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갑상선 종양에서 아포프토시스(Apoptosis)와 

세포증식 표지자(Ki-67)의 상관관계 분석
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Correlation Analysis of Apoptosis and Cell Proliferating Marker (Ki-67) 
in Thyroid Tumors
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To clarify the growth mechanisms of thyroid tumors, we investigated apoptotic cells in 88 thyroid tumors, 
consisting of 24 adenomas, 58 papillary thyroid carcinomas, and 6 undifferentiated carcinoma, using terminal 
deoxynucleotidyl transferase mediated deoxyuridine triphosphate digoxigenin-nick end labeling (TUNEL). 
The cell proliferating marker was also evaluated immunohistochemically using the monoclonal antibody to 
Ki-67 antigen (MIB-1) in the same tumors. The apoptosis was expressed as a percentage of the 
TUNEL-positive cells in the tumor cells, and a proliferating marker, being the percentage of Ki-67 positive 
cells, was counted up each tumor. The statistical analysis were used analysis of variance (ANOVA) and 
student's t-test that were analyze the differences in the rate of each histological types of the thyroid tumors. 
The overall level of apoptosis was extremely low in all histological types of the thyroid tumors analyzed, 
the mean apoptosis being 0.31±0.40 in adenoma, 0.55±0.48 in papillary thyroid carcinoma, and 4.60±3.27 
in undifferentiated carcinoma. The Ki-67 protein in the thyroid tumor subtypes was significantly lower in 
adenoma and papillary carcinoma, at 2.45±2.99 and 6.27±4.42, respectively, than that in undifferentiated 
carcinoma at 26.47±23.88 (p<0.0001). There was no correlation between clinicopathological factors and 
apoptosis or Ki-67 in papillary thyroid carcinoma. In conclusion, our findings suggest that apoptosis occurs 
infrequently in thyroid tumor, and that cell proliferating maker Ki-67 markedly differs according to the 
thyroid tumor subtypes. Moreover, the ratio between proliferating cells and apoptotic cells may reflect 
thyroid tumor progression. 
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I. 서      론

인체의 정상조직은 세포증식과 세포사멸 사이의 균형

으로 항상성을 유지하고 있으며(Kerr 등, 1972), 다양한 

원인에 의하여 세포증식이 활성화되거나 세포사가 감소

하면 세포의 수가 증가하여 종양을 형성하게 된다

(Birchall 등, 1996; Bertram, 2000). 따라서 종양의 전체 

성장은 세포생산과 세포죽음 사이의 불균형으로 인하여 

초래된 결과라고 생각된다. 아포프토시스는 세포사의 한 

형태로 외부인자의 자극이나 내적인 변화에 의하여 세포

사의 경로가 활성화되어 세포를 제거하는 선택적인 과정

이며(Wylli, 1981; Umansky, 1982; Bursch 등, 1990; 
Ucker, 1991), 배아의 발생동안 세포집단의 중요한 조절

자라고 생각되고(Garcia-Martine 등, 1993), 면역체계에서 

뿐만 아니라(Cohen, 1991) 정상과 신생물 조직에서도

(Wylli, 1992) 내인성 endonuclease의 활성화 결과로 핵내 

DNA 분절 조각이 되어지는 생화학적 특징을 가지고 있

다(Gavrieli 등, 1992). 아포프토시스 세포는 핵 DNA 조

각과 세포질 소기관으로 구성되어 막으로 싸여 있으며 

단지 수분동안 출현하고(Russell 등, 1972; Sanderson, 
1976; Mater, 1979; Kerr 등, 1987), 아포프토시스체는 여

러 가지 형태로 탐식되기 전에 수 시간 동안 보여지고 주

위의 실질세포나 대식세포에 의해 탐식되어 리소솜에 의

해 분해된다(Wyllie, 1980; Bursch 등, 1990). 아포프토시

스는 TUNEL방법에 의하여 파라핀 포매 절편에서 DNA 
분절 조각을 가진 세포를 증명할 수 있다(Gavrieli 등, 
1992). Ki-67은 세포주기 중에서 G1기를 제외한 모든 주

기에서 세포의 핵에 발현하는 단백질로 세포의 증식상태

를 나타내주는 표지자로서 면역조직화학적 염색을 통하

여 양성으로 염색된 핵에서 관찰된다(Cattoretti 등, 1992). 
따라서 갑상선 종양의 선종, 유두상 암종, 그리고 미분화 

암종에서 종양 진행이 매우 다르다는 것을 고려하였고, 
종양의 성장기전을 명백하게 하기 위하여 in situ DNA 
분절 조각을 증명하는 TUNEL 방법으로 아포프토시스를 

검출하고, 세포의 증식표지자인 Ki-67 단백질을 면역조직

화학적 방법에 의하여 발현율을 조사하였다. 이들의 결과

를 통계학적으로 분석하여 종양의 진행에 따른 상호관계

를 평가해 보았다. 

