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Clusterin (CLU)은 사람에서 apolipoprotein J, 보체분해억제

제 (complement lysis inhibitor), SGP-2, SP 40-40, gp80, T54,

TRPM2 등의 다양한 이름을 가진 단백질로 세포응집, 보체

억제와 지질의 수송, 면역조절, 정자의 성숙, 상피세포분화

그리고 세포고사 등 여러 생화학적 과정에 관여한다.
1-4

전립선암에서는 clusterin이 세포고사의 억제자로 tumor

necrosis factor-alpha같은 세포고사의 자극에 대해 보호하는

역할이 있고
5
유방암의 진행을 예측할 수 있는 인자이다.

6,7

또한방광이행상피세포암종과관련해서는 clusterin mRNA의

발현이 병리학적 병기 및 조직학적 분화도와 연관성이 있

고 발현 정도가 강할수록 환자들의 생존율이 낮아졌다는

보고가 있다.
8-10

본 연구에서는 방광암 조직에서 clusterin 단백의 발현 양

방광 이행상피세포암종에서 Clusterin 단백의 발현과 세포고사

Clusterin Expression and Apoptosis in Transitional Cell
Carcinoma of the Bladder
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Purpose: The clusterin expression has been associated with tumorigenesis
of various malignancies, including tumors of the prostate, colon and
breast. Furthermore, the expression of clusterin is modulated by many
factors that are believed to regulate tumor growth and apoptosis. We
studied the clusterin expression in transitional cell carcinoma (TCC) of the
bladder and we investigated its correlation with apoptosis.
Materials and Methods: Eighty five bladder tumor specimens from radical
cystectomy or transurethral resection were subjected to immunohisto-
chemical clusterin staining with Ig G clusterin Ab. We examined the
immunohistochemical localization of clusterin, and this was followed by
TUNEL staining to detect the apoptotic cells. After double-staining with
Hoechst 33258, we detected the apoptotic cells under a fluorescence micro-
scope and we calculated the apoptotic index.
Results: Invasive TCC showed a stronger positive expression of clusterin
as compared with superficial TCC, but the positivity of the clusterin
expression was not in proportion to the tumor grade. The apoptotic indices
of cancer were 0.52±0.28%, 0.30±0.16% and 0.17±0.11% in Grade I,
Grade II and Grade III superficial TCC, respectively, and it was 0.23±
0.13% in Grade III invasive TCC. Apoptotic cells were not detected in the
cancer cells stained with clusterin. Conversely, clusterin was not expressed
in the cells showing apoptosis.
Conclusions: These results suggest that clusterin could be used as a
marker to provide prognostic information for the TCC patients. The
apoptotic index revealed that apoptosis and the clusterin expression have
correlation with transitional cell cancer. Further study will be needed to
clarify the role of clusterin as a therapeutic target for cancer treatment.
(Korean J Urol 2007;48:402-407)
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상이 병리학적 병기 및 조직학적 분화도와 상관관계와 개

별 방광이행상피세포암종 세포에서 면역화학염색법 등을

통하여 세포고사와 clusterin 표현과의 관계를 확인하여 방

광암에서 세포고사 억제자로서 clusterin의 역할 및 작용기

전을 알아보고자 하였다.

대상 및 방법

본원에서 방광암으로 진단받고 경요도적방광절제술 또는

근치적방광절제술을 시행받은 환자 중 표재성 53례, 침윤

성 33례의 조직을 재료로 사용하였다.

1. Clusterin 염색

고정된 방광 조직은 탈수 과정을 수행한 후 파라핀으로

포매하였다. 5μm 두께로 파라핀 절편을 만든 후 xylene으

로 파라핀을 제거한 다음 면역조직화학염색을 시행하였다.

비특이적 염색을 방지하기 위하여 goat normal serum으로

30분간 상온에서 반응시켰다. 일차항체로 mouse monoclonal

anti-mouse clusterin (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,

USA)을 1:100으로 희석시켜 1시간 동안 37
o
C에서 반응시켰

다. PBS로 5분씩 3회 세척하고 이차항체인 biotinated goat

anti-mouse IgG (Dako Cytomation, Glostrup, Denmark)에 20분

동안 반응시켰다. Phosphate buffered saline (PBS)로 5분씩 3

회 세척 후 peroxidase-conjugated streptavidin (Dako Cytoma-

tion, Glostrup, Denmark)을 20분간 반응시키고, PBS에 5분

동안 3회 세척하였다. Amino ethyl carbazol (AEC)로 2분간

발색시킨 다음 물로 세척하였다. Mayer's hematoxylin으로

2분간 대조 염색한 뒤, crystal mount로 봉입하여 광학현미

경하에서 관찰하였다. Clusterin의 발현 정도는 음성, 25%

미만으로 염색된 경우는 약양성 (1+), 50% 미만인 경우는

중등도 (2+), 50% 이상인 경우는 강양성 (3+)으로 분류하

였다. 방광이행상피세포암 조직에서 병리학적 병기와 조직

학적 분화도에 따른 clusterin 발현 정도를 비교 조사하였다.

