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목적: 골육종에서 세포 사멸과 관련된 survivin, bcl-2, bax 유전자의 발현을 조사하여 임

상적 결과와의 연관성에 대해 알아 보고자 하였다.

대상 및 방법: 항암 약물 치료 전 절개 생검으로 얻은 5 0예의 골육종 조직을 면역조직화학

염색법을 통하여 survivin, bcl-2, bax의 발현을 관찰하였다. 임상적으로 항암 약물 치료에

대한 반응율, 국소재발, 원격전이, 종양학적 결과 등을 연구하여 surviving, bcl-2, bax 유

전자 각각의 발현 또는 이들의 복합적인 발현과의 연관성에 대해 통계적으로 분석하였다. 

결과: 면역조직화학염색법으로 검사한 survivin 유전자의 발현은 2 6예 ( 5 2 % )에서 관찰되

었고, bcl-2는 2 3예 (46%), bax는 2 1예 ( 4 2 % )에서 관찰되었다. Survivin과 b c l - 2의 공동

발현은 1 9예 (38%), survivin과 b a x의 공동 발현은 1 3예 (26%), bcl-2와 b a x의 공동 발

현은 8예 (16%), 그리고 이들 3가지 모두의발현은 총 8예 ( 1 6 % )에서 관찰되었다. 검사한 3

가지 세포 사멸 관련 유전자의 발현과 여러 임상적 변수와의 상관 관계를 조사 하였을 때 조

직학적 분류, 나이, 성별, 국소 재발 등과는 유의한 연관성이 없었다. 항암 약물 반응율과 통

계적으로 유의한 연관성을 보인 인자는 bcl-2 (P=0.04), 그리고 s u r v i v i n과 b c l - 2가 동시 발

현된 경우 ( P = 0 . 0 4 4 )였으며 나쁜 항암 약물 반응율을 나타냈다. 종양학적 결과 중 질병으로

인한 사망과의 연관성을 보인 인자 역시 bcl-2 (P=0.001), 그리고 s u r v i v i n과 b c l - 2가 동시

발현된 경우 ( P = 0 . 0 2 7 )였으며, 이들의 발현은 나쁜 종양학적 결과를 나타냈다. Kaplan-

Meier 생존율 분석에서 bcl-2 (P=0.0012)의 발현과 survivin, bcl-2의 동시 발현

( P = 0 . 0 0 7 5 )은 생존율과 역의 상관관계를 보였다.

결론: 골육종에서 세포사멸관련유전자의 발현은 비교적 높게보였으며, bcl-2의 발현은 항암

약물치료에대한불량한반응과낮은생존율에의미있는연관성을보이며, survivin은b c l - 2와 동

시에발현되는경우에만 이러한 종양학적결과와의미있는관련이있었다. 따라서세포사멸관련

유전자들의면역조직화학염색법을통한관찰이골육종의예후판정에도움이될 것으로사료된다.

색인 단어: 골육종, 세포 사멸 유전자, survivin, bcl-2, bax, 임상적 연관성



서 론

세포 사멸은 프로그램 되어있는 세포의 죽음으로

정의될 수 있는데 이는 핵의 응축 ( c o n d e n s a t i o n ) ,

D N A의 분절화 (fragmentation), 그리고 세포의

위축 ( s h r i n k a g e )으로 특징지어지는 에너지 의존

과정이다. 싸이토카인이나 암유전인자, 방사선 조

사, 바이러스 감염 등 많은 다양한자극들에 의해 세

포의 사멸은 유도될 수 있다. 세포 사멸을 일으키는

다양한 과정들이 있는데 이들 중 시스테인 단백분해

효소 (cystein protease) 분자들은 세포 사멸에 필

수적인효소적 파괴를 일으키게 된다.

세포의 자연사멸이 손상된 유전자는 암유전자로

작용하거나 종양 억제 유전자로 작용할 수 있는데,

s u r v i v i n은 세포 사멸을 억제하는 유전자이며 정상

적인 태아발달 과정에서 보일 뿐만 아니라 다양한

암 조직에서 발현되지만 정상적인 성인 조직이나 양

성 종양에서는 보이지 않는다고 보고되고 있다2 ). 이

러한 s u r v i v i n은 폐, 대장, 췌장, 전립선, 유방암

등에서 과발현되며 나쁜 예후와 밀접한 관계가 있다

고 보고 되었다1 , 2 , 8 , 1 6 , 2 1 , 2 3 ).  

