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  목적：본 연구의 목적은 장액성 상피성난소암 조직에서 Toll-like receptor 4 (TLR-4)의 발현을 보고자 하였다.
  연구 방법：동결보존 된 9개의 정상난소 표본조직과 24개의 장액성 상피성난소암 표본조직에서 각각 TLR-4의 mRNA 
발현을 정량적으로 분석하기 위해 real-time quantitative RT-PCR 방법을 사용하였다. 또한 각각 3개씩의 파라핀 조직절편을 

이용하여 TLR-4 단백질에 대한 면역조직화학염색을 시행하였다. 
  결과：면역조직화학염색 결과 정상난소조직에서는 상피세포와 기질세포에서 각각 TLR-4 단백질이 발현되었으나, 난소

암 조직에서는 발현되지 않았다. TLR-4 mRNA의 발현은 정상난소조직과 상피성 난소암조직 모두에서 관찰되었으나, 난소

암조직에서 정상난소 조직에 비하여 유의하게 낮게 발현되었다(p=0.0003). 난소암 환자의 임상변수와 TLR4 mRNA의 발현 

사이에는 유의한 상관관계를 보이지 않았으나 grade가 낮거나(p=0.075) 림프절 전이가 없는(p=0.068) 종양에서 TLR-4 mRNA
의 발현이 더 증가하는 경향을 보였다. 
  결론：장액성 상피성난소암조직에서 TLR-4 mRNA는 정상난소 조직에서보다 유의하게 낮은 발현을 보였고 난소암에서 

TLR-4 signaling의 역할에 대한 추가연구가 필요할 것으로 보인다.

  중심단어：Toll-like receptor 4, 장액성 상피성난소암

서   론

  만성염증은 종양의 발생과 진행에 있어 중요한 환경인

자의 하나로 인식되고 있다.1,2 대장의 만성염증성질환인 

궤양대장염(ulcerative colitis) 환자에서 대장암의 발생위

험은 10배에 이른다고 알려져 있다. 또한 만성간염이 간

암의 위험인자라는 것은 잘 알려져 있고,3 난소에 염증성 

환경을 유발하는 난소 자궁내막증 환자는 난소암에 이환 

될 가능성이 있다고 되어있다.4-6 이에 대한 기전으로 염

증세포가 cytokine이나 chemokine을 생성함으로써 암을 

유발하는 기전에 대해서는 점차 많이 알려지고 있다.1 

  적응면역(adaptive immune system)은 종양의 성장을 억

제하지만, 선천면역(innate immune system)은 inflamma-
tion-dependent 기전으로 종양의 성장을 유도한다고 생각

되어지고 있다.1,7 대식세포(macrophage)와 같은 선천면

역세포에 의해 세균 또는 바이러스의 생산물이 인지될 

경우에 종양의 진행과 관련한 염증반응을 유도할 수 있

다.3 하나의 예로 수술 후 세균감염이 일어난 경우에 종

양의 성장이나 전이가 발생한다는 사실은 동물실험에서 

관찰된 바 있다.3

  Toll-like receptor (TLR)는 type I transmembrane sign-
aling molecule로 선천면역을 담당하는 세포에서 주로 발

현되어 있다. 이 세포에서 TLR은 미생물의 특이적인 구

조를 인식해서 면역반응을 일으키는 신호를 전달한다. 
Toll은 원래 초파리의 발생과정에 관여하는 유전자로 처

음 클론닝이 되었으나, 이후 여러 연구를 통하여 초파리

의 선천면역반응에도 관여한다는 사실이 알려졌다.8 이
런 새로운 연구결과를 바탕으로 포유류에서도 Toll과 유

사성을 가지는 유전자를 찾게 되었고, 그 결과 1997년에 

최초로 사람에서 TLR을 클론닝 하게 되었으며, 그 후 지

금까지 총 13종류의 TLR유전자가 발견되어 TLR family
를 이루고 있다.9 TLR family에 속하는 분자는 일반적으

로 extracellular region에 leucine-rich repeat (LRR) motif
가 있고 IL-1 수용체와 비슷한 cytoplasmic domain이 존
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재한다. TLR은 extracellular domain을 통해서 pathogen- 
associated molecular patterns (PAMPs)을 인식하며 그 결

