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Ⅰ. 서 론

암은 정상적인 세포의 기능에 필요하나 기능을 상실하였을 때

종양 유전자로 변하는 종양억제유전자1)(Tumor suppressor gene)

와 전 종양유전자(proto-oncogene)의 유전적 변화에 의해 발생된

DMBA로 유도된 햄스터 협낭암종에서 p53 유전자 변이와

mdm-2 단백의 발현에 관한 연구
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STUDY ON MUTATION OF P53 AND EXPRESSION OF MDM-2 IN DMBA 
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Cellular proliferation is an intricately regulated process mediated by the coordinated interactions of critical growth control genes.
Two of these factors in mammalian cells are the p53 and mdm-2 genes. A protein product of the mem-2 oncogene has been recently

shown to associate with the protein encoded by the tumor suppressor gene p53.
The p53 tumor suppressor protein is stabilized in response to DNA damage and other stress signals and causes the cell to undergo

growth arrest or apoptosis, thus preventing the establishment of mutations in future cellular generations. Mutation or loss of p53 is a
very common event in tumor progression.  It occurs in about 50% of all tumors analysed including of colon, lung, breast and liver.

The cellular mdm-2 gene, which has potential transforming activity  that can be activated by overexpression, is amplified in a signifi-
cant percentage of human sarcoma and in other mammalian tumors.  Proteins encoded by the mdm-2 gene are able to bind to the p53
protein and, when overexpressed, can inhibit p53′s transcriptional activation function, thus mdm-2 can act as a negative regulator of
p53 function.

Experimental study was performed to observe the relationship between p53 gene mutation and mdm-2 protein expression and apply
the results to the clinical activity.

36 golden syrian hamster each weighing 60�80g were used and painted with 0.5% DMBA by 3 times weekly on the right buccal
cheek(experimental side) for 6, 8, 10, 12, 14 and 16 weeks. Left buccal cheek(control side) was treated with mineral oil as the same
manner to the right side. The hamsters were sacrificed on the 6, 8, 10, 12, 14 & 16 weeks.

Normal and tumor tissues from paraffin block were examined for histology and immunohistochemistry observation, and were com-
pletely dissected by microdissection and DNA from both tissue were isolated by proteins K/phenol/chloroform extraction.  Segments of
the hamster p53 exons 5, 6, 7 and 8 were amplified by PCR using the oligonucleotide primers, and then confirmational change was
observed by SSCP respectively.

The results were as follows : 
1. Dysplasia at 6 weeks, carcinoma in situ at 8 weeks and invasive carcinoma from 10 weeks could be observed in experimental

groups.
2. p53 mutations were detected in 10 of the 36(28%) and the exons 6(6 of the 10 : 60%) was the most hot spot area among the highy

conserved region(exons 5, 6, 7 & 8).
3. Immunohistochemical study confirmed 22 of the 36(61%) of p53 expression involving 10 of p53 mutations.
4. mdm-2 expression of was showed in 3 of the 36(8%) involving 1 of the 22 of p53 expression and 2 of the 14 of p53 non-expres-

sion.
From the above results, mutation of p53 gene or expression of p53 protein may have the influence of the DMBA induced carcinoma

of hamster buccal pouch but the expression of mdm-2 protein may not have relationship with tumorigenesis.
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다. 즉, 전 종양유전자의 비정상적인 활성화나 종양억제유전자

의 비 활성화가 일어나 정상세포가 비정상적인 염색체의 구조,

수 및 형태를 나타내고 세포분열을 자주하는 형질전환(transfor-

mation)된암세포로변하게된다2-4).

인간에서발생되는전체암종의약 3%를차지하며 95% 이상이

편평세포암종을 이루는 구강암에 대한 분자생물학적 연구에 의

한 전 종양유전자나 활성화된 종양 유전자(oncogene)에 대한 보

고들5-8)은 많이 있지만, 인간의 상피세포, 간엽세포, 조혈기관, 림

프조직및신경계등에서발생되는악성종양의약 50% 이상9)에서

변이를 보이는 p53 종양억제유전자와 이 단백의 기능을 조절해

주는 다른 조절인자들과의 관계가 암 발생과정(tumorigenesis)에

미치는 영향에 대한 연구 특히 구강암에 대해서는 거의 없는 실

정이다.

p53은 처음에는 쥐의 태생기 섬유모세포에서 변이가 일어나

형질전환을 나타내므로 종앙유전자라고 생각되었으나, 정상

의 p53이 다른 종양유전자에 의해서 나타나는 형질전환을 감

소시킨다는 것을 관찰한 후부터 종양억제 유전자로 알려졌

다10). 

