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－Abstract－

Background: Cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitors are family of molecules that regulate 

the cell cycle. The CDKN2, a CDK4 inhibitor, also called p16, has been implicated in human 

tumorigenesis. The CDKN2 inhibits the cyclin/CDK complexes which regulate the transition 

from G1 to S phase of cell cycle. There is a previous report that homozygous deletion of 

CDKN2 region on chromosome 9p21 was detected frequently in astrocytoma, glioma and 

osteosarcoma, less frequently in lung cancer, leukemia and ovarian cancer, but not detected in 

colon cancer and neuroblastoma. However, little is known about the relationship between 

CDKN2 and laryngeal cancer. Therefore this study was initiated to investigate the role of 

CDKN2 in human laryngeal squamous cell carcinoma development.1)   

Materials and methods: We used 5 human laryngeal carcinoma cell lines whether they have 

deletions or losses of CDKN2 gene expression by DNA-PCR or RT-PCR, respectively. We 
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서    론

세포주기는 cyclin-dependent kinases(CDK)

라는 서로 연관된 효소들이 순차적으로 활성화

됨으로써 조절된다.
1)
 CDK에는 CDC2와 CDK2, 

CDK3, CDK4 및 CDK5 등이 있으며 이들은 

cyclins2)라고 불리는 조절성 아단위(regulatory 

subunit)들과 결합함으로써 부분적인 통제가 

이루어진다. Cyclins는 A, B, C, D 및 E의 5가

지 유형이 있으며 전환세포(transformed cell)

에서는 CDKs와 함께 다발성 2성분 복합체

(multiple binary complexes)를 이루어 이러한 

cyclin/CDK 복합체가 세포주기 진행의 primary 

effector로 작용함이 알려져 왔다. 또한 이러한 

effector로서의 작용은 CDK 아단위들의 activating 

phosphorylation 혹은 inhibitory phosphorylation

에 의해 조절된다고 보고되었다. 정상세포에서

는 이러한 상황은 보다 복잡하여 비전환 인체 

섬유모세포(untransformed human fibroblast)

의 경우 CDK는 cyclin, proliferating cell nuclear 

antigen(PCNA) 및 조절성 아단위인 p21 등과 

4성분 복합체(quaternary complex)의 한 부분

으로서 존재한다.
3-5)
 반면에 SV40T antigen, 

adenovirus E1A/E1B 또는 HPV-16 E6/E7 등

과 같은 종양바이러스들의 종양단백(oncoprotein)

들에 의해 섬유모세포가 형질전환(transformation)

된 경우에는 cyclin-CDK 복합체는 완전히 재

조합된다. 즉, CDK4는 cyclin D, PCNA, 및 

p21로부터 완전히 떨어져 나와 CDKN2이라는 

polypeptide와만 결합을 하게 된다. CDKN2는 

141개의 아미노산으로 구성된 작은 단백으로 

그 cDNA가 cloning되어 염기서열이 밝혀져 있

다. CDKN2는 CDK4와 결합하여 CDK4/cyclin 

D 복합체의 촉매성 작용(catalytic activity)을 

방해함으로써 정상세포가 세포주기로 들어가 

분열, 증식하는 것을 저지하는 것으로 알려져 

있다.6) 

최근 Kamb 등
7)
은 여러 종류의 암세포주에

서 공통적으로 결손되어 있는 부위가 사람의 9

번 염색체 단완의 40kb 구역(9p21)에 집중되어 

있음을 보고하였고, 이 부위에 CDKN2 유전자

가 존재하는 것을 밝혀 내었다. 이는 CDKN2

examined 8 fresh frozen human laryngeal cancer tissues to detect the loss of heterozygosity 

(LOH) of CDKN2. PCR was performed by using microsatellite markers of short arm of 

human chromosome 9 (D9S126, D9S144, D9S156, D9S161, D9S162, D9S166, D9S171, D9S200 

and D9SIFNA). For informative cases, allelic loss was scored if the signal of one allele was 

significantly decreased in tumor DNA when compared to the same allele in normal DNA.

Results: The CDKN2 DNA deletion was observed in 3 cell lines. The CDKN2 mRNA 

expression was observed in only one cell line, which was very weak. LOH was detected in 7 

cases (87.5%).

Conclusion: These results suggest that CDKN2 plays a role in the carcinogenesis of human 

laryngeal squamous cell carcinoma.

Key Words: CDKN2, Laryngeal cancer, Loss of heterozygosity
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가 암억제유전자로 작용하고 있음을 강력히 시

사하는 보고이다. 암억제유전자의 가장 큰 특

징은 이종접합성의 상실(loss of heterozygosity, 

LOH)로서 한 대립유전자(allele)가 결손되어 있

거나 결손은 되지 않았어도(retention), 변이가 

일어나 있다는 것이다. Kamb 등9)은 CDKN2

가 성상세포종(astrocytoma), 방광암, 유방암, 

신경교종(glioma), 백혈병, 폐암, 흑색종, 골육

종, 난소암 및 신세포암 등의 다양한 암세포주

를 대상으로 조사한 결과 평균 46%(25∼82%)

에서 결손되어 있음을 보고하였고 결손이외의 

염색체역위(chromosomal inversion), 염색체전

위(translocation), 소결손(small deletion) 및 점

변이(point mutation) 등을 포함하면 CDKN2유

전자의 변이의 빈도는 75%에 이르는 것으로 

보고하여 이는 기존에 가장 잘 알려진 p53의 

변이율보다 더욱 높은 변이빈도를 보였다. 이

러한 결손 및 변이는 암세포주의 종류에 따라 

차이를 보여 성상세포종, 신경교종 및 골육종 

등에서는 60% 이상의 높은 결손율을 보인 반

면 백혈병, 폐암 및 방광암 등에서는 33% 이

하의 낮은 결손율을 보이는 것으로 보고하였

다. CDKN2는 이제까지 MTS1(multiple tumor 

suppressor 1) 혹은 p16INK4 등으로 불리던 

이름이 1994년 개최된 HUGO Nomenclature 

Committee에서 CDKN2로 통일되었다.

이에 본 연구에서는 in vivo상태에서 두경부 

종양에서 비교적 흔한 후두암 중 이미 확립되

어 있는 후두의 편평상피세포암 세포주로부터 

genomic DNA를 분리한 후 PCR와 통하여 

CDKN2의 결손을 관찰하였고, mRNA를 분리

하여 RT-PCR법으로 CDKN2의 발현을 조사하

고 또한 후두의 편평상피세포암 조직으로부터 

DNA를 분리한 후 PCR와 통하여 dinucleotide 

repeat containing sequence를 증폭함으로써 암

유전자의 특징인 이종접합성의 상실을 CDKN2

가 존재하는 염색체 9p21부위를 대상으로 분

석하여 두경부 편평상피세포암 세포주에서 세

포주기조절인자의 활성 및 이상에 대해서 알아

보고자 하였다.

