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Thymosin β4 (Tβ4) has been reported to be overexpressed in CD133-positive colorectal cancer stem
cells. We analyzed the relationship between Tβ4 and CD133-positive stem cells in normal stomach by
examining the expression patterns of Tβ4 and CD133 in normal stomach tissues by im-
munohistochemical staining; co-localization of Tβ4 and CD133 was studied by immunofluorescence
and confocal laser-scanning microscopy. Both Tβ4 and CD133 were expressed in stomach glands and
showed similar expression patterns. Immunofluorescence staining of Tβ4 and CD133 showed that the
expression of Tβ4 and CD133 was co-localized. In summary, both Tβ4 and CD133 were expressed in
glands of normal stomachs and expression patterns were co-localized. These data suggest that Tβ4
expression is strongly related to CD133 expression.
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서 론

Thymosin β4 (Tβ4)는 송아지의 흉선에서 흉선 성장인자

로 처음 밝혀졌다[12]. 하지만 thymosin β4는 세포의 이동을

주관하는 엑틴 단백질과 결합하여 엑틴 단백질의 중합과정

을 조절하는 것으로 밝혀지며 여러 가지 기능이 규명되기 시

작했다[19]. 티모신 베타4는 단량체의 G-엑틴 단백질과 1:1로

결합한다고 보고되었는데[18] thymosin β4가 이렇게 단량체

의 G-엑틴 단백질과 결합해 있다가 세포의 이동을 위해 다량

체의 F-엑틴으로 중합될 때 G-엑틴 단백질을 공급할 수 있

어 thymosin β4에 의해 세포의 이동이 촉진됨이 여러 보고

에 의해 밝혀졌다[24]. 이러한 티모신 베타4에 의한 세포이동

촉진현상은 혈관신생 촉진[5], 상처치유[13], 모발형성 촉진

[15] 등 thymosin β4 의 여러 생리학적인 기능을 설명해 주

고 있다. 하지만 이러한 기능 외에도 티모신 베타4는 세포사

멸 억제[7], 항 염증작용[29] 등 여러 가지 기능을 하는 것으

로 보고되어 있다. Thymosin β4 는 암의 성장 및 전이와도

밀접한 관계가 있는 것으로 보고되고 있는데 암 조직에서

thymosin β4 의 발현 증가는 유방암 및 자궁암에서 보고되

었으며[11,21], 대장암과 폐암에서 전이현상과 관련됨이 보고

되었다[8,26]. 또한 섬유육종 및 흑색종 암세포에서 thymosin

β4 의 발현이 증가하였을 때 전이 현상이 촉진됨이 관찰되었

으며[1,10] 대장암의 성장과 침윤현상을 촉진시키는 것이 동

물실험을 통해 입증되었다[26].

Thymosin β4 는 최근 암 줄기세포와 밀접한 관계를 가지

고 있는 것으로 보고되고 있는데 유방암 세포 중 존재하는

작은 크기의 항암제 내성 및 줄기세포 성향을 지닌 세포군에

서 티모신 베타4의 발현이 높은 것이 관찰되었으며[23] 대장

암중 줄기세포의 마커인 CD133 단백질을 지니고 있는 암 줄

기세포를 선택적으로 분리하였을 때 분리한 암 줄기 세포군

에서 일반 대장암보다 thymosin β4의 발현이 높은 것이 관

찰되었다[17]. 이러한 결과는 티모신 베타4가 암 줄기세포 중

특히 CD133 마커와 밀접한 관련을 가지고 있을 가능성을 제

시해준다.

CD133 마커는(Prominin-1 혹은 AC133이라고도 알려짐)

핵막을 5번 관통하는 막 단백질로 조혈모세포 등 줄기세포의

마커로 알려져 있으며[14,27] 최근 뇌암[22], 전립선암[2], 간암

[28], 췌장암[6], 폐암[4] 및 대장암[16]에서 암 줄기세포의 특성

을 나타내는 마커로 보고되고 있다.

본 연구 결과에서는 정상 위 조직에서 티모신 베타4와

CD133의 발현을 최초로 조사함으로써 thymosin β4와 CD133

이 정상 위조 직에서 어떠한 양상으로 발현 되는지 와 그 발현

의 상관관계가 어떠한지를 규명하고자 하였다.

재료 및 방법

환자 조직

환자 조직은 tissue microarray를 Super Bio Chip (Super

Biochips Laboratories, Seoul, KOREA)사로부터 구입하여 사

용하였다. 나이와 성별을 제외한 조직을 제공한 환자의 정보

는 가지고 있지 않다.