정상 p53 유전자는정상상태에서손상받은세포를세포주기의

G1/S상태에서 세포복구를 유발하며11,12), 비가역적인 세포 손상의

경우 예정된 자연사(apotosis)를 유발하여 종양발생을 억제한

다13,14).

p53은 자외선, 방사선등 DNA 상해요인에 의해 단백질의 양 및

활성이 증가하는 상해유도 유전자(damage-inducible)로 DNA의

절단부위나 상해부위에 결합하여 성장저해유전자들을 활성화

시켜 세포주기를 조절하는데 mdm-2가 대표적 성장저해유전자

로서 p53 유전자의음성조절자로서역할을한다15). 

mdm-2는 분자량 90KD(p90)의 단백질로 쥐 3T3 cell line의 10번

염색체에서 형질전환되어(3T3-DM) 유전자 증폭이 일어난 유전

자라고 최초로보고되었고16) 골이나연조직육종17-22), 교모세포종

(glioblastoma)이나, 선상세포종(astrocytoma)17,23), 여러종류의혈액

암24,25)구강암과 유방암26,27) 및 악성흑색종28)등 인간의 암종에서 유

전자증폭17,18), 전사 및 번역의 증가24,25,29,30)등에 의해 발현된 양상을

나타내고있다17).

실험동물에서 암유발물질을 이용해서 악성종양을 유발시킬수

있는 방법이 소개된 이후로 점막에서 암을 유발하고자 하는 시

도가 많이 이루어져 Salley는 점막성 암종의 유발을 위해서는 햄

스터협낭(Hamster Buccal Pouch ; HBP)이가장이상적인동물모

델이라고소개하였고32,33), Pyrene 화합물로조직단백과강한결합

을 하여 강력한 발암효과를 유발시키는 9, 12-dimethyl benzan-

thracene(DMBA)을 미네랄 오일을 용매로 하여 사용한 후에 효과

적인암발생이나타나대표적암유발물질로이용하고있다34).

본 연구에서는 햄스터 협낭에 DMBA를 정기적으로 도포하여

암을유발시킨후 p53의변이가많이일어나는유전적으로잘보

존된 지역(Highly conserved region)35,36)에서 p53 유전자 변이와

p53의 음성조절자인 mdm-2 단백의 발현을 관찰하여 구강암의

임상적응용에도움이되고자하였다.

Ⅱ. 연구재료 및 방법

1. 실험동물 및 수술 방법

체중 60�80g의 웅성 햄스터를 실험동물로 사용하였다. 실험

군으로햄스터의우측협낭에미네랄오일에녹인 0.5% DMBA를

0.2ml씩 주 3회 도포하였고, 대조군으로 좌측협낭에는 미네랄 오

일만을 같은 방법으로 도포하면서 도포 6주, 8주, 10주, 12주, 14

주및 16주째에 6마리씩희생하였다. 

2. 연구방법

1) 조직학적관찰

도살 후 좌우 협낭 점막을 절제하여 차가운 4% paraformalde-

hyde에 8시간고정후통상적인방법에의해파라핀포매를하였

다. 이 포매에서 4μm의 절편을 만들어 통상적인 방법으로 hema-

toxylin-eosin염색을하여종양발생유무를관찰하였다(Fig. 2). 

2) 면역조직화학적관찰

p53와 mdm2의 면역 조직화학적 염색을 위한 일차 항체는 각

각 Zymed(California, USA)사의단일클론항체를사용하였다. 

염색은 paraffin절편을 xylene에 탈 파라핀 한 후 graded alcohol

로 함수과정을 거쳐 10mM citrate buffer(pH 6.0)에 넣고

microwave oven에 700W에서 20분간끓여항원을노출시킨후내

인성 peroxidase를 차단하기 위하여 methanol 용액에 3% H2O2를

첨가시켜 실온에서 20분간 처리하였다. 비특이성 결합을 방지하

기 위하여 10% 정상 goat혈청과 30분간 실온에서 반응시켰다. 일

차 항체를 10% BSA(bovine serum albumin)의 PBS(phosphate

buffered saline, pH 7.4)에 희석하여 실온에서 1시간 반응시키고

PBS로 3회 수세하고 biotin이 부착된 antimouse goat 면역글로부

린을 떨구고 실온에서 30분간 반응시켰다. PBS로 3회 수세 후

peroxidase가 부착된 streptavidin에 30분간 실온에서 반응시킨 후

PBS로수세후 0.003% 3′3-diaminobenzidine(DAB)로발색후흐르

는 물로 수세하고 hematoxylin으로 대조염색하였다. 음성대조군

은 일차항원대신 정상 mouse serum을 사용하여 같은 과정을 거

쳤다. 

