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폐암은 전 세계적으로 암 사망의 주요 원인으로 알려져 있으며, 

폐암의 원인 인자로 알려진 흡연의 증가와 더불어 점차 유병률도 

증가하고 있다. 폐암은 조직학적 분류상 비소세포암종(non-small 

cell carcinoma)이 약 3/4을 차지하는데, 이 중 비흡연자에게도 발생

하는 샘암종(adenocarcinoma)은 최근 흡연자와 비흡연자 모두에

게서 발생률이 점차 증가하고 있다. 

샘암종은 주로 폐의 실질에 위치하기 때문에 객담세포검사에 의

한 조기 발견이 어렵고, 임상적인 증상도 늦게 나타나 병기가 매우 

진행된 후에 진단되는 경우가 많다. 또한 이렇게 진행된 암종 검체

로는 암 발생에 있어 초기 단계의 분자생물학적 변화를 연구하는 

데도 어려움이 있다. 따라서 동물 실험 모델을 이용한 연구가 필요

하게 되었는데, 사람의 폐샘암종의 연구에 이용할 수 있는 여러 동

물 모델 중 생쥐에서 urethane으로 유도된 폐샘암종 발생 모델이 

가장 유용한 방법으로 알려져 있다. 

Urethane으로 유도된 폐샘암종 발생 모델은 재현성이 높고, 병변

의 조직학적 소견이 인체의 것과 유사하며, 시간이 지남에 따라 단

계적으로 과형성(hyperplasia)과 샘종(adenoma)을 거쳐 샘암종을 

발생시킨다.1 사람의 폐샘암종도 대장암에서의 샘종-샘암종 연쇄 

과정과 비슷한 양상으로 발생되는 것으로 생각되고 있다. 따라서 

생쥐의 암 발생 모델에서 단계적으로 발생하는 이러한 병변의 연구

는 사람의 샘암종 발생 과정의 변화를 연구하는 데 중요한 자료가 

될 것이다. 특히 암종의 발생 과정 중 나타나는 생쥐의 폐 상피세포

는 종양발생유전자, 종양억제유전자 등 수많은 유전자 변화가 다단

계로 축적된다는 점에서 사람의 폐암종 발생 과정과 유사하다.2 

척추동물의 telomere는 염색체의 양단에 위치해 있으며, 수많은 

TTAGGG 염기서열이 일렬로 반복된 구조를 하고 있는데, 5́에서 3´ 

방향으로 DNA 복제 시 leading strand는 완전히 복제되지만, lag-

ging strand는 template DNA의 3´ 끝이 불완전 복제되어 결국 새로 

합성된 DNA의 5́  부위에 틈이 생기게 된다. 따라서 체세포가 분열

할 때마다 50-200 nucleotides가 상실되고 telomere의 길이는 짧아

지게 된다. 이러한 단축은 세포분열 시에 유사분열의 시계(mitotic 

clock)로 작용하여 정상세포의 노화 신호로 apoptosis를 일으킨다
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고 알려져 있다.3-5 

Telomerase는 RNA 의존 DNA 중합효소로서 염색체의 끝부분에 

위치하며 세포가 분열할 때마다 길이가 짧아지는 telomere를 유지

시킨다. 따라서 telomerase는 정상적으로 세포분열이 지속적으로 

일어나는 생식세포, 면역 및 조혈 간세포에서만 발현될 뿐 기타 분

화된 체세포에서는 발현되지 않거나 매우 약한 활성만을 보인다. 

그런데 이러한 telomerase가 이미 광범위한 인체의 여러 악성 종

양에서 높은 활성도를 보인다는 보고들이 있었고, telomerase의 활

성화가 세포의 불멸성 획득과 암 발생 과정에 중요한 역할을 할 것

이라는 주장이 있어 왔다.6-9 국내 연구에서도 대부분의 진행성 암

종에서 telomerase의 활성도 증가에 관한 연구가 활발하였으나, 

telomerase의 활성도와 폐암종과의 연관성에 대한 연구는 많지 않

았고, 더욱이 폐암 발생 과정에서의 초기 증식성 병변에서부터 진

행된 침습성 암종에 이르기까지 조직학적 단계별로 telomerase의 

활성도를 측정한 연구는 드물었다. 그 중 Feng 등10은 사람의 종양

세포주에서 telomerase 억제에 의한 telomere의 단축과 세포사를 

보고하였고, telomerase 억제제를 이용한 암 치료에 대한 임상적 

응용 가능성도 제시하였다. 따라서 이러한 암 발생 과정의 단계별 

telomerase 활성도에 대한 연구는 telomerase 억제를 이용한 적절

한 치료 시기를 제시하는 데 도움을 줄 수 있고, 나아가 임상적 연

구의 폭을 넓히는 데도 초석이 될 것으로 생각된다. 

종양세포의 성장 속도를 나타내는 세포 증식능은 종양의 악성도 

및 예후를 추정할 수 있는 중요한 지표로 알려져 있으며, 비종양성 

병변의 범위를 이해하는 데에도 유용하다. 증식세포핵 항원(prolif-

erating cell nuclear antigen, PCNA)은 세포 증식 주기의 G1 후기부

터 S기 전반에 걸쳐 합성되고 핵 내에 축적되므로 면역조직화학염

색 방법으로 확인한다면 종양과 전암 병변의 증식능의 차이를 조

직학적 소견과 대응시켜 관찰할 수 있다.11 

본 연구는 생쥐에게 폐의 샘암종 발생을 유도하는 urethane을 

투여한 후, 샘암종 발생 과정인 과형성, 샘종 그리고 샘암종 각 단계

의 병변을 조직학적으로 확인하여 구분하고, telomeric repeat am-

plification protocol (TRAP) assay로 측정한 telomerase의 활성도를 

각 단계별로 비교하며, PCNA 표지지수와도 비교하여 폐의 샘암종 

발생 과정에서 telomerase의 활성도 변화를 살펴보고, 전암 병변을 

포함한 폐샘암종 발생에서의 telomerase의 역할을 알아보고자 하

였다. 