2. TUNEL 염색

방광암 조직에서 세포고사를 확인하기 위하여 in situ

apoptosis detection kit, fluorescein (ApopTag; Roche)을 사용

하여 TUNEL 염색을 시행하였다. 방광암 조직에서 TUNEL

염색을 시행하기 위하여 먼저 파라핀으로 포매된 조직을

5μm 두께로 파라핀 절편을 만든 후 xylene으로 파라핀을

제거하고 알코올로 탈수한 다음 enzyme solution과 label

solution을 1:50의 비율로 45분간 형광 발색하였다. 발색이

종료되면 PBS로 세척하고 Hoechst 33258로 2차 염색한 후

counting media로 봉입하고 형광현미경하에서 관찰하였다.

방광암 조직에서 세포고사의 정도를 관찰하고 각각에서 세

포고사인자를 구하여 방광암에서 병기와 분화도에 따라 세

포고사인자의 차이가 있는지를 조사하였다. 세포고사인자

의 측정은 3군데의 고배율 시야에서 측정한 전체 세포수에

대해 TUNEL 염색에 양성인 세포수의 백분율로 하였다.

3. 다중형광염색

방광이행상피세포에서 cluterin과 세포고사의 발현관계를

비교하고자 다중형광염색방법을 시행하였다. 슬라이드에

부착된 세포는 무수알코홀로 고정한 후 PBS로 세척하고 비

특이적 염색을 방지하기 위하여 protein blocking agent

(PBA)로 2% BSA를 상온에서 10분간 처리하였다. 본 실험

에서 사용한 일차 항체들은 mouse monoclonal anti-mouse

clusterin 항체들로서, 1:100으로 희석시켜 1시간 동안 37
o
C

에서 반응시켰다. PBS로 5분씩 3회 세척하고 이차항체인

biotinated goat anti-mouse IgG를 1:200으로 희석하여 37
o
C에

서 1시간 반응시킨 후 PBS로 5분씩 3회 세척하였다. 이후

fluorescence로 30분간 발색하고 세척한 후, mounting medium

(Dako Cytomation, Glostrup, Denmark)로 봉입하여 형광 현미

경하에서 관찰하였다. 그런 다음 고사세포를 이중으로 염

색하기 위해 TUNEL 염색을 시행하였다. 이후 발색이 종료

되면 PBS로 세척하고 Hoechst 33258로 3차 염색한 후

counting media로 봉입하고 형광현미경 하에서 관찰하였다.

Hoechst 33258로 염색된 세포를 관찰하기 위하여 형광현

미경의 UV filter를 사용하여 조직 전체의 모든 세포를 파란

색으로 관찰하고, clusterin이 발현된 세포는 texas red filter

로 확인하면 빨간색으로 관찰되며, 조직 내 세포고사가 일

어난 세포는 FITC filter에서 초록색으로 관찰되었다. 파랑,

빨강, 초록의 세 가지 색으로 염색된 세포들의 이미지를 합

성한 후 clusterin의 발현과 세포고사의 관계를 분석하였다.

4. 통계적 분석

통계학적 방법으로 표재성과 침윤성 방광암의 clusterin 발

현의 차이는 Fisher's exact test를 이용하였고, 표재성 방광암

에서 분화도에 따른 세포고사 지수의 차이는 Kruskall-Wallis

검정을 사용하였다. 각각의 통계학적 분석은 p값이 0.05 미

만인 경우에 유의한 것으로 판정하였다.

결 과

1. 방광이행상피세포암종 조직에서 Clusterin 발현

(Fig. 1)

표재성 방광암에서는 clusterin 염색의 정도가 17례에서
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(－), 15례에서 (1+), 21례에서 (2+)로 나타났으나, 침윤성

방광암 조직에서는 4례에서 (－), 9례에서 (1+), 12례에서

(2+), 8례에서 (3+)으로 나타나 병리학적 분류에 따른 표

재성과 침윤성 방광암 간에 clusterin의 발현 정도의 차이는

통계적으로 유의하였다 (p＜0.05) (Table 1). 표재성 방광암

내에서 조직학적 분화도에 따른 염색의 강도는 통계적으로

유의하지 않았고 (p=0.242), 침윤성방광암 내에서 grade III

가 30례로 다른 분화도에 비해서 상대적으로 그 수가 월등

히 많아 통계적인 평가가 어려웠다.

