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Ⅰ. 서 론

구강편평세포암(구강암)의발생과정에대한광범위한연구

와치료방법의개선에도불구하고, 5년생존율은약 53%에불

과하며이수치는 25년째큰차이가없다. 구강암의특징은주

위 조직에 침습적이며 빈발하는 경부 임파절 전이로, 결과적

으로국소적재발과원격장기의전이를일으킨다1). 그러므로

국소적재발을감소시키거나억제하는치료술식은구강암의

처치효율의제고와생존율향상에큰도움이될수있다. 

종양세포의침습과전이는세포의구조변화를매개하는단

백질분자에의해세포와세포사이또는세포와기질과의부

착이조절됨으로써세포의탈락과부착이반복되는복잡한단

계를거쳐일어난다. 종양조직에서의세포부착분자의감소

는종양세포의탈분화를유발하고, 세포부착과극성배열의

소실로 세포와 세포간, 세포와 기저막간의 부착의 상실로 침

습성을 갖게 되므로 종양에서 세포 부착 분자의 소실은 침윤

과전이에중요한역할을하는것으로알려져있다2).

E-cadherin(E-cad)은 주로 상피 세포에서 발현되는 세포 부착

단백질로 침습과 종양 억제 유전자의 하나로 인식하고 있다.

E-cad의 발현 감소는 구강암을 포함한 상피성 악성 종양에서

세포접착성의감소와악성도의증가와관련되어있다3). 따라

서 E-cad의 down-regulation은 구강암을 비롯한 여러 암종에서

재발과생존률이관련된매우의미있는예후인자이다. 본연

구진의 최근 연구에 의하면 E-cadherin의 표현 감소가 임파절

전이와재발양상에유의한의미를갖는다고밝혀진바있다4).

어떤유전자의발현(expression)은유전자적변화(genetic varia-

tion)보다 가역적인 후생학적 유전자 변화(epigenetic change)에

의해불활성화될수있다5). 특히종양억제유전자의프로모터

메틸화 이상(aberrant promoter methylation)에 의한 후생학적 유
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전자변화는인체여러암의발병과진행에중요한역할을한

다6,7). 구강암의경우에도 p16INK4A와 p15INK4B 등소수의종

양억제유전자의프로모터메틸화이상에대한연구가보고되

고있다8). 이에따라구강암의발생과진행에핵심적인역할을

하는 E-cad 유전자의 변화를 검사함으로써 더 정확하게 구강

암을진단하고치료하려는시도가이루어지고있다9-11). 

본연구는국내에서의연구가현재까지제한적으로행해진

E-cad 유전자의프로모터부위에서의메틸화정도및단백발

현양상을파라핀포매조직과해당조직에서얻어진 genomic

DNA를 이용하여 methylation-specific polymerase chain

reaction(MSP)과 면역 조직화학적 염색을 시행하고, 이 결과를

구강암의임상적지표와관련하여분석함으로서구강암의진

단과치료후추적조사의정확도를높일수있는새로운분자

생물학적진단법을수립하려고시행하였다.

Ⅱ. 연구 재료 및 방법

1. 연구 재료

1996년부터 2005년까지가톨릭대학교성가병원에서구강편

평세포암으로진단받은 20명의환자를대상으로하였다. 환자

의분포는 12명의남자(60%)와 8명의여자(40%)로평균연령은

60.3세(범위 30-73세)이었다. 조직 검사 또는 외과적 절제술을

시행받은후원발성부위의조직을통상적인방법으로포르말

린으로 고정하고, 파라핀으로 포매된 절편을 이용하였다. 임

상자료와추적자료로써나이, 성별, 흡연, 음주습관, 종양의

원발부위, 종양의조직병리학적분화도(WHO에따른분류)와

UICC의분류에따른임상적, 병리학적TNM 병기등을조사하

였다. 

2. 조직에서 DNA 미세 분리(microdissection)

먼저 파라핀 포매 조직에서 4 μm두께의 절편을 얻어 H &E

염색하여종양세포군을확인후, 10 μm 두께의절편을확보하

여현미경하에서관찰하면서미세박리하여표적세포를절취

하였다. 각 절편으로부터 얻은 구강암 세포조직은 마이크로

튜브에서 xylene으로 2차례 처리하여 파라핀을 제거하였고,

xylene은에탄올을이용하여제거한후QIAamp tissue kit(Qiagen

Inc, GmbH, Germany)를 이용하여 제조사의 지시대로 genomic

DNA를추출하였다. 

