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Abstract

Ⅰ. 서 론

구강 및 두경부 부위에 발생하는 편평세포암은 전 세계적으로

발병율이높고 5년생존율이낮은종양으로지난 20여년동안생

존율의증가가거의없었으며흡연과음주가유발인자로작용하

고 있는 것으로 알려져 있으며, 최근 분자 생물학적인 측면에서

의 병태 생리에 대해서는 현재 연구가 활발히 진행되고 있다1-3).

최근에 정상세포를 암세포로 변화시키는 기전으로서 바이러스

나 방사능 혹은 각종 화학물질과 같은 발암물질에 노출된 후 순

차적으로 여러 단계를 거치는 다단계 암화과정(multistage car-

cinogenesis)의 개념이30) 제시되고 있고 발암유전자가 하나 둘씩

밝혀지면서 암발생의 근본적인 원인이 유전자의 변이임이 밝혀

지고 있고 폐암, 유방암, 대장암, 식도암 및 피부암 등 성인에서

발생하는 암에 있어 가장 빈번한 유전적 이상으로 p53 종양억제

유전자(tumor suppressor gene)의돌연변이가알려져있다4-9).  p53

단백질은 핵내에 존재하는 인단백질(phosphoprotein)로서 simian

virus(SV 40)의 거대 T항원(large T antigen)과 함께 발견되어 종양

항원(tumor antigen)으로 생각되었으나 후에 종양 억제 유전자와

관계 있는 것으로 밝혀졌다10-13). p53 유전자는 17번 염색체의 단

완 17p13.1에 존재하고 20kb 의 크기를 가지며 393개의 아미노산

으로 구성된 53KDa 의 p53단백질을 합성한다14-18). 정상형의 p53

단백질은 성장억제 유전자의 전사(transcription)를 활성화시키며

p53단백질이 세포내에 축적됨에 따라 세포 증식이 억제되어 손

상된 DNA를 복구할 시간적 여유를 가지게 되어 세포의 성장과

분열을 역조절(negative regulation)하는 종양 억제 기능을 갖는다
21-25). 암조직에서 p53 종양 억제 유전자에 결실(deletion) 또는 점

돌연변이(point mutation)에 의한 변화가 일어나면 종양 억제 기

능이 상실되어 암세포의 증식이 일어나게 된다. 이러한 암조직

에서 발견된 p53유전자의 변화는 대부분 codon 110-307에 분포
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하고 있으며 이는 exon 5-8에 해당하는 부분으로 진화과정에서

종(species)간에 잘 보존된 부위에 속한다31-35). p53 유전자의 변이

를 찾기 위해 흔히 사용되는 중합효소 연쇄반응-단선 다형현상

법(polymerase chain reaction - single strand conformation polymor-

phism)은 PCR 법으로 목표 염기서열을 증폭하고 방사성동위원

소를 첨가(labelling)한 후 단선(single-stranded) 상태로 polyacry-

lamide gel에서 전기영동하여 변이에 따른 형태변화가 있을 때

전기영동의 이동상(mobility)에 차이가 있다는 원리를 이용한 것

으로서 동위원소를 사용한다는 것, 작은 gel내에서 전기영동을

해야하기 때문에 분석해야 할 유전자가 큰 경우 용이하게 변이

를 검출하지 못하는 단점이 있었다. 이 연구의 목적은 구강종양

조직에서 PCR과 자동화된 직접 염기서열 분석법(automatic direct

sequencing)을 통하여 효과적으로 p53 종양 억제 유전자의 변이

를검출하는실험법을확립하고자함이다.

Ⅱ. 연구재료 및 방법

1. 연구 재료

1995년 1월부터 1995년 12월까지 서울대학교병원 치과진료부

에서 구강 편평세포암종 및 선낭포양 암종, 법랑아 세포종, 육종

으로진단된 20예를대상으로하였으며임상병리학적소견은아

래와같다(Table 1). 

2. 연구 방법

1) DNA의추출및정제

종양 조직은 채취후 DNA를 분리 할때까지 액체 질소에 보관

하였다. 그후 검체를 잘게 분쇄하여 10mM Tris-HCl(ph 8.0), 0.1M

EDTA(pH 8.0) 및 0.5% SDS(sodium dodecyl sulfate)를 포함한

digestion buffer 5ml를 넣고 37℃에서 1시간 반응 시킨 후 pro-

teinase K를 10ug/ml 농도로넣고 50℃에서 36시간반응시켰다.