대상 및 방법

가. 대상
후두 편평상피세포암 세포주(울산대학교 의

과대학 부설 아산생명과학연구소 김 상윤 교수 

제공)와 정상인의 말초혈액 림프구 각 5례, 

1996년 7월부터 1998년 6월까지 영남대학교 의

과대학 이비인후-두경부외과학교실에서 후두 

편평상피세포암으로 진단받고 수술을 시행한 

환자의 수술시 획득한 후두 편평상피세포암 조

직과 동일환자의 혈액에서 채취한 말초혈액 림

프구 각 8례를 대상으로 하였다.

나. 방법
1. 후두 편평상피세포암 세포주에서 genomic  

     DNA의 분리

300 내지 350×106개의 세포를 50 ㎖ Falcon 

tube에 넣어 pellet을 만든다. 이것을 2 ㎖의 

RPMI 또는 PBS(phosphate buffered saline)에 

녹인 후 15 ㎖가 되도록 즉시 LB(lysis buffer)

를 추가하였다. 42℃에서 하루 동안 회전진탕

기로 50 rpm에서 수평으로 가볍게 흔들어 주었

다. 용액에 15 ㎖의 phenol/chloroform/isoamyl- 

alcohol(PCI)을 첨가하고 진탕기나 손으로 약 

10분간 부드럽게 흔들어 완전한 유상액을 만든 

후 1500 rpm에서 3분간 원침시켰다. 18-20 G의  

금속 바늘을 부착한 50 ㎖ 유리주사기로 침전물
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과 중간층을 제거하였다. 5분 동안 chloroform/ 

isoamyl-alcohol로 2회 추출하였으며 chloroform

은 각 추출 후 제거하였다. 침전은 침전물이 

부유한 상태에서 얻을 수 있으므로 60 mM의 

최종농도를 얻기 위해 300 ㎕의 염화나트륨을 

추가한 후 침전물이 형성될 때까지 가볍게 흔

들었다. 이 액을 12000 g에서 10분간 원침시

켜, 침전물을 5 ㎖ 용량의 멸균된 Falcon tube

에 넣은 후 4 ㎖의 70% ethanol로 3회 세척한 

후 진공에서 5분간 건조시켰다. 침전된 DNA

를 Tris 1 mM, EDTA 0.1 mM에 재부유

(resuspension)시켰다. 이때 침전물과 액상 용

액 사이에 미세기포들이 존재할 경우 unheated 

speed vacuum에서 재부유를 시행하여 미세기

포들을 완전히 제거하였으며 이러한 상태에서 

DNA는 약 10분 내에 완전히 재부유되었다. 

적절한 최종농도는 200 ㎍/㎖이며, gel에 동일

한 양을 부하하기 위하여 모든 검체에서 동일

한 농도를 얻은 후 gel에 부하하였다. 소화

(digestion)전에 실시하는 DNA 농도의 최초정

량은 적절한 최종농도를 얻었는지 확인하기 위

한 과정으로 3가지의 성공적인 결과를 얻기 위

하여 각 검체를 200 ㎍/㎖로 희석하여 O.D.를 

매 24시간마다 측정하였다. 이후 0.7% agarose 

gel에서 전기영동을 통하여 DNA의 크기를 측

정하였으며 각 검체에서 λ phage와 같거나 큰 

고분자 DNA를 획득하였다. 소화 후에 두 번

째 측정을 시행하였고, 전기영동 후 최종적인 

측정을 시행하였으며, 각 전기영동 시에 사진

촬영을 하였다. 50 ㎍의 분절을 만들어 -80℃

에서 보관하였으며, 사용할 하나의 분절은 4℃

에서 저장하였다.

2. 정상인의 말초혈액 림프구에서 mRNA의 분리

각 세포로부터 mRNA의 분리는 Quickprep 

Micro mRNA Purification Kit(Pharmacia Inc., 

USA)를 사용하였다. 2×105 내지 1×106의 세포

를 1.5 ㎖ 미세원심분리관에 넣고 0.4 ㎖의 추

출완충액(extraction buffer)을 가하여 세포가 

균일하게 현탁되도록 잘 섞어준다. 0.8 ㎖의 용

출완충액(elution buffer)을 첨가한 후 잘 섞어

준다. 이 상태에서 너무 오랜 시간이 지체되면 

끈끈한 genomic DNA가 많이 추출되어 나중

에 어려움을 주므로 적절한 시간에 다음 단계

로 넘어간다.

1) 결합단계；세포추출물과 1 ㎖의 oligo(dT)- 

cellulose 각각을 원침하여 세포추출물의 상층

액을 oligo(dT)-cellulose 침전물에 가하여 잘 

섞어준다. 18,000 rpm에서 10초간 원침하여 제

거하였다.

2) 세척단계；High salt buffer를 1 ㎖ 가하

여 18,000 rpm에서 10초간 원침하고 상층액을 

제거하는 세척과정을 5회 실시하였다. 1 ㎖의 

저염완충액(low salt buffer)을 1 ㎖ 가하여 1

회 세척한 후 상층액을 제거한 후 침전물을 0.3 

㎖의 저염완충액에 현탁시켜 microspin column

에 첨가하고 이를 1.5 ㎖ 미세원심분리관에 넣

고 18,000 rpm에서 5초간 원침하였다. 1.5 ㎖ 

미세원심분리관에 빠져나온 용액을 제거하고 

다시 저염완충액을 가하여 세척하는 과정을 2

회 반복하였다. 

3) 용출단계；Microspin column에 붙어 있

는 mRNA를 용출하기 위하여 미리 65℃에 가

온하고 있던 용출완충액을 0.2 ㎖ 가하여 18,000 

rpm에서 5초간 원침하고 이 과정을 1회 반복

함으로써 남아 있는 mRNA를 용출하였다. 분

리된 mRNA는 곧 실험에 사용되지 않을 경우

에는 10 ㎕의 glycogen(5 ㎎/㎖) 용액과 40 ㎕
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의 potassium acetate(2.5M, pH5.0)를 가한 후 

1 ㎖의 ethanol을 가하여 잘 섞어준 후 -70℃

에서 보관하였다.

3. CDKN2의 DNA-PCR 

CDKN2 유전자의 genomic DNA 내 존재 

여부를 알기 위하여 sequence tagged sites- 

polymerase chain reaction(STS-PCR)을 실시

하여 CDKN2의 결손여부를 조사하였다. 예상

되는 PCR 산물의 크기는 167bp였으며, 산물이 

나타나지 않는 경우 CDKN2가 결손된 것으로 

판정하였다. 사용한 primer의 염기서열은 다음

과 같다.

5'-GGAAATTGGAAACTGGAAGC-3'

5'-CTGCCCATCATCATCATGACCTG-3'

PCR조건은 94℃ 1분, 60℃ 1분, 72℃ 1분의 

과정을 30회 반복하였다.

4. CDKN2의 역전사효소 중합효소연쇄반응

CDKN2 유전자의 mRNA 전사산물을 검출

하기 위하여 CDKN2의 제 3 exon에서 3' 쪽

에 위치하는 염기배열을 대상으로 RT-PCR 

(reverse transcriptase-polymerase chain reaction, 

RT-PCR)을 시행하였다. 이때 사용하는 CDKN2 

및 α-actin primer의 염기서열은 다음과 같았다.

