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The cell cycle is the set of events that is responsible for the duplication of the cells.
Recent studies indicate that cell cycle regulatory proteins, mainly the cyclins and cyclin-related
genes, can be critical targets during oncogenesis. The genes and gene products normally control
specific events in the cell cycles, particularly during the late G1 and early S phase and G2/M
phase. A large body of date implicates cyclins in oncogenesis. The first evidence came from
human cyclin A in oncogenesis. Cyclin A is expressed from the late G1 phase through the
M-phase of the cell cycle. Cyclin A is known as positive regulator of cell cycle and participates
in the tumorigenesis. Overexpression of cyclin A has been reported in several cancers.

Ki-67 is a nuclear protein expressed during the cell cycle except in Go. The labeling index
of Ki-67 in the tumor cell nuclei has been used as a good prognostic factor.

In this study, we compared labeling index of cyclin A and Ki-67 to assess the feasibility
between them with 30 cases of cervical intraepithelial neoplasia(CIN) and 20 cases of invasive
squamous cell carcinoma(SCC)by immunohistochemistry.

The results were as follow;
1. Cyclin A expressed in normal parabasal cells and their labeling index was 0.8±0.4%,

while in CIN and invasive SCC 65.5±9.4% and 86.5±12.3% respectively. Ki-67 expressed in
normal parabasal cells as 1.3±0.7% while in CIN and invasive SCC as 77.8±12.9% and
92.2±17.6% respectively.

2. In CIN, the expression of cyclin A increased according to the grades of the CIN as
32.5±5.7%, 75.8±9.0%, and 83.2±13.4% in CIN I, II and III respectively. The expression of
the Ki-67 also increased according to the grades of the CIN as 51.8±9.8%, 87.9±11.3%, and
93.6±17.5% respectively in CIN I, II and III.

3. There was no differences of cyclin A and Ki-67 expressions according to the histologic
types of invasive SCC.

Above results suggests that the cyclin A labeling index could be used as a marker of
tumor progression in the uterine cervical carcinoma as Ki-67.
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I. 서 론

정상세포가 암세포로 변화하기 위해서는 암억제

유전자, 암유발유전자 및 세포주기를 조절해주는

물질들의 상호 작용해야 한다. 근자에는 세포주기
(cell cycle)의 조절에 중추적 역할을 하는 세포주기

조절단백들인 cyclin들과 이들과 관련 있는 유전자
들이 종양발생에 중추적 역할을 하는 것으로 밝혀

졌다1). Cyclin이 종양 발생과 밀접한 관계가 있다는
사실은 cyclin A의 연구로 알려지게 되었다. 즉 B형

간염바이러스가 세포핵내의 DNA에 삽입된 간세포
암종에서 cyclin A 유전자가 B형 간염바이러스 가까

이에 삽인 된 것을 발견하였고, 이 유전자에 의하여
만들어진 cyclin A 단백은 B형 간염바이러스 단백과

결합하여 잡종단백(hybrid protein)이 되고 이 단백은
세포의 성장 및 분열시에 파괴되지 않고 남게 되었

다. 이렇게 남은 잡종 단백은 cyclin dependent kinase
(CDK)와 결합하여 세포주기의 S기와 G2/M 경계 주

기를 거쳐 세포주기를 제어 없이 돌게 함으로 DNA
합성을 증가시키고 세포증식을 촉진시켜 암세포로

변화시키는 역할을 하는 것으로 알려졌다2). 따라서
cyclin A의 과 표출은 대장직장암3), 유방암4), 및 백

혈병세포주(leukemic cell line)5) 등에서 관찰되며 또
한 폐암에서는 cyclin A의 과 표출이 예후와도 관계

있다는 보고도 있다6). 또한 이러한 관계는 자궁경부
암7) 에서도 보고되고 있다.

