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악성흑색종은 성장속도가 빠르고 사망률이 높은 악성 종양으로 

백인종에게는 흔하게 발생되지만, 황인종이나 특히 흑인종인 경우

에는 발생 빈도가 매우 낮은 편이다. 그러나 최근 생활양식 및 환경

적 변화로 동서양을 막론하고 점차 증가하는 추세에 있다. 

악성흑색종이 치명적인 주된 이유는 화학요법에 저항성이 있어 

20% 미만의 환자에게서만 약물 반응을 보이기 때문이다. 약물 저

항성에 관한 기전은 아직 밝혀지지 않았지만 세포자멸사의 결함에 

의한 것으로 생각되고 있다.1 또한 세포자멸사에 대한 결함은 피부 

악성흑색종의 진행 및 전이와 연관이 있다고 알려져 있다.2,3 

일반적으로 세포에서 세포자멸사를 일으키는 신호는 간접적으

로 세포막 수용체-조절단백-유발 카스파아제를 통하거나, 미토콘드

리아의 기능 조절 물질-유발 카스파아제의 활성화로 실행 카스파

아제를 활성화시켜서 전달된다. 즉 세포에 DNA 손상이 생기거나 

스트레스를 받아 p53 등이 활성화되면 Bcl-2 또는 Bcl-x가 소실된

다. 그리고 Bcl-2/Bcl-x의 농도가 감소하면 미토콘드리아막의 투과

력이 증가하여 cytochrome-c 등 일부 특수 단백이 유리되고, 이는 

Apaf-1과 결합하여 Apaf-1을 활성화시킨다. 이어 caspase-9 등의 유

발 카스파아제와 실행 카스파아제가 연속적으로 활성화되어 세포

골격과 핵기질 단백 그리고 DNA 복제 및 수복에 관여하는 단백질

을 파괴하는 것이다.1,2 

세포자멸사에 관련하는 Bcl-2 단백군은 세포자멸사를 억제시키

는 작용과(Bcl-2, Bcl-x) 세포자멸사를 촉진시키는(Bax, Bak) 두 가

지 기능 모두를 가지는데, Bcl-2와 Bax는 이합체를 형성하며 이러

한 Bcl-2/Bax 비율에 의해 세포사가 조절된다. 

피부 멜라닌세포질환에서 악성 진행에 따른 세포자멸사 관련 
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Survivin은 inhibitor of apotosis의 한 구성원으로 세포주기 중 

G2/M기에 발현되어 유사분열 시 방추단백과 반응하여 세포자멸

사를 억제한다. 또한 세포자멸사 경로 중 Bcl-2 단백에 의한 세포자

멸사 차단 부위보다 더 아래쪽에 있는 caspase 3, 7, 9에서도 직접 

세포자멸사를 억제하는 작용을 하므로, Bcl-2 단백보다 세포자멸

사를 억제하는 기능이 더 강한 것으로 알려져 있다.1,2 

지금까지 전 세계적으로 악성흑색종에서 이 단백들의 발현과 임

상적 관련성에 대한 연구가 몇몇 있었는데, Apaf-1은 악성흑색종의 

진행 및 약물 저항성과 관련성이 있으며,4-8 survivin은 멜라닌세포

질환에서 악성 세포로의 전환을 예측할 수 있는 인자로 보고되었

다.9-13 그러나 아직 한국인에게 발생한 악성흑색종을 대상으로 한 

단백 발현에 대한 연구는 없으며, 유발 카스파아제인 caspase-9이 

멜라닌세포질환에서 어떠한 유용성을 가지는지에 대해서 전 세계

적으로 보고된 바도 없다. 악성흑색종의 진행과 전이, 그리고 약물 

저항성이 세포자멸사와 관련이 있는 것으로 생각되므로 이를 예측

할 수 있는 표지자가 있으면 질환의 진행과 예후를 예측할 수 있을 

것으로 생각된다. 이에 저자들은 양성 멜라닌 세포모반과 전이가 

없는 악성흑색종 및 림프절에 전이된 악성흑색종에서 세포자멸사

와 관련된 단백들(Apaf-1, Bcl-2, p53, survivin)의 발현 양상을 비교 

분석하여 악성 세포로의 전환 및 예후 예측 인자로서의 유용성을 

연구하고자 한다. 또한 본 연구에서는 멜라닌세포 병변에서 아직까

지 보고된 바가 없는 caspase-9 단백의 발현 양상과 임상적 관련성

도 함께 제시하고자 한다.

