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Objective : To evaluate the expressions of Ki-67, p53 and p21 waf1/cip1 according to the
age and the histologic type of preinvasive and invasive cervical lesions.

Material and method : Microwave-oven-processed formalin-fixed, paraffin-embedded,
cervical biopsy specimens and hysterectomy specimens were obtained from 1997 to 1998 at the
Soonchunhyang university Chunan hospital. These included 55 cervical intraepithelial
neoplasm(CIN I-III), 14 invasive squamous cell carcinoma and 3 adenocarcinoma, and
immunohistochemically evaluated by monoclonal MIB-1 antibody, monoclonal p53 antibody, and
monoclonal p21 antibody. Positive index was expressed as a percentage of strong staining cells
per 300 counted cells in evenly strong staining area.

Result : Ki-67, p53 and p21 protein were expressed in the nuclei. Ki-67 was specifically
expressed in all phases of cell cycles in proliferating cells. p21 expression was not seen in CIN
I and CIN II, but was increased with increasing histologic grade. According to the age, Ki-67
expression was significantly higher in 30≥aged group than 30≤aged group, but p53 expresson
was not significantly different according to age groups, and p21 expression was significantly
lower in 50≤aged group than 30≥aged group.

Conclusion : Conclusions of this study indicate that cell proliferating rate is higher in
young age groups than old age groups. p53 expression was not significantly different according
to age and histologic grade. These indicates that mutation of the p53 gene may be associated
with the development of cervical cancer, but not associated with the progression of cervical
cancer. Besides, p21 expression was increased in increasing histologic grade, but decreased in
old aged women. Further study of this paradoxical increase in p21 expression in cervical
carcinoma is necessary to clarify the mechanisms of p53 indepent pathway.
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I. 서 론

자궁경부암의 발생은 여러 가지 과정을 거쳐서

발생돠는 것으로 생각되며, 자궁 상피내 종양, 편평
상피내 병변 또는 이형성증으로 언급되어지는 전침

윤성 변화(preinvasive changes)와 관련되어 있다1).
이형성증은 자궁경부 침윤암에서와 마찬가지로 인

유두종 바이러스(Human papilloma virus) 감염과 밀
접한 관련이 있다2).

자궁경부암과 연관된 고 위험군의 인유두종 바이

러스는 2개의 종양단백, E6와 E7으로 암호화되어

있고, 종양억제유전인자 p53, pRB와 결합한다3,4).
p53과 결합한 E6은 직접적으로 ubiquitin–mediated

degradation을 통해5), pRB와 상호작용을 한 E7은 잠
재적 p53의 하향조절 효과자(Down stream effectors)

로 작용하여 DNA 손상이 발생한 후 G1 arrest를 막
는다. 자궁경부암에서 p53의 변이는 아주 드물게 나

타나며, p53불활성화가 암발생에 관련이 있으며,
p53의 불활성화는 이 두가지 mechanism에 의한 것

같다. 정상적인 wild type p53은 세포 증식에 관여하
여 중요한 역할을 하며, DNA손상에 반응하여 손상

된 세포의 apoptosis에도 관여한다. 세포증식에서
p53의 세포증식 억제는 wild type p53에 의해 활성화

되는 cyclin dependent kinase inhibitor인 p21waf1/cip1에
의해 중재된다. p53에 대한 많은 연구들이 이루어

졌으나, p21waf1/cp1에 대한 연구는 미진한 상태이다.
세포 증식에 관련되는 여러 가지 인자들이 국소

적으로 침윤된 자궁경부암 환자에서 예후를 평가하

는 또 다른 지표로 연구되고 있으며 그 중 Ki-67 항

원을 증식지표(proliferative index)로 scoring 하는 데
이용하고 있다6,7,8).

본 연구에서는 자궁경부상피내 종양,
침윤성 편평상피암, 자궁경부선암에서

p53, p21waf1/cip1 및 세포증식 관련 항원
(proliferation associated Ag)인 Ki-67의 발

현에 대해 알아보고자 한다.

Ⅱ. 연구 대상 및 방법

본 연구는 1997년 7월부터 1998년 6월

까지 순천향대학교 의과대학 천안병원 산부인과에

서 자궁경부 생검 또는 자궁적출술로 얻어진 자궁

경부 상피내종양(I,Ⅱ,Ⅲ) 55예, 침윤성 편평 상피암

14예, 자궁경부 선암 3예를 대상으로 하였다(Table
1).

채취한 조직을 10% buffered formalin에 24시간 고
정후 paraffin block을 만들고, 이를 6um로 절편을 만

들어 통상적인 과정을 거쳐 hematoxylin-eosin염색을
하여 조직을 판독하였다.