이후 PCI(tris-saturated phenol, pH 8.0 /chloroform / isoamyl alco-

hol = 25：24：1) 용액을 동량 넣고 잘 섞은 후 12,000g에서 원심

분리하였고 그후 상층액을 분리하여 동량의 PCI 용액을 넣고

12000g에서 2회 더 반복하였다. 이렇게 분리한 상층액에 1/10배

용량의 3M sodium acetate와 2배용량의 ethanol을첨가하여 -20℃

에 2시간방치한후 12000g로원심분리하여상층액을버렸다. 남

은 DNA 침전물을 70% ethanol로 1회 세척한 후 vacuum dryer로

건조 시키고 400uL의 TE buffer(10mM Tris-HCl, 0.1M EDTA, pH

8.0)를 넣고 실온에서 18시간 방치하여 DNA를 완전히 용해시켰

다. 용해된 DNA는 광분석기(spectrophoto- meter)를 이용하여

260nm와 280nm에서 흡광도를 측정하고 비교하여 순도를 확인

한후 DNA시료를정량하였다.

2) primer의합성

p53 primer의 합성은 Buchman26) 등이 보고한 염기서열을 인용

하였으며변이가흔히일어나는부위라고알려진 exon 5, exon 6,

exon 7, exon 8 부위를 분석하기 위해 주위 intron을 포함하여

Table 1. Clinicopathologic Features of Patients

1 62/M Mn. mucosa T4NoMx Well +/+ SCC

2 72/M Mx. sinus T4NoMx Well +/+ SCC

3 49/F Tongue T2NoMx Well ‐ /‐ SCC

4 68/F Mn. mucosa T4NoMx Well ‐ /‐ SCC

5 52/F Tongue T4N2cMx  Well     +/+          SCC

6 52/M Maxilla      T4NoMx Less      +/+          SCC

7 85/M Maxilla    T4NoMx  Less   +/+          SCC

8 49/M Maxilla    T4NoMx Less +/+          SCC

9 64/M Maxilla      T4N2Mx Well     +/+          SCC

10 52/M Maxilla      T4NoMx Less      +/+          SCC

11 39/F Tongue T2NoMx Well ‐ /‐ SCC

12 42/M Tongue T4NoM0 Well  +/+            SCC

13 56/F  Mn. mucosa T2NoMx Well ‐ /‐ SCC

14 66/M Tongue     T4N1Mx  Mod     +/+          SCC

15 32/M  Submn. gland     +/‐ ACC

16 23/F  Maxilla       +/+          ACC

17 12/M Mn. Ameloblastoma  (Plexiform)

18 9/M  Mn. Amelobastoma  (Plexiform)

19 43/M  Mn.   Ameloblastoma  (Plexiform)

20 16/F  Mn. symphisis Malignant Schwannoma

Mn: mandibleMx; maxilla SCC: squamous cell carcinoma Submn: submandible ACC: adenoid cystic carcinoma

Pt. Age/sex Site TNM stage Diff. Alcohol/Smoking Type
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20bp 크기로 primer 4쌍을 한국생공 (Bioneerⓡ)에서 제작하였으

며증폭된 primer의염기서열(sequence)은아래와같다(Table 2).

3) 중합효소연쇄반응( Polymerase Chain Reaction )

위에서 추출한 DNA 500ng, dNTP 200uM, primer 10pmol,

Taq(Perkin-Elmer U.S.A.)중합효소 0.5U, Taq 효소 Buffer 5ul,

MgCl2 1.5mM과 증류수로서 전체 반응부피를 50ul로 하였다. 중

합효소 연쇄 반응의 조건은 94℃ 10분간 열변성(denaturation)후

94℃ 1분 denature, 65℃ 1분 annealing, 72℃(exon 7, 8은 58℃) 1분

extension 과정을 총 35회 반복하였으며 최종 annealing은 10분간

하였다. PCR 산물은 2% agarose gel에서 80 볼트의전압으로 30분

간 전기영동하여 분리하였으며 그 크기는 각각 325, 236, 139,

330bp 이였고(Fig. 1) Gene clean kit(Bioartⓡ)를 이용하여 정제하

였다. 

