
서 론

제 2형 당뇨병의 잘 알려진 위험 요소로는 인슐린 내성, 고인

슐린혈증, 비만, 고혈압과 당뇨에 대한 가족력 등이 있다[1]. 이

중 인슐린 내성은 제 2형 당뇨병, 고혈압, 심혈관 질환과 고지질

혈증 등 만성질환의 병태생리학에 중요한 요소이다[2, 3]. 인슐린

내성의 병인은 아직 명확하지는 않으나 유전적, 환경적 요인 모두

와 관계가 있다[3, 4]. 

최근 연구에 의하면 cytokine의 일종인 tumor necrosis factor-

(TNF- )는 아직 그 역할이 분명히 밝혀지지는 않았지만 주로

단구와 대식 세포에서 생산되며, 비만과 연관된 인슐린 내성과 당

뇨에서 중요한 역할을 담당한다고 한다[5]. TNF- 는 insulin-

sensitive glucose transporters (GLUT4) 유전자의 전사적 활성

도를 감소시키고 근육과 지방 조직에서 인슐린 수용체의 tyrosine

kinase의 활성도를 억제하여 인슐린 내성을 증가시킨다[6]. 또한

TNF- 의 mRNA의 증가가 인슐린 내성의 유도에 잠정적인 역

할을 한다는 보고가 있다[7].

TNF- 의 혈중 농도가 당뇨병 환자에서 당뇨병성 신증 발생에

관여하며 특히 당뇨병 환자의 뇨중 TNF- 농도가 높은 경우 단

백뇨 발생이 의미있게 증가되어 있었다[8, 9].
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Background : Recently, two G->A polymorphisms at positions -308 and -238, in the promoter of
the tumor necrosis factor- (TNF- ) gene, have been identified. These variants have been linked to
estimates of insulin resistance and obesity in different ethnic groups. The objective of the present
study was to investigate whether these genetic variants of TNF- were associated with features of
the insulin resistance in two study populations comprising type 2 diabetic patients and healthy con-
trol subjects.

Methods : We analyzed the polymorphisms of TNF- gene in 198 type 2 diabetes mellitus (DM)
patients and 169 healthy control subjects. We used five primers and two separate polymerase chain
reaction (PCR) to detect the TNF- polymorphism by the multiplex amplification refractory mutation
system (ARMS) technique.

Results : No statistically significant difference in the -308A and -238A allele frequencies was found
between patients with type 2 DM and normal controls.

Conclusions : Our study does not support a major role of the nucleotide -308 or -238 substitutions
of the TNF- gene in the pathogenesis of insulin resistance. (Korean J Lab Med 2006;26:58-63)

Key Words : Type 2 DM, Tumor necrosis factor- , Polymorphism, Amplification refractory muta-
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TNF- 유전자는 class III major histocompatibility complex

(MHC)에 위치하여 있으며 몇 가지의 유전자 다형성에 관한 연구

가 시도되었다. 특히 Wilson 등이 TNF- 유전자의 촉진자(pro-

moter) 부위에 해당하는 nucleotide position -308에서의 다형성

을 발견하였고, 이 부위에서 guanidine (G)이 adenine (A)으로

치환되는 것에 따라 TNF1과 TNF2로 구별하였다[10, 11]. -308A

대립유전자는 전사적 활성도가 높아 TNF- 의 생산도 증가시키

고, 여러 감염질환, 자가면역질환 및 면역 매개성 질환과도 의미있

는 관련을 보이는 것으로 보고되고 있다[12, 13]. 또한 nucleotide

position -238에서 G→A로 치환된 -238A 대립유전자도 만성 B

형 간염 및 인슐린 내성과 관련이 있다고 보고는 있으나 -238A

대립유전자가 전사적 활성도에 미치는 영향에 대해서는 연구가

좀 더 필요할 것으로 생각된다[14-16].