면역조직화학 염색상 양성반응은 음성 대조군과 비교하여 암

세포의 10% 이상에서핵내의갈색반응을보인것을양성으로하

였다. 

3) DNA추출

암세포와 정상세포에서 각각 DNA를 추출하기 위하여

microdissection 방법으로 암 조직과 정상조직을 구분하였다. 이

를 위하여 paraffin block에서 5개의 7μm절편을 만들어 통상적인

방법으로 탈파라핀하고 degraded alcohol로 함수시킨 후 조직을

건조시켰다. 건조된 조직을 10× 현미경하에 28guage 바늘로 암

조직과 정상조직을 긁어(Fig. 3, 4), 300μl의 digestion buffer (50mM

Tris HCl, pH 8.5, 1mM EDTA, 0.5% Tween 20, 400μg proteinase K)
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가 들은 1.5ml Eppendorf tube에 넣어 55℃에서 24시간 부란하였

다. 부란후 proteinase K의활성을억제하기위하여 97℃에서 5분

간 처리하고 phenol chloroform으로 DNA를 추출하였다. 추출과

정은 65℃의 0.5% sodium sarcosin의 buffer-saturated phenol을 300

μl씩 시료에 넣어 vortex시켜 homogenous emulsion을 만든 후

3,500g로 원심분리 하고 상층액을 깨끗한 Eppendorf tube에 옮긴

후 이에 300μl의 chloroform isoamylalcohol을 첨가하여 vortex로

잘섞은후역시 3500g로원심분리하였고, 이과정을 3회반복하

였다. 그 후 상층액을 새 tube에 옮긴 후 1/10 volume의 3M sodi-

um acetate와 2× volume의 100% ethanol을 첨가하여 조심스럽게

섞은후 -70℃에 1시간방치하여 DNA를침전시켰다. 그후 3500g

로 5분간 원심분리 한 후 상층액을 버리고 침전물을 70% cold

ethanol로 수세 후 재원심분리하여 DNA를 침전시키고 DNA pel-

let을공기중에건조시킨후멸균증류수로용해시켰다. 

추출한 DNA의 순도는 photometer로 260nm와 280nm의 파장에

서 수치를 읽어 이 수치의 비 260/280가 1.8 이상인 DNA를 시료

로 사용하였고 순도가 이 수치 이하인 경우에는 phenol/chloro-

form추출을다시하였다. 

이렇게 추출한 DNA는 1% agarose gel에 전기영동하여 dsDNA

를확인하였다37).

4) Polymerase Chain Reaction(PCR) Amplification

PCR 반응을위한 primer는다음과같었다38).

Exon 5 : Upstream  5′-TCATCAGCTCCAACTCTGACCCTG-3′

Down stream 5′-CAGCTGCACGGGGCATGTTTTCGC-3′

Exon 6 : Upstream 5′-CAATTAGAAATGCTTGCCTGGGGG-3′

Down stream 5′-AGTCTGGGGTAGAGCAAACTAAAC-3′

Exon 7 : Upstream 5′-GTTACCATCAGTGTCCTTACTACA-3′

Down stream 5′-AACACGCCAACAGGAACACAGCAA-3′

Exon 8 : Upstream 5′-CTTACTGTCTCGTGCTCYTCCCTCC-3′

Down stream 5′-TGAAGCTGAACCTCCTCCTCTGCC-3′

반응은 20μl의 반응으로 1x PCR buffer에 dNTP 각각 250mM, 각

각의 primer 10pM, DNA/modified DNA 50ng, 1.25mM MgCl2, Taq

polymerase 0.5U들을넣어반응시켰고반응조건은 95℃에서 5분

반응 후 95℃에서 30초, 55℃에서 30초, 72℃에서 30초 반응시키

고 이 과정을 36회 반복하였다. 그 후 72℃에서 5분 연장한 후 반

응을 종결하였다. 이렇게 반응시켜 얻은 PCR 산물은 1% agarose

gel에전기영동하여각각의 bp를확인하였다39).

(Abbreviation ; T : Thymine, A : Adenine, C : Cytosine, G :

Guanine)

5) Single Strand Conformation Polymorphism(SSCP)에 의한 변이

검사.

