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Abstract (J Korean Assoc Oral Maxillofac Surg 2011;37:396-402)

Ⅰ. 서 론

암종의 발생 및 성장 과정에는 다양하고 복잡한 요인들

이 작용하며 아직까지도 많은 부분들이 명확히 밝혀지지

않았다. 하지만, 분자생물학 분야의 발전과 함께 암종과 관

련된 여러 인자들 중 특히 유전자 변이에 한 연구가 활발

히 시행되었으며 현재 수백 개 이상의 유전자가 암의 발생

및 성장에 관여한다고 알려져 있다1. 그 중에서 상피성장인

자(epidermal growth factor, EGF)는 세포 표면의 수용체(epi-

dermal growth factor receptor, EGFR)와 결합하여 다양한 형

태의 세포 증식을 유도할 수 있는 강력한 분열 유발성 능력

을갖고 있는 단백질로써 Cohen 등이생쥐의 악하선으로부

터 추출한 이후 사람의 urine, 타액, 세포외액에서도 추출하

게되었다2,3.

상피성장인자 수용체(EGFR)는 다양한 세포의 세포막에

존재하는 분자량 170 kDa의 막투과성 당단백질이다4. 상피

성장인자 수용체는 상피의 증식이 빠르게 일어나는 여러

종류의 상피세포와 상피조직에서 관찰된다5. 상피성장인

자와 세포의 세포막에 존재하는 상피성장인자 수용체와의
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Introduction: Epidermal growth factor is a single-chain polypeptide consisting of 53 amino acids with potent mitogenic activity that stimulates the

proliferation of a range of normal and neoplastic cells through an interaction with its specific receptor (epidermal growth factor receptor, EGFR). This

interaction plays a key role in tumor progression including the induction of tumor cell proliferation. An increased EGFR copy number have been asso-

ciated with a favorable response to EGFR tyrosine kinase inhibitors therapy. In contrast, K-ras mutations tend to predict a poor response to such thera-

py. The aim of this study was to determine the correlation between the clinicopathological factors and the up-regulation of EGFR expression and K-

ras mutations in oral squamous cell carcinoma.

Materials and Methods: This study examined the immunohistochemical staining of EGFR, K-ras mutation detection with peptide nucleic acid

(PNA)-based real-time polymerase chain reaction (PCR) clamping in 20 specimens from 20 patients with oral squamous cell carcinoma.

Results: 1. In the immunohistochemical study of poorly differentiated and invasive oral squamous cell carcinoma, a high level of EGFR staining was

observed. The correlation between immunohistochemical EGFR expression and histological differentiation, as well as the tumor size of the specimens

was significant (Pearson correlation analysis, significance [r] >0.5, P<0.05). 2. In PNA-based real-time PCR clamping analysis, a K-ras mutation was

not detected in all specimens. 

Conclusion: These findings suggest that the up-regulation of the EGFR may play a role in the progression and invasion of oral squamous cell carci-

noma that is, independent of a K-ras mutation.
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결합은 궁극적으로 DNA의 복제와 세포 분열을 야기시키

며, 이런 특성이 종양 세포에서 증식 및 발암 기전에 중요

한역할을 하는것으로 생각되고있다.

한편, 구강암은 사람에게 발생되는 모든 암종 중 약

2.65% 정도를 차지하며, 구강암 중 구강편평세포암종이 가

장 빈발하고 전이 및 재발률이 높아 장기 생존율이 50% 미

만일 정도로 예후가 불량한 양태를 보인다6-8. 이에 해 외

과적 수술 및 방사선 치료가 주로 사용되고 있으며, 치료

기술의 많은 발전에도 불구하고 국소적 재발과 전이로 인

하여그 예후가크게 개선되지않았다9-11.

예후 개선을 위한 노력으로 최근에는 수술적인 치료 방

법과 병행하여 다양한 항암치료 요법이 사용되고 있다. 그

중 EGFR tyrosine kinase inhibitors therapy는 암세포의

EGFR tyrosine kinase를 억제하는 small molecules를 투여하

여 kinase의 활성을 방해하고 암세포의 성장을 일으키는 일

련의 세포내 신호전달체계를 차단시켜 결국, 암세포의 증

식과 침습을 억제하는 항암요법으로 임상적으로도 그 효

과가 입증된 치료방법이다. 하지만, 이러한 항암요법의 적

용 시 암세포 내 K-ras gene의 mutation이 있을 경우, 표적치

료에저항성이 생긴다는문제가 있다12.