4) 자동화직접염기서열분석방법(Automated Direct sequencing)

정제한 PCR산물은 Sanger(dideoxy sequencing)법을 참조하였으

며 Dye Terminator Sequencing Reaction Kitⓡ (Perkin-Elmer)을 이

용하여 다음과 같이 반응시켰다. 분리한 PCR 산물 1ug, antisense

primer 2pmol, terminator premix(dye-labeled dideoxy nucle- otides

Table 2. p53 Oligonucleotide Primers Used for PCR Amplification

5
sense TTCCTCTTCCTGCAGTACTC

325
antisense GCAAATTTCCTTCCACTCGG

6
sense ACCATGAGCGCTGCTCAGAT

236
antisenseAGTTGCAAACCAGACCTCAG

7
sense GTGTTGTCTCCTAGGTTGGC

139 
antisenseCAAGTGGCTCCTGACCTGGA

8
sense CCTATCCTGAGTAGTGGTAA

330 
antisenseCCAAGACTTAGTACCTGAAG

Exon Primer sequence 5�to 3� PCR product size(bp)

Table 3. Result of Molecular Analysis  

1    SCC     234( 7 )     TAC → AAC (T:A)      Tyr → Asn

3    SCC      273( 8 )     CGT → AGT (C:A)      Arg → Ser

5   SCC      247( 7 )     AAC → GAC (A:G)      Asn → Asp

6    SCC      238( 7 )     TGT → TGA (T:A)      Cys → stop codon

7    SCC      146( 5 )     TGG → AGG (T:A)      Trp → Arg

9    SCC      140( 5 )     ACC → ACA (C:A)      Thr (silent mutation)

14    SCC 235( 7 )     AAC → GAG (A:G, C:G) Asn → Glu    

236( 7 )     TAC → GAC (T:G)      Tyr → Asp

20    MS      225( 7 )     GTT → GTA (T:A)      Val (silent mutation)

SCC: squamous cell carcinoma Tyr: Tyrosine Arg: Arginine

MS: malignant schwannoma Trp: Tryptophan Ser: Serine

Asn: Asparagine Glu: Glutamic acid Val: Valine

Asp: Aspartic acid Cys: Cysteine Thr: Threonine

Tyr: Tyrosine

Case No. Diagnosis codon( exon ) nucleotide change amino-acid substitution 

Fig. 1. Photographs showing PCR products electrophoressed in 2%
agarose gel. 

M : Size marker.

Lane 1-3, 325bp PCR products encompassing exon 5, Lane 4-

6, 236bp exon 6, 

Lane 7-10, 139bp, exon 7, Lane 11-13, 330BP, exon 8. 
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Fig. 2. Case No. 1, exon 7, codon 234(GTA→GTT: TAC→AAC) Tyr→

Asn

Fig. 3. Case No. 3, exon 8, codon 273(ACG→ACT: CGT→AGT) Arg→

Ser

Fig. 4 Case No. 5, exon 7, codon 247(GTT→GTC: AAC→GAC) Asn→

Asp
Fig. 5. Case No. 6, exon 7, codon 238(ACA→TCA: TGT→TGA) Cys→

Stop codon

Fig. 6. Case No. 7, exon 5, codon 146(CCA→CCT: TGG→AGG) Trp→

Arg
Fig. 7. Case No. 9, exon 5, codon 140(GGT→TGT: ACC→ACA)

Thr(silent mutation)

Fig. 8. Case No. 14, exon 7, codon 235(GTT→CTC: AAG→GAG) Asn

→Glu 
Fig. 9. Case No. 20, exon 7, codon 225(AAC→TAC: GTT→GTA) Val

(Silent Mutation)
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G, A, T, C, Taq polymerase, dNTP) 8ul와증류수 5ul를혼합하여전

체부피가 20ul가 되게 하였다. Thermal cycler를 96℃로 예열시킨

후 96℃ 10초, 50℃ 5초, 60℃ 4분의 조건으로 25cycle 반응시키고

즉시 4℃에서 유지하였다. 반응산물에 80ul의 증류수와 100ul의

phenol：H2O：chloroform (68：18：14)을 넣고 vortexing한후

12,000g에서 원심분리하여 아래층의 유기용매층을 제거하였다.

