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국문요약(Abstract)

연구 배경 및 목적: 대장암은 한국에서 2 번째로 흔한 호발암이며, 간 등의 장기로 원격전이가

발생할 경우 급격히 낮은 생존율을 보인다. 대장암의 혈관침범은 원격전이와 연관이 있으며

상피간엽이행이 기전으로 제시되고 있지만, 정확한 기전은 잘 알려져 있지 않다. 이번 연구는

조직투명화와 다중면역현광염색을 이용하여 대장암의 혈관침범과정을 3 차원 조직병리학적으로

분석하고자 한다.

연구재료와 연구 방법: 서울아산병원에서 2019 년부터 2020 년까지 외과적 대장암 절제술을 받은

T2 카테고리 이상의 대장암 환자 조직 91 건 (49 건의 신선동결조직과 병리검사에서 혈관침범을

확인한 42 건의 포르말린고정 파라핀 포매 조직)을 대상으로 조직투명화와 cytokeratin19, desmin, 

CD31, e-cadherin 을 이용한 다중면역형광염색을 시행한 조직을 이용하여 공초점 레이저 스캔

현미경으로 얻은 이미지를 3 차원 조직병리학적으로 재구성하여 대장암의 혈관침범 양상을

파악하였다.

연구결과: 대장암의 암세포는 종양의 분화도에 따라 다양한 정도의 관선을 형성하였다. 3 차원

분석에서, 총 91건의 대장암 조직 중 41건 (45%)에서 혈관침범을 확인하였다. 평균 334.0 ± 212.4

µm 의 길이의 혈관침범이 3 차원 재구성으로 관찰되었다. 암세포는 혈관을 향해 접근할 때 돌기를

뻗고, 여러 암세포가 줄지어 혈관으로 접근하였으며, 혈관의 평활근층을 파괴하고 내부로

들어가서 혈관 내벽을 따라 성장하고 정맥 내강을 채우는 것을 관찰하였다. 혈관밖에 있는

기질을 침범한 암세포에서 다양한 정도의 e-cadherin 의 발현이 관찰되었다. 반면 혈관에 접근하고

있는 암세포에서는 e-cadherin 의 발현이 유지되고, 말단부분에선 e-cadherin 발현이 소실되었고,

혈관침범 후 내벽에서 성장한 암세포에서는 다시 e-cadherin 이 나타났다. 이후 혈관벽 바깥으로

나온 암세포는 관선을 형성하지 못하고 작은 덩어리 또는 단일세포로 존재하며 e-cadherin 발현이

나타나지 않았다. 이는 대장암의 혈관침범에서 상피간엽이행이 지속되지 않았음을 보여준다.

결론: 3 차원 조직병리학적 재구성으로 분석한 대장암 증례의 45%에서 혈관침범을 관찰하였고,

대장암의 혈관침범 과정에서 상피간엽이행이 지속적으로 유지되지 않는 것을 확인하였다. 

조직투명화와 3차원적 대장암 조직병리학적 분석은 상피간엽이행 뿐 아니라 대장암의 발생, 진행, 

및 전이과정에서 새로운 기전을 밝히고 임상적으로 대장암환자의 진단과 치료에서의 여러가지

다양한 미충족 요구를 해소하는데 도움이 될 수 있을 것이다.
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총론(Introduction)

대장암은 2017년 기준으로 한국에서 2번째의 높은 발병률과 (12.1%), 3번째의 높은 사망률을

(11%) 보이는 악성종양이다 [1]. 원발 국소성(localized) 대장암 환자의 5년 생존율은 약 94%이며, 

주변부로 전이가 일어난(regional disease) 경우의 생존율은 약 81%이고, 간 또는 폐 등의 장기로

원격 전이가 발생할 경우 5년 생존율은 약 19%로 급격하게 감소된다 [1]. 진단 당시 약 16%의

대장암환자에서 원격전이가 관찰되며 [1], 간으로의 전이는 약 70%에서 가장 빈번하게 관찰된다

[2, 3]. 대장암의 원격전이는 국소적인 정맥 침범(venous invasion)으로 시작되며 [4], 하장막간정맥

(inferior mesenteric veins)과 간문맥(portal vein)을 거쳐 간으로 전이하게 된다 [5, 6]. 혈관침범이

있는 대장 직장암 환자의 생존율은 약 40개월로 상당히 낮아진다 [7]. 또한, 대장암의 벽외 혈관

침범(extramural vascular invasion)은 근육층 바깥애 위치한 정맥에서의 혈관침범이 관찰되는 경우

로 수술 후 재발의 위험성을 증가시키며, 환자의 생존율을 감소시키며 대장암환자의 나쁜 예후와

연관이 있다 [8-11]. 그러므로, 대장암의 혈관침범 기전에 대한 연구는 환자의 생존율을 높이기 위

해서 필수적이다.

대장암은 병리조직검사로 확진을 하며, 통상적으로 얇게 박절된 조직을 hematoxylin과

eosin(H&E)으로 염색한 슬라이드에서 조직학적 유형, 암세포의 분화도, 종양의 침범 깊이, 림프혈

관침범, 정맥침범, 절제연 침범, 림프절 전이, 신경 주위 침범, 종양발아(tumor budding) 등을 관찰

한다 [12]. 이러한 병리학적 인자 중 종양의 침범깊이, 림프혈관침범 또는 림프절 전이 여부는 수

술 후 추가적인 항암치료 결정에 필요한 정보이고, 신경주변부 침범과 종양발아는 암의 공격적인

여부를 평가하여 환자의 예후를 예측하기 위한 지표로 사용된다 [13].

림프관, 모세혈관, 모세혈관후세정맥(post capillary venule)에 종양세포가 침범한 경우 림

프관 침윤으로 간주하며, 종양세포가 근육층이 있는 혈관 안에서 관찰될 경우 정맥 침범으로 간

주한다 [14]. 그러나 이러한 2차원 H&E 조직검사에서 혈관침범을 관찰하는 것은 부분적인 제한이

생긴다. 정상 조직과 그로부터 발생하는 병변은 3차원으로 구성된다. 그러므로 H&E 염색 후 현미

경 검경에 의지하는 통상적인 조직의 2차원적 관찰 방법으로는 암의 진행 양상, 특히 암세포가

혈관벽을 뚫고 혈관 내부로 침범하는 과정 등을 이해하는데 제한이 발생할 수 있다 [15]. 최근 발

달된 특수현미경의 이용, 다중면역형광항체의 이용, 조직투명화 기법 등을 이용하여 얇게 박절하
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지 않은 두꺼운 조직의 내부구조를 3차원으로 관찰할 수 있는 길이 열렸고, 이 방법을 이용하여

앞서 기술한 2차원적 관찰의 한계점을 극복할 수 있다 [15]. 조직투명화는 투명화에 사용하는 용

매의 종류 따라 크게 용매기반(solvent-based) 과 수용성 기반(aqueous-based)의 투명화로 구분되

며, CUBIC, CLARITY, SeeDB, DISCO법 등 다양한 방법이 알려져 있다 [15-21]. 이와 같은 조직투명

화 기법은 인체 장기를 구성하는 세포의 특성에 따라 선택되고 개발된 형태로 적용된다.

