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p21 유전자의 발현이 방광암에 미치는 영향

The Effects of p21 on Bladder Cancers

Woneel Jung1, In-Chang Cho, Yun-Sok Ha, Sung Hwan Jo, 
Moon-Seon Park, Young Suk Lee, Seok Jung Yoon, Wun-Jae Kim
From the Department of Urology, 1Cheongju St. Mary's Hospital, Department of 
Urology, Chungbuk National University College of Medicine, Cheongju, Korea

Purpose: p21 protein is an inhibitor of cyclin-dependent kinases, which 
may be able to arrest the cell cycle at the G1 phase by inhibiting DNA 
replication through the interaction with proliferating cell nuclear antigen. 
From experimental studies, p21 has been considered a tumor suppressor 
gene. Herein, the effects of p21 on the development, stage, grade, recur-
rence, progression and patient's survival in human bladder cancers were 
evaluated.
Materials and Methods: The mRNA expression levels of p21 were exam-
ined in 149 tumor specimens obtained from patients with primary bladder 
cancer and in 18 normal bladder mucosae using real-time polymerase 
chain reaction (PCR).
Results: p21 was significantly expressed in human bladder tumor tissues 
at high levels (7.11±0.69pg/ml), but was not expressed in the normal 
bladder mucosae. Compared with invasive bladder cancer (5.03±0.95), the 
p21 expression levels were significantly enhanced in superficial bladder 
cancer (7.96±0.88pg/ml) (p=0.0250); whereas, the grade was not related 
to the expression of p21. The levels of p21 expression were enhanced in 
non-recurred (9.33±1.38) and non-progressed (8.13±0.86) compared with 
recurred (6.03±0.75) and progressed (3.67±0.52) patients (each p＜0.05). 
The level of p21 expression was significantly correlated with the disease 
free survival in patients the bladder cancers.
Conclusions: The enhanced expression of p21 is strongly associated with 
the development of bladder cancer. Moreover, increased expressions of 
p21 are also positively associated with the low rate of recurrence and 
progression of bladder cancer. Conversely, an enhanced expression of p21 
provides a survival benefit for patients with bladder cancer. These results 
suggest that p21 might be useful as a marker in assessing tumor diagnosis, 
recurrence, progression and the survival in human bladder cancer patients. 
(Korean J Urol 2006;47:1149-1154)
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서      론

 방광암은 우리나라에서 가장 흔한 비뇨기계 종양이며 해

마다 증가하는 추세에 있다.
1 방광암의 90% 이상은 이행상

피세포암이며, 이 가운데 60% 정도는 비교적 분화도가 좋

은 표재성 방광암이다. 하지만 표재성 방광암 환자에서 경

요도절제술만을 시행한 경우 재발이 빈번하며 또한 16-25% 

에서는 고분화도의 방광암으로 진행하고 약 10%의 경우에

서는 병기의 진행 및 종양의 전이가 발생한다.
2
 따라서 경요

도방광종양절제술 후 표재성 방광암의 재발과 병기의 진행

을 예측하고 효과적으로 억제할 수 있는 진단 및 치료법이 

필요하다. 

  방광암은 종양의 병기와 세포의 분화도, 혈관 또는 림프

관 침범 유무, 상피내암 유무에 따라 예후가 달라진다. 이러

한 인자들에 따른 방광암의 예후에 대해서는 널리 알려져 
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Table 1. Demographic data of the 149 patients with a primary 
bladder transitional cell carcinoma
󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚

Parameters No. of patients
󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏
Sex

Male 123

Female  26

Age (years) 64.38±0.98*

Stage

Superficial (106)

Ta  16

T1  90

Invasive (43)

T2  17

T3  20

T4   6

Grade

Low-grade (104)

G1  29

G2  75

High-grade (45)

G3  45

Recurrence in superficial

No recurred  62

Recurred  44

Progress

No progress 115

Progress  34
󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏
*: year±standard deviation

있지만 같은 범주의 방광암이라 할지라도 다양한 임상경과

를 갖는 생물학적 원인은 아직 불분명하다. 조직학적으로 

분화도가 높아 완치가 기대되는 암인데도 불구하고 진행 

및 침습적 양상을 보일 수도 있는 반면, 조직학적으로는 예

후가 불량한 암이지만 덜 침습적이며 완치되는 경우도 있

다. 따라서 조직학적 검사만으로는 특정 암의 생물학적 특

성을 평가하는 데 미흡하여 유전학적, 분자생물학적 특성

을 밝히고 발암 과정을 밝히는 것이 중요하다.
3

  특히 종양유전자의 활성화나 종양억제 유전자의 비활성

화 혹은 결손은 환자의 예후와 매우 밀접한 연관이 있을 

것으로 추정되고 있다. 그 중에서 p21은 cyclin-dependent ki-

nase inhibitor로서 G1과 S기 사이의 세포주기 진행을 저지

시켜 손상된 DNA를 교정하는 역할을 수행하는 종양억제 

단백질이다. 