재료 및 방법

연구 재료

가톨릭대학교 의과대학부속 서울성모병원에서 2000년 1월부터 

2009년 12월까지 생검 혹은 절제술을 시행한 멜라닌세포모반 41

예, 전이가 없는 악성흑색종 22예, 그리고 림프절에 전이가 있는 악

성흑색종 14예(총 77예)를 연구대상으로 하였다. 수술 검체는 10% 

중성 포르말린에 고정한 후 통상적인 방법으로 파라핀 블록을 제

작하여 헤마톡실린-에오신 염색을 시행하였다. 연구는 대상의 병

리진단 보고서를 참조하여 나이, 성별 등의 임상 양상을 조사하였

고, 해당 증례의 병리학적 소견은 유리슬라이드를 모두 재검토하

여 확인하였다.

Tissue array block 제작

대상 증례의 헤마톡실린-에오신 염색 슬라이드를 재검하여 각 

증례의 조직학적 소견을 대표할 수 있는 부위를 표시하고, 각 증례

의 파라핀포매 조직에서 그에 해당하는 부위를 tissue array block 

제작기구를 이용, 조직을 채취하였다. 또 조직 배열블록 제작을 위

해 조직이 없는 파라핀 블록에 지름 2 mm의 구멍을 뚫어 6열 10행

으로 총 60개의 구멍을 뚫고 각 증례의 파라핀포매 조직에서 채취

한 조직 조각을 심을 수 있게 하였다. 그리고 가장자리의 구멍들은 

대조군 블록에서 채취한 조직을 삽입하고 가운데 부분은 실험군 

조직 조각을 삽입하여 조직블록을 제작하였다.

면역조직화학염색

Tissue array block으로부터 5 μm 두께의 절편을 얻어 다음과 같

이 면역조직화학염색을 시행하였다. 즉 조직절편을 특수 처리된 슬

라이드(poly-L-lysin coated, probe on plus slides, Fisher Scientific, 

Pittsburg, PA, USA)에 부착시킨 후 80˚C 오븐에 15분간 넣고 자일렌

으로 실온에서 2분간 4회 반복 처리하여 파라핀을 제거하였다. 그

리고 100% 알코올로 10초간 3회 처리한 다음, 10% citrate buffer 

(Zymed, San Francisco, CA, USA)에 담근 후 121˚C의 고압 멸균기에

서 15분간 방치하고 다시 실온에서 20분간 방치하였다. 그런 후 세

척 완충액으로 3분씩 3회 세척하고, 조직 내의 내인성 과산화효소

를 제거하기 위하여 실온에서 3% 과산화수소 용액에 5분간 반응

시켰다. 이어서 세척 완충액으로 3회 수세한 후 비특이 단백의 결

합을 제거하기 위해 실온에서 비면역 염소혈청(Zymed)에 10분간 

작용시켰다. 

Apaf-1, survivin 단백은 1:200, caspase-9과 p53 단백은 1:100, 

Bcl-2 단백은 1:50으로 희석한 후 실온에서 90분간 반응시킨 다음 

biotin이 부착된 이차항체(biotinylated anti-mouse immunoglobu-

lin antibody, Dako Co., Ltd., Kyoto, Japan)를 30분간 반응시켰다. 

그리고 세척 완충액으로 3분씩 3회 수세한 후, streptavidin peroxi-

dase detection system (Zymed)으로 실온에서 10분간 방치하여 bi-

otin-avidin 특이 결합을 유도하고, 다시 수세한 후 3-amino-9-ethyl 

carbo nate를 이용, 10분간 발색하였다. 그런 다음 증류수로 세척, 

Mayer’s hematoxylin (Zymed)으로 대조 염색을 하여 glycerol-gela-

tin으로 봉입한 후 광학 현미경으로 관찰하였다.

