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Background : The aberrant promoter hypermethylation of p16INK4a, as a tumor suppressor gene, is contributory factor 

to non-small cell lung cancer(NSCLC). However, its potential diagnostic impact of lung cancer is unclear. This study 

measured the level of p16
INK4a promoter hypermethylation in the sputum and blood, and compared this with the level 

measured in the tissue obtained from NSCLC and pulmonary inflammation.

Methods : Of the patients who visited the Our Lady of Mercy Hospital in Incheon, Korea for an evaluation of a lung 

mass and underwent blood, sputum, and tissue tests, 23patients (18 NSCLC, 5 pulmonary inflammation) were enrolled 

in this study. DNA was extracted from each sample and the level of p16
INK4amethylation was determined using 

methylation-specific polymerase chain reaction.

Results : p16
INK4a methylation of the blood was observed in 88.9% (16 of 18) and 20.0% (1 of 5) of NSCLC and from 

pulmonary inflammation samples, respectively (P=0.008). Methylation of the sputum was observed in 83.3% (10 of 12) 

80.0% (4 of 5) of NSCLC and pulmonary inflammation samples, respectively (P=1.00). Among the 8 NSCLC tissue 

samples, methylation changes were detected in 75.0% of samples (6 cases). Four out of seven tissue samples (57.1%) 

showed concordance, being methylated in both the blood and sputum.

Conclusions : There was a higher level of p16
INK4a

 methylation of the blood from NSCLC patients than from pulmonary 

inflammation. The tissue showed a high concordance with the blood in the NSCLC samples. These findings suggest that 

p16
INK4a promoter hypermethylation of the blood can used to discriminate between NSCLC and pulmonary inflammation.

(Tuberc Respir Dis 2006; 60: 160-171)
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서   론

 폐암은 미국에서 암 사망률 1위를 차지하고 있고1 

국내에서도 2000년도부터 암 사망률 1위가 된 질환으

로
2
 최근에 발생빈도가 급격히 증가하고 있다. 폐암은 

이미 진행된 병기에서 진단되는 경우가 많고
3
 약 80%

를 차지하는 비소세포폐암인 경우에 I 병기에 발견하

여 수술하면 70% 이상의 5년 생존율을 보이기 때문

에
4
 폐암을 조기에 발견하려는 연구들이 있었다

5-9
. 하

지만 흉부단순촬영과 가래 세포검사를 이용한 폐암 

진단 방법으로는 사망률을 줄이지 못한다는 결론을 

얻어
10-13
 폐암의 경우에는 선별검사(mass screening 

test)가 사망률의 감소에 효과가 없는 것으로 받아들

여져 왔다.

폐암의 조기 진단에 가래 세포검사는 도움이 되지 

못하지만 폐암에서 여러 종류의 유전자에 돌연변이

나 promoter methylation이 유전자 발현을 억제하고 

종양형성에 관여한다고 알려지면서
14 
조직을 비롯하

여 가래나 혈청으로 분자생물학을 이용하여 폐암을 

조기에 발견하려는 연구들이 진행 중에 있다. 특정 유

전자의 DNA 순서에는 아무런 변화가 없으나 pro-
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moter region에 있는 CpG islands의 메틸화에 의하여 

전사과정이 일어나지 않는 epigenetic mechanism을 

나타내는 유전자로는 p16
INK4a
 종양억제유전자가 잘 

알려져 있다
15
. p16

INK4a
는 9p21 염색체에 위치하며 

promoter region에 비정상적인 메틸화가 발생하여 폐

암을 비롯하여 식도암, 위암, 대장암, 췌장암, 방광암, 

난소암 및 유방암 등을 유발하며
16,17
 비소세포폐암 세

포주의 30~70% 이상에서 불활성화를 보인다
14,18,19

. 

p16
INK4a
는 정상적으로 활성화되면 세포 주기를 진행

하지 못하게 하지만 기능이 소실되면 세포 증식과 종

양발생을 초래하게 된다
14
. 이러한 기전을 기초로 하

여 폐암을 조기에 진단하고자 폐암 환자의 조직, 가

래, 기관지폐포세척액 및 혈청에서 p16
INK4a
의 과메틸

화를 규명하고자 하였으나 다양한 결과를 보이고 있

어서
20-27
 아직까지 폐암 진단 방법으로서의 유용성에 

대해서는 논란이 많은 실정이다.