한편 Ki-67은 Go기를 제외한 모든 세포주기를 거
치는 모든 세포의 핵에 표출되는 단백으로 이 단백

이 표출되는 세포의 분획(cell fraction)은 세포의 증
식상태를 직접적으로 나타내 주기 때문에 면역조직

화학적염색으로 관찰한 Ki-67의 표식지표(labeling
index)는 자궁경부암뿐 아니라 암성림프종8,9), 유방

암10), 연부조직 육종11) 및 전립선암12)등의 악성종양
에서 예후와 관련된 인자로 알려졌다.

따라서 본 연구에서는 자궁경부암에서 cyclin A
와 Ki-67표출이 편평상피암의 진행과 어떠한 관련

이 있는가를 보기 위하여 자궁경부의 상피내암

(CIN: cervical intraepithelial neoplasia) 30예와 침윤암

20예를 대상으로 cyclin A와 Ki-67의 표출을 면역조
직화학적 방법으로 연구하였다.

Ⅱ. 연구 대상 및 방법

자궁경부의 생검이나 자궁절제술로 얻은 조직을

병리조직학적으로 검사하여 상피내종양이나 침윤

암으로 진단된 50예를 대상으로 하였고, 연령분포
는 21∼65세로 평균 47세 이었다.

정상 대조군으로는 암병소가 없는 자궁경부조직

10예를 대상으로 하였다.

떼어낸 생검 조직을 10% buffered formalin에 8시
간동안 고정하였고, 적출술로 얻은 조직은 14시간

고정하였다. 고정된 조직을 통상적인 방법에 따라
paraffin에 포맷하였고 이에서 4-6 ㎛의 절편을 얻어

hematoxylin-eosin염색과 면역조직화학적 염색을 시
행하였다.

총 50예 중 30예가 상피내종양이었고 20예가 침
윤암이었다. 30예의 상피내암종 CIN I, CIN II 및

CIN III가 각각 9, 8, 및 13 예 이었다. 20예의 침윤성
암중 keratinizing type, large cell nonkeratinizing type,

intermediate cell type 및 small cell type 이 각각 3, 8,
7 및 2예 이었다.

Cyclin A와 Ki-67(MIB-1)의 면역조직화학적 염색
을 위한 일차 항체는 단일클론항체로 각각 Novocas-

tra(UK)과 Dako(Denmark)사 제품을 사용하였다. 염
색은 간접적(indirect)인 방법을 이용하였다. 즉 para-

ffin절편을 xylene에 탈 파라핀 후 graded alcohol로
함수과정을 거쳐 0.01M citrate buffer(pH 6.0)에 넣고

microwave로 700W에서 10분간 처리하여 조직의 항
원을 노출시켰다. 그 후 내인성 peroxidase를 차단하

기 위하여 methanols(0.03% hydrogen peroxide)용액
에 실온에서 30분간 처리하였다. 그 후 비특이적 결

합을 차단하기 위하여 10% 정상가토형청과 30분간
실온에서 반응시켰다. 일차항원을 10% BSA(bovine

serum albumin)의 PBS(phosphate buffered saline, pH
7.4)에 희석하여 (cyclin A, 1:200 Ki-67: 1:100) 조직

에 실온에서 40분간 반응시켰다. 그 후 PBS로 3회
수세하였고 다시 이에 biotin이 부착된 antimouse

rabbit 면역혈청을 실온에서 30분간 반응시켰다. 그
후 다시 3회 PBS로 수세 하였고, 이에 다시 pero-

xidase가 부착된 streptavidin에 30분간 실온에서 반
응 시켰다. 그 후 다시 PBS로 수세 후 0.05% 3‘-3
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diaminobenzidine(DAB)로 발색 후 흐르는 물로 세척

하였다 hematoxylin으로 대조염색 하였다. 음성 대
조군은 일차항체대신 정상 mouse 혈청을 사용하였

으며, 양성 대조군은 cyclin A와 Ki-67이 고도로 발
현된 유방암조직을 사용하여 위와 같은 방법으로

염색하였다.
면역조직화학적염색상 양성반응은 cyclin A 및

Ki-67 모두 핵의 진한 갈색반응을 양성반응으로 판
독하였다. 자궁경부 상피세포 300개중 cyclin A 혹

은 Ki-67 에 양성인 세포의 백분율을 Cyclin A와
Ki-67의 표지지수(labeling index)로 삼았다. 조직학

적 양상과 이들간의 통계적 검정은 이들의 표지지

수를 Mannk-Whitney U test로 시행하였고 p＜0.005

를 통계적 의미 있는 것으로 하였다.

