임상병리학적특성을나타낸것이다. 나이, 성별, 일차

종양의위치, 조직학적분화도, T stage, 전이여부그리고보조

요법시행여부와 cytokeratin 5 mRNA 발현유무와의관계를알

아보기위해Chi-square test를시행하 지만통계적으로유의한

차이는보이지않았다. 

Table 5은면역조직화학적방법에의한 cytokeratin 검출유무

에의해분류된 71명환자의임상병리학적특성을나타낸것이

다. 나이, 성별, 일차종양의 위치, 조직학적 분화도, T stage, 전

이여부그리고보조요법시행여부와 cytokeratin에반응을보이

는세포의존재여부와의관계를알아보기위해 Chi-square test

를시행하 는데단지임파절에서의전이여부만이 cytokeratin

에 음성 반응을 나타내는 군보다 양성을 나타내는 군에서 통

계적으로유의하게더많은것으로나타났다(p=0.049). 

4. Cytokeratin 5 mRNA가 발현되는 경우 생존율에 미치

는 향

RT-PCR 방법을이용하여 cytokeratin 5 mRNA 발현여부를알

아본 후 나타난 결과에 따라 환자를 두개의 군으로 분류하

다. Cytokeratin 5 mRNA의발현을보이는군(43명)과 cytokeratin

5 mRNA의발현을보이지않는군(28명)에 해생존분석법을

시행한결과미세전이를보이는군의 5년생존율이미세전이

를보이지않는군의 5년생존율보다유의하게더낮게나타났

다(Fig. 3).

Fig. 1. Expression of CK and GAPDH mRNA in lymph nodes

by RT-PCR amplification

Lanes 1-4: CK 5 mRNA-negative lymph nodes

Lanes 5-8: CK 5 mRNA-positive lymph nodes

Abbreviation: bp=base pairs

M=marker

P=positive control

N=negative control devoid of RNA extracts

CK 5 mRNA-negative

CK 5 mRNA-positive
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Fig. 2. Immunostaining of an occult cancer cell with anti-cytokeratin antibody in the lymph node

The stained cell exhibited a morphologic feature of malignancy, such as large nuclei and nuclear small body

AA single tumor cells showing immunostaining for cytokeratin by AE1/AE3 antibody cocktail(original magnifica-

tion X 100)

BB cluster of micrometastatic tumor cells detected by immunostaining with an by AE1/AE3 antibody cocktail

(original magnification X 100)

A B

Table 4. Relationship between CK mRNA expression in LNs and clinicopathologic factors  

CK mRNA in LNs

positive (n= 43) negative (n= 28)

No. % No. % p

Age

� 61 23 53.4 16 57.1 0.381

� 60 20 46.6 12 42.9

Sex

Male 28 65.1 17 60.7 0.707

Female 15 34.9 11 39.3

Tumor site

lower 26 60.4 19 67.8 0.527

middle & upper 17 39.6 9 32.2

Histologic grade

Well 27 62.7 18 64.2 0.898

Moderate 16 37.3 10 35.8

T stage 

T1 11 25.5 8 28.5 0.781

�T2 32 74.5 20 71.5

Metastasis

Absent 17 39.5 10 35.7 0.746

Present 26 60.5 18 64.3

No. of meta. LN

� 3 37 86 22 78.5 0.411

� 4 6 14 6 21.5

Adjuvant Tx.

Performed 21 48.8 15 53.5 0.843

Not performed 22 51.2 13 46.5
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5. 임파절에서 cytokeratin에 양성인 결과를 보이는 경우

생존율에 미치는 향

면역조직화학적방법을이용하여 cytokeratin에반응유무를

알아본후나타난결과에따라환자를두개의군으로분류하

다. Cytokertin에 양성반응을 보이는 군(26명)과 cytokertin에

음성반응을보이는군(45명)에 해생존분석법을시행한결

과미세전이를보이는군의 5년생존율과미세전이를보이지

않는 군의 5년 생존율의 유의한 차이는 없었다(p=0.1392)

(Fig. 4).