과 선천면역세포에서 염증성 세포 활성화를 유도하게 

된다.10 TLR의 신호전달은 nuclear factor κB (NF-κB)와 

extracellular signal-regulated kinase (ERK)/c-Jun-NH2- 
kinase (JNK)/p38 등을 활성화시킴으로써 여러 면역과 

관련된 단백질을 조절한다고 알려져 있다.11

  TLR-4는 그람음성세균의 세포막에 발현되는 lipo-
polysaccharide (LPS)의 수용체로 작용하며,12 LPS를 인

지하면 MyD88과 NF-κB의 활성화를 통해서 IL-6, TNF-
α, IL-12와 같은 proinflammatory cytokine을 생산할 수 

있다. 그람음성세균, LPS, TLRs, TNF-α, NF-κB 등과 

염증과의 관계는 잘 규명되어있으나, TLR과 암과의 관

련성은 아직은 확실히 규명되어 있지 않다. 
  TLR의 발현과 암과의 관련성에 대해서는 아직 많은 

연구가 이루어지지 않았지만, 전립선암,13 위암,14 폐암,15 
그리고 유방암에서16 TLR의 발현에 대해 보고된 바 있

다. Schmausser 등은 정상 위점막세포와는 달리 위암세

포나 그 전구세포에서 TLR-4와 TLR-5의 발현이 증가되

었다고 보고하였다.14 Kelly 등은 처음으로 상피성 난소

암에서 TLR-4의 발현을 보고하였고 난소암 세포가 선천

면역세포와 비슷하게 proinflammatory cytokine을 생산하

여 결과적으로 암세포의 성장과 생존에 도움을 받는다

고 하였다.17 
  이에 저자들은 정상난소조직과 장액성 상피성난소암

조직에서 TLR-4의 발현을 비교하고자 하였다. 

연구 대상 및 방법

  1. 연구대상

  Quantitative real time RT-PCR (qRT-PCR)을 위해서 기

관윤리위원회의 승인 후 얻어진 24개의 장액성 난소암

의 동결보존 조직을 이용하였다. 실제 암세포의 분포를 

확인하기 위해 H&E 염색을 시행하였으며, 8명(33.3%)
에서 90% 이상, 7명(29.2%)에서 70% 이상, 5명(20.8%)
에서 50% 이상, 그리고 4명(16.7%)에서는 30% 이상 암

세포가 존재함을 확인하였다. 대조군으로는 양성 자궁

질환으로 수술을 시행하는 중에 난소절제를 시행했던 

환자로부터 얻어진 정상난소상피조직의 동결보존절편

을 이용하였다(9개). 모든 조직은 삼성서울병원에서 수

술을 시행 받은 환자들로부터 얻었다.
  난소암 환자의 병기는 각각 IIc가 1명(4%), IIIb가 3명
(12.5%), IIIc가 17명(70.8%) 그리고 IV가 3명(12.5%)이었

다. Grade 1-2는 4명(16.7%)이었고 3은 20명(83.3%)이었다. 

  2. Quantitative real-time RT-PCR (qRT-PCR, 정량 역

전사 폴리메라아제 연쇄반응)

  정상난소조직과 장액성 상피성난소암 환자에서 얻어

진 표본 조직에서 각각 TLR-4의 mRNA 발현을 정량적

으로 분석하기 위해 qRT-PCR 방법을 사용하였다. 먼저 

표본조직으로부터 easy-spinTM [genomic DNA free] Total 
RNA Extraction Kit (iNtRON Biotechnology, Seoul, 
Korea)를 이용하여 genomic DNA가 배제된 RNA (total 
RNA)만을 추출하였다. 전체 RNA 농도는 NanoDropⓇ 
ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, 
Rockland, DE)를 이용하여 정제도를 확인하고 정량하였

다. 4μg의 전체 RNA로부터 2.5μM의 random hexamer 
primers (Applied Biosystems, Foster City, CA)와 200U의 