Fig. 1a : The cyclin A expressed in the nucle i of the
parabasa l ce lls of the normal squamous
epithe lium of the uterine cervix (peroxidase ,
DAB: X100)

Fig. 1b: The Ki- 67 expressed both in the nucle i of the
parabasa l ce lls and the s tromal ce lls of the

normal squamous epithelium of the uterine
cervix (peroxidase , DAB: X100)

Ⅲ. 결 과

자궁경부의 편평상피세포 중 cyclin A와 Ki-67에
양성인 세포는 세포분열이 왕성한 방기저세포

(parabasal cell)이었으며 세포가 위층으로 분화됨에
따라 이들에 음성 소견을 보였다(Fib.1a, 1b). CIN의

등급이 높아짐에 따라 cyclin A와 Ki-67에 양성인 세
포들이 증가하였으며 Ki-67양성세포들은 cyclin A

양성세포에 비하여 종양 전반에 걸쳐 미만성의 양

성소견을 보였다(Fig. 2a, 2b, 3a, 3b). 한편 침윤성종

Fig. 2a : The cyclin A expressed in the nucle i of CIN II
(peroxidase, DAB: X200)

Fig. 2b: The Ki- 67 expressed in the nuclei of CIN II
diffuse ly (peroxidase , DAB: X200)

양에서는 Ki-67에 양성인 세포들은 역시 미만성의

염색상을 보였고 침윤암주위의 섬유아 혹은 섬유모
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세포의 핵에도 강한 양성반응을 보였다. 그러나

cyclin A 양성 세포는 주로 침윤성으로 증식하는 세

Fig. 3a : The cyclin A expressed in the nucle i of
carcinoma in situ involving glands . (peroxidase,
DAB: X200)

Fig. 3b: The Ki- 67 expressed in the nucle i of
carcinoma in situ involving glands diffuse ly
(peroxidase , DAB: X200)

포, 즉 종양의 주변부 세포에서 강한 양성 반응을
보였고 침윤부위 주위의 섬유아 혹은 섬유모세포는

음성반응을 보여 주로 증식하는 종양에 발현을 보

였다(Fig. 4a, 4b)

정상 방기저세포와 CIN 및 침윤 편평상피암에서
의 Cyclin A와 Ki-67에 양성세포는 cyclin은 정상에

서 0.8±0.4이고 CIN 및 침윤암에서 각각 65.5±9.4
및 86.5±12.3으로 상피세포가 암으로 진행됨에 따

라 통계적으로 의의 있는 증가를 보였다. 한편
Ki-67에 양성인 세포도 정상에서 암으로 진행됨에

따라 통계적으로 증가된 양상을 보였으나 cyclin A
와 Ki-67을 비교할 때 서로 의미 있는 차이는 없었

다(Table 1).

CIN의 등급에 의한 cyclin A의 양성표지지표(%)

Fig. 4a : The cyclin A expressed in the nucle i of the
tumor ce ll nes ts of the periphery invading the
s troma. (peroxidase, DAB: X200)

Fig. 4b: the Ki- 67 expressed in the nuclei of the
tumor ce lls nes ts diffusely, and the s tromal
nuclei as well (peroxidase , DAB: X200)

Table 1. Labeling Index (LI) of Cyclin A and Ki- 67
according to the His tologic Type .