다시 100ul의 phenol：H2O：chloroform 용액을 넣고 vortexing한

후 12,000g에서 원심분리하여 상층의 수용액을 새 tube에 옮긴

다. 여기에 2M sodium acetate 15ul와 100% ethanol 300ul를첨가하

여 잘 섞고 실온에서 12,000g로 15분간 원심분리하여 상층을 버

리고 나서 70% ethanol로 세척한 후 공기중에서 말렸다.

Acrylamide, bisacrylamide, Urea, TEMED를 이용하여 4.85% acry-

lamide sequencing gel을 만들었다. 5ul deionized formamide와 1ul

50mM EDTA 혼합액 4ul를 먼저 준비한 반응산물에 첨가하여 녹

이고 90℃에서 2분간열변성시킨후얼음에즉시넣어변성상태

를 유지시켰다. 이중 2ul를 미리 준비한 sequencing gel에 loading

하였으며 Automatic Sequensor 377ⓡ(Perkin-Elmer Co. U.S.A.)를이

용하여염기서열분석하였다.

Ⅲ. 연구 결과

상기한 방법에 의하여 p53 유전자의 exon 5, 6, 7, 8에 해당하는

부위를 증폭할 수 있었으며 PCR 산물의 크기는 각각 325, 236,

139, 330 bp 였다.

자동화직접염기서열분석법에의한점돌연변이는 Fig. 2에서

와같이발견되었다. 20개의검체중 8건, 10개(한검체에서 3개의

돌연변이발생)의점돌연변이를보였으며 exon 7에서 7개, exon 5

에서 2개, exon 8에서 1 개의 돌연변이를 나타내었다(Table 3).

편평상피암종 14건중 7건(50%) 9개의 점 돌연변이를 보였으며

malignant schwannoma 1례에서도 침묵변이(silent mutation)를 관

찰할 수 있었으나 ameloblastoma와 adenoic cystic carcinoma에서

는돌연변이를관찰할수없었다. 점돌연변이중 7례에서는오인

변이(mis-sense mutation)에 의한 아미노산의 치환을 가져왔으며,

1례에서는 불인식변이(non-sense mutation)에 의한 stop codon을

형성하였으며 2례에서는 아미노산의 변화를 초래하지 않는 침

묵변이(silent mutation)를보였다. 

Ⅳ. 총괄 및 고찰

구강 및 두경부 부위에 발생하는 편평세포암은 전 세계적으로

발생율에 있어 10위내를 차지하고 있으며 5년 생존율이 가장 낮

은 종양중의 하나이고, 지난 20여년간 생존율의 증가가 거의 없

었던 악성종양으로 흡연과 음주, 바이러스 감염, 영양결핍, 식생

활 습관 등이 유발인자로 작용하고 있는 것으로 알려져 있으며

분자 생물학적인 측면에서의 병태 생리에 대해서 현재 연구가

활발히 진행중에 있다1-3). 암발생에 관여하는 유전인자에는 종양

유전자(on- cogene)와 종양억제 유전자(tumor suppressor gene)가

있다.

