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Background : CD44 is a cell surface receptor that has been implicated in tumor cell invasion
and metastasis in a range of tumors of various organs, including breast, ovary, colon, lung,
and brain. CD44 stimulates the invasive ability by interacting with matrix metalloproteinase
14 (MMP14). The expression of MMP14 on the cell surface is thought to trigger multiple pro-
teinase cascades and to stimulate cell migration. Methods : A total 54 astrocytoma patients
were eligible for this study. We performed a retrospective clinicopathological review and CD44
and MMP14 immunohistochemistry. Results : The expressions of CD44 and MMP14 were
significantly correlated with the World Health Organization (WHO) grade. On univariate anal-
ysis, the WHO grade and the expression of CD44 were the significant prognostic factors affect-
ing overall survival (OS) and disease progression free survival (DPFS). On the multivariate
analysis by the Cox regression model, the only WHO grade was shown to be a significant
independent prognostic factor for predicting the DPFS and OS. Conclusions : In this study,
the CD44 and MMP14 expressions were related to the WHO grade of astrocytoma. The CD44
expression status was a prognostic factor for DPFS and OS on univariate analysis, but it was
not an independent prognostic factor on the multivariate analysis.
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별세포종에서 CD44와 MMP14의 발현과 WHO 등급과의 연관성 및

이들이 환자의 생존에 미치는 영향 연구

별세포종(astrocytoma)은 뇌종양 중 가장 흔한 종양으로1 예

후는 환자의 나이와 종양의 등급 및 종류 등과 밀접한 관련이

있다고 알려져 있다.2 별세포종은 다른 종양과는 달리 중추신경

계 밖으로 거의 전이되지 않으나, 주변의 뇌조직으로 침습하는

특징을 가지고 있다.3 이러한 특징으로 인해 저 등급의 별세포종

이라도 완전한 수술적 절제가 불가능할 뿐만 아니라 치료 후에

도 재발할 가능성이 높은 것으로 보고되고 있다.4 별세포종의 이

러한 침습적인 능력은 다양한 기전을 통해 이루어지는데, 특히

세포외기질(extracelluar matrix)의 단백 분해에 의한 변형(pro-

teolytic modification)이 중요한 역할을 한다고 알려져 있으며,

이는 종양세포로 하여금 변경된 기질 주변 조직으로 침습하는

능력을 갖게 한다.5

뇌실질은 프로테오글리칸(proteoglycan)과 글리코사미노글리

칸(glycosaminoglycan)등과 같은 지질들로 구성되어 있는데,

뇌실질에 주요한 글리코사미노글리칸은 hyaluronan (HA)이다.6

HA는 매우 큰 수화물(hydrate molecule)로 조직의 재생이나

발생 과정 중에 세포의 이동을 촉진시키며 종양에서는 종양세포

의 이동을 활성화시키는 것으로 알려져 있다.7 별세포종의 침습

적 특성과 HA와의 관련성은 별세포종 세포에 HA와 함께 세포

외기질을 추가할 경우 침습 능력이 향상되는 in vitro invasion

assay 결과를 통해 밝혀졌다.8

한편 HA와 관련해서 주목할 수 있는 것은 CD44이다. CD44

는 HA에 대한 주요한 표면 수용체(surface receptor)로서 HA

와의 작용을 통해 유방, 난소, 대장, 폐 및 뇌 조직에서 종양세

포의 침습과 전이를 촉진시키는 것으로 밝혀졌다.9 뇌종양 중 별

세포종에서 CD44의 역할은 in vitro나 in vivo 실험으로 밝혀졌

는데, 이 실험을 통해 종양세포의 표면에서 CD44가 발현됨이 확

인되었으며, 이를 억제할 때 종양세포의 침습 능력이 저하되는
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것으로 알려졌다.10 또한 CD44는 단백 분해 작용(proteolytic

