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----    ABSTRACT    ----  
Background and Objectives：The cholesteatoma consists of keratinizing squamous epithelium in middle ear 
cavity. These abnormal behavior of cholesteatoma epithelium seems to be induced by presence of a heavy 
immune cell infiltrate releasing different cytokines and growth factor in high amount. Materials and Method：
This study investigated the presence of transforming growth factor-alpha (TGF-α), beta (TGF-β) in the 
mucosa of cholesteatoma specimens of human middle ear cholesteatoma tissue (N=17) and external auditory 
canal skin were obtained from patients during ear surgery as a control group. Results：Immunostaining for 
TGF-α showed a cytoplasmic staining pattern in epithelial cells of normal skin and cholesteatoma. In normal 
skin samples the expression of TGF-α was restricted to epithelial cells in the basal layer and parabasal layer 
but all epithelial cell layers in cholesteatoma were positive with prominent staining of the basal cells. A nu-
mber of infiltrated cells in cholesteatoma matrix also expressed TGF-α immunostaining. Cholesteatoma tissue 
showed a strongly enhanced expression of TGF-β in lymphocytes and fibroblasts of stroma, particularly in an 
area of heavy inflammatory infiltration. Conclusion：According to the well known roles of the TGF-α and β, 
these results suggest that TGF-α is an important factor for the hyperproliferative behavior of cholesteatoma 
epithelium and TGF-β protect the infiltration into the matrix of cholesteatoma. ((((J Clinical Otolaryngol 1999; 
10:178-183)))) 
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서     론 
 

진주종성 중이염은 만성적인 염증과 재발을 특징으로 

하며 주위 골조직을 파괴하여 두개내 합병증을 초래하

기도 하는 질환으로, 침범하는 편평상피에 의해서 점막

이 치환되며,1)2) 발생원인과 병인에는 아직도 많은 논

란이 있지만 상피세포의 침입설, 증식설, 분화설 등으로 

설명되고 있다.1) 

진주종의 형성은 기질내에 면역세포의 침윤과 상피세

포의 이동 및 증식과 관계가 있으며,3)4) 최근 연구에

서 세포의 성장과 분화를 조절하는 사이토카인과 성장
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법으로 진주종 조직에서 현재까지 종양괴사인자(Tu-

mor necrosis factor-α&β, TNF-α&β), 표피성

장인자(Epidermal growth factor, EGF), 형질전환성

장인자(Transforming Growth Factor-α&β, TGF-

α&β), IL-1과 6 등이 국소 확인되었으며,2-6) 이들 

사이토카인과 성장인자들이 진주종의 발생과 증식에 중

요한 역할을 하고 있음이 알려져 있다. TGF-α는 활성

화된 면역세포로부터 성장인자의 발현을 촉진시킴으로

서 진주종의 제한되지 않은 비정상적인 성장에 관여하

며,7)8) TGF-β는 세포의 성장과 이동, 세포기질의 합

성과 분해를 조절하고,9) 진주종 성장을 억제할 것으로 

생각되고 있다.6) 

저자는 진주종 조직에서의 TGF-α 및 β의 발현정

도 그리고, 이들의 기능에 대한 기초자료를 얻고자 수술

시에 얻은 진주종 조직과 정상 외이도 피부를 대상으로 

TGF-α 및 β의 발현정도 및 양상을 면역조직화학적 

염색방법으로 관찰하였다. 

 

재료 및 방법 
 

재  료 

진주종성 중이염으로 수술받은 환자 17예(17귀)의 수

술시 채취한 진주종 조직과 대조군으로 동일 환자의 염

증반응이 없는 외이도 피부를 채취하여 포르말린 고정

후 파라핀 포매조직을 제작하였다. 면역조직화학적 검사

에 사용된 1차 항체는 monoclonal mouse antihuman 

antibody로 TGF-α는 Cat#GF10(Calbiochem, Ca-

mbridge, MA), TGF-β는 MCA 797(Serotec Ltd, 

Oxford, England)를 사용하였다. 2차 항체는 LSAB(la-

belled streptavidin biotin) kit(DAKO, CA, USA)를 

사용하였고, 발색제는 AEC(3-amino-9-ethyl-ca-

rbazole) substrate chromogen system(DAKO, CA, 

USA)을 사용하였다. 