B c l - 2는 사람의 소포 B -세포 (follicular B-cell)

림프종에서 14:18 염색체 전위 ( t r a n s l o c a t i o n )에

서 발견되었으며 생리적, 병태적, 약리적 등 다양한

자극에 의해 세포 사멸을 억제하는 암 유발 유전자

의 하나로 알려졌으나 세포증식과는 직접적인 연관

이 없다고 하였다2 5 , 2 6 ). 이들 bcl-2 유전자는 전립선

암, 대장-직장암, 폐의 상피세포암, 유방암, 비인후

악성종양 등 다양한 고형암에서 높은 발현을 보인다

고 보고되고 있다3 , 6 , 9 , 1 4 , 1 5 ).

B a x는 1 9번 염색체에 위치되며 세포 사멸 신호에

의해 조절되는 p 5 3 -결합 영역 ( d o m a i n )을 가져 초

기에 반응하는 유전자이다. Bax는 b c l - 2와 21% 상

동성 ( h o m o l o g y )을 가지며 세포 내 동반자적인 관

계를 가지는데, 이는 21-kd 단백질로 면역학적인 연

구로 처음 밝혀졌다. Bax의 발현은 세포 사멸을 억

제하지 않고 bcl-2/bax 이형복합체를 형성하거나

bcl-2 타겟에 경쟁적으로 작용하여 bcl-2 기능을 억

제하는것으로 보고되고 있다1 7 , 1 9 ).

세포 사멸의 조절은 암세포의 증식과 종양의 진행

에 큰 영향을 줄 수 있으며 이미 사람의 많은 종류의

암에서 이들과 관련된 유전자의 과발현이 보고되고

있다. 하지만 사람의 골육종에서는 그에 따른 연구

와 보고된 예가 매우 적고 부분적이다.

이에 저자들은 골육종 환자에서 종양 조직을 채취

하여 세포 사멸과 관계된 survivin, bcl-2, bax 유

전자들의 발현 정도를 조사하고, 그 결과를 임상적

자료와 비교 분석하여 세포 사멸 관련 유전자들이

골육종에서 종양의 증식, 전이, 그리고 종양학적 결

과와 어떠한 연관성을 갖는지연구하고자 하였다. 

연구대상 및 방법

1. 연구 대상

1 9 9 6년 3월부터 1 9 9 9년 8월 사이에 원발성 골육

종으로 진단, 치료 받았던 환자 중에서 항암약물치

료 이전의 절개 생검에서 얻어진 종양 조직을 파라

핀에 포매하여 보관할 수 있었던 5 0예를 대상으로

하였다. 남자 3 2예, 여자 1 8예로 평균연령은 2 1 . 7

세 ( 4 ~ 8 1세)였다. 골육종의 위치는 대퇴골 3 4예,

경골 9예, 상완골 3예, 골반골 2예, 천골 1예, 비골

1예 순이였고, 병리적 구분으로 골모세포성 골육종

이 3 4예, 연골모세포성 7예, 혼합성 3예, 섬유모세

포성 3예였으며 기타 소세포성, 방골성, 모세혈관

확장성이 각각 1예였다. 술 전 Enneking 방법의

단계 분류로 stage IB 1예, IIA 1예, IIB 44예, 그

리고 처음 진단 당시에 폐 전이가 있었던 I I I가 4예

였다. 방골성 골육종으로 진단된 1예를 제외한 전례

에서 수술 전 화학요법을 시행하였으며 화학요법에

대한 반응은 Huvos grade III과 I V가 2 0예, I과 I I

가 2 9예였다. 화학 요법에 사용된 약제는 고농도 메

톡스렉쎄이트와 아드리아마이신, 시스플라틴으로 전

례에서동일하였다. 

골육종의 수술 시 절제연은 변연부 절제연 ( m a r-

ginal margin)이 1예, 부적절한 광범위 절제술

(inadequate wide margin)이 3예, 적절한 광범위

절제술 (adequate margin) 이상이 4 6예였다. 술

후 추시관찰 동안 2 6예에서 원격 전이가 발생되어

수술 전후 총 3 0예의 원격 전이가 관찰되었으며, 8

예에서는 국소 재발이 관찰되었다.