process)에 의해 세포 표면으로부터 분리되는데 이러한 과정이

종양세포의 이동에 중요한 영향을 미친다고 보고되었으며,11,12

금속단백분해효소를 억제(inhibition)시켰을 경우 CD44 발현에

의한 종양세포의 이동이 저하되는 것으로 알려져, 금속단백분해

효소가 CD44의 발현을 촉진하는 기전으로 작용할 것으로 추측

되었다.11

금속단백분해효소는 현재 MMP1부터 MMP28까지 발견되어

있는데, 이 중 metalloproteinase (MMP) 14는 collagen type

I, II, III와 fibronectin, laminin, vitronectin, aggrecan과 같은

세포외기질을 분해하여 세포의 이동을 돕는다고 알려져 있다.13,14

또한 MMP14는 proMMP2 (gelatinase A)와 proMMP13 (pro-

collagenase 3)을 활성화 시키며, 다양한 단백분해효소 연쇄작용

(proteinase cascade)을 유발시킨다.15,16

이러한 내용들을 모두 종합하면 다음과 같은 가설을 설정해

볼 수 있다. 즉 별세포종에 있어서 CD44 및 MMP14의 발현은

World Health Organization (WHO) 등급과 관련이 높을 것

이며, 예후 예측 인자로서 사용될 수 있다는 것이다. 따라서 이

를 검증하기 위해 면역조직화학염색을 시행하고 발현 정도를 비

교함으로써 이들의 발현 정도와 WHO 등급 및 환자의 예후와

의 관련성을 알아보았다.

재료 및 방법

연구 대상

1991년 1월 1일부터 2008년 3월 31일까지 서울대학교병원에

서 뇌종양으로 수술한 증례 중 개두술과 종양제거술 및 생검을

통해 별세포종으로 진단받고 파라핀 블록을 확보할 수 있었던

54예를 선정하였다. 전산상의 의무 기록을 조사하여 성별, 연령,

종양의 위치, 수술 방법과 수술 후 치료 방법들을 알아보았고,

각종 예후 인자들을 후향적으로 분석하였다. 이때 대상 환자들의

생존 여부는 2008년 3월까지의 추적을 기준으로 하였다. 

면역 조직 화학 염색

대상 증례의 슬라이드를 재 검색하여 2 mm 지름으로 조직

미세배열(tissue microarray, TMA) 파라핀 블록을 제작하였

다. 면역조직화학염색은 제작된 TMA의 파라핀 블록을 4 mm

Fig. 1. Immunohistochemical expression of CD44 according to
extent of positive cells (A, grade 1; B, grade 2; C, grade 3).C

A B
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두께의 절편으로 박절하여 슬라이드에 부착한 후, 크실렌에 5분

씩 3회 탈 파라핀 시켰다. 그 다음에 함수 과정을 거친 후 5분

간 증류수로 세척하였으며, 항원성 회복을 위해 슬라이드를 cit-

rate 완충 용액(10 mM, pH 6.0)에 담그고 전자렌지를 이용하

여 65℃에서 5분씩 3회 가열하였다. 이후 증류수로 세척한 후

내인성 과산화효소를 불활성화시키기 위해 0.3% H2O2 용액에

서 15분간 처리하였다. 이때 일차 항체로 CD 44 (1:200, Thermo

Fisher scientific, Fremont, CA, USA), MMP14 (1:400,

Chemicon international, Billerica, MA, USA)를 사용하였으며,

실온에서 60분간 반응시킨 후 biotin이 부착된 이차 항체(bio-

tinylated anti-mouse immunoglobulin antibody, Dako, Kyoto,

Japan)를 25분 동안 반응시켰다. 그 다음 세척 완충액으로 5분

씩 3회 씻어내고 streptavidin peroxidase detection system (Zy-

med, San Francisco, CA, USA)으로 실온에서 25분 동안 방

치하여 biotin-avidin 특이 결합을 유도하였다. 그리고 다시 세

척 완충액으로 씻어낸 후 diaminobenzidine으로 5분간 발색시

켰으며, 증류수로 세척하고 Meyer's hematoxylin으로 3분간 대

조염색한 후 다시 증류수로 5분간 씻어내고 탈수와 청명화 과정

을 거친 후 봉입하였다.