2. 방광이행상피세포암 조직에서 세포고사 확인

TUNEL 염색을 통하여 방광이행상피세포암 조직에서 세

포고사를 조사한 결과 일부세포에서 세포고사가 일어났다.

세포고사 지수는 총 37명의 방광이행상피세포암 환자의 조

직에서 측정이 가능하였다. TUNEL염색의 이중염색의 영

향으로 인한 clusterin이나 대조염색의 Hoechst의 영향으로

그 signal이 중복되어 나타나는 경우는 제외하였다. 분화도

에 따른 세포고사 지수는 표재성 방광암 조직 22례 중 분화

도 I, II, II에서 각각 0.52±0.28%, 30±0.16%, 0.17±0.11%로

통계적으로 유의한 차이를 보였다 (p＜0.05). 침윤성 방광암

조직 15례는 모두 분화도 III였고 세포고사 지수는 0.23±

0.13%였으나 다른 조직학적 분화도를 가진 조직이 없어 통

Fig. 1. The expressions of clus-

terin in bladder cancer specimens

with the degree, from negative (A)

to 3+ (D).

Table 1. Correlation of the clusterin expression with the tumor grade

Degree of clusterin expression

－ 1+ 2+ 3+ p-value

Superficial (n=53) 17 15 21 0.242

Grade I (n=15) 6 4 5

Grade II (n=31) 10 10 11

Grade III (n=7) 1 1 5

Invasive (n=32) 4 9 11 8 0.590

Grade I (n=1) 0 1 0

Grade II (n=1) 1 0 0

Grade III (n=30) 3 8 11 8

*p＜0.05 between superficial and invasive group by Fisher's exact

test. 1+: ＜25% cells stained, 2+: ＜50% cells stained, 3+: ≥

50% cells stained

Table 2. Apoptotic indices of transitional cell carcinoma of the
bladder

Apoptotic index

Superficial* (n=22) Invasive (n=15)

Grade I 0.52±0.28%

Grade II 0.30±0.16%

Grade III 0.17±0.11% 0.23±0.13%

Each index is expressed in mean±SD. *p＜0.05 by Kruskall-

Wallis test
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계적 분석이 불가능하였다 (Table 2).

3. Clusterin 발현과 세포고사의 관계

Clusterin 발현과세포고사와의 관계를 알아보기위하여이

중염색을시행한결과일부세포에서는 clusterin과 TUNEL에

동시 염색되는 경우도 있었으나 이는 한 clusterin 또는 대조

염색인 Hoechst염색에 의한 signal이 강하게 나타나 중복염

색으로생각되었다. 명암을조절하거나개개세포에서 clusterin

발현이 확실한 세포질염색의 세포들을 기준으로 확인한 결과

clusterin이 발현된 세포들에서는 TUNEL에 의해 염색되지 않

았다. 역으로 TUNEL 염색이 양성인 세포고사가 일어난 세

포에서는 clusterin 발현이 없었다 (Fig. 2).

고 찰

Clusterin은 449개아미노산으로구성된분비형 heterodimeric

이황화물결합 당단백 (disulphide-linked glycoprotein)으로 거의

모든동물의조직및체액에존재하며 세포고사, 세포주기 조

절, DNA 복구, 세포부착, 조직 리모델링, 세포막 재생, 면역

체계 조절 등 다양한 기능이 있다. 하지만 종양과 clusterin

의 상관관계는 일정하지 않아 유방암,
10
폐암,

11
대장암

12
에

서는 clusterin의 발현이 증가하고 췌장암
13
에서는 발현이 감

소하였으나, 전립선암
14-16
에서는 상반되는 보고가 있다.

Clusterin은 55kDa의 비당화 (non-glycosylated) 핵형 clus-

terin인 nuclear clusterin (nCLU)과 40kDa의 당화 분비형

clusterin인 secretory clusterin (sCLU)의 두 아형이 있다. 종양

세포 생존은 sCLU의 과발현과 nCLU의 손실과관련되어 있

고, 분화도가 나쁘고 전이가 될수록 nCLU에서 sCLU으로

변화한다는 연구가 있어 앞에서 언급된 clusterin의 상반된

기능을 설명하기도 한다.
17
그러나 아직 세포 주기에 있어

clusterin의 역할에 대해서는 추가적인 연구가 필요하다.

