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Genetic aberrations on the short arm of chromosome 8 (8p) 
in tongue carcinomas
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Abstract (J Korean Assoc Oral Maxillofac Surg 2012;38:121-6)

Aberrations on the short arm of chromosome 8 (8p) are frequently observed in several human cancers. In this study, 20 squamous cell carcinoma 
(SCC) specimens from the tongue were examined in order to evaluate the role of 8p in SCC of the tongue. Microsatellite analysis using 14 markers 
demonstrated two commonly deleted regions (CDRs) on 8p. Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) revealed frequent down-
regulation of the FEZ1 gene, mapped to 8p22, and frequent over-expression of the cathepsin B gene, mapped to 8p-21-22. These results suggested that 
genetic aberrations are involved in the development of SCC of the tongue. However, no significant relationship was observed to be established between 
the genetic alterations and clinicopathological features. Thus, further investigation is necessary in order to clarify the clinical role of 8p in carcinoma of 
the tongue. 
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상태를 조사함으로써 제8번 염색체단완(8p)과 설편평표피

암과의 관련을 평가하였다.

II. 재료 및 방법

1. 조직 샘플

2000년부터 2004년까지 치바 대학 병원의 외과 절제 시, 
설암환자 20증례를 대상으로 원발성 종양 조직과 이에 대

응하는 정상 조직(혀의 정상 상피)을 채취하였다. 환자 전

원과 그 가족으로부터 사전동의 및 치바대학 생명윤리위원

회의 승인을 받았다. 채취한 조직은 2개의 부분으로 나누었

다. 1개는 곧바로 동결하여 DNA 또는 RNA를 추출할 때까

지 -80oC로 보존하였고, 다른 한편은 병리 조직진단을 위해 

10% 포르말린으로 고정하였다. 병리 조직학적 분류는 치

바 대학 의학부 병리학교실에서 국제 종양분류12에 준하여 
실시하였다. 임상 병리의 병기는 TNM 분류에 의해 결정하

였다13.

2. 핵산의 조제

게놈 DNA는 페놀·클로로포름법으로 동결 표본에서 
추출하여, 에탄올로 정제하였다14. 토탈 RNA는 SV Total 

RNA Isolation System (Promega, Madison, WI, USA)으로 

I. 제    언

사람의 암은 특정 염색체 영역의 유전자 변화가 중첩된 
결과 발생한다1-3. 사람의 제8번 염색체단완(8p)상의 헤테로

접합성 상실(loss of heterozygosity, LOH)은 전립선암4, 결

장·직장선종5, 유방암6, 방광암7, 두경부암8, 구강인두암9 등 
다양한 종류의 종양을 대상으로 높은 빈도로 출현하는 것

으로 보고되었고, 특히 8p22 영역의 공통 결실 영역이 많은 
암종양에 존재하는 것으로 알려져 왔다. 최근 8p22에 신규 
암억제 유전자로서 FEZ1/LZTS1 (leucine zipper 암억제유

전자후보. 본 논문에서는 FEZ1 유전자)가 분류되어10, 구강 
전반의 FEZ1 유전자 발현 상황을 보고하였다11. 본 연구에

서는 대상을 설편평표피암 증례에 한정시켜, 설암의 8p 염

색체상의 이상집적 부위를 검색하기 위한 LOH 분석을 실

시하였고, 아울러 그 이상집적 부위 주변에 존재하는 2개의 
암 관련 유전자(FEZ1 유전자와 cathepsin B 유전자)의 발현 
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해 표본 1.5 μg으로부터 합성하였다. 이 cDNA의10%
를 템플릿으로서 반정량적 reverse transcription (RT)-