 

방  법 

 

조직학적 검색 

검체를 10%중성 포르말린에 고정후 통상적인 조직 

처리 과정을 거쳐 파라핀 블록을 제작한 후 4∼5 μm 

두께의 박절편을 만들어 hematoxylin과 eosin 이중염

색을 실시하여 조직학적 검색을 실시하였다. 

 

면역조직화학적 염색 

선택된 파라핀 포매 조직을 4∼5 μm두께의 절편으

로 제작하여 probe on plus slide(Fisher Scientific, 

USA)에 올린후 68℃ 열판에 1시간 이상 방치시킨후 

탈파라핀 과정을 거쳐 면역조직화학적 염색을 실시하

였다. 면역조직화학적 염색과정을 하기 앞서 항원성을 

살리기 위하여 검체 슬라이드를 citrate buffer에 넣

고 laboratory microwave-oven에 97℃로 고정후 

15분간 가열하고 microwave-oven에서 꺼내 실내에 

20분간 방치시킨 다음 DAKO사의 LSAB(labelled 

streptavidin biotin)kit를 이차항체로 사용하여 면역조

직화학적염색을 시행하였다. 발색제는 AEC(3-amino-

9-ethylcarbazole) kit를 이용하여 ABC(av-idinbi-

otin immunoperxidase complex)법으로 시행하였으

며 Harris hematoxylin으로 20초간 대조염색을 실

시하였다. 

 

면역조직화학적 염색의 판독기준 

TGF-α는 염색정도를 4등급으로 분류하여 염색이 

되지않는 경우를 (-), 기저세포층 및 방기저세포층에 대

조군 상피정도의 양성반응을 보이는 경우를 (＋＋), (＋

＋＋)이하이지만 확실한 양성인 경우는 (＋)로, 대조군 

상피의 기저세포층 및 방기저세포층에 양성반응을 보이

는 정도 이상으로 강하게 염색된 경우를 (＋＋＋)로 분

류하였으며 특히, (＋＋＋)는 (＋＋)에 비해 간질에서의 

염색정도가 더 높은 경우로 하였다. 

TGF-β는 염색정도를 4등급으로 분류하여, 염색이 

되지않는 경우를 (-), 간질내에 양성으로 염색되는 세

포가 하나라도 존재하며 상피의 기저세포층에서만 양성

염색 세포가 존재하면(＋), 100배 시야에서 가장 강한 

양성반응을 보이는 시야를 선택하여 그곳 간질 구성 세

포의 10%미만에서 양성인 경우 및 기저, 방기저세포에 

강한 양성을 보이는 경우를 (＋＋), 간질구성 세포의 10%

이상에서 양성인 경우 및 상피 5층이상, 전층의 세포가 

양성인 경우를(＋＋＋)로 분류하였다. 
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결     과 
 

정상 외이도 조직과 진주종의 TGF-α와 β의 면역

조직화학적 염색에 대한 발현양상을 광학 현미경하에서 

관찰한 결과, TGF-α는 정상 외이도 조직상피에서는 

상피세포의 기저세포층에서 양성반응을 보였으나(Fig. 

1), 진주종에서는 대조군에 비하여 더 강한 기저세포층

의 양성을 보일뿐만 아니라, 방기저세포층 및 증례에 따

라 전상피층이 강한 양성반응을 보이는 경우도 있었다

(Fig. 2). 진주종의 간질에서는 염증세포, 섬유아세포, 

혈관내피세포에서 TGF-α에 강한 염색반응을 보였다

(Fig. 3). 