혈관침범(vascular invasion)은 원격전이의 시작이다. [22]. 상피세포(epithelial cell)가 악성

종양으로 진행됨에 따라 기존의 부착 형태에서 변화하며 주변 조직으로 침범하기 시작하며, 산소

와 영양 인자를 제공 받기위해 새로운 혈관 네트워크를 형성한다. 또한 형성된 암세포는 작은 혈

관 또는 림프관으로 침투하여 관내 이동으로 원발 부위로 이동하여 새로운 환경에서 성장하게 된

다. 이러한 단계를 이루는 과정을 침범-원격전이 흐름(invasion-metastasis cascade)이라고 한다 [5, 

23, 24]. 이를 설명할 수 있는 세포이동의 대표적인 기전으로 상피세포가 세포와 세포 사이(cell-

to-cell) 부착 성질을 잃고 이동 가능한 간엽세포(mesenchymal cell)의 특성을 얻는 과정인 상피간

엽이행(epithelial to mesenchymal transition, EMT)이 있다[25, 26]. 전이 기전에서 상피간엽이행은

암세포가 발생부위에서 주변으로 침범한 다음 가까운 혈관으로 이동하고 혈관내부로 침범

(intravasation)하는데 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 [27-32]. 상피간엽이행의 특징은 세

포접합부위(adherence junctions)의 불안정화를 유발하는 e-cadherin 단백 발현의 소실이다 [33]. E-

cadherin은 종양의 침범, 원격전이, 환자의 나쁜 예후와 연관된 상피세포 부착 단백질로 세포를

정지상태로 유지하며 [34], 이것이 소실될 경우에 암세포의 해리를 일으켜 전이를 촉진한다 [35].

본 연구에서는 대장암의 혈관침범 과정을 3차원으로 관찰하기 위해 이전에 췌장암 조직

의 혈관침범 과정 관찰에 사용된 변형 iDISCO(immunolabeling-enabled three-dimensional imag-

ing of solvent-cleared organs) 방법을 섬유조직형성반응(desmoplasia reaction)이 자주 발생하는 크

고 두꺼운 대장암 조직의 조직투명화에 적용하였다[36, 37]. 최근 연구에서 대장을 포함하는 소화

기관의 조직 투명화에 대해 CLARITY, FocusClear 등 다양한 방법이 시도되고 있다 [38-43]. 췌장암

에서 조직투명화 방법을 이용하여 혈관침범 기전은 연구되었지만 [44], 대장에서의 조직투명화를

이용한 3차원 구조 연구는 대부분 생쥐를 이용한 연구, 점막 상피 환경(mucosal epithelial envi-

ronment), 혈관의 3차원 배열에 대한 연구 만이 이루어져 있으며, 3차원적 혈관침범과정에 대한
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연구는 없었다[39-41, 43, 45-50]. 단지 Lui 등이 연구한 논문만이 대장 관선암종에서 대한 조직투

명화를 한 다음 암세포와 미세혈관에 대한 분포위치에 대한 기술을 보고하였다 [50]. 이에 본 연

구는 대장암에서 혈관침범 과정을 3차원으로 도출하고 이 결과를 바탕으로 대장암의 초기 혈관침

범 및 원격전이를 제어할 수 있는 기전을 밝혀내고자 한다.
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재료와 방법(Materials & Methods)

환자 및 검체의 수집(Patients sample collection)

본 연구는 서울아산병원 기관 심의위원회 (승인번호 : 2021-0717)의 승인을 받았으며, 2019년부터

2020년까지 서울아산병원에서 외과적 대장암 절제술을 받은 환자 중 조직세포자원센터에 수집된

수술 후 대장암 신선동결조직(fresh frozen tissue)을 49건을 분양 받아 사용하였다. 또한 통상의 병

리검사에서 혈관침범을 확인한 42건의 포르말린고정 파라핀포매(formalin fixed paraffin embedded) 

대장암 조직을 수집하였다. 조직을 평균 0.7 x 0.5 x 0.2 cm의 크기로 잘라서 사용하였다.

검체 처리(Sample preparation)

신선조직은 포르말린으로 고정된 후 0.02% sodium azide/PBS에서 냉장보관 하였다. 수분을 제거

하기 위해 50%메탄올(methanol), 80% 메탄올, 100% 메탄올로 1시간씩 상온에서 200 rpm의 속도

로 흔들었다. 1시간 동안 100% 메탄올로 세척한 다음, 지방성분을 제거하기 위해 66% 디클로로

메탄(dichloromethane)/33% 메탄올로 상온에서 밤새 배양하였다. 적혈구와 조직내 색소

(endogenous pigment) 등 자가 형광을 방출하는 단백질을 산화시키기 위하여 100% 메탄올로 2

회 세척 후 4ºC에서 5% 과산화수소(H2O2)로 배양하였다. 80% 메탄올, 50% 메탄올로 재수화

(rehydration)하고, PBS/0.2% Triton X-100으로 1시간씩 2회 세척하였다. 조직의 투과성을 높이기 위

하여 PBS/20% DMSO/0.2% Triton X100/0.3 mol/L 글라이신(glycine) 용액으로 37ºC에서 2일 동안

진탕 배양(shaking incubation)하였다. 과도한 염색을 방지하기 위하여 글라이신을 사용하였다.

포르말린고정 파라핀포매 된 대장 조직은 실온(RT)에서 Xylene을 이용하여 파라핀을 녹

이고, 이 조직을 100% 메탄올, 80% 메탄올, 50% 메탄올의 단계를 거쳐 삼투압으로 인한 조직 내

에 남아있는 xylene을 제거하였다. 이 후 각 1시간씩 80% 메탄올, 두 번의 100% 메탄올로 수분

을 제거하고 66% 디클로로메탄/33% 메탄올에 상온에서 밤새 진탕 배양하였다. 이후 100% 메탄

올 2회 세척 후 4ºC에서 5% 과산화수소에 담가 적셔 두었다. 80% 메탄올, 50% 메탄올로 재수화

하고, PBS/0.2% Triton X-100으로 1시간씩 2회 세척하였다. 조직의 투과성을 높이기 위하여 PBS/20% 

DMSO/0.2% Triton X100/0.3 mol/L 글라이신 용액으로 37ºC에서 2일 동안 진탕 배양하였다.
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일차항체 결합(Primary antibody binding)

투과성을 높인 조직은 비 특이적 항원-항체반응을 막기 위하여 PBS/0.2% Triton X-100/10% 

DMSO/6% 당나귀 혈청 용액(Donkey serum solution)으로 37ºC에서 2일 동안 진탕 배양하였다.