재료 및 방법

생쥐의 폐샘암종 발생 유도 

출생 후 6주 된 A/J 생쥐 46마리를 urethane 투여군 39마리와 투

여하지 않은 대조군 7마리로 나누어 0.9% 식염수에 용해시킨 ure-

thane을 체중 g 당 1 mg씩 복강 내 투여하고, 이후 3주, 6주, 9주, 12

주, 28주, 41주, 48주에 각각 실험군 6마리(단 48주는 3마리)와 대조

군 1마리를 함께 부검하여 즉시 폐 조직을 채취하였다. 

이때 생쥐의 폐 조직은 두 부분으로 나누어 오른쪽 폐는 telom-

erase 활성도 검색을 위해 신선조직으로 채취하여 넓은 면으로 이

분한 후 동결절편검사로 병변 유무를 확인하고, 나머지 절반의 조

직을 phosphate buffered saline으로 수세하여 -70˚C 냉동고에 보관

하였다. 왼쪽 폐는 조직학적 소견의 관찰과 면역조직화학염색을 위

해 10% 중성 완충 포르말린을 주입한 후 고정하여 통상적인 방법

에 따라 파라핀포매 블럭을 제작하고, hematoxylin & eosin 염색을 

시행하여 왼쪽 폐의 가장 넓은 절단면 전체에서 조직학적 소견을 

관찰하였다. 

생쥐를 이용한 본 동물실험 연구는 관내 동물실험윤리위원회의 

승인을 얻었다. 

Urethane 투여 후 생쥐 폐 병변의 조직학적 분류 

생쥐에게서 발생한 폐의 종양성 병변은 인체의 성장 양식과 동

일하지 않으며, 통상적으로 과형성, 샘종, 샘암종으로 분류된다.12 

과형성은 비정형성이 없이 원형 또는 타원형으로 비대된 상피세포

가 폐포 구조를 유지하면서 폐포 벽을 피복한 병변으로 판별하고, 

샘종은 비교적 균일하게 증식하는 상피세포가 연속된 세 개 이상

의 폐포를 채우면서 고형성 또는 유두상 구조를 보이며 성장하는 

경계가 좋은 결절성 병변으로 판별하였다. 그리고 샘암종은 정상 

폐포 구조가 소실되고 밀집된 종양세포가 다형성을 보이며, 핵/세

포질 비율이 증가되는 등 뚜렷한 세포학적 비정형성을 보이고, 유

사분열이 자주 관찰되며, 다양한 성장 양식을 보이는 병변으로 판

별하였으며 종양세포가 혈관, 흉막을 침범하거나 결절 주변의 폐포 

강 또는 세기관지 내로 종양세포가 침윤하는 침습성 병변도 포함

하였다. 

Telomerase 활성도 측정(TRAP assay) 

Telomerase 활성도는 냉동 보관한 조직으로 TRAP assay를 약간 

변형시켜 이용하였으며,13 gel-based detection 방법으로 전기영동에 

의해 가시화하고, 동시에 enzyme linked immunosorbent assay 

(ELISA)를 시행하여 반정량적으로 수치화함으로써 검사의 정확도

를 높이고자 하였다. 

냉동 조직을 100-200 units/mL의 RNase inhibitor를 포함하는 

200 μL의 ice-cold 1×  CHAPS lysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 

1 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 0.1 mM Benzamidine, 6 mM β-mercapto-

ethanol, 0.5% CHAPS, 10% glycerol)에 넣고 homogenizer로 갈아

준 다음 30분 동안 얼음 위에 보관한 후 4˚C, 12,000 g에서 20분간 

원침시켰다. 그리고 상층액만을 모아 단백 정량과 RNA 정성검사를 

위해 일부만 남기고 나머지는 2-3개의 eppendorf tube에 나누어 담

아 -70˚C에 보관하였다. 이때 단백 정량은 Bradford법(Bio-Rad Lab-

oratories, Richmond, CA, USA)으로 시행하였다. 

Gel-based terlomerase 측정을 위해 TRAPeze gel-based telomer-



263Telomerase Activity in Mouse Lung Tumorigenesis

ase detection kit (Chemicon International, Temecula, CA, USA)를 

이용하였는데, 이때 TRAP 반응혼합액은 10×  TRAP reaction buf-

fer (200 mM Tris-HCl, 15 mM MgCl2, 630 mM KCl, 0.5% Tween 20, 

10 mM EGTA) 5 μL, 50×  dNTPs (25 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP) 

1 μL, TS primer 1 μL, TRAP primer mix with RP primer, K1 primer

와 TSK1 template 1 μL, 그리고 2 units의 Taq DNA polymerase (Life 

Technologies, Gaithburg, MD, USA)를 함유하였으며, 증류수를 첨

가하여 전체량이 24 μL가 되게 한 후 단백 추출물(10 ng/μL) 1 μL

를 첨가하였다. 

중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction, PCR)은 30˚C에서 

30분간 전처치한 다음 PCR inhibitor를 제거하고 94˚C에서 30초, 

59˚C에서 30초의 cycle을 30회 반복하였다. 또 각각의 PCR 산물에 

2.5 μL씩의 loading dye (0.25% bromophenol blue, 0.25% xylen cya-

nol, 50% glycerol, 50 mM EDTA)를 넣고 12.5% polyacrylamide gel

에서 전기영동한 후 SYBR Green으로 염색하여 gel photography로 

관찰하였다. 