5 0명의 골육종 환자에 대한 평균 추시 기간은

3 6 . 9개월 ( 6 ~ 1 0 0개월)이었다. 지속적 무병 생존

2 6예, 실질적 무병 생존 8예, 사망 1 6예였다. 
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2. 연구 방법

골육종 조직에 대해서는 면역조직화학염색법 중

특이성과 민감도가 높은 A B C법 (avidin biotin

peroxidase complex method)를 이용하여 s u r-

vivin, bcl-2, bax 유전자의 발현 정도를 분석하

고, 임상적으로는 환자의 항암 화학요법에 대한 반

응, 원격전이 여부, 국소재발 여부, 5년 생존율 등

의 예후를 분석하여, 세포 사멸 관련 유전자의 발현

정도와 임상적인 예후와의 관계를 비교 분석하고자

하였다. 

1) 면역조직화학염색

포르말린으로 고정시킨 후 파라핀에 포매된 종양

조직 절편을 5 μm 두께로 자른 후 슬라이드 위에

놓고 x y l e n e으로 탈파라핀한 후 e t h a n o l로 수화시

켰다. Phosphate buffered saline (PBS)으로 세

척한 뒤 endogenous peroxidase의 활성을 억제하

기 위하여 0.3% hydrogen peroxide로 1 5분간 처

리한 후 다시 P B S로 세척하였다. 비특이적 항원-항

체 반응을 억제하기 위하여 정상 혈청으로 4℃에서

1시간 반응시킨 후 1차 항체로 4℃에서 o v e r n i g h t

하였다. 본 연구에서는 H i s t o s t a i nⓇ-Plus Kits

(Zymed Laboratories Inc., San Francisco,

CA, USA)를 사용하였고, 1차 항체로는 s u r v i v i n

(Abcam, Cambridgeshire, UK), bcl-2

(Santa-Cruz Biotechnology, Santa-Cruz, CA,

USA), bax (Santa-Cruz Biotechnology)를 각

각 1 : 1 0 0으로 희석하여 사용하였다. PBS로 세척한

후 b i o t i n이 결합된 2차 항체로 실온에서 1시간 반

응시켰다. 다시 P B S로 세척한 뒤 p e r o x i d a s e - c o n-

jugated streptavidin을 사용하여 실온에서 3 0분간

반응시켰다. PBS로 세척하고 DAB (3,3-

diaminobenzidine tetrahydrochloride)로 염색하

여 현미경으로 관찰하였다. 대조염색으로 h e m a-

toxylin (Sigma, St. Louis, MO, USA)을 사용

하였다. 

2) 슬라이드의 검경 관찰

면역조직화학염색 결과는 환자의 임상 특징을 모

르는 병리의사에 의하여 판독되었다. 각 슬라이드

당 일차 항체에 염색된 암세포를 전체 암세포에 대

한 비율로 양성여부를 판별하였고, 10 배 고배율 시

야를 검색하여 전체 세포 중 염색된 세포의 평균이

10% 이상일 때 양성으로 정하였다(Fig. 1). 

3) 통계학적 분석

SPSS-statistical software (SPSS Inc.,

Chicago, Illinois, USA) version 12.0을 사용하

였다. 세포 사멸 관련 유전자의 발현과 여러 임상적

변수와의 비교 및 유의성 판정에는 카이제곱 ( ( 2 )

검정법을 사용하였으며, 환자의 생존율 분석에는

Kaplan-Meier method를 사용하였고 군간 생존율

비교에는 log-rank test를 사용하였다. 

결 과

면역조직화학염색법으로 검사한 survivin 유전자
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Fig. 1. Immunohistochemical staining of survivin, bcl-2 and bax shows an example of positive staining (×200). 



의 발현은 2 6예 ( 5 2 % )에서 관찰되었고, bcl-2는 2 3

예 (46%), bax는 2 1예 ( 4 2 % )에서 관찰되었다.

S u r v i v i n과 b c l - 2의 공동 발현은 1 9예 ( 3 8 % ) ,

s u r v i v i n과 b a x의 공동 발현은 1 3예 (26%), bcl-

2와 b a x의 공동 발현은 8예 (16%), 그리고 이들 3

가지 모두의 발현은 총 8예 ( 1 6 % )에서 관찰되었다.