Superscript III Reverse Transcriptase (Invitrogen Cor-
poration, Carlsbad, CA)를 이용하여 cDNA (comple-
mentary DNA)를 역전사 합성하였다.
  TLR-4 mRNA의 발현 정도를 정량하기 위해 qRT-PCR 
분석은 ABI PrismⓇ 7000 Sequence Detection System 
(Applied Biosystems)을 이용한 TaqMan 방법으로 평가하

였다.18 TaqMan 방법은 기존 PCR방법에 사용된 primer 
쌍에 probe가 추가된 3개의 탐침자(oligo)로 PCR을 수행

하게 되어 발현정확도와 특이성이 높다. TLR-4 발현에 

사용한 TaqMan 제품(Hs00152939, probe 5’- TGCTGGA-
TTTATCCAGGTGTGAAAT-3’, Applied Biosystems)은 

TLR- 4 (NM_138554.2, exon 2-3,) 두 exon 연결부분에서 

연쇄반응이 수행되어 genomic DNA의 증폭이 배제된다. 
내재 대조(endogenous control) 유전자는 인간 GAPDH 
(4310884E, carboxyl-tetramethylrhodamine Probe, Applied 
Biosystems)를 사용하였다. 연쇄반응 시 최종부피는 20μ
l가 되도록 하였으며, 최종농도는 완충용액의 경우 1× 
TaqMan universal PCR master mix (Applied Biosystems)
이고, cDNA의 경우 각 시료의 RNA 10 ng에서 역전사되

도록 하였다. 연쇄반응 수행절차는 4oC에서 준비하여 

50oC에서 2분 경과 후 AmpliTaq Gold 폴리머라제가 활성

화되도록 95oC에서 10분 수행하였고, 이어서 95oC에서 
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Table 1. Clinicopathological characteristics and TLR4 
mRNA expression of 24 patients with serous adeno-
carcioma

Mean value
No. of patients

of mRNA p value*
(%)

expression (SD)

Median age, 49.5

  years (range) (32∼75)

FIGO stage

  IIc  1 (4.2)  29.3 0.99

  IIIb  3 (12.5)  64.8 (47.4)

  IIIc 17 (70.8)  52.7 (95.5)

  IV  3 (12.5)  59.3 (65.5)

Histologic grade

  I-II/III  4 (16.7) 166.4 (171.9) 0.075

  III/III 20 (83.3)  31.6 (24.0)

Cytoreductive surgery

  Optimal 12 (50.0)  41.2 (31.9) 0.46

  Suboptimal 10 (41.7)  69.7 (126.1)

  NA  2 (8.3)

LN metastasis

  Present  6 (25.0)  15.4 (4.5) 0.068

  Absent  5 (20.8)  42.9 (36.6)

  NA 13 (54.2)

Response to 

  adjuvant chemotherapy

  NED 19 (79.2)  43.2 (36.1) 0.53

  Residual disease  3 (12.5) 145.0 (231.7)

  NA  2 (8.3)

Disease-free interval

  ＞12 months 13 (54.2) 61.8 (109.1) 0.86

  ≤12 months  6 (25.0) 53.2 (48.6)

  NA  5 (20.8)

SD; standard deviation, NA; not available, NED; no evidence 

of disease

*Wilcoxon two-sample test

15초, 60oC에서 1분을 40회 반복 수행하였다. 각 연쇄반

응은 모든 조직시료를 대상으로 3회 반복 실험하였으며, 
각 시료의 발현결과 비교분석은 제조사에서 권고한 표준

곡선분석법(standard curve method)을 사용하였다. TLR4 
유전자의 발현양을 측정하기 위해 동일시료 cDNA를 사

용하여 GAPDH 발현양을 측정하여 정량하였다.