면역 조직 화학 염색 결과 판독

CD44 및 MMP14의 염색 결과 판독은 CD44의 경우 세포막

을 따라 염색되는 경우를 양성으로 보았으며, MMP14는 세포

질 및 세포막을 통해 염색되는 경우를 양성으로 판단하였다. 그

결과 전체 종양세포 중 양성을 보이는 종양세포의 비율을 세 등

급으로 나누었다(1 등급, 0-10%; 2등급, 11-50%; 3등급, 51-

100%) (Figs. 1, 2). 이때 양성 세포의 수는 종양세포의 밀도가

높은 부분을 4개 이상의 고배율 시야(×400)에서 1,000개의 종

양 세포 중 양성인 세포의 수를 세어 백분율을 구하였다. 이때

면역 강도는 양성인 경우 비슷한 강도를 보여 따로 측정하지 않

았다. 양성 대조군은 유방 조직을 이용하였으며, 음성 대조군에

서는 1차 항체를 빼고 염색을 시행하였다. 

통계학적 분석

WHO 등급 및 각각의 임상적 변수와 CD44, MMP14 염색

여부와의 비교는 Pearson's chi-square test를 이용하였다. 무병

생존율(disease progression free survival)은 수술을 받은 시점

부터 자기공명영상을 통해 종양의 성장이 확인되거나 재발을 확

Fig. 2. Immunohistochemical expression of metalloproteinase 14
according to extent of positive cells (A, grade 1; B, grade 2; C,
grade 3).C

A B
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인한 시간까지의 기간이거나 최종 추적 관찰까지의 기간으로 정

의하였고, 총 생존율(overall survival)은 수술을 받은 시점부터

2008년 3월까지의 최종 추적 관찰 또는 뇌종양으로 사망한 시점

까지의 기간으로 정의하였다. CD44, MMP14의 발현에 따른 환

자들의 무병 생존율 혹은 총 생존율의 차이는 Kaplan-Meier

test를 이용하여 분석하였으며, Log-rank test를 이용하여 유의

성을 평가하였고, 무병 생존 및 총 생존에 영향을 미치는 다양

한 인자들의 상대적인 기여도를 평가하기 위해 Cox-regression

model을 사용하였다. 통계분석에 사용한 프로그램은 윈도우용

SPSS ver. 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)이며, p값이

0.05 미만일 때 통계적으로 유의하다고 판정하였다. 

결 과

임상 및 병리학적 소견

54명의 진단 당시 연령은 1세부터 74세까지 분포하였으며, 평

균 연령은 36.1세였다. 환자 중 남자는 34명, 여자는 20명으로

남녀 성비는 1.7:1이었고 추적 관찰 기간의 분포는 2개월에서

102개월까지였으며, 평균 추적 관찰 기간은 25.6개월이었다. 수

술 방식은 종양의 완전 절제술을 18예에서 시행하였고, 31예에

서 부분 절제술을 시행하였으며, 4예에서는 생검만을 시행하였

고 1예는 추적이 불가능하였다. 수술 이후 치료는 29예에서 항

암 치료와 방사선 치료를 병행하였으며, 4예에서 항암 치료만

시행하였고 7예에서는 방사선 치료만을 시행하였다. 방사선 치

료와 항암 치료 모두를 시행하지 않은 경우는 13예였으며, 1예

는 추적이 불가능하였다.

환자의 조직학적 분류를 보면 털모양 별세포종(pilocytic astro-

cytoma)이 10명, 광범위 별세포종(diffuse astrocytoma)이 9명,

역형성 별세포종(anaplastic astrocytoma)이 10명 그리고 교모

세포종이 25명이었는데, 교모세포종 환자 25명 모두는 처음부터

교모세포종으로 진단 받은 일차교모세포종 환자였다. 

CD44 및 MMP14 단백 발현과 WHO 등급과의 관계

면역염색을 시행한 54명 중 CD44의 발현이 등급 1을 보인 경

우는 37.0% (20/54)였으며, 등급 2를 보인 경우가 37.0% (20/

54) 그리고 등급 3을 보인 경우가 26.0% (14/54)였다. 이렇듯

WHO 등급이 높아질수록 CD44의 발현이 높아지는 경향을 보였

는데 이는 통계학적으로도 유의하였다(p=0.007)(Table 1). 한

편 MMP14의 발현이 등급 1을 보이는 경우는 24.0% (13/54),

등급 2를 보이는 경우는 40.7% (22/54), 등급 3을 보이는 경우

는 35.3% (19/54)였는데, MMP14의 발현도 WHO 등급이 높

을수록 높게 나타났으며 이 또한 통계학적으로도 유의하였다(p=

0.001)(Table 2).