판독 및 통계학적 분석

면역조직화학염색 결과는 병리의사 두 명(YJK, SJK)이 독립적으

로 판정하되, 판정이 일치하지 않을 때는 광학현미경으로 재검하였

다. 염색 판독은 Apaf-1 단백과4 caspase-9 단백의 경우14 종양세포

의 10% 이상에서 세포질에 강하게 갈색으로 발현하는 경우를, Bcl-

2 단백은15 종양세포의 10% 이상에서 세포막 혹은 세포질에 발현한 

경우를, p53 단백은 10% 이상 종양세포의 핵에 강하게 발현한 경

우를, 그리고 survivin 단백은10 종양세포의 25% 이상에서 세포질 

혹은 핵에 발현한 경우를 각각 양성이라고 판정하였다. 멜라닌세포

모반 및 악성흑색종의 임상, 병리적 지표에 따른 단백발현의 차이

에 대한 통계학적 처리는 SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)의 chi-

square 검정으로 분석하여 유의성을 검증하고 유의수준은 p<0.05

로 하였다. 
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임상병리적 특성

41예의 멜라닌세포모반 환자들의 평균연령은 33세였는데, 이 중 

남자는 21명, 여자는 19명(남자 :여자=1.1:1)이었다. 총 36예의 악성

흑색종 환자들의 연령은 33세에서 88세까지 분포하였고, 남자는 

13명, 여자는 23명(남자 :여자=1:1.8)이었다. 이 중 전이가 없는 악

성흑색종은 23예, 림프절에 전이가 있는 악성흑색종은 13예였다.

멜라닌세포모반과 악성흑색종에서의 발현 양상 

Apaf-1 단백은 멜라닌세포모반 41예 중 29예(72%)에서 양성을 

보였으나, 악성흑색종에서는 36예 모두에서 발현되지 않았다(p=  

0.000) (Table 1). Caspase-9 단백은 멜라닌세포모반 41예 중 38예

(95%)에서 양성을 보인 반면 악성흑색종에서는 36예 중 28예(78%)

에서 양성을 보여 멜라닌세포모반에 비해 악성흑색종에서의 발현

이 적었고, 이는 통계적으로 의의가 있었다(p= 0.027) (Table 1). 그

러나 Bcl-2 단백은 멜라닌세포모반 41예 중 33예(92%)에서 양성을 

보였고, 악성흑색종에서는 36예 중 26예(74%)가 양성을 보여 두 질

환 간에 뚜렷한 차이점이 없었다(p= 0.456) (Table 1). 또 p53 단백

은 멜라닌세포모반 41예 모두에서 발현되지 않았으나, 악성흑색종

의 경우는 36예 중 10예(29%)에서 양성을 보여, Apaf-1 단백, cas-

pase-9 단백과 달리 악성흑색종에서 높은 발현을 보였다(p= 0.000) 

(Table 1). 그리고 survivin 단백은 세포질 발현과 세포질과 핵이 동

시에 발현되는 경우로 나누어 보았을 때, 멜라닌세포모반에서는 41

예 모두에서 세포질만 발현하는 양상을 보였으나, 악성흑색종에서

는 전체 36예 중 14예(39%)에서 세포질과 핵이 동시에 발현되었다

(p= 0.000) (Table 1, Fig. 1).

전이가 없는 악성흑색종과 전이가 있는 악성흑색종에서의 
발현 양상 

전체 36예 중에서 전이가 없는 악성흑색종은 24예였으며, 림프절

에 전이가 있는 악성흑색종은 12예였다. 