PBS/0.2% Tween-20 with 10mg/mL 헤파린으로 1시간 동안 세척하였다. 배경의 면역반응을 방지하

기 위하여 헤파린을 첨가하였다. 면역형광염색을 위한 전처리 과정이 끝난 조직은 세포 표지자로

선택한 3가지 일차항체(primary antibody)를 PBS/5% DMSO/3% 당나귀 혈청/0.2% Tween-20 과

10mg/mL 헤파린 용액에 37ºC에서 반응시켰다. 병변 세포 표지를 위한 cytokeratin 19 (EP1580Y, 

토끼 단클론항체; 1:200; Abcam, Cambridge, UK), 혈관의 근육벽 표지를 위한 desmin (염소 다클론

항체; 1:100, LifeSpan Biosciences, Seattle WA), e-cadherin (M168, 생쥐 단클론항체; 최종농도, 1:150; 

Abcam)은 상피세포의 발현 확인을 위해, CD31 (JC/70A, 생쥐단클론항체; 1:100, Thermo Fisher Sci-

entific, Waltham, MA)는 혈관의 내피세포의 표지자로 사용되었다. 두꺼운 조직의 경우 조직 내부

로 항체의 전달이 용이하지 못하기 때문에 효과적인 표지를 위하여 37ºC에서 4일의 진탕 배양

동안 전체 항체농도에서 나눠진 용량을 매일 마다 추가하였다. 또한 매일 12시간은 400 xg의 원

심분리(centrifugation)를 하고 물리적으로 뭉쳐진 조직과 항체에 1시간의 초음파처리(ultrasound 

sonication) 과정을 추가하여 물리적인 항체 투과 효과를 주었다. 일차항체 표지 후 조직을

PBS/0.2% Tween-20 과 10 mg/mL 헤파린 용액으로 각 1시간씩 5회 세척하였다.

형광 표지(Fluorescent labeling)

이차항체(secondary antibody)는 Alexa Fluor 488-conjugated AffiniPure F(ab’)2 당나귀 항 토끼 절

편(fragment donkey anti-rabbit) IgG (1:300, Jackson ImmunoResearch,West Grove, PA), DyLight 405-

conjugated AffiniPure F(ab’)2 당나귀 항 염소 절편(fragment donkey anti-goat) IgG (1:300, Jackson 

ImmunoResearch), and Cyanine 3-conjugated AffiniPure F(ab’)2 당나귀 항 생쥐 절편(fragment don-

key anti-mouse) IgG (1:300, Jackson ImmunoResearch)을 혼합하여 사용하였다. 조직으로의 항체 침

투를 증가시키기 위해 온전한 IgG 항체보다 분자량이 작은 펩신-소화 이차항체 절편을 사용하였

다. 이차항체는 PBS/3% 당나귀 혈청/0.2% Tween-20과 10 mg/mL 헤파린 용액에 4일 동안 37ºC

에서 진탕 배양하고, 매일 12시간의 400 xg 원심분리, 1시간의 초음파 처리 과정으로 이루어졌다.

이후 상온에서 PBS/0.2% Tween-20과 10 mg/mL 헤파린 용액에 각 1시간씩 5회 세척하고, 이 모
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든 단계는 형광의 소실을 막기 위해 빛 노출로 부터 보호하였다.

조직 투명화(Tissue clearing)

50%, 80%, 100%의 메탄올에 순차적으로 조직을 탈수화 하였고, 상온에서 3시간 동안 66% 디클로

로메탄/33% 메탄올로 혼합하였다. 이후 100% 디클로로메탄으로 15분씩 2회 세척하여 디벤질 에

테르(dibenzyl ether)에 침지 시키면 염색된 조직은 24시간 이내 투명화 되었다.

시각화와 3 차원 재구성(Visualization & 3D reconstruction)

면역표지가 된 투명화 조직은 레이저와 조직 사이의 굴절률을 일치시키기 위해 유리배양접시에서

디벤질에테르에 담가 두었고, 내부구조의 시각화는 역위 공초점 레이저 스캔 현미경(inverted con-

focal laser scanning microscopy; LSM780; Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)을 사용하였다. 정상과

암 상피세포에서 발현하는 cytokeratin 19의 Alexa Fluor 488 신호는 450/50 nm의 여기 범위

(excitation range)와 510/50 nm의 방출 범위(emission range)를 가지고 있는 bandpass filter set 38

에서 시각화하였다. Desmin을 발현하는 근섬유세포(smooth muscle cells)의 DyLight 405 신호는 G

365 nm의 여기 범위 와 445/50 nm의 방출 범위를 가지고 있는 bandpass filter set으로 시각화 하

였다. Cyanine 3 signals of CD31 expressing endothelial cells, of e-cadherin labeled cells 545/25 nm

의 여기 범위 와 605/70 nm의 방출 범위를 가지고 있는 bandpass filter set 43에서 시각화 되었다.

조직 샘플에서의 자가형광 신호를 줄이기 위한 처리를 하였지만, 혈관의 탄력판(elastic lamina)과

콜라겐에서 여전히 자가형광이 남아있었다. 하지만 desmin 신호가 부족한 부분에서 자가형광은

혈관을 식별하는데 유용하게 작용되었다.

2.5μm의 간격으로 objective C-apochromat 10x/0.45 W M27 lens, 1.5 μm의 간격으로 ob-

jective C epiplan-apochromat 20x/0.7 DIC M27 lens를 사용하여 z-stack 이미지를 획득하였다. 획득

된 연속적인 z-stack image는 Zen 2012 SP5 software(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany of the 

LSM780 confocal microscopy system)을 사용하여 단층 영상화로 구현되었다. 또한 IMARIS 8.1.2. 

software(Bitplane, Belfast, Ulaster, USA)를 이용하여 이미지를 3차원 영상으로 재구성하였으며, 각

형광 신호를 렌더링(rendering)하여 흐릿한 부분을 선명하게 시각화 하였다.
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결과(Results)

환자 및 증례의 선정(selection of patients and cases)

91건의 대장암 증례의 임상병리학적 특성은 표1에 요약하였다. 환자의 평균 연령은 62±12세였고,

종양의 평균 크기는 5±2 (range 1.7-11.3 cm)이다. 발생위치 별 대장암의 분포는 좌측대장 (de-

scending colon, splenic flexure, sigmoid colon)발생이 24건 (26%), 우측대장 (ascending colon, he-

patic flexure, cecum, transverse colon)발생이 34건 (37%), 직장에스결장접합부 4건 (5%), 직장 발

생이 29건 (32%)이었다. 조직학적 분류에서 대부분의 대장암이 (90건, 99%) 관선암종(tubular ade-

nocarcinoma)이었고, 1증례 (1%)는 점액암종 (mucinous carcinoma)이다. 86증례 (95%)에서 중등도

의 분화 (moderately differentiation)를 보였고, 74증례 (81%)는 장막하 연부조직 침범이 관찰되었

다. 림프혈관침범은 48증례 (52%)에서 관찰되었다. 실험에 사용된 42증례의 포르말린고정 파라핀

포매 조직은 6증례 (19%)의 H&E슬라이드에서 혈관침범이 확인되었다. 직장암 환자 1명이 수술

전 항암치료 (neoadjuvant chemotherapy-FOLFOX)를 받았고 나머지 환자들은 수술 전 치료를 받

지 않았다. 추적 검사에서 재발은 5명의 환자에서 발생하였으며, 폐전이는 3명의 환자에서, 간과

난소의 전이는 각 한 명의 환자에서 발생하였다.
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표 1. 91건의 대장암 증례의 임상병리학적 특성