제 2형 당뇨병 환자와 TNF- 유전자의 촉진자에서 나타나는

유전자 다형성에 관한 보고를 살펴보면, Fermanader-Real 등은

TNF- 의 유전자 다형성이 인슐린 내성과 연관이 있다고 보고했

으나 그 외에 연관이 없다는 보고도 다수 있었다[17, 18]. 또한

각 인종에 따른 유전자 다형성의 출현 빈도도 여러 나라에서 보고

되었다[19, 20].

이에 저자들은 제 2형 당뇨병 환자에서 TNF- 의 유전자 다형

성을 조사함으로써 질환과 유전자 다형성의 관련 여부를 알아보

고, 제 2형 당뇨병과 정상 대조군에서의 TNF- 유전자 다형성의

출현 빈도를 알아보려 하였다.

대상 및 방법

1. 대상

중앙대학교부속 필동병원 내과에 내원한, 식이요법이나 경구혈

당강하제로 조절 중인 제 2형 당뇨병 환자 198명을 대상으로 하

였다. 대조군은 필동병원에 근무하는 직원과 건강진단센터를 방문

한 사람 중 공복시 혈당이 100 mg/dL 이하이고 당뇨병의 과거력

이 없는 지원자 169명을 대상으로 하였다. 

2. 방법

1) DNA 추출

EDTA가 항응고제로 들어있는 전혈 500 L를 lysis buffer

(0.32 M sucrose, 10 mM Tris-HCL, pH 7.5, 5 mM MgCl2,

1% Triton-X 100)를 이용하여[21] 혼합과 원심분리(13,000 rpm

에서 30초, 3회 반복)한 후, proteinase K (Boehringer Mannheim,

Mannheim, Germany)를 포함한 완충액(10 mM Tris HCl, pH

8.3, 50 mM KCl, 0.1 mg/mL gelatin, 0.45% NP40, 0.45%

Tween 20)을 첨가하여 55℃에서 1시간 반응시키고, proteinase

K를 변성시키기 위해 95℃에서 10분간 처리하여 template DNA

를 얻었다.

2) TNF- -308과 -238에서의 G→A 다형성 검사

TNF- -308과 -238에서의 G→A 다형성은 다중(multiplex)

amplification refractory mutation system (ARMS) 방법으로

시행하였다. ARMS 방법은 시발체의 3′-end가 template DNA의

염기서열과 mismatch가 되면 polymerase chain reaction (PCR)

시 시발체가 연장(extension)되지 않는 것을 이용한 방법으로[22],

본 연구에서는 신속하고 간편한 검사를 위하여 한 검체당 2개의

PCR tube가 사용되도록 고안한 다중 ARMS 방법을 사용하였다.

즉 1개의 상류시발체(common primer, CP), TNF- -308에

서의 G→A 다형성을 확인하기 위한 2종류의 하류시발체(-308G/

-308A)와 -238에서의 G→A 다형성을 확인하기 위한 2종류의

하류시발체(-238G/-238A)를 각각 사용하였으며, 4종류의 하류

시발체는 G 혹은 A를 시발체의 3′-end가 되도록 제작된 것이다

(Table 1). 또한 시발체의 특이도를 높이기 위하여 3′-end로부터

2번째 염기인 G를 T로 치환하였다[22]. ARMS 방법에 의한 검

사의 신뢰도를 높이기 위한 내부 양성대조(internal positive con-

trol, IPC)로 1-antitrypsin 유전자의 exon 3 부위를 증폭하는

시발체(IPC-1, IPC-2)도 동시에 사용하였다[23].