따라서 본 연구는 구강편평상피암종에서 면역조직화학

적 염색을 이용한 EGFR의 발현 양상을 검사하여 환자의

임상병리학적 정보와 EGFR 발현과의 상관관계를 알아보

는 한편, K-ras mutation을 검사하여 EGFR tyrosine kinase

inhibitors therapy를 위한 표지자로서 그 가능성을 알아보고

자하 다.

Ⅱ. 연구 상 및 방법

1. 연구 상

실험에 사용된 조직편은 단국 학교 치과 학 부속 치과

병원 구강악안면외과에서 구강편평상피세포암으로 최종

진단 받은 환자 20명의 수술 후 절제된 조직 20편을 사용하

다. 

절제된 조직은 10% neutral buffered formalin으로 8-12시간

고정후통상적인방법으로 paraffin block으로만들어졌다.

2. 연구 방법

1) EGFR 면역조직화학적염색

절취한 조직을 고정한 후 Poly-L-Lysine으로 처리된 슬라

이드에 4 μm 파라핀 절편을 제작하 다. 통상적인 방법으

로 탈 파라핀 후 antigen retrieval을 위하여 0.01 M Citrate

buffer (pH 6.0)로 pressure cooker에서 15분 처리한 후

endogenous peroxidase와 nonspecific binding을 막기 위하여

20% 과산화수소용액/methanol에 15분 처리 후 normal goat

serum에 20분처리하 다. 

EGFR에 한 monoclonal antibody (CD34, Abcam Co.,

Cambridge, MA, USA)를 1:25로 희석한 후 조직에 얹어 4℃

에서 8시간 이상 incubation 하 다. 그 후 PBS (phosphate

buffered saline, pH 7.0)로 3회 수세 후 lab Vision Kit 에 있는

일차항체 enhancer에 20분간 incubation 하 고 PBS로 3회

수세한 후, Polymer로 40분간 실온에서 incubation 하 다.

역시 3회 PBS로 수세 후 DAB (Diaminobenzidine)로 발색하

여 hematoxylin으로 조염색 후 광학현미경으로 관찰하

으며, 병리의사에 의해 염색이 mild 또는 negative이며 염색

된 세포가 20% 이내일 경우에는 low-level staining으로, 염

색된 세포가 20% 이상 골고루 강한 염색을 나타내는 mod-

erate, severe한경우는 high-level staining으로 구분하 다.

2) K-ras mutation 검출

(1) DNA 추출

Paraffin block에 microtome을 사용하여 15 um 절편 3개를

얻어 탈파라핀, 함수 과정을 거친 후 종양 부위를 24 게이

지 바늘로 어 eppendorf tube에 넣어 DNA를 추출하 다.

DNA 추출은 aiamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Hilden,

Germany)으로 추출하 다. 추출한 DNA는 nanodrop으로

DNA 양과 질을 측정하 다. 추출된 DNA 양은 10 ng-500

ng이 고 260 nm/280 nm는 1.7-2.2 다.

(2) PNA-based real-time polymerase chain reaction (PCR)

clamping

K-ras mutation은 PNA Clamp K-ras Mutation Detection Kit

(Panagene Ltd., Daejeon, Korea)에 기술된 방법으로 수행하

다. 즉, 총 PCR 반응액 양을 20 uL로 하 고 이에 50 ng의

추출 DNA, 13 uL의 real-time SYBR Green PCR master mix

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), primer 및 PNA

probe를 codon 12와 codon 13에 각각 첨가하 다. PCR의

positive control에는 PNA probe를 첨가하지 않았으며, PNA

control에는 mutation이 없는 wild type template DNA를 첨가

하 다. PCR 조건은 94℃에서 5분간 DNA 변성을 유도한

후 94℃에서 30 sec, 70℃에서 20 sec, 63℃에서 30 sec 그리

고 72℃에서 30 sec 등의 4단계 과정을 40회 반복한 후 72℃

에서 5분 동안 거치하 다.(Fig. 1) PNA probe는 wild type의

K-ras gene에 100% 결합되기 때문에 PCR을 방해하여 PCR

이 이루어지지 않는 반면 codon 12와 13의 mutant K-ras 유

전자는 PNA probe가 100% 결합되지 않기 때문에 PCR이

이루어진다. 따라서 실시간으로 형광염료의 농도가 기계

적으로 검출된다.(Fig. 2)