또 ELISA telomerase 측정을 위해 TRAPeze ELISA telomerase 

detection kit (Chemicon International)를 이용, 각 표본의 단백 추

출물을 2번 중복 측정하고 각 표본을 85˚C에서 열처리하여 음성대

조로 사용하였다. 5×  TRAP reaction mix (biotinylated TS primer, 

biotinylated RP primer, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, internal control 

primers, Tris buffer) 10 μL와 Taq polymerase 0.4 μL (2 units)를 혼

합하고 증류수를 첨가하여 전체량이 49 μL가 되게 한 후 단백 추

출물(50 ng/μL) 1 μL를 첨가하였다. PCR은 30˚C에서 30분간 전처치

한 다음 PCR inhibitor를 제거하고 94˚C에서 30초, 55˚C에서 30초의 

cycle을 33회 반복하였다. 그리고 각각의 PCR 산물을 ELISA proto-

col에 따라 반응시켜 ELISA reader로 450 nm에서의 흡광도를 측정

하고 690 nm의 흡광도를 참고치로 계산하였다. 최종적으로 각 

sample의 흡광도에서 열처리한 sample의 흡광도를 뺀 값을 순수

한 활성도 증가치로 표시하였고, 이 값이 0.15를 초과하였을 때 

telomerase 활성도를 양성으로 평가하였다. 

PCNA에 대한 면역조직화학염색

파라핀 블록을 4 μm 두께로 박절하여 poly-L-lysine-coated slides 

위에 부착시키고, 60˚C에서 2시간 건조시켰다. 그 다음 탈파라핀과 

재수화를 시키고 수세한 후 pressure cooker를 이용하여 micro-

wave (750 W)에서 5분간 3회 가열하고 20분간 pressure cooker 안

에 유지시켰다. 그리고 3%의 hydrogen peroxide/methanol에 10분 

동안 처리하여 내인성 peroxidase를 억제한 후 증류수에 세척하고 

트리스 완충액에서 10분간 수세하였다. 이때 일차 항체 PCNA (1:50, 

Dako, Glostrup, Denmark)를 각각 실온에서 하루 밤 동안 반응시

키고, 결합되지 않은 항체를 제거하기 위하여 트리스 완충액에서 

10분간 수세하였으며, 이차 항체에 30분간 반응시킨 후 트리스 완

충액에서 10분간 수세하였다. 그리고 3-amino-9-ethylcarbazole 

(AEC)에서 6분간 발색한 후 흐르는 물에 세척하고 헤마톡실린으

로 대조 염색하였다. 

PCNA 표지지수는 핵에 강하게 염색된 경우만 양성으로 판독하

였으며, 병변에서 양성 반응을 보이는 세포의 밀도가 높은 부분을 

선별하여 고배율 시야에서 500개의 세포를 계수, 양성인 세포의 백

분율을 계산하였다. 

통계학적 분석 

생쥐의 샘암종 발생 과정에서 나타나는 시기와 조직학적 분류에 

따른 결절의 크기, telomerase 활성도, PCNA 표지지수의 차이를 분

산 분석을 이용하여 Scheffe 검정법으로 분석하였다. 또한 telomer-

ase 활성도와 PCNA 표지지수와의 상관 관계는 Pearson 상관 분석

을 이용하였다. 

결  과

Urethane으로 유도된 생쥐 폐의 육안 소견 

Urethane 투여 후 제3주와 제6주까지는 육안적으로 아무 변화

가 없었다. 그러나 제9주에는 육안으로 식별이 되는 몇 개의 좁쌀 

같은 백색 결절이 폐 전반에 고르게 분포되었고(Fig. 1A), 제12주에

는 비슷한 크기의 결절이 수적으로 약간 증가되었다. 그리고 시기

가 경과할수록 좀 더 크기가 큰 결절이 많아지고 결절의 개수가 증

가되었으며, 제41주와 제48주에는 흉막 밖으로 돌출된 종괴가 확

연하게 많이 형성되었다(Fig. 1B). 제41주에는 2마리의 폐 실질에 경

화 소견이 있어 폐렴이 동반된 것으로 생각되었다. 그러나 폐 이외

의 다른 장기에 종양 전이의 소견이 관찰된 생쥐는 없었다. 대조군 

생쥐는 제48주까지 이르는 동안 아무런 육안적 변화가 없었다.

Urethane 투여 후 시기에 따른 조직학적 소견 

Urethane을 투여하지 않은 대조군 생쥐는 7마리 모두 조직학적

으로도 폐포세포의 증식이 관찰되지 않았다. 실험군에서는 제3주

에서 육안으로는 관찰되지 않았으나, 현미경적으로 한 개의 과형성 

결절이 한 마리의 폐 실질에서 관찰되었다. 

제6주에는 실험군 6마리 중 5마리에서 1개 또는 2개의 과형성 병

변이 관찰되었는데, 증식한 폐포세포는 세포학적 비정형성이 없고 

비교적 폐포 중격을 유지하고 있었다(Fig. 2A). 또 제9주부터 제48

주까지는 모든 실험군 생쥐에게서 1개 이상의 결절이 관찰되었으

며, 제9주에는 개체별로 1개에서 6개의 결절이 있었는데 이는 제6

주 실험군보다 폐포 벽에 증식하는 상피세포 층이 두꺼워지면서 폐

포 강을 채워 고형성 결절이 형성되는 샘종이 발생되는 시기로 생

각되었다. 