II. 재료 및 방법

1. 재 료

조직검체는 갑상선종양을 수술 또는 생검한 88명 환자

로부터 얻었다. 이들 종양의 조직학적 양상은 World 
Health Organization(WHO)에 의해 제안된 기준에 따라서 

병리학적으로 진단된 것을 분류하였다. 갑상선 종양은 24
예 선종, 58예 유두상 암종, 그리고 6예 미분화 암종이며, 
정상조직은 선종과 유두상 암종의 주위조직으로 정상세

포로 구성된 여포(follicle)가 있는 부분으로 하였다.

2. 방 법

1) In situ DNA 분절 조각 apoptosis 염색(ApopTag in 
situ kit)

Apoptosis에 대한 염색은 ApopTagⓇ in situ apoptosis 
detection kit(Chemicon, International, Inc, USA)를 이용하

여 TUNEL 과정에 의해서 검출하였고, 파라핀 포매 절편

에서 분절된 DNA를 가진 세포를 동정함으로써 in situ 
DNA 분절 조각이 표지된다. 아포프토시스체에 존재하는 

DNA의 말단 3’-OH에 digoxigenin nucleotide를 terminal 
deoxynucleotidyl transferase(TdT)의 특이적 결합에 의해 

부착시킨 후 antidigoxigenin-peroxidase를 반응시킨다. 요
약하면, TUNEL 염색과정은 탈파라핀 후에 PBS(pH 7.4)
에 5분간 담그고, proteinase K(Sigma, St. Louis, MO, 
USA) 20 μg/mL 로 37℃에서 15분 전처리하였다. 내인성 

과산화효소는 PBS에 3% H2O2로 인큐베이션하였고, PBS
에 수세한 다음, equilibration buffer를 커버글라스로 덮고 

실온에 10초 인큐베이션하고 4℃에 1시간 동안 최적의 

stopping points를 한다. Reaction buffer를 커버글라스로 

덮은 다음 습윤 상태 37℃에 1시간 인큐베이션 시키고, 
working strength stop/wash buffer에 실온에서 15초 흔든 

후 10분간 두어 반응을 정지시켰고, PBS에 5분 담그고, 
antidigoxigenin conjugate를 실온에서 30분간 인큐베이션

하였다. PBS에 10분간 담근 후에 DAB(diaminobenzi-
dine)에 발색하고 Mayer's hematoxylin에 대조염색하였다. 
양성대조군은 림프절을 동일한 과정으로 염색하였다. 



Korean Soc. Clin. Lab. Sci. 39(3):241-248, 2007

243

2) Ki-67의 면역조직화학 검사

Ki-67 항원에 대한 단크론 항체(MIB-1; DAKO, 
Carpinteria, CA, USA)를 사용하여 면역조직화학 염색으

로 평가하였다. 이 항원은 성장분획에 존재한다(Gerdes 
등, 1992; Cattoretti 등, 1992). 면역조직화학 염색은 

EnVision 시스템을 사용하였고, 염색과정은 조직표본 파

라핀블록을 박절기를 이용하여 3 μm 두께로 박절한 다음, 
3-aminopropyltriethoxy silane(Sigma Chemical, Germany)
으로 처리된 코팅 슬라이드에 박절된 리본을 부착시켰다. 
탈파라핀과 함수과정을 거친후, 3% H2O2에 담그고, 수세

한 후, 10 mM citrate buffer(pH 6.0)를 microwave에 10분

간 예열한 후, 슬라이드를 담그고 다시 15분 끓인다. 실온

에서 30분간 방치한 후, PBS(pH 7.5)에 10분간 담그고, 1
차 항체로 Ki-67(MIB-1)를 1:100으로 희석하여 슬라이드

에 반응시키고, 냉장고에 18시간 넣어둔다. 슬라이드를 

PBS(pH 7.5)에 수세한 후, EnVisionTM Detection System 
(DAKO, Carpinteria, CA, USA)을 30분간 반응을 시키고, 
PBS(pH 7.5)에 수세한 후에 DAB(diaminobenzidine) 발색

제에 5분간 발색시키고, PBS(pH 7.5)에 3분간 담근 후, 
수세한다. Mayer’s hematoxylin에 5분간 대조염색하고, 
수세한 다음, 단계적 알코올에 탈수시키고, xylene에 투명

하여 봉입한다. 양성 대조군은 자궁외경부로 동일한 염색

과정으로 염색하였다.