검사한 3가지 세포 사멸 관련 유전자의 발현과 여러

임상적 변수와의 상관 관계를 조사하였을 때 조직학

적 분류, 나이, 성별, 국소 재발 등과는 유의한 연관

성이 없었다. 항암 약물 반응율과 통계적으로 유의

한 연관성을 보인 인자는 bcl-2 (P=0.04) 그리고

s u r v i v i n과 b c l - 2가 동시 발현된 경우 ( P = 0 . 0 4 4 )였

으며 나쁜 항암 약물 반응율을 나타냈다. 종양학적

결과 중 질병으로 인한 사망과의 연관성을 보인 인

자 역시 bcl-2 (P=0.001), 그리고 s u r v i v i n과 b c l -

2가 동시 발현된 경우 ( P = 0 . 0 2 7 )였으며, 이들의 발

현은 나쁜 종양학적 결과를 나타냈다 (Table 1). 하

지만 s u r v i v i n의 단독 발현과 b a x의 단독 발현은

임상적 변수와 통계학적 연관성은 없었다. Kaplan-

Meier 생존율 분석에서 bcl-2 (P=0.0012)의 발현

과 survivin, bcl-2의 동시 발현 ( P = 0 . 0 0 7 5 )은 역

의 상관관계를 보였다(Fig. 2, 3).

고 찰

암에 대한 생물학적 연구의 주목적은 예후를 예측

할 수 있는 인자와 새로운 치료의 타겟을 밝히는데

있다. 유전자와 다양한 단백질 발현에 대한 체계적

인 연구자료는 종양의 예후와 전이 가능성 그리고
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Fig. 2. Survival curves of bcl-2 expression showed nega-
tive correlation (P=0.0012).
+: bcl-2 negative, x: bcl-2 positive



치료를 위한 선택적 종양 타겟을 정하는데 정형화된

정보를 제공할 수 있을 것으로 기대된다. 저자들의

연구는 세포 사멸과 관련된 유전자의 발현과 사람의

골육종의 임상적 결과의 상관관계를 알아내고자 하

는 것이며, 이들 세포 사멸 관련 유전자는 전술한바

와 같이 사람의 다양한 내장기관의 악성 종양에서

주로 나쁜 예후와 관련되어 발현되고 있다. 특히

s u r v i v i n은 폐의 선암, 상피세포암1 2 ), 췌장의 선암,

대장의 선암, 유방암, 식도 상피세포암2 0 ), 비 호드킨

스 림프종2 )에서 그들의 진행과 연관되어 면역조직화

학염색에서 관찰되었다. 또한 s u r v i v i n의 발현은 대

장, 직장, 위, 폐, 방광암과 흑색종에서 나쁜 예후와

관련되어 높게 발현되었다1 0 , 1 3 , 2 2 ). 

S u r v i v i n은 8 0 %가 세포질에서 나머지 2 0 %가 핵

내에서 위치하는 것으로 아세포 단위에서 구분할 수

있다고 하였다4 ). Triebs 등2 4 )은 다른 종양에서와 달

리 골육종에서 s u r v i v i n이 핵 내에 발현되면 높은 5

년 생존율을 보여 좋은 예후와 연관성이 있다고 하

였고, 반대로 골육종에서 s u r v i v i n의 위치가 핵 내

로 국한되지 않으면 임상적인 면과 생물학적인 면에

서 좀더 공격적인 양상으로 보인다고 보고하면서,

면역조직화학염색상 구분 되는 s u r v i v i n의 세포 내

위치를 증명하는 것은 골육종 환자의 생존율을 예측

하는 하나의중요한 인자가될 수 있다고 하였다. 이

와 같이 세포 사멸 유전자들이 암의 종류와 위치에

따라서 서로 정반대의 기능으로 인지되곤 하는데,

즉 위암에서의 핵 내 발현되는 s u r v i v i n은 좋은 예

후와 연관되어 있고1 8 ), 방광의 이형세포암11) ( t r a n s i-

tional cell carcinoma)에서도 치료 후 종양의 증

거가 없는 생존율이 높은 것과 밀접한 관련이 있다.

본 연구에서도 s u r v i v i n의 위치에 대한 구분으로 핵

내 또는 세포질 내 발현으로 구분 하려고 하였으나

경험이 많은 병리과 의사의 현미경학적 판단 시에

명확히 어느 쪽에 양성 판정을 해야할지 어려움이

많았고, 이전 판독 결과를 모른 채 판독 시에 다른

판정이 나오는 경우도 있어 이러한 s u r v i v i n의 핵

내 또는 세포질 내 위치의 구분은 위 양성 또는 위

음성의 잘못된 판독 가능성이 높다고 생각되어졌다.