각각의 PCR증폭 산물 10μl에 0.2M NaOH, 20mM EDTA의 alka-

line denaturing solution 1μl를 넣은 후 42℃ 수조에 5분간 거치하

여 double strand DNA를 single strand DNA로변성시킨후빨리어

름에 꽂아두어 single strand가 고유의 conformation으로 바뀌게

하였다. 그 후 0.5% bromophenol blue, 0.5% xylene cyanol in for-

mamide로 구성된 loading solution 1μl를 섞어 loading 하였다. Gel

은 5%의 acrylamide gel을 사용하여 상온에서 200V에서 15mA정

도로 3시간 전기영동하였다. Ethidium bromide로 염색하여 UV광

하에 관찰하여40), 정상과 종양에서의 PCR 산물을 비교하여 정상

에비하여다른 band shift를보인종양의변이를검사하였다. 

Ⅲ. 연구결과

1. 조직학적 소견

1) 정상군

정상군의 햄스터 협낭 상피는 4�6층으로 중층배열은 한 편평

상피로 이루어져 있고, 낭을 형성하고 있다(Fig. 1). 이들 정상군

에서는 p53과 mdm-2 단백의발현은관찰되지않았다(Fig. 11, 18).

2) 실험군

가. 6주소견

전 실험동물에서 상피세포의 증식으로 세포층이 증식되기 시

작하였으며 이들 증식세포들은 핵의 농염, 다형성(pleomor-

phism)과 핵과 세포질이 비율이 증가하는 이형성(dysplasia) 소견

을 보였다(Fig. 5). 이러한 이형성 부위의 상피에서는 기저세포층

에서부터 p53 단백의 발현이 관찰되었고(Fig. 12). 한편 mdm-2의

발현은관찰되지않았다.

나. 8주소견

이형성의 정도가 심해지며 국소적으로 상피내암의 소견이 관

찰되었다(Fig. 6). 이러한상피내암세포에서는비균일적으로 p53

단백의 발현이 관찰되었고(Fig. 13), mdm-2 단백의 발현도 관찰

할수있었다(Fig. 19).

다. 10주소견

침윤암으로 진행된 소견을 관찰할 수 있었고(Fig. 7), p53 단백

의 발현을 관찰할 수 있었고(Fig. 14), mdm-2 단백의 발현은 관찰

되지않았다.

라. 12주, 14주및 16주소견

10주 소견과 마찬가지로 침윤성 암으로 발전된 양상(Fig. 8~10)

을 관찰할 수 있었고 p53 단백의 발현을 관찰할 수 있었다(Fig.

15~17). mdm-2 단백의 발현은 14주에서만 관찰할 수 있었다(Fig.

20).

2. Microdissection에 의한 DNA 추출

현미경 하에 종양조직과 정상조직을 구분하여 microdissection

으로얻은파라핀포매절편에서추출한 DNA는 1% agarose gel 전

기영동상에 smear pattern을 보였는데 이는 조직이 paraformalde-



대구외지: Vol. 27, No. 5, 2001

376

hyde에 고정된 것이고 또한 paraffin block 제작 시 여러 단계의

유기용매에 조직이 접촉되었기 때문에 DNA가 분절(fragmenta-

tion)된 결과인 것이었다. 그러나 이러한 분절된 DNA들도 300bp

이하의 DNA를 PCR로증폭하는데는어려움이없었다.

3. p53 유전자의 Polymerase Chain Reaction(PCR)

Amplification

PCR 증폭 산물들을 1% agarose gel에 전기 영동하여 각각의 bp

를 확인하여 exons 5에서는 132 bp, exons 6은 236 bp, exons 7은

226 bp 그리고 exons 8은 220 bp로각각확인할수있었다(Table 1

, Fig. 21).

4. Single Strand Comformation Polymorphism

(SSCP)

실험대상 36예중 10주실험군 exons 5에서 1예, 실험군 6, 8 ,12,

14 및 16주 exons 6에서 6예, 실험군 8주, 14주 exons 7에서 2예, 실

험군 12주 exons 8에서 1예로 모두 10예서 p53 유전자의 변이를

관찰할수있었다(Table 2, Fig. 22).

5. p53 단백과 mdm-2 단백의 발현

p53의 발현은 실험군 6주에서 3예, 8주에서 4예, 10주에서 4예,

12주에서 2예, 14주에서 5예그리고 16주에서 4예모두 22예서관

찰되었고이 22예에는 p53 유전자변이를보인 10예가모두포함

되었다.

mdm-2 단백의 발현은 p53 발현이 관찰된 22예 중 1예, 발현되

지않은 14예중 2예모두 3예에서관찰되었다(Table 2).