PCR을 실시하였다16. FEZ1  유전자 cDNA 증폭용의 프

라이머는  (5'-TCCAGGCAGCAACATGATGAG-3')
과 (5'- GCTC CTTCGTAGGCCAGGCTGGA-3')를 이

용하였다10. PCR은 94oC로 5분 후, 94oC 30초, 53oC 30
초, 72oC 30초의 증폭을 합계 28사이클 실시하였다. 아울

러 cathepsin B 유전자의 PCR을 실시하였다. 프라이머는 

(5'-ACTCCATCCCTCCCTGTGA-3')과 (5'-CCGTAGT 

GCTTGTCCGTTTGTAG-3')를 이용하였다. 프라이머의 설

계는 Primer3 program (Howard Hughes Medical Institute, 

Bethesda, MD, USA)으로 실시하였다. PCR은 94oC로 5
분 후, 94oC 30초, 58oC 30초, 72oC 30초의 증폭을 합계 30
사이클 실시하였다. PCR 산물의 확인은 TA클로닝 시

스템(Invitrogen, CH Groningen, the Netherlands)을 이용

하였고, PCR 벡터에 클론화하여 Cy5 thermo Sequenase 

Dye Therminator Kit (Amersham-Pharmacia Biotech)를 
사용한 dideoxy method에 의해 시퀀스하여 확정하였다. 
유전자발현의 상대 레벨을 정량화하기 위해, 전기 영동

한 PCR 산물을 자외선·사진 촬영하였다. 획득한 밴드

는 화상 해석 소프트(National Institutes of Health image, 

Bethesda, MD, USA)로 정량화한 후, 내부 마커로서 이용한 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)밴드

의 정량치에 대한 비율로서 계산하였다. 정상 조직과 암조

직에 대한 mRNA 발현량의 비교는 Mann-Whitney의 U검

정으로 실시하여, P<0.05의 경우에 유의차가 있는 것으로 
하였고, 해석은 2회 반복 실시하였다.

III. 결    과

1. 설편평표피암의 염색체 8p 결실지도

마이크로 새틀라이트 분석의 전기 영동 패턴의 대표적

인 예를 Fig. 1. A에 제시하였다. 또한, 각각의 마이크로 새

틀라이트 마커에 대한 informative, LOH, MSI 각각의 케

이스 빈도는 Table 1에 정리하였다. 사용한 14개의 마커 
중 70% 이상의 informative 증례는 10개 있었으며, 이에 대

해 LOH의 빈도를 조사하였다. D8S258 및 D8S87 영역에

서 높은 빈도로 LOH가 인정되어 그 비율은 각각 54.5% 및 

50.0%이었다. MSI는 D8S264에서 20.0%, LPL에서 21.4%
의 빈도로 인정되었다. 각각의 증례와 마커에 대한 마이

크로 새틀라이트 분석의 결과를 기초로, Fig. 2에 8p의 결

실지도를 작성하였다. 이러한 결과를 통해 고빈도로 LOH
가 인정된 D8S258 및 D8S87 영역은 8p22의 공통 결실영

역(commonly deleted region, CDR)으로 생각되었다. 또한, 

8p22에 존재하는 암억제 유전자 FEZ1의 반정량적 RT-PCR
법의 전기 영동 결과의 대표적인 예를 Fig. 1. B에 제시하였

동결 조직에서 추출하였다. DNA 농도와 RNA 농도는 분광 
광도계에 의해 추정하였다. 표본은 사용 시까지 -80oC로 보

존하였다.

3. 마이크로 새틀라이트 DNA 분석

이번 실험에서는 8p에 있는 14의 마커(D8S264, D8S262, 

D8S277, D8S254, D8S265, LPL, D8S285, D8S298, D8S133, 

D8S87, D8S136, D8S255, D8S261, D8S538)를 선택하였다. 