따라서 survivin 하나만의 세포 사멸 유전자보다

bcl-2, bax를 연구에 포함시켜 이들의 단일 발현 또

는 공동 발현과 임상적 상관 관계를 조사하여 좀더

신뢰성을 높게 하고자 한 것이다. 본 연구에서는 골

육종에서 s u r v i v i n의 단독 발현은 임상적 및 종양학

적 결과와 의미있는 통계학적 결과는 보이지 않았

다. 하지만 s u r v i v i n과 bcl-2 공동 발현은 나쁜 항

암 약물 반응율 및 높은 질병으로 인한 사망률을 보

였으며 낮은 5년 생존율과 상관관계를 보였다.

골육종에서 bcl-2 유전자의 조사는 보고된 예가

없으나 그 역할은 전이를 일으킨 흑색종에서 조사되

었다. 또한 b c l - 2와 bax 사이에 발현 비율이 이들

중 하나의 발현만 보는 것보다 세포 사멸을 예측하

는데 더 좋은 결정 방법이라고 제시되어 왔다4 , 2 7 ). 본

연구에서 b c l - 2의 단독 발현은 나쁜 항암 약물 반응

율 및 높은 질병으로 인한 사망률을 보였으며 낮은

5년 생존율과 상관관계를 보였다. 하지만 b c l - 2와

b a x의 공동 발현은 이들과 의미 있는 통계학적 연관

성은 보이지 않았다.

B a x는 b c l - 2를 억제하여 세포사멸을 촉진하는 것

으로 알려져 있으나1 5 ), 골육종에서의 보고는 없었다.

본 연구결과 골육종에서는 bax 유전자의 발현과 통

계적으로 의미있는 상관관계가 없었다.

결 론

골육종에서 세포 사멸 관련 유전자의 발현은 비교

적 높게 보였으며, bcl-2의 발현은 항암 약물치료에

대한 불량한 반응과 낮은 생존율에 의미 있는 연관

성을 보이며, survivin은 b c l - 2와 동시에 발현되는

경우에만 이러한 종양학적 결과와 의미 있는 관련이

있었다. 따라서 세포 사멸 관련 유전자들의 면역조

직화학염색법을 통한 관찰이 골육종의 예후 판정에
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Fig. 3. Survival curves of survivin and bcl-2 coexpres-
sion showed negative correlation (P=0.0075).
+: survivin and bcl-2 negative, x: survivin and
bcl-2 positive



도움이될 것으로사료된다.
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Expressions of Apoptotic Genes (survivin, bcl-2, bax) and 
Clinical Relevance in Osteosarcoma
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Purpose: The expression of apoptosis-related genes, such as survivin, bcl-2, and bax has been
examined in the human osteosarcoma and then evaluated the correlation with clinical data of
patients. 

Materials and Methods: Fifty human osteosarcoma specimens were established from inci-
sional biopsy and examination of survivin, bcl-2, and bax by immunohistochemical study was
performed. We investigated the correlation of survivin, bcl-2, bax and their two or three com-
bined expressions with clinical data including the response of chemotherapy, local recurrence,
distance metastasis, and oncologic outcome. 

Results: Survivin was showed in 26 cases (52%), bcl-2 in 23 cases (46%), and bax in 21 cases
(42%) osteosarcoma. And coexpression of survivin and bcl-2 was showed in 19 cases (38%),
survivin and bax in 13 cases (26%), bcl-2 and bax in 8 cases (16%), and all three expression was
showed in 8 cases (16%). 

There was no correlation between their apoptosis related gene and histologic difference, the
presence of local recurrence and distant metastasis. Whereas neoadjuvant chemotherapy
response correlated with bcl-2 expression (P=0.04), and survivin and bcl-2 coexpression
(P=0.044) with poor chemoresponse. The rate of died of disease was correlated with bcl-2
(P=0.001), survivin and bcl-2 coexpression (P=0.027) with bad outcome. Survival curves of bcl-
2 (P=0.0075), survivin and bcl-2 (P=0.0012) was showed negative correlation in the Kaplan-
Meier method.

Conclusion: The apoptosis related gene expression was relatively high in osteosarcoma, bcl-2
expression was correlated with poor chemotherapy response and poor survival rate, but survivin
was correlated with this oncologic outcome only in the bcl-2 coexpression. The examination of
immunohistochemical stain of apoptosis related gene in osteosarcoma could be helpful in the
judgment of osteosarcoma prognosis. 
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