Characteristics Variables No of patients % of patients

Sex Male 54 59.3

Female 37 40.7

Age, years <60 38 41.8

≥60 53 58.2

Age (mean ± SD) 62.2 ± 11.8

Size (cm) <3 7 7.7

≥3 84 92.3

Location Left colon 24 26.4

  Splenic flexure 1 1.1

  Descending colon. 0 0

   Sigmoid colon 23 25.3

Right colon 34 37.4

Cecum 9 9.9

   Hepatic flexure 6 6.6

   Transverse colon 4 4.4

   Ascending colon 15 16.5

Rectosigmoid junction 4 4.4

Rectum 29 31.9

Histologic subtype Tubular adenocarcinoma 90 98.9

Mucinous carcinoma 1 1.1

Differentiation Well 3 3.3

Moderate 86 94.5

Poor 1 1.1

Not applicable 1 1.1

T category T2 (Proper muscle) 8 8.8

T3 (Pericolorectal adipose tissue) 74 81.3

T4 (Serosa exposure) 9 9.9

N category N0 55 60.4

N1 22 24.2

N2 14 15.4

Lymphovascular invasion Absent 43 47.3

Present 48 52.7

Perineural invasion Absent 60 65.9

Present 31 34.1

Large vessel invasion Absent 67 73.6

Present 24 26.4

Recurrence Absent 86 94.5

Present 5 5.5
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정상 대장 조직(Normal colon tissue)의 3 차원 다중면역형광염색 소견

대장암의 3차원 형태학적 특징을 비교 분석하기 위하여 대장 조직의 암 부위와 정상 부위를 대상

으로 조직투명화와 다중면역현광염색을 시행하였다. PBS에서 불투명한 대장 조직은 변형 iDISCO 

기법을 통하여 굴절률을 맞춘 벤질 에테르 (benzyl ether)로 성공적으로 투명화가 되었다 (그림 1).

그림 1. 대장 조직의 투명화. 변형 iDISCO 기법으로 대장의 정상과 종양이 이행하는 부분을 성공

적으로 투명화 하였음. 왼쪽은 투명화 전, 오른쪽은 투명화 후의 사진.

상피세포 마커인 cytokeratin19, 혈관 내피세포 마커인 CD31, 평활근 마커인 desmin 항

체를 사용하여 다중면역현광염색을 시행하였다. 공초점 레이저 스캔 현미경 (10x, 20x 대물 렌즈)

을 사용하여 투명 된 정상 대장 조직은 점막층에서 시험관 튜브 모양의 관선의 움 (crypt)의 빽빽

하고 균일한 간격으로 배치되어 대장 조직의 가장 안쪽을 차지하였다. 움과 움사이의 고유판

(lamina propria)에는 작은 관강을 가지는 모세혈관(capillary)과 혈관이 일정한 간격을 두고 고르게

주행하였다 (그림 2). 
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그림 2. 다중면역형광염색을 적용한 정상 대장 조직의 3차원 형태. A, 정상 대장 조직의 움 (crypt,

초록색)과 점막 근육층 (파란색). B, 점막의 움과 움 사이에 분포되는 모세혈관이 관찰됨. [대장상

피 (CK19, 초록색), 혈관내피세포 (CD31, 붉은색), 혈관근층 (desmin, 파란색); 눈금막대, A, 100 μ

m, B, 40 μm]

대장암 조직의 3 차원 다중면역형광소견

대장암과 정상대장점막이 이행하는 부위를 3차원으로 관찰하였다. 정상 점막의 관선의 옴이 빽빽

하고 일정하게 분포하는 반면, 분화가 좋은 고분화 (well-differentiated)암종의 관선은 비정형의 불

규칙한 관선을 만들고 있었고, 관선의 내강이 불균일한 크기를 가지고 있었다 (그림 3A). 정상 점

막의 관선의 균일한 시험관 모양으로 내강은 좁고 닫혀 있는 반면, 중등도 분화도 (moderately 

differentiated)의 대장암이 만든 암관선은 여러 다양한 크기의 관강을 만들고 있거나 (그림 3B-C), 

저분화 (poorly differentiated)암종인 경우 관선을 거의 못 만들거나 전혀 만들지 못하고 있었다

(그림 3D-E). 다수의 암세포들이 혈관주변에 분포되어 있는 것을 관찰하였다 (그림 3F).
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그림 3. 다중면역형광염색을 적용한 대장암 조직의 3차원 형태. A-B, 정상 대장점막과 대장암의

이행부위. C, 고분화 암세포는 정상 대장에서 관찰되는 움과 유사한 관선 구조를 형성함. D-E, 저

분화 암세포는 관 형태를 형성하지 않음. F, 작은 암세포 덩어리가 혈관주변부로 접근함. [대장상피

및 대장암 (CK19, 초록색), 혈관내피세포 (CD31, 붉은색), 혈관근층 (desmin, 파란색); 눈금막대, A, 

300 μm, B, 80 μm, C, 80 μm, D, 100 μm, E, 70 μm, F, 50 μm]

대장암의 혈관침범

IMARIS 영상 소프트웨어를 이용하여 2차원 연속 절편 이미지를 3차원으로 재구성하여 종양조직

에서 혈관침범여부를 관찰한 결과, 총 91건의 대장암 조직 중 41건(45%)에서 혈관침범을 확인하

였다. 이 중 실험 전에 혈관침범 여부를 알 수 없었던 49증례의 신선 조직 (fresh tissue)중 17증례

(35%)에서 혈관침범이 관찰되었고, 42 증례의 포르말린고정 파라핀 포매 검체 중 24증례 (57%)에

서 혈관침범을 확인하였다.

혈관의 주변부에서 관찰되는 암세포는 둥근 모양이지만, 일부 암세포는 혈관과 가까운

쪽으로 돌기를 뻗고, 여러 암세포가 줄을 지어서 혈관벽 가까이 접근한다 (그림 4 A). 줄을 지어

연결된 암세포가 혈관벽을 이루는 평활근을 파괴하는 모습이 관찰되며, 이 부분에서 desmin의 염

색의 소실이 관찰된다 (그림 4B-C). 이러한 과정을 거쳐 혈관에 들어간 암세포들이 혈관 내벽을
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따라 성장하고 (그림 4B-C), 일부에서는 정맥의 내강을 암세포가 채우는 것을 관찰하였다 (그림

5). 암세포가 정맥을 침범하여 성장함에 따라 혈관의 내피세포는 파괴되어 사라지고, 정상 정맥의

혈관벽 형태를 구분하기 어려운 정도로 형태가 변화한다 (그림 4 A).