  3. 면역조직화학염색

  면역조직화학염색은 포르말린으로 고정된 파라핀 조직

절편을 이용한 avidin-biotin-complex peroxidase 방법

(DakoCytomation, Denmark)을 이용하였다. 4μm 두께의 

조직절편을 poly-L-lysin으로 코팅된 슬라이드 유리에 올

려놓고 37oC에서 밤사이 건조하였다. 이 절편들을 xylene
에서 탈파라핀화시키고 graded 에탄올과 phosphate buffer-
ed saline (PBS, pH 7.4)에 차례로 씻어내었다. 항체 결합의 

정확성을 높이기 위해서 절편들을 마이크로파를 이용하여 

20분간 citrate buffer (pH 6.0, S 2367; DakoCytomation, 
Denmark)로 전 처치하였다. 내인성 과산화효소(endoge-
nous peroxidase)의 활성도는 3% 과산화수소에 15분간 처

리하여 차단되었으며 단백차단용액에 10분간 전배양하였

다. 절편들은 anti-TLR-4 antibody (Santa Cruz Biotech-
nology)를 이용하여 밤사이 4oC humid chamber에서 염색

하였다. 슬라이드는 PBS에서 3회 세척 후 secondary 
biotinylated antibody와 함께 30분간 실온에서 배양하였다. 
항원-항체 복합체는 avidin-biotin-peroxidase method로 검

출하였으며 제조 프로토콜에 따라 색소 기질(Vectastain 
ABC-kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA)은 diamino-
benzidine을 사용하였다. 조직 절편들은 hematoxylin으로 

역 염색하여 광학 현미경으로 관찰하였다.
 
  4. 통계학적 분석

  통계 분석에는 SPSS 11.0 (SPSS, Inc, Chicago, IL, 
USA)을 사용하였다. qRT-PCR로 평가한 평균 TLR-4 발
현의 비교를 위해 Wilcoxon Two-Sample Test를 이용하

였다. 유의성 판정은 p값이 0.05 미만인 경우 통계적 의

미가 있는 것으로 간주하였다.  

결   과

  대상환자들의 임상병리학적 특징은 Table 1과 같다. 

적절한 종양감축술(optimal cytoreduction)이 가능했던 환

자는 12명(50.0%)이었고 림프절 전이가 있었던 환자는 

6명(25.0%)이었다. 모든 환자에서 수술 후 taxane과 pla-
tinum의 병합항암화학요법을 시행 받았으며 항암요법 

후 영상의학적 검사와 종양표지검사로 평가한 완전 관

해는 19명(79.2%)에서 관찰되었다. 치료 후 최소 12개월

의 추적관찰을 할 수 있었던 19명 중 6명(31.6%)에서 12
개월 이내에 재발이 발생하였다. 
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Fig. 2. Immunohistochemical staining of TLR4 in ovarian tissues. (A) Epithelium and stroma of the normal ovarian 
tissue showing positive immunostaining. (B) Serous ovarian adenocarcinoma showing no immunostaining (Original 
magnification, ×100). 

  1. qRT-PCR 결과

  본 연구에서는 TLR-4 발현의 민감도를 높이기 위해 

qRT-PCR 방법을 사용하였다. 정상난소조직과 상피성 

난소암조직 모두에서 TLR-4 mRNA는 발현되는 것으로 

관찰되었다(Fig. 1A). 그러나 장액성 난소암에서 정상난

소 조직에 비하여 유의하게 낮게 발현되었다(Fig. 1B). 
  임상변수와 TLR-4 mRNA 발현 사이에는 유의한 상관

관계를 보이지 않았다(Table 1). 그러나 grade가 낮거나

Fig. 1. Quantitative comparison of the TLR4 mRNA 
expression in ovarian serous adenocarcinoma (Ov 
Ca) and normal ovarian tissues (Normal) using 
real-time quantitative RT-PCR with GAPDH as the 
control housekeeping gene. The ratios of TLR4/ 
GAPDH gene expression were calculated from tr-
plicate samples and are presented. A statistically 
significant difference of TLR4 mRNA expressions was 
noted between ovarian serous adenocarcinoma and 
normal ovarian tissue samples (p=0.0003).
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(p=0.075) 림프절 전이가 없는(p=0.068) 종양에서 TLR-4 
mRNA의 발현이 더 증가하는 경향을 보였다. 