Table 1. Primer Sequence of Oligonucleotide

Exon 5
Sense 5′-TCATCAGCTCCAACTCTGACCCTG-3′

132bp
Antisense 5′-CAGCTGCACGGGGCATGTTTTCGC-3′

Exon 6
Sense 5′-CAATTAGAAATGCTTGCCTGGGGG-3′

236bp
Antisense 5′-AGTCTGGGGTAGAGCAAACTAAAC-3′

Exon 7
Sense 5′-GTTACCATCAGTGTCCTTACTACA-3′

226bp
Antisense 5′-AACACGCCAACAGGAACACAGCAA-3′

Exon 8
Sense 5′-CTTACTGTCTCGTGCTCYTCCCTCC-3′

220bp
Antisense 5′-TGAAGCTGAACCTCCTCCTCTGCC-3′

Abbreviation :

T : Thymine

A : Adenine

C : Cytosine

G : Guanine

Table 2. Mutations of p53 and Expression of p53 & mdm-2.

6 weeks (n=6) 1 3 0

8 weeks (n=6) 1 1 4 2

10 weeks (n=6) 1 4 0

12 weeks (n=6) 1 1 2 0

14 weeks (n=6) 1 1 5 1

16 weeks (n=6) 2 4 0

합계 10 22 3

Abbreviation

Exp  : Experiment

Expr : Expression

Exp. Date
p53 Gene Mutation Exons

p53 Expr. mdm-2 Expr.
5 6 7 8
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Ⅳ. 총괄 및 고찰

암의 발생빈도는 계속 증가하여 사망에서의 순위는 순환기계

질환과 더불어 수위를 차지하고 있다. 두경부 암으로 분류되는

구강암은전체암의발생빈도에서차지하는비율은남자에서약

4%, 여자에서 약 2% 정도이며 암에 의한 사망 원인 중에서는 남

자에서약 2%, 여자에서약 1% 정도이며대부분이편평세포암종

으로 아직도 원인과 치료가 뚜렷이 제시하지 않고 있는 대표적

질환중이하나이다41).

분자생물학의발달로암의발생을유전자변이로이해하기시

작하여42), 암은 전종양유전자의 비정상적인 활성화나 종양억제

유전자의 비활성화가 일어나 비정상적인 염색체의 구조, 수 및

형태를 나타내고 세포분열을 자극하는 형질전환된 암세포로 변

하여종양이발생되는것으로밝혀지고있다2-4).

종양유전자는현재까지약 30개이상의실체가규명되고있고43),

종양억제유전자는 세포의 성장과 게놈의 변이를 억제시켜 클론

(clone)의 팽창을 저지하는 기능을 갖고 있으며 p53과 망막모세

포종(retiroblastoma : Rb) 억제 유전자등이 대표적 종양억제 유전

자로알려지고있다44).

p53 유전자는 인간의 17번 염색체 짧은 팔에 위치하고 있으며

11개의 exon으로 구성되어 있으며 p53 단백은 분자량 53KD으로

375개의 아미노산을 갖고 있는 인산화 단백이고10), SV 40에 의해

형질전환된 세포에서 T-antigen과 결합된 상태로 1979년 처음으

로 발견되어 종양유전자로 생각되었으나 정상의 p53 유전자가

ras나 adenovirus E1B 같은종양유전자에의해형질전환된섬유모

세포의 성장을 G1 phase에서 멈추게 하고45), 동물이나 인간에서

발생된 여러 암종에서 p53 유전자의 변이의 관찰46) 그리고 p53

유전자가 비활성화 혹은 변이된 상태로 SV 40 T-antigen, aden-

ovirus E1B 및 papillomavirus E6에서유래된종양유발단백질과결

합된 것을 관찰한47) 후 정상의 p53은 종양억제유전자로 알려지

기시작하였다.

체세포의 세포분열에서 특징적인 양상이 반복하여 나타나는

데 이를 세포주기(cell cycle)라 한다. 세포주기는 Howard와 Pelc

의 방법에 따라 G1, S 및 G2 단계를 포함하는 간기(interphase)와

분열기(mitosis)로구분된다. 간기의첫단계인 G1(Gap1)에서는단

백질과 여러 세포구성물질이 합성되기 시작하고 S기에서는

DNA의 합성이 시작되고 완성되면서 G2(Gap2)에서는 세포분열

에 필요한 단백질 합성이 일어나는 짧은 시기이며 이어 M기

(mitosis)로 들어간다. 이 과정을 통해 세포분열이 완성되면 생성

된 두 개의 세포는 다시 다음 간기의 G1기를 시작한다48-50). 이와

같은 각기의 기능은 두 개의 검문소(check point)에 의해 엄격하

고 정확하게 통제되는데 검문소 1(check point 1)은 G1/S사이에

위치하며 시작(start)시점 혹은 제한점(restriction point)라 하고 검

문소 2 (check point 2)는 G2/M 상에위치하며 G1/S에비하여보조

적역할을하고있다51).