  현재까지 p21의 발현과 방광암과의 관계에 관한 여러 연

구는 있었으나 결과에 있어서 연구자마다 상당한 차이가 

있으며 정확히 정립되어 있지 않다. 그 이유 중 하나는 기존

에 발표된 연구결과들은 면역조직화학적 염색을 통한 실험

방법이 거의 대부분으로 이는 염색방법이나 판독자의 주관

에 따라 결과 분석이 달라질 수 있고 염색 강도에 따라 정

의한 등급으로만 나누어 분석할 수밖에 없으므로 보다 객

관적인 평가가 이루어질 수 없었다.

  이에 저자들은 기존의 정성적 분석과는 달리 방광암과 

정상 방광조직에서 세포주기의 억제인자로 알려진 p21 

mRNA의 발현양을 real-time polymerase chain reaction (PCR) 

방법을 이용하여 정량적으로 측정한 후 발현양의 차이가 

방광암의 발생, 병기, 분화도, 재발, 암의 진행 및 환자의 생

존과 관련이 있는지를 비교 분석하였다. 

대상 및 방법

    1. 대상

  1995년부터 2002년까지 충북대학교병원 비뇨기과에서 

방광암으로 진단받고 경요도방광종양절제술이나 근치적방

광전적출술을 시행 받은 환자 중에서 조직학적으로 요로상

피암으로 확진되고 최소 3년 이상 추적 관찰이 가능했던 

원발성 방광암 환자의 조직 149례와 전립선비대증 또는 방

광파열 등 종양 이외의 양성 질환으로 수술을 시행 받은 

후 병리조직학적으로 정상 방광조직으로 확인된 방광 조직 

18례를 대상으로 하였다. 방광암 환자의 평균 나이는 64.4

세, 남녀 비는 4.7:1이었으며, 대조군의 평균 나이는 64.8세, 

남녀 비는 17:1이었다. 방광암의 병기는 표재성 방광암이 

106례, 침윤성 방광암이 43례였으며, 분화도는 고분화도 

(등급 1-2)가 104례, 저분화도 (등급 3)가 45례였다 (Table 1). 

각 조직들을 채취 즉시 액체질소 안에서 동결시킨 후 분자

생물학적 검사를 시행할 때까지 -80
oC 냉동고에 보관하였

다. 표재성 방광암에서 수술 후 병기의 진행 없이 반복하여 

종양이 발생한 경우를 재발로 정의하였고, 적절한 치료 후

에도 표재성 방광암이 침윤성 또는 전이성 방광암으로 되

거나 침윤성 방광암이 전이성 방광암으로 되는 경우를 병

기의 진행으로 정의하였다.

    2. RNA extraction and reverse transcription of RNA

  적당량의 조직을 1ml의 TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, USA)

에 넣고 조직분쇄기 (homogenizer)로 잘게 분쇄한 후 200μl

의 chloroform을 첨가한 후, 12,000rpm에서 10분간 원심분리

하여 상층액을 모았다. 상층액에 500μl의 isopropanol을 첨

가하고 10분 이상 진탕한 다음 12,000rpm에서 20분간 원심

분리하였으며 다시 상층액을 제거한 다음 70% ethanol로 침

전시켰다. 이를 다시 15,000rpm에서 5분간 원심분리한 후 

상층액을 제거하고 실온에서 건조하였다. 건조 후 diethyl-
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Table 2. p21 expression levels
󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚

p21 expression levels
Tissue type p value

(pg/ml)
󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏
Development ＜0.0001