Normal CIN Inv. SCC

Cyclin 0.8±0.4a 65.5±9.4* 86.5±12.3*

Ki-67 1.3±0.7 77.8±12.9* 92.2±17.6*

CIN: cervical intraepithelial neoplasia. Inv.SCC:
invasive squamous cell carcinoma.
Each number of the labeling index indicates the
mean±the standard deviation.
*Significantly different from that of the normal
epithelium(p＜0.005)
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는 CIN I, II, III이 각각 32.5±5.7, 75.8±9.0 및 83.2
±13.4 로 등급이 높아짐에 따라 표지지수가 증가하

였다. 한편 침윤성 편평상피암의 조직학적 유형별
로 나타난 cyclin A의 표지지표는 서로 통계적인 의

의가 없었다.
한편 Ki-67의 표지지수는 역시 CIN의 등급이 증

가함에 따라 높아졌으며CIN I과 CIN II를 비교할 때
통계적으로 의의 있는 차이를 보였다. 그러나 침윤

암에서 각 조직학정 유형에 따른 표지지수의 차이

는 통계적인 차이가 없었다(Table 2).

Ⅳ. 고 찰

정상적으로 세포가 성장하고 분열하여 증식하는

데는 세포주기가 원활하게 진행되어야 하며 이러한

세포 주기의 조절작용은 생체 내에서 세포주기를

조절해주는 여러 인자들의 상호 작용에 의하여 흐

트러짐 없이 일사불란하게 일어난다. 세포주기는
세포분열을 마치고 DNA합성을 준비하는 시기인

G1(gap 1)기, DNA를 합성하는 S(synthesis)기, 합성
된 DNA가 세포분열하기 전 준비단계인 G2(gap 2)

기 및 세포분열기인 M(mitosis)기등 4기로 나누어진
다.

그러나 체세포 중에는 세포주기에 참여하지 않고

휴식기(Go)의 세포도 존재하는데 이러한 세포들은

일정한 자극을 받으면 다시 G1기로 들어와 세포주
기에 참여하기도 한다. 세포주기의 조절은 세포의

생명유지에 매우 중요한 역할을 하기 때문에 세포

주기를 조절해주는 기전이 있다. 세포주기의 진행

을 check해주는 check point는 G1/S기 사이와 G2/M
기 사이에 있다.

1970년대서부터

세포주기를 조절

해주는 기전 및

이에 관여하는

물질들에 대한

연구가 활발히

진행되었고 이러

한 연구들에 의

하여 진핵세포

(eukaryotic cell)의
세포주기는 세포주기의 순서에 따라 활성화되는 복

합단백질에 의하여 조절됨이 알려지기 시작하였다.
이러한 단백질 중 중요한 것은 cyclin–dependent

kinases(CDKs)로 이들은 각 세포주기마다 특이하게
작용하는 cyclin이라는 단백과 결합됨으로 활성화되

고, 이렇게 활성화된 CDKs는 DNA합성과 세포분열
에 필요한 여려 기질들을 인산화(phosphorylation)시

켜 이들을 활성화시킴으로 세포주기를 원활하게 진

행하게 한다. 지금까지 알려진 cyclin 의 종류는 30

여 가지에 달하며, 이들은 세포주기의 각 과정 중에
특이한 부위에 작용한다. 즉 (1) G1기에 작용하는

cyclin C, D1, D2, D3 및 E가 있고, (2) S 기에 작용하
는 cyclin A, (3) G2/M기에 작용하는 cyclin B1, B2

들을 들 수 있고, 이 외에 cyclin G는 p53종양억제
유전자 산물에 의하여 조절기도 한다.