CDKN2 ; 5'-CCCGCTTTCGTAGTTTTCAT-3'

         5'-TTATTTGAGCTTTGGTTCTG-3'

α-actin ; 5'-CACAGAGCCTCGCCTTTG-3'

         5'-TGGATAGCAACGTACATG-3'

RT-PCR가 역전사효소를 사용한 cDNA의 

합성과 cDNA를 사용한 PCR의 두 단계로 나

누어 시행하였다.

1) cDNA의 합성；분리된 각 mRNA를 사용

하여 각 시료당 50 ㎕의 용적에서 다음의 조건

으로 cDNA를 합성하였다. 10mM dNTP 2.5 ㎕, 

5배의 first strand 완충액 10 ㎕, 100mM DTT, 

10 pmol/㎕ 농도의 random hexamer 1.5 ㎕, 

200U의 Mo-MLV reverse transcriptase 1 ㎕, 

mRNA 용액 10 ㎕와 DEPC 증류수 20 ㎕를 

혼합하여 37℃에서 1시간 동안 배양하였다.

2) PCR；합성된 cDNA를 사용하여 mRNA

의 분리가 잘 되었는지는 G3PDH 혹은 α-actin 

primer를 사용하고 CDKN2의 발현여부는 CDKN2 

primer를 사용하여 관찰하였다. 각 PCR은 총 

50 ㎕의 용적으로 반응을 시행하였다. cDNA

는 10 ㎕씩 사용하였고 Perkin-Elmer Cetus 

(USA)사의 10배 반응혼합액 5 ㎕, 2mM d NTP 

5 ㎕, 각 primer 1 ㎕씩, Taq DNA polymerase 

0.25 ㎕, 및 멸균증류수 27.75 ㎕를 사용하였다. 

반응조건은 94℃ 1분, 55℃ 1분, 72℃ 1분의 반

응을 30회 시행하였다. 예상되는 PCR 산물의 

크기는 CDKN2 mRNA가 355bp 그리고 α-actin 

mRNA가 468bp였다.

5. 이종접합성 상실의 조사

PCR에 의하여 dinucleotide repeat-containing 

sequences를 증폭하여 분석하였다. 정상세포에

서 보다 암세포에서 한 대립유전자로부터의 신

호가 의미있게 감소한 경우를 대립유전자의 상

실로 판정하였다.

1) 후두 편평상피세포암 조직에서 DNA의 분리

2∼3 g의 조직을 1.5 ㎖ E-tube에 넣고 1.0 

㎜ glass bead in TE buffer를 300 ㎕ 넣은 후 

동량의 phenol/chloroform/isoamyl-alcohol(PCI) 
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용액을 첨가하고 microbeadbeater에서 1분간 

진탕한 다음 실온에서 15,000 rpm으로 15분간 

원침하였다. 상층액을 micropipet으로 분리하여 

fresh E-tube에 옮겼으며, 이때 아래쪽의 phenol

과 계면층(interface)이 포함되지 않도록 조심

하였다. 0.1배 용적의 3M-sodium acetate와 3

배 용적의 100% ethanol을 첨가한 후 -20℃에

서 1시간 동안 방치하였으며, 이때 100% ethanol

은 -20℃에서 보관 중이던 것을 이용하였다. 이 

시간 동안 원침기를 0℃로 조절하였다. 0℃에

서 12,000 rpm으로 8분간 원침하였다. micropipet

을 이용하여 상층액을 제거한 후 -20℃에서 

보관 중이던 80% ethanol을 500 ㎕ 첨가하

였다. 0℃에서 12,000 rpm으로 2분간 원침 후 

상층액을 제거하고 15 분간 흡인건조(speed 

vacuum)하였다. 침전된 DNA를 증류수 10 ㎕

를 첨가한 후 부드럽게 흔들어 용해시켰다. 

Agar-rose gel에서 전기영동을 시행하여 DNA

의 분리가 잘 되었는지를 확인하였다. DNA의 

분리가 되지 않은 경우 새로운 조직으로 위의 

과정을 반복하였다. -20℃에서 냉동보관하였다.

2) 후두 편평상피세포암 환자에서 채취한 말

초혈액 림프구에서 DNA의 분리

림프구 용액 300 ㎕를 1.5 ㎖ E-tube로 옮

기고 1.0 ㎜ glass bead in TE buffer를 300 ㎕ 

넣은 후 동량의 phenol/chloroform/isoamyl- 

alcohol(PCI) 용액을 첨가하고 microbeadbeater

에서 1분간 beating한 다음 실온에서 15000 

rpm으로 15분간 원침하였다. DNA 추출, 세척 

및 침전된 DNA의 재부유는 후두 편평상피세

포암 조직에서 DNA를 분리할 때와 동일한 방

법으로 진행하였다.

3) DNA 농도 조절 

1)과 2)에서 얻은 DNA용액의 O.D. (optical 

density)를 측정하여 동일한 환자에서 두 용액

이 유사한 농도가 되도록 O.D.의 비를 계산하

여 O.D. 값이 높은 쪽을 증류수로 희석하였다.

4) Microsatellite markers의 표식(labelling)

표식을 위한 반응혼합액은 microsatellite 

markers 0.5 ㎕, [γ-32P]ATP 1.5㎕, 10 × T4- 

kinase buffer 2.5 ㎕, 그리고 T4 nucleotide 

kinase 1 ㎕로 구성되었다. 여기에 증류수 19.5 

㎕를 첨가하여 최종용적이 25 ㎕되도록 하였

다. 이때 각 microsatellite markers의 순방향 

배열(forward strain)과 역방향 배열(reverse 

strain)을 각각 다른 E-tube에 넣어 표식하였다. 

반응혼합액을 37℃ 수조에서 1시간 동안 배양

하였다. 표식이 제대로 되었는지를 확인하기 

위해 PAGE(polyacrylamide gel electrophoresis)

를 시행후 x-ray film에 20분간 노출시켜 확인

하였다.

5) 이형접합성 상실의 발견을 위한 DNA-PCR

PCR와 위한 반응혼합액은 표식된 microsa- 

tellite marker 1 ㎕(순방향 및 역방향 배열), 표

식되지 않은 microsatellite marker 1 ㎕(순방

향 및 역방향 배열), 10 × Taq DNA 중합효소 

완충액 5 ㎕, Taq DNA 중합효소 1 unit(0.5 ㎕), 

각 100 μ㏖의 2'-deoxyguanosine-5'-triphosphate 

(dGTP), 2'-deoxy-adenosine-5'-triphosphate 

(dATP), 2'-deoxythymidine-5'-triphosphate 

(dTTP), 2'-deoxycytosine-5'-triphosphate(dCTP) 

(이하 dNTPs로 약함) 및 증류수 25.5 ㎕로 구

성되었으며 여기에 각 조직 및 백혈구로부터 

분리된 DNA 용액 5 ㎕를 가하여 최종 용적이 

50 ㎕가 되도록 하였다. dNTPs는 dGTP, dATP, 

dTTP 및 dCTP의 혼합액을 각각의 농도가 1 

μ㏖이 되게하여 -20℃에서 보관하면서 희석하

여 사용하였다. 각 microsatellite markers는 
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50mM의 농도로 -20℃에서 보관하면서 사용하

였다. PCR 반응은 변성(denaturation), 결합

(annealing) 및 중합(polymerization)의 3단계로 

구성되어 30주기를 반복함으로써 완성되는데 

변성반응은 95℃에서 30초, 결합반응은 55℃에

서 30초, 그리고 중합반응은 70℃에서 30초간 

반응시켰다. PCR반응은 Easy cycler(Perkin-Elmer, 

Inc., San Diego, USA)를 사용하여 반응온도 

및 반응시간을 자동으로 조절하였다. PCR 산

물을 요소를 포함하는 6% sequencing gel에 

각 소마다 6 ㎕씩 부하하여 1시간 동안 전기영

동한 후 x-ray film에 약 3일간 노출시켰다. 