Bladder tumor 7.11±0.69

Normal bladder 0

Stage 0.0250

Superficial tumor 7.96±0.88

Invasive tumor 5.03±0.95

Grade 0.7700

Low grade 6.94±0.59

High grade 7.51±1.84

Recurrence in superficial 0.0379

No recurred 9.33±1.38

Recurred 6.03±0.75

Progression ＜0.0001

No progression 8.13±0.86

Progression 3.67±0.52
󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏

pyrocarbonate (DEPC) 증류수를 첨가하여 사용할 때까지 -

80
oC 냉동고에 보관하였다. 추출된 전체 RNA는 분광광도

계 (MBA2000, Perkin Elmer, Shelton, USA)를 이용하여 농도

를 측정한 후 1.1% RNA 젤에서 전기영동을 하여 RNA band

를 확인하였다. cDNA를 합성하기 위하여 조직에서 추출한 

RNA 0.5μg/μl를 DEPC 증류수로 희석한 후 사용하였다. 

First-Strand cDNA Synthesis Kit (Amersham Biosciences Eu-

rope GmbH, Freiburg, Germany)를 이용하여 cDNA를 합성하

였다. 동일 양의 RNA 2μl에 DEPC 증류수 2μl를 넣고 65oC

에서 10분간 처리한 후 얼음에 넣어 두었다. cDNA 합성 용

액 3.5μl를 첨가하여 37oC에서 한 시간 동안 반응시킨 후 

다시 72
oC에 10분간 방치하였다. 반응 산물에 42.5μl의 증

류수를 넣고 사용할 때까지 -80
oC에서 보관하였다 

    3. Real-time polymerase chain reaction (real-time 

PCR)

  방광암 조직에서 p21 유전자의 mRNA 발현양을 측정하

기 위하여 실시간 연쇄중합반응 (real-time PCR)을 시행하였

다. Real-time PCR은 Rotor Gene 3000 (Corbett Research, 

Mortlake, Australia) PCR 기계를 이용하였다. 실시간 연쇄중

합반응은 SYBR Premix EX Taq (TAKARA BIO INC, Otsu, 

Japan)을 이용하여 Corbett Research에서 생산한 미세시험관

(micro tube) 안에서 진행하였다. p21 유전자를 증폭시키기 

위하여 primer 5'-CGATGGAACTTCGACTTTGTCAC-3'와 5'- 

GGGCTTCCTCTTGGAGAAGATCA-3'를 사용하였다. PCR 

반응액은 cDNA 1μl, 2xSYBR Premix EX Taq buffer 7.5μl, 

양 방향의 primer 각각 0.5μl를 첨가하여 최종 15μl를 만든 

후 PCR을 시행하였다.

  p21 유전자의 발현을 정량화하기 위하여 우선 임의의 샘

플에서 증폭된 PCR 산물을 이용하였다. PCR 산물은 2% 

agrose gel에서 전기영동을 시행하고 ethidium bromide로 염

색한 후 자외선램프로 band를 확인하였다. 확인된 band를 

gel에서 잘라낸 후 QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, 

Hilden, Germany)를 이용하여 정제하였다. 정제과정은 다음

과 같다. 절단한 gel을 1.5ml tube에 넣고 약 3배의 gel lysis 

buffer를 넣은 후 50
oC에서 10분간 처리하여 gel을 완전히 

녹였다. 13,000rpm으로 1분간 원심분리한 후 제조회사에서 

제공한 필터로 정제하였다. 이 필터에 washing buffer를 넣

고 다시 13,000rpm에서 3분간 원심분리하여 필터 내의 불순

물을 제거하였다. 앞의 과정을 한 번 더 반복한 후 필터에 

증류수 30μl를 첨가한 후 15,000 rpm으로 원심 분리하여 

PCR 산물을 완전히 정제하였다. 정제된 PCR 산물은 한양

대학교 (주)바이오넥스에 의뢰하여 automated laser fluores-

cence sequencer (ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer, Shelton, 

USA)를 이용하여 염기서열분석을 시행하였다. 염기서열 

결과를 통해 본 실험결과의 염기서열과 일치함을 확인하였

다. 또한 정제된 PCR 산물을 spectrophotometer를 이용하여 

농도를 측정한 후 2pg/μl부터 0.2fg/μl까지 10배씩 연속적

으로 희석하여 real-time PCR 정량에 필요한 표준곡선을 작

성하였다. PCR 조건은 95
oC에서 1분간 denaturation 후 40주

기 동안 95
oC에서 denaturation 2초, 60oC에서 annealing 20초, 

72
oC에서 extension 20초를 시행하였다. Melting program은 

72-95
oC 사이에서 45초마다 1oC씩 증가시켜 실행하였다. 