(1) MIB- 1, p53 및 p21 waf1/ cip1 의

면역조직화학적 염색

6 m의 paraffin 절편을 탈 파라핀후 graded alcohol
로 재함수 시켰다. 조직내의 항원을 폭로시키기 위

하여 조직을 0.1M citrate buffer(pH6.0)에 담근 후
800W의 microwave oven에 5분씩 3회 처리하였다.

그 후 실온에서 서서히 식힌 후 증류수로 3회 수세
하였다. 그 후 조직내의 내인성 peroxidase를 차단하

기 위하여 3% H2O2(in methanol)용액에 실온에서 3
분간 작용시켰다. 그후 증류수로 3분씩 3회 세척후

PBS(phosphate buffered saline : pH 7.4) 용액에 다시
세척하였다. 비특이적 조직 반응을 차단하기 위하

여 정상 rabbit 혈청에 실온에서 30분 반응 시킨 후,
조직에 있는 여분의 혈청을 제거 한 후 MIB-1(Imm-

unotech, Merseille, France), p53 (BioGenex, USA) 및
p21(Santacruz, CA, USA) 단일클론 항체에 30분간

실온에서 반응 시켰다. 그 후 PBS로 실온에서 5분씩
3회 수세 후 biotin이 결합된 goat antimouse imm-

unoblobulin(Immunotech, Merseille, France) 에 역시
실온에서 30분간 작용 시켰다. 그후 PBS로 역시 실

온에서 5분씩 3회 수세 후 strepavidin이 결합된 pero-

Table 1. Characteris tics of materia ls

Age
distribution CIN I CIN II CIN III Invasive

squamous ca. Adenoca. Total

20-29 - 2 1 1 1 5

30-39 3 6 7 2 - 18

40-49 4 4 11 3 1 23

50-59 3 2 10 5 1 21

60-69 1 - 1 3 - 5

Total 11 14 30 14 3 72
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xidase(Immunotech, Merseille, France) 에 실온에서 30

분간 반응시켰다. 이를 다시 PBS로 수세 후
diaminobenzidine(DAB)로 발색한 후 hematoxylin으로

대조 염색하였고, 이를 다시 탈수 과정과 투명과정
을 거쳐 balsam에 봉입하여 광학 현미경으로 관찰

하였다.

(2) 양성 반응 세포의 scoring 및 통계학적

검정

MIB-1, p53 및 p21 waf1/cip1 들은 핵단백질로 핵이

진한 갈색상을 보인 세포를 양성으로 판독하였다.
균일하게 강양성을 보인 부위에서 300개의 세포를

세어 이중 강양성인 세포의 수를 백분율로 환산하

여 양성지표(positive index : PI)를 표시하였다. 이들

의 통계학적 검정은 PI수치를 이용하여 student t-test
로 p값을 구하였다.

Ⅲ. 결 과

1. Ki- 67, p53 및 p21 wa f1/cip1 의 면역 조직
화학적 표출

Ki-67, p53 및 p21 단백질들은 세포핵 내에서 특

이적으로 표출되었다. Ki-67은 특이적으로 세포 분
열이 진행되고 있는 세포에 표출되었으며, 염색체

분열상은 보이지 않으나, 분열주기에 있는 세포에
서도 표출되었다. p21 자궁경부 상피내종양 I 과 II

에서는 표출되지 않았으나 자궁경부 상피내 종양

III, 자궁경부 상피내암, 침윤성 편평상피암 및 자궁

경부 선암에서는 조직학적 등급이 높아질수록 이의

표출도 증가하였다.(Fig 1∼6)

2. 연령에 따른 Ki- 67, p53 및 p21 wa f1/cip1의
발현
연령에 따른 Ki-67, p53 및 p21 의 발현은 분열기
세포를 표지하는 Ki-67인 경우 30세 이하의 연령군

에서는 positive index가 97±11.37로 30세 이상의 연
령군에 비하여 매우 높았다(P<0.005). 그러나 p53 의

발현은 각 연령군 사이에 특이한 통계적 차이가 없

었다. 반면, p21 waf1/cip1의 발현은 30세 이하의 연령

군에 비하여 50세 이상의 연령군에서 현저히 낮은
발현율을 보였다(P<0.005)(Table 2).

Fig 1. The squamous cell carcinoma in situ with
glandular involvement shows strong positive
reaction for Ki- 67(Perxidase , DAB, ×200).