PCR에 이용된 microsatellite marker들의 염기

배열은 다음과 같다(Table 1).

6) 이종접합성 상실의 발견

Film을 현상 후 림프구에서 추출한 DNA를 

정상으로 하여 이에 비해 종양측에서 하나 이

상의 대립인자의 신호가 의미있게 감소한 경우

를 이종접합성의 상실로 판단하였으며, 림프구

측에 비해 차이는 있으나 신호의 차이가 크지 

않은 경우 또는 차이가 없는 경우를 이종접합

성의 비상실(Not LOH, NLOH)로 판단하였다. 

또한 정상측에 비해 신호가 증가한 경우를 증

폭으로 판단하였으며, 정상측에 존재하지 않는 

band가 나타나는 경우를 microsatellite의 불안

정으로 판단하였다. 정상측에서 신호가 나타나

지 않는 경우에는 실험상의 오류로 판단하여 

결과판정에서 제외하였다.

Table 1. Microsatellite markers on human chromosome 9

Location Locus symbol 5'-Sequence-3'

9pter-p22

9p23-p22

9p23-p22

9p22

9p21

9p21

9p21

9p21-p12

9p12-q21

D9S144

D9S156

D9S162

D9SIFNA

D9S171

D9S126

D9S161

D9S200

D9S166

GGATAAATACACTGGAAAAGAGAT

AAATATTATAGCAAGTTAATTACTGAA

AGATGGTGGTGAATAGAGGG

ATCACTTTTAACTGAGGCGG

AATTCCCACAACAAATCTCC

GCAATGACCAGTTAAGGTTC

TGCGCGTTAAGTTAATTGGTT

GTAAGGTGGAAACCCCCACT

ACCCTAGCACTGATGGTATAGTCT

AGCTAAGTGAACCTCATCTCTGTCT

CAACTCCTCTTGGGAACTGC

ATTGAAACTCTGCTGAATTTTCTG

CATGCCTAGACTCCTGATCC

TGCTGCATAACAAATTACCAC

CCTCTCTGCATGCCCCAG

GCATTTCACAGGAAATAATCTAAGG

AAATCATGCAATTCATTTCA

TCCTAATTCACTGGGAAAAC
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결    과

후두 편평상피세포암 세포주 5례의 원발병

소는 전례에서 후두였으며 계대배양의 횟수도 

전례에서 20회 이상으로 평균 32.2회였다

(Table 2). 

후두 편평상피세포암 환자의 평균연령은 

65.3세였고, 8례 모두 남자였다. 원발병소는 5

례가 성문상부였고 3례는 성문부였다. 임상병

기는 1기, 2기, 3기 그리고 4기가 모두 각 2례

씩이었다. 암세포는 전례에서 편평상피세포암

이었고, 분화정도는 4례에서 분화가 잘되어 있

었고, 4례에서 중등도로 분화가 되어 있었다. 

전례에서 흡연의 과거력이 있었으며, 평균흡연

량은 44.4 갑・년이었다. 전례에서 수술적으로 
치료하였으며 현재까지 모두 생존해 있다. 이

학적 검사상 경부종물이 촉지된 경우는 4례였

고, 이중 2례는 일측에서 한 개만이 촉지되었

고, 2례는 양측성으로 촉지되었다. 종물의 병기

는 1기가 2례, 2기가 3례 그리고 3기가 3례였

다. 전례에서 수술전 화학요법이나 방사선치료

는 시행하지 않았다(Table 3).

1. 정상인의 말초혈액 림프구 DNA를 사용  

    한 CDKN2 DNA-PCR

본 실험에서 사용한 DNA-PCR을 위한 CDKN2 

primer의 염기서열을 검증하기 위하여 정상인

의 말초혈액 림프구 DNA를 주형으로 사용하

여 DNA-PCR을 시행하였다. 그 결과 5례 모두

에서 예상되는 167bp 크기의 CDKN2 genomic 

DNA 단편이 증폭됨을 관찰할 수 있었다(Fig. 

1). M 열은 size marker로서 pBR322 plasmid 

Table 2. Laryngeal squamous cell carcinoma cell lines 

Name of cell line Primary site Number of subculture

BDC

LJH

HDG

BYH

KDJ

Larynx

Larynx

Larynx

Larynx

Larynx

33

30

50

25

23

Table 3. Case review of laryngeal squamous cell carcinoma patients

Patient Age Sex Site Stage TNM Histologic grade Pk․yr* Result

ENT 1

ENT 2

ENT 3

ENT 4

ENT 5

ENT 6

ENT 7

ENT 8

63

70

64

68

69

70

65

53

M

M

M

M

M

M

M

M

Supraglottis

Glottis

Supraglottis

Glottis

Glottis

Supraglottis

Supraglottis

Supraglottis

Ⅰ

Ⅰ

Ⅲ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅱ

Ⅳ

Ⅳ

T1N0M0

T1N0M0

T3N1M0

T2N0M0

T3N1M0

T2N0M0

T3N2CM0

T2N2CM0

Moderately

Well

Well

Well

Well

Moderately

Moderately

Moderately

45

50

40

50

45

50

40

35

Live

Live

Live

Live

Live

Live

Live

Live

 * Pk․yr: pack․years
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DNA를 제한효소인 HinfⅠ으로 절단한 것이다. 

pBR322 plasmid DNA를 제한효소인 HinfⅠ으

로 소화할 경우 1631, 517, 504, 356, 344, 298, 

221, 220, 154 그리고 75bp의 band들이 생기는

데 우측이 1631bp이고 좌측이 75bp를 나타낸

다. 154bp의 약간 우측에서 167bp 크기의 CDKN2 

DNA의 band가 관찰되었다. Tol 과 B95.8은 

Epstein-Barr virus의 genomic DNA를 전이

(transformation)한 것으로 각각 (+)와 (-) control

로 이용하였다. 

2. 정상인의 말초혈액 림프구 mRNA를 사용  

    한 CDKN2 RT-PCR

본 실험에서 사용한 RT-PCR와 위한 CDKN2 

및 α-actin primer의 염기서열을 검증하기 위

Fig. 1. PCR amplification of CDKN2 genomic 

DNA of the peripheral blood lymphocytes 

from 5 healthy persons. The amplified 

CDKN2 DNA (167bp) was indicated by the 

arrow.

