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설편평상피암에 있어서의 고밀도 SNP Genotyping 어레이를 이용한 
전게놈북제수와 헤테로접합성 소실의 분석
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Analysis of copy number abnormality (CNA) and loss of heterozygosity (LOH) 
in the whole genome using single nucleotide polymorphism (SNP)  

genotyping arrays in tongue squamous cell carcinoma

Kuroiwa Tsukasa, Yamamoto Nobuharu, Onda Takeshi, Bessyo Hiroki,  

Yakushiji Takashi, Katakura Akira, Takano Nobuo, Shibahara Takahiko

Department of Oral and Maxillofacial Surgery, Tokyo Dental College

Chromosomal loss of heterozygosity (LOH) is a common mechanism for the inactivation of tumor suppressor genes in human epithelial cancers. 
LOH patterns can be generated through allelotyping using polymorphic microsatellite markers; however, owing to the limited number of available 
microsatellite markers and the requirement for large amounts of DNA, only a modest number of microsatellite markers can be screened. Hybridization 
to single nucleotide polymorphism (SNP) arrays using Affymetarix GeneChip Mapping 10 K 2.0 Array is an efficient method to detect genome-wide 
cancer LOH. We determined the presence of LOH in oral SCCs using these arrays. DNA was extracted from tissue samples obtained from 10 patients 
with tongue SCCs who presented at the Hospital of Tokyo Dental College. We examined the presence of LOH in 3 of the 10 patients using these arrays. 
At the locus that had LOH, we examined the presence of LOH using microsatellite markers. LOH analysis using Affymetarix GeneChip Mapping 10K 
Array showed LOH in all patients at the 1q31.1. The LOH regions were detected and demarcated by the copy number 1 with the series of three SNP 
probes. LOH analysis of 1q31.1 using microsatellite markers (D1S1189, D1S2151, D1S2595) showed LOH in all 10 patients (100). Our data may 
suggest that a putative tumor suppressor gene is located at the 1q31.1 region. Inactivation of such a gene may play a role in tongue tumorigenesis.
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역에 대한 comparative genomic hybridization (CGH)에 한

정되었기 때문에 작은 결실이나 증폭의 검출은 어려운 실

정이었다. LOH 해석 또한 비교적 소수의 마이크로 새틀라

이트 마커의 제노타이핑에 한정되어 있었다.
최근 대규모 단일염기다형(single nucleotide poly mor-

phism, SNP) 타이핑용으로 개발된 고밀도 올리고 뉴클레오

티드(GeneChip Mapping 10 K Array, Affymetrix)가 개발되

어 암 세포 게놈에 발생하는 다양한 변화를 총체적으로 해

석 가능한 어레이로서 주목받고 있다1. 우리는 지금까지 구

강편평표피암의 발생 과정에 대해 제2번2-4, 3번5,6, 21번7,8 염

색체상의 결실상황을 LOH법 이용을 통해 대립유전자 불

균형의 해석을 실행해 왔다. 그 결과 40증례의 구강편평표

피암환자로부터 2 q에서 2개소, 3 p에서 3개소, 21 q에서 4
개소에 공통 결실영역의 동정을 명확히 함으로써 이러한 
염색체 좌위에는 이 종양의 발생에 관여하는 중요한 암억

I. 제    언

발암의 탐색은 게놈 복제수의 이상(copy number abnor-

mality, CNA)이나 헤테로접합성 소실(loss of heterozy gosity, 

LOH) 등 세포 자체가 억제 불능상태로 무질서하게 증식하

는 원인인 유전자 변화의 검출로부터 시작된다. 대부분의 
암의 경우, 이러한 변화는 암화를 촉진하는 암유전자의 활

성화 혹은 암억제 유전자의 비활성화에 의해서 발생한다. 
이러한 유전자의 복제수 측정법은 지금까지 비교적 큰 영
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proteinase K (100 μg/mL)를 30 μL 더해 교반·분해하여50oC
의 온욕조에서 하룻밤 소화하였다. 페놀·클로로포름 추출

법에 의해 추출·정제한 후 에탄올 침전법으로 세정·농축하

였다. 
이에 대응하는 정상 DNA는 말초 정맥혈로부터 채취한 

후, Dr. GenTLE (TakaraBIO Inc., Shiga, Japan)를 이용하여 

DNA를 추출하였다. 추출된 DNA의 농도를 분광 광도계

(spectorophotometer)로 측정하여 각 DNA 샘플을 50 ng/μL
의 농도로 조정하여 -80oC에서 동결 보존하였다. 

