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Significance of the Expression of Cathepsins B, H, & L in
Colonic Epithelial Neoplasms
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Background : Cathepsin is associated with tumorigenesis, tumor invasion and metastasis
through its ability to induce degradation of extracellular matrix components. Methods : To
investigate the correlation between cathepsin expression and tumor progression, invasion
depth or nodal metastasis, immunohistochemical staining for cathepsins B, H and L were done
on 20 hyperplastic polyps, 48 adenomas, and 67 adenocarcinomas of the colon. Evaluation
of the expression of cathepsins B, H and L was based on the percentage of neoplastic cells
that stained positive for any given cathepsin. Results : Cathepsin B expression was signifi-
cantly higher in adenocarcinomas than adenomas (29.33 vs 5.48%), but was not associated
with the degree of differentiation, depth of invasion and nodal status of the tumors. Expression
of cathepsins H and L was absent or low in both adenomas and adenocarcinomas. Conclu-
sions : We suggest that cathepsin B is involved in progression of a subset of colonic adeno-
mas, while cathepsins H and L are not.
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대장 상피종양에서 Cathepsin B, H, L 발현의 의의

Cathepsin은 세포외바탕질 파괴하여 암종의 침습이나 전이

과정에 관여하는 것으로 알려져 있는데,1 cathepsin 계열에는

cysteine 단백분해효소인 cathepsin B, L, H, K, S, O와 as-

parate 단백분해효소인 cathepsin D, E 그리고 serine 단백분

해효소인 cathepsin G가 있다.1

본 연구의 대상인 cathepsin B, L, H는 리소솜에 존재하는

cysteine 단백분해효소의 일종으로 대장암종에서의 과활동 및

과발현이 보고된 바 있다.2-6 이전의 연구에서는 주로 cathepsin

B의 기질 조직에서의 발현 양상이나 샘암종의 분화도와의 관계

등이 조사된 것에 반해, 본 연구에서는 샘종과의 비교 및 샘암종

의 침윤 정도, 전이 여부와의 연관성 조사를 통하여 대장 샘암

종의 조기 발견 등 임상적 응용 가능성을 파악하고자 하였다. 

재료 및 방법

대장 내시경 생검을 통하여 진단된 증식성 폴립 20예와 샘종

48예에 근치적 절제술을 시행하여 샘암종으로 진단된 67예를 연

구대상으로 삼았으며, 이들을 포르말린액으로 고정한 파라핀 포매

조직에 면역조직화학적 염색을 시행하였다. 선택된 블록의 4 μm

절편에 탈파라핀과 함수 과정을 거친 후 saline sodium citrate

용액에 담구어 Pelco™ laboratory microwave oven (Ted Pella

Inc, Redding, CA, USA)에 5분씩 3회 가열하였다.

그런 후 PBS에 세척하고 3%의 H2O2-methanol 용액으로 조

직 내 내인성 과산화효소의 활성을 저지시킨 후 단백질과의 비

특이성 결합을 억제시키기 위하여 정상 혈청을 실온에서 10분간

가하였다. 혈청을 털어서 제거한 후에는 일차 항체인 cathepsin

B (rabbit polyclonal, dilution 1:50, Calbiochem, Darmstadt,

Germany), cathepsin H (goat polyclonal, dilution 1:100, Santa

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) 그리고 cathep-

sin L (rabbit polyclonal, dilution 1:100, Calbiochem)을 실온

에서 1시간 반응시키고 PBS로 세척한 후 이차항체로 각각 10분

간 처리하였다. 그 다음 PBS로 세척하고, 발색제로 3-amino-

9-ethyl carbazole (AEC, Immunotech Co., Foster City, CA,

USA)을 반응시킨 후 hematoxylin으로 대조 염색하고 crystal

mount (Biomeda Corp., Foster City, CA, USA)로 봉입하여

관찰하였다.