Spectral 결과는 Rotor-Gene Real-Time Analysis Software 6.0 

Build 14 (Corbett Research, Mortlake, Australia)로 측정 및 분

석하였다.

    4. 통계학적 분석 

  Version 8.1 SAS statistical analysis program을 이용하여 

p21 유전자 발현정도의 차이는 Student's t-test로 분석하였

다. 무질병 생존분석은 단순로지스틱회귀분석을 이용하였

고, 생존비교분석은 Kaplan-Meier life-test를 이용하였으며, 

p값이 0.05 미만인 경우를 통계적 유의성이 있는 것으로 판

정하였다. 

결      과

  정상 방광점막에서는 전례에서 p21 유전자가 발현되지 않

았으나 방광암 조직에서는 발현이 관찰되었으며 통계적으
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Fig. 1. Survival probabilities with respect to the level of p21; ≥

7pg/ml and ＜7pg/ml, in patients with a bladder tumor.

로 유의한 차이를 보였다. 방광암 조직에서는 표재성 방광

암 (7.96±0.88pg/ml)에서 침윤성 방광암 (5.03±0.95pg/ml)에 

비하여 유의하게 높게 발현되었다. 그러나 p21의 발현 정도

는 방광암의 분화도와 관계가 없었다 (Table 2). 

  표재성 방광암 환자 중에서 수술 후 재발한 환자 44례와 

재발하지 않은 환자 62례의 원발성 방광암 조직에서 p21 유

전자 mRNA의 발현 정도를 비교하였다. 재발하지 않은 환

자의 원발성 방광암 조직 (9.33±1.38pg/ml)에서의 p21의 발

현양은 재발한 환자의 원발성 방광암 조직 (6.03±0.75pg/ 

ml)에 비하여 통계적으로 유의하게 증가되어 있었다. 수술 

후 병기가 진행하지 않은 환자의 원발성 방광암 조직 115례 

및 병기가 진행한 환자의 원발성 방광암 조직 44례에서 p21 

유전자의 발현 정도를 비교하였을 때, 병기가 진행하지 않

은 원발성 방광암 조직 (8.13±0.86pg/ml)에서 병기가 진행

된 원발성 방광암 조직 (3.67±0.52pg/ml)에 비하여 현저히 

p21이 증가되어 있었다 (Table 2).

  p21 유전자의 발현양이 7pg/ml보다 큰 군에서 7pg/ml보

다 작은 군에 비하여 생존율이 높았다 (Log-Rank p=0.0119) 

(Fig. 1).

고      찰

  과거에는 p21을 p53 의존형으로 세포주기를 조절하는 종

양억제 유전자로만 생각하였다. 즉 p53유전자 변이가 발생

하면 p21유전자의 발현이 없으므로 p21의 억제능력의 소실

로 인하여 세포증식이 일어난다고 여겨졌다. 그러나 최근

에 Stein 등
4
과 Korkolopoulou 등

5
은 p53유전자의 돌연변이

와 무관하게 p21유전자의 발현이 있을 수 있으며 더 이상의 

세포증식은 발생하지 않는 경우도 있다고 보고하였다. 즉 

p53 비의존형 경로에 의해 p21이 발현되며 G1-S 세포주기 

사이의 check point에 작용함으로써 세포정지를 유발하여 

DNA가 복구될 수 있는 시간을 벌어 주거나 DNA손상이 심

한 경우에는 세포고사를 유발시킨다. 

  Clasen 등
6은 정상 방광점막조직에서는 p21이 발현되지 

않으며 병기가 CIS인 경우 47%, Ta인 경우 66%, T1인 경우 

47%, T2 이상인 경우 33%에서 발현되었다고 하였다. Clasen 

등
6과 Malkowicz 등7은 p21이 표재성 방광암인 경우에 잘 

발현되고 침윤성 방광암인 경우에는 드물게 발현된다고 하

였다. Pfister 등
8도 정상 방광 점막조직에서는 p21이 발현되

지 않으며 방광암 조직의 85%에서 발현되었다고 하였다. 