이에 저자들은 폐종양이 의심되어 내원한 비소세

포폐암과 염증성 폐질환 환자를 대상으로 가래와 혈

액 및 조직에서 p16
INK4a
 메틸화의 발현 정도와 발현 

일치 정도를 알아보고자 하였다.

방   법

1. 대상 환자

 2004년 5월부터 2004년 12월까지 가톨릭대학교 

성모자애병원에 폐종양을 주소로 내원한 환자를 등

록하였고 조직학적으로 비소세포폐암과 염증성 폐질

환으로 확진된 환자를 최종 분석하였다. 내원 전에 타 

장기의 암을 진단받은 경우나 항암요법 및 방사선요

법을 시행 받은 환자는 제외시켰다. 모든 환자에게 기

관지내시경을 설명한 후 동의서를 작성하도록 하고 

시행 가능한 환자만을 포함시켰다. 흡연력은 내원 당

시 문진을 기준으로 하였으며 흡연가 중에서 1년 이

상 금연한 경우를 과거 흡연가(ex-smoker)로 분류하

였고 여기에 해당되지 않는 경우는 현재 흡연가

(current smoker)로 분류하였다. 폐암 환자의 조직학

적 분류는 1999년에 개정된 세계보건기구(WHO) 분

류에 따르고 병기는 1997년에 개정된 AJCC-UICC 

(American Joint Committee on Cancer and Union 

Internationale Contre le Cancer)에 따라 분류하였다
28
.

2. 표본 채취 및 기관지내시경

각 환자에서 10 mL의 혈액을 정맥에서 채취하여 

헤파린 150 U가 담긴 튜브에 5 mL씩 담아 잘 혼합하

였다. 혼합된 5 mL를 다시 histopaque 5 mL가 담긴 

튜브에 옮겨 담은 후 상온에서 15 분간 2200 rpm 

(IECCentra-8R, Thermo-Tec, USA)으로 원심분리

를 하여 백혈구연층(buffy coat)만을 취하여 eppe-

ndorf tube에 담았다. PBS (phosphate buffered sa-

line) 용액을 첨가하여 6 분간 7000 rpm (Centrifuge 

5415C, Eppendorf, USA)으로 원심분리를 한 후 위층

은 버리고 세포 침전물(pellet)만 취하였다.

가래는 3% 생리식염수를 이용한 분무기를 20분간 

시행한 후 얻었다. 채취한 가래는 바로 70% 에탄올에 

수집하여 포르말린을 사용한 후 파라핀 처리를 하고 

10 μm 두께로 절편한 후 H & E (hematoxylin & 

eosin) 염색을 시행한 후 세포검사를 통하여 비정형

세포와 악성세포를 확인하였다.

 모든 환자를 대상으로 기관지내시경(Olympus 

Optical Co, Japan)을 시행하였고 확진 되지 않은 환

자는 경피세침흡인생검술(percutaneous needle aspi-

ration biopsy)이나 개흉 폐생검을 시행하였다. 검사

에서 얻은 조직은 포르말린 용액에 넣은 후 파라핀 

처리를 하고 10 μm 두께로 절편한 후 H & E 염색을 

시행하여 조직 분류를 하였다.

3. DNA 분리 및 정량

혈액으로부터 genomic DNA 분리는 Kunkel 등의 

방식에 준하여 시행하였다
29
. 세포 침전물에 prot-

einase K를 첨가한 뒤 50℃에서 16시간 반응시킨 후 

100℃에서 10분간 가열 처리하여 proteinase K의 활

성을 제거하고 750 μl phenol/chloroform을 첨가하였

다. 12,000 rpm으로 10분간 원심분리를 한 후 650 μl

를 취하여 650 μl chloroform/isoamyl alcohol 을 첨가

하고 12,000 rpm으로 10분간 원심분리를 하였다. 원
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심분리를 마치고 500 μl 를 취한 후 100% 에탄올 1 

mL와 3M sodium acetate 100 μl를 섞은 후 -70℃에

서 30분간 보관하였다가 12,000 rpm으로 10분간 원심

분리를 한 후 상층액을 버리고 DNA 침전물을 건조

시킨 후 사용하였다.