TGF-β는 정상 외이도에서 간질내의 소수의 림프

Fig. 2. Positive immunostaining of the basal and parab-
asal cell layer for TGF-a in cholesteatoma. Note a few
positive staining of lymphocytes in subepithelial matrix
(ABC method, ×100). 

Fig. 1. Positive immunostaining of the basal cell layer for
TGF-a in normal EAC skin (ABC method, ×100). 

Fig. 3. Positive TGF-a immunostaining of lymphocytes,
macrophages and fibroblasts in inflammed matrix of ch-
olesteatoma(ABC method, × 200). 

Fig. 4. A：Negative immunostaining of epidermis and a
minute scattered of positive immunostaining of matrix
lymphocytes for TGF-β in normal EAC skin(ABC method,
×200). B：Positive immunostaining in the subepithelial
matrix for TGF-β in cholesteatoma(ABC method, ×100). 

Fig. 5. Positive immunostaining of the basal, parabasal
layer and matrix for TGF-b in cholesteatoma(ABC met-
hod,×200). 

AAAA BBBB 
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구와 섬유아세포에서 염색되었으나 상피세포는 염색되

지 않았다(Fig. 4a). 반면에 진주종에서는 상피하부의 

간질에 선상으로 양성을 보이거나(Fig. 4b), 상피의 기

저세포층은 물론 방기저세포층 혹은 상피전층에 강한 양

성을 보였고, 간질내에서는 림프구나 섬유아세포에서 강

한 양성소견을 보였다(Fig. 5). 

진주종성 중이염에서 TGF-α에 양성을 보인 경우

는 13예(76.48%)였으며 이중(＋＋)이상의 강양성 반

응을 보인 경우가 8예(47.04%)였으며, TGF-β에 양

성을 보인 경우는 16예(94.12%)였고 이중(＋＋)이상

의 강양성 반응은 8예(47.04%)였다(Table 1). 

 

고     찰 
 

중이 진주종은 중이내에 각질화된 편평상피로 구성되

어 있고, 진주종의 발생은 만성적인 염증과 관계가 있

으며 침범하는 편평상피에 의해서 점막이 치환되고,1)2) 

이 편평상피는 정상 상피세포에 비하여 과성장의 특성

을 보인다고 하며 국소적인 성장과 이소골과 주변 골 조

직의 흡수를 유도하게 된다.1) 진주종 형성의 여러 관점

은 기질내 면역세포의 침윤과 상피세포의 이동 및 증식

과 관계가 있다.3)4) 진주종에서의 조절이 불가능한 상

피 성장은 사이토카인과 성장인자(TGF-α, EGF, IL-

1,6)를 분비하는 면역세포의 침윤으로 유도되는 듯하

며,2)7) 이러한 사이토카인이 섬유아세포, 파골세포, 염증

세포를 자극하여 작용부위에서 조직의 파괴와 조직 개

형(remodeling)을 시킨다고 한다.6) 

사이토카인은 감염부위의 염증세포에 의해 유리되며 

염증과 면역반응에 있어 강력한 중재자로서 TNF-α와 

β, TGF-β1과 TGF-β2, IL-1과6이 진주종 상피와 

상피하 기질에 국한되어 있다.2-6) 

형질전환성장인자 알파(transforming growth fac-

tor-alpha, TGF-α)는 50개의 아미노산 펩타이드로 

구성되어 있으며 EGF와 약 35%의 동일한 염기서열을 

보이나, EGF보다 더욱 강력한 생물학적 활동성을 갖는

다.10) TGF-α는 여러 인간종양에서 증명되는데, 이는 

종양유도 및 혈관생성을 담당하는 폴리펩타이드로서,10) 