3) 통계학적 분석

면역조직화학적 염색 결과에 따른 EGFR expression level

과 암종의 임상적, 조직학적 양상과의 관계를 알아보기 위

해 pearson correlation analysis를 사용하 으며, 유의성은

연관계수 [r]>0.5, P<0.05로하 다.
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Ⅲ. 결 과

1. 면역조직화학적 염색 소견

정상적인 구강편평상피조직의 경우, 상피세포의 기저부

에서만 EGFR의 발현이 관찰되며, 고등도 분화 구강편평상

피세포 암종에서 EGFR의 발현이 관찰되지 않거나 미약하

다.(Figs. 3, 4)

반면, 중등도 분화 구강편평상피세포 암종의 경우, 종양

세포의 세포막에서 증가한 EGFR 발현이 관찰되었으며, 저

등도 분화 구강편평상피세포 암종의 경우, 정상조직에 비

해 결체조직내로 침습한 종양세포 내에서 상당히 증가된

EGFR 발현을 관찰할수있었다.(Figs. 5, 6)  

Fig. 1. Real-time PCR cyclining condition.
Byeong-Chool Moon et al: Epidermal growth factor receptor overexpression and K-ras
mutation detection in the oral squamous cell carcinoma. J Korean Assoc Oral
Maxillofac Surg 2011

Fig. 3. Negative immunohistochemical staining for EGFR of

well differentiated oral squamous cell carcinoma (anti-

EGFR Immunoperoxidase, ×100). EGFR, epidermal growth

factor receptor.
Byeong-Chool Moon et al: Epidermal growth factor receptor overexpression and K-ras
mutation detection in the oral squamous cell carcinoma. J Korean Assoc Oral
Maxillofac Surg 2011

Fig. 4. Mild immunohistochemical staining for EGFR of mod-

erate differentiated oral squamous cell carcinoma (anti-

EGFR Immunoperoxidase. ×100). EGFR, epidermal growth

factor receptor.
Byeong-Chool Moon et al: Epidermal growth factor receptor overexpression and K-ras
mutation detection in the oral squamous cell carcinoma. J Korean Assoc Oral
Maxillofac Surg 2011

Fig. 2. The PNA probe which is complementary to the wild

type K-ras binds to the K-ras gene completely and the PCR

is inhibited, while on mutant K-ras gene, the PNA probe

binds to the mutan K-ras gene imcompletely and PCR is

not inhibited resulting in amplicon.
Byeong-Chool Moon et al: Epidermal growth factor receptor overexpression and K-ras
mutation detection in the oral squamous cell carcinoma. J Korean Assoc Oral
Maxillofac Surg 2011
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2. 면역조직화학적 염색 결과에 따른 EGFR expression과

암종의 임상적, 조직학적 양상과의 관계

EGFR low-level staining은 총 20예 중에 15예(75%) 으며

high-level staining은 5예(25%) 다. 암종의 조직학적 분화

도 양상과 EGFR 발현과의 연관성이 유의하게 나타났고

TNM 분류 중 종양크기에 따른 분류 항목과도 EGFR 발현

의 차이와 유의성이 있게 나타났다. 그 외 다른 요인들은

EGFR 발현의 차이와 통계학적으로 유의성이 없었다.