Polymerase chain reaction (PCR) 증폭은 이전의 논문을 따

랐다11,15. 각 PCR 반응액은 DNA 표본 50 ng, 각각의 프라이

머 20 pmol, Tris-HCl 10 mM (pH 8.3), KCl 50 mM, MgCl2 

3.0 mM, dNTP 2 mM와 Taq DNA 포리메라제(Perkin-Elmer, 

Norwalk, CT, USA) 0.5 유닛을 포함해 최종량 20 μL로 하

였다. PCR은 DNA서멀 사이클러(Perkin-Elmer)에 의해 

94oC로 1분 변성, 52-58oC로 1분 어닐링, 72oC로 1분 신장

을 1 사이클로 하여 합계 26-30 사이클 실시하였다. 반응 
후, PCR 산물은 적절한 양의 포름아미드와 색소의 혼합액

(95% 포름아미드, 20 μM EDTA, 0.05% 브로모페놀 블루, 

0.05% Xylene cyanol)으로 희석하였다. PCR 산물을 열변

성시켜(95oC, 10분) 얼음 위에서 냉각한 후 요소 7 M을 함

유한 변성 폴리아크릴 아미도겔 5%로 전기 영동(50 W로 

2-3.5시간)을 실시하였다. 그 후, 오토라디오그래프를 실시

하였다. 즉 전기영동후, 겔을 80oC로 진공 건조하여, 실온

에서 12-48시간 X선 필름에 노광시켰다. 헤테로접합성상

실(LOH) 또는 마이크로 새틀라이트 불안정성(mirosattelite 

instability, MSI)을 나타내는 각 샘플에 대해, 결과의 재현성

을 확실히 하기 위해 2번째의 PCR-마이크로 새틀라이트 분

석을 실시해 확인하였다.

4. LOH 및 MSI의 평가

각 레인의 DNA 양에 대한 차이를 보정한 후, 종양 DNA
의 신호 강도와 대응하는 정상적인 DNA의 신호 강도를 비

교하였다. 50% 이상의 신호 강도 저하를 LOH로 정의하

여, 종양의 밴드 패턴이 정상적인 밴드 패턴과 다른 경우

를 MSI 양성으로 평가하였다15. 전기 영동에서 대립유전자

가 분리하지 않고 LOH를 확인할 수 없는 증례는 해석 불능

(not informative case, NI)으로 하였다. 임상지표와 LOH 빈

도와의 관련은 피셔 검정으로 P<0.05의 경우에 유의차가 
있는 것으로 하였다.

5. FEZ1 유전자와 cathepsin B 유전자의 mRNA 발현 

레벨의 반정량적 reverse transcription-PCR 해석

cDNA는 Ready-To-Go T-Primed First-Strand Kit 

(Amer sham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden)에 의
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전자가 정상 조직과 비교해 설암조직 검체에서 5배 이상 발

현 증강한 증례는 전 20증례 중의 13증례(65.0%)였다.(Fig. 

1. C) 또한, cathepsin B 유전자의 발현은 암조직 검체에서 유

의로 증가하고 있었다.(Fig. 3)
이상의 8p상의 유전자적 이상(2개소의 CDR에 대한 LOH

다. FEZ1 유전자가 설암조직 검체에서 정상조직과 비교하

여 5분의 1 이하로 발현감약한 증례는 전 20 증례 중의 8증

례(40.0%)였다. 또한, 양자의 발현량에는 유의차가 인정되

었다.(Fig. 3) 8p21-22에 존재하는 cathepsin B 유전자의 반

정량적 RT-PCR법의 전기 영동 결과에서는 cathepsin B 유

Akiyuki Murano et al: Genetic aberrations on the short arm of chromosome 8 (8p) in tongue carcinomas. J Korean Assoc Oral Maxillofac Surg 2012

Table 1. Fourteen markers used in microsatellite analysis and analytical results

Fig. 1. Change of genes on chromosome 8 (8p) and gene expression of FEZ1 and cathepsin B. A. Typical examples of microsatellite 
analysis are shown. The number, N, T, and the bottom symbol indicate a case number, normal tissue, tumor tissue, and a microsatellite 
marker, respectively. The left picture shows a typical example where no allelic segregation occurred, not analyzable (not informative, NI). 
The middle picture shows a representative example where loss of heterozygosity was observed (loss of heterozygosity, LOH), and the 
solid arrow indicates loss of one allele. The right picture shows a typical example indicating gene instability (microsatellite instability, MSI). 
B. Expression analysis of FEZ1 gene (reverse transcription-polymerase chain reaction [RT-PCR]). (GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase). The expression level of the FEZ1 gene showed no change in case 7, disappeared in case 15, and decreased in case 9. 
C. Expression analysis of cathepsin B gene (RT-PCR). The expression level was enhanced in every case.
Akiyuki Murano et al: Genetic aberrations on the short arm of chromosome 8 (8p) in tongue carcinomas. J Korean Assoc Oral Maxillofac Surg 2012
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최근 포지셔널크로닝법으로 8p22에 국재하는 유전자가 
분리되어 식도암, 유방암, 전립선암과 관계되는 것으로 밝