그림 4. 대장암에서 혈관(정맥)침범 양상에 대한 대표적 사진. A, 긴모양의 암세포가 혈관으로 접

근. B, 암세포 덩어리가 정맥벽을 통과하여 정맥 내벽에 부착함. C, 암세포가 줄지어서 혈관내부로

들어감. D, C의 회반죽(surface rending)영상 [대장암 (CK19, 초록색), 혈관내피세포 (CD31, 붉은색), 

혈관근층 (desmin, 파란색); 눈금막대, A, 30 μm, B and C, 50 μm, D, 100 μm]
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그림 5 침범한 정맥 내강을 채우고 있는 암세포 덩어리 [대장암 (CK19, 초록색), 혈관내피세포

(CD31, 붉은색), 혈관근층 (desmin, 파란색); 눈금막대, A, 300μm; B, 100μm; C, 40μm]

혈관내부로 암세포는 덩어리의 형태를 유지하면서 자라거나 일부에서는 각각의 작은 수

의 암세포가 덩어리에서 떨어진 형태로 (화살표) 관찰되었다 (그림 6).
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그림6. 정맥 내벽에서의 암세포의 성장. 암세포 덩어리는 정맥 내벽을 따라 성장하고 내강을 채움.

여러 개의 흩뿌려진 단일 암세포가 정맥 내벽에 붙어있음을 표시 (화살표). [대장암 (CK19, 초록색), 

혈관내피세포 (CD31, 붉은색), 혈관근층 (desmin, 파란색); 눈금막대, A 와 B,80 μm; C 와 D, 70 μ

m]

정상점막과 대장암 분화도에 따른 E-cadherin 의 발현

대장암세포의 침범과 진행에 따른 세포의 변화를 확인하기 위해 상피세포 표지자인 e-cadherin
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(red) 면역 염색으로 정상 대장 상피, 분화가 좋은 고분화 암종에서 발현을 확인하였다. 정상 상피

세포에서 e-cadherin은 상피세포의 세포막에서 발현이 되었고, 모든 상피세포의 발현이 고르게 관

찰되었다 (그림 7).

그림 7. 다중면역형광 염색을 통한 정상 대장점막에서의 cytokeratin19, e-cadherin, desmin 발현.

A, cytokeratin19 (초록색); B, E-cadherin (붉은색); C, muscularis mucosae, desmin (파란색); D, merge; 

눈금막대, 80 μm
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분화가 좋은 고분화 암종의 암세포에서도 암세포의 세포막에서 e-cadherin의 발현이 고

르게 관찰되었다 (그림 8).

그림 8. 다중면역형광 염색을 통한 고분화 선암에서의 cytokeratin19, e-cadherin, desmin 발현. A, 

cytokeratin19 (초록색); B, E-cadherin (붉은색); C, muscularis mucosae, desmin (파란색); D, merge; 눈

금막대, 100 μm

반면 저분화도의 암종인 경우 다양한 정도의 E-cadherin의 발현을 보였다 (Fig 9). 암세포
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는 관선을 만드는 중심부에서 e-cadherin의 발현이 잘 유지되었지만, 주변부로 이행하면서 관선을

못 만드는 부분에서 e-cadherin 발현의 소실이 관찰되었다 (Fig 9).

그림 9. 다중면역형광 염색을 통한 저분화 관선암에서의 cytokeratin19, e-cadherin, desmin 발현. 

A, cytokeratin19 (초록색); B, E-cadherin (붉은색), muscularis mucosae, desmin (파란색) D, merge; 

눈금막대, 40 μm

정맥벽 내부에서 관찰된 혈관침범이 이루어진 암세포는 혈관벽 내부에서 고분화도의 암
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관선 (cancer gland)과 마찬가지로 암세포의 세포막에서 e-cadherin의 발현이 잘 유지되며, 관강

내부를 채우고 있었다 (Fig 10). 

그림 10. 다중면역형광 염색을 통한 정맥벽 내부의 저분화 선암에서 cytokeratin19, e-cadherin, 

desmin의 발현. [A, cytokeratin19 (초록색); B, E-cadherin (붉은색); C, desmin (파란색); D, 합체영상; 

눈금막대, 50 μm]
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혈관침범 부위에서 E-cadherin 의 발현

앞서 기술한 것처럼, 암세포들이 혈관침범 전에 암세포가 혈관으로 접근할 때 일부 암세포는 혈

관과 가까운 쪽으로 돌기를 뻗고, 여러 암세포가 줄을 지어서 혈관벽 가까이 접근한다. 이 때 e-

cadherin으로 염색을 하면, 줄지어 있는 암세포들에서 e-cadherin의 발현이 유지가 되는 반면 줄

의 끝부분에 위치한 암세포에서는 e-cadherin의 발현이 소실된다 (Fig 11). 반면, 혈관 내부로 침

범하여 혈관벽을 둘러쌓는 암세포들에서 E-cadherin의 발현이 암세포의 세포막에 다시 나타나기

때문에 혈관침범과정에서 상피간엽이행이 유지되지 않음을 관찰하였다 (Fig. 12). 

그림 11 정맥 내강을 향하는 암세포 최첨단에서의 e-cadherin 발현 소실 [cytokeratin19 (초록색), 

e-cadherin (붉은색), desmin (파란색); 눈금막대, 50 μm]
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그림 12. A, B 정맥 내부에서 성장하는 암세포의 e-cadherin 발현 [cytokeratin19 (초록색), e-cad-

herin (붉은색), desmin (파란색); 눈금막대, A, 100 μm; B, 40 μm]

혈관 내부를 채우며 성장하는 암세포는 혈관 밖으로 이동 (extravasation)하며 혈관 내벽

에 붙은 암세포와 마찬가지로 혈관벽을 따라 띠처럼 연결된 암세포에서 e-cadherin이 발현한다.

이들 암세포가 혈관벽 바깥으로 나간 다음, 다시 암관선을 만들지 못하는 분화도가 나쁜 암세포

로 모양이 바뀌게 되고, 작은 덩어리 또는 각개의 단일세포로 변하며, 이러한 형태가 변하는 부위

에서 암세포에서의 e-cadherin의 발현이 소실한다 (Fig. 13). 