6. 생존율에 한 임상병리학적 요소들의 단일변량 분석

법 (Univariate analysis)

수술을 받은 구강편평세포암종 환자에서 임파절 미세전이

가 예후에 어떤 향을 주는지를 알아보기 위해 다양한 임상

Table 5. Relationship between CK expression in LNs and clinicopathologic factors

CK expression in LNs

positive (n= 26) negative (n= 45)

No. % No. % p

Age

�61 16 61.5 19 42.2 0.117

�60 10 38.5 26 57.8

Sex

Male 16 61.5 29 64.4 0.807

Female 10 38.5 16 35.6

Tumor site

lower 19 73 26 57.8 0.197

middle & upper 7 27 19 42.2

Histologic grade

Well 19 73 26 57.8 0.197

Moderate 7 27 19 42.2

T stage 

T1 5 19.2 14 31.1 0.276

�T2 21 80.8 31 68.9

Metastasis

Absent 6 23 21 46.6 0.049*

Present 20 77 24 53.4

No. of meta. LN

�3 20 77 39 86.6 0.291

�4 6 23 6 13.4

Adjuvant Tx. 

Performed 14 53.8 20 44.4 0.445

Not performed 12 46.2 25 55.6

* : significant (p<0.05)

Fig. 3. Probability of the 5-year overall survival rate

of oral squamous cell carcinoma according to

Cytokeratin mRNA expression in lymph nodes.

Significant difference was found in both survival

curve(p=0.0047)
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병리학적요소와임파절에서의 cytokeratin 5 mRNA 발현그리

고 면역조직화학적 방법에 의한 cytokeratin 검출 유무에 해

평가하 다(Table 6). 결과에서 전이된 임파절의 수와

(p=0.0213) 임파절에서의 cytokeratin 5 mRNA의 발현 여부가

(p=0.0047) 5년생존율과유의한관계가있음을보여주었다. 따

라서 전이된 임파절의 수가 4개 이상인 경우와 cytokeratin 5

mRNA 발현을보이는경우유의하게더낮은생존율을나타냈

다(Fig. 5). 

7. 생존율에 한 임상병리학적 요소들의 다변량 분석법

(Multivariate analysis)

Table 7에서와 같이 Multivariate Cox regression 분석법은 RT-

PCR방법에의한 cytokeratin 5 mRNA 발현이구강편평세포암종

환자에 있어 생존율에 한 유의한 예후 인자임을 보여 주었

으나(p=0.018) 다른요소들은유의한결과를나타내지못했다.

4개또는 5개의공변량을이용하여몇몇다른조합으로분석하

으나유사한결과를얻을수있었다. 

Fig. 4. Probability of the 5-year overall survival rate

of oral squamous cell carcinoma according to

presence of micrometastasis in lymph nodes by

immunohistochemistry.

No significant difference was found in survival

curve(p=0.1392)

Fig. 5. Probability of the 5-year overall survival rate

of oral squamous cell carcinoma according to

number of metastatic lymph nodes.

Significant difference was found in survival curve

(p=0.0213)

Table 6. Univariate analysis of the clilnicopathologic fac-

tors for survival in oral squamous cell carcinoma patients

Factor Survival rate (p value)

Age 0.8162

Sex 0.9080

Tumor site 0.9628

Histologic grade 0.2365

T stage 0.6043

Metastasis 0.8972

No. of metastatic LN 0.0213*

Adjuvant Tx. 0.4483

CK expression in LNs 0.1392

CK mRNA in LNs 0.0047*

* : significant (p<0.05)

Table 7. Multivariate Cox regression analysis of clinico-

pathologic factors for survival in oral squamous cell carci-

noma patients

Factor Survival rate (p value)

Age 0.810

Sex 0.142

Tumor site 0.827

Histologic grade 0.904

T stage 0.627

Metastasis 0.174

No. of metastatic LN 0.107

Adjuvant Tx. 0.640

CK expression in LNs 0.099

CK mRNA in LNs 0.018*

* : significant (p<0.05)
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Ⅳ. 고 찰

편평세포암종의예후를결정하는인자로는종괴의크기, 위

치, 임파절전이의유무등이있으며이중임파절전이가가장

중요한 예후 인자로 알려져 있다. 임파절에서 전이소견이 있

다는것은암종이계속진행되고있음을반 하고더이상어

느한부분에국한될수없음을의미한다. 임파절전이가편평

세포암종 환자에 있어서 나쁜 예후에 한 민감한 지표가 된

다고30-34) 알려져 있으나 심지어 임파절에서 음성인 결과를 보

이는경우라할지라도 략 10%에서 20%의환자에게적어도

5년안에재발이나타나고있다30). 최근많은연구들은다양한

종류의 악성 종양에서 상피에 특이적인 monoclonal antibody나

RT-PCR을이용하여임파절이나골수에서미세전이종양세포

의 존재를 밝혀 내었다7, 35). 그러나 그런 미세전이가 임상적으

로 유용성이 있는지에 해서는 아직까지 논란의 여지가 많

다. 어떤저자들은예후에있어미세전이는중요한 향을끼

치지않는다고보고한20, 36) 반면다른저자들은수술후환자의

재발과 연관된 결과를 나타낸다고 하 다27, 37). Glickman38)등은

식도암환자에있어임파절에서의미세전이와낮은생존율에

한상관관계를발견하지못하 으나 Izbicki39)등과 Natsugoe40)