PCR은 한 검체당 2개의 PCR tube를 사용하였는데, A tube

에는 하류시발체로 -308G와 -238A를, 상류시발체로 CP를 첨가

하였고, B tube에는 -308A, -238G, CP를 첨가하였다. 각 대립유

전자에 대한 PCR 특이산물은 -308G/-308A 또는 -238G/-238A

가 CP와 반응하여 각각 140 bp와 210 bp의 증폭산물로 구별되

고, 360 bp의 내부 양성대조 산물도 동시에 증폭된다. PCR 반응

액은 ARMS 시발체 각각 10 pM, 내부 양성대조 시발체 5 pM,

dNTP 250 M, Tris-HCl (pH 9.0) 10 mM, KCl 40 mM,

MgCl2 1.5 mM, Taq DNA polymerase 1U, DMSO 5%에 추

출 DNA 1 L를 첨가하여 총 20 L로 만들었다. PCR 반응은

자동온도조절기(OmniGene, Hybaid Co., England)를 이용하여

95℃에서 4분간 predenaturation 시킨 후, 95℃에서 45초, 66℃

에서 45초 및 72℃에서 45초씩 35회 증폭하고 마지막으로 72℃에

*, The 3’ penultimate nucleotide (underlined above) was mismatched
to enhance specificity of the primers; �, The internal control primers span-
ning a 360 bp fragment of exon 3 of the 1-antitrypsin gene.
Abbreviations: CP, common primer; IPC, internal positive control; ARMS,
amplification refractory mutation system.

Primer Oligonucleotide sequence (5′-3′)*

-308G ACCCTGGAGGCTGAACCCCGTCTC
-308A ACCCTGGAGGCTGAACCCCGTCTT
-238G CACACTCCCCATCCTCCCTGCTTC
-238A  CACACTCCCCATCCTCCCTGCTTT 
CP GCCCCTCCCAGTTCTAGTTCTATC
IPC-1� CCCACCTTCCCCTCTCTCCAGGCAAATGGG
IPC-2� GGGCCTCAGTCCCAACATGGCTAAGAGGTG

Table 1. Primers used for multiplex ARMS
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서 5분 동안 연장반응 시켰다. 각각의 증폭산물은 2% agarose gel

에서 100 V로 20분간 전기영동한 후, 투조기(transilluminator)에

서 증폭산물을 확인하였다.

SAS (version 9.1)을 이용하여 환자군과 대조군에 따른 유전

자형과 대립유전자의 빈도는“proc freq”을 사용하여 chi-square

분석으로 비교하였고, 승산비(OR, Odds Ratio)와 95% 신뢰구간

(CI)은“proc genmod"를 사용하였다. SAS/Genetics의“proc

allele”에서 최대우도(maximum likelihood estimation) 방법을

사용하여, TNF- -308과 -238의 연관불균형 측도(linkage dis-

equilibrium measure)인 Lewontin's |D'|을 계산하였고 연관불균

형 여부에 대한 카이제곱 검정을 실시하였다. 모든 통계적 검정은

유의수준 5% 하에서 실시하였다.

결 과

신속하고 간편한 검사를 위하여 한 검체당 2개의 PCR tube를

사용하도록 고안된 다중 ARMS 방법으로 TNF- -308과 -238

에서의 G→A 다형성을 확인할 수 있었다.

TNF- -308 부위에서의 유전자형은 제 2형 당뇨병 환자에서

-308G/G가 174명(0.88), -308G/A가 24명(0.12)이었으며, 정상

대조군에서는 -308G/G가 141명(0.83), -308G/A가 28명(0.17)