H&E 슬라이드와 비교

투명화 된 대장암 조직의 3차원 영상에서 혈관침범을 확인하고 기존의 고정 파라핀 포

매 조직의 H&E슬라이드 사진과 비교하였다 (Fig. 14-16). 4 µm 두께의 절단면에서 혈관침범이 의

심되는 부위를 확인하여 3차원 재구성을 통해 이에 대한 연장선상의 영상을 얻을 수 있고, 암세

포의 혈관침범 형태를 확인하였다. 3차원으로 평가한 혈관침범 길이는 평균 334.0 ± 212.4 µm 

(median, 284 µm; range, 81-789 µm) 이었다.
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그림 13. A 혈관벽을 따라 연결된 암세포에서는 e-cadherin 발현의 유지(빨간색 화살표). 반면, 암

세포의 덩어리가 단일 세포로 분리될 때 e-cadherin이 소실 (흰색 화살표). B, A의 회반죽(surface 

rending)영상 [cytokeratin19 (초록색), E-cadherin (붉은색), desmin (파란색); 눈금막대, 50μm]
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그림 14. 대장암 혈관침범의 H&E 슬라이드와 저배율의 3차원 재구성 사진 비교. 정맥 침범이 일

어난 암세포 덩어리에서 e-cadherin 발현이 나타남. [A, H&E 슬라이드 눈금막대, 500 μm, B, cy-

tokeratin19 (초록색), E-cadherin (붉은색), desmin (파란색); 눈금막대, 300 μm]

그림 15. 대장암 혈관침범의 H&E 슬라이드와 3차원 재구성 사진 비교. 혈관 벽 주위를 암세포가

둘러 쌓고 있음. [A, H&E 슬라이드 눈금막대, 200 μm, B, cytokeratin19 (초록색), E-cadherin (붉은색), 

desmin (파란색); 눈금막대, 200 μm]
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그림 16. 대장암 혈관침범의 H&E 슬라이드와 3 차원 재구성 사진 비교. 혈관침범을 한 암세포가

혈관 내부에서 관찰됨. [A, H&E 슬라이드 눈금막대, 100 μm, B, cytokeratin19 (초록색), desmin 

(파란색); 눈금막대, 100 μm]
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토의(Discussion)

이번 3차원 분석에 의해 1) 대장암의 40%에서 혈관침범이 관찰되었고, 2) 암세포가 혈관으로 침

범할 때에는 줄지어서 혈관벽으로 접근하였고, 3) 줄지어 있는 암세포의 끝부분에서는 e-cadherin

의 발현이 소실되었다. 4) 암세포가 혈관벽을 뚫고 내부로 들어가서 혈관벽을 덮으며 자란 상태에

서는 혈관 내피세포가 파괴되어 CD31의 발현이 관찰되지 않았다. 이때 암세포들은 정맥벽을 따

라붙어 있으며, 이때에 e-cadherin의 발현이 유지되는 것을 관찰하였다. 5) 평균 334.0 µm의 길이

에서 혈관침범이 관찰되었다. 그 외에도 3차원 시각화분석으로 정상 대장 관선은 일정하게 배치

된 비슷한 크기의 암관선으로 분포하는 것을 관찰하였고 관선의 끝부분에 움이 관찰되었다. 관선

과 관선 사이의 고유판에서 일정하게 분포하는 혈관이 관찰되었다. 대장암인 경우 분화도에 따라

다양한 모양의 암관선을 만드는 것이 관찰되었다.

여러 소화기계 장기에서 발생한 종양에서 암세포의 혈관침범은 궁극적으로 원격전이를

일으키며 환자의 예후와 연관이 있다 [51-53]. 소화기계 악성종양에 대한 H&E 슬라이드를 이용한

병리검사 결과, 췌장암에서의 혈관침범 빈도가 65%로 가장 높았고, 위암은 24%, 대장암은 21%로

비교적 낮은 빈도의 혈관침범이 관찰된다는 보고가 있다 [54-56]. 대장암은 췌장암에 비해 혈관침

범의 빈도는 낮지만 평활근벽이 관찰되는 큰 혈관침범을 보일 경우 간 전이와 연관이 있고 불량

한 예후를 보인다 [57-60]. 본원의 병리검사에서 2차원 H&E슬라이드 검경에 의한 혈관침범은 91

건 중 24건 (26%)인데 비해, 3차원 재구성을 이용한 분석에서 전체 91건 중 41건 (45%)의 대장암

조직에서 혈관침범이 관찰되어, H&E슬라이드 검경 검사보다 3차원 재구성영상에서 더 높은 빈도

로 혈관침범이 관찰하였다. 2차원 H&E슬라이드 검경에서 혈관침범을 낮은 빈도로 관찰되는 이유

로 평균 두께가 3 mm인 포르말린고정 파라핀포매 암조직 블럭에서 극히 일부의 절단면인 4 µm

에서 혈관침범을 찾는 통상의 병리검사법에서 발생할 수 있는 표본오차 (sampling error)의 영향

을 받지 않았을까 추정한다. 또한, 평균 334.0 µm의 길이의 혈관침범을 3차원 재구성영상으로 관

찰하여 2차원 H&슬라이드에서 놓쳤던 암세포의 혈관침범을 연속적인 영상정보로 확인할 수 있었

다.

통상적으로 상피간엽이행은 암세포가 원발병소에서 벗어나 혈관안으로 침범하는데 아
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주 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 [27, 29, 30, 61]. E-cadherin은 정상 대장 상피의 세포

막에서 발현하여, 상피세포와 상피세포를 접착하는 역할을 한다 [62]. E-cadherin의 소실은 상피간

엽이행에 매우 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 [27]. 예로 e-cadherin의 발현 소실은

Twist 등의 다수의 전사인자 (transcription factor)를 유도하여 궁극적으로는 원격전이 (distant me-

tastasis)를 일으킨다 [63]. 대장암에서도 e-cadherin의 발현 소실이 대장암의 진행, 원격전이와 환

자의 나쁜 예후에 연관이 있다는 여러 보고가 있다 [64-69]. 이번 연구에서 우리는 기질 (stroma)

과 정맥의 관강 안에 있은 응집력이 좋은 (cohesive) 암세포에서 e-cadherin의 발현의 유지가 잘

이루어지는 것을 관찰하였다. 형태학적으로 응집력이 좋은 종양세포가 관선을 잘 만드는 것 (분화

가 좋은 대장관선암에서 e-cadherin 발현의 유지)과 종합하여 볼 때, 대장암의 혈관침범에 있어서

암세포의 상피간엽이행은 일시적으로 발생하며 지속적으로 유지되지 않는 것으로 여겨진다. 대장

암 세포가 주변으로 침범할 때, 종양의 중심부에서는 상피형 발현을 유지하지만, 종양의 선행하는

침범부위에서의 간엽형 발현을 보이는 등의 비균질적인 상피간엽이행이 나타난다는 보고도 이번

연구에서 우리의 관찰 결과와 맥을 같이한다 [70]. 또한, 커다란 응집력이 있은 암세포의 최첨단

에 위치한 암세포의 돌기부분에서 e-cadherin의 발현이 불균일하게 나타나는 현상은 조직투명화

를 적용한 3차원 췌장암 조직의 분석에서도 관찰되었던 소견과 동일 하다 [44]. 3차원 재구성 분

석을 통해 발견된 대장암과 췌장암 조직의 혈관침범 부위에서 e-cadherin 발현이 유지되는 현상

은, 소화기암의 혈관침범 과정의 일부에서 기존에 알려진 바와 다르게 상피간엽이행이 일어나지

않을 수 있다는 것을 시사한다.