등은 식도절제술 후 미세전이의 존재는 나쁜 예후에 한 유

의한 인자가 된다고 보고하 다. 그러나 아직도 두경부 편평

세포암종 환자에서의 미세전이의 임상적 중요성에 해서는

잘알려지지않았다. 임파절전이여부는보통하나의임파절

절단면의H&E 염색으로판정하게되는데일부임파절에서나

타나는작은수의암세포는발견되지않을수있다. Gusterson41)

등은임파절에서전이음성으로진단된환자의임파절을연속

절편으로재검사한결과약 20%에서미세전이가발견되었다

고보고하 다. 연속절편의수가증가함에따라임파절전이

의 발견율은 증가하게 되나 실제 병리 검사에서 이러한 연속

절편을 시행하는 것은 어렵다. 최근 분자 생물학의 비약적인

발전으로 역전사-중합효소 연쇄반응을 이용하여 암세포에서

만배타적으로발현되는 mRNA를발견함으로써민감하게임

파절미세전이를발견할수있다. 그러나이러한역전사-중합

효소 연쇄반응은 위양성이 문제가 되고 있다. 이에 비해 anti-

cytokeratin antibody를이용한면역조직화학염색은일반병리검

사에서발견되지않은임파절미세전이를비교적간편하고쉽

게 발견할 수 있다. Cytokeratin은 구강편평세포암종의 미세전

이를검출하는데종종사용되어져왔다. 예비적인연구에서anti-

cytokeratin antibody가 anti-CEA antibody 보다 좀더 강한 세포질

염색을 보 기 때문에 본 연구에서는 잠복된 암종 세포를 감

지하는데 CEA antibody 신 cytokeratin antibody를사용하 다.

Cytokeratin은 상피세포의 골격을 유지하는 중요한 세포내 단

백질이고 정상과 악성 점막 상피세포에서 면역조직화학염색

으로 발견되므로 상피세포의 표식자 역할을 한다 42, 43).

Cytokeratin은단순또는편평상피세포에서나타나며세포에서

의 중간세사(intermediate filament component)를 구성한다.

Cytokeratin은 세포의 모양과 내부의 구성에 기여하고 적어도

19개의 다른 폴리펩티드의 군을 나타낸다. Cytokeratin은 낮은

분자량을가지고있으며비교적산성을보이는 type Ⅰ과높은

분자량을가지고있으며비교적염기성을보이는 type Ⅱ로분

류될수있다. Cytokeratin 10과 12-19는 type Ⅰ에, cytokeratin 1-8

은 type Ⅱ에해당된다. 임파절에있는간엽세포는 cytokeratin을

포함하고 있지 않으므로 면역조직화학적검사에서 cytokeratin

에양성반응을보이게되면구강편평세포암종의임파절미세

전이가존재하는것으로판단하게된다. 이번연구에서 cytok-

eratin에작용하는monoclonal antibody로AE1과AE3가사용되었

는데 AE1는 주로 낮은 분자량의 산성 cytokeratin을 인식하며,

AE3는주로높은분자량의염기성 cytokeratin을인식한다. 상피

신생물은전형적으로낮은분자량의 cytokeratin이증가된소견

을 보이는 반면, 분화도가 나쁜 구강편평세포암종 세포는 낮

은분자량의 cytokeratin이감소된소견을보인다. 따라서 mono-

clonal cytokeratin antibody AE1과AE3가편평세포암종과연관된

임파절에서의미세전이를확인할것으로기 되었다. 이런면

역조직화학적 방법으로 36%의 환자에서 미세전이를 검출하

으며잠복전이된세포는 부분단일세포형태로나타났는

데, 이런비율은다른연구결과에비해비교적낮은것이며, 통

계적분석결과나쁜예후에 한유의한요소가되지못하

다. 하지만본연구에서보다많은임파절의연속절편을사용

하 다면 이번 결과보다 높은 미세전이 검출율을 보일 수 있

었으며 따라서 통계적으로도 다른 결과를 나타낼 수 있었을

것이다. 종래의 조직학적 방법에 의한 미세전이의 검출은 얻

어진표본의정도에따라다르게나타난다. 관찰된절편의수

는양성인결과를보이는표본의수와관계가있다. 기존까지

는미세전이를검출하기위해단지몇개의절편만을사용하

기 때문에 검출율이 0%에서 39%정도에 지나지 않았으나17-24)