Apaf-1 단백은 전이가 없는 악성흑색종 24예와 전이가 있는 악성

흑색종 12예 모두에서 음성이었고, caspase-9 단백은 전이가 없는 

악성흑색종의 19예(80%)에서, 그리고 전이가 있는 악성흑색종의 9

예(75%)에서 양성을 보여 통계적 의의가 관찰되지 않았다(p= 0.777) 

(Table 2). 그러나 Bcl-2 단백은 전이가 없는 악성흑색종 24예 중 22

예(92%)에서 양성을 보였으나, 전이가 있는 악성흑색종에서는 5예

(41%)만이 발현되어 전이가 있는 악성흑색종에서 발현 감소가 관

찰되었다(p= 0.001) (Table 2, Fig. 2). 

p53 단백은 전이가 있는 24예 중 8예(33%)에서, 전이가 없는 11

예 중 2예(18%)에서 양성이었으나, 통계적 의의가 없었고(p= 0.357) 

(Table 2), survivin 단백도 전이가 없는 악성흑색종은 핵과 세포질

에 11예(46%)가 양성, 세포질에 13예(54%)가 양성이었고, 전이가 있

는 악성흑색종은 핵과 세포질에 3예(25%)가 양성, 세포질에 9예

(75%)가 양성이었으나 이 또한 통계적 의의는 없었다(p= 0.227) 

(Table 2).

세포자멸사 단백들 간의 상호 연관성(Table 3)

Apaf-1 단백과 나머지 단백들과의 연관성을 보면 Apaf-1 단백 발

현이 감소할수록 caspase-9 단백 및 p53 단백 발현이 감소하였고

(p= 0.029, p= 0.004), survivin 단백의 핵 발현이 증가하였다(p=  

0.000). 그러나 Bcl-2 단백과는 연관성이 없었다. 

또 survivin 단백의 핵 발현이 증가할수록 p53 단백 및 Bcl-2 단백 

발현이 증가되는 유의한 상관관계를 보였다(p= 0.000, p= 0.035). 

그러나 그 외 다른 인자들은 연관성이 없었다.
Table 1. Apaf-1, caspase-9, Bcl-2, p53, and survivin expression in 
melanocytic nevus and malignant melanoma

Melanocytic nevus Malignant melanoma p-value

Apaf-1 0.000
  Negative 11 (28) 36 (100)
  Positive 29 (72) 0 (0)
Caspase-9 0.027
  Negative 2 (5) 8 (22)
  Positive 38 (95) 28 (78)
Bcl-2 0.456
  Negative 8 (8) 9 (26)
  Positive 33 (92) 26 (74)
p53 0.000
  Negative 41 (100) 25 (71)
  Positive 0 (0) 10 (29)
Survivin 0.000
  C 41 (100) 22 (61)
  NC 0 (0) 14 (39)

Values are presented as number (%).
C, cytoplasm; NC, nuclear and cytoplasm.

Table 2. Apaf-1, caspase-9, Bcl-2, p53, and survivin expression in 
primary melanoma and metastatic melanoma

Primary melanoma Metastatic melanoma p-value

Apaf-1
  Negative 24 (100) 12 (100)
  Positive 0 (0) 0 (0)
Caspase-9 0.777
  Negative 5 (20) 3 (25)
  Positive 19 (80) 9 (75)
Bcl-2 0.001
  Negative 2 (8) 7 (59)
  Positive 22 (92) 5 (41)
p53 0.357
  Negative 16 (67) 9 (82)
  Positive 8 (33) 2 (18)
Survivin 0.227
  C 13 (54) 9 (75)
  NC 11 (46) 3 (25)

C, cytoplasm; NC, nuclear and cytoplasm.
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고  찰

일반적으로 악성 종양의 특징인 증식 조절 능력의 상실은 유전

적 변화에 기인한 종양유전자의 활동성 증가 또는 종양억제유전자

의 활동성 감소에 의해 나타나는데 이러한 과정은 세포자멸사와 

관련되어 있다. 

세포자멸사를 조절하는 유전자가 종양발생 시에 결함이 생겨 영

양분이 제한되고 저산소증인 상태에서도 종양세포가 증식할 수 있

게 하고, 항암제에 의한 세포독성에서도 살아남게 한다. 이러한 과

정은 악성흑색종이 매우 치명적인데, 이는 치료에 반응성이 떨어지

C

A

D

B

E F

Fig. 1. Immunohistochemical staining for Apaf-1, caspase-9, Bcl-2, p53, and survivin in melanocytic lesions. (A) Apaf-1 expression in mela-
nocytic nevus. (B) No expression of Apaf-1 in malignant melanoma. (C) Caspase-9 expression in melanocytic nevus. (D) Caspase-9 expres-
sion in malignant melanoma. (E) Bcl-2 expression in melanocytic nevus. (F) Bcl-2 in malignant melanoma. (Continued to the next page)
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는 것과도 관련성이 있다.1,2,16 