진주종의 혈관주위에 다량 침윤된 대식세포에서 의미있

는 양의 TGF-α 생산이 증명되어, 진주종의 신생 맥관

형성은 진주종 실질내의 활성화된 면역세포로부터 성장

인자 발현이 촉진되어 야기됨을 알 수 있다.8) Wright 

등11)은 TGF-α가 심하게 결핍된 waved-1 mutant 

mouse를 이용하여 조직검사를 시행한 결과 외이도와 

고막에 비정상적으로 성장한 상피를 관찰함으로써 진주

종 형성에 TGF-α가 관여할 것이라 하였다. Ergun 

등12)은 TGF-α와 EGFR(epidermal growth factor 

receptor)에 의한 자가분비(autocrine) 성장자극은 중

이강내에서 진주종상피의 제한없는 성장에 관여할 것으

로 생각하였고, TGF-α는 정상 인간 각질형성세포에

서 생성되며, 세포 성장을 촉진하는 자가 성장인자로 EG-

FR에 의해 중재된다고 하였다.13) Sudhoff 등은 진주종 

상피에서 TGF-α, EGFR, IL-1의 과발현을 발견하였

고 Tanaka 등14)도 진주종의 상피가 TGF-α의 과성

장촉진 상태에 실제로 있는지는 확실하지 않지만, 상피

하 염증세포 침윤이 심했던 지역에서 증식능력이 높았

고 주변간질에서 림프구와 대식세포의 과침윤을 발견하

였다.2) 

TGF-α는 자가분비 성장자극에 기초한 상피성장을 

촉진하는 것으로 알려져 있으며14) TGF-α와 IL-1에 

의한 진주종 편평상피의 자가분비 자극뿐만 아니라 면역

세포에 의한 측분비 자극(paracrine)도 관계가 있으며, 

이러한 인자들이 중이강내의 진주종의 조절할 수 없는 

성장에 관여한다. 

형질전환성장인자 베타(transforming growth fac-

tor-beta, TGF-β)는 25kD의 분자량을 갖는 carb-

oxyl-단말의 112 아미노산 전구물질에서 생성된 단백

질로 생물학적으로 불활성화된 큰 복합체의 한 부분으

로 구성되어 있다. TGF-β는 1에서 5까지의 아형이 

Table 1. TGF-α & β expression on cholesteatoma tissues 
Primary Ab 

Stainability TGF-α TGF-β 

-  4(23.52)  1( 5.88) 
+  5(29.44)  8(47.08) 
++  2(11.75)  4(23.52) 
+++  6(35.29)  4(23.52) 

Total 17(100%) 17(100%) 
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존재하며, 아미노산 구성에서 70∼80%의 동일성을 보

이고, 인간에서는 TGF-β1, β2, β3만이 존재한다고 

하며, β1과 β2만이 생물학적으로 특성이 있어 TGF-

β1과 β2를 일반적으로 TGF-β라고 부르는데 이들

은 N-단말에서 64∼82%의 동일 유전자를 공유한다.3) 

활성화된 TGF-β는 창상치유, 맥관형성, 면역억제, 종

양의 침입과 전이의 조절, 세포증식을 포함하는 표적세

포의 성장과 생리학적 과정에 의존해서 여러과정의 조절

에 관여한다.13) 

TGF-β의 아형중 TGF-β1과 β2만이 생물학적인 

특징 및 동일한 기능을 보이며 간엽세포의 성장촉진과 정

상과 종양유도 상피세 증식의 억제 및 분화에서 비슷한 

역할을 한다고 보고하였다. TGF-β는 체외에서 실험

할때는 각 아형이 거의 같은 작용을 하지만 체내에서는 

작용부위와 단계마다 각 아형의 효과가 달라서, TGF-

β1과 TGF-β2는 생체내에서는 서로 교환할 수 없으

며 시·공간적으로 기능이 다르다고 주장되고 있다.15) 