최근의다른실험에서는임파절당 5개이상의연속절편을이

용하기때문에명확한진단을내리는데큰도움을주고있다

(49.5%)44). 이것은 미세전이가 편평세포암종에서 흔하게 있기

때문에단순히미세전이의존재여부보다는비교적많은잠복

전이세포를검출하는것이임상적으로유용할수있음을의미

한다. 전체 임파절에 해당하는 충분한 슬라이드를 제작하고

관찰하는 것이 비현실적이기 때문에 면역조직화학적 방법은

미세전이의 양을 측정하는 데 한계가 있다. 이와는 조적으

로 RT-PCR 방법은부피가큰임파절을관찰하는데잇점이있

으며따라서정량화도가능하다. 이번분자유전학적연구에서

는미세전이의존재유무를평가하기위해 DNA 보다는 RNA

를이용하 다. 모든경우에있어그런것은아니지만구강편

평세포암종에서 일부 유전자들의 변이가 나타날 수 있기 때

문에 DNA에기초한방법은한계를가지고있다. 반면 cytoker-

atin은 일차 구강편평세포암종 조직에 반드시 나타나며 이번

연구에서또한모든일차종양과조직학적으로양성인임파절

에서 cytokeratin 단백질이 발견되는 것을 관찰하 다. 이 방법

을사용한다른이유는mRNA가매우불안정하기때문이며따

라서 RT-PCR을 이용하여 종양세포를 감지하 다. 이와는

조적으로국소임파절에서발견되는변이된 DNA는암세포로
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부터유래된것이라기보다자유종양DNA의일부분일수있다