제12주 실험군은 6마리 모두 각각 2개에서 7개의 과형성이 발생

하였는데, 이 중 3마리에서 결절 내에 세포학적 비정형성이 있는 샘
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A B

Fig. 1. Gross findings of the mouse lungs at 9 wk (A) and 41 wk (B) after urethane administration (1 mg/g i.p.). At 9 wk (A), several tiny white 
nodules are scattered through both lung fields. At 41 wk (B), many protruding masses of variable sizes are noted with focal pneumonic con­
solidation.

A B

C

Fig. 2. Sequential histologic findings of the mouse lung tissues after 
urethane administration. (A) Alveolar hyperplasia developed at 6 wk 
shows preserved alveolar structure and no cytologic atypia. (B) Ad­
enoma developed at 12 wk forms solid nodule with obliteration of 
contiguous alveolar spaces by proliferating uniform epithelial cells. 
(C) Adenocarcinoma developed at 41 wk reveals a heterogeneous 
growth pattern of malignant cells showing papillary structure or cyto­
plasmic vacuolation and infiltrates into the adjacent alveolar spaces. 
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종 결절이 포함되었고 이러한 병변에서는 유두상 구조가 형성되기

도 하고, 간혹 유사분열도 관찰되었다(Fig. 2B). 

제28주 실험군은 결절의 크기가 더 커져 주변의 혈관을 누르면

서 성장하는 결절도 있었는데, 발생된 거의 모든 결절이 샘종의 소

견을 보였다. 이러한 결절은 폐포 구조를 유지하면서 증식하는 병

변과 연결되어 있어 과형성에서 샘종으로 진행되는 것을 확인할 수 

있었다. 또한 한 개의 결절에서는 세포의 크기와 모양이 훨씬 다양

하고 불규칙하며 핵의 과염색성이 증가하고 뚜렷한 핵소체를 갖는 

등 암종에 해당하는 세포학적 비정형성이 관찰되어 샘암종에 해당

하였다. 

제41주 실험군은 작은 크기의 과형성에서부터 샘암종에 이르는 

다양한 진행 양상을 보여 시간이 경과할수록 계속 새로운 증식성 

병변이 발생하고 악성도가 진행되고 있는 것으로 생각되었다. 특히 

제28주 실험군보다 발생된 결절의 수와 크기가 증가되었고, 세포학

적 비정형성과 다형성이 더욱 심해지며 유사분열이 흔히 관찰되는 

샘암종 병변을 6마리 모두가 포함하고 있었다. 한편 육안 소견상 폐 

실질의 경화가 관찰되었던 2마리의 폐 조직에서는 조직학적으로도 

주변 실질에 폐렴이 동반되어 있었고, 기관지와 세기관지의 내강을 

채우는 결절이 2개 관찰되었다. 그리고 한 개 결절의 가장자리 일부 

부위는 세기관지 상피세포와 연결되어 있었다. 

제48주 실험군은 제41주와 비슷한 양상으로 과형성, 샘종, 샘암

종의 병변이 모두 발생하였으며, 결절의 수는 제41주와 비슷하였으

나 결절의 크기가 증가하였다. 특히 가장 크기가 큰 결절(6 mm)에

서는 유두상 구조를 보이는 부분에서 세포 밀도가 증가되었으며, 

충실성 성장 양상을 보이는 부분의 세포질 내에 공포가 형성되어 

있는 부분도 있었고, 종괴의 가장자리로 갈수록 세포의 악성도가 

심해지면서 종양세포가 낱개로 혹은 작은 집단을 형성하며 주변 

폐 실질로 침윤하는 샘암종의 소견이 관찰되었다(Fig. 2C, Table 1).

조직학적 진단에 따른 결절의 개수와 크기 변화 

실험군 생쥐 39마리의 파라핀포매 폐 조직에서 관찰된 결절의 

총 개수는 166개였는데, 이들을 조직학적 소견에 따라 분류해 보

면, 과형성 56개, 샘종 67개, 샘암종 43개였다. 결절의 크기는 가장 

작은 것이 0.1 mm의 과형성이었고, 가장 큰 것은 6 mm 크기의 샘암

종이었다. 결절의 평균 크기는 병변의 악성도가 진행됨에 따라 점차 

커지는 경향이 있었는데, 통계학적으로 샘종은 결절 형성이 없는 

군과 과형성에서보다 유의하게 크기의 증가가 있었으며(p<0.05), 

샘암종도 이전 단계의 병변보다 유의한 크기의 증가를 보였다(p<  

0.05) (Table 2). 

한 개체의 생쥐에게서 가장 진행된 조직학적 소견을 보인 결절을 

개체의 대표 진단으로 하고 조직학적 진단에 따라 생쥐를 개체별

로 분류하여 보면, 병변이 발생하지 않은 생쥐는 6마리, 과형성을 

형성한 생쥐는 13마리, 샘종을 보인 생쥐는 10마리, 그리고 샘암종

을 형성한 생쥐는 10마리였다. 

Telomerase 활성도

Gel based detection 방법으로 전기 영동하여 밴드를 관찰하였

을 때 urethane을 투여하지 않은 대조군 생쥐에게서는 거의 활성도

가 나타나지 않았고, urethane을 투여한 실험군은 제6주부터 약하

게 활성도가 나타났으며, 시기가 지날수록 점차로 밴드의 염색 강

도가 강하게 발현되는 것을 알 수 있었다(Fig. 3). 