면역조직화학적 염색 결과의 판정은 1인의 병리의사가 동일
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한 기준으로 일관성을 가지고 하였다. 이때 종양 세포의 세포질

에 염색된 경우를 양성으로 판정하였고, 광학현미경 400배 시야

에서 종양 세포 500-1,000개당 양성 세포의 수를 세어 백분율로

나타내었으며, 1% 미만의 경우는 음성으로 취급하였다. 통계학

적 처리는 마이크로소프트사의 엑셀 프로그램을 이용하여 평균

값과 표준편차를 구하였고, Student t-test를 시행하였으며, 유

의 수준은 p<0.05로 하였다.

결 과

일반적 특성

샘종의 종류와 샘암종의 분화도, 침윤 정도 및 림프절 전이 여

부를 Table 1에 정리하였다.

Cathepsin B 발현율

증식성 폴립 20예 중 18예가 음성이었고, 2예에서 극히 소수

의 세포가 양성이었다. 또한 대식구를 포함한 염증 세포 일부도

양성으로 염색되었다. 샘종은 5.48±8.20%의 양성률을 보였는데

(Table 2) (Fig. 1A), 이를 조직학적 유형에 따라 분류하면 관

상이 1.25±2.26%, 관융모상이 13.33±14.43%, 융모상이 10.00

±8.37%로서 융모상이 있는 경우 양성률이 약간 높았으나 통계

적 유의성은 없었다(p=0.283, p=0.145). 또한 샘종과 증식성

폴립 간의 차이는 통계적으로 유의하였다(p=0.012).

한편, 샘암종의 양성률은 29.93±22.05%로서(Table 2) (Fig.

1B), 증식성 폴립이나 샘종보다 유의하게 높았는데(p<0.0001,
p<0.0001), 샘암종의 분화도에 따라서는 고분화군이 30.79±

Adenoma (No.) Adenocarcinoma (No.)

Differentiation
TA 27 Well 19
TVA 7 Moderate 43
VA 13 Poor 5

Sex
Male 34 Male 40
Female 14 Female 27

Invasion depth Submucosa 2
Muscle 12
Subserosa 13
Pericolic fat 40

Nodal metastasis Absent 35
Present 32

TA, tubular adenoma; TVA, Tubulo-villous adenoma; VA, Villous ade-
noma.

Table 1. General characteristics of study cases

Cathepsin Cathepsin Cathepsin
B H L

Differentiationa

Well (n=19) 30.79 2.11 1.84
Moderate (n=43) 29.77 0.62 2.26
Poor (n=5) 28.33 0 3.33

Invasion deptha

Submucosa (n=2) 32.50 0 0
Muscle (n=13) 25.00 1.23 2.69
Subserosa (n=12) 31.25 1.02 2.16
Pericolic fat (n=40) 31.00 1.00 2.25

Node metastasisa

Absent (n=35) 25.57 1.03 2.00
Present (n=32) 32.50 0.94 2.50

aThere is no statistical significance (p>0.05) between cathepsin B, H, and
L expression, differentiation grade, invasion depth and nodal metasta-
sis status of colonic adenocarcinoma.

Table 3. Cathepsin B, H, and L immunoreactivity (percentage of
positive cells) in adenocarcinoma of the colon according to the
differentiation, invasion depth and nodal metastasis status

Positive cell rate (%)

Adenoma Adenocarcinoma
(n=48) (n=67)

p-value

Cathepsin B 5.48±8.20 29.33±22.05 <0.0001
Cathepsin H 0.48±2.18 0.99±3.26 0.017
Cathepsin L 0.71±1.79 2.24±2.90 0.083

Table 2. Cathepsin B, H, and L immunoreactivity (percentage
of positive cells) in adenomas and adenocarcinoma of the
colon

Fig. 1. Cathepsin B reactivity in tubular adenoma (A) and colonic
adenocarcinoma (B). Of tubular adenoma, cytoplasmic positivity
is shown in about 40% of tumor cells. Of adenocarcinoma, cyto-
plasmic positivity is shown in about 90% of tumor cells. Overall
positive cell rates are 5.48±8.20% and 29.33±22.05% in ade-
noma and adenocarcinoma, respectively.