Fig 2. The squamous cell carcinoma in situ with
glandular involvement shows positive reaction for
p53(Peroxidase , DAB, ×200)

Fig 3. The squamous cell carcinoma in situ with
glansular involvement shows positive reaction for
p21waf1/cip1(peroxidase, DAB, ×200).
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Table 2. Express ion of Ki- 67, p53 and p21waf1/cip1
according to the age by positive Index

Age(years) Ki-67 p53 p21

20-29 97±11.37* 29±7.91 34.67±3.31

30-39 27.35±5.39 17.48±3.40 4.17±0.17

40-49 29.32±3.32 20.21±7.35 15.65±5.33

50-59 45.07±9.61 27.79±6.65 6.71±1.33

60-69 36.15±4.64 25.00±8.68 5.38±0.17

3. 조직학적 등급에 따른 Ki- 67, p53 및 p21
의 발현

Ki-67은 조직학적 등급이 낮은 자궁경부 상피내
종양 I에서는 9±1.76으로 자궁경부 상피내 종양 II

이상의 조직학적 등급과 비교할 때 통계적으로 유

의성 있게 낮은 발현율을 보였다.(P<0.005)

p53의 발현은 자궁경부 상피내 종양 I, II, III 및
침윤성 편평상피암에서 각각 12±1.98, 8.46±0.25,

12.07±4.26, 10.87±2.41으로 통계학적으로 유의성
이 없었다. 그러나 자궁경부 선암의 예에서는 22.34

±4.95으로 자궁경부 상피내 종양 I과 비교할 때 높
게 나타났으나 통계학적 유의성은 없었다.

p21 waf1/cip1의 발현은 자궁경부 상피내 종양 I과 II
에서는 발현이 관찰되지 않았으나, 자궁경부 상피

내 종양 III, 침윤성 편평상피암 및 자궁경부 선암에
서 각각 8.51±2.46, 24.75±6.57 및 25.75±14.75의

positive index를 보여 조직학적 등급이 높아질수록
발현율의 증가를 보였다(Table 3).

Table 3. Express ions of Ki- 67, p53 and p21
according to the his tologic types by positive
Index

Histologic
diagnosis Ki-67 p53 p21

CIN I 9±1.76 12±1.98 -

CIN II 31.33±8.79 8.46±0.25 -

CIN III 31.57±8.34 12.07±4.26 8.51±2.46

Invasive ca. 36.88±12.56 10.87±2.41 24.75±6.57

Adeno ca. 34.33±9.59 22.34±4.95 25±14.75

* mean ± standard deviation

Fig 4. Invasive sqamous cell carcinoma,
non- kera tinizing type , shows strong positive
reaction for Ki- 67, in some of the nuclei of the
cells (Peroxidase, DAB, ×200).

Fig 5. Invasive sqamous cell carcinoma,
non- kera tinizing type , shows strong positive
reaction for p53, in some of the nucle i of the
cells (Peroxidase, DAB, ×200).

Fig 4. Invasive sqamous cell carcinoma,
non- kera tinizing type , shows strong positive
reaction for p21waf1/cip1, in some of the nucle i of
the ce lls (Peroxidase , DAB, ×200).
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Ⅳ. 고 찰

p53 유전자는 염색체 17p13.1 위치에 존재하며

종양억제 역할을 하는 것으로 알려져 있으며9)다른
세포 주기 조절 유전자의 전사(transcription)를 자극

하여 세포 증식을 조절하는데 관여한다10). 정상적인
wild type p53을 가진 세포는 비정상적인 DNA가 복

구되는 동안 세포주기 진행 중 G1기부터 S기까지의
진행을 지연시킬 수 있다. 그러나 불활성화 또는 돌

연변이 된 p53은 비정상적인 DNA의 복제를 방지하
지 못하여 암 발생을 가능케한다. p53 유전자의 변

이가 암 발생에 관여하는 흔한 단일 유전자 변이이

며11,12,13), 대부분의 변이는 p53을 안정화 및 축적시

키는 point mutation이다14). p53의 불활성화는 다음 3
가지 기전으로 발생한다고 추정되며 1) somatic

point mutation15), 2) loss of heterozygosity16), 3) 인유
두종 바이러스 감염 등이다. 그러나 고위험군의 인