파라핀 처리가 된 폐암조직과 가래는 10 μm 두께

로 절편하고 절편 3~5매에 1 mL의 xylene을 첨가하

여 상온에서 10분간 반응시킨 후 PBS로 세척하여 조

직 침전물을 얻었다. 조직 침전물에 proteinase K를 

첨가하는 과정부터는 혈액 DNA 분리 과정과 동일하

게 시행한 후 ND-1000® spectrophotometer (Nan-

oDrop, USA)로 DNA 농도를 측정하였다.

4. Bisulfite Modification

추출한 DNA 2 μg을 멸균 증류수 42 μl와 3M 

NaOH 5 μl를 혼합한 후 50℃에서 20 분간 반응시키

고 10 mM hydroquinone (Sigma, USA) 30 μl와 3M 

sodium bisulfite (Sigma, USA) 520 μl를 첨가하여 5

0℃에서 16시간 동안 반응시켰다. Wizard® Genomic 

DNA Purification System (Promega, USA)을 이용

하여 DNA를 정제한 후 80% isopropanol 3 mL로 세

척하였고 1분간 원심분리를 이용하여 isopropanol을 

제거한 후 80℃ 멸균 증류수 45 μl를 첨가하여 1분간 

원심분리를 하여 세척하였다. 3M NaOH 10 μl를 첨

가한 후 상온에서 10분간 반응시키고 7.5M amm-

onium acetate 100 μl와 혼합하여 상온에서 5분간 반

응시킨 후 100% 에탄올 500 μl를 첨가하여 -70℃에

서 1시간 동안 반응시켰다. 4℃에서 13,000 rpm으로 

30분간 원심분리를 시행한 후 상층액은 비우고 DNA 

침전물을 얻었으며 멸균 증류수 20 μl에 용해하여 중

합효소연쇄반응을 위한 주형 DNA로 이용하였다.

5. Methylation-specific polymerase chain rea-

ction

 

Herman 등의 메틸화 특이성 중합효소연쇄반응법

(methylation-specific polymerase chain reaction)에 

준하여 실시하였고30 1단계와 2 단계로 나누어 시행

하였다. 1 단계 중합효소연쇄반응의 p16
INK4a
 메틸화 

특이성 길잡이(primer)는 forward 5’-GAGGGGTT-

GGTTGGTTATTAG-3’, reverse 5’-AAACCCTC-

TACCCACCTAAATC-3’을 사용하였고 용액의 조

성은 총 10 μl로서 10×PCR buffer 1 μl, 0.05 mM 

dNTP (TaKaRa, Japan) 0.2 μl, 0.4 pmol/μl forward 

primer (Bioneer, Korea) 0.2 μl, 0.4 pmol/μl reverse 

primer 0.2 μl, TaKaRa Ex Taq™ (TaKaRa, Japan) 

0.15 μl, 멸균 증류수 6.75 μl, modified DNA 1.5 μl를 

사용하였다. 중합효소연쇄반응은 GeneAmp® PCR 

System 9700 (Applied Biosystems, USA)을 이용하

여 95℃에서 5분간 반응시킨 후 변성 반응은 95℃에

서 45초, 결합 반응은 58℃에서 45초, 연장 반응은 7

2℃에서 50초씩 반복적으로 35 회전을 시행한 후 7

2℃에서 10분간 더 반응시키고 4℃에서 종결하였다. 

중합효소연쇄반응 산물은 다음 단계를 위한 주형 

DNA로 이용하였다. 2 단계 중합효소연쇄반응의 길

잡이는 비메틸화 반응의 경우 forward 5’-TTAT-

TAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3’, reverse 5’-C-

AACCCCAAACCACAACCATAA-3’을 사용하였고, 

메틸화의 경우 forward 5’-TTATTAGAGGGTG-

GGGCGGATCGC-3’, reverse 5’-GACCCCGAAC-

CGCGACCGTAA-3’을 사용하였다. 용액의 조성은 

멸균 증류수 7.25 μl, 1 단계 중합효소연쇄반응 산물 

1 μl를 주형 DNA로 사용하고 나머지 조성은 1 단계

와 같게 하여 총 10 μl 로 하였다. 중합효소연쇄반응

은 94℃에서 5분간 반응시킨 후 변성 반응은 94℃에

서 45초, 결합 반응은 65℃에서 45초, 연장 반응은 7

2℃에서 50초씩 반복적으로 42 회전을 시행한 후 7

2℃에서 10분간 더 반응시키고 4℃에서 종결하였고 

전기영동 전까지 -20℃에서 보관하였다.