A B
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26.57%, 중등도분화군이 29.77±21.97%, 저분화군이 28.33±

19.41%로서 차이가 없었다(Table 3). 침윤 정도에 따른 양성

률도 점막하층 이하가 32.50%, 근층이 25.00±22.17%, 장막하

층이 3.25±21.75% 그리고 주위 지방 조직이 1.00±22.40%로

서 서로 차이가 없었다. 림프절 비전이군 및 전이군의 cathepsin

B 양성률 또한 27.57±22.80% 및 32.50±21.63%로서 역시 차

이가 없었다.

Cathepsin H 발현율

증식성 폴립은 20예 모두 음성이었으며, 샘종은 48예 중 3예

에서만 양성 소견을 보였다(Fig. 2A). 특히 샘암종의 양성률은

0.99±3.26%로서(Table 2) (Fig. 2B), 샘종과의 차이는 없었

지만(p=0.417) 증식성 용종보다는 유의하게 높았다(p=0.017).

또한 샘암종의 분화도, 침윤 정도, 림프절 전이 여부에 따른 차

이는 없었다(Table 3).

Cathepsin L 발현율

증식성 폴립은 20예 모두 음성이었으며, 샘종 48예 중 6예의

일부 세포가 양성이어서 양성률은 0.71±1.79%이었고(Table 2)

(Fig. 3A), 유형에 따른 차이는 없었다. 샘암종은 증식성 폴립

및 샘종보다는 높았으나 2.24±2.90%의 낮은 양성률을 나타냈

으며(Fig. 3B), 분화도, 침윤 정도, 림프절 전이 여부와는 무관

하였다(Table 3). 

고 찰

종양 세포의 침윤에는 단백분해효소가 그 역할을 하는 것으로

생각되며, 이를 규명하기 위한 연구의 일환으로 cathepsin의 임

상적 의미에 관한 다양한 연구가 시행되고 있다.7-9 Cathepsin은

다종의 단백분해효소로서 기질 단백을 파괴하는 특성을 가지며,

주로 세포질 내 리소솜에서 발견되는데1 이 중 cathepsin B는

43 kD의 불활성 형태에서 활성화되는 경우 31 kD로 변하여 작

용한다.10,11

본 연구 결과도 증식성 폴립보다 샘종에서, 관상 샘종보다 융

모성 샘종에서 그리고 샘종보다 샘암종에서 cathepsin B의 양

성률이 높게 나왔는데, 이는 cathepsin B가 세포 악성화 과정에

서 역할을 하고 있음을 시사한다. 한편, Satoh 등4의 연구에 의하

면 cathepsin B는 샘종과 샘암종의 구분을 위한 표지자로서도

민감도가 높으며, Guzinska-Ustymowicz 등5의 연구에서는 악

성 종양의 tumor-budding 부위에서 채취한 세포에서 생화학적

검사상 cathepsin B의 증가가 있다고 하였다. 또한 Kruszewski

등6의 연구에 의하면 cathepsin B의 과발현이 종양 세포에서의

혈관 발생과도 관련이 있다고 하였다. 본 연구에서 샘암종의 분

화도에 따른 cathepsin B 발현의 차이는 발견되지 않았으며, 종

양의 침윤 정도 및 림프절 전이 유무에 따른 발현율의 차이도 발

견되지 않았다. 따라서 이는 cathepsin B가 대장 샘암종의 초기

에 일정한 역할을 하였으나 암종의 침윤이나 전이와는 관련성이

없을 가능성을 시사한다.