3. Bisulfite를 이용한 DNA 변형(modification)과 methyla-

tion specific 중합효소 연쇄반응(MSP)

DNA의 변형은 문헌에 보고되는 방법12)을 참조하여 Epitect

Bisulfite kit(QIAgen Inc)를사용하여제조사의지시에따라시행

하였다. 약술하면 genomic DNA를 0.2M NaOH에혼합하여 99℃

에서변성(denaturation) 후 sodium bisulfite 용액을넣어 60℃에서

4시간 45분동안 thermal cycler에서반응시켜 DNA를전환시켰

다. 메틸화형유전자검색을위해최종산물의크기가 116bp인

M1 primer (TTA GGT TAG AGG GTT ATC GCG T, upstream, nt

846?868)과 M2 primer (TAA CTA AAA ATT CAC CTA CCG

AC,downstream, nt 937-960)을 제작하였고, 반응 조건은 94℃에

서 3분간변성후 94℃에서 30초간변성, 57℃에서 30초간결합

(annealing), 72℃에서 45초간연장(extension)을 35 주기(cycle) 시

행후최종적으로 72℃에서 3분간연장하였다. 또한비메틸화

형유전자의검색을위해서U1 (TAA TTT TAG GTTAGA GGG

TTA TTG T, upstream, nt 841-864)과 U2 (CAC AAC CAA TCA

ACA ACA CA, downstream, nt 918-938)를제작하였고, 최종산물

의크기는 97 bp이었다. 반응조건으로 94℃에서 3분간변성후

94℃에서 30초간변성, 53℃에서 30초간결합, 72℃에서 45초간

연장을 35 주기시행후최종적으로 72℃에서 5분간연장하였

다. MSP를위해 genomic DNA 1㎕, 10×완충액 (Sigma, St. Louis,

MO, USA) 2㎕, 0.2 mM dNTP, RedTaq polymerase (Sigma) 0.5㎕,

2mM 농도의각각의 primer를첨가한후증류수를이용하여최

종 반응 용량을 20 ㎕로 맞추어 시행하였다. MSP 반응산물은

ethidium bromide을포함한 3% agarose 젤에서전기영동후자외

선을조사하여DNA 띠(band)를관찰하였다. 

4. 면역 조직화학적 연구

파라핀포매조직에서 4 μm 두께의절편을얻어슬라이드에

부착하고, xylene으로 15분 동안 파라핀을 제거하고, 3단계의

에탄올(100%, 95%, 80%)에 각각 담가 xylene을 제거하고 탈수

하였다. 내인성 peroxidase의작용을막기위해조직절편을실

온에서 0.3 % 과산화수소에 30분간반응시켰다. 항원수득률을

높이기위해조직절편을 citrate buffer(pH 6.0)에담아 120℃에서

8분 동안 배양하였다. 비특이적 결합은 희석된 normal horse

serum에 30분 동안 배양함으로써 배제하였다. 특이적 면역반

응의 관찰을 위해 제작한 단일클론항체(HECD-1)로 절편을 4

℃에서 12시간동안배양한후에 biotinylated anti-mouse 2차항체

(Jackson laboratory, Bar Harbor, MA, USA)를 30분간적용후, 완충

액으로 수세하고 ABC complex로 다시 30분간 배양하였다. 마

지막 발색 과정으로 조직 절편을 2분간 3,3’-diaminobenzidine

hydrogen peroxide(DAB Substrate Kit, Vector, Burlingame, CA,

USA)로 발색한 후, Mayer’s haematoxylin(Fisher Scientific,

Pittsburgh, PA, USA)으로 대조 염색하고, 탈수한 조직 절편을

Permount(Fisher Scientific)로밀봉하였다. 염색된조직절편은임

상적정보가전혀없는병리의사가반정량적으로판독하였다.

조직절편들은종양의침범부위가장자리에서세포막이강하

게 염색된 종양 세포의 비율에 따라 분류하였다. 75%이상의

종양세포의염색결과를보일때발현의보존(positive)으로정

의하고, 75% 미만의종양세포가염색소견을보일때발현의

감소(negative)로정의하였다. 
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5. 통계 분석

E-cad 유전자의 과메틸화 여부에 따른 임상, 병리적 지표와

의연관성과 E-cad 다백의발현양상과의관련성을 Chi-Square

test를 사용하여 분석 후 Fisher’s exact test로 검증하였고, 유의

수준은p값이0.05이하일경우로하였다. 