이전의 폐암 조직에서 발굴되었던 DNA를 양성 대

조군으로 사용하였고 음성 대조군으로는 멸균 증류

수를 사용하였다. 중합효소연쇄반응의 최종 산물 10 

μl를 8% polyacrylamide gel (Sigma, USA)에 200 

volt로 1시간 동안 전기영동을 하고 ethidium bro-

mide로 염색을 한 후 151 염기 쌍의 비메틸화된 

DNA분절과 150 염기 쌍의 메틸화된 DNA 분절을 자

외선 조명기에서 확인하였다.
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Characteristic NSCLC† Pulmonary inflammation P value

No. of cases 18 5

Age (yr) 68±8 65±10 0.549

Sex (no. of cases)

 Male 16 4
0.539

 Female 2 1

Smoking history

 Pack-years 39±25 24±25 0.329

 Current (no. of cases) 12 1

 Former 4 2

  Years since quitting 10±13 10±13

 Never 2 2 4

*Plus-minus values are mean±SD.

†NSCLC: non-small cell lung cancer

Table 1. Clinical characteristics of patients*

Sample (no. of cases) NSCLC Pulmonary inflmmation P value

Blood 16/18 (88.9%) 1/5 (20.0%) 0.008

Sputum 10/12 (83.3%) 4/5 (80.0%) 1.00

Tissue 6/8 (75.0%) ‐ ‐

*NSCLC: non‐small cell lung cancer

Table 2. p16INK4a
 hypermethylation in NSCLC* and pulmonary inflammation

6. Carcinoembryonic antigen (CEA) 측정

혈청 CEA는 chemiluminescent immunoassay kits

와 Immulite 2000 immunoassay system (DPC, U-

SA)을 이용하여(정상 범위 ≤5 ng/mL) 내원시 측정

하였고 수치는 ≤5 ng/mL, >5 ng/mL로 각각 구분하

였다.

7. 통계 방법

통계적 분석은 SPSS 10.0 (SPSS Inc, USA)을 사

용하였다. 폐암 그룹과 염증성 폐질환 그룹의 연령 및 

흡연력 및 혈청 CEA의 차이는 Mann-Whitney U 

test를 시행하였다. 두 그룹간의 성별, 가래 세포검사, 

혈액 및 가래의 메틸화 특이성 중합효소연쇄반응의 

차이와 혈청 CEA 구분에 따른 폐암과의 연관성을 알

아보기 위하여 Fisher’s exact test를 시행하였다. 폐

암 그룹의 병기에 따른 상관관계는 Spearman’s rho 

correlation analysis를 시행하였다. P 값이 0.05 미만

인 경우를 통계적 유의성이 있는 것으로 하였다.

결   과

   

1. 대상 환자의 특성

총 30명이 등록되었으나 2명은 소세포폐암이었고 

3명은 검사 과정 중 이탈하였으며 2명은 가래와 혈액 

채취에 실패하여 최종 23명을 분석하였다. 폐암 그룹

과 염증성 폐질환 그룹간의 연령(P=0.549), 성비

(P=0.539) 및 흡연력(P=0.329)의 차이는 없었다(Ta-

ble 1). 폐암 그룹에서 조직학적으로 편평상피세포암

(11명)이 가장 많았고 병기로는 IV 기(8명)가 가장 많

았다. 염증성 폐질환은 폐렴이 3명이었고 결핵이 2명

이었다.