Cathepsin H는 리소솜 당단백 성분으로 cathepsin B나 L과

다르게 papain 유사군에서 유일한 mono-aminopeptidase로 알

려져 있고, 주로 종양의 전이와 관련이 있다고 밝혀져 있는데,12

특히 최근 대장암, 유방암, 피부 종양 및 방광암에서의 발현 양

Fig. 2. Cathepsin H reactivity in tubular adenoma (A) and colonic
adenocarcinoma (B). Of tubular adenoma, cytoplasmic positivity
is shown in about 5% of tumor cells. Of adenocarcinoma, cyto-
plasmic positivity is shown in about 10% of tumor cells. Overall
positive cell rates are 0.48±2.18% and 0.99±3.26% in adeno-
ma and adenocarcinoma, respectively. 

A B

Fig. 3. Cathepsin L reactivity in tubular adenoma (A) and colonic
adenocarcinoma (B). Overall positive cell rates are 0.71±1.79%
and 2.24±2.90% in adenoma and adenocarcinoma, respectively. 

A B
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상이 보고되고 있다.3,13-16

본 연구에서 cathepsin H는 증식성 폴립 모두에서 음성이었

고, 샘종 3예 및 샘암종 7예에서 일부 세포에서 양성이었으나, 전

체적으로는 음성 증례가 많은 부분을 차지하여 의미를 부여하기

어려웠다. Cathepsin H와 대장 샘암종의 연관관계에 대한 연구

는 아주 부족한 실정인데, del Re 등3이 대장암에서 발현이 나

타나는 것을 보고한 바가 있으나, 이는 77예 중 양성 소견이 나

타나는 것만을 단순하게 기술하였을 뿐이다. 또한 Schweiger

등13은 대장 샘암종 환자를 ELISA로 수술 전 혈청 내 cathep-

sin H의 수준을 측정하면 정상인에 비해 증가되어 있는데 그 수

준이 예후와 관련이 있다고 하였다. 그러나 본 연구에서는 샘암

종 일부 증례에서 cathepsin H가 조직에서 발현은 하였으나, 샘

암종의 분화도나 침윤 정도, 림프절 전이와의 관련성은 찾을 수

없었다. 이러한 결론을 보완하기 위해서는 대장 샘암종 환자에

서 cathepsin H의 혈청 수준을 조직과 비교하여 분석하는 연구

를 추가적으로 시행할 필요가 있을 것이다.

Cathepsin L은 32 kD의 분자량을 갖는 경우 활성을 나타내

는 cystein 단백분해효소이다.17 본 연구에서 cathepsin L은 증

식성 폴립에서 모두 음성으로 관찰되었으며 샘종에서도 48예 중

6예에서만 낮은 양성률을 나타냈다. 또한 샘암종에서는 27예가

양성이었으나 대부분 소수의 세포에서만 발현하였다. 이 양성률

은 증식성 폴립이나 샘종과 비교하면 의미 있게 높았으나, 수치

자체가 너무 낮아서 cathepsin H와 마찬가지로 임상적 의미를

부여하기 어렵다고 판단된다. 또한 샘암종의 분화도, 침윤 정도,

림프절 전이 유무에 따른 차이도 관찰되지 않았다. 특히 Adenis

등18의 연구에서 cathepsin L의 활성도는 대장 샘암종 세포의 분

화도나 TNM 병기와 관련이 낮다고 하여 본 연구와 유사한 결

론을 보이고 있다. 또한 Kim 등19에 의하면 K-ras 유전자 변이

가 있는 암종에서 변이가 없는 경우에 비해 활성도가 높다고 하

였으므로 Cathepsin L 발현과 K-ras 등 다른 유전자 변이와의

관계에 관해서는 추가 연구가 필요하다고 사료된다.

이상의 결과를 종합하면 cathepsin B는 대장 샘종에서 샘암

종으로 진행하는 과정에서 발현이 증가하지만 침윤 과정에는 관

여하지 않는 것으로 추정된다. 또한 샘종과 샘암종 간 양성률의

차이를 감별 진단에 활용할 수 있을 것으로 사료되며, Cathep-

sin H와 L는 대장에서 발생하는 각종 종양성 병변 발생과는 관

련이 없는 것으로 생각된다.
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