  2. 면역조직화학염색 결과

  각각 3개의 정상난소조직과 장액성 난소암 조직절편

에서 면역조직화학염색을 시행하였다. 정상난소조직에

서는 상피세포와 기질 세포에서 각각 TLR-4 단백질이 

발현되었으나(2+: 1예, 3+: 2예), 난소암 조직에서는 발

현되지 않았다(0: 2예, 1+: 1예) (Fig. 2). 

고   찰

  본 연구에서는 정상난소조직과 상피성 난소암조직 모

두에서 TLR-4 mRNA가 발현되는 것으로 관찰되었으나, 
상피성 난소암조직에서 정상난소조직에 비하여 유의하

게 낮은 발현을 보였다. 난소암 환자의 임상변수와 TLR- 
4 mRNA 발현정도 사이에는 유의한 상관관계를 보이지 

않았으나, grade가 낮거나 림프절 전이가 없는 경우에 

TLR-4 mRNA의 발현이 더 증가하는 경향을 보였다. 
  TLR은 proinflammatory cytokine을 발현하게 하는 가

장 중요한 receptor pathway 중 하나이다.11 면역세포에서 

발현되며 미생물이나 stress factor들에 반응하여 염증 반

응을 시작하게 한다.19 비면역세포, 즉, 점막상피나 영양

막세포(trophoblast cell)에서도 발현된다고 알려졌으

며,20,21 면역세포에서와 같이 proinflammatory cytokine의 

분비를 유발한다고 알려졌다.20 
  세균 또는 바이러스로 인한 염증 반응이 종양의 발생

을 유발할 수 있다는 여러 증거들이 있다. 동물실험에 

따르면 원발성 종양의 수술적 제거 후 dormant meta-
stases의 빠른 성장이 발생할 수 있으며, LPS가 이러한 

현상을 유발하는 매개가 될 수 있다고 보고된 바 있다.22 
4T1 mouse mammary carcinoma cell을 주입한 BALB/c 
mice에서 LPS를 주사할 경우 폐전이가 증가한다고 하였

다.23 LPS는 TLR-4에 의해 인식되는데, TLR-4는 선천면

역세포에서 발현된다. TLR-4와 LPS가 결합하게 되면 

NF-kB의 활성화, cytokine/chemokine의 생산과 염증반응

이 일어난다.24 
  Chemokine이 neoplastic process에 영향을 줄 수 있다고 

잘 알려지고 있는데, 이는 백혈구를 동원하여 염증환경

을 유발함으로써 뿐만 아니라, 주위의 기질세포나 암세

포에 직접 영향을 줌으로써이기도 한다고 보고된다.25 따
라서 TLR-4를 통한 이러한 chemokine의 분비는 염증세

포를 동원(recruit)할 뿐만 아니라 종양의 성장이나 진행

을 유발할 수 있을 것이라고 하였다.  
  Kelly 등은 난소암 세포에서도 TLR-4의 발현이 증가

되어 있고 선천면역세포와 비슷하게 proinflammatory 
cytokine을 생산하여 결과적으로 암세포의 성장과 생존

에 도움을 받는다고 하였다.17 그러나 본 연구에서 기존

의 보고와 상반되는 결과를 보인 이유는 정확하지 않지

만, 아주 약간의 상피세포만 있는 정상난소 조직이 대조

군으로 사용된 결과일 수도 있다. 정상 난소조직에서 

TLR-4 mRNA가 발현된다는 보고가 있는데, 난소의 배

란과정 중에 난포세포(cumulus)와 과립층 세포(gran-
ulosa cell)에서 TLR-4를 포함한 선천면역과 관련된 유전

자의 발현이 증가되어 있고 배란에 중요한 역할을 한다

고 하였고,26 또한 돼지와 쥐의 정상난소 조직에서 

TLR-4의 발현이 증가된다고 보고된 바 있다.27,28 정상 난

소조직으로 인한 bias를 배제하기 위해 난소암 조직을 

암세포의 분포정도에 따라 두 군으로 나누어(80% 이상

의 암세포가 존재하는 13조직과 80% 이하의 암세포가 

존재하는 11조직) TLR-4 mRNA 발현정도를 비교하였을 

때 각각의 평균 발현은 72.5와 32.2였다(p=0.2). 향후에 

면역조직화학염색 등의 추가 연구가 좀더 정확한 정보

를 제공할 수 있을 것으로 보인다. 
  또한 Kelly 등에 따르면 상피성 난소암세포에서 LPS 
처치에 대한 반응은 서로 다른 양상을 보였는데, 이는 