Ⅲ. 연구 결과

1. E-cadherin MSP 결과

20례의 구강암 조직에서 genomic DNA를 추출하고 이를

Bisulfite로변형하고 MSP를이용하여증폭하여과메틸화여부

를 파악한 결과 12례(60%)에서 과메틸화된 프로모터 부위를

갖는 증례를 발견하였다. 과메틸화된 12례중 10례에서는

M1/M2 primer에의해서만증폭되어 116kb의띠를관찰하였으

나, 2례에서는 M1/M2 primer와 UM1/UM2 primer 둘 다에 의해

증폭되어 116, 97kb의크기의띠가관찰되었다. 단지UM1/UM2

primer에 의해서만 증폭된 예는 8례(40%)이었다. Fig. 1에서

MSP 시행후대표적인DNA 띠의관찰결과를제시하였다.

2. 연구 대상의 임상병리학적 특징과 과메틸화

20명의구강암환자의증례에서연령, 조직병리학적분화도,

임파절전이여부, T-분류와병기(stage)와 E-cad 유전자의프로

모터부위의 과메틸화와의 관계를 MSP를 이용하여 분석하였

다. 구강암환자의연령이 60세이상인경우 12례중 9례(75%)에

서 프로모터의메틸화가 나타난 반면, 60세 미만에서 8례중 3

례(37.5%)만이 관찰되었다. 구강암의 조직병리학적 분화도의

경우, 모두 11례의 well-differentiated 증례 중 6례(54.5%), 7례의

moderately differentiated 단계의 증례 중 6례(85.7%)가 관찰되었

으나, 분화도가 낮은 poorly differentiated type에서는 발견되지

Fig. 1. Representative examples of methylation specific PCR

analysis of E-cadherin gene in oral squamous cell

carcinoma. Case 4 and 7 showed bands with M1/M2

primers(specific for methylated). On the other hand, case

10 and 17 resulted in amplification with the primers

U1/U2(specific for unmethylated). M: methylated, UM:

unmethylated.

Table 1. E-cadherin methylation distribution according clinical variables

Variables E-cadherin Methylation
p-value

Presence, n (%) Absence, n (%)

Age

≤60 (n=8) 3 (37.5) 5 (62.5) p=0.094
>60 (n=12) 9 (75) 3 (25)

Histologic grade

Well (n=11) 6 (54.5) 5 (45.5)

Moderately (n=7) 6 (85.7) 1 (14.3) p=0.079

Poorly (n=2) 0 2 (100)

Lymph node

No (n=10) 8 (80) 2 (20) p=0.068
Yes (n=10) 4 (40) 6 (60)

Tumor size

T1+T2 (n=9) 4 (44.4) 5 (55.6) p=0.199
T3+T4 (n=11) 8 (72.7) 3 (17.3)

Clinical stage

S1+S2 (n=5) 3 (60) 2 (40) p=1.00
S3+S4 (n=15) 9 (60) 6 (40)

Total 12 (60) 8 (40)
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않았다. 임파선전이여부에따른결과에서도 MSP 결과임파

선전이가있는증례중 40%에서과메틸화가관찰되었으나, 임

파선전이가없는증례에서도 80%에서과메틸화가관찰되었

다. 종양의 크기에 따른 분류에서 11례의 T3+T4에서 8례

(72.7%)가 나타났으며, T1+T2 증례는 44.4%에서 관찰되었다.

임상적병기와의관계에서S3+S4 12례중 9례(60%)에서관찰되

었으며, S1+S2 5례중 3례(60%)가관찰되어동일한비율로MSP

결과가나타났다(Table 1).

3. E-cadherin 단백의 면역조직화학 염색과 과메틸화

20개의조직표본중 5개(25%)에서 E-cad 단백이구강암세포

의 세포막에 분명하고 균질하게 분포된 것을 관찰할 수 있었

다. 그러나 15개(75%)의 증례에서는 E-cad 단백이 세포막에서

부분적으로발현되거나또는비균일한염색소견과양성세포

와음성세포가혼재된양상을나타내었다. 일부의경우는발

현이관찰되지않아감소된것으로판정하였다(Fig. 2). 

E-cad 단백의 발현이 보존된 경우에서 5례중 1례(20%)에서

그리고발현이감소된 15례에서 11례 (73.3%)에서과메틸화가

관찰되었으나, 반대로 정상적인 E-cad 유전자 프로모터를 보

인증례에서는발현이보존된 5례중 4례(80%)에서, 그리고발

현이 감소된 경우는 15례중 4례(26.7%)에서 메틸화가 나타나

지않았다. 따라서 E-cad 단백의발현의감소는 E-cad 유전자의

과메틸화 경향과 서로 유의성이 있는 것으로 밝혀졌다

(p=0.035)(Table 2). 