3) 아포프토시스의 TUNEL 염색판정

농축된 핵 또는 핵막부분에 적갈색으로 분명하게 염색

된 핵들을 양성세포로 규정하였으며, 각 샘플의 무작위 3
부분을 세어 평균을 내었고, 종양세포 1000개 이상의 양

성세포를 세어 양성세포의 백분율(%)을 구하였다.

4) Ki-67 면역조직화학 염색판정

핵이 뚜렷한 적갈색으로 염색된 세포를 양성세포로 판

정하였으며, 각 샘풀의 무작위 3부분을 세어 평균을 내었

고, 종양세포 1000개 이상의 양성세포를 세어 양성세포의 

백분율(%)을 구하였다.

5) 통계 분석 

갑상선 종양의 유형에 따라 다양한 비율의 차이를 분

석하였고, 통계학적 검증은 1요인 분산분석(one way ANOVA, 

Analysis of variance)과 Student's t-test를 사용하였으며, 
값은 평균±표준편차(mean±SD)를 백분율(%)로 표시하였

다. 통계분석에 사용된 프로그램은 SAS(Statistical 
Analysis System) v9.1(SAS Institute Inc. Cary, NC)을 이

용하였으며 p 값은 0.05이하를 통계학적으로 의미가 있는 

것으로 하였다.

III. 결      과

1. TUNEL 방법에 의한 아포프토시스의 검출

림프절을 대조조직으로 사용하였으며, TUNEL 방법에 

의해 염색된 많은 세포는 Fig. 1a에서 보이는 것과 같이 

림프절의 피질과 수질에서 보였다. 그러나 갑상선의 선종

(Fig. 1b)과 유두상 암종(Fig. 1c)에서는 단지 몇 개의 염

색된 세포가 보이며, 미분화 암종의 세포들은 염색된 세

포의 수가 훨씬 많았다(Fig. 1d). 갑상선 종양의 조직학적 

유형에 따라 아포프토시스의 검출률은 Table 1과 같다. 
정상, 선종, 유두상 암종, 그리고 미분화 암종의 네 그룹

간의 분산분석(ANOVA)을 하여 나타난 결과를 보면 그 

값은 정상 0.25±0.42, 선종 0.31±0.40, 유두상 암종 

0.55±0.48, 그리고 미분화 암종 4.60±3.27 로 나타났다

(p<0.0001). 분산분석 후에 Tukey's 방법으로 종양 그룹간

의 비교 검정한 결과는 정상, 선종, 그리고 유두상 암종의 

세 그룹간에 평균값의 유의한 차이는 없었으나, 유두상 

암종과 미분화 암종사이에는 평균값의 유의한 차이를 나

타내었다(p<0.05).

2. 면역조직화학 염색에 의한 Ki-67의 발현

Ki-67의 발현율을 조사하기 위해 면역조직화학 염색을 

하여 관찰한 결과 정상(Fig. 2a), 선종(Fig. 2b), 유두상 암

종(Fig. 2c), 그리고 미분화 암종(Fig. 2d)에서 핵에 적갈

색으로 염색된 것을 양성으로 하였다. 갑상선의 각 조직

학적 유형에 따른 Ki-67의 발현율은 Table 1에서 나타내

었다. 정상, 선종, 유두상 암종, 그리고 미분화 암종의 네 

그룹간의 분산분석(ANOVA)한 결과를 보면 그 값은 정

상 0.56±0.85, 선종 2.45±2.99, 유두상 암종 6.27±4.42, 그
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a b

dc

Fig. 1. TUNEL staining of the microdissected tissues of the thyroid tumors-positive cells (arrows). (a) Lymphnode used as a control. 
(×200) (b) Adenoma (×400). (c) Papillary carcinoma (×400). (d) Undifferentiated carcinoma (×400).

a b

c d

Fig. 2. Immunohistochemical staining for Ki-67 in thyroid tumors (EnVision detection system). (a) Normal (×200). (b) Adenoma 
(×400). (c) Papillary carcinoma (×400). (d) Undifferentiated carcinoma (×400).
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Hitological type
No. of
cases