최근 다양한 광학 조직 투명화 방법의 개발로 불투명한 조직 내부의 미세환경을 관찰

할 수 있으며, 이를 3차원 시각화로 구현하는 연구가 활발히 이루어지고 있다 [16, 18, 19]. 우리는

변형 iDISCO법을 이용하여 사람의 대장 조직에 적용하였다. 현재까지 조직 투명화를 장관 조직에

적용하여 시행한 3차원 시각화에 대한 동물 연구는 주로 생쥐를 대상으로 이루어 진 5건의 연구

가 있다 (표 2). Fu 등은 생쥐 결장 조직에서 조직투명화와 3차원 시각화로 점막과 점막하 조직의

움과 융모, 결합조직의 공간적 관계를 시각화 하였다 [45]. Arranz 등은 염증성 대장염모델인 DSS

치료한 대장 점막 주름(mucosal fold)의 소실을 관찰하였다 [46]. Jing 등은 PEGASOS 방법을 제시

하여 위장관계, 뼈, 치아 등을 포함한 동물 전체의 투명화를 보고하였다 [47]. Kaufman 등은 생쥐
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공장(jejunum)의 움에서 EdU 양성인 상피세포를 시각화 하여, 소장에서 세포 증식을 3차원으로

시각화 관찰할 수 있다는 방법을 제시하였다 [39]. Liu 등은 대장 상피 및 장 신경계 이미징을 보

여주었으며, 소화 기관 연구에 적용할 수 있는 최신 조직 투명화 방법을 제시하였다 [41].
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표 2. 동물 대장 조직에서의 조직 투명화를 이용한 기존의 3차원 시각화 연구

Reference Target Method Fluorescent probe Evaluation Microscope Analysis soft-

ware

Year

Fu et 

al.[45]

Mouse colon FocusClear nestin-GFP Spatial relationships 

in crypts, villi, and 

connective tissue

LSM 510 (Zeiss, con-

focal), 2-photon/mul-

tiphoton microscopy

Amira 4.1.2 2009

Arranz et 

al.[46]

Mouse colon BABB Phalloidin DSS-treated colitis

model

Selective Plane Illumi-

nation Microscopy 

Developed 

Reconstruc-

tion software

2013

Jing et

al.[47]

Mouse colon PEGASOS GFP, tdTomato, GS-

IB4

Endogenous fluores-

cence intensity, vas-

culature

Zeiss LSM 780, 880,

two-photon micros-

copy

Imaris 9.0, Im-

ageJ

2018

Kaufman 

et al.[39]

Mouse intes-

tine

Iohexol-

based 

RIMS

EdU Cell proliferation 

within intestinal 

crypts

Leica TCS SPE confo-

cal microscope

Leica LAS‐X 

software

2018

Liu et 

al.[41]

Mouse colon CUBIC-1, 

iDISCO

tdTomato, red-

emitting TO-PRO-3 

and photostable 

methyl green 

dyes, E-Cadherin, 

TUBB3 

Whole mount tissue 

clearing for gastroin-

testinal tract research

Light sheet micros-

copy, conventional la-

ser-scanning confocal 

microscopy

Imaris, ImageJ 2020
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동물연구에 비해 사람의 대장조직을 이용한 3차원 영상연구는 상대적으로 적었다 (표 3).

Liu 등 은 신경 및 근육과의 방향성에 따른 Cajal 간질 세포 네트워크가 여러가지 아형으로

나뉨을 보고하였다 [48]. Liu 등 은 다른 보고에서 점막 움의 위치에 따른 신경교 네트워크(glial 

network) 분포 양상에 차이가 있음을 보고 하였다 [49] . Cambrian Y. Liu. 등은 종양 형성, 염증성

환경, 줄기세포 기능과 관련된 뮤린 결장 점막에서의 상피 구조를 밝혀냈다 [40]. Neckel 등은

동물과 인간의 장관에 조직 투명화와 다양한 항체 (cytokeratin, aquaporin4, ZO-1, TH, CD31, 

TUJ)을 이용하여 장관의 신경과학 연구에 적용할 수 있음을 제시하였다 [43]. 이러한 이전의 조직

투명화를 이용한 대장조직의 3 차원 구조 연구 대부분이 점막의 환경 변화에 따른 시각화를 주로

다루었다. Liu 등은 정상 대장 CD34 를 이용한 점막과 대장선암종의 미세혈관의 분포를

비교하였고, 정상 대장 점막의 움 사이의 고유판 (lamina propria)에 미세혈관이 고르게 분포하는

것을 보고하였고 [50], 이는 우리가 CD31 을 이용하여 움 사이의 고유판에서 모세혈관(capillary)이

움과 일정한 간격을 두고 고르게 주행한다는 결과와 일치하였다. Lui 등은 또한 같은 논문에서

대장 관선암종에서 미세혈관이 암세포가 있는 부위에서 겹쳐서 (folded) 나타나며, 암세포-

미세혈관-암세포-미세혈관 순서의 샌드위치 양상으로 관찰되는 것을 보고하였다 [50].  우리도

이번 연구에서 종양세포 사이의 CD31 발현하는 혈관 내피 세포의 분포가 매우 복잡하게

나타남을 관찰하였고, 기존 인체조직을 사용한 3 차원 조직연구에서 밝혀내지 못한 소견들을

관찰하였다.

저자가 알고 있는 범위에서 대장암 조직에서 혈관침범기전을 3 차원으로 관찰한 것은

이번 연구가 처음이다. H&E 염색 슬라이드 검경에 의한 2 차원 분석보다 3 차원 병리조직학적

분석은 병변의 크기와 형태를 보다 정확하게 파악할 수 있다. 이번 연구에서 대장암 조직에서

평균길이 334.0 µm 의 혈관침범을 관찰하였고, 암세포가 정맥혈관벽에 붙어 관내강을 따라 뻗어

나가는 현상을 관찰하였다. 우리가 관찰한 대부분의 혈관침범 부위의 대부분이 암조직 블럭의

전체가 아닌 일부 또는 블록의 끝부분에 위치하기 때문에 관찰한 혈관침범의 길이는 최소한의

혈관침범 길이일 것으로 추정된다. 또한 3차원 영상을 비교적 중배율, 고배율에서 관찰할 수 있는

역위 공초점 레이저 스캔 현미경을 사용하여 관찰한 결과이기 때문에, 후속 연구에서 저배율로

3 차원 조직을 관찰할 수 있는 빛 시트 현미경(light sheet microscope)을 이용하면 보다 긴 거리의
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혈관침범과 더 높은 빈도의 혈관 안에서 밖으로의(extravasation) 암세포 이동에 대한 분석을 할

수 있으리라 생각한다.

