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Cervical carcinoma is the second leading cause of cancer–related deaths in women around the world,
and it is associated with the Human Papillomavirus (HPV) infection. HPV genotyping is important
for vaccine policy, etiology, natural history, and epidemiology studies. The use of formalin-fixed par-
affin-embedded (FFPE) tissues for HPV genotyping by reverse blot hybridization assays (REBA) has
not been clearly confirmed in retrospective studies. The aim of this study was to evaluate the useful-
ness and efficiency of FFPE tissues from cervical cancers for HPV genotyping. HPV genotypes were
detected in 52 FFPE tissues from cervical carcinoma specimens by REBA. HPV was detected in 32
(61.5%) of 52 specimens from FFPE, among which 27 (84.4%) harbored single infections and 5(15.6%)
contained multiple infections. The HPV single infections (27) were analyzed by high-risk type 18(8),
58(6), 16(5), 33(1), 35(1), 39(1), 56(1) and low risk type 11(2), 6(1), 70(1). The HPV multiple infections
(5) included 16/18(2), 18/52(1), 16/56(1), 16/18/33(1). Please consider being more specific here. Do
you mean the analysis? Please clarify what you mean by “included.”Through this study, it has been
determined that the FFPE specimen is feasible and can be used in HPV genotyping, as well as in ret-
rospective studies.
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서 론

자궁경부암은 선진국에서 발생 빈도가 감소하지만, 전 세계

적으로 가장 흔한 여성 생식기 암 중 하나이다[18, 21, 22]. 인유

두종바이러스(Human papillomavirus, HPV)의 감염이 침윤

성 자궁경부암 발생의 주요 원인으로 알려져 있다[1, 10, 23].

HPV는 파포바바이러스과 유두종바이러스속에 속하고 DNA

를 유전물질로 가지고 있다[3]. HPV 게놈은 전체 약 7,900 bp

의 크기에 8-10개의 유전자로 구성되어 있다[7]. 외피가 없는 

55 nm의 정이십면체 바이러스이고, 사람 외에도 여러 동물에

게 유두종을 일으킨다[19]. HPV는 약 200여종의 유전형이 있

고 지금까지 170여종에 달하는 유전형의 염기서열이 완전히 

밝혀졌다[5].

HPV는 악성 종양의 유발 정도에 따라 고위험군과 저위험

군으로 분류한다. 고위험군에 속하는 HPV 유전형은 16, 18,

31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 82 등이고, 저위험군에 

속하는 HPV 유전형은 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72,

81 등이 있다[16]. HPV 유전형에 따라 다른 임상 형태를 보일 

수 있다. HPV 유전형 6, 11은 사마귀를 유발하고 특히, 자궁경

부암의 약 60~70%에서 HPV 유전형 16(50% 이상)과 18(10~

20%)이 검출된다[2, 14, 25]. HPV 유전형 검사는 HPV가 검출

된 환자에서 특정 유전형이 지속적 검출여부 및 자궁경부암의 

발병 가능성을 세포학적 검사와 함께 추적관찰에 적용할 수 

있다. 따라서 HPV의 유전형을 검사하는 것은 의미가 있다.

현재 HPV 유전형을 검사하기 위하여, HPV DNA의 L1, E6,

E7 유전자를 이용한 다양한 검사법들이 개발되어 있다[20].

실시간 중합효소연쇄반응을 이용한 Anyplex™ II HPV28

Detection kit (Seegene, Seoul, Korea), DNA-DNA 또는 

DNA-RNA 교잡반응을 이용한 Hybrid Capture 2 High-Risk

HPV DNA Test™ (Qiagen, Gaithersburg, MD, USA),

Mebgen™ HPV kit (MBL, Nagoya, Japan), chip을 기반으로 

하는 MyHPV chip
®

(Mygene, Seoul, Korea), HPV DNA Chip

™ kit (BioMedLab, Seoul, Korea), reverse blot hybridization

assay를 이용한 INNO-LiPA™ HPV Genotyping Extra

(Innogenetics, Ghent, Belgium), LINEAR ARRAY HPV

Genotyping Test (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA),

MolecuTech REBA HPV ID® kit (YD Diagnostics, Yongin,

Korea) 등의 분자진단검사법이 개발되어 사용 중이다.

많은 HPV 유전형 검사법이 개발되어 있지만 대부분 탈락

세포나 신선한 조직에서 진단목적의 임상적 유용성 평가가 

실행되었고, 후향적 연구를 위한 파라핀 조직에서의 유용성은 

- Note -
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Table 1. Detection rate of HPV genotyping in FFPE cervical tis-

sues

Number (%) Number (%)

Positive

Negative

Total

32(61.5)

20(38.5)

52(100)

Single infection

Multiple infection

27(84.4)

5(15.6)

명확하게 밝혀지지 않았다. HPV 유전형에 따른 HPV 백신전

략, 치료법, 고위험군과 저위험군 HPV의 병인론, 암의 발생 

기전과 같은 후향적 연구를 하기 위한 검체로써 파라핀 조직

은 오랫동안 보관이 가능하고 암세포와 정상세포가 함께 포함

되어 있는 장점이 있다. 따라서 본 연구에서는 reverse blot

hybridization assay를 이용한 MolecuTech REBA HPV ID
®

kit를 사용하여 파라핀 조직에서의 HPV 유전형 검사의 검출

률을 평가하여, 후향적 연구를 위한 유용성을 알아보고자 실

시하였다.