1. GeneChip Mapping 10 K Array를 이용한 DNA Mapping 

array해석

설편평상피암 10증례 중 3증례(증례 1, 2, 3)에 대해 

GeneChip Mapping 10 K Array를 이용한 DNA Mapping 

array해석을 실시하였다. SNP Genotyping 어레이를 이용한 
게놈 복제수의 원리와 개략을 Fig. 1에 제시한다.

Affymetrix Single Primer Assay 프로토콜에 따라 전 게

놈 DNA (250 ng)를 제한 효소 Xba I (New England Biolabs) 

10 unit로 37oC, 2시간 소화하였다. 그 다음 70oC로 20분간 
가열 처리한 후, 소화 산물을 standard ligation buffer (New 

England Biolabs)에서 아답터(0.25 μM)를 DNAligase (New 

England Biolabs)에 의한 라이게이션 반응을 실행하였다. 
반응후의 샘플에 대해 70oC, 20분 간의 조건으로 열 실활 
처리한 후, 라이게이션 반응 산물을 주형으로 한 PCR 반응

으로 타겟 DNA의 증폭을 실행하였다. 반응액은 0.75 µM의 
프라이머, 2.5 mM MgCl2·250 μM dNTP·10 unit AmpliTag 

Gold (Applied Biosystems)으로 조성하였다. PCR의 조건

은 최초 95oC, 3분간의 열변성을 실시한 후, 95oC 30초간, 

59oC 30초간, 72oC 30초간을 35 사이클 반복한 후, 마지막

에 72oC, 7분간의 조건으로 신장 반응을 실행하였다. PCR 
증폭 반응액을 2%TBE 아가로스 겔상에서 120 V, 1시간

의 조건으로 전기 영동하였다. 그리고 샘플을 0.24 unit의 

Fragmentation Reagent (Affymetrix)으로 37oC, 30분간 소화

제 유전자가 존재하고 있음을 시사하였다.

GeneChip Mapping 10K Array를 이용한 DNA mapping 

array 해석은 유방암9-13, 방광암14,15, 전립선암16,17, 골육종18, 
폐암10,19,20 등에 그 유용성이 보고되었지만 구강암을 대상

으로 한 연구는 거의 이뤄지지 않았다. 이런 연유로 이 연구

는 GeneChip Mapping 10K Array를 이용하여 구강암에서 
빈도가 높은 설편평상피암을 대상으로 전 게놈상의 CNA
와 LOH에 대하여 검토하였다. 

II. 대상증례 및 연구방법

2004년부터 2006년까지 2년간 동경치과대학 치바병원 구

강외과의 검진을 통해 설편평상피암으로 진단받은 28명 중, 
시료 채취가 가능한 10명의 환자를 대상으로 하였다.(Table 

1) 또한 이번 연구는 본 대학의 윤리 위원회의 승인을 받은 
후, 모든 증례에 환자 본인 및 환자 가족을 대상으로 동의

를 받아 실행하였다. 검체는 수술 시(모든 증례에서 화학요

법·방사선요법등의 수술 전 치료는 실시하지 않았다) 또는 
생검 시에 채취한 원발 종양조직 10검체와 대응하는 정상 

DNA로 동일 환자의 말초 정맥혈(약 10 mL)을 이용하였다. 
절제 조직을 2개로 나누어, 한 쪽은 종양 조직으로부터 정

상 조직을 신중히 절제한 후 즉시 동결하여 DNA 추출까지 

-80oC에 보존하였다. 다른 한편은 10% 포르말린으로 고정

하여 병리 조직진단을 실시하였다. 병리 조직학적 진단은 
국제종양분류에 준하여 동경치과대학 병리학교실이 실시

하였다21. 임상 병리학적 stage 평가는 UICC TNM Stage 평

가 시스템을 기준으로 하였다22.