종양유전자는 과발현에 의해 그 작용을 나타내며 현재 ras, c-

myc 등여러바이러스종양유전자와유사한유전자가정상세포

에서 발견되었고 이들은 세포의 증식 및 성장을 조절하는 기능

을 가지고 있다4,5). 항 종양유전자(Anti-oncogene)로 불리우는 종

양억제 유전자는 정상세포의 성장에 있어 역조절(negative regu-

lator) 작용을하여종양발생을억제한다고알려져있다36). 종양억

제 유전자의 돌연변이는 유전자 산물의 기능 소실을 초래하고

이에 따른 세포의 증식 및 성장을 억제하는 기능이 상실되어 악

성변형(malignant transformation)으로 진행된다고 한다. 현재까지

가장 널리 알려진 종양억제 유전자로는 p53, Rb-1 (retinoblastoma

gene)이 있다. 망막아세포종의 Rb-1은 최초로 알려진 종양억제

유전자로서 염색체 13q14에 존재하는 한 쌍의 Rb-1유전자가 모

두불활성되어발생한다고하여 Knudson은“two hit theory”를제

시하였다21). p53은 1979년에발견된핵내에존재하는인단백질로

서 Simian virus 40(SV 40) 거대 T 항원(large T antigen)과결합된숙

주단백(host protein)으로 발견되었으며, 종양 조직에서 과발현을

보여 종양유전자로 생각되었으나 정상형의 p53은 악성변이를

유발하기 보다는 억제하고 변이형 p53은 단백질의 변이를 나타

내고 이 변이 산물이 세포성장 억제에 효과가 없다는 사실이 밝

혀졌다8-13). 또한 32℃에서 정상형태로서 세포성장 억제를 보이지

만변이형태를보이는 39℃에서는오히려증식을야기하는온도

에 민감한 p53변종 실험을 통하여 p53은 우성으로 작용하는 종

양억제유전자로밝혀졌다37,38).

p53 불활성화기전은몇가지로분류할수있는데첫째로바이

러스 조각이 p53 유전자에 유합되는 경우이다. Abelson murine

leukemia virus(Ab-MuLV) - trans formed pre-B cell과 Friend

leukemic cell line은 p53을 생성하지 않는 첫번째 세포주로서 바

이러스 조각이 p53 유전자에 유합되어 그 기능이 상실된다. Ab-

MuLV 세포주에서 L12, Moloney 바이러스 조각이 p53의 첫째

intron에유합되어유전자를불활성시키는데변형체 mRNA가발

현되어 p53 단백질이검출되지않는다. Friend leukemia 세포주에

서는 바이러스 조각이 4번째 intron에 유합되어 짧은 p53 산물을

발현시키고 또한 다른 변형된 형태의 p53도 발견되고 있다39-41).

이상의 예들은 바이러스가 유도하는 leukemic cell line에서 독특

하게나타난것으로아직까지인간의원발성종양에서는발견되

고있지않다.  p53 유전자의불활성의또다른기전으로 p53 유전

자의 결실(deletion) 및 재배열(rearrangement)이 있다. HL-60

promyelocytic leukemic cell line은 인간의 세포주에서 첫 번째로

p53 단백질을 생성하지 않은 경우로서 염색체 17번 중의 하나가

소실되거나 p53이 염색체 지도상의 단완에서 중대한 결실을 나

타낸다14,42,43). 세번째 기전으로서는 단백질간의 상호작용에 의해

p53의 기능이 불활성화 된다. p53이 처음 관찰된 SV-40 변형세포

에서 발견된 p53 단백질은 성질상 정상형이라고 오늘날 받아들

여지고 있다10-13). 그러나 이 단백질의 종양억제 능력은 바이러스

에 의해 발현되는 거대 T 항원(large T antigen)과의 복합물 형성

에의해소실되는데, 정상형 p53의작용에중요한구조적형태는

다른 단백질과 복합물 형성에 의해 쉽게 변형될 수 있다. 정상형

p53은 Adenovirus의 Elb 또는 EBV의 EBNA 항원과같은단백질과
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복합물을 형성하는 것이 보였다. Papillomavirus의 경우 p53은 E6

바이러스에의해생성되는단백질에의해분해되어불활성화되

는것으로여겨진다44-46). 네번째기전으로서정상형 p53이불활성

화되는가장빈번한기전은점돌연변이이다1,31,47). 비록처음에는

돌연변이가 p53 유전자의 일정한 지역에 집중되어 발생하는 것

으로여겨졌으나오늘날에는유전자전체에걸쳐발생하는것으

로 받아들여지고 있다31,32,48). 변환(transversion), 전환(transition), 결

실(delet- ion), 삽입(insertion), 구조이동(frame-shift)에의해서다양

한 오인(mis-sense), 불인식(non-sense)변이가 다양한 종양에서 발

견되고 있다.  p53 유전자는 17번 염색체 단완(17p13.1)에 존재하

고 있으며 유전자 크기(genomic size)는 20kb이며 11개의 exon으

로 구성되어 있고31) 첫번째 noncoding exon은 10kb의 intron에 의

해 10개의 exon군으로 부터 분리되어 있다49). p53 유전자는 2.6kb

의 mRNA를 생성하는데 mRNA의 전사기시부위를 분석해 보면 2

개의 AUG codon이 있음을 보여 주는데 변이 p53 단백질의 빈번

한 발생에 비추어 대부분의 p53은 첫번째 AUG codon을 이용하

여 p53이 형성되며 5′-end의 결손이나 돌연변이 등에 의해 첫번

째 AUG가 소실되면 두번째 AUG가 전사에 이용된다18). 인간의

p53 유전자는 적어도 2개의 promotors에 의해 제어받게 되는데

P1은 첫번째 exon의 5′에 위치하고 P2는 첫번째 intron 5′끝에

위치한다51). p53 단백질이 세포의 성장을 조절하는 기전은 다음

과같다. 