CD44 및 MMP14 단백의 발현과 총 생존율 및 무병

생존율과의 연관성

별세포종에 있어 CD44의 발현 양상과 총 생존율을 비교해 보

았을 때, CD44의 발현이 높을수록 생존율이 감소하였으며 이는

CD44
WHO grade No. p-value

Grade 1 Grade 2 Grade 3

Grade 1 10 8 2 0 0.007
Grade 2 9 5 3 1
Grade 3 10 4 4 2
Grade 4 25 3 11 11

WHO, World Health Organization. 

Table 1. WHO grade of patients according to the CD44 expres-
sion

MMP14
WHO grade No. p-value

Grade 1 Grade 2 Grade 3

Grade 1 10 3 7 0 0.001
Grade 2 9 6 3 0
Grade 3 10 2 5 3
Grade 4 25 2 7 16

WHO, World Health Organization; MMP14, metalloproteinase 14.

Table 2. WHO grade of patients according to the MMP14 expres-
sion

Variables
Relative
hazard

95% confidence
interval

p-value

WHO grade 4.796 2.073-11.097 0.000
CD44 0.899 0.439-1.842 0.771
MMP14 0.910 0.449-1.844 0.793
Sex 0.319 0.099-1.025 0.055
Extent of surgery 0.549 0.194-1.552 0.549
Treatment 1.626 0.966-2.737 0.067

WHO, World Health Organization; MMP14, metalloproteinase 14. 

Table 3. Overall survival: multivariate analysis, Cox regression
mode

Variables
Relative
hazard

95% confidence
interval

p-value

WHO grade 7.399 2.255-24.283 0.001
CD44 0.963 0.457-2.028 0.921
MMP14 0.723 0.353-1.478 0.374
Sex 0.523 0.172-1.589 0.253
Extent of surgery 0.512 0.143-1.841 0.306
Treatment 1.228 0.681-2.217 0.495

WHO, World Health Organization; MMP14, metalloproteinase 14. 

Table 4. Disease progression free survival: multivariate analysis,
Cox regression model
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통계학적으로 유의하였다(p=0.030)(Fig. 3A). 또한 무병 생존

율과 비교하여 보았을 때는 CD44의 발현이 높아질수록 생존율

이 감소하였는데 이 역시 통계학적으로 유의하였다(p=0.024)

(Fig. 3B). 

한편 MMP14의 발현 정도와 총 생존율을 비교해 보면 고등

급(3등급)의 MMP14 발현 그룹은 저등급(1등급) 및 중등급(2

등급)에 비해 현저하게 낮은 환자의 생존율을 보여주었으나(Fig.

4A), 3개 등급 간의 통계학적 유의성은 없었다(p=0.091). 무병

생존율에 관해서도 고등급의 MMP14 발현 그룹은 저등급 및 중

등급에 비해 현저하게 낮은 환자의 생존율을 보여주었으나(Fig.

4B), 3개 등급 간의 통계학적 유의성은 없었다(p=0.146). Cox

regression model을 사용한 다변량 분석에서는 WHO 등급만이

총 생존율(Table 3) 및 무병 생존율(Table 4)과 유의한 상관

관계를 보였으며, CD44, MMP14 모두 통계학적 유의성은 없

었다. 