본 연구에서도 정상 방광 점막조직에서는 p21이 발현되지 

않았으며 방광암 조직에서만 유의하게 발현되었다. 또한 

표재성 방광암 조직에서 침윤성 방광암조직에 비하여 p21

이 높게 발현되었다. p21이 정상 방광 점막 조직에서는 발

현되지 않고 방광암에서만 발현되며 표재성 방광암 조직에

서 침윤성 방광암 조직에 비해 높게 발현된다는 점으로 미

루어 볼 때 p21은 방광암의 진단에 가치가 있을 뿐 아니라 

이미 형성된 종양에서 종양의 진행을 억제시키는 종양억제 

유전자로서의 역할을 하는 것으로 추정된다. 

  분화도에 대해서 Chen 등
9
은 p21유전자가 분화도와 관련

이 있다고 하였으며 Korkolopoulou 등
5
과 Classen 등

6
은 분화

도가 낮을수록 p21이 잘 발현되며 침윤성 방광암인 경우에

도 분화도가 낮을수록 분화도가 높은 경우보다 잘 발현되

었다고 보고하였다. 반면에 Lipponen 등
10
에 의하면 p21의 

발현은 분화도와는 아무런 관련이 없다고 하였다. 국내의 

연구에서도 Lee 등
11은 분화도가 낮을수록 p21의 발현이 높

았다고 하였으나 Jeong 등
12은 p21의 발현은 분화도와 관련

성이 없다고 하였다. 본 연구에서도 p21의 발현 양상과 분

화도 사이에는 통계학적인 유의성이 없었다. 이와 같이 연

구자에 따라 서로 다른 결과를 보이는 이유는 여러 가지가 

있을 수 있다. 우선 매우 다양한 생물학적 특성을 갖는 방광

암에서 서로 다른 환자군을 대상으로 한 연구는 다른 결과

를 보일 수 있다. 병리학적으로 같은 부류의 방광암이라 할

지라도 환자마다 서로 다른 임상 경과를 보이기 때문에 환

자군이 다르면 서로 다른 결과를 초래할 수 있다. 다른 가능

성으로는 p21의 발현을 정량화하는 방법의 차이가 있다. 면

역조직화학적 방법은 정성적인 검사로 검사자의 주관에 의

하여 그 결과 및 해석에 상당한 차이를 보일 수 있다. 

Real-time PCR 방법은 비교적 정량적인 방법으로 본 연구에

서도 이 방법으로 실험하였다.

  p21 유전자의 발현이 표재성 방광암의 재발 및 병기의 진

행에 미치는 영향에 대해서는 논란이 있다. Miao 등
13은 p21 

발현이 양성인 경우에는 재발률이 9%지만 p21 발현이 음성
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인 경우에는 재발률이 67%로 증가하므로 p21 발현이 양성

인 경우에는 좋은 예후지표라고 하였다. 하지만 재발 및 진

행에 p21이 아무런 예후적 가치를 가지지 못한다는 보고도 

있고
14,15 오히려 p21 발현이 양성일수록 재발 및 진행이 증

가한다는 보고
16,17도 있다. 본 연구에서는 표재성 방광암 환

자에서 재발과 진행이 없는 군에서 재발과 진행이 있는 군

에 비해 p21의 발현이 높았다.

  생존율에 대해서는 침윤성 방광암에서 p21 발현감소는 

무병생존율을 단축시키는 예후인자이며7 p21의 발현은 방

광암 환자에서 화학요법치료에 대한 좋은 반응을 예측할 

수 있는 지표가 될 수 있다는 보고도 있다.
18 또 생존율에 

아무런 영향을 미치지 못하며 다른 종양억제 유전자와 연

관해서도 생존율과 아무런 관련이 없다는 보고
10,19가 있는 

반면에 그 반대로 생존율에 좋지 않은 예후 지표로 작용한

다는 주장
20도 있다. 본 연구에서 p21 유전자의 발현양이 

7pg/ml보다 높게 발현된 환자에서 7pg/ml보다 낮게 발현된 

환자에 비하여 생존율이 높아 p21이 높게 발현될수록 예후

가 좋다고 할 수 있다.

결      론

  p21은 정상 방광 점막 조직에서는 발현되지 않고 방광암 

조직에서만 발현되었다. 방광암 조직에서는 표재성이거나 

재발이나 진행이 없을수록 침윤성이거나 재발이나 진행이 

있는 군에 비하여 유의하게 높게 발현되었고, 높게 발현될

수록 생존율이 증가하여 p21이 방광암의 진단, 재발, 진행 

및 환자의 생존을 예측하는데 유용한 지표로 사용될 수 있

을 것으로 생각한다.
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