정상형 p53 단백질은 393개의 아미노산으로 이루어진 인단백

으로 G1-phase 동안세포질내에축적되고초기 S-phase에서핵내

로 들어가서 머무르게 되는데52) 2개 또는 4개가 결합하여 존재하

며 DNA의 특정부위에 결합하여 전사인자(transcription factor)로

서작용한다53-55). 정상형 p53만이핵내에위치하며변이형은세포

질에 위치한다23). p53 단백질의 지배를 받는 것으로 알려진 유전

자는 mdm-2, GADD 45, waf-1/ Cip-1 등으로 대부분은 TATA-box

를 갖는 promotor로서 조절되는 유전자들로서 p53은 TATA 결합

단백(TBP) 이나다른전사요인과결합하여 TATA로조절되는유

전자의 발현을 억제한다.  또한 Rb의 promotor에 위치하는

CGAAGTGA cis-acting 요소에작용하여 Rb 유전자의발현을억제

한다21). 정상형 p53 단백질은세포가 G1 주기에서 S phase로진행

하여 세포가 분열하는 것을 막거나 세포의 고사(apoptosis)를 유

발한다. 그 기전은 p53이 세포주기 단백질인 waf-1/ p21을 직접

활성화 시키는데 활성화된 waf-1/p21은 G1-phase에서 작용하는

CDK2 kinase 활성을 억제하여 세포가 G1 phase에서 S phase로의

진행을 막게된다. p53 단백질의 세포내 축적은 아마도 손상된

DNA가회복될때까지 cell cycle을억제하기때문이며세포의회

복이 이루어 지지 않을 경우 cell death 기전을 활성화 시키게 된

다59-61).정상형 p53 단백질은 반감기가 6�20분 정도로 매우 짧으

며 변이된 p53 단백질은 안정되어 반감기가 6시간 정도로 연장

되며 종양세포내에서 높은 농도로 축적된다. 대부분의 변이 p53

단백질은 핵 염색을 나타내는 특이 항체로서 염색되며 따라서

p53의 과발현은 일반적으로 종양세포에 대한 특이 표식자로서

사용될 수 있다62-64). 그러나 어떤 예의 종양에서는 현재까지 기전

이 밝혀지지는 않았지만 정상형 p53의 과발현을 보이는 것도 있

었다65). 원발종양에서 p53이 과발현 되는것 외에도 p53에 대해

면역반응을 나타내는 것이 발견되었다. 초기의 연구에서 종양을

가진 생쥐 혈청에서 p53에 대한 항체를 형성하는 것을 보여주었

고 암종환자 혈청내에서도 유사하게 p53에 대한 항체가 높게 나

타났다66,67). 따라서 암종 환자의 혈청에서 p53에 대한 항체 검출

은 암종의 조기 진단과 잔존질병의 추적조사에 유용한 수단이

될 수 있다. Hollstein등은 280종의 p53 돌연변이를 조사하여 본

결과 98%가 codon 110-307(exon 4-9)에 집중적으로 분포한다고

보고하였으며31) 특히 codon 238-248 부위에 hot spot을 이루는 것

으로 보고되고 있으나 지역에 따라 차이가 있다 고 알려져 있다.