TLR의 세포 내 신호전달분자인 MyD88의 발현유무에 

따른다고 하였다.17 MyD88이 발현되는 경우에는, LPS 
처리가 NF-kB의 nuclear localization, 세포성장과 cytokine/ 
chemokine의 생산을 증가시킨다고 하였다. MyD88의 발

현이 없는 세포에서는 LPS 처치가 NF-kB의 nuclear trans-
location이나 세포성장을 유발하지 않았다. 그러나 TLR- 
4-MyD88 활성화 이후의 downstream 신호전달과정은 아

직 밝혀지지 않았다. Kelly 등의 보고에 따르면 TLR-4 
신호전달과정이 paclitaxel의 항암제 감수성에 영향을 줄 

수 있다고 보고하였는데, MyD88+인 세포에 paclitaxel 
처치를 했을 경우 LPS 처치에서와 같이 proinflammatory 
cytokine을 분비하였고, 암세포가 apoptosis에 빠지지 않

았다. 반면에 MyD88󰠏인 세포에서는 paclitaxel 처치 후 

cytokine/chemokine 분비가 일어나지 않았고 apoptosis가 
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유발되는 결과를 보였다. 본 연구에서는 MyD88의 발현

여부는 확인하지 않았고 단지 TLR-4의 발현 정도와 무

병생존기간과는 유의한 상관관계를 보이지 않았다. 
  결론적으로 장액성 상피성난소암조직에서 TLR-4 mRNA
는 발현되었으나, 정상난소조직에서보다는 유의하게 낮

은 수치를 보였다. TLR-4 signaling이 종양의 성장과 pac-
litaxel 저항성과 관련된다는 기존의 보고와는 다른 결과

이지만 난소암의 발생이나 paclitaxel 저항성과의 관계를 

확인하기 위해서는 면역조직화학염색 등의 검사로 TLR- 
4와 MyD88의 발현을 확인할 필요가 있을 것으로 사료

된다. 
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Expression of TLR-4 in epithelial serous ovarian cancer

Chel Hun Choi, Jeong-Won Lee, Jung-Joo Choi, Woo Young Kim,

Tae-Joong Kim, Je-Ho Lee, Byoung-Gie Kim, Duk-Soo Bae
Department of Obstetrics & Gynecology, Samsung Medical Center, Sungkyunkwan University School of Medicine, Seoul, Korea

  Objective：This study was to determine the expression of Toll-like receptor 4 (TLR-4) in ovarian serous adenocarcinoma 
tissues.
  Methods：TLR-4 expression was evaluated at the RNA level by real-time quantitative RT-PCR, in 24 fresh frozen ovarian 
serous adenocarcinoma tissues and 9 normal ovarian tissues. TLR-4 expression was also evaluated by immunohistochemistry 

(IHC) in each three ovarian carcinoma tissues and normal ovarian tissues.
  Results：Positive immunoreactivity for TLR-4 was observed in the normal ovarian tissues but not in the ovarian carcinoma 
tissues. The staining was localized in the cytoplasm as well as on the cell surface. Real-time quantitative RT-PCR revealed that 

TLR-4 expression was significantly lower in tumors than in normal ovarian tissues (p=0.0003). There were no significant correlations 
between clinical parameters and the expression level of TLR-4 mRNA in ovarian serous adenocarcinomas. However, tumors without 

LN metastasis (p=0.068) and lower grade (p=0.075) showed trends of higher TLR-4 mRNA expression. 

  Conclusion：TLR-4 expression was significantly lower in ovarian serous adenocarcinoma tissues than in normal ovarian tissues, 
and further studies on TLR-4 signaling pathway in ovarian carcinoma are needed. 

Key Words : Toll-like receptor 4, Ovarian serous adenocarcinoma 
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