M
(-)
B95.8
Tol
Lymphocyte 1
Lymphocyte 2
Lymphocyte 3
Lymphocyte 4
Lymphocyte 5

CDKN2(167bp)

M
(-)
B95.8
Tol
Lymphocyte 1
Lymphocyte 2
Lymphocyte 3
Lymphocyte 4
Lymphocyte 5

CDKN2(167bp)

Fig. 2. Reverse-transcriptase-PCR amplification of 

CDKN2 mRNA from normal peripheral 

blood lymphocytes. The PCR products of 

the CDKN2 mRNA was indicated by an 

arrow.

Lymphocyte 1

Lymphocyte 2

Lymphocyte 3

Lymphocyte 4

Lymphocyte 5

CDKN2(355bp)

Lymphocyte 1

Lymphocyte 2

Lymphocyte 3

Lymphocyte 4

Lymphocyte 5

CDKN2(355bp)

Fig. 3. Reverse-transcriptase-PCR amplification of 

a-actin mRNA from normal peripheral 

blood lymphocytes. The PCR products of 

the a-actin mRNA was indicated by an 

arrow.

Lymphocyte 1

Lymphocyte 2

Lymphocyte 3

Lymphocyte 4

Lymphocyte 5

α-actin(468bp)

Lymphocyte 1

Lymphocyte 2

Lymphocyte 3

Lymphocyte 4

Lymphocyte 5

α-actin(468bp)

Fig. 4. Sal I digestion pattern of the reverse- 

transcriptase-PCR products from CDKN2 

mRNA of normal peripheral blood lymphocytes. 

The digested DNA fragments and their 

sizes were indicated by arrows.
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하여 정상인의 말초혈액 림프구로부터 분리한 

mRNA를 사용하여 cDNA를 합성하고 이를 주

형으로 사용하여 RT-PCR을 시행하였다. 그 

결과 예상되는 355bp 및 468bp의 CDKN2 및 

α-actin의 mRNA 전사산물이 발현됨을 관찰할 

수 있었다(Fig. 2, 3). 또한 CDKN2 mRNA의 

RT-PCR 산물은 SalⅠ 제한효소로 절단하여 

252bp와 103bp의 두 단편으로 나뉘어짐을 관

찰하였다(Fig. 4).

3. 후두 편평상피세포암 세포주들에서 CDKN2  

    의 발현

총 5례의 후두 편평상피세포암 세포주에서 

CDKN2가 발현되는지를 RT-PCR로 관찰하였

다. 각 세포주로부터 mRNA의 분리가 잘되었

는지는 α-actin의 발현을 통하여 RT-PCR로 

관찰하였다. 5례의 세포주에서 모두 α-actin의 

발현을 관찰할 수 있었으며 이들의 mRNA를 

사용하여 CDKN2 RT-PCR와 시행하였다. 총 

4례(80%)의 세포주에서 CDKN2의 발현이 상

실되어 있음을 알 수 있었다. 발현이 상실되지 

않은 세포주에서 CDKN2의 발현정도를 보면 LJH 

세포주는 매우 약한 발현을 보였다(Fig. 5).

4. 후두 편평상피세포암 세포주들에서 CDKN2  

    의 DNA의 결손

CDKN2의 발현이 일어나지 않는 가장 큰 

이유 중의 하나는 CDKN2 유전자의 결손이다. 

이를 알아보기 위하여 CDKN2 발현의 이상이 

있는 후두 편평상피세포암 세포주 및 발현이 

정상인 후두 편평상피세포암 세포주 모두에서 

CDKN2 유전자의 존재를 DNA PCR로 관찰하

였다. 총 5례의 세포주 중 2례(40%)에서 CDKN2 

유전자의 결손을 관찰할 수 있었다(Fig. 6). 이 

2례의 후두 편평상피세포암 세포주는 CDKN2

의 발현이 일어나지 않은 것으로 RT-PCR의 

결과와 일치하였다. CDKN2의 발현이 나타나

지 않은 4례의 세포주 중 2례의 세포주는 

CDKN2 유전자를 가지고 있었다. 이는 CDKN2

의 전사에 이상이 있는 것으로 생각된다.

Fig. 5. RT-PCR amplification of CDKN2 mRNA 

from 5 kinds of laryngeal cancer cell lines. 

The PCR products of the a-actin (468bp) 

and CDKN2 mRNA (355bp) were indicated 

by arrows.

α-actin(468bp)
CDKN2(355bp)

Laryngeal Ca. 1

Laryngeal Ca. 2

Laryngeal Ca. 3

Laryngeal Ca. 4

Laryngeal Ca. 5

α-actin(468bp)
CDKN2(355bp)

Laryngeal Ca. 1

Laryngeal Ca. 2

Laryngeal Ca. 3

Laryngeal Ca. 4

Laryngeal Ca. 5

Fig. 6. PCR amplification of CDKN2 DNA from 5 

kinds of laryngeal cancer cell lines. CDKN2 

DNA deleted in two laryngeal cancers. The 

PCR products (167bp) were indicated by an 

arrow.

Laryngeal Ca. 1

Laryngeal Ca. 2

Laryngeal Ca. 3

Laryngeal Ca. 4

Laryngeal Ca. 5

CDKN2(167bp)

Laryngeal Ca. 1

Laryngeal Ca. 2

Laryngeal Ca. 3

Laryngeal Ca. 4

Laryngeal Ca. 5

CDKN2(167bp)
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5. 후두 편평상피세포암 조직에서 CDKN2의  

    LOH의 발견

총 8 례의 후두 편평상피세포암 조직에서 

CDKN2의 이종접합성의 상실이 발견되는지를 

DNA-PCR로 관찰하였으며 림프구에서 추출한 

DNA를 정상으로 하여 이에 비해 종양측에서 

하나 이상의 대립인자의 신호가 의미있게 감소

한 경우를 이종접합성의 상실로 판단하였다. 

림프구측에 비해 차이는 있으나 신호의 차이가 

크지 않은 경우 또는 차이가 없는 경우를 이종

접합성의 비상실(Not LOH, NLOH)로 판단하

였으며, 정상측에 비해 신호가 증가한 경우를 

증폭으로 판단하였다. 또한, 정상측에 존재하지 

않는 band가 나타나는 경우를 microsatellite의 

불안정으로 판단하였고, 정상측에서 신호가 나

타나지 않는 경우에는 실험상의 오류로 판단하

Table 4. Result of DNA-PCR for detection of LOH

Primer Site ENT1 ENT2 ENT3 ENT4 ENT5 ENT6 ENT7 ENT8

D9S144

D9S156

D9S162

D9SIFNA

D9S171

D9S126

D9S161

D9S200

D9S166

9pter-p22

9p23-p22

9p23-p22

9p22

9p21

9p21

9p21

9p21-p12

9p12-q21

NLOH

NI

MI

AM

AM

NLOH

NI

AM

NI

NLOH

MI

NLOH

LOH

LOH

NLOH

NI

NLOH

LOH

NLOH

LOH

NLOH

NI

NLOH

LOH

LOH

AM

LOH

NLOH

LOH

NLOH

LOH

AM

NLOH

LOH

NI

LOH

NLOH

LOH, MI

NLOH

NI

NI

NLOH

LOH, AM

NI

LOH

LOH

LOH

LOH

LOH

NLOH

NLOH

LOH

AM

LOH

NI

NI

AM

NI

NI

NLOH

LOH

NI

LOH

NLOH

LOH

NLOH

NI

NI

NLOH

LOH

NI

NI

 LOH: loss of heterozygosity    

 MI: microsatellite instability    

 AM: amplification     

NLOH: not loss of heterozygosity

NI: not informative case

Fig. 7. Allele loss at various loci on chromosome 9p in laryngeal squamous cell carcinoma tissues. 