유두종 바이러스가 발견되는 자궁경부암에서는 E6
종양단백이 p53과 결합하여 ubiquitin mediated

degradation을 통해서 불활성화되며 E7종양단백은
pRB와의 상호 작용으로 잠재적 억제 효과자

(suppresor effector)로 작용하여 p53을 불활성화 시키
는 것으로 추정된다. 그러므로, 인유두종 바이러스

를 포함하지 않는 세포들은 돌연변이 된 p53 유전
자를 갖게되어 p53 발현이 높은 반면 고위험군의 인

유두종 바이러스를 포함하고 있는 자궁경부암 세포

에서는 p53 단백 발현이 낮게 나타난다22). 자궁경부

암에서 p53 유전자의 변이는 0-8% 정도 매우 드문
일이라는 보고가 많으며17-21), Kurvien등은 전침윤 자

궁경부 병변(preinvasive cervical lesion)에서 아무런
p53 변이를 발견하지 못했다고 보고하였다17). 많은

면역조직화학적분석에 의한 연구에서 p53 표출율은
전침윤 병변에서는 0-83%, 침윤성암에서는 4-100%

로 큰 변이도를 보였는데23-28), 이는 사용한 항체, 고
정액, 면역조직화학분석방법 및 서로 다른 양성 역

가의 적용에 의한 것으로 보인다. 자궁경부암에서
는 다른 암에서와 다르게 진한 양성반응을 보이는

핵 염색이 드물다. 이와같이 자궁경부 이형성증이
나 침윤암에서 p53의 표출이 낮은 이유는 wild type

p53이 아주 짧은 반감기를 갖기 때문이며8,29), 인유
두종 바이러스의 E6 종양단백의 발현이 p53 파괴를

가속화시키는 것으로 보인다.

분화의정도 또는 혈관 침습 등과 같은 조직학적

소견이 자궁경부암에서는 예후 인자로 인식되어 왔

으나 젊은 연령의 환자군에서는 반드시 일치하지

않을 수도 있다30,31,32). 젊은 연령군의 환자에서 침윤

성 자궁경부암의 발생빈도와 사망률이 증가하고 있

는 추세이나 생존율에 나이가 어떤 영향을 미치는

지는 논란이 많다33,34,35). 일부 보고에서는 국소적으
로 침윤된 젊은 연령의 환자군에서 5년 생존율이

50-70%로서 나쁜 예후를 보인다고 하며34,35,36), 또 다
른 보고에서는 연령에 따른 예후는 차이가 없다고

하였다32,37,38). 세포증식과 관련된 Ki-67 항원의 표출
에 대한 연구에서는 증식하고 있는 세포의 핵 내에

서 non-histone protein과 반응하는 항체인 MIB-1 단
일 클론 항체를 이용하여 면역조직화학적방법으로

연구할 결과 MIB-1 발현 정도와 종양의 성격 사이
에는 관련이 있다고 하였으며, 이는 MIB-1 index가

결합 조직질환, 임파 증-식 질환 및 자궁경부암을
포함한 일부 암에서 유용한 예후 인자의 하나가 될

수 있다는 것을 암시해준다고 하였다39,47). 젊은 연령
의 환자군에서는 높은 연령의 환자군에 비해서 더

높은 세포증식 지표(proliferative index)를 보이고 임
파절 전이도 더 흔히 발생하는 것으로 보아 세포증

식항원 Ki-67의 표출 정도가 생물학적 공격성
(biologic aggressiveness)을 암시해 준다고 하였다48).

cyclin-CDK inhibitory protein의 발견은 세포증식
을 조절하는 과정에서 새로운 물질로 등장했으며,

DNA 손상에 대한 세포 반응, 분화, contact inhibiti-
on, 노쇠, 성장억제신호에 대한 반응, 종양화의 억제

등 여러 생리적 과정에 관여한다고 한다. 이 CDK
inhibitor는 cyclin-CDK 복합체의 kinase 활성을 억제

하여 세포주기 transition에 필요한 인산화(phospho-
rylation)를 방해한다. 이들 negative regulatory protein

중 첫 번째로 확인된 것이 cyclin-CDK 복합체와
DNA 복제 억제 물질인 p21waf1/cip1 단백질이다49-53).

DNA 손상이 있은 후 p53 dependent p21 induction이
발생하여 세포주기를 정지시키나 p53과 무관한

p21induction역시 세포 분화기에서 세포분열을 억제하
는 것으로 알려졌다54,55,56). 종양 억제 유전자 p53에

의한 직접적인 전사 유도(transcriptional induction) 외
에도 wild type p53 없이 여러 가지 물질에 의한 p21

induction이 보고되고 있으며, 이들 물질로서는
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PDGF, FGF, okadaic acid, butyric acid, retionic acid,

vitamine D3, TPA, G-CSF, IL-6, INF-γ 및 TGF-β
등이 있다57-62). 또 DNA 손상 후 wild type p53에 의

한 p21 활성화 외에도 MAP kinase signal transduction
pathway 활성화에 의한 p53 independent p21 inducton