세포주기를조절하는유전자군은크게 3가지로구분되는데첫

번째 군은 직접 세포주기를 조절하는 기본 조절유전자군으로서

G1/S기 경계에 관련된 유전자군이고 두번째 군에 속하는 유전자

들은 그 자신이 직접 세포주기에 관여하기 보다는 첫번째에 속

한 유전자의 활성을 변화시키는 유전자이고 마지막으로 세번째

군은 DNA 복제등의 다른 활성에 관여하는 유전자군으로15), p53

유전자는 첫 번째 군에 속하는 유전자로 세포가 변이를 일으킬

수있는물질에폭로되면 cyclin kinase inhibitors인 p21CIP를유도하

여이것이 cyclin dependen kinases (CDKS)와 cyclin이결합된복합

제의기능을억제시켜세포주기중 G1기의진행을방해하여 DNA

회복을 위한 시간을 제공하여 S기로 진입을 억제하여 성장을 정

지키거나, 상태가 너무 심하여 회복의 가치가 없는 세포를 프로

그램에 따라 죽이는 예정사(apoptosis)로 유도하여 종양억제유전

자로서의 역할을 하게 되나52-57), 정상의 p53이 SV 40 large T anti-

gen이나 adenovirus E1B, “high risk”virus인 human papillomavirus

(HPV) type 16, 18의 E6 protein과 같은 viral oncoprotein과 결합하

면 반감기가 증가되어 비활성화되거나 변성이 초래되어 변형된

p53이 마치 viral oncoprotein 같이작용하여 p53의작용을 못하게

하거나47), p53 유전자 변이에 의한 기능상실에 의해 종양이 형성

된다58). p53 종양억제 유전자는 이론적으로 두 개의 대립 유전자

중어느한쪽만정상이라도종양을억제시키는능력을가지므로

유전자의 비활성화는 일종의 이형성 상실(Loss of heterozygosity :

LOH)에기인하나실제로는한쪽의대림유전자에만변이가생겨

도 이것에 의해 변이 단백질이 형성되어 정상단백의 기능을 비

활성화시키는 우성음성조절 능력(Dominant negative activigty)을

변이단백질이가지고있는것으로알려져있다59-61).

p53은 자외선 및 전리방사선등의 DNA 상해요인에 의해 단백

질의 양 및 활성이 증가하는 상해유도 유전자로 DNA의 절단부

위또는 DNA 상해에결합하여성장저해유전자들을활성화시키

는데 활성화되는 성장저해 유전자들로는 세포주기의 억제에 관

여하는 GADD 45, 사이클린의존성인산화효소(cyclin dependent

kinase)인 CdK2와복합체를형성하여 CdK2의활성을억제하여 G1

기에서 S기로 진행을 방해하는 WAF1 그리고 p53의 음성조절자

(negative regulator)인 mdm-2등이 있다15). mdm-2는 murine doulble

minute 2의 약어로 쥐의 정상 cell line인 BALB/C 3T3을 형질전환

(3T3-DM) 시키는데주된역할을하고 double minutes라고불리우

는 중심에서 벗어난 두 개의 염색질체가 1-2 megabase당 3개씩

나타나는데 2번째유전자가 mdm-2라고보고되기시작하였다16).

정상의 p53은 반감기가 짧아 p53이 활성화되면 mdm-2의 전사

가 일어나고 p53의 퇴행이 일어나 mdm-2가 증가되는 자동조절

이이루어진다. 그러나 DNA 손상이야기되면 p53의양이급격히

증가되어 반감기가 늘어나 정상상태에서 잘 조절되던 자동조절

현상은 무너지고 손상받은 DNA의 보수작용이 일어나는 동안

p53은 mdm-2 유전자를 대량으로 전사시켜 mdm-2 단백을 만들

고 이것은 p53의 양을 조절하여 정상적인 자동조절작용

(autotegulatory feed back loop)이 일어나는데62), 이것을 mdm-2의

p53에대한음성조절작용이라한다.

1954년 Salley가 처음으로 햄스터를 대상으로 편평세포 암종을

발생시킨 후32) pyrene 화합물로 조직단백과 강한 결합을 하며 강

력한 발암효과를 유발하는 DMBA를 햄스터 협낭에 도포하는 방

법이구강암발생의모델로이용되고있으며 DMBA는대표적화
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학적암유발물질로알려져있다34).