DNA의 추출법 병리 조직학 검사를 통해 모든 환자는 설

편평상피암인 것으로 확인되어 DNA 추출을 위한 종양 검

체는 80% 이상 종양으로 구성된 것을 확인하였다. 채취

된 종양 조직, 혈액은 즉시 액체 질소에 보존하여 신선 동

결표본으로 가공·조정하였다. 우선 조직을 액체 질소 하에

서 분쇄한 다음, 게놈 DNA를 TNES buffer (10 mM Tris-HCl 

(pH 8.0)·150 mM NaCl·10 mM EDTA·0.1% SDS) 1,000 μL에 

Table 1. Summary of clinicopathological features in 10 SCCs

Case Gender Age Region T N Stage Differentiation Mode of invasion pN Final

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

M
M
M
M
F
F
M
M
M
M

41
58
63
33
60
63
42
68
56
38

Tongue
Tongue
Tongue
Tongue
Tongue
Tongue
Tongue
Tongue
Tongue
Tongue

3
1
1
1
4
2
1
1
2
1

2b
1
0
0
2c
1
0
0
0
0

IV
III
I
I

IV
III
I
I
II
I

Well
Well
Well
Well
Well
Well
Poor
Well
Well
Poor

4C
3

4C
4C
4C
1

4C
4C
4C
4C

-
+
/
+
+
-
/
+
+
/

Alive
Alive
Alive
Alive
Alive
Alive
Alive
Died
Alive
Alive

(M, Male; F, Female; pN, pathological Node; Well, well differentiated; Poor, poorly differentiated)
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어레이 해석을 통해 CNA로 분류된 마이크로 새틀라이트 
영역(Table 2)을 PCR-LOH 해석을 이용하여 10증례 전체를 
검증하였다. PCR 및 전기 영동, 밴드 염색은 본 강좌가 이

전부터 실행해 온 방식에 준하여 실시하였다4.

LOH가 인정된 각 증례의 결과에 재현성이 있음을 확인

하기 위해, 다시 한 번 PCR 마이크로 새틀라이트 분석을 실

시하였다.

3. 헤테로접합성소실의 평가법

획득한 마이크로 새틀라이트 밴드를 컴퓨터상에 스캔한 
후 NIH image (version 1.62)에 의해 그 강도를 수치화하였

다. 종양 DNA의 시그널 강도를 대응되는 정상 DNA와 비

교하여 시그널 강도가 50% 이하를 LOH로 판정하였다.

III. 결    과

1. GeneChip Mapping 10 K Array를 이용한 DNA 매핑 

어레이 해석의 평가

설편평상피암환자 10증례 중 3증례(증례 1, 2, 3)에 대

한 후, 95oC, 15분간의 조건으로 열실활 처리를 실행하였

다. 4%TBE 아가로스 겔상에서 120 V, 30분-1시간의 조

건으로 전기영동한 후, 하이브리다이제이션 믹스 190 
μL (0.056 M MES buffer·5.0%DMSO·2.5×Denhardt’s 

Solution·5.77 mM EDTA·0.115 mg/mL HSDNA·1×origo-

nu cleotide control [Affymetrix]·Human Cot-1 [11.5 μg/mL]· 

0.0115%Tween-20·2.69 M TMACL)으로 라벨화한 타겟 

DNA를 혼합하여 하이브리다이제이션 칵테일을 조제 후, 

95oC, 15분간의 조건으로 열 변성시켜 마이크로 어레이 카

트리지에 주입, 45oC, 16-18시간의 조건으로 인큐베이팅하

였다. 마지막으로 어레이상에서 10 μg/mL의 Streptavidin 

phycoerythrin과 반응시켜 non-stringent wash buffer로 세정

한 후, 5 μg/mL의 비오틴화 Streptavidin 항체와 인큐베이

팅하여, non-stringent wash buffer로 세정하였다. Gene Chip 

Mapping 10 K 2.0 Array에 의한 스캔 이미지는 Affymetrix 

Genotyping Tools software을 이용하여 해석하였고23, 복제

수 0.8-1.2를 LOH 영역으로 판정하였다24,25.

2. PCR 및 마이크로 새틀라이트 해석법

GeneChip Mapping 10 K 2.0 Array를 이용한 DNA 매핑 

Fig. 1. DNA labeling, hybridization, wa-
shing and staining of the Affymetrix 10K 
SNP Mapping Array were performed 
according to the standard Single Primer 
GeneChip Mapping 10K Assay protocol 
(Affymetrix). The array was scanned with 
a GeneChip Scanner 3000, and the 
scanned array images were processed 
with GeneChip Operating software.
Kuroiwa Tsukasa et al: Analysis of copy number 
abnormality (CNA) and loss of heterozygosity 
(LOH) in the whole genome using single nucleotide 
polymorphism (SNP) genotyping arrays in tongue 
squamous cell carcinoma. J Korean Assoc Oral 
Maxillofac Surg 2011