(Table 1)

Fig. 5. Moderate immunohistochemical staining for EGFR of

poor differentiated oral squamous cell  carcinoma (anti-

EGFR Immunoperoxidase, ×100). EGFR, epidermal growth

factor receptor.
Byeong-Chool Moon et al: Epidermal growth factor receptor overexpression and K-ras
mutation detection in the oral squamous cell carcinoma. J Korean Assoc Oral
Maxillofac Surg 2011

Fig. 6. Severe immunohistochemical staining for EGFR of

poor differentiated and invasive oral squamous cell  carci-

noma (anti-EGFR Immunoperoxidase, ×100). EGFR, epi-

dermal growth factor receptor.
Byeong-Chool Moon et al: Epidermal growth factor receptor overexpression and K-ras
mutation detection in the oral squamous cell carcinoma. J Korean Assoc Oral
Maxillofac Surg 2011

Table 1.The correlation between immunohistochemical EGFR expression and clinical and pathological factors

Variable Case (n)
EGFR staining pattern r

Low-staining (n=) High-staining (n=) P

Sex Male 11 8 3 -0.071

Female 9 7 2 0.396

Age 60≤ 5 4 1 0.188

60> 15 11 4 0.351

Histological differentiation Well 13 13 0 0.697*

Moderate 3 2 1 0.021*

Poor 4 0 4

Tumor size T1 0 0 0

T2 11 10 1 0.599*

T3 7 5 2 0.032*

T4 2 0 2

Nodal status N(-) 11 8 3 0.441

N(+) 9 7 2 0.335

Metastasis M(-) 17 13 4 0.394

M(+) 3 2 1 0.239

TNM stage I 0 0 0

II 8 6 2 0.419

III 6 5 1 0.072

IV 6 4 2

n, number of patients; r, correlation coefficient; EGFR, epidermal growth factor receptor; TNM, tumor-node-metastasis

(*Pearson correlation analysis, significance [r]>0.5, P<0.05)
Byeong-Chool Moon et al: Epidermal growth factor receptor overexpression and K-ras mutation detection in the oral squamous cell carcinoma. J Korean Assoc Oral Maxillofac Surg 2011
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3. K-ras mutation 검출

실험에 사용된 총 20개의 모든 구강편평상피암종 조직에

서 K-ras mutation이 검출되지않았다.(Fig. 7)

Ⅳ. 고 찰

정상 세포의 성장과 분화는 특이 인자들에 의해 조절 되

며, 이를 성장인자라고 한다5. 성장인자는 세포막에 존재하

는 특정 수용기와 상호작용하는 단백질로서, 표현형의 조

절, 세포의 운동성과 세포골격구조의 변화, 세포 증식 속도

의 변화 등을 포함하는 다양한 생물학적 반응들을 야기한

다. 성장인자는 특정 세포에서만 생산되는 것이 아니라 여

러 종류의 세포에서 생산되며, 다양한 범위의 서로 중복되

는 생물학적 기능을 가지고 있고 일반적으로 비교적 짧은

거리에서 작용한다. 부분의 정상 세포들은 여러 가지 성

장인자를 분비하고반응하는 것으로알려져 있다13,14.

여러 성장인자들 중 상피성장인자는 53 amino-acids로 구

성된 single-chain polypeptide로서, 세포 표면의 수용체와 결

합하여 다양한 형태의 세포들의 증식을 유도할 수 있는 강

력한 분열 유발성 능력을 갖고 있는 단백질이다15,16. Cohen

등이 생쥐의 악하선으로부터 처음으로 추출하 으며 이후

사람의 urine, 타액, 세포외액에서도 추출되게 되었고2,3 많

은 관련연구가 시행되었다17,18.

상피성장인자 수용체는 다양한 세포의 세포막에 존재하

며, 상피의 증식이 빠르게 일어나는 여러 종류의 상피세포

와 상피조직에서 관찰된다19. 상피성장인자와 세포의 세포

막에 존재하는 상피성장인자 수용체와의 결합은 수용체의

세포내 domain의 tyrosine kinase를활성화시킨다. 이와같이

활성화된 tyrosine kinase는 downstream 기질을 인산화시킴

으로써 궁극적으로는 DNA의 복제와 세포 분열을 야기 시

킨다. 따라서 상피성장인자는 상피성장인자 수용체와의 결

합으로세포의증식을촉진시키는데중요한역할을한다.

상피성장인자 수용체는 종양세포의 증식 및 발암기전에

서도 중요한 역할을 하며, 인체 내 여러 부위에서 발생하는

상피성 암종에서 그 발현과 임상적 소견과의 연관성이 연

구되었고, 치료결과에 한 예후 예측이나 재발 가능성 등

에 한 중요한 지표로서 그 가능성이 연구된 바 있다20. 