TGF-β1은 세포외 기질의 생성과 조직개형을 촉진시

키고 염증과정을 조절하며 조혈전구세포의 증식을 억

제한다고 한다.16) 또한 TGF-β2는 개체의 발달에 중

요하며, 강력하게 중배엽분화를 자극한다. 대식세포는 염

증에 의해 손상된 조직의 치료 및 상처 치유에 필요하

며, 대식세포에 의해서 생산되는 세포독성 물질은 내피

세포, 섬유아세포, 실질세포에 손상을 주는데 TGF-β

1과 TGF-β2에 의해서 불활성화 된다.17) TGF-β는 

염증반응에서 중요한 다른 종류의 사이토카인의 활동성

을 감소시키며, 연골세포에서 IL-1의 활동성 억제 및 

IL-1 수용체의 하향조절,18) 상피하 기질의 간질세포나 

염증세포의 IL-1 수용체 하향조절에 관여하여 진주종

상피의 증식을 억제한다.3) 또한 골과 결체조직에 강력한 

작용을 하며, 조골세포의 증식, 분화 및 여러 골단백 형

성의 상향조절과 파골세포 전구세포의 복제와 분화를 억

제함으로써 파골세포의 형성을 감소시키고 흡수소와(re-

sorption lacunae)의 형성과 다핵형화(multinucleation)

의 억제에 의해서 이미 형성된 파골세포의 활동성을 감

소시킨다.19) TGF-β는 섬유아세포을 촉진시키고, 새로

이 형성된 결체조직을 파괴하는 단백분해 효소의 활동

을 억제하여 새로운 육아조직이 형성되며20) TGF-β1

과 TGF-β2는 방어기능이 있으며, 또한 이들의 항염

증작용과 파골세포, 각질세포 억제작용은 진주종과 연관

된 증식과 그 결과로서 생기는 조직파괴를 늦출 수 있

고, 진주종 증식부위의 골과 연조직의 보호작용을 하게 

된다.3) 

TGF-β는 염증반응의 초기에는 혈소판에 의해서 유

리되며, 추후 염증반응 자체에 의해서 유리되며 tena-

scin과 fibronectin같은 각각의 기질단백의 합성을 촉진

함으로써 진주종에서 세포외 기질의 중요한 변화로 인한 

tenascin과 fibronectin의 증가는 진주종 형성의 과증식

과 관련된 조절되지 않는 세포-기질 상호작용을 보여

준다.15) 

본 연구에서는 파라핀 포매에 의한 면역조직화학적 

염색을 통하여 진주종 상피와 정상 외이도 상피의 TGF-

α와 β의 발현 양상을 관찰하였다. TGF-α는 정상 외

이도에서는 상피세포의 기저세포층에서만 염색되는것에 

반하여, 진주종에서는 정상 상피보다 더 강한 기저세포

층 염색뿐만 아니라 간질내의 염증세포, 섬유아세포, 혈

관내피세포에 강한 염색 반응을 보여 각질형성세포나 면

역학적으로 활성화된 대식세포에서 분비된 TGF-α가 

다시 각질형성세포를 증식시키며, 진주종의 과성장에 중

요한 인자로 작용할 것으로 사료된다. 

TGF-β는 정상 외이도에서는 간질내 소수의 림프

구와 섬유아세포에서 염색되었으나 상피세포는 염색되

지 않았다. 그러나 진주종에서는 상피세포에서 강한 양

성을 보일 뿐 아니라 간질내에서도 림프구나 섬유아세

포에서 강한 양성 소견을 보여 진주종의 기질내의 침윤

을 방어할 것으로 사료된다. 

 

결     론 
 

중이 진주종의 병인에 TGF-α와 β의 역할을 규명

하고자 면역조직화학적발현을 연구한 결과, 중이 진주

종 17예에서 TGF-α는 13예(76.48%), TGF-β는 

16예(94.12%)에서 발현되었으며 TGF-α는 진주종

의 기저세포층에서 정상 외이도 조직보다 강한 양성반

응을 TGF-β는 간질내의 림프구와 섬유아세포에서 강

한 반응을 보였고 정상외이도 조직과는 달리 상피세포
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에서는 양성반응을 보였다. 이상의 결과로 TGF-α는 

진주종상피의 과성장에 관여하는 것으로 생각되고 TGF 

-β는 진주종의 기질내의 침윤을 방어할 것으로 사료

된다. 
 

중심 단어：중이진주종·TGF-α·TGF-β. 
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