본 연구에서는 종양유무를 관찰하기 위한 조직학적 표본을 만

들어 종양의 발생과정과 p53 단백과 mdm-2 단백의 발현을 관찰

하기 위한 면역조직 화학적 검사를 시행하였으며 Greer 등37)의

방법으로 파라핀 조직에서 DNA를 추출하여 Saiki 등39)이 소개한

PCR 방법을 이용하여 변이가 많이 일어나는 부위를 유전적으로

변이가잘보존된지역인 exons 5, 6, 7 및 8의크기를각각 132bp,

236bp, 226bp 및 220bp로증폭하여 SSCP 방법으로유전자변이를

검사하였다.  

본 실험의 조직학적 관찰에서 DMBA 도포 6주째 실험군에서

편평상피세포층의 증식과 이형성이 관찰되면서 시간이 경과함

에따라두터워지고 14주에는침윤소견을보이는침윤성암으로

발전된양상을보여비슷한실험방법으로햄스터협낭점막유도

종양과정을보고한 Eisenberg63)와김등64)의결과와유사하였다.

실험군을 대상으로 한 p53 유전자의 exons 5, 6, 7 및 8에서의

변이가 각 1예, 6예, 2예 그리고 1예 모두 10예로 전체 실험대상

36예에 대해 약 28% 비율로 나타나 실험동물을 대상으로 한

Chang 등의 보고38)(8예중 2예로 25%)와 비슷한 수치를 보였지만

인간의 암종을 대상으로 한 여러 보고들1-4)에 비해 낮은 수치를

보였고, exons 6에서 p53 유전자 변이를 보인 10예중 6예로 60%

를 차지하여 exons 6가 변이가 잘 일어나는 hot spot area 임을 시

사하였다.

p53 단백의발현검사는상피의암세포중 10% 이상에서핵내에

서갈색반응을보인것을양성으로판단하여 p53 유전자변이를

보인 10예를포함한 22예서 p53의발현이나타나전체 36예에대

해 약 61%로 나타나 인간에서 발생되는 암종 중 식도암의 63%,

식도암의 77%, 직장암의 67% 간암의 30% 및 방광암의 75%에서

p53 단백의 발현을 보고한 연구들65-69)과 유사하였다. p53 단백의

발현에나타난 22예에서 p53 유전자가정상의 w-p53 유전자라고

는 말할 수 없다. 앞에서 기술하였듯이 본 연구는 p53 유전자가

갖고 있는 11개의 exon 모든 부분을 검사하지 않고 대부분의 변

이가일어나는 exons 5, 6, 7 및 8에서조사하였고, RNA work을하

지않았기때문이다.

mdm-2 단백의 발현은 p53 단백의 발현이 관찰된 22예중 1예,

발현되지 않은 14예중 2예 모두 3예로 전체 36예중 8%의 발현율

을 보여 Chang 등의 보고38)와 유사하였고, mdm-2의 발현은 세포

를 형질시킬 수 있는 종양유도 단백질로 작용되어 인간의 육종

(sarcoma)에서 대부분 증폭되어 나타난다는 보고들17-22)의 신뢰성

을간접적으로입증하고있다.

이상의결과를종합하면 p53 유전자의변이나 p53 단백의발현

이 DMBA 유도 햄스터 협낭 암종의 발생에 관계가 있으나 mdm-

2 단백은 큰 관계가 없으리라 생각되었고 p53 유전자의 RNA

work, mdm-2 유전자의 DNA 및 RNA work 그리고상피조직이 아

닌 결체조직의 구강조직을 대상으로한 더 많은 연구가 뒤 따라

야 구강암에 대한 포괄적이고 체계적인 진단 및 치료에 이용될

수있으리라사료된다.

Ⅴ. 결 론

DMBA로 유도된 햄스터 협낭암종에서 p53 유전자 변이와

mdm-2 발현을조사하여다음의결과를얻었다.

1. 실험군 6주부터상피세포의이형성증식이관찰되었고, 8주에는

상피내암이그리고실험 10주째부터침윤성암이관찰되었다.

2. 실험군의 p53 유전자변이는 36예의실험동물중 10예(28%)에

서 관찰되었고, exons 5, 6, 7 및 8 중 exons 6의 변이가 6예

(60%)로가장빈번한변이를보였다.

3. 실험군에서 p53의 발현은 36예의 실험동물 중 p53의 유전자

변이를보인 10예를포함한 22예(61%)에서관찰되었다.