2. p16INK4a
 메틸화의 발현 정도

비메틸화와 메틸화 DNA분절이 모두 나타나지 않

은 표본은 분석 대상에서 제외하였는데 혈액은 23명 

모두 분석하였고 가래는 폐암 그룹 중 6명이 제외되

었다. 조직에서는 폐암 그룹 18 명 중 10명이 부적합
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A.       NSCLC
          M  1     2      3        4          5

              

B.       Pulmonary inflammation

 M    1     2       3        4          5

        

151 bp

150 bp

Unmethylated

Methylated

Unmethylated
150 bp

151 bp
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Figure 1. Analysis of p16INK4a promoter hypermethylation in blood from NSCLC and pulmonary 
inflammation. Bisulfite modified DNA was amplified by primers specific to unmethylated or methylated 
alleles of p16INK4a. The prescence of visible PCR product in each lanes marked unmethylated or 
methylated.

하였고 염증성 폐질환 그룹은 5명 모두 부적합하여 

폐암 그룹 8명만 분석하였다(Table 2).

혈액에서는 폐암 그룹(88.9%)이 염증성 폐질환 그

룹(20.0%)보다 발현이 증가하였으며(sensitivity 88.-

9%, specificity 80.0%, P=0.008)(Fig. 1) 가래에서는 

폐암 그룹(83.3%)과 염증성 폐질환 그룹(80.0%)의 발

현 차이는 없었다(sensitivity 83.3%, specificity 20.0 

%, P=1.00)(Fig. 2). 조직은 폐암 그룹만 분석하였는

데 8명 중 6명(75.0%)이 메틸화가 나타났다(Fig. 3). 

혈액, 가래 및 조직에서 p16INK4a 메틸화의 발현 일

치율은 조직을 분석한 8명 중 가래 검사가 부적합한 

1명을 제외한 7명 중 4명이 일치한 57.1%를 보였다

(Table 3). 조직과 혈액은 8명 중 6명이 일치하였고

(75.0%) 조직과 가래는 7명 중 5명이 일치하였다(71.4%).

3. 가래 세포검사

비정형세포와 악성세포를 포함하여 총 23 명 중 폐

암 그룹에서만 3명이 양성이었고(sensitivity 16.7%, 

specificity 100%) 폐암 그룹과 염증성 폐질환 그룹간

의 통계적 차이는 없었다(P=1.00).

4. 비소세포폐암 병기에 따른 혈청 CEA 상승

혈청 CEA의 평균 수치는 비소세포폐암 그룹이 염

증성 폐질환 그룹보다 높았으나 통계적 유의성은 없

었다(P=0.101). 비소세포폐암 그룹의 병기가 높을수

록 혈청 CEA는 상승하였으나(r=0.493, P=0.037), 혈

청 CEA 구분에 따른 비소세포폐암 그룹과 염증성 페
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A.              NSCLC

 M       1           2    3       4           5

      

B. Pulmonary inflammation
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Figure 2. Analysis of p16INK4a promoter hypermethylation in sputum from NSCLC and pulmonary 
inflammation.

      M     1     2   3  4 5        6         7        8

 151 bp

150 bp
Unmethylated

Methylated

Figure 3. Analysis of p16INK4a promoter hypermethylation in tissue from NSCLC. Methylation was 
observed in six of eight cases.
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Methylation status† No. of cases %

T+

 B+S+ 4 57.1

 B+S‐ 1 14.3

T‐

 B+S+ 1 14.3

 B+S‐ 1 14.3

Total 7 100

*NSCLC: non‐small cell lung cancer

†T: tissue, B: blood, S: sputum
‡One case of total 8 tissue was excluded, since the one’s sputum DNA could not be acquired.

Table 3. Combined p16INK4a hypermethylation in blood, sputum, and tissue from NSCLC*

질환 그룹의 차이는 없었다(P=0.611)

고   찰

저자들은 본 연구에서 혈액에서 p16INK4a 메틸화의 

발현이 비소세포폐암 그룹에서 현저히 증가하는 것

을 확인할 수 있었지만 가래에서는 염증성 폐질환 그

룹과의 발현 차이를 발견할 수 없었다. 조직은 염증성 

폐질환 그룹의 중합효소연쇄반응 산물을 얻지 못해

서 비소세포폐암 그룹과 비교할 수 없었지만 비소세

포폐암 환자의 조직에서 p16INK4a 과메틸화가 일어나

는 것을 확인할 수 있었다.