전 세계적으로 악성흑색종에서 세포자멸사와 관련된 여러 단백

에 대한 연구는 끊임없이 시도되고 있다. Apaf-1 단백 발현에 관한 

G H

I J

Fig. 1. (Continued from the previous page) (G) p53 expression in melanocytic nevus. (H) p53 expression in malignant melanoma. (I) Survivin 
expression in melanocytic nevus. (J) Survivin expression in malignant melanoma.

연구에서 Baldi 등4과 Dai 등8은 Apaf-1 단백 발현이 멜라닌세포모

반에서보다 악성흑색종에서 현저히 감소하기 때문에 Apaf-1이 멜

라닌세포질환에서 악성으로의 전환을 예측하는 데 중요한 단서를 

A B

Fig. 2. Immunohistochemical staining for Bcl-2 in malignant melanoma. (A) Primary melanoma. (B) Metastatic melanoma.
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Table 3. Relationship of the expression patterns among apoptosis-related proteins in cutaneous melanocytic lesions

Apaf-1
p-value

p53
p-value

Survivin
p-value

Bcl-2
p-value

- + - + C NC - +

p53 - 36 34 0.004
+ 10 0

Survivin C 33 34 0.000 63 4 0.000
NC 14 0 8 6

Bcl-2 - 12 6 0.464 16 2 0.912 17 1 0.035
+ 34 28 54 8 51 12

Caspase-9 - 9 1 0.029 9 1 0.798 9 1 0.515   3   7 0.773
+ 38 33 61 9 58 13 15 55

C, cytoplasm; NC, nuclear and cytoplasm.

제공한다고 하였다. 

본 연구에서도 멜라닌세포모반 40예 중 29예(72%)에서 Apaf-1 

단백이 양성을 보였으나, 악성흑색종 36예 모두에서는 발현을 보이

지 않아 Apaf-1 단백 소실이 피부 멜라닌세포질환의 악성화에 역할

을 할 것이라고 생각되었다. 하지만 악성흑색종 간의 Apaf-1 단백 

발현 비교에서는 전이가 없는 악성흑색종과 전이가 있는 악성흑색

종 모두에서 Apaf-1 음성 소견을 보여 두 질환을 비교할 수 없었다. 

악성흑색종에서 caspase-9 단백 발현에 관한 연구에 관해선 아

직 보고된 바가 없으나, 본 연구에서는 멜라닌세포모반 40예 중 38 

예(95%)에서 caspase-9 단백이 양성을 보였다. 그러나 악성흑색종 

36예 중에서는 28예(78%)에서 양성을 보여 Apaf-1 단백과 마찬가지

로 caspase-9 단백 소실도 악성흑색종으로의 진행에 중요한 요인이 

될 가능성이 있다고 생각되지만, 추후 더 많은 증례들을 통한 연구

가 필요하리라 생각한다. 그러나 전이가 없는 악성흑색종과 전이가 

있는 악성흑색종에서의 caspase-9 단백 발현은 유의한 차이가 없

었다.

악성흑색종에서 Bcl-2 단백 발현에 관한 연구는 학자에 따라 차

이를 보이고 있는데, Tron 등17은 멜라닌세포모반에 비해 원발성 및 

전이성 악성흑색종 모두에서 Bcl-2 단백의 양성률이 감소된다고 하

였고, Collins와 White18는 전이성 악성흑색종에서도 원발성 악성흑

색종과 차이가 없이 높게 발현된다고 하였다. 이에 반해 van den 

Oord 등19과 Ilmonen 등20은 전이성 악성흑색종의 경우는 약하게 

발현되거나 발현되지 않는다고 하였다. 