혀졌다10. HUGO 유전자용어 위원회는 이 유전자를 FEZ1 
유전자로 규정하였다. 본 실험을 통해 FEZ1 유전자는 설편

평표피암 20증례 중 8증례(40%)로 발현감약, 혹은 소실하고 
있었다. 임상지표와의 상관성은 인정받지 못했다.(Table 2)

또한 8p21-22에 존재하는 유전자로서 cathepsin B 유전자

의 발현 해석을 실시하였다. cathepsin B 유전자는 파파인 
패밀리의 리소좀·시스테인·단백질 분해효소(lysosomal 

의 유무와 FEZ1 유전자의 발현감약/소실 및 cathepsin B 유

전자의 발현 증강)과 임상상의 지표와의 관련에 대해 해석

하였다.(Table 2) 수술 시 연령, 성별, T분류, N분류, 스테이

지 분류, 조직 분화도를 검토 항목으로 조사하였는데, 이번 
조사에서 인정된 8p상의 유전자 이상은 어느 임상 지표에 
대해서도 통계학적으로 유의한 관련성을 갖지 않았다.

IV. 고    찰

구강암의 염색체나 유전자 이상에 대한 다양한 검색이 
활발히 실행되고 있다17-19. 그중, 구강암의 8번 염색체에 관

한 보고는 그리 많지 않으며20, 구강암에 있어서의 역할이

나 중요성은 거의 해명되어 있지 않다. 그러한 연유로 이전 
우리는 구강암 전반에 관해 염색체 이상과 유전자 이상의 
검색을 실시하여 보고하였다15. 그러나, 유전자 이상 상황

과 임상지표의 사이에 유의한 관련은 얻을 수 없었다. 본 연

구에서는 대상을 설암으로 한정시키고 8p영역에 존재하는 
기타 유전자를 추가하여 구강암에 있어서의 8p염색체 이상

의 역할과 의의를 검토하였다.
사람 염색체 8p영역의 LOH와 호모 접합결실은 여러 

종류의 종양에서 검출되는 유전자변화이다. 본 실험으

로 설암에서 높은 빈도로 LOH가 인정된 2개의 CDR 부위

(D8S258, D8S87)의 아렐결실이 위암21, 간장 담관암22, 유방

암6과 전립선암4 등에서 자주 검출되고 있다. D8S258 영역

은 염색체상의 8p21-22에 존재하며, D8S87 영역은 8p12에 
존재한다. 이 때문에 이러한 영역 주변의 암관련 유전자의 
상황을 조사하였다.

Fig. 2. Deletion map of chromosome 
8p. A deletion map is shown, based on 
genetic abnormalities in the 8p region 
obtained by microsatellite analysis. A 
high frequency of loss of heterozygosity 
was observed in D8S258 and D8S87 
regions of the microsatellite marker 
(54.5% and 50.0%, respectively); each 
was regarded as a common deletion 
region.
Akiyuki Murano et al: Genetic aberrations on the 
short arm of chromosome 8 (8p) in tongue carcino-
mas. J Korean Assoc Oral Maxillofac Surg 2012

Fig. 3. Comparison of mRNA expression level between FEZ1 
and cathepsin B genes. mRNA expression levels of FEZ1 and 
cathepsin B  genes in tumor tissue (T) were compared with 
those in normal tissue (N). The expression level of the FEZ1 
gene significantly decreased in tumor tissue, whereas that of the 
cathepsin B gene was significantly enhanced. 
Akiyuki Murano et al: Genetic aberrations on the short arm of chromosome 8 (8p) in 
tongue carcinomas. J Korean Assoc Oral Maxillofac Surg 2012
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