ELISA detection 방법으로 제3주, 제28주, 제41주, 제48주의 대조

군 4마리와 실험군 34마리의 폐 조직에서 telomerase 활성도 측정

이 가능하였다. 측정 결과 대조군은 telomerase 활성도를 보이지 

않았으나, urethane 투여 후 제3주군부터는 약한 telomerase 활성

도가 나타나기 시작하였고 제6주군까지의 활성도는 비슷하였으나 

시기가 경과할수록 활성도가 점차로 증가하였다. 

통계학적으로 대조군의 telomerase 활성도보다 유의한 차이를 

보인 시기는 urethane을 투여한 후 제12주군부터였고, 제28주, 제41

주, 제48주 실험군의 telomerase 활성도가 모두 urethane을 투여하

Table 1. Histologic features of lung nodules at the different time 
point after urethane administration 

Period 
(wk)

No. of 
mouse

Histologic findings No. of nodule
Mean size of 

nodule at each 
period±SD (mm)

  3 6 Hyperplasia   1 0.08±0.20
  6 6 Hyperplasia   6 0.18±0.10
  9 6 Hyperplasia 17 0.27±0.11

Adenoma   2
12 6 Hyperplasia 19 0.41±0.15

Adenoma   4
28 6 Hyperplaisa   1 0.73±0.31

Adenoma 35
Adenocarcinoma   1

41 6 Hyperplasia   6 1.23±0.85
Adenoma 19
Adenocarcinoma 31

48 3 Hyperplasia   6 1.24±1.28
Adenoma   7
Adenocarcinoma 11

SD, standard deviation.

Table 2. Correlation with the histologic classification and size of 
each lung nodule

Histologic 
classification

No. of nodule
Size of nodule (mm)

Range Mean±SD

Absence of lesion 0 0 0
Hyperplasia 56 0.10-0.95 0.34±0.20
Adenoma 67 0.30-1.50 0.74±0.31a

Adenocarcinoma 43 0.50-6.00 1.69±1.12b

Total No. of nodules 166

Absence of lesion, a group of mice with no visible lesion grossly and histo­
logically after urethane administration.
ap<0.05 vs absence of lesion and hyperplasia; bp<0.05 vs absence of le­
sion, hyperplasia, and adenoma.
SD, standard deviation.
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지 않은 군에 비해 유의하게 높은 측정치를 보였다(p<0.05). 실험

군의 각 시기별 telomerase 활성도를 다중 비교해 보면 제41주군의 

활성도가 제6주군에 비해, 제48주군의 활성도가 각각 제3주군과 

제6주군의 활성도에 비해 유의하게 높은 수준을 나타내는 것을 알 

수 있었다(p<0.05). 

실험군 생쥐를 각각 조직학적 진단별로 분류하였을 때, 대조군 

생쥐에게서는 telomerase 활성도가 음성이었고, 실험군 중에서 조

직학적으로 병변이 발생하지 않은 군에서도 telomerase 활성도가 

양성을 나타내기 시작하여, 통계학적으로도 대조군의 telomerase 

활성도보다 유의한 차이를 보이기 시작했으며(p<0.05), 결절의 악

성도가 진행된 군일수록 telomerase 활성도는 악성도에 비례하여 

증가하였다(Fig. 4). 또 실험군 내에서의 활성도를 비교 분석하였을 

때, 통계학적으로 샘암종군의 telomerase 활성도는 각각 병변이 발

생하지 않은 군, 과형성군, 샘종군에서보다 유의하게 높은 수준을 

보였다(p<0.05) (Table 3).

PCNA 표지지수

세포의 증식능을 나타내는 PCNA 표지지수는 대조군에 비해 실

험군 제3주에서 약간 증가했으며, 제6주군은 제3주군보다 평균 표

지지수가 약간 감소하기도 하였으나 의미있는 차이는 없었다. 반면 

제9주부터 제12주, 제28주, 제41주, 제48주의 실험군 모두 대조군

에 비해 유의하게 높은 세포 증식능을 나타냈는데(p<0.05), ure-

thane을 투여한 실험군 내에서 시기별로 PCNA 표지지수를 비교하

였을 때, 제28주군은 제3주군, 제6주군의 표지지수에 비하여 유의

하게 높은 값을 보였고, 제41주군은 제3주부터 제12주까지 실험군

의 표지지수보다 유의하게 높았으며, 제48주군은 제3주군부터 제

28주까지 실험군의 표지지수보다 유의하게 높았다(p<0.05). 

또 실험군 생쥐를 각각 조직학적 진단별로 분류하였을 때, 결절 

Fig. 3. Gel-based detection of telomerase activity in normal and urethane-induced mouse lung tissues. Telomerase activity is not detected in 
normal lung tissue (NL) of a control mouse that is not treated with urethane. The levels of telomerase activity are gradually increased accord­
ing to the period after urethane administration labeled at the top of the lanes. CHAPS lysis buffer (NC) and heating (Ht) samples are used as 
negative controls. TSR8 and positive control cells (PC) supplied by the detection kit are used as positive controls.

NL 6 wk 12 wk 28 wk 41 wk 48 wk NC Ht PC TSR8

Fig. 4. Correlation with the histologic classification and telomerase 
activity. The levels of telomerase activity of each group are present­
ed as the means (dots)±standard deviation (bars). A criterion of 
positive level is presented as a dash line. The lung tissues with no 
urethane administration (control) reveals negative levels of telomer­
ase activity. The lung tissues with no histologically visible lesion af­
ter urethane administration (no lesion) show low positive levels of 
telomerase activity. As the histologic grades progress, the levels of 
telomerase activity are gradually increased. 
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종군에서보다 유의하게 높은 표지지수를 보였다(p<0.05) (Table 4). 