Ⅳ. 총괄 및 고찰

암은 암유전자의 활성화와 종양억제 유전자의 비활성화의

축적으로발병한다. 종양억제유전자의기능이상실되는기전

에는 유전학적 변화와 후생학적 유전자의 변화로 나눌 수 있

다. 전자의 경우는 점 돌연변이(point mutation)나 탈락(deletion)

등유전자의부호결정염기서열(coding sequence)이변화되어

나타나며, 후자는 염기 서열의 변화없이 유전자의 발현에 변

화가오는것으로대표적요인으로프로모터의메틸화이상이

다7,13,14). 메틸화는 인체 genome의 DNA 염기중 CpG 서열(dinu-

cleotide sequence)의 cytosine(Cp)에 메틸기(methyl基)가 붙는 것

이다. 인체 genome DNA에는유달리 CpG 서열이집중되어나

타나는 부위가 있으며, 이를 CpG 제도(islands)라고 한다. CpG

제도는주로유전자의앞(5’position)의프로모터부위에서발

견된다. 인체유전자중약절반의경우프로모터에 CpG 제도

가 발견되며, 이는 정상적으로메틸화가 없이 나타난다. 프로

모터의 CpG 제도가 비정상적으로 메틸화가 되면, 그리고 그

정도가 심한 경우에는 그 하방의 표적 유전자의 발현은 차단

Fig. 2. Immunohistochemical staining pattern in oral squamous cell carcinoma. (A) Preserved

staining of E-cadherin shows distinct and evenly distributed membrane staining and (B) reduced

staining of E-cadherin with heterogeneous staining with mixed negative and positive cells (DAB

staining, × 100).

A B

Table 2. The correlation of E-cadherin expression and methylation

E-cadherin expression Methylation
p-value

Presence, (%) Absence, (%)

Negative (n=15) 11/15 (73.3) 4/15 (26.7) p=0.035
Positive (n=5) 1/5 (20) 4/5 (80)

Total 12 (60) 8 (40)
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되며, 그결과그유전자는염기서열이정상적으로존재함에

도불구하고기능을잃는다. 특히종양억제유전자가프로모

터메틸화로기능을상실하면그세포는암세포화하기쉽다13-15). 

E-cad의 발현 감소는 인체 여러 종류의 암과 구강암에서 종

양의 침습성과 관련성이 있다3,4,11,16). E-cad 발현 감소의 원인은

아직까지 완전히 규명되지 못하였다. E-cad 유전자의 대립

형질(allelic loss)가 유방암, 전립선암의 30-50%에서 보고되었

다17,18). 그러나E-cad 유전자의염기서열의변이는매우드문것

으로드러났으며19), 특히구강암의SSCP 분석에서하나도관찰

되지 않았음이 보고된 바 있다20). 반면 구강암을 비롯한 여러

종양에서 CpG 프로모터부위의메틸화가유전자의불활성화

와관계있음이대두되고있다6,7,20).

이연구에서전체적인메틸화의빈도는 60%로기존의연구

결과와같거나11), 약간낮았다10). 이는파라핀에서포매된조직

에서 소량의 구강암세포를 분리하여 이들 중에서 genomic

DNA를 추출하여 증폭하는 과정 중에서 충분한 양의 DNA가

확보되지 못하였고 또한 조작 과정중 DNA의 소실이 있었을

것이라고 추정되었다. 그러나 최철영 등8)의 연구에서도 파라

핀포매조직의유용성을주장한바있어효율성있는검체라

고사료되며, 모든검체조직에서 GAPDH 유전자가증폭되었

으므로위의가능성보다는배제하였다. 향후연구과제로과

메틸화된 프로모터 부위의 sequencing을 통해 E-cad의 유전자

서열을확인하는것이 primer의정확성과실험적오류를피할

수있는방법으로사료된다. Sequencing은 MSP의한계를보완

하여메틸화의정도와위치를정확하게알려주며, 과메틸화를

정확하게확인할수있을것이다21). 이번연구에서는메틸화이

상이정상유전자상태와혼재할경우가있을때, 즉U primer와

M primer에동시에증폭된띠가관찰된경우 CpG부위의메틸

화 이상이 있다고 판단하였다. 향후 sequencing을 통해 CpG부

위중 절반 이상이 메틸화되어 있을 경우에 한해서 과메틸화,

또는메틸화이상이있다고판정하여야, 과메틸화가유전자의

발현을차단하였다고주장할수있으며, 이에따라구강암진

단에중요한가치가있을것으로사료된다. 