이들 중 cyclin A는 처음으로 종양발생과 관계 있
는 cyclin으로 발견되었다. 즉 B형 간염바이러스가

세포핵내의 DNA에 삽입된 간세포암종에서 cyclin
A 유전자가 B형 간염바이러스 가까이에 삽인 된 것

을 발견하였고, 이 유전자에 의하여 만들어진 cyclin
A 단백은 B형 간염바이러스 단백과 결합하여 잡종

단백(hybrid protein)이 되고 이 단백은 세포의 성장
및 분열 시에 파괴되지 않고 남게 되었다. 이렇게

남은 잡종 단백은 cyclin dependent kinase(CDK)와 결
합하여 세포주기의 S기와 G2/M 경계 주기를 거쳐

세포주기를 제어 없이 돌게 함으로 DNA 합성을 증
가시키고 세포증식을 촉진시켜 암세포로 변화시키

는 역할을 하는 것으로 알려졌다2). 따라서 cyclin A
는 G1후기와 M기에 증가되며13) cyclin A는 G1/S기

에는 cdk2와 결합하고 M기에는 cdc2와 결합하여 각
각 독특한 작용을 한다14). 즉 cyclin A/cdk2 복합체는

pRB를 인산화 시킴으로 활성화시켜 G1/S기를 통과

Table 2. Labeling Index(LI) of cyclin A and Ki- 67 according to the His tologic Subtypes

Normal
CIN Inv. SCC

CIN I CIN II CIN III Kerat. LCNonk. Int. Small

Cyclin A 0.8±0.4 32.5±5.7 75.8±9.0 83.2±13.4 87.3±11.3 87.0±13.2 89.2±15.2 82.3±9.4

Ki-67 1.3±0.7 51.8±9.8 87.9±11.3 93.6±17.5 94.3±19.3 94.1±21.1 90.4±13.5 89.9±16.3

CIN: cervical intraepithelial neoplasia. LCNonk.: large cell nonkeratinizing type
SCC: squamous cell carcinoma. Small: small cell type.
Kerat.: keratinizing type.
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하게 한다15). 한편 cyclin A/cdc2 복합체는 핵막단백

인 lamin을 인산화 시켜 활성화시킴으로 핵막을 통
하여 물질 이동이 용이하게 핵막에 균열을 만든다.

따라서 cyclin A의 표출 증가는 세포주기를 빨리 돌
게 한다. 따라서 cyclin A의 과 표출은 대장직장암3),

유방암4), 및 백혈병세포주(leukemic cell line)5) 등에
서 관찰되며 또한 폐암에서는 cyclin A의 과 표출이

예후와도 관계 있다는 보고도 있다6). 또한 실험적으
로 정상세포에 cyclin A 유전자를 주입하여 cyclin A

의 표출을 증가시키면 정상세포가 악성세포의 특성

인 anchorage independent growth,를 하게된다. Cyclin

A의 표출과 종양과의 관계는 몇몇 종양에 국한되어
있으며 자궁경부 종양에 대한 연구는 없다. 본 연구

에서 cyclin A의 표출은 정상 자궁경부 편평상피 중
증식능력이 제일 많으며 종양발생과 관련 있는 방

기저세포에 표출되었으며 상피내암종으로 진행됨

에 따라 이의 표출이 증가되었다. 특히 침윤암의 예

에서는 암세포가 증식하여 주위조직을 침윤하는 부

위에 다량 표출되었는데 이러한 사실은 cyclin A 의

표출이 자궁경부암의 예후와 관련 있는 인자로 활

용될 수 있음을 시사해 주는 것이다.