폐암은 조직학적으로 정상 기관지 상피세포가 hy-

perplasia, metaplasia, dysplasia, carcinoma in situ의 

변화를 거쳐서 암으로 발생하면서31 점진적으로 많은 

대립유전자들의 소실이 증가하는 것으로 잘 알려져 

있다32. 9p21 염색체에 위치하는 p16INK4a 종양억제유

전자는 비소세포폐암에서 10~40%에서 결손이나 점 

돌연변이가 발생하지만 10~40%에서 promoter region

에 비정상적인 메틸화가 발생하여 폐암 초기에 관여

하는 것으로 알려져 있다14. p16INK4a 유전자 활성화는 

CDK4를 억제하고 RB 유전자의 인산화를 막아서 세

포주기를 G1기에서 S기로 진행하지 못하게 하는 역

할을 한다. 하지만 p16INK4a 유전자 기능 소실로 

CDK4가 cyclin D1에 결합하게 하고 Rb 단백질을 

RB 유전자를 인산화하여 전사 인자인 E2F를 증가시

켜서 G1기에서 S기로의 세포증식을 초래하게 되며14 

종양 발생이나 폐암의 임상 경과에도 영향을 주는 것

으로 알려져 있다33,34.

DNA 메틸화는 DNA methyltransferase에 의해 

cytosine 고리의 5번째 탄소에 methyl기가 추가되어 

유전자 발현을 억제하거나 thymine으로 변이가 일어

날 수 있다35. 원핵생물에서는 유전자에 메틸화가 발

생하지 않고 세균이나 하등 진핵세포생물은 adenine

과 cytosine에서 메틸화가 발생한다36. 고등 진핵세포

생물은 cytosine에서만 메틸화가 발생하는데 인간을 

포함한 척추동물은 CpG dinucleotide 부위에서 70~8-

0% 정도 cytosine에서 메틸화가 발생한다36,37. 종양억

제유전자를 포함한 많은 유전자의 promoter 부위에 

있는 수백에서 수천 염기 쌍이 반복되는 CpG를 CpG 

islands라고 하는데38 인간의 모든 유전자의 절반을 

차지하며 정상적으로는 메틸화가 발생하지 않는다16.

정상적인 세포 기능으로서 DNA메틸화의 역할은 

여성의 X 염색체 불활성화, 유전자 각인 등이 있으며
39-41 척추동물에서는 전위유전단위(transposon)나 바

이러스 유전체로 인해 손상받은 DNA에 메틸화가 일

어나서 발현을 억제시키는 숙주 방어기전의 역할을 

한다35,42. 마우스를 대상으로 한 실험에서 착상 전의 

원시종자세포(primordial germ cell)와 주머니배(bla-

stocyst)에서는 메틸화가 일어나지 않지만 착상 후에 

분화가 시작된 배아나 줄기세포에서는 DNA메틸화

가 전반적으로 발생하고 조직 특이성 유전자는 탈메

틸화가 발생하였다43-45. 이러한 배아 시기에 자연적으

로 발생하는 DNA 메틸화는 세포 발달과 생존에 필

수적인 역할을 하며46 체세포 분화에 중요한 역할을 

한다47.

현재까지 DNA 메틸화로 인한 암 발생 기전에는 

cytosine이 thymine으로 점 돌연변이의 발생, 전반적

인 탈메틸화로 인한 원발암유전자(proto-oncogene)

의 활성화, 종양억제유전자의 메틸화로 인한 불활성
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화, DNA 메틸화로 인한 염색체 불안정의 4 가지 가

설이 있다
35
. 이 중에서 종양억제유전자의 불활성화의 

기전으로 promoter의 비정상적인 메틸화에 의한 전

사 억제를 중요하게 생각하는데 이러한 promoter의 

비정상적인 메틸화를 유발시키는 인자는 흡연, 고령, 

감염 등이 거론되고 있다.