재료 및 방법

포르말린 고정 파라핀 표본

본 연구에 사용한 포르말린 고정 파라핀 표본은 원주기독병

원으로부터 공급받았고 대학 기관윤리위원회로부터 승인을 

받았다(YWMR-12-4-010). 원주기독병원에 내원한 자궁경부암 

환자 중, 세포진 검사에서 HPV가 검출된 총 52개의 자궁경부

암 파라핀 조직에서 각 10 μm의 두께로 5장씩 박절하여 1.5

ml 원심분리관에 넣어서 제공받았다.

DNA 추출

박절된 조직절편에서 DNA를 추출하기 위하여 전처리 과

정으로 파라핀을 제거하였다. 자일렌 1 ml를 넣고 강하게 진탕

하고 12,000 g로 2분간 실온에서 원심분리한 후, 상층액을 버

렸다. 그런 다음 에탄올(99.9%) 1 ml를 첨가한 후 진탕하고 

12,000 g로 2분간 실온에서 원심분리한 후, 상층액을 버리고 

뚜껑을 열어두고 에탄올이 완전히 제거될 때까지 말렸다.

탈파라핀 과정을 완료한 조직에서 DNA를 추출하기 위하

여 QIAamp
®

DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, Hilden,

Germany)를 사용하여 제조사가 제공한 사용설명서에 따라 

수행하였다.

인유두종바이러스 유전형 검사

HPV의 유전형을 검사하기 위하여 MolecuTech REBA

HPV ID
®

kit (YD Diagnostics, Yongin, Korea)를 사용하였다.

MolecuTech REBA HPV ID
®는 고위험군으로 알려진 HPV

18종(16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 66, [59/68],

69, 73)과 중위험군으로 알려진 HPV 34 및 저위험군 HPV 13

종(6, 11, 32, 40, 42, 43, 44, 54, 70, 72, 84, [81/87]) 등 총 32종의 

HPV 유전자형을 분석할 수 있는 분자진단 kit이다.

추출된 DNA를 주형으로 하여 REBA HPV-ID
®

kit에서 제

공하는 primer가 포함된 반응용액을 사용, 유전자 증폭을 위

해 one tube nested polymerase chain reaction (PCR)을 시행

하고, PCR 증폭 및 교잡반응은 제조사가 제공한 사용설명서

에 따라 수행하였다. 또 REBA의 결과 분석은 REBA kit에서 

제공한 membrane과 함께 있는 data sheet에 대조선을 맞추고 

갈색이나 보라색으로 나타나는 띠의 옆 지표(index)를 읽어 

각 HPV 유전형을 확인하였다(Fig. 1).

결과 및 고찰

총 52개의 자궁경부암 환자의 파라핀 조직에서 HPV가 검

출된 검체는 32개로 61.5%의 검출률을 나타내었다. HPV가 

검출된 32개의 검체에서 단순감염은 27개 검체이고 복합감염

은 5개 검체로 나타났다(Table 1). 본 연구에 앞선 선행연구에

서는 84개의 파라핀 조직에서 동일한 탈파라핀 과정을 거친 

후 Chelex
®

100 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)을 이용하여 

DNA를 추출하여 MolecuTech REBA HPV ID® kit를 사용하

여 HPV 유전형 검사를 한 결과, 선행연구 결과를 표시하지 

않았지만 3개의 조직에서 HPV (유전형 16, 16, 58)가 검출되어 

3.6%의 검출률을 나타내었다. 선행연구에서의 DNA 추출방법

에 한계점이 있다고 생각하여 본 연구에서는 QIAamp
®

DNA

FFPE Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany)를 사용하여 

DNA를 추출하고 MolecuTech REBA HPV ID® kit를 사용하

여 유전형 검사를 실시하여 검출률이 높아진 것으로 생각된

다. 다른 연구자의 연구결과를 보면 파라핀 조직에서 HPV 검

출률이 38.8%로 나타났다[19]. 파라핀 조직에서 HPV를 검출

하기 위하여 DNA를 추출할 경우에 파라핀 조직용 DNA 추출 

kit를 사용하는 것이 검출률을 높이는 데 중요한 역할을 한다

고 사료된다.