Telomerase 활성도와 PCNA 표지지수의 상호 관계

실험군 생쥐의 조직학적 진단별 telomerase 활성도와 PCNA 표

지지수의 상호 관계를 Pearson 상관 분석을 이용하여 분석하였을 
Table 3. Correlation with the histologic classification and telomer­
ase activity in urethane-induced mouse lung tissue

Histologic 
classification

No. of mouse with 
measurable data

Mean telomerase 
activity±SD

p-value

Control   4 0.04±0.02 <0.05a

Absence of lesion   4 0.21±0.04
Hyperplasia 11 0.27±0.08
Adenoma   9 0.36±0.04
Adenocarcinoma 10 0.53±0.15 <0.05b

TSR8 1.23
Total 38

Control, a group of urethane not administrated mice at 3, 28, 41, and 48 
wk; Absence of lesion, a group of mice with no visible lesion grossly and 
histologically after urethane administration; TSR8, positive control of telom­
erase activity. 
avs hyperplasia, adenoma, and adenocarcinoma; bvs absence of lesion, 
hyperplasia, and adenoma.
SD, standard deviation.

A B

C

Fig. 5. Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) immunoreactivity in 
urethane-induced mouse lung tissues show alveolar hyperplasia (A), 
adenoma (B), and adenocarcinoma (C). The PCNA positive cells are 
increasingly expressed, as the lesions progress histologically.

형성이 없는 군보다 결절의 악성도가 진행된 군일수록 PCNA 표지

지수는 비례하여 증가하였다(Fig. 5). 실험군 내에서 각 집단간의 

PCNA 표지지수 차이를 비교하였을 때, 샘종군이 이전 단계인 과형

성군과 결절 형성이 없는 군의 표지지수보다 유의하게 높은 값을 

나타내기 시작했고, 샘암종군도 결절 형성이 없는 군, 과형성군, 샘

Table 4. Correlation with the histologic classification and PCNA la­
beling index (LI) in urethane-induced mouse lung tissue

Histologic 
classification

No. of mouse
Mean PCNA 
LI±SD (%)

p-value

Control   7 6.86±3.40 <0.05a

Absence of lesion   6 12.87±3.50
Hyperplasia 13 16.83±9.54
Adenoma 10 36.56±9.87 <0.05b

Adenocarcinoma 10 60.07±15.64 <0.05c

Total 46

Control, a group of urethane not administrated mice at 3, 6, 9, 12, 28, 41, 
and 48 wk; Absence of lesion, a group of mice with no visible lesion grossly 
and histologically after urethane administration. 
avs adenoma and adenocarcinoma; bvs control, absence of lesion, and hy­
perplasia; cvs control, absence of lesion, hyperplasia, and adenoma.
PCNA, proliferating cell nuclear antigen; SD, standard deviation.



� 송지선·정순희·이상엽 외 3인268

Table 5. Correlation analysis between telomerase activity and 
PCNA labeling index (LI) in urethane-induced mouse lung tissue

Telomerase activity PCNA LI

Telomerase activity r-value 1.000
PCNA LI r-value 0.752a 1.000

ap<0.05.
PCNA, proliferating cell nuclear antigen; r, correlation coefficient.

때 이들은 서로간에 비례 관계가 있었다(p<0.05) (Table 5). 따라서 

urethane으로 유도한 생쥐의 폐샘암종 발생 과정에서 telomerase

는 조직학적으로 병변의 단계가 진행함에 따라 세포 증식능과 비

례하여 활성도가 증가함을 알 수 있었다.

고  찰

폐샘암종의 발생 과정을 연구하기 위한 여러 가지 동물 모델 중 

A/J 생쥐에게 urethane을 투여하여 유도한 폐샘암종 발생 모델은 

가장 유용한 방법이라 할 수 있다. A/J 생쥐는 염색체 6번에 위치한 

유전자 pulmonary adenoma susceptibility 1 (Pas1)으로 인해 폐 종

양 발생에 더 민감한 종인 것으로 알려져 있다.14 또 여러 동물 실험 

모델의 발암 물질로 이용되는 urethane은 주로 폐에 종양을 일으

키는데, 이 진행 과정에서 cyclic adenosine 3 ,́5́ -monophosphate 

(cAMP)-dependent protein kinases의 변화가 관여됨이 보고된 바 

있다.15 

Urethane이 폐암 발생에 영향을 주는 세포는 2형 폐포세포와 세

기관지의 Clara 세포인데, 이들은 폐 실질에서부터 세포의 증식성 

변화가 시작된다. 이전 연구들에서 생쥐에서 유발된 폐의 증식성 

병변은 조직학적으로 과형성, 샘종, 샘암종으로 분류되어 왔다.12 

한편 사람의 경우는 1999년에 개정된 World Health Organiza-

tion (WHO) 분류에 따라서 폐의 샘종이란 용어 대신 비정형 샘종

양 과형성(atypical adenomatous hyperplasia, AAH)을 샘암종의 전

암 병변으로 정의하였다. AAH는 폐포 벽을 그대로 유지하면서 비

정형 상피세포가 증식하는 작은 병변이다. AAH와 세포학적으로는 

거의 동일한 형태를 보이지만, 크기가 5 mm 이상인 경우는 세기관

지폐포암종(bronchioloalveolar carcinoma, BAC)이라 하는데, AAH

와 BAC는 샘암종 발생 과정에서 스펙트럼 상에 있는 병변들로 여

겨진다. 그러나 Nikitin 등16은 사람과 생쥐 폐의 조직학적 분류는 

서로 같지 않으며, 인체의 AAH와 BAC는 폐포 벽을 파괴하지 않으

면서 종양세포가 확산되는 성장 양상을 보이지만, 생쥐 폐에서는 

이러한 양상을 거의 보이지 않고, 세포학적 비정형성이 없는 세포

가 증식하는 과정에서 고형성 결절을 먼저 형성하기 때문에 생쥐 

폐에서 BAC라는 용어는 혼돈을 줄 수 있어 피하는 것이 좋다고 하

였다. 

