
1 .서론

치주세균에 대한 IgG 반응에 있어서 인종적

인 차이는1 , 2 ), 치주질환의 유전적인 요소를 시

사하므로써 어떤 특수한 치주질환에 대한 개체

의 취약성을 내포하고있다. IgG 반응은 면역글

로블린 이종형과 세균의 항원 결정인자와 밀접

하게 관련된 것으로 알려지고 있다3 - 6 ). 여러 면

역글로블린의 이종형중에서도 특히 중쇄

(heavy chain) 이종형 지표인 G m과 연쇄

(light chain)의 이종형 지표인 K m이 중요하다
7 , 8 ). 이 이종형은 맨델의 공동우세형 유전법칙

에 따라 유전되고, 각 개인마다 독특한 h a p l o-

type 특이성을 지닌다. Gm과 Km 이종형 지표

는 인종적 차이를 보인다7 , 9 ). 혈청내의 정상적

인 IgG subclass 수준5 , 1 0 - 1 4 ), 세균성 항원에 대

한 항체의 역가3 , 1 5 , 1 6 ), 그리고 면역 후의 I g G

s u b c l a s s1 7 - 2 0 ) 등은 모두 G m이나 Km 이종형

에 의해 영향을 받는다. 본 저자들의 연구에 따

르면 이 면역글로블린 이종형은 조기발병형 치

주염환자에 있어서 치주세균 A c t i n o b a c i l l u s

a c t i n o m y c e t e m c o m i t a n s 및 P o r p h y r o m o n a s

g i n g i v a l i s에 대한 IgG subclass의 반응에 영향

을 결정적으로 영향을 미치는 요소임을 밝혀낸

바 있다2 1 ).

실험실적으로 면역글로블린 이종형을 검사함

에 있어 전통적으로 혈청학적인 기법을 이용해

왔다6 , 1 7 , 2 2 ). 그러나, 이 방법은 간편하지 못하

고, 혈액응집반응 여부에 의해 결과를 판정하기

때문에, 가끔 판정이 모호한 경우가 있다. 많은

표본을 재현성 있게 처리하기 이해서는 분자생

물학적인 분석기법을 개발할 필요가 있다. 따라

서 인체의 말초혈액에서 채취한 적은 양의 임

파구로 부터 채득한 유전자를 P C R로 증폭하

여, 사용한 표지자를 이용하여 Gm 이종형을

restriction fragment length

polymorphism(RFLP) 양상을 판정하는 기법

을 개발하고자 본 연구를 시도하였다.

2. 연구재료 및 방법

1. 대상환자의선정

전에 발표한 연구논문에서2 1 ) 면역글로블린

이종형이 판정된 환자 1 0명의 혈액을 채 취하

여 D N A를 추출하였다. 이 환자의 이종형들은
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ag 2명, axg 2명, agfnb 2명, axgfnb 1명,

agb3st 1명, abg 1명, afnb 1명들로 도합 1 0명

으로 구성되어 있다.

2. DNA의 추출
섭씨 - 7 0도에 보관된 혈액을 상온에서 녹인

후 약 1 0배의 1 X PBS를 첨가한다. 이를 섭씨

4도에서 2,000 rpm으로 2 0분간 원심분리하여

세척한다. 상층액을 제거한 후 2 0 m l의 소화성

버퍼용액(10mM Tris, pH8.0, 1mM EDTA,

100 mM NaCl, 1 % sodium dodecyl sulfate,

1 mg/ml의 proteinase K)에 용해 시킨 후, 섭

씨 5 5도에서 1 2시간 흔들면서 분해시킨다. 그

후 phenol 20 ml을 단백질이 분해된 용액에 첨

가하여 1 - 2시간 흔들어 난응시킨 후 섭씨 4도

에서 8,000 rpm으로 2 0분간 원심분리하고 상

층액을 모은다. 

이과정을 2 - 3회 반복한 후, PCIA(25:24:1,

phenol/ chlorform/isoamyl alcohol 혼합용액)

를 동량 첨가하여 반응시킨 후에 같은 조건하

에 원심분리하여 상층액을 얻는다. 추출된 용액

의 십분의 일 양의 3 M sodium acetate(pH

5 . 5 )를 넣고 두배의 냉각된 100 % 에탄올을

첨가하여 D N A를 침전시킨 다음, 이를 70 %

에탄올로 세척하였다. 이를 적당량의 멸균된

TE 버퍼에 녹인 다음, 분광광도계로 D N A의

농도를 측정하였다.