Table 2. Microsatellite markers used in our LOH study

Markers Locations Size of PCR products (bp) Sequence of primers

D1S1189

D1S2151

D1S2595

1q31.1

1q31.1

1q31.1

341

260

102

5'-CTGAACTAACACGGAGAAAC-3'
5'-GTAGACTGTTAAAAGAAGAGC-3'
5'-CTGTATAAAGAGCGCTGTGGG-3'
5'-GGATGGGGCAGTGAGAAG-3'
5'-GGGCGTTCCAATACTTAGAGG-3'
5'-AGGACACCACAAGTTCCAGG-3'

(LOH: loss of heterozygosity)
Kuroiwa Tsukasa et al: Analysis of copy number abnormality (CNA) and loss of heterozygosity (LOH) in the whole genome using single nucleotide polymorphism (SNP) genotyping arrays 
in tongue squamous cell carcinoma. J Korean Assoc Oral Maxillofac Surg 2011
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PCR-LOH법을 이용하여 10증례 전체를 검증하였다. 그 
결과, 3 마커 모두 10증례 전체(100%)에 LOH가 인정되었

다. Fig. 3에 LOH 해석 결과를 표시하였다.

IV. 고    찰

본 강좌에서는 지금까지 구강편평표피암을 대상으로 한 

LOH 해석을 실행하여 구강편평표피암의 발생 및 진전에 
관여하는 미확인 암억제 유전자의 후보좌위의 국재를 규명

해 왔다26. 그러나, 종래의 LOH법을 이용한 염색체 분석은 
숫자와 부위의 염색체 이상 영역의 동정에 한정되어 전염

하여 GeneChip Mapping 10 K Array를 이용한 전염색체

상의 DNA 매핑 어레이 해석을 실시, CNA와 LOH의 유

무에 대해 검토하였다. 그 결과, 3증례 모두 1 q31. 1 영역

(D1S1189, D1S2151, D1S2595)에 게놈 복제수 0.8-1.2의 연

속이 3개의 SNP 프로브로부터 인정되어 CNA와 LOH를 나

타내는 염색체 영역이 동정되었다.(Fig. 2)

2. LOH의 평가

DNA 매핑 어레이 해석에 있어 CNA와 LOH가 동정된 

1 q31. 1 영역(D1S1189, D1S2151, D1S2595)에 대하여 

Fig. 2. Analysis of copy number abnor-
mality (CNA) on 1q31.1 region. Physical 
positions of each SNP probe are shown 
at the vertical axis. The copy number 
of each SNP probe is shown at the 
horizontal axis. In the region of 1q31.1, 
genome copy numbers from 0.8 to 1.2 
were confirmed from continual SNP 
probes in all of the 3 cases.
Kuroiwa Tsukasa et al: Analysis of copy number 
abnormality (CNA) and loss of heterozygosity 
(LOH) in the whole genome using single nucleotide 
polymorphism (SNP) genotyping arrays in tongue 
squamous cell carcinoma. J Korean Assoc Oral 
Maxillofac Surg 2011

Fig. 3. Analysis of LOH using microsatellite markers (D1S1189, D1S2151, D1S2595). Case numbers are shown at the top and locus 
symbols on the left. Paired normal (N) and tumor (T) samples for all of 10 patients demonstrating loss of the upper allele (LOH).
Kuroiwa Tsukasa et al: Analysis of copy number abnormality (CNA) and loss of heterozygosity (LOH) in the whole genome using single nucleotide polymorphism (SNP) genotyping arrays 
in tongue squamous cell carcinoma. J Korean Assoc Oral Maxillofac Surg 2011
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실시함으로써 설편평상피암의 발생·진전에 관여하는 암관

련 유전자군을 결정지으려 한다.또한 증례수의 증가를 통

해 1 q31. 1이외 영역의 복제수와 헤테로접합성소실의 검색

도 가능할 것으로 생각된다.

V. 결    어

설편평상피암 10증례를 대상으로 3증례(증례 1, 2, 3)에서 
전 게놈상의 DNA 매핑 어레이 해석을 실시하여, 3증례 모

두 1 q31. 1 영역(D1S1189, D1S2151, D1S2595)에 CNA와 

LOH가 동정되었다. 실험 결과를 바탕으로 10증례에 대해 

D1S1189, D1S2151, D1S2595를 PCR-LOH법을 이용하여 
검증한 결과, 10증례 전체에 LOH가 인정되었다. 이번 연구

의 결과 1 q31. 1 영역은 설편평상피암의 발생에 관여하는 
유전자좌위임이 시사되어 본 영역에는 신규 미확인 암억제 
유전자가 존재하고 있음이 시사되었다.