N; normal peripheral lymphocyte, T; tumor tissue. Arrows; amplification, Open arrowheads; 

microsatellite instability, Closed arrowheads; loss of heterozygosity.
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←

←

←

◁

◁

◀

◀

◀

D9SIFNA
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D9S162

D9S200

D9S156

N T
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D9S156
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N T

←
←

←

←

◁

◁

◀

◀
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여 결과판정에서 제외하였다(Fig. 7). 7례(87.5%)

에서 최소한 한 개 이상의 microsatellite marker

에 대한 이종접합성의 상실이 발견되었으며, 6

례(75%)에서 최소한 한 개 이상의 microsatellite 

marker에 대한 증폭이 발견되었다. 또한 2례에

서 최소한 한 개 이상의 microsatellite marker

에 대한 microsatellite의 불안정이 발견되었다. 

이종접합성의 상실, 증폭 또는 microsatellite의 

불안정의 세 가지 모두를 보면 전례에서 한가

지 이상의 CDKN2의 이상이 발견되었다(Table 4). 

이중 9p21 부위에 존재하는 D9S161과 9p12- 

9q21에 존재하는 D9S166에서 informative case 

Table 5. Result of DNA-PCR for detection of LOH

Primer Site LOH / IC (%) AM / IC (%) MI / IC (%)

D9S144

D9S156

D9S162

D9SIFNA

D9S171

D9S126

D9S161

D9S200

D9S166

Total

9pter-p22

9p23-p22

9p23-p22

9p22

9p21

9p21

9p21

9p21-p12

9p12-q21

1 / 7 (14.3)

5 / 6 (83.3)

1 / 8 (12.5)

3 / 4 (75.0)

1 / 5 (20.0)

1 / 8 (12.5)

6 / 6 (100)

0 / 4 ( 0,0)

6 / 6 (100)

7 / 8 (87.5)

0 / 7 ( 0.0)

0 / 6 ( 0.0)

1 / 8 (12.5)

1 / 4 (25.0)

2 / 5 (40.0)

0 / 8 ( 0.0)

1 / 6 (16.7)

3 / 4 (75.0)

0 / 6 ( 0.0)

6 / 8 (75.0)

0 / 7 ( 0.0)

2 / 6 (33.3)

1 / 8 (12.5)

0 / 4 ( 0.0)

0 / 5 ( 0.0)

0 / 8 ( 0.0)

0 / 6 ( 0.0)

0 / 4 ( 0.0)

0 / 6 ( 0.0)

2 / 8 (25.0)

 AM: amplification IC: not informative case

 LOH: loss of heterozygosity MI: microsatellite instability

Fig. 8. LOH analysis in laryngeal squamous cell carcinoma tissue.

9p
21

primer location  1       2       3       4       5       6       7       8 LOH/IC(%)

D9S144 9pter-p22 1/7(14.3)

D9S156 9p23-p22 5/6(83.3)

D9S162 9p23-p22 1/8(12.5)

D9SIFNA 9p22 3/4(75.0)

D9S171 9p21 1/5(20.0)

D9S126 9p21 1/8(12.5)

D9S161 9p21 6/6( 100)

D9S200 9p21-p12 0/4(  0.0)

D9S166 9p12-q21 6/6( 100)

Total 7/8(87.5)

loss of heterozygosity(LOH)
not informative
microsatellite instability

amplification
retention of both alleles
informative caseIC



－송시연․한태희․배창훈․김용대․송계원－

178

6례 전례(100%)에서 이종접합성의 상실이 있

음을 알 수 있었고, 9p23-p22에 존재하는 D9S156

과 9p22에 존재하는 D9SIFNA에서 각각 83.3 

%와 75%로 비교적 높은 빈도로 이종접합성의 

상실이 있음을 알 수 있었다(Table 5). 이상의 

결과를 도식화하여 나타내었다(Fig. 8).

고    찰

최근 들어 변이가 일어날 경우 암의 발생이 

증가하는 유전자들이 발견되었고 이들 중에는 

세포주기에 관여하는 유전자들이 포함되어 있

음이 밝혀졌다. 이들의 역할은 주로 세포주기

가 순차적으로 진행되도록 조절하는 유전자들

과 세포주기가 가속화될 때 DNA의 복구를 담

당하는 유전자들이 포함된다.
8)
 많은 종류의 암

세포에서 변이가 밝혀지는 단백 중 지금까지 

가장 많이 연구되어진 것이 p53이다.9) 정상적

인 p53을 갖는 세포는 이 단백을 통하여 비정

상적인 세포의 증식을 억제할 뿐만 아니라 

DNA 손상 시에 이를 복구해 주는 경로를 자

극시켜 세포의 암적 변화를 억제한다. 즉, p53 

단백은 DNA가 손상을 받거나 세포가 노화될 

때 활성화되는데 다음과 같은 세 가지 경로로 

그 기능을 수행하는 것으로 알려져 있다. 1) p53 

단백은 세포주기의 중요한 억제단백인 p21의 

발현을 증가시키며 (1) p21 단백은 cyclin E와 

CDKN2의 결합을 방해하여 세포주기 중 S 

phase로의 진입을 방해함으로써 세포주기의 

정지를 유도하기도 한다. 한편 (2) p21은 DNA

복제에 관여하는 proliferating cell nuclear 

antigen(PCNA)과 결합하여 PCNA와 DNA 

polymerase δ의 결합을 저지함으로써 S phase

에서 세포주기의 정지를 유도한다.
10, 11)

 2) 또

한 p53 단백이 활성화되면 세포의 고사가 유

도되어 endonuclease의 활성화, 염색질분열

(chromatin fragmentation) 및 축합(condensation)

에 이어 세포는 사멸에 이르게 된다.
2)
 3) 한편 

p53이 활성화될 경우에 Gadd(growth-arrest- 

and-DNA-damage-inducible)45 단백의 생산

이 증가하게 되고 (1) Gadd45는 PCNA와 결합

함으로써 PCNA를 복제복합체(replication complex)

로부터 떼어놓는 역할을 함으로써 세포주기의 

정지를 유도한다. (2) 또한 Gadd45는 절제 및 

복구(excision repair)를 촉진시키는데 여기에

도 PCNA가 작용할 가능성이 있는 것으로 생

각되고 있다.
10)

p53은 DNA 손상이나 노화 등의 자극에 의

해 활성화되어 세포주기의 중요 조절단백인 

p21을 통하여 세포주기를 조절하는 기능을 가

지고 있으므로 세포주기의 한 요소라고 할 수

는 없다. 세포주기를 담당하는 주된 구성성분

들은 여러가지 cyclin들과 각 cyclin들이 결합

하는 CDK들 및 여러 조절단백들로서 이들은 

세포주기 진행에 있어 다양한 역할을 수행하며 

세포의 성장과 증식 및 그 조절을 통하여 정상

적인 세포의 성장을 가능하게 하고 있다. CDK

들은 각각에 결합하는 특이한 cyclin들이 있어 

CDK-cyclin 복합체의 상태에서 CDK가 활성

화되면 이 복합체는 세포성장을 촉진시킨다. 