3. PCR 증폭

PCR 반응 혼합액은 10 mM Tris-HCl(pH

8.3), 50 mM KCl, 3.5mM MgCl2, 0.01 %

gelatin, 0.2 uM의 각 시발체(primer), 250

u M의 각 dinucleotide triphosphate 및 2 . 5

u n i t s의 Taq 중합효소(Perkin-Elmer Cetus,

Norwalk, CT, USA)를 섞은 후, 여기에 분리된

DNA 1 ug을 가하여 총 용적이 100 ul되게 한

다. PCR 반응은 각 표본에 대하여 30 주기를

반복하며, 각 주기는 섭씨 9 4도의 변성반응

(denaturation) 0.5분, 섭씨 5 5도의 결합반응

(annealing) 0.25분, 섭씨 7 2도의 연장반응

(extension) 0.5분으로 시행하며, 첫 주기의

변성반응은 5분으로 마지막 주기의 연장반응

은 7분으로 연장하여 반응시켰다. 중합효소 연

쇄반응은 Thermal Cycler(Perkin-Elmer

Cetus, Norwalk, CT, USA)를 사용하였다.

PCR Primer

K p n X ( 5 ' - C T T G C G C G C A T A C G C A-

C A A C - 3 ' )

M C G 1 ( 5 ' - A A C C C T C A C C C T A A C C C-

C A A - 3 ' )

4. 제한효소에 의한 DNA 절단과 겔 전기영
동

PCR 산물 10 ul에 적절한 제한 효소 5 units

를 첨가하여 총 용적이 12 ul이 되게 한 후 제한

효소 제작회사(Gibco-BRL, Gaithersburg,

MD, USA)의 지시된 조건하에 4시간 동안 분

해시켰다. 이 분해산물을 1-2 % 한천 겔에서

전기영동시켜 ethidium bromide로 염색한 후

자외선을 조사하여 관찰하였다.

5. Souther blot analysis

표지자는 plasmid HG015(Heavy Chain mu

Probe C, HSRRB, Osaka, Japan) 에 클론된

유전자를 제한효소 H i n d I I I와 B g l I I로 절단한

750 bp 크기의 유전자 절편을 nick translation

으로 [ 3 2 P - a C T P ]에 의해 표지시켜 사용하였

다. Southern blot의 경우 추출한 D N A를 제한

효소 H i n d I I I로 절단한 다음 1 % agarose gel

에서 전기영동하여 charged nylon membrane

에 capillary transfer를 시행하였다. Transfer

후 U V - c r o s s l i n k한 후 p r o b e와 h y b r i d i z e하

였고, X-ray film에 섭씨 - 7 0도에서 1 6시간

동안 감광시켜관팔하였다.
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III. 연구결과

Figure 1에서 보는 바와 같이 혈청학적으로

판정된 면역글로블린 이종형과 본 연구방법에

서 판정된 southern blot hybridization 결과 나

타난 restriction fragment length polymor-

p h i s m ( R F L P )와 의 상호연관성을 나타내고 있

다. 구체적으로 살펴보면, ag, axg, agfnb,

axgfnb, agb3st, abg, afnb 등의 이종형에 따른

DNA fragment length polymorphism은 각각

DNA band size가 a g의 경우 12.5 kb, 2.7 kb,

a x g의 경우 10.1 kb, 2.7 kb, agfnb의 경우 7 . 0

kb, axgfnb의 경우 12.5 kb, 8.0 kb, afnb의 경

우 10.0 kb, agb3st의 경우 5.1 k, abg의 경우

12.5 kb로 각각 나타났다(Figure 1).

IV. 총괄 및 고안

본 연구를 통해 환자의 혈액에서 소량 채득한

D N A를 본 연구에서 사용한 p r i m e r를 이용한

PCR 기법으로 증폭하여, 사용된 표지자로

Southern hybridization을 실시한 결과 ag ,

axg, agfnb, axgfnb, agb3st, abg, afnb의 7가

지 유형으로 구성된 면역글로블린의 이종형에

따른 절편장 다변화를 관찰할 수 있었다. 이는

재래의 혈청학적인 방법에 의해 판정하던 이종

형 분석법이 적절한 표지자를 시용한 유전자

지문법에 의해 판정할 수 있는 가능성을 시사

해 준 연구라고 볼 수 있다. 향후 이러한 기법을

바탕으로 다량의 환자에서 면역글로블린 이종

형을 판정하고, 가족내의 양상과 조기발병형 치

주질환의 상호관계를 파악하는 집단유전학

(population genetics)에의 응용을 가능하게

하는 기초연구로서의 의미를 가진다. 
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Figure 1. Restriction fragment length polymorphism (RFLP) of genomic DNA from 10 patients whose
immunoglobulin(Ig) allotypes have been predetermined. Ig allotype of Lane 1 and 4 is ag,
Lane 2 is agb3st, Lane 3 and 8 is agfb, Lane 5 is abg, Lane 6 and 7 is axg, Lane 9 is
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The present study has been performed to

develop a PCR technology to identify human

immunoglobulin(Ig) allotypes with restric-

tion fragment length polymorphism(RFLP)

using a probe. Genomic DNA were ampili-

fied with PCR tecnology using primers from

peripheral blood lymphocytes of 10 peri-

odontal patiens, whose Ig allotypes have

been pre-determined by serological tec-

nique using heagglutination technique. The

result indicated that the RFLP patterns

could successfully differentiate the Ig allo-

types, which suggests that this technology

can be developed as a tool useful for popu-

lation genetics studies.
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