4. mdm-2의 발현은 36예중 p53의 발현이 관찰된 22예 중 1예

(4.5%), 발현되지 않은 14예 중 2예(14%)를 포함한 3예(8%)에

서관찰되었다.

이상의 결과를 종합하면 p53 유전자 변이나 발현은 DMBA로

유도된협낭암종의발생에 밀접한관계가있으나 mdm-2 단백은

큰관계가없는것으로사료되었다.
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사진부도 설명

Fig.  1. Normal hamster buccal pouch shows stratified squamous epithelium composed of several layers of eqithelial cells (H&E, ×100).

Fig.  2. Squamous cell carcinoma before microdissection shows dysplastic cells in whole thickness of the epithelium (H&E, ×100).

Fig.  3. Normal buccal pouch after microdissection shows completely removed epithelium (H&E, ×100).

Fig.  4. Squamons cell carcinoma after microdissection shows  completely removed carcinoma (H&E, ×100).

Fig.  5. Experimental group of 6 weeks treatment shows carcinoma in situ lesion with hyperkeratosis (H&E, ×100).

Fig.  6. Experimental group of 8 weeks treatment shows carcinoma in situ lesion (H&E, ×100).

Fig.  7. Experimental group of 10 weeks treatment shows invasive squamous cell carcinoma (H&E, ×100).

Fig.  8. Experimental group of 12 weeks treatment shows invasive squamous cell carcinoma (H&E, ×100).

Fig.  9. Experimental group of 14 weeks treatment shows invasive squamous cell carcinoma (H&E, ×100).

Fig. 10. Experimental group of 16 weeks treatment shows invasive squamous cell carcinoma (H&E, ×100).

Fig. 11. Normal epithelium show negative reaction for p53 (Immunostain for p53, ×100).

Fig. 12. The nuclei of the squamous cell carcinoma of experimental group (8 weeks) shows brown positive reaction for p53 (Immunostain for

p53, ×100)

Fig. 13. The nuclei of the squamous cell carcinoma of experimental group (8 weeks) shows brown positive reaction for p53 (Immunostain for

p53, ×100).

Fig. 14. The nuclei of the invasive squamous cell carcinoma of experimental group (10 weeks) shows brown positive reaction for p53

(Immunostain for p53, ×100).

Fig. 15. The nuclei of the invasive squamous cell carcinoma of experimental group (12 weeks) shows brown positive reaction for p53

(Immunostain for p53, ×100).

Fig. 16. The nuclei of the invasive squamous cell carcinoma of experimental group (14 weeks) shows brown positive reaction for p53

(Immunostain for p53, ×100).

Fig. 17. The nuclei of the invasive squamous cell carcinoma of experimental group (16 weeks) shows brown positive reaction for p53

(Immunostain for p53, ×100).

Fig. 18. The normal epithelial cells show negative reaction for mdm-2 (Immunostain for mdm-2, ×100).

Fig. 19. The nuclei of the squamous cell carcinoma of experimental group (6 weeks) show brown positive reaction for mdm-2 (Immunostain

for mdm-2, ×100).

Fig. 20. The nuclei of the invasive squamous cell carcinoma of experimental group (14 weeks) show brown positive reaction for mdm-2

(Immunostain for mdm-2, ×100).

Fig. 21. Agarose gel electrophorosis of PCR products of exons 5, 6, 7 and 8 (1% agarose, ethidium bromide stain)

Fig. 22. In SSCP of exons 5, 6, 7 and 8, each exons shows different mobility shift between tumor and normal tissue (5%  polyacrylamide gel

electrophorosis, silver stain).

Abbreviation :

Exp : experiments

W : weeks

SCC : squamous cell carcinoma

H-E : hematoxylin & eosin

Epith : epithelium

SM : size marker  

E5 : exons 5  

E6 : exons 6  

E7 : exons 7  

E8 : exons 8

bp : base pair

N : normal tissue

T : tumor tissue



DMBA로 유도된 햄스터 협낭암종에서 p53 유전자 변이와 mdm-2 단백의 발현에 관한 연구

381

사진 부도 1

1 2

3 4



대구외지: Vol. 27, No. 5, 2001

382

사진 부도 2

5 6

7 8

9 10



DMBA로 유도된 햄스터 협낭암종에서 p53 유전자 변이와 mdm-2 단백의 발현에 관한 연구

383

사진 부도 3

11 12

13 14

15

17

16



대구외지: Vol. 27, No. 5, 2001

384

사진 부도 4

18

20

19

21 22