단순감염에서 HPV 유전형의 분포를 보면 고위험군 유전형

이 총 23개 검체에서 18 유전형이 8개, 58 유전형이 6개, 16

유전형이 5개, 33, 35, 39, 56 유전형이 각각 1개씩 검출되었고,

저위험군 유전형이 총 4개 검체에서 11 유전형 2개, 6 유전형 

1개, 70 유전형이 1개 검출되었다(Table 2). 복합감염에서 

HPV 유전형의 분포를 보면 16/18 복합감염이 2건, 16/56 복

합감염이 1건, 18/52 복합감염이 1건, 16/18/33 복합감염이 

1건 검출되었고 복합감염에서 검출된 HPV 유전형은 모두 고

위험군이었다(Table 2). 본 연구 결과 검출된 HPV 유전형은 

세계적으로 높은 감염률을 보이는 16, 18과 아시아 지역에서 

많은 58 유전형이 가장 많이 검출되었다[6, 13].

고위험군 HPV 감염이 자궁경부암을 유발하지만, 그 외에

도 여러 가지 요인이 관련되어 있다[3, 9, 12]. 여성이 일생에 

걸쳐 HPV 감염될 가능성이 있지만, 면역 체계에 의해 감염이 
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Fig. 1. An example of MolecuTech REBA HPV-ID® genotyping index. Other HPV types out of 32 types (lane 1), single infection

of 32 HPV types (lane 2-16), multiple infection of 16/18/39 (lane 17), HPV negative (lane 18).

Table 2. HPV genotype distribution

Infection type HPV genotype Number

Single

infection

High-risk

18

58

16

33

35

39

56

8

6

5

1

1

1

1

Low-risk

11

6

70

2

1

1

Multiple

infection

16, 18

16, 56

18, 52

16, 18, 33

2

1

1

1

억제되거나 감염을 막지 못해 자궁경부암이 발생할 수도 있

다. 암의 발생은 HPV의 감염과 숙주와의 상호작용에 의한 결

과로 나타나는 것이다. 특히 자궁경부암의 발병기전은 HPV의 

E6와 E7 유전자의 발현과 연관관계가 알려졌다[11]. E6 단백질

은 종양억제 단백질로 알려진 p53과 결합하고[24], E7 단백질

은 세포주기를 조절하고 pRB 계열과 상호작용하여 암을 유발

한다고 알려졌다[8]. 최근에는 miRNA가 세포의 유전자 발현 

및 행동의 조절에 관여하여 암의 발달에서 중요한 역할을 한

다고 알려졌다[15, 17].

파라핀 조직은 오랜 시간 보존이 가능하고 miRNA 발현양

상을 분석할 수 있다[4]. 따라서, 후향적 연구의 측면에서 암이 

발병하지 않았지만 고위험군의 HPV가 검출된 환자를 추적관

찰 하고, 어느 시점에서 암이 발병하였을 때, 보관하던 파라핀 

조직에서 HPV 유전형과 miRNA 발현양상을 연구하거나 암
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의 병인론을 연구하는데 유용할 것으로 사료된다. 또한 자궁

경부암 뿐만 아니라, HPV가 유발하는 질암, 외음부암, 두경부

암, 구강인두암, 항문암, 음경암 등에도 파라핀 조직을 이용한 

HPV와 암의 발생에 관한 연구에 유용할 것으로 생각된다.
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초록：자궁경부암 파라핀 조직에서 인유두종바이러스 유전형 검사의 유용성 평가

진현우*

(부산가톨릭대학교 임상병리학과)

자궁경부암은 전세계 여성의 사망원인 2위를 차지하며, 인유두종바이러스 감염과 상관성이 있다. 인유두종바이

러스의 백신정책, 병인론, 추적관찰, 역학에서 유전형 검사는 중요하다. 후향적 연구를 위하여 파라핀 조직에서 

역교잡반응을 이용하여 인유두종바이러스의 유전형을 검사하는 것은 명확하게 증명된 것은 아니다. 본 연구에서

는 자궁경부암 파라핀 조직에서 역교잡반응을 사용하여 인유두종바이러스의 유전형 검사의 유용성을 평가하였

다. 총 52개의 자궁경부암 파라핀 조직을 사용하여 역교잡반응을 실시하여 인유두종바이러스의 유전형을 검출하

였다. 52개의 파라핀 조직중에서 32(61.5%) 건에서 인유두종바이러스가 검출되었으며, 단순감염이 27(84.4%) 건,

복합감염이 5(15.6%) 건으로 검출되었다. 단순감염에서 인유두종바이러스 유전형은 고위험군 18(8), 58(6), 16(5),

33(1), 35(1), 39(1), 56(1) 유전형과, 저위험군 11(2), 6(1), 70(1) 유전형으로 분석되었다. 복합감염에서 인유두종바이

러스 유전형은 16/18(2), 18/52(1), 16/56(1), 16/18/33(1) 유전형으로 검출되었다. 본 연구를 통하여, 파라핀 조직

으로 후향적 연구를 위한 인유두종바이러스 유전형 검사가 가능할 것으로 기대된다.
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