반면에 CDK와 cyclin의 결합을 방해하는 단백

들이 있어 세포성장을 통제하고 있는데 이중 

대표적인 것이 위에서 기술한 p21이다. 한편 

최근에 발견된 조절단백 중 CDK4와 cyclin D

의 결합을 방해하는 것이 CDKN2라는 16kDa 

크기의 단백(CDKN2)이다.13)

최근에 Kamb 등7)은 염색체 9p21 부위의 특

정 유전자가 많은 암세포들에서 결손되어 있음
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을 발견하여 이를 multiple tumor suppressor 

(MTS)라고 명명하였으며 MTS 유전자는 세

포주기의 조절단백의 하나인 CDKN2를 만드는 

유전자와 동일한 것임을 밝혀내었다. p21이 

cyclin E와 CDKN2의 결합을 방해하여 세포주

기의 arrest를 유도하는 반면에 CDKN2는 CDK4

와 cyclin D의 결합을 방해함으로써 세포주기

의 정지를 유도한다. Kamb 등은 성상세포종은 

82%, 방광암은 33%, 유방암은 60%, 신경교종

은 71%, 백혈병은 25%, 폐암은 25%, 흑색종은 

58%, 골육종은 60%, 난소암은 29%, 그리고 신장

암은 56%에서 CDKN2가 결손되어 있음을 보

고하였으며 대장암 및 신경모세포종은 CDKN2

의 결손과의 연관성이 낮음을 보고하였다. 비

슷한 시기에 Nobori 등10)도 흑색종, 신경교종, 

폐암, 그리고 백혈병에서 9p21 부위의 세포유

전학적 이상을 발견하였으며 이 부위가 CDK4 

inhibitor 유전자에 해당하는 곳이라고 보고하

였다. 그러나, 이들의 연구에는 이비인후과 영

역에서 비교적 흔히 발견되는 후두암에 관한 

보고는 없었으며 암억제유전자일 가능성이 높

은 CDKN2에 관하여 이러한 암을 대상으로 하

는 연구는 의의가 있을 것으로 생각된다.

본 연구에서는 일차배양 후두 편평상피세포

암 세포들을 대상으로 CDKN2 유전자 mRNA

의 발현 및 DNA의 결손 그리고 후두 편평상

피세포암 조직을 대상으로 CDKN2 유전자의 이

형접합성의 상실을 조사함으로써 후두암의 발

암기전을 부분적으로나마 설명하고자 하였다.

본 실험에서는 세 가지 종류의 CDKN2 primer 

조합들을 사용하였다. 하나는 mRNA 발현을 

보기 위한 primer 조합으로서 이는 각 암세포

로부터 mRNA를 분리한 후에 역전사를 통하

여 cDNA를 합성하고 이 cDNA를 사용하여 

PCR와 시행하는데 사용하였다. 또다른 하나의 

primer 조합은 CDKN2 유전자의 결손을 보기 

위한 것으로 각 암세포의 genomic DNA를 주

형으로 사용하여 PCR을 시행하는데 사용하였

다. 이들 primer 조합들의 염기서열을 검증하

기 위하여 정상적인 CDKN2를 가질 것으로 생

각되는 정상인의 말초혈액 림프구에서 mRNA 

및 DNA를 분리하여 RT-PCR 및 DNA-PCR

을 시행하였다. 그 결과 CDKN2 mRNA의 

RT-PCR의 경우 예상되는 355bp의 PCR 산물

이 관찰되었다. 355bp의 RT-PCR 산물을 확인

할 수 있는 적절한 제한효소를 찾기 위하여 

355bp의 CDKN2 염기서열의 제한효소 절단부

위를 찾은 결과 SalⅠ이 적절한 것으로 판단되

어, 이를 사용하여 RT-PCR 산물들을 소화하

여 252bp와 103bp의 두 단편으로 소화됨을 확

인하였다. DNA-PCR의 경우는 예상되는 167bp

의 PCR 산물이 관찰되었으나 크기가 너무 작

아 이를 확인할 수 있는 적절한 제한효소는 찾

지 못하였다. 마지막 하나의 primer 조합은 

CDKN2의 이형접합성의 상실을 보기 위한 primer 

조합으로 후두 편평상피세포암 조직으로 분리

된 DNA를 주형으로 사용하여 PCR와 시행하

는데 사용하였다. 그 결과 동일 환자의 백혈구

에서 추출한 DNA로 PCR와 시행하여 나타난 

결과를 정상으로 하여 정상 측의 band에 비해 

종양 측의 band의 신호가 현저히 감소한 경우

를 이형접합성의 상실로 판단하였으며, 정상 

측에 보이지 않는 band가 종양 측에서 나타난 

경우를 microsatellite의 불안정(MI)으로, 그리

고 정상 측의 band에 비해 종양측의 band에서 

신호가 증가된 경우를 증폭(AM)으로 판단하였

다. 정상측에서 전체적으로 band의 형성이 불

명확한 경우를 실험상의 오류(NI)로 판단하여 
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결과판정에서 제외하였다.

여러 암세포들에서의 CDKN2 mRNA의 전

사를 RT-PCR로 관찰하였다. 우선 암세포들에

서 mRNA를 분리하고 mRNA의 분리가 잘

되었는지를 알기 위하여 세포 내에 정상적으

로 존재하는 구조유전자인 α-actin의 발현을 

RT-PCR로 관찰하였다.

총 5례의 후두 편평상피세포암 세포주 중 4례

(80%)에서 CDKN2가 발현되지 않았다. Northern 

blot hybridization을 시행하여야 정확한 결과

를 얻을 수 있겠지만 CDKN2의 발현이 관찰된 

1례의 세포주도 그 mRNA 발현정도가 다른 

암세포 및 정상 림프구보다 10%이하로서 매우 

낮아 시행하지 않았다. 이 결과는 후두 편평상

피세포암의 경우 CDKN2의 발현이상이 발암기

전과 매우 높은 연관성을 가질 가능성을 시사

한다. CDKN2의 발현이상은 주로 CDKN2 유

전자의 결손에 기인하는 것으로 알려져 있다. 