는 견해가 있다45, 46). 이번 연구를 통해 전체 환자의 60%에서

Cytokeratin 5 mRNA가발현되는것을확인하 는데이비율은

다른연구의결과와다를수있다(52.1%에서 100%)9, 14-16). 그이

유는 reverse transcription system과 PCR 실험조건에서의차이때

문이다. 실험이가능한임파절의매우작은부분만이 RT-PCR

을 위해 처리되고 이런 과정이 조직을 파괴하기 때문에 동일

한 절편을 RT-PCR과 조직학적 방법 모두를 이용해 검사하는

것은 불가능하다. 이것은 RT-PCR에서는 음성인 결과를 보

지만 조직학적으로는 전이가 확인된 경우에 한 설명이 될

수있으며다른가능성으로는임파절 processing의지연으로이

는결과적으로 mRNA의분해를일으킨다. PCR 증폭의 상으

로 사용된 cytokeratin transcript는 정상 상피세포와 편평세포암

종세포에서도발견된다. 따라서 PCR cycle수를증가시키게되

면감지율이증가하게될것이다. PCR에서는 cytokeratin cDNA

를 2단계로증폭시킴으로써높은민감도를얻게할수있는데

결과적으로임파절전이소견이없는환자에서 100%의감지율

을나타낸다.  Cytokeratin 5 mRNA 띠가비편평세포암종의비교

임파절의몇몇표본에서 40cycle 후에 cytokeratin 띠가나타났기

때문에위양성반응을피하기위해 cytokeratin transcript를위한

PCR이단일단계으로시행되도록하 으며증폭 cycle 수도 35

회로 제한하 다. 본 연구에서 단일변량 분석법과 다변량 분

석법을 이용하여 임파절에서의 cytokeratin 5 mRNA의 발현이

나쁜예후에 한유의한요소가될수있음을발견하 다. 하

지만 이번 연구 결과에서 나타난 60%의 검출율 내에는 RT-

PCR의높은민감도에의한위양성결과가포함되었을가능성

이있다. Komukai47) 등은명백하게전이를보이는임파절의수

가구강편평세포암종으로수술받은환자의생존율에가장큰

향을끼치는것으로평가하 고명백한전이를보이지않은

환자들과 4개이하의임파절전이를보이는환자들중에서미

세전이를보이는환자들의생존율이훨씬낮았으나 5개이상

의 명백한 임파절 전이 소견이 있는 경우에는 미세전이의 존

재 유무가 환자의 생존율에는 향을 주지 못했기 때문에 전

이된임파절의수가 4개이하인환자들만이치료가가능한반

면 5개이상인경우에는광범위한근치적수술이후에도나쁜

예후를나타내는것으로결론내렸다. 따라서위의연구결과

를통해임파절의미세전이는치료가가능한구강편평세포암

종 환자에서만 임상적 유용성을 가질 수 있다고 생각할 수도

있다. Natsugoe40) 등은 발현 전이는 없었지만 새롭게 미세전이

가 발견된 환자에서도 발현 전이를 보이는 환자에서와 같이

나쁜예후를나타낸다고보고하 다. 이는 Komukai 등의연구

결과에서도확인할수있었는데발현전이를보이지는않았지

만미세전이가발견된환자의생존곡선이미세전이는발견되

지않았지만전이된임파절의수가 4개이하인환자의생존곡

선과유사하게나타났다. 게다가미세전이를동반하며전이된

임파절의수가 4개이하인환자의생존곡선은전이된임파절

의수가 5개이상인환자의생존곡선과유사하게나타났다. 이

런 결과를 보면 병리학적 임파절 병기 결정에 있어 미세전이

에 한존재유무가중요한결정요소가될수있다. 경부임파

절의전이여부는예후와생존율에 향을주며따라서환자의

술후치료계획에 향을주게된다. 병리학적으로경부임파

절이 N1인환자는일차종양의위치에따라전형적으로경부

곽청술이나방사선치료를받는다. 게다가병리학적으로경부

임파절이 N2인 환자는 높은 재발율과 낮은 생존율을 보이는

것으로 알려져 있는데, 결과적으로 흔히 수술과 복합된 보조

치료를받는다. 미세전이의존재가수술후방사선치료를결

정하기 위한 임상적 판단에 향을 주는지에 해 알아보는

것이유용할수있다. 임상적인관점에서보면이번실험의결

과는특히구강편평세포암종의재발을예방하기위해중요한

데 그 이유는 예상했던 것보다 생존율이 낮게 나타났기 때문

이다. 일반적으로 모든 구강편평세포암종 환자들이 수술 후

보조요법으로화학치료를받는것은아니지만좀더좋은예후

를 제공하기 위해 재발의 위험이 높은 환자에게는 보조적 치

료를 처방하는 것이 이로울 것이다. 분자 유전학적인 진단은

재발을일으킬위험이높은환자를확인하는데도움이될수

있다. 이번연구결과처럼 cytokeratin에특이적인 RT-PCR 방법

에의해검출된미세전이가구강편평세포암종환자에서재발

의위험을예측하는데유효할수있다. 하지만실제임상에적

용하기 위해서는 임파절에서의 미세전이와 예후와의 인과관

계에 한전향적연구가선행되어야할것이다. 앞으로무작

위로선택된 상자들에 한잘조절된실험을통해이방법

으로 정확한 병기 결정과 재발의 위험이 높다고 판단되는 환

자들이 보조적 치료를 통해 도움이 될 수 있는지를 확인하는

연구가필요할것이다. 

Ⅴ. 결 론

임파절에 한미세전이를면역조직화학적방법과 RT-PCR

방법을이용하여다음과같은연구결과를얻었다. 

1. 구강편평세포암종으로수술을받은환자 71명의임파절을

RT-PCR 방법으로 분석한 결과 43명(60%)에서 미세전이를

발견하 다. 따라서임파절에서발현전이를보이지않았던

27명의환자들가운데 17명에서추가적으로미세전이를발

견할수있었다. 또한통계분석결과 cytokeratin 5 mRNA 발

현여부가환자의생존율에 한유의한인자가될수있음

을확인하 다. 

2. 구강편평세포암종으로수술을받은환자 71명의임파절을

면역조직화학적방법으로분석한결과 26명(36%)에서미세

전이를발견하 다. 따라서임파절에서발현전이를보이지

않았던 27명의 환자들 가운데 6명에서 추가적으로 미세전

이를발견할수있었다. 그러나면역조직화학적방법에의

한 cytokeratin 검출유무가환자의생존율에 해유의한결

과를나타내지는않았다. 

3. 본연구결과구강편평세포암종의근치수술을시행받은환

자에 있어 임파절 전이는 생존률에 한 유의한 예후인자

로 보여지며 명백한 전이여부에 한 조직학적 검사와
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cytokeratin에 한 RT-PCR방법을이용한미세전이검사모

두술후정확한병기결정과이에따른적절한치료계획을

제시하는데유용할수있음을시사한다. 
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