면역조직화학검사(Immunohistochemistry)

면역조직화학검사를 위해 tissue microarray 슬라이드를 탈

파라핀화와 수화를 거친 다음 citrate buffer (0.01 M, pH 6.0)
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Fig. 1. Expression of Tβ4 and CD133 in normal stomach. Expression patterns of Tβ4 (A, B) and CD133 (C, D) were analyzed

by immunohistochemical staining. Tissue slides were immunostained with mouse monoclonal antibody to Tβ4 (1:100) or

rabbit polyclonal antibody to CD133 (1:100). After primary antibody incubation, slides were incubated with secondary anti-

bodies and detected with Dako’s EnVision Kit. Original magnification X 200 (A, C) and X 400 (B, D).

(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 상에서 전자레인지로

최고출력으로(700W 이상) 5분간 두 번 antigen retrieval을 실

시하였다. PBS하에서 슬라이드를 충분히 식힌 후 3% hydro-

gen peroxide 용액에서 5분간 반응하여 endogenous perox-

idase를 제거하였다. 이후 PBS로 5분간 3번 씻어 준 다음 PBS

에 희석된 rabbit polyclonal thymosin β4 항체(ALPCO

Diagnostics, Windham, NH, USA)를 1: 2,000 희석비율로 혹

은 CD133 항체(Abcam Inc., Cambridge, MA, USA)를 1:100

희석 비율로 4
o
C에서 overnight 배양하였다. 다음날 PBS로 5

분씩 3번 씻어 준 후 2차 항체를 처리하여 1시간 동안 반응한

다. PBS로 5분 동안 3번 씻어 준 후 Dako’s EnVision Kit

(DAKO, Carpinteria, CA, USA)를 사용하여 DAB 발색반응을

유도하였다. 슬라이드는 이후 대조 염색을 Meyer's hematox-

ylin (DAKO)로 10 초간 염색 후 탈수반응을 거친 다음

Permount (Fishier Scientific, Pittsburgh, PA, USA)로 고정하

였다.

면역형광염색검사

면역형광염색을 위해 tissue microarray 슬라이드를 탈 파

라핀화와 수화를 거친 다음 citrate buffer (0.01 M, pH 6.0)

상에서 전자레인지로 최고출력으로(700W 이상) 5분간 두 번

antigen retrieval을 실시하였다. PBS하에서 슬라이드를 충분

히 식힌 후 3% hydrogen peroxide 용액에서 5분간 반응하여

endogenous peroxidase를 제거하였다. 이후 PBS로 5분간 3번

씻어 준 다음 PBS에 희석된 rabbit polyclonal thymosin β4

항체(ALPCO Diagnostics)를 1:2,000 희석비율로 혹은 CD133

항체(Abcam Inc.)를 1:100 희석비율로 4oC에서 overnight 배

양하였다. 다음날 PBS로 5분간 세 번 씻어 준 Alexa Fluor 546

anti-mouse antibody와 Alexa Fluor 488 anti-rabbit antibody

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)로 1시간 배양한 후 confocal

laser-scanning microscope로 관찰한다.

결 과

위 조직에서 thymosin β4의 발현은 주로 위선(stomach

gland)에서 발현되는 것으로 관찰되었으며 특히 상피부분보

다 내피의 깊은 선조직에서 강하게 발현되고 있었다(Fig. 1A,

B). CD133의 발현 역시 티모신 베타4와 매우 유사한 발현 형태

를 나타내고 있었으며 위선 중에서도 deep gland에서 강하게

발현되는 양상을 나타내고 있었다(Fig. 1C, D). 티모신 베타4
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와 CD133의 발현양상을 두 가지 항체를 동시에 사용한 형광

면역 염색법을 사용하여 조사한 결과 두 가지 단백질이 위선

을 중심으로 같은 부위에서 발현되고 있음을 관찰 할 수 있었

으며(Fig. 2) 이러한 결과를 통해 일반 위 조직에서 thymosin

β4와 CD133이 밀접한 연관관계가 있음을 추정할 수 있었다.

Fig. 2. Co-localization of Tβ4 and CD133 in normal stomach.

Localization of Tβ4 and CD133 in normal stomach were

analyzed by immunofluorescence staining with double

antibodies. Tissue slides were immunostained with

mouse monoclonal antibody to Tβ4 (1:100) and rabbit

polyclonal antibody to CD133 (1:100). After primary an-

tibody incubation, slides were incubated with secondary

antibodies (Alexa Fluor 546 anti-mouse antibody and

Alexa Fluor 488 anti-rabbit antibodies). The slides were

observed for epifluorescence with the use of a confocal

laser-scanning microscope.