부분의 편평상피세포암종에서 상피성장인자 수용체는 과

발현되는 경향을 나타내는데, Ishitoya 등4은 두경부에 발생

한 편평상피암종 15예 중 8예(53%)에서 상피성장인자 수

용체의 과발현이 관찰되었다고 보고하 으며, Kim 등21은

37예의 두경부 편평상피암종 중 20예(54%)에서 상피성장

인자 수용체의 발현이 관찰되었다고 보고하 다. 본 연구

에서도 마찬가지로 20예의 구강편평상피암종 중 9예에서

는 발현이 관찰되지 않았으나 6예에서 미약한 발현을 나타

냈으며, 5예(25%)에서과발현을 관찰할수 있었다. 

본 연구의 EGFR 면역조직화학적 검사 결과, 암종 주위의

정상적인 구강편평상피조직의 경우, 그 발현이 증식하는

기저세포들에서 주로 관찰되었으며 점막 표층으로 세포

분화도가 증가함에 따라 상피성장인자 수용체의 발현은

현저히 감소되었다. 이러한 양상은 EGFR이 정상적인 경

우, 상피세포에서는 그 발현이 제한된다는 다른 연구들의

결과들과도 일치 한다5,22. 또한 조직병리학적 조직 소견 상

분화가 잘 되어 있고 침습성이 덜한 암종 조직이나 고등도

분화 구강편평상피암종에서는 EGFR의 발현이 미미하게

관찰되었다. 반면, 저분화도의 침습적인 구강편평상피세

포암종에서는 EGFR의 강한 발현이 관찰되었는데 이는

EGFR의 발현 정도가 암종의 분화도 또는 침습성과 상관관

계가 있다고 생각해 볼 수 있었으며, 면역조직화학적 염색

결과에 따른 EGFR expression level과 암종의 임상적, 조직

학적 양상과의 관계를 알아보기 위한 통계학적 분석에서

증명되었다. 이를 위해 사용된 통계 방법인 Pearson correla-

tion analysis의 상관 계수 r은 그 값이 0.5 이상일 경우, 연관

성이 매우 높다고 해석할 수 있으며 0.4 이상인 경우는 중

등도의 연관성을 나타내며 그 이하인 경우는 아주 낮은 연

관성을 나타낸다고 해석할 수 있다. 그 결과 본 연구에서는

조직학적 분화도에 따른 EGFR 발현과의 연관성이 유의하

으며, 또한 종양 크기에 따른 분류와의 연관성이 유의하

게 나타났다. 이러한 결과는 Christensen 등5 및 Kim 등21의

연구와도 유사한 결과이다. 반면에 Kunikata 등19은 편평상

피암종의 조직학적 분화도와 상피성장인자 수용체의 발현

과의 상관관계가 유의하지 않았다고 하 으며, Ishitoya 등4

은 고등도 분화 편평상피암종에서 상피성장인자 수용체의

과발현이 더 많이 관찰되었다고 보고하 는데 이러한 상

이한 결과들로 보았을 때 앞으로 더 많은 검체들에 한 연

Fig. 7. K-ras mutation detection with PNA-based real-time

PCR clamping.
Byeong-Chool Moon et al: Epidermal growth factor receptor overexpression and K-ras
mutation detection in the oral squamous cell carcinoma. J Korean Assoc Oral
Maxillofac Surg 2011
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③ experimental group
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구가 시행되어져야 더욱 명확한 상관관계를 알 수 있을 것

으로생각되었다.