종양의 예후를 추정하는데는 종양세포의 세포분

열능력이 이용되고 있다. 일반적으로 세포분열의

양상은 분열기세포의 수로 알 수 있기 때문에 종양

조직에서 분열세포를 세기도 한다. 다른 방법으로

는 3H-thymidine incorporation으로 S기의 세포를 추
정하기도 하나 이 방법은 번거롭기 때문에 임상적

으로 이용되고 있지 않다16). 이 외에 간단한 면역조
직화학적 방법으로 예후와 관련지을 수 있는 항원

은 PCNA(proliferating nuclear antigen)이 있는데 연구
자들에 따라서는 PCNA의 표출이 유사분열 지수와

밀접한 관계가 있으며17), 위암18), 난소암19) 및 자궁
내막암20)등에서도 PCNA가 암의 예후를 잘 반영한

다고 하였다. 그러나 PCNA는 세포분열이 끝난 후
에도 분해되지 않고 오래 존재하기 때문에 정확히

분열세포를 나타내지 않는다. 그러나 Ki-67단백은
세포주기의 Go를 제외한 G1, S, G2 및 M이의 모든

세포에 표출 될 뿐 아니라 세포분열이 끝나면 곧 소

멸되기 때문에 Ki-67표출 세포수의 산출은 종양의

좋은 예후 인자로 활용되고 있다.
본 연구에서도 Ki-67의 표출은 정상 자궁경부 편

평상피의 방기저세포에 국한 되어있고 세포가 위층

으로 분화됨에 따라 발현이 소실되었다. 한편 편평

상피내 암의 예에서는 정상에 비하여 labeling index
가 77.8±12.9%로 통계적으로 의의 있는 증가를 보

였으며, 침윤성 암에서는 92.2±17.6%로 역시 의의
있는 증가를 보였다. CIN의 등급의 증가에 따른

labeling index는 CIN I, II, 및 III가 각각 51.8±9.8%,
87.9±11.3%, 및 93.6±17.5%로 등급이 증가할수록

높은 표출지수를 보였다. 침윤암의 예에서는 86.5±
12.3%의 높은 표출지수를 보였으나 조직학적 유형

에 따른 차이는 없었다.
본 연구는 종양 내에서의 분열세포를 알 수 있는

방법으로서의 cyclin A와 Ki-67의 표출을 비교하였
다. Cyclin A는 기능상 세포주기의 2번째 check point

인 G2/M기에 작용하는 물질로 세포가 세포분열을
무사히 끝내는데 중요한 역할을 하고 있다. 따라서

cyclin A의 표출 여부는 실제적으로 세포의 증식 능
력을 비교적 정확히 반영한다고 할 수 있다. 본 연

구에서도 cyclin A의 표출은 종양세포에 유의성 있
는 표출의 증가를 보였으며 상피내암의 등급이 높

아짐에 따라 증가한 것은 종양의 진행과정과 깊은

관계가 있을 것으로 생각한다. 특히 침윤암에서 침

윤부위에서 세포가 활동적으로 침윤되는 종양의 주

변 세포에 높은 표출지수를 보인 것은 주목할만하

다.
한편 Ki-67은 세포주기의 모든 기에 표출되기 때

문에 종양세포에 미만성으로 표출되었다. 이러한
결과로 보아 cyclin A 표출은 자궁경부암의 진행을

예측하는데 Ki-67보다 더욱 의미 있게 활용 될 수
있을 것으로 생각한다.

V. 결 론

세포주기는 세포가 성장 분화하여 증식하는데 중

요한 단계가 되며 세포주기 조절인자들은 종양발생

과 밀접한 관계가 있다. 세포주기를 조절하는 물질

중 cyclin A는 세포주기의 S기부터 만들어져 G2/M
기의 check point를 진행해줌으로 세포분열을 무사

히 끝내게 한다. 따라서 cyclin A는 세포주기의 posi-
tive regulator로서 이 물질의 과표출은 종양발생과

밀접한 관련이 있다.
한편 Ki-67은 Go기를 제외한 모든 세포주기 단계
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에 표출되는 핵단백으로 이의 표출은 임상적으로

종양의 진행 예측인자료 활용되어 왔다.
본 연구은 cyclin A와 Ki-67의 표출을 30예의 상

피내암과 20예의 침윤암을 대상으로 면역조직화학
적 방법으로 검사하여 이 두 물질들이 자궁경부암

의 진행 예측인자로 활용될 수 있는지 조사하여 다

음의 결과를 얻었다.

1. 정상 자궁경부 편평상피에서 Cyclin A와 Ki-67은
방기저세포에 만 표출되었고 세포가 윗층으로

성숙됨에 따라 표출이 소실되었다.
2. Cyclin A의 표출은 정상 상피의 방기저세포,

상피내암 및 침윤암에서 각각0.8±0.4%,
65.5±9.4% and 86.5±12.3% 이었다. 한편

Ki-67의 표출은 역시 상피내암 및 침윤암에서
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