고 찰

최근 암 줄기세포의 이론이 등장하면서 암의 악성화, 재발

및 전이를 이해하기 위한 새로운 관점이 도입되었다. 암 조직

속에 존재하는 소량의 암 줄기세포가 실제로 항암제 내성을

지니며 암의 전이를 주도하는 세포로 작용하며 외과적 절제

및 항암치료에서 살아남은 소량의 암 줄기세포가 암의 재발

및 전이를 일으켜 생명을 앗아간다는 이론이 제기되었다[25].

이러한 암 줄기세포는 특이한 암 줄기세포의 표식자를 지니고

있는데 CD133은 가장 널리 알려진 대표적인 암 줄기세포의

표식자이다[2,16,22,28]. 최근 보고에 의하면 대장암 조직에서

CD133을 지닌 대장암 줄기세포를 선택적으로 분리하였을 때

이러한 대장암 줄기세포에서 티모신 베타4의 발현이 일반 대

장암에 비해 현저하게 높아지며 thymosin β4가 암의 성장 및

악성화에 중요한 역할을 담당하는 것이 관찰되었다[17]. 또한

antisense RNA를 통해 티모신 베타4의 발현을 억제하였을 때

대장암 줄기세포의 성장 및 이동이 현저하게 감소되는 것이

관찰 되었다[17].

CD133은 암 줄기세포의 마커로 알려지기 이전 정상 줄기세

포의 마커로 더 잘 알려져 있었다. 조혈모세포(hematopoietic

stem cells)[14,27], 혈관 전구세포(endothelial progenitor

cells)[3], 신경 및 신경교 줄기세포(neuronal and glial stem

cells)[20]의 대표적인 표식자로 알려진 CD133은 줄기세포의

특징을 나타내는 중요한 인자로 줄기세포와 암 줄기세포 모두

에서 중요한 역할을 담당하며 줄기세포의 암화에 의한 암 줄

기세포화에도 관련이 있을 가능성을 가지고 있다. Thymosin

β4 역시 암 조직 외의 일반 조직에서도 몇몇 특정 부위에서

강하게 발현되고 있고[9] 혈관 신생 및 면역세포의 염증 반응

등 줄기세포가 필요한 부위에서 특이하게 발현되고 있다. 따

라서 암 조직에서 CD133과 thymosin β4의 연관성 외에 정상

조직에서의 연관성도 함께 고찰되어야 하며 이러한 연구가

CD133과 thymosin β4의 상관관계를 입증하는 중요한 연구가

될 수 있다. 본 논문에서는 정상 위 조직에서 thymosin β4와

CD133의 발현현상을 조사하고 연관관계를 규명하여 정상조

직에서의 thymosin β4와 CD133의 관련성을 조사하였다.

본 연구결과에 의하면 CD133과 thymosin β4 모두 깊은

부분의 선조직(deep gland)에서 강하게 발현되었고 두 단백질

이 많은 부분에서 동시에 위치하는 것이 관찰되었다. 이러한

결과는 표피의 선조직에 비해 미분화된 내피 깊은 곳의 선조

직에서 줄기세포의 마커인 CD133과 thymosin β4가 함께 선

조직의 분화 및 성장에 중요한 역할을 담당하는 것으로 여겨

진다. 또한 대부분 위암의 발생이 이러한 선조직을 중심으로

이루어지는 점을 생각할 때 thymosin β4 및 CD133이 위암의

발생과도 상관이 있을 가능성을 제시해 주고 있다. 하지만 이

러한 CD133과 thymosin β4의 관련성과 기능을 입증하기 위

해 보다 구체적인 연구가 필요하다고 할 수 있다.
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초록：정상 위 조직에서 thymosin β4와 CD133의 발현 양상 분석

옥미선
1
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1,2
*

(고신대학교 의과대학
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2
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Thymosin β4 는 대장암에서 암 줄기세포 마커인 CD133을 지닌 세포에서 지니지 않은 세포에 비해 강하게

발현된다고 보고되어 있다. 본 연구에서는 thymosin β4와 줄기세포 마커인 CD133의 상관관계를 정상 위 조직에

서 관찰하였다. Thymosin β4와 CD133의 발현 양상은 tissue microarray 조직상에서 면역화학적 방법으로 관찰

하였으며 thymosin β4와 CD133의 존재 위치는 면역형광 염색법 및 confocal microscope를 사용하여 조사하였

다. Thymosin β4와 CD133은 동일한 양상으로 발현되었으며 모두 위의 선조직에서 강하게 발현되었다. 면역 형

광 염색법으로 두가지 단백질을 동시에 염색한 결과 두 단백질이 동일한 위치에서 함께 존재하는 것으로 규명되

었다. 이러한 결과는 thymosin β4와 CD133은 정상위의 선조직에서 발현되며 두 단백질의 발현 양상 및 위치가

동일하여 서로 긴밀한 상호작용을 할 가능성을 제시하고 있다.
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