고 찰

CD44의 과발현과 별세포종의 조직학적 등급과의 관련성은

여러 연구들에 의해 다양하게 보고되고 있다. Kuppner 등17은

별세포종이 고등급일수록 CD44의 발현이 증가한다고 보고하였

Fig. 3. Overall survival curve (A) and disease progression free survival curve (B) according to the expression of CD44 protein expression
was a negative prognostic factor in astrocytomas (p = 0.030 and 0.024, respectively).
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Fig. 4. Overall survival curve (A) and disease progression free survival curve (B) according to the expression of metalloproteinase 14 (MMP-
14). Grade 3 expression of MMP14 showed worse prognosis than grade 1 and grade 2 in overall survival as well as in disease progres-
sion free survival; however, there was no statistically significant differences among the three grades (p = 0.091 and 0.146, respectively).
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지만, Frank 등18은 CD44의 발현과 별세포종의 등급과는 관련

성이 없다는 반대되는 결과를 보고하였다. 세포주(cell line)를

이용한 실험에서는 별세포종에서 CD44의 발현이 종양세포의 침

습을 촉진시킨다는 결과가 일관되게 발표되고 있지만, 면역염색

을 통해서는 일치되는 결과들이 나오지 않았다. 이러한 다양한

결과는 아마도 CD44 항체의 차이성에 기인할 것으로 생각된다. 

본 연구에서 CD44의 발현은 별세포종의 조직학적 등급과 유

효한 상관관계가 있음을 보여주었으며, 단변량 분석에서는 생존

율 및 무병 생존율과 통계학적 유의성을 보이는 예후 인자로 판

정되었으나, 다변량 분석에서는 독립 예후 인자로서의 유의성은

없었다. 이는 본 연구에서 사용한 조직미세배열 방법에 기인한

결과일 수도 있는데, 조직미세배열법은 하나의 종양의 대표적인

부분에서만 검사가 이루어지므로 전체적인 결과라고 하기에는

한계점을 가질 수 밖에 없다. 또한 증례수가 충분하지 못한 점과

별세포종이 등급별로 정확하게 증례수가 일치하지 않는 점들도

결과에 영향을 미쳤을 가능성이 있다. 이러한 요소들이 예후와

의 관련성에 영향을 미쳤을 것으로 생각된다. 따라서 비록 CD44

가 다변량 분석에서 환자의 예후와 관련성을 보여주지는 못해

독립적인 예후 인자로서 사용할 수는 없겠지만, 환자의 예후를

어느 정도는 반영한다고 할 수는 있겠다.

MMP14의 경우도 CD44와 마찬가지로 고등급의 별세포종으

로 갈수록 발현이 높아지는 결과를 나타냈는데, 비록 MMP14

가 환자의 생존율과 유의한 상관관계를 보여주지는 않아 환자의

예후 예측 인자로 이용될 수는 없지만, CD44와 마찬가지로 고

등급의 별세포종으로 갈수록 발현이 증가되는 현상으로 볼 때

CD44의 발현과 기능에 있어 MMP14가 관련되어 있음을 짐작

할 수 있었다. MMP14와 CD44와의 직접적인 관련성은 세포주

를 이용한 추가 실험을 통해 직접적으로 밝힐 수 있다. 

본 연구는 별세포종의 독특한 특징인 타 장기로의 전이보다는

주변 조직으로 광범위하게 침습하는 능력에 관련된 요소인 CD44

및 MMP14를 연구 단백으로 선정하여 고등급의 별세포종으로

갈수록 이 두 가지 단백 발현이 높다는 것을 보여주었다. 또한

고등급의 별세포종이 저등급의 별세포종에 비해 현저하게 침습

력이 높다는 이미 알려진 사실을 근거로 별세포종의 침습적 특

성에 이 두 가지 단백이 관여할 것이라는 것을 간접적으로 추정

해 볼 수 있다. 하지만 단백 면역조직화학염색만으로는 이 두 가

지 단백이 별세포종세포의 침습력에 관련되어 있다는 직접적인

증거를 제시하지 못한다. 따라서 직접적인 관련성은 추후 살아

있는 세포주를 이용한 침습 능력 검사 등을 통해 증명해야 할

것이다. 

본 연구를 요약하면 별세포종에서 CD44 및 MMP14 단백

발현이 고등급의 별세포종으로 갈수록 높아진다는 것을 면역조

직화학염색을 통해서 증명하였고, 이 중 CD44 단백의 발현이

별세포종 환자의 예후와 연관성이 있다는 것을 통계학적 분석을

통해 알 수 있었다. 이러한 연관성에 관련된 분자유전학적 기전

등은 추후 연구를 통해 증명해야 할 부분들이다. 
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