본 연구에서는 Bcl-2 단백이 멜라닌세포모반과 악성흑색종에서 

차이를 보이지 않고 높게 발현되었다. 그러나 전이가 없는 악성흑색

종과 전이가 있는 악성흑색종을 비교했을 때, Ilmonen 등20에서와 

같이 전이가 없는 악성흑색종에서보다 전이가 있는 악성흑색종에

서 양성률이 현저히 감소되었다. 이러한 결과는 종양의 파종단계 

이후, 즉 질환의 진행 단계에서는 세포자멸사를 억제하는 Bcl-2 단

백의 역할이 적은 것으로 생각되지만, 정확한 기전은 후속적 연구

를 통해 밝혀지리라 생각된다.

멜라닌세포모반과 악성흑색종에서 p53 단백 발현에 관한 연구

에서, McGregor 등21은 악성흑색종 36예 중 23예에서 p53 단백의 

양성 발현이 보였으나, 멜라닌세포모반의 27예 모두에서는 음성의 

소견을 보였다고 보고하면서, p53 단백 발현이 멜라닌 색소성 병변

에서 양성과 악성 병변을 감별하는 데 유의한 지표가 될 수 있다고 

하였다. 본 연구에서도 악성흑색종 35예 중 10예(29%)에서는 양성 

반응을 보였으나, 멜라닌세포모반은 41예에서 모두 음성 반응을 나

타내어 McGregor 등21의 의견처럼 p53 단백이 악성흑색종의 병인

에 관여할 것으로 생각되었다. 

또 전이가 없는 악성흑색종과 전이가 있는 악성흑색종 간의 p53 

단백 발현의 비교에서 Ilmonen 등20은 원발성 악성흑색종에서보다 

전이성 악성흑색종에서 양성률이 감소한다고 하였으나 본 연구에

서는 차이가 없었다. 

멜라닌세포모반과 악성흑색종에서 survivin 단백 발현에 관한 

연구에서 Ding 등10은 survivin 단백 발현이 대부분의 멜라닌세포

모반에서는 면역조직화학염색에서 주로 세포질 발현을 보이지만, 

핵 발현의 경우는 적어도 25% 이상, 중등도 이상이 염색될 경우를 

핵 발현 양성으로 보았을 때 악성흑색종에서는 핵 발현을 보였다

고 보고하면서 이러한 survivin 단백의 핵 발현이 멜라닌세포모반

과 악성흑색종의 감별에 유용하다고 하였다. 본 연구에서도 악성

흑색종 36예 중 14예(39%)에서 세포질과 핵 발현이 동시에 나타났

지만, 멜라닌세포모반 모두에서 세포질 발현만 나타나서 Ding 등10

과 같은 소견을 보였다. 하지만 전이가 없는 악성흑색종과 전이가 

있는 악성흑색종에서의 survivin 단백 발현은 유의한 차이가 없었다.

저자들은 멜라닌세포질환에서 세포자멸사에 관여하는 Apaf-1, 

caspase-9, p53, survivin 단백 발현이 악성 세포 전환으로의 예측 

인자로서 중요한 지표가 될 수 있음을 알 수 있었다. 그러나 악성흑

색종 환자 모두가 항상 나쁜 예후를 보이는 것은 아니기 때문에, 저

자들은 이들의 단백 발현 유무를 통해 악성흑색종에서의 임상병

리학적 차이를 분석하고자 하였다. 그 결과 전이가 없는 악성흑색

종에서보다 전이가 있는 악성흑색종에서 bcl-2 단백 발현의 소실이 

높았고, 전이가 없는 악성흑색종에서는 상당수에서 bcl-2 단백의 

발현이 관찰되었다. 따라서 악성흑색종에서 bcl-2이 발현되지 않을 

경우 전이 위험이 높을 것으로 추측되는데, 이에 대한 정확한 기전

은 후속적인 대규모 연구를 통해 밝혀지리라 생각된다. 

위의 결과로 피부 조직에서 조직학적 소견상 멜라닌세포모반과 

악성흑색종의 감별이 어려운 증례의 경우 Apaf-1, caspase-9, p53, 
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survivin 단백에 대한 면역조직화학염색을 이용하면 감별 진단에 

많은 도움을 받을 수 있을 것으로 생각되며 더 나아가 환자의 예후

를 예측하는 임상적 의의를 찾기 위해서는 bcl-2 발현 유무도 함께 

확인하는 것이 중요하다고 판단된다.
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