한편, 현재까지 구강편평상피암종의 치료는 주로 수술적

인 절제 및 방사선 치료가 표적인 치료방법들이었다. 하

지만, 림프절로의 전이 또는 술 후 재발 등은 그 예후를 불

량하게 만들며 결국 환자의 생존률을 감소시키게 된다. 따

라서 이러한 치료방법의 한계를 극복하고 경부 림프절 전

이 병소의 발생을 억제하거나 재발된 국소부위 악성 병소

를 조절할 수 있는 새로운 치료법을 연구하게 되었다. 그

중 편평상피암종의 상피성장인자 수용체의 과발현과 연계

하여 이를 저지하기 위한 EGFR tyrosine kinase inhibitors

therapy가 소개되었으며, 현재 장암이나 폐암 환자에서

임상적으로 적용되어 효과를 보고 있는 항암요법이다. 하

지만, 이 치료방법의 효과는 때때로 제한적일 수 있는데 이

는 암종 세포내 K-ras mutation 여부와 연관성이 깊다. K-ras

는 알려진 바와 같이 세포내 상피성장인자 수용체와 연결

되어 tyrosine kinase의 인산화 과정에 관여하게 되는데 많

은 암종에서 그 변이가 관찰되었으며, 이는 암종의 발생 및

성장에서 중요한 역할을 하게 된다23. 따라서 K-ras 변이를

가지는 암종에서는 EGFR tyrosine kinase inhibitors therapy

의 효과가 감소되며 치료결과도 미미하게 되므로 이러한

치료방법을 적용시키기 전에 암종의 K-ras 변이의 검출이

필수적이다. Erminia 등12은 암종의 K-ras 변이 연구에서 전

체 표본 중 22.8%에서 K-ras 변이가 검출되었다고 보고하

다. 본 연구에서는 20예 전체 표본 모두에서 K-ras 변이

가 검출되지 않아 상이한 결과를 나타냈는데 이는 암종의

부위 및 검출방법의 차이로 인한 것으로 생각되었다. 하지

만, 검체수가 적었기 때문에 이러한 결과를 모든 구강편평

상피암종에 일반화하는 것은 무리이며, EGFR tyrosine

kinase inhibitors therapy가 적용될 환자의 암종 조직에 해

치료 전 개별적으로 K-ras 변이 검출을 시행하는 것이 알맞

을것으로 생각되었다.

Ⅴ. 결 론

EGF는 53 amino-acids로 구성된 single-chain polypeptide

로서, EGFR과 결합하여 다양한 형태의 세포들의 증식을

유도할 수 있는 강력한 분열 유발성 능력을 갖고 있는 단백

질이다. 상피성장인자와 세포의 세포막에 존재하는 상피

성장인자 수용체와의 결합 후 일련의 인산화 과정을 통해

서 세포의 DNA복제와 세포 분열을 야기하며 이런 특성이

종양 세포에서 증식 및 발암 기전에 중요한 역할을 하는 것

으로 생각되고 있다. 이에 구강편평상피암종에서 면역조

직화학적 염색을 이용한 EGFR의 발현 양상을 검사하여 환

자의 임상병리학적 정보와 EGFR 발현과의 상관 관계를 알

아보고 K-ras mutation을 검출하여 EGFR tyrosine kinase

inhibitors therapy를 위한 표지자로서 그 가능성을 알아보고

자하 다.

실험에 사용된 조직편은 단국 학교 치과 학 부속 치과

병원 구강악안면외과에서 구강편평상피세포암으로 최종

진단 받은 환자 20명의 수술 후 절제된 조직 20편을 사용하

다. 각각의 조직편에서 EGFR의 발현을 확인하기 위해

면역조직화학적 검사, K-ras mutation 검출을 시행하 으

며, 통계학적으로 검증하 다.

1. 면역조직화학적 검사: 정상 구강편평상피의 경우,

EGFR의 발현은 상피조직의 기저부에서만 관찰되었

다. 반면에 저등도 분화 구강편평상피세포 암종의 경

우, 결체조직으로 침습된 암세포에서 매우 증가된

EGFR의발현을 관찰할수 있었다.

2. K-ras mutation 검출: 20개의 종양 조직편 모두에서 K-

ras 20개의 종양 조직편 모두에서 KRAS 돌연변이가 관

찰되지않았다. 

3. 통계학적 검증: 조직학적 분화도에 따른 분류 및 tumor

size에 따른 EGFR 발현의 차이가 유의성이 있게 나타

났다. 

결론적으로 구강편평상피암종에서 정상조직 및 비침습

적 종양에 비해 EGFR의 과발현이 나타났으며 이는 암종의

증식과 침습에 기여하리라 여겨지며 이를 억제하기 위한

EGFR tyrosine kinase inhibitors therapy를 시행하기 전 그 효

과에 한 예후를 판별하기 위해 구강편평상피암종에서

K-ras 변이검출을 시행하는것이 적절하리라생각된다.
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