방광암 조직에서는 clusterin의 발현에 관한 연구는 많지

않은데 Kruger 등
10
은 132례의 침윤성 방광이행상피암종의

25%에서 clusterin 발현 양성을 보였다고 보고하였고 Miyake

등
8
은 89례의 방광이행상피암종 연구에서 침윤성 암에서

표재성 암보다 clusterin 발현이 4배 이상 높다고 보고하였다.

국내의 연구에서도 침윤성으로 진행될수록 clusterin의 발현

이 강하게 나타났다.
18
본 연구에서도 기존의 보고처럼 침윤

성 암에서 clusterin 발현이 표재성 암보다 그 수가 많고 발

현 정도도 강하게 나타났다. 그리고 clusterin은 주로 세포질

에서 나타나 앞서 설명한 두 아형의 clusterin 중 cyto-

protective한 아형인 sCLU의 발현일 것으로 생각한다.

Clusterin 발현의 증가와 방광암의 악성도 증가의 연관성

은 대체로 clusterin의 cytoprotective 특성인 항고사효과와 관

련 있다고 추정하고 있다. 이 같은 특징은 전립선암이나 유

방암 조직에서도 관찰된 바 있다.
19,20
현재까지 clusterin이

항고사 작용을 하는 분자단계 (molecular level)에서의 정확

한 기전은 아직 밝혀지지 않았으나, clusterin을 전달감염

(transfection) 시킨 인체 신장암 세포에서 clusterin의 과도발

현이 Fas 관련 세포고사 신호전달체계에 저항한다는 연구

가 있고,
21
인체방광암 모델 실험에서도 clusterin의 발현이

방광암의 진행이나 림프선 전이와 연관성을 근거로 세포단

계의 운동성 (motililty)이나 침윤성 (invasive ability)과 관련

이 있을 것으로 추정하고 있다.
9

방광암 조직에서 clusterin의 강한발현을 보인 경우에 술

후 재발이 많고, 재발하지 않은 생존율이 낮음을 보고하면

서 이런 환자에서는 술 후 강력한 (aggressive) 보조적 치료

가 필요하다는 보고
8
에서처럼, 향후 더 많은 연구가 이루어

지면 clusterin의 발현 정도가 임상적인 예후를 예측하고 치

료를 결정하는 중요한 수단 중의 하나가 될 수 있을 것으로

Fig. 2. The clusterin expression is shown (A) and the same slide stained with TUNEL assay (B). Cells stained with clusterin are not stained

with TUNEL (C).
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생각한다.

세포고사는 이를 활성화시키는 다양한 인자 (TNF, Fas

ligand, p53)와 억제시키는 인자 (growth factors, bcl-2)들의

상호작용에 의해 조절되며 TUNEL염색법으로 측정할 수

있다. 세포고사에서 clusterin이 항세포고사의 역할은 아직

불분명하다. Criswell등
22
은 유방암 세포인 MCF-7과 대장암

세포인 HCT 116에서 p53이 sCLU를 억제한다고 보고하였

다. 본 연구에서도 clusterin과 TUNEL염색을 동시에 시행한

결과 clusterin 발현이 되는 세포들은 TUNEL에 염색되지 않

았고 역으로 TUNEL에 염색되는 세포들은 clusterin 염색이

되지 않았다. 이는 곧 clusterin이 항세포고사의 역할을 갖는

것을 간접적으로 보여주는 결과라고 생각한다.

본 연구에서는 세포고사의 정도를 세포고사 지수를 사용

하여 조직학적 분화도와의 관계를 알아보았는데 침윤성 방

광암 조직에서는 분화도 I과 분화도 II의 조직이 1례씩이었

고 TUNEL염색이 양성으로 나타나지 않아 연관성을 분석

할 수 없었다. 그러나 표재성 방광암 조직에서는 조직학적

분화도가 높을 수록 세포고사 지수는 낮아지는 상관관계를

확인하였다.

하지만 sCLU과 nCLU의 cell cycle과 세포고사에서의 명

확한 역할에 대해서는 좀 더 많은 연구가 필요할 것으로

생각한다.

결 론

Clusterin은 방광 이행상피세포암종에서 침윤성 암종이

표재성 암종에 비해 발현이 유의하게 증가하였다. 조직학

적 분화도가 나쁠수록 항고사인자인 clusterin의 발현이 증

가하고 또 전체세포 중 세포고사를 일으키고 있는 세포의

백분율은 감소하여 clusterin이 세포고사의 억제자로 작용하

고 있을 것으로 생각한다. 앞으로 clusterin의 세포고사의 역

할에 대한 더욱 다각적인 연구와 두 아형의 개개의 역할에

대한 규명에 대한 연구가 필요할 것으로 생각한다.
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