이연구에서구강암환자의연령이 60세이상인경우 12례중

9례(75%)에서 프로모터의 메틸화가 나타난 반면, 60세미만에

서 8례중 3례(37.5%)만이관찰되었다. 이는프로모터의메틸화

가발암뿐아니라발생과성장등생리현상이나노화(aging)과

관계있다는기존의연구에일치된다22). 즉노화에따라종양억

제 유전자의 하나인 E-cad의 부유전자적(epigenetic) 이상이 증

가한다는이론에동조된다고생각된다.

그리고조직병리학적분화도에따른메틸화의빈도는, 모두

11례의 well-differentiated 증례 중 6례(54.5%), 7례의 moderately

differentiated 단계의 증례 중 6례(85.7%)가 관찰되었으나 분화

도가 낮은 poorly differentiated type에서는 발견되지 않았다. 잘

분화된 구강암보다는 분화도 낮은 암종에서 E-cad의 발현이

감소된다고보고한기존의연구결과에상반되었으나23), 과메

틸화와 분화도 차이에 관한 통계적 유의성은 발견할 수는 없

었다. 

E-cad의발현이억제될경우경부임파선으로전이가증가한

다고발표되었으며4,11), 과메틸화에따른유전자이상으로발현

이저하될수있을것으로예상되었다. 그러나 MSP 결과임파

선 전이가 있는 증례 중 40%에서 과메틸화 경향이 있었으나,

임파선전이가없는증례에서도 80%에서과메틸화가관찰되

어 통계학적인 의미가 없었다. 종양의 크기에 따른 분류에서

종양이국소적으로많이진전된상태인 11례의T3+T4에서 8례

(72.7%)가 나타났으며, 타 해부학적 구조로의 침습이 없는

T1+T2증례는 44.4%에서관찰되었다. 임상적병기와의관계에

서 크기와 주변 조직이나 임파절로 전이가 예상되는 진행된

증례인S3+S4 12례중 9례(60%)에서관찰되었으며, 상대적으로

초기인 S1+S2 5례중 3례(60%)가관찰되어동일한비율로 MSP

결과가 나타났다. 현재까지 구강암의 유발 과정과 병소 진행

에따른메틸화와관계를파악한연구가보고된바없으므로,

향후다양한단계를갖는증례의연구재료의확대를통해실

험결과의확인이필요할것이다.

여러종류의암에서E-cad 프로모터의과메틸화이상이원발

부위의 E-cad 단백의발현감소를유도하고이에따라임파절

전이와국소적재발과관계있음이여러논문에서지적되고있

다24,25). 이번연구에서과메틸화가 E-cad 단백의발현감소와유

의한상관관계가있음이밝혀진것을감안할때, 구강암의발

생과전이에중요한역할을할수있을것으로여겨진다. 따라

서정상구강점막조직과구강암전암병소를포함하는연구

재료의 추가 확보를 통해 이번 실험을 재현함으로써 이번 연

구의결과를검증할수있을것으로사료된다. 그러나 E-cad 단

백의발현이감소된 15례중 4례에서는 E-cad 유전자의과메틸

화를발견할수없었음을무시할수는없다. 이는과메틸화가

E-cad 발현상실의주된기전이지만유전자의결손또한중요

한요인으로작용할수있거나다른기전이있다고사료된다. 

본 연구를 통해 과메틸화가 구강암의 임상적 특징과 E-cad

발현에 기여하는 역할을 밝힘으로, 이 결과를 생물학적인 표

지자로 사용하여, 진단 과정에서 치료 방법의 선택에 도움을

줄수있을것이며, 이를임상적으로적용할경우국소적치료

효율의개선을도모할수있으리라사료된다. 향후연구를수

행하여E-cad 뿐아니라다른전이관련유전자간의관계를규

명하므로써 구강암 발생 과정 면에서 중요한 정보를 제시하

여, 구강암의발생에대한이해를높일수있으며, 새로운전이

이론을정립할수있을것으로사료된다.

Ⅴ. 결 론

20명의구강암환자의파라핀포매조직에서E-cad 유전자의

프로모터부위에서의메틸화정도및 E-cad의단백발현양상

을 genomic DNA의 MSP 분석과면역조직화학적염색을시행

하고, 구강암의 임상적 지표와 관련하여 분석하여 다음과 같

은결과를얻었다.
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1. 20례중 12례(60%)에서 프로모터의 과메틸화가 관찰되

었다.

2. 연령, 조직병리학적 분화도, 임파절 전이 여부, T-분류, 병

기와 E-cad 유전자의프로모터부위의과메틸화와의관계

는통계적으로유의하지않았다. 

3. E-cad 유전자의과메틸화상태는단백의발현의감소와밀

접한관련이있었다(p=0.035).
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