이 논문의 요지는 제51회 일본구강외과학회총회(2006년 

10월, 北九州시)에 발표되었다. 
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색체상을 망라한 해석과 유전자의 동정은 이루어지지 않았

다. 
최근 개발된 GeneChip Mapping 10 K 2.0 Array는 전염색

체상에서 단일염기 변이다형(SNP) 10, 204개소를 제노타

이핑함으로써 각각의 SNP 프로브에 대응하는 게놈 복제

수변화의 검출이 가능하게 되었다. 즉, 종양 게놈중의 유전

자 복제수의 변화를 1회 해석을 통해 전염색체 영역에서 검

색할 수 있는 탁월한 수단이라 하겠다. 통상 염색체는 부모

로부터 1개씩 계승하여 복제수는 2가 되지만, 염색체 혹은 
유전자의 일부가 결실되면 복제수의 감소가 발생한다. 연

속된 SNP 프로브에 복제수 1이 연속하는 경우, 이 영역에 

LOH가 존재하게 된다.
이번 연구는 설편평상피암환자 10증례 중 3증례(증례 1, 

2, 3)를 대상으로 GeneChip Mapping 10 K Array를 이용한 
전염색체상의 DNA 매핑 어레이 해석을 실시, 3증례 모두

에서 1 q31. 1 영역(D1S1189, D1S2151, D1S2595)에 CNA
와 LOH를 나타내는 염색체 영역을 동정하였다. 또한 10증

례에 PCR-LOH 해석을 실시하여 밴드를 시그널 강도로 검

증한 결과, 3 마커 모두 10증례 전체에 LOH가 인정되는 흥

미로운 결과를 얻게 되었다.
기타 장기의 GeneChip Mapping 10 K Array를 이용한 전

염색체상의 DNA 매핑 어레이 해석에 관한 지금까지의 보

고를 Table 3에 제시한다.
이번 동정된 1 q31. 1 영역은 아직 어떤 유전자도 클로닝

되지 않고 있어 이 영역에는 신규 미확인 암억제 유전자가 
존재하고 있을 가능성이 시사되었다. 

이번 연구를 통해 설편평상피암에 있어서의 고밀도 SNP 

Genotyping 어레이를 이용한 전 게놈상의 복제수와 헤테로 
접합성의 소실에 대해 해석하였다. 향후 증례수를 증가시

켜 임상 지표와의 관련 및 1 q31. 1 영역의 상세한 염색체 해

석과 이 영역에 존재하는 암관련 유전자의 해석을 아울러 

Table 3. Reports of copy number abnormality (CAN) using single nucleotide polymorphism (SNP)

Reporters Regions

Breast cancer

Bladder cancer

Prostate cancer

Osteosarcoma
Lung cancer

Oral SCC-derived cell lines

Wang, et al.12

Primdahl, et al.14

Hoque, et al.15 
Lieberfarb, et al.16

Dumur, et al.17

Wong, et al.18

Lindblad-Toh, et al.19

Jänne, et al.20

Zhou, et al.23

10q23-24, 11q23-24, 13q14, 14q32, 16q23-24, 17p13,
17q11.2-12, 17q21
Ch6, 8, 9, 11, 17
1p, 2q, 12q, 16p
1p33-34, 3q27, 8p21, 10q23, 15q12, 16q23-24, 17p13
1p31.2, 3p12.1-22.1, 6p25.1-25.3, 8p22-23.2, 10q11.21, 
10q22.1, 11q22.1-24.2, 12p13.1, 16p23.1-23.2, 17p13.3, 
17q21.31, 19q13.12-13.42
6q12-13, 6q14-27
3p, 4q, 5q, 13q, 15q, 16q, 22q
2p24.1, 2p22.2, 2p15, 2p12, 4q28.2, 6q22.31-23.1, 
7q31.2, 7q31.31, 7q36.2, 8p12, 11p14.1, 11p12, 
15q26.3, 16q11.1-11.2
3p35.3, 11q13.5, 14p14.1-13, 11p, 11q14.3-22.2

(Ch: Chromosome,  p: pter,  q: qter)
Kuroiwa Tsukasa et al: Analysis of copy number abnormality (CNA) and loss of heterozygosity (LOH) in the whole genome using single nucleotide polymorphism (SNP) genotyping arrays 
in tongue squamous cell carcinoma. J Korean Assoc Oral Maxillofac Surg 2011
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