후두 편평상피세포암 세포주의 경우는 CDKN2

의 발현이상이 관찰된 총 4례의 세포주 중 2례

(50%)에서 CDKN2의 결손이 관찰되었다. 그러

나, 본 실험에서 사용한 primer가 CDKN2 유

전자의 전 염기서열을 모두 조사할 수 있는 

primer는 아니므로 본 실험의 primer가 조사할 

수 없는 영역의 DNA 결손도 있을 것으로 생

각하면 암세포들에서 CDKN2의 결손율은 실제

로는 보다 높을 것으로 생각된다. 이를 위하여

는 CDKN2의 모든 영역을 조사할 수 있는 다

양한 primer 조합들을 사용하여야 할 것이다. 또

한 Southern blot hybridization을 시행하면 보

다 정확한 결손여부를 확인할 수 있을 것이다.

결손이 되지 않았으면서 CDKN2의 발현이 

되지 않는 경우는 CDKN2의 촉진자(promoter) 

영역에 이상이 있는 경우를 생각할 수 있을 것

이며 CDKN2 유전자의 변이로 인하여 정상적

인 primer를 사용한 RT-PCR로는 그 발현여

부를 관찰할 수 없는 경우가 있을 것이다. 전

자의 경우는 CDKN2의 exon들을 증폭할 수 있

는 primer 조합을 사용하여 PCR을 시행하고 이

를 클로닝(cloning)하여 그 염기서열을 결정함

으로써 CDKN2의 변이를 알 수 있을 것이다.

최근 들면서 암유전자의 가장 중요한 특징

인 이종접합성의 상실에 대한 연구가 활발히 

시행되면서 9p21에 대한 이종접합성의 상실의 

연구도 많이 보고되고 있다. Nawroz 등15)은 

두경부 편평상피세포암에서 9p 부위의 D9156, 

D9S199 그리고 D9S200 등의 세 가지의 marker

를 이용하여 이종접합성의 상실을 조사한 결과 

72%에서 최소한 한 개 이상의 marker에서 이

종접합성의 상실이 나타남을 보고하였다. Field 

등16)은 두경부 편평상피세포암에 대한 연구를 

시행하여 62%에서 9p의 이종접합성의 상실이 

나타남을 보고하였고, 또한 인체의 전체 유전

자에 대하여 이종접합성의 상실을 조사하여 이

종접합성의 상실과 임파절전이, TNM stage, 

병리조직학적 소견의 연관성을 조사하였다. 그 

결과 9q의 이종접합성의 상실이 임파절전이와 

연관성이 있으며, 12q와 13q가 병리조직학적 

소견과 연관성이 있음을 보고하였으나 9p와 

이들과의 연관성은 밝혀내지 못하였다. 

본 연구에서는 9p 부위의 9 가지의 microsa- 

tellite marker를 이용하여 연구를 시행한 결과 

8례 중 7례(87.5%)에서 최소한 한가지 이상의 

marker에서 이종접합성의 상실을 나타내었다. 

9p21 부위의 4 가지의 microsatellite marker만

을 비교한 결과 역시 8례 중 7례(87.5%)에서 

최소 한가지 이상의 microsatellite marker에서 

이종접합성의 상실을 발견할 수 있었다. 그러
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나 microsatellite의 불안정이나 증폭 등의 이상

을 포함한다면 전례에서 9p21에 이상이 있음

을 알 수 있었다.

한편, Mao 등
17)
은 구강의 전암병소에서 9p21

의 이종접합성의 상실을 조사하여 이들 전암병

소가 암으로 발전하는 정도를 보고자하였다. 

그 결과 이종접합성의 상실이 관찰된 례 중 37

에서 두경부 편평상피세포암으로 진행하였고, 

반면에 이종접합성의 상실이 관찰되지 않은 례

에서는 단지 6%에서만 두경부 편평상피세포암

으로 진행하였다. 이들은 이 결과를 토대로 전

암병소에서 이미 이러한 유전적 변화가 존재한

다면 이러한 유전적 변화가 조기에 암으로 발

전할 가능성이 있음을 주장하였다. 향후 후두

암에서도 이러한 전암병소에서의 유전자의 이

상을 밝혀 전암병소를 조기에 치료함으로써 후

두암의 발생을 억제할 수 있는 연구를 시행하

여야 하겠다. 또한 종양의 면역요법에 있어 이

러한 종양억제유전자의 활용방안에 관한 연구

가 더불어 이루어져야 하겠다.

요    약

정상인의 말초혈액 림프구 DNA를 주형으로 

사용하여 DNA PCR을 시행하였다. 그 결과 5

례 모두에서 예상되는 167bp 크기의 CDKN2 

genomic DNA 단편이 증폭됨을 관찰할 수 있

었다. 정상인의 말초혈액 림프구로부터 분리한 

mRNA를 사용하여 cDNA를 합성하고 이를 주

형으로 사용하여 RT-PCR와 시행하였다. 그 

결과 예상되는 355bp 및 468bp의 CDKN2 및 

α-actin의 mRNA 전사산물이 전례에서 발현됨

을 관찰할 수 있었다. 또한 CDKN2 mRNA의 

RT-PCR 산물을 SalⅠ 제한효소로 절단하여 

252bp와 103bp의 두 단편으로 나뉘어짐을 관

찰하였다. 총 5례의 후두 편평상피세포암 세포

주에서 CDKN2가 발현되는지를 RT-PCR로 

관찰하였으며 각 세포주로부터 mRNA의 분리

가 잘되었는지는 α-actin의 발현을 통하여 

RT-PCR로 관찰하였다. 5례의 세포주에서 모

두 α-actin의 발현을 관찰할 수 있었으며 이들

의 mRNA를 사용하여 CDKN2 RT-PCR와 시

행한 결과 총 4례(80%)의 세포주에서 CDKN2

의 발현이 상실되어 있음을 알 수 있었다. 

CDKN2 발현의 이상이 있는 후두 편평상피세

포암 세포주 및 발현이 정상인 후두 편평상피

세포암 세포주 모두에서 CDKN2 유전자의 존

재를 DNA-PCR로 관찰하여 총 5례의 세포주 

중 2례(40%)에서 CDKN2 유전자의 결손을 관

찰할 수 있었다. 이 2례의 후두 편평상피세포

암 세포주는 CDKN2의 발현이 일어나지 않은 

것으로 RT-PCR의 결과와 일치하였다. 총 8례

의 후두 편평상피세포암세포들에서 CDKN2의 

이종접합성의 상실이 발견되는지를 DNA-PCR

로 관찰하여 7례(87.5%)에서 최소한 한 개 이

상의 microsatellite marker에 대한 이종접합성

의 상실이 발견되었으며, 6례(75%)에서 최소한 

한 개 이상의 microsatellite marker에 대한 증

폭이 발견되었다. 또한 2례에서 최소한 한 개 이

상의 microsatellite marker에 대한 microsatellite

의 불안정이 발견되었다. 이종접합성의 상실, 

증폭 또는 microsatellite의 불안정의 세 가지 

모두를 보면 전례에서 한가지 이상의 CDKN2

의 이상이 발견되었다. 

이상의 결과로 볼 때 CDKN2가 후두암의 

발생에 중요한 역할을 하고 있을 것으로 사료

된다.
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