또한 생쥐 폐에서는 샘종 내에서 발생한 샘암종을 관찰할 수 있

어 이를 생쥐 폐 증식성 병변의 한 분류에 포함시키기도 하므로 샘

종은 생쥐 폐샘암종의 전암 병변으로 간주된다.12 따라서 본 연구에

서는 urethane 투여 후 생쥐 폐에 발생한 병변을 통상적인 생쥐 폐

에서의 조직학적 분류에 따라 과형성, 샘종, 샘암종으로 구분하였다. 

본 연구에서는 urethane 투여 후 제3주군부터 현미경으로 관찰 

가능한 1개의 과형성 결절이 발생되기 시작하였고, 제9주군에서는 

육안으로도 병변을 관찰할 수 있을 만큼 크기가 증가하였으며, 현

미경적으로 과형성에서 샘종으로 이행되는 부위가 관찰되었으므

로 과형성은 샘종의 전구 병변인 것으로 생각된다. 또한 제28주에 

발생한 결절은 대부분 샘종의 소견을 보였으나, 제41주에서는 샘종

의 수는 감소한 대신 샘암종 결절이 증가하였는데 이 두 병변 역시 

서로 이행되는 부위가 자주 관찰되었다. 

제48주에서 발생한 가장 큰 결절에서는 주변 폐 실질로 일부 세

포의 침윤이 있어 침윤성 샘암종이 발생되었는데, 이 시기의 생쥐

는 한 개체 내에 과형성 병변부터 샘종과 샘암종에 이르는 병변이 

모두 함께 존재하고 또 서로 이행 부위가 있으므로 생쥐 폐에서는 

이러한 조직학적 단계를 거쳐서 폐샘암종으로 진행된다는 것을 확

인하였다. 

Telomerase는 정상 체세포의 노화 신호인 telomere의 단축을 보

상하는 RNA 의존 DNA 중합효소로서 거의 모든 악성 종양에서 활

성도가 증가되어 있음이 보고되어 종양세포의 불멸성 획득에 telo-

merase가 중요한 역할을 하는 것으로 여겨진다. 그러나 telomerase

가 악성 종양의 발생 과정 중 어느 단계에서 작용을 하는지에 대한 

연구는 그리 많지 않다. 국내 연구 중 자궁경부암 환자에게서 telo-

merase의 활성도가 전암 병변인 이형성증과 상피내암종, 침습성 암

종 모두에서 증가되었으며, 이형성증 주변의 만성 염증이나 편평 

화생 부위에서도 양성을 보였다는 보고가 있었고,17 위샘암종 환자

의 조직에서도 샘암종세포뿐만 아니라 이형성증의 세포, 정상 및 

정상 증식성 상피세포에서 telomerase 양성 반응을 보였으며, 병변

이 진행됨에 따라 활성도가 점차 증가한다고 보고하여 현재까지도 

많은 연구에서 악성 종양세포에서 나타난다고 보고되어 왔던 telo-

merase 활성이 전암 병변이나 그 이전 단계에서도 발현될 수 있음

을 시사하였다.18 

폐암종에서의 높은 telomerase의 발현은 이전부터 보고되어 왔

는데, Hiyama 등19은 폐의 소세포암종에서는 모두 높은 telomerase 

활성도를 보였으나, 비소세포암종에서는 다양한 수준의 활성도를 

보였고, 특히 전이된 암종에서와 샘암종에 동반된 흉수에서는 모

두 높은 telomerase 활성도를 보여 telomerase 활성도의 정도가 폐

암종 세포의 불멸성 정도를 나타낸다고 하였다. 

또한 Lantuejoul 등20은 폐암종의 조직학적 분류에 따라 telomer-

ase 활성도를 비교하였는데, 샘암종이 편평세포암종, 기저양암종, 

소세포암종보다 현저히 낮은 활성도를 보인다고 보고하여 비소세

포암종 내에서도 조직학적 형태에 따라 다른 특성을 갖는다는 것

을 시사하였다. 국내에서도 조기 비소세포암종에서 human telom-

erase reverse transcriptase (hTERT)의 발현에 대한 연구가 있었는

데, 연구 결과 편평세포암종에서 높은 발현을 보였고 이는 낮은 생

존율과 관련이 있음을 보고하였다.21 
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또 비소세포암종 중에서는 편평상피암종이 국내에서 가장 발생 

빈도가 높았는데, 이는 기관지 중심성 위치에 발생하여 연구 재료

를 얻기가 용이하므로 주된 연구 대상이 되어 왔으나, 주로 폐 실질

에서 기원하는 샘암종에 대한 연구는 그에 미치지 못하였고, 더욱

이 샘암종이 대부분 진행된 병기에서 발견되므로 전암 병변에 대

한 연구는 매우 드물었다. 

편평상피 병변에 대한 연구들 중에서 Miyazu 등22은 기관지 중심

성 조기 폐암 주변에 조직학적으로 정상이거나 이형성을 보이는 기

관지 상피세포에서 hTERT에 대한 면역조직화학염색을 시행하고, 

암종 치료 후 2년 이상 추적 관찰하였을 때, hTERT가 발현되었던 

환자들은 모두 이차 암이 발행하였으며, hTERT 발현이 없었던 환

자들은 완전 관해를 보였다고 하였다. 따라서 조직학적으로 비종양

성 기관지 상피에서의 telomerase 발현은 추후 암 발생 가능성을 

시사하므로 정상 상피를 보이는 환자를 대상으로 한 hTERT 측정

은 폐암의 고위험군을 선별하는 데 유용할 것이라고 하였다. 