Apoptosis Ki-67 Ki-67/Apoptosis

mean±SD Range mean±SD Range mean±SD

Normala 82 0.25±0.42 0-2.4 0.56±0.85 0-3.73 2.34±3.57
Adenomab 24 0.31±0.40 0-1.29 2.45±2.99 0.12-13.53 8.82±11.18
Papillary Ca.c 58 0.55±0.48 0.02-2.12 6.27±4.42 0.35-20.29 25.08±36.77
Undifferentiated Ca.d 6 4.60±3.27 1.44-10.63 26.47±23.88 10.96-74.22 11.60±19.51
P-value <0.0001 <0.0001 0.0004
Post-hoc test* d>c=b=a d>c>b=a c=d=b>a
Ca. : Carcinoma
* : Post-hoc test using Tukey's method

Table 1. The apoptosis and Ki-67 protein in thyroid tumors

Factor
No.of
cases

Apoptosis Ki-67 Ratio Ki-67/Apoptosis
mean±SD t-Test mean±SD t-Test mean±SD t-Test

Age <40 23 0.60±0.55 n.s 5.87±3.57 n.s 26.20±31.65 n.s
≥40 35 0.51±0.43 6.53±4.94 24.34±40.21

Gender Male 8 0.59±0.51 n.s 7.64±5.74 n.s 30.77±35.38 n.s
Femal 50 0.54±0.48 6.05±4.21 24.17±37.25

Tumor size <2.5 cm 37 0.56±0.50 n.s 5.98±4.15 n.s 21.02±25.36 n.s
≥2.5 cm 21 0.52±0.46 6.78±4.93 32.23±51.10

n.s : not significant

Table 2. Relationship between the apoptosis or Ki-67 and clinicopathological factors in papillary thyroid carcinoma

리고 미분화 암종 26.47±23.88을 나타냈다(p<0.0001). 분
산분석 후의 조직학적 유형 따라 그룹간의 비교는 

Tukey's 방법으로 검정하였고, 그 결과는 정상과 선종사

이의 평균값은 통계학적으로 유의한 차이는 없었으나, 선
종 보다는 유두상 암종의 평균값이 통계학적으로 유의하

게 높았으며, 유두상 암종 보다는 미분화 암종의 평균값

이 통계학적으로 유의하게 높았다(p<0.05). 
 
3. Ki-67/Apoptosis 의 비율

 갑상선 종양의 조직학적 유형에 따라 Ki-67/Apoptosis 
의 비율을 평가하였다(Table 1). 이 비율의 값은 정상조직

에서 매우 낮았으며, 그 값은 정상 2.34±3.57, 선종 

8.82±11.18, 유두상 암종 25.08±36.77, 그리고 미분화 암

종 11.60±19.51 로 나타났다. 선종, 유두상 암종, 그리고 

미분화 암종 사이의 세 그룹간의 유의한 차이는 없었으

나, 정상보다는 종양인 세 그룹이 유의하게 높았다

(p<0.05). 그룹간의 비교 검정에서는 정상 갑상선 조직 보

다 유두상 암종이 통계학적으로 유의하게 높았다

(p=0.0004). 

4. 유두상 암종에서 아포프토시스, Ki-67, 그리고 임

상병리학적 요소들(Clinicopathological factors) 

 
유두상 암종에서 아포프토시스, Ki-67, 그리고 Ki-67/ 

Apoptosis 비율을 환자의 나이 40세 미만과 40세 이상, 
성별, 종양의 크기 2.5 cm 미만과 2.5 cm 이상에 따라서 

평가하였다. 각 그룹별 인자들 사이를 student's t-test 한 

결과 의미있는 차이는 없었다. 다만 성별의 발생률에서 

남자 8예(13.8%), 여자 50예(86.2%)로 여성의 발생률이 

훨씬 높았다(Table 2).
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IV. 고      찰