조직투명화를 이용한 3 차원 영상분석은 대장암 연구에서 다양하게 이용할 수 있을

것이다. 예를 들면 직장암의 주변절제연(circumferential resection margin)에서의 암세포의 3 차원

분포 양상이 재발에 미치는 영향을 파악하거나, 수술 전 항암방사선 치료 후 직장암

수술조직에서 잔존암의 3 차원적 부피를 측정하고 부피가 재발율에 미치는 영향을 파악하거나,

점막절제술을 받은 조기 대장암에서 암세포가 점막하층을 침범한 부위를 3 차원적으로 측정하여

침범 깊이에 따른 수술적 치료방침 결정에 미치는 영향 파악하는 등 다양한 임상적인 미충족

수요를 해소하는데 있어서 조직투명화를 이용한 대장조직의 3 차원 영상분석이 사용될 수 있다.

이번 연구에서 혈관침범기전에 대한 정확한 지식은 대장암을 포함하여 다른 장기에서의

암의 진행과 전이를 이해하는데 있어 기초가 되는 시야를 제공할 것이다. 또한 3 차원적 관찰은

상피간접이행 뿐만 아니라 암전이에 대한 새로운 기전을 밝히는데 유용한 방법이 될 것이다. 

임상적인 측면에서 3 차원 조직투명화 및 다중형광면역염색을 통한 병변 부위의 연속적인

영상획득은 2 차원적 현미경 검사에서 놓칠 수 있는 부위를 정확하게 구현함으로써 진단의

도구로써 활용할 수 있을 것이다.

요약하면, 인간의 대장조직에서 혈관침범을 3 차원 조직형태학적으로 관찰하였고, 약

45%의 대장암에서 혈관침범을 관찰하였다. 암세포가 혈관으로 접근할 때 일부 암세포는 혈관과

가까운 쪽으로 돌기를 뻗고, 여러 암세포가 줄을 지어서 혈관벽 가까이 접근하였고, 혈관벽을

뚫고 들어갈 때 e-cadherin 의 발현이 유지되어 상피간엽이행이 혈관침범에 지속적으로 유지되지

않는 것을 관찰하였다. 조직투명화와 3 차원적 대장암 조직병리학적 분석은 상피간엽이행뿐

아니라 대장암의 발생, 진행, 및 전이과정에서 새로운 기전을 밝히고 임상적으로 대장암환자의

진단과 치료에서의 여러가지 다양한 미충족 요구를 해소하는데 도움이 될 수 있을 것이다.
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표 3. 사람 대장 조직에서의 조직 투명화를 이용한 기존의 3차원 시각화 연구

Reference Target Method Fluorescent 

probe

Evaluation Microscope Analysis software Year

Liu et 

al.[48]

Human

colon 

FocusClear CD117, α-

smooth muscle 

actin

Location-dependent network 

orientation of interstitial cells 

of Cajal (ICC)

LSM 510 (Zeiss, 

confocal)

Avizo 6.2, Zen 2012

Liu et 

al.[49]

Human

colon 

FocusClear S100B, D2-40, 

CD34

Enteric glial network interaction 

in mucosa

LSM 510 (Zeiss, 

confocal)

Avizo 6.2, Zen 2013

Liu et 

al.[50]

Human

colon

FocusClear CD34 Spatial information of micro-

vasculature in normal and can-

cer tissue 

LSM 510 (Zeiss, 

confocal)

Avizo 6.2, Zen 2013

Liu et 

al.[40]

Mouse co-

lon, Human

colon

ScaleA2 

and 

SeeDB

MPO, CDH1, 

MUC2

Epithelial structures for re-

search

LSM 700 (Zeiss, 

confocal)

ImageJ 2015

Neckel et

al.[43]

Mouse and 

human in-

testine

CLARITY, 

PACT

CD31, TUJ-1, 

TH, 

Cytokeratin, 

ZO-1, aqua-

porin4, seroto-

nin

Enteric nervous system LSM 5 (Zeiss, con-

focal), light sheet 

microscope (Light-

sheet Z.1, Zeiss), 

LEO 912AB trans-

mission electron 

microscope (Zeiss)

Zen 2016
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영문요약 (English Abstract)

Background: Colorectal cancers are the second common malignant neoplasms in Korea, 

and has a low survival rate when distant metastasis occured. Venous invasion of colorectal

cancer is associated with distant metastasis and epithelial mesenchymal transition is one 

of the suggested mechanisms. However, the exact mechanism of venous invasion is not 

well elucidated. The purpose of this study is to analyze venous invasion process three-

dimensionally using tissue clearing and multicolor immunofluorescent labeling of colon 

cancer tissues.

Materials & methods:  91 cases (49 fresh frozen tissues with unknown information of 

vascular invasion and 42 formalin-fixed paraffin-embedded tissues which were confirmed 

with vascular invasion) of colorectal cancer tissues from patients with surgically resected 

colorectal cancers with more than T2 categories from 2019 to 2020 at Asan Medical Center

were used for tissue clearing and multicolor immunofluorescence staining with cy-

tokeratin19, desmin, CD31, and e-cadherin. The three-dimensional histopathologic recon-

struction images were obtained with the confocal laser scanning microscope to determine 

the vascular invasion pattern of colorectal cancer.

Results: Cancer cells of colorectal cancer formed various degree of tubular structure based

on the degree of differentiation of the tumor. In the three-dimensional analysis, vascular 

invasion was confirmed in 41 cases (45%) of a total of 91 colorectal cancer tissues. Mean 

length of venous invasion was 334.0 ± 212.4 µm after 3 dimensional reconstructions. When 

the cancer cells approached to the blood vessel, the cancer cells stretched out processes, 

were lined up for approaching the blood vessel, destroyed the smooth muscle layer of the 

blood vessels, entered the vessel, grew along the inner wall of the vessel, and filled the 
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venous lumen. Various degree of e-cadherin expression was observed in cancer cells in-

vading the surrounding stroma outside the blood vessels. In contrast, intact e-cadherin 

expression was noted when cancer cells approaching to blood vessels, but lost expression 

in the terminal portion, and expression of e-cadherin was observed in cancer cells grown 

in the inner wall after vascular invasion. Afterwards, when the cancer cells came out of the 

venous wall, the cancer cells did not form tubules and were as small clusters or single 

scattered cells, and lost e-cadherin expression. This shows that epithelial mesenchymal 

transition did not sustained in venous invasion of colorectal cancer.

Conclusions: Venous invasion was noted in 45% of colorectal cancers analyzed by 3D 

histopathologic image reconstruction Epithelial mesenchymal transition was not consist-

ently sustained during the venous invasion process of colorectal cancers. Tissue clearing 

and 3 dimensional reconstructions of colorectal cancer tissues will provide a basis for 

understanding the tumorigenesis, progression and metastasis of colorectal cancers and will 

be helpful for resolving clinically unmet need in diagnosis and treatment of patients with 

colorectal cancers.
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