담배에는 NNK(4-methylnitrosamoni-1-(3-pyrid-

yl)-1-butanone), polyaromatic hydrocarbons, 크롬, 

카드뮴 및 니켈 등의 발암 물질이 있는데 이러한 물

질이 비소세포폐암 조직, 비소세포폐암 세포주 및 마

우스의 비소세포폐암 조직에서 p16
INK4a
 메틸화를 유

발하는 것으로 알려져 있다
21,48,49

. NNK로 유발된 마

우스의 폐암 모델에서는 사람의 폐암 발생과 유사한 

경로를 거치는데 p16
INK4a
 메틸화의 빈도는 basal cell 

hyperplasia (17%), squamous metaplasia (24%), 

carcinoma in situ (50%), adenocarcinoma (94%)로 

진행 단계에 따라 상승하는 소견을 보여 p16
INK4a
 메

틸화는 비소세포폐암의 발생 초기부터 중요한 역할

을 할 것으로 알려지고 있다
21
. 또한 흡연은 기관지 상

피세포의 p16
INK4
 promoter 메틸화를 유발하고 금연 

후에도 메틸화는 지속되는 것으로 알려져 있다
26
. 따

라서 저자들의 연구에서 두 그룹 모두 심한 흡연가 

이었기 때문에 가래에서 p16
INK4
 메틸화의 차이가 없

었을 것으로 생각한다.

5-methylcytosine은 결핵균(M. tuberculosis)에서 

가장 먼저 발견되었는데
50,51
 guanine과 cytosine이 결

핵균 DNA의 60~70%를 차지하며 독성을 나타내는 

H37Rv 균주가 비병원성의 H37Ra 균주보다 6-meth-

yladenine은 차이가 없지만 5-methylcytosine 비율이 

높은 것으로 알려져 있다
52,53
. 저자들의 결핵 환자 2명

의 가래에서 메틸화가 발생하였는데 1명은 30갑년의 

흡연력의 영향으로 생각할 수 있으나 흡연력이 없는 

1명은 메틸화가 발생하는 결핵균 DNA의 오염으로 

인한 가능성을 생각할 수 있다.

흡연력이 없는 67세의 폐렴 환자 1명의 가래에서 

메틸화가 발생하였는데 저자들의 대상처럼 60세 이

상에서는 폐암을 비롯한 대부분의 장기에 암 발생이 

급격히 증가하는 것으로 알려져 있고54 연령이 증가

할수록 정상조직 및 대장 세포의 promoter region에 

메틸화가 증가하는 것으로 보아
55,56
 고령과 p16

INK4
 

promoter 메틸화의 관계를 생각할 수 있겠다.

저자들의 연구에서 두 그룹간의 혈액에서 p16
INK4
 

메틸화의 분명한 차이를 보이고 있고 비소세포폐암 

그룹에서는 혈액과 조직의 높은 메틸화 발현의 일치

를 보이고 있었는데 혈액에서 추출된 DNA가 폐암 

조직에서 흘러 나온 DNA의 가능성은 떨어질 것으로 

생각한다. 이러한 차이를 보이는 가능한 이유로는 흡

연력의 차이가 없는 고 위험군에서 비소세포폐암이 

발생한 그룹은 염증성 폐질환 그룹보다 메틸화를 유

발시키는 인자에 대한 혈액내의 백혈구 세포의 

p16
INK4
 메틸화 발현에 대한 감수성의 차이를 생각해 

볼 수 있겠다.

타 저자들은 메틸화 특이성 중합효소연쇄반응법에 

1~2 μg의 genomic DNA를 사용하였는데 저자들의 

경우에는 가래와 조직의 DNA양은 평균 1.68 μg과 

1.61 μg이었으나 1 μg이 되지 않은 대상이 7명과 8명

으로 부적합 대상이 많아 중합효소연쇄반응 산물을 

얻지 못함으로써 분석에 제외된 대상이 많았다고 생

각한다. 또한 폐암 조직의 경우에는 정상 세포의 혼합

으로 인하여 상대적으로 암세포 DNA양이 적었을 가

능성을 배제할 수 없겠다. 혈액의 경우에는 불충분한 

sodium bisulfite 처리시 cytosine이 uracil로 바뀌지 

않아서 위양성이 나올 수 있었음을 유의해야겠다
30
.