갑상선 분화 암종의 대부분은 통증이 없고 성장이 극

히 느린 양호한 예후를 나타내는 종양이다. 이것과 대조

적으로 미분화 암종은 인체에서 발생하는 가장 활동적인 

신생물로 알려져 있고, 진단 후 평균 생존기간이 6개월 

이하이다(Carcangiu 등, 1985). 미분화 암종과 분화 암종 

모두 갑상선의 여포상피 세포로부터 유래되었다고 생각

된다. 종양 성장기전의 이해는 임상적으로 유용하며, 종

양세포의 생물학적 활성을 설명하고 있을 뿐만 아니라, 
최적의 치료일정을 계획할 수 있다. 본 연구는 동일한 검

체에서 다양한 갑상선 종양의 아포프토시스와 세포증식 

표지자로 Ki-67 단백질을 실험하였다. 이들의 결과는 통

계 프로그램 중에서 1요인 분산분석(ANOVA)과 student's 
t-test를 사용하여 분석하였다. 분석된 아포프토시스의 총 

수준은 모든 조직학적 유형에서 매우 낮았으나, 미분화 

암종에서는 비교적 높은 수치를 나타내었다. Staunton과 

Gaffney(1995)는 인체의 다양한 종양 유형에서 아포프토

시스를 형태학적으로 연구하였으며, 유방, 대장, 그리고 

비소세포 폐암종에서 1~7% 범위를 나타내었고, 갑상선 

여포암종에서는 1%이하였다고 보고하였다. Basolo 등

(1997)은 아포프토시스를 TUNEL염색을 이용하여 결과

를 얻었으며, 갑상선의 유두상 암종에서 평균 0.2%를 나

타내었고, 미분화 암종에서는 평균 1.4%를 나타내었으며, 
그 외에 모든 유형에서는 매우 낮은 것으로 보고하였다. 
그들은 또한 갑상선 신생물의 진행은 아포프토시스가 증

가하는데 직접적인 상관관계가 있었다고 보고하였다. 우
리의 연구 결과는 선종과 분화가 양호한 유두상 암종에

서 매우 낮았으며, 반면에 미분화 암종에서는 매우 높게 

나타났고, 미분화 암종과 다른 유형의 종양들 사이에는 

통계학적으로 평균값의 유의한 차이가 있는 것으로 나타

나(Table 1) 이전에 연구한 것들과 일치하는 경향을 보였

다. 
세포 증식표지자인 Ki-67 단백질은 유사분열시기에 핵

에 염색되는 것으로 자궁경부상피에서는 신생물의 정도

가 높아질수록 증가한다고 보고하였고(Konishi 등, 1991), 
유방암에서도 임상과 병리학적 특징에 따라 증가한다고 

보고 하였다(Beronese와 Gambacorta, 1991). 갑상선 종양

에서는 선종과 분화가 양호한 암종은 낮았으나 미분화 

암종은 높게 나타났고, 이들 결과는 종양들 사이에 통계

학적으로 유의한 차이를 나타낸 것으로 보고하였다

(Katoh 등, 1995 ; Yoshida 등, 1999). 본 연구에서는 이들 

연구의 평균값 보다 높게 나타났으며, 선종보다 유두상 

암종이 높았고 유두상 암종보다 미분화 암종이 높게 나

타났으며 이들 종양들 사이에 통계학적으로 유의한 차이

를 나타냄으로써 이들의 연구 결과와 경향이 일치하였다. 
따라서 종양이 진행함에 따라 세포의 증식이 활발한 것

을 알 수 있었고, 이것은 종양의 진행과정을 예측할 수 

있을 뿐만 아니라 진단에도 많은 도움이 될 수 있을 것으

로 생각된다.
Ki-67/Apoptosis의 비율은 증식세포와 아포프토시스 세

포 사이에 균형을 나타내는 것으로 Konstaninos 등(2005)
은 분화 암종인 여포상 암종과 유두상 암종에서 각각 9.4
와 9.7을 나타내었으며, Yoshida 등(1999)은 분화 암종에

서 4.4를 나타내었고 미분화 암종에서는 15.6으로 매우 

높게 나타났다. 우리의 연구에서는 종양들 사이에 변화가 

심하여 각 조직학적 유형에 따라 상당한 차이가 있음을 

보여주고 있으며 미분화 암종보다 유두상 암종이 훨씬 

높게 나타나 이들 연구와 차이를 보였다. 이 모순은 유두

상 암종의 표준편차가 매우 큰 것으로 보아 동일한 종양

이라도 개체에 따라 종양의 증식정도가 다른 것으로 생

각된다. 
유두상 암종에서 Ki-67/아포프토시스 비율은 임상병리

학적 요소인 나이, 성별, 그리고 종양의 크기 등의 사이에 

통계학적으로 유의한 상호관계가 없었으며, 이것은 종양

의 크기가 2.5 cm이상에서 가장 높게 나타났다. 다른 연

구에서 분화 암종의 예후는 조직병리 양상(Laster 등, 
1988), 종양 병기(Wanebo 등, 1992), 그리고 환자의 나이

와 성별(Cady 등, 1979 ; Tubiana 등, 1985) 등에 상관관

계가 있다고 보고되었다.
따라서 분화 암종에서 아포프토시스와 세포증식은 임

상적 의의를 결정하는데 필요하며, 본 연구의 결과들은 

아포프토시스가 갑상선 종양에서 드물게 발생되고, 세포

증식 정도는 선종 또는 분화 암종과 미분화 암종 사이에 

현저하게 차이가 난다는 것을 증명하였다. 이 불균형한 

차이는 다양한 갑상선 신생물들 사이에 종양 진행의 차

이에 의하여 반영되어지는 것 같다. 
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