폐샘암종 발생 기원 세포가 기관지 중심성 폐암의 것과 다르기

는 하지만, 샘암종을 유도한 본 연구에서도 urethane을 투여한 후 

육안으로나 조직학적으로 아직 아무런 병변의 발생이 없는 생쥐의 

폐 조직에서 양성 기준치를 초과하는 telomerase의 활성도가 나타

나기 시작하였다. 따라서 폐샘암종 발생 과정에 있어서도 telomer-

ase는 형태학적인 증식성 변화가 나타나기 이전의 초기 단계부터 

활성화되어 세포의 불멸성 획득을 유도하는 것으로 생각된다. 절제

한 폐암 조직에서 채취한 전암성 기관지 상피의 병변을 조직학적 

단계에 따라 분류하여 각 단계별로 hTERT의 면역조직화학적 발현

과 telomere의 길이를 비교한 연구에서는 hTERT가 정상 혹은 과형

성 상피의 기저층에 약하게 발현이 되기 시작하여 편평 화생, 이형

성, 상피 내 편평상피암종에 이르기까지 점차적으로 발현 강도가 

증가되었다. 또 telomere의 길이는 정상/과형성 상피의 기저세포에

서보다 편평 화생에서 급격히 감소하여 최저치를 보이다가 이후로 

고등급 이형성 단계까지 점차 증가하였다.23 이는 기관지암종 발생

에 있어서 초기 이형성 단계의 비정상적인 telomere 길이 단축이 암 

발생의 시발점이 되어 이차적인 telomerase의 재활성화를 유도함으

로써 염색체의 불안정성을 회복시키고, 종양세포의 증식을 지속시

키는 것이라 하였다. 이러한 가설을 바탕으로 최근 Lantuejoul 등24

은 기관지암종의 전암 병변과 함께 샘암종의 전암 병변에서 telom-

erase 길이에 대한 비교 연구를 진행하였는데, 기관지 상피세포에

서는 편평 화생 단계에서 telomere의 길이가 짧아졌다가 이형성 단

계부터 점차 길어져 침습성 편평상피암종에 이르러 정상 상피세포

와 같은 수준에 도달하였고, 샘암종의 전암병변에서도 telomere 길

이가 AAH와 침습 전 샘암종에서 점차 감소하다가 침습성 샘암종

에서는 정상 폐포세포 및 기관지 상피세포와 같은 수준에 도달하

였으며 이후 병기가 진행될수록 증가했다고 보고하면서 기관지성 

암종과 세기관지폐포 기원의 샘암종이 비슷한 양상을 보인다고 하

였다. 

본 연구에서는 샘종 이전 단계인 과형성과 표면적으로 정상적인 

조직에서부터 telomerase 활성도 증가를 알 수 있었다. 그러나 인체

의 폐 조직에서는 생쥐 모델에서만큼 초기 증식성 병변인 과형성을 

잘 형성하지 않는다. 따라서 인체 폐 조직에서는 생쥐 모델을 이용

한 본 연구와 같은 초기 증식성 병변의 변화를 구분하기가 어렵다

고 생각된다. 이러한 관점에서 향후 인체 폐 조직보다 좀 더 초기 단

계의 병변에 대한 연구가 용이한 생쥐 모델을 대상으로 telomere의 

길이 변화에 대한 비교 연구가 진행된다면 발암 과정의 초기 단계

에서 telomere 단축과 telomerase 활성화와의 연관 관계 그리고 샘

암종 발생의 시발점으로서의 역할을 좀 더 명확하게 이해하는데 

도움이 될 것이라 생각된다. 

Telomerase 활성화에 의한 세포의 불멸성 획득은 종양이 증식

하여 성장하는 데 매우 중요한 역할을 할 것이다. 이전의 연구들에

서 높은 telomerase 활성도가 비소세포폐암의 세포 증식률 증가와 

림프절 전이 등 병리학적 병기의 진행과 상관관계가 있음이 보고되

었고,25 본 연구에서도 세포 증식능을 나타내는 PCNA 표지지수를 

측정하였을 때 조직학적 단계가 높아질수록 점차 높은 증식능을 

나타냈으며, telomerase 활성도와 비례하여 증가하는 상관관계를 

보여 telomerase가 종양의 성장과 진행에 관여함을 확인하였다. 또

한 실험군 내에서의 PCNA 표지지수 차이를 비교하였을 때, 과형성

에서 전암 병변인 샘종으로의 진행 단계부터 유의한 세포 증식능

의 차이를 보여 PCNA 표지지수는 샘암종의 조직학적인 전암 병변

의 표지자로서도 이용될 수 있을 것이라 생각된다. 

이로써 생쥐의 샘암종 발생 과정에서 telomerase는 세포 증식이 

일어나기 이전의 초기 단계에서 활성화되어 세포의 불멸성 획득을 

유도하고, telomere를 유지시켜 지속적인 종양세포의 증식에 필요

한 환경을 제공할 것이라고 생각된다. 따라서 육안 및 조직학적 변

화가 없는 폐 조직에서의 telomerase 활성도 측정은 조기 발견에 어

려움이 있었던 폐샘암종의 발생 가능성을 예측할 수 있는 방법이 

될 것으로 생각한다.
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