미국의 경우 exon 7, 일본의 경우 exon 5, 8, 영국의 경우 exon 4

에서 주로 일어나는 것으로 보고되고 있다1,28,29). 본 연구에서는

exon 5에서 exon 8 까지 분석하였으며 정상의 염기서열과 비교

하여 발견된 10례의 변이중에서 exon 5 (codon 140, 146)에 2개,

exon 7번(codon 225, 234, 235, 236, 238, 247)에 7개, exon 8번

(codon 273)에 1개가발견되어 exon 7에집중적으로분포하고있

음을관찰할수있었으며미국의경우와유사하였다. p53 돌연변

이의 염기 치환 양상을 보면 미국의 경우 구강 및 두경부 암의

63%에서 G→T 변환(transversion)이 있고 일본의 경우 50%에서 G

↔A 전환(transition)이발견된다고한다31). G→T 변환은흡연이중

요한인자로작용하는폐암에서가장흔한돌연변이이며담배의

주 발암물질인 benzo- pyrene이 G→T 변환을 일으킨다고 알려져

있어 두경부 암에 있어 p53의 G→T 변환이 담배의 발암물질에

의한 것이라는 추측도 가능하다27). 본 실험에서는 T→A 변환이 4

례로 가장 많았으며, C→A 변환 2례, A→G 전환 2례, C→G 전환 1

례, T→G 변환 1례였고 흡연과 연관성이 있는 G→T 변환은 �을

수없었다.

p53 유전자의 변이를 찾기 위해 지금까지 흔히 사용되는 PCR-

SSCP 방법은 PCR 법으로목표염기서열을증폭하고방사성동위

원소를 labelling한 후 단선(single-stranded) 상태로 polyacrylamide

gel에서 전기영동하여 변이에 따른 형태변화가 있을 때 전기영

동의 이동상에 차이(mobility shift)가 있다는 원리를 이용한 것으

로서김등19)은 9건의두경부암종에서 2례의이동상의차이를관

찰하였고, Kiyonori 등35)은 63건의 암종에서 18례의(28.5%) 돌연변

이를 발견하였으며 Adel 등34)은 35-75%의 돌연변이를 보고하였

다. 본 연구에서는 Perkin-Elmer 사의 Automated Direct Sequensor

377을 이용하여 20건의 종양중 효과적으로 8건(40%), 10례(50%)

의 점 돌연변이와, 14건의 편평상피암에서 7건(50%) 9례(64%)의

점 돌연변이를 발견할 수 있었고, 방사성 동위원소를 사용하지

않아도 형광염색제에 의해 유전자 서열을 용이하게 분석할 수

있었으며 수동의 전통적인 gel 전기영동법에서 이용하는 4개의

lane 대신에 1개의 lane만을 이용할 수 있고 특히 분석해야할 유

전자의크기가큰경우에는 PCR-Auto- mated Direct Sequencing 방

법이기존의 PCR-SSCP 후 Gel 상에서수동으로하는염기서열분

석방법보다간편하고더욱효과적검출법으로사료된다.

지금까지의 연구는 주로 암종을 대상으로 한 것으로서

Malignant Schwannoma와 같은 육종에서도 유전자의 변이를 보

여 주었고, Ameloblastoma에서는 비록 변이를 발견하지 못했으
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구강종양에서 p53 종양억제 유전자의 돌연변이에 관한 연구

나 양성 종양에서도 염색체의 수적 이상 등이 보고되고 있는바

앞으로는 종양발생에 대한 유전자의 변이 연구가 전 종양 모두

에걸쳐이루어져야한다고사료된다. 

Ⅴ. 결 론

최근종양발생에대한유전자의변이에대한분자생물학연구

가 활발히 진행되고 있고 본 연구에서는 구강종양 20건에서 p53

유전자의 axon 5, 6, 7, 8의 핵산염기서열을 중합효소 연쇄 반응

과 자동화 직접 염기서열 분석법으로 분석하여 다음과 같은 결

론을얻었다.  

1. 20건의 종양중 8건 10례에서 유전자의 점 돌연변이를 관찰

하였다.  

2. 유전자의 변이에 의해 아미노산 치환을 보이는 7례의 오인

(missense)변이와 2례의 침묵(silent)변이, 정지 codon을 만드

는 1례의불인식(nonsense)변이가있었다.        

3. 변이는주로 exon 7(10례중 7례, 70%)에서발생하였다.

4. T→A 변환이 4례, C→A 변환, A→G 전환이각각 2례였으며T

→G, C→G 변환은각각 1례였다.

5. 중합효소 연쇄반응-자동화된 직접 염기서열 분석법은 점 돌

연변이등유전자의변이를더욱용이하게발견할수있었다.
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