결과에서 언급하지 않았지만 등록에서 제외된 2명

의 소세포폐암 환자는 가래와 혈액에서 모두 p16
INK4
 

메틸화를 보였고 조직에서는 1명에서 메틸화를 보였

는데 소세포폐암에서는 RB 유전자는 90%가 변이를 

나타내지만 p16
INK4
는 메틸화가 잘 일어나지 않는 것

으로 알려져 있다
17
. 저자들의 상반된 결과의 이유로 

1명은 50갑년의 흡연력이 있고 1명은 78세의 고령의 

위험 인자 때문이라고 생각한다.

저자들의 가래 세포검사는 폐암에 대한 낮은 민감

도를 보여서 가래 세포검사는 폐암의 조기 발견에 도

움이 되지 않는다는 이전의 결과와 
57,58
 일치하는 소

견을 보였다. 또한 혈청 CEA구분으로는 두 그룹의 

차이를 보이지 않아 폐암과 염증성 폐질환과의 감별

에는 도움이 되지 않으나 폐암 그룹에서는 병기의 진

행에 따라 상승하는 소견을 보여 진행된 폐암의 진단
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에는 도움을 줄 것으로 생각한다. 

본 실험의 한계점으로는 대상자 수가 적어서 결과 

분석에 편중된 영향을 미칠 수 있었기에 향후 대상자 

수를 늘려서 분석하는 것이 필요하다고 생각한다. 

결론적으로 비소세포폐암 그룹과 염증성 폐질환 

그룹에서 가래, 혈액 및 조직에서 p16
INK4
 메틸화의 

발현 정도와 일치 정도를 알아보았는데 비소세포폐

암 그룹의 혈액에서 p16
INK4
 메틸화가 증가하였고 조

직과의 일치율도 높았다. 따라서 폐암이 의심되는 고 

위험 인자가 있는 환자에서 혈액의p16
INK4
 과메틸화

는 비소세포폐암과 염증성 폐질환을 감별하는데 유

용하게 사용될 수 있을 것으로 생각하며 향후 p16
INK4
 

과메틸화와 비소세포폐암의 직접적인 관련 여부를 

규명하는 것이 필요하다고 생각한다.

요   약

연구배경 :

종양억제유전자인 p16
INK4
는 promoter region의 과

메틸화로 인해 비소세포폐암의 발생에 관여하는 것

으로 잘 알려져 있지만 폐암의 진단 방법으로 사용할 

수 있는지는 아직까지 명확하지 않다. 이에 저자들은 

비소세포폐암과 염증성 폐질환 환자의 가래와 혈액 

및 조직에서 p16
INK4
 메틸화의 발현 정도와 발현 일치 

정도를 알아보고자 하였다.

방  법 :

폐종양을 주소로 내원하여 혈액, 가래 및 조직 검

사를 시행한 후 최종적으로 비소세포폐암(18명)과 염

증성 폐질환(5명) 진단을 받은 23명을 대상으로 하였

다. 각 표본에서 DNA를 추출한 후 메틸화 특이성 중

합효소연쇄반응법을 이용하여 p16
INK4
 promoter reg-

ion의 메틸화 양상을 비교 분석하였다.

결  과 :

혈액에서는 비소세포폐암 그룹(88.9%, 18명중 16

명)이 염증성 폐질환 그룹(20.0%, 5명중 1명)보다 

p16
INK4
 메틸화 발현이 증가하였으며(P=0.008), 가래

에서는 비소세포폐암 그룹(12명중 10명)과 염증성 폐

질환 그룹(5명중 4명)의 발현 차이는 없었다(P=1.00). 

조직은 비소세포폐암 그룹에서 8명중 6명(75.0%)이 

p16
INK4
 메틸화가 나타났다. 혈액, 가래 및 조직에서 

p16
INK4
 메틸화의 발현 일치율은 7명 중 4명이 일치한 

57.1%를 보였다.

결  론 :

비소세포폐암 그룹에서 염증성 폐질환 그룹보다 

혈액의 p16
INK4
 메틸화가 증가하였고 조직과의 일치

율도 높았다. 따라서 폐암이 의심되는 고 위험 인자가 

있는 환자에서 혈액의p16
INK4
 과메틸화는 비소세포폐

암과 염증성 폐질환을 감별하는데 유용하게 사용될 

수 있을 것으로 생각한다.
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