기전도 발표되었다63,64). p53 의존성 p21waf1/cip1의 상
호 연관 표출이 유방암, astrocytoma, olfactory

neuroblastoma, 갑상선암, 난소암, 대장암 등에서 나
타나기는 하지만 p53과는 무관하게 독럽적으로

p21waf1/cip1의 표출이 폐암, 췌장암, 일부 난소암, 대장
암 등에서 발견되었다65-71). 이는 종양의 종류에 따

라서 p21waf1/cip1의 활성화 기전이 다를 수 있다는 것
을 예측케 한다. p53의 불활성화로 p53의 발현이 감

소함에도 불구하고 편평세포암에서 p21waf1/cip1가 역
설적으로 증가(paradoxical increase)되는 현상은 말

단 분화 세포(terminally differentiated cell)의 존재에
기인한 것 같다72). 종양은 많은 세포군 즉, 증식 세

포군과 말단 분화 세포군을 갖고있기 때문에 증식

세포군과 말단 분화 세포군 모두가 증가하며 이 사

실은 종양에서 p21waf1/cip1과 Ki-67 항원의 상호 독립
적인 표출을 설명하고 있다. 대장암은 말단 분화 세

포군이 거의 없으므로 p21waf1/cip1의 표출이 적은 반
면 유방암에서는 말단 분화 세포가 많으므로

p21waf1/cip1 표출이 증가된다고 보고하였다65-71,73,74,75).
그러나, 현재까지 종양에서 p21waf1/cip1의 표출증가에

대한 설명이 만족스럽지는 못하므로 이 현상을 설

명하는데 더 많은 연구가 필요할 것으로 사료된다.

V. 결 론

1997년 7월부터 1998년 6월까지 순천향대학교 의

과대학 천안병원 산부인과에서 자궁경부 생검 또는

자궁적출술로 얻어진 자궁경부 상피내종양(I,II,III)

55예, 침윤성 편평 상피암 14예, 자궁경부 선암 3예
를 대상으로 연령, 조직학적 등급에 따른 면역조직

화학방법을 이용한 Ki-67과, p53 및 p21waf1/cip1 표출
에 대한 연구에서 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. Ki-67은 특이적으로 세포분열이 진행되고있는 세

포에 표출되었으며, 세포분열상이 보이지 않더라

도 세포분열주기에 있는 세포에서도 표출되었다.
연령에 따라서는 30세 이하의 연령군에서는

positive index가 97±11.37로 30세 이상의 연령군
에 비하여 매우 높았다(p〈0.005). 또한 조직학적

등급에 따가서는 등급이 낮은 자궁경부 상피내

종양 I에서는 9±1.76으로 자궁경부 상피내 종양

II 이상의 등급에 비해 통계적으로 유의성 있게
낮은 발현율을 보였다(p<0.005).

2. 연령군에 따른 p53의 발현은 각 연령군 사이에

특이한 통계적 차이가 없었으며 조직학적 등급에

따라서도 자궁경부 상피내 종양 I, II, III 및 침윤

성 편평상피암에서 각각 12±1.98, 8.46±0.25,
12.07±4.26, 10.87±2.41으로 통계학적 유의성이

없었다.

3. p21waf1/cip1는 연령에 따라서는 30세 이하의 연령군
에 비하여 50세 이상의 연령군에서 현저히 낮은

발현율을 보였으며 조직학적 등급에 따라서는 자

궁경부 상피내종양 I과 II에서는 표출되지 않았으

나, 자궁경부 상피내 종양 III, 침윤성 편평상피암
및 자궁경부 선암에서 각각 8.51±2.46, 24.75±

6.57, 25.75±14.75의 positive index를 보여 조직학
적 등급이 높아질수록 발현율이 증가하였다.

결론적으로 세포증식항원 ki-67의 표출이 30세

이하의 연령군에서 30세 이상의 연령군에 비해 높
다는 것은 젊은 여성에서 자궁경부암의 예후가 더

불량할 것이라고 예측하게 하며 p53의 표출이 연령
및 조직학적 등급에 따라 유의한 차이가 없다는 것

은 p53의 변이가 자궁경부암의 발생과는 관련이 있
으나 암의 진행과는 관련이 없다는 것을 지적하고

있다. 또한 p21waf1/cip1의 표출이 p53의 발현과 무관하
게 조직학적 등급이 높아질수록 증가한다는 현상,

즉 p21waf1/cip1의 역설적 증가(paradoxical increase)는
말단 분화 세포 증식 또는 노화 세포의 증가에 의한

것으로 설명하고 있으나 앞으로 이 p21waf1/cip1의 역
설적증가에 대하여 더 많은 논의와 연구가 필요할

것이다.
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