으로 제 2형 당뇨병 환자와 정상 대조군사이에 유의한 차이가 없

었다(P=0.223, 2=1.48, OR 1.44, 95% CI 0.80-2.59)(Table

2). 본 실험에서 -308G/G와 -308G/A 유전자형은 한국인 정상

대조군에서 각각 0.83과 0.17로서, 다른 국내 두 개의 보고와는

유의한 차이가 없었고 Yea 등의 보고와는 유의한 차이가 있었다

(P=0.010, 2=6.70)(Table 3)[24-26]. 또한 TNF- -238 부

위에서의 유전자형도 제 2형 당뇨병 환자에서 -238G/G가 177명

(0.89), -238G/A가 21명(0.11)이었고, 정상 대조군에서는 각각

152명(0.90)과 17명(0.10)으로 제 2형 당뇨병 환자와 정상 대조군

사이에 유의한 차이가 없었다(P=0.864, 2=0.03, OR 0.94, 95%

CI 0.48-1.85)(Table 2). TNF- -308 부위에서의 일배체형(ha-

plotype) 분석 결과 제 2형 당뇨병 환자에서 G가 372명(0.94),

A가 24명(0.06)이었으며, 정상 대조군에서는 G가 310명(0.92),

A가 28명(0.08)으로 제 2형 당뇨병 환자와 정상 대조군사이에

유의한 차이가 없었고(P=0.242, 2=1.37, OR 1.40, 95% CI

0.80-2.46), 또한 TNF- -238 부위에서의 일배체형 분석에서도

제 2형 당뇨병 환자에서 G가 375명(0.95), A가 21명(0.05)이고,

정상 대조군에서는 G가 321명(0.95), A가 17명(0.05)으로 두 군

사이에 유의한 차이가 없었다(P=0.868, 2=0.03, OR 0.95, 95%

CI 0.49-1.82)(Table 2). 이때 각 군에서의 유전자형 분포는 Har-

dy-Weinberg equilibrium에 의한 기대치와 유의한 차이가 없었

다(www.husdyr.kvl.dk/htm/kc/).

TNF- -308과 -238 사이의 연관불균형 측도인 Lewontin's

|D'| 값은 1로 나타났으나 카이제곱 검정 결과 두 유전자 사이의

연관성은 찾아 볼 수 없었다(P=0.216, 2=1.53).

고 찰

초창기의 TNF- 는 염증과 면역조절 작용에 관여하는 인자로

알려졌으나, 그 후 비만과 관련된 인슐린 내성의 병태생리에 중

NIDDM 
patients 
(n=198)

Normal 
controls
(n=169)

P OR (95% CI)

TNF- -308
Genotype

GG 174 (0.88) 141 (0.83) 2=1.48
GA 24 (0.12) 28 (0.17) P=0.223 1.44 (0.80-2.59)
AA 0 0

Allele
G 372 (0.94) 310 (0.92) 2=1.37
A 24 (0.06) 28 (0.08) P=0.242 1.40 (0.80-2.46)

TNF- -238
Genotype

GG 177 (0.89) 152 (0.90) 2=0.03
GA 21 (0.11) 17 (0.10) P=0.864 0.94 (0.48-1.85)
AA 0 0

Allele
G 375 (0.95) 321 (0.95) 2=0.03
A 21 (0.05) 17 (0.05) P=0.868 0.95 (0.49-1.82)

Table 2. Genotypes and alleles frequencies of TNF- -308 and
-238 in NIDDM and normal controls

Abbreviations: TNF, tumor necrosis factor; NIDDM, non insulin depen-
dent diabetes mellitus; OR, odds ratio; RR, relative risk. 

this study
(n=169)

Lee et al.[24] 
(n=120)

Yea et al.[25]
(n=113)

Pae et al.[26]
(n=125)

Genotype
GG 141 (0.83) 103 (0.86) 2=0.31 106 (0.94) 2=6.70 107 (0.86) 2=0.26
GA 28 (0.17) 17 (0.14) P=0.579 7 (0.06) P=0.010 18 (0.14) P=0.613
AA 0 0 0 0

Allele
G 310 (0.92) 223 (0.93) 2=0.28 219 (0.97) 2=6.26 232 (0.93) 2=0.23
A 28 (0.08) 17 (0.07) P=0.596 7 (0.03) P=0.012 18 (0.07) P=0.629

Table 3. Genotype and allele frequencies of TNF- -308 with normal controls in Korea
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요한 역할도 하는 것으로 알려졌다. 골격근과 지방조직에 있는

TNF- mRNA 치는 신체 비만 지수, 인슐린혈증과 깊은 상관

이 있으며, 또한 TNF- mRNA 치가 낮은 쥐가 야생쥐보다 인

슐린 내성이 적다는 연구도 있었다[7, 27]. 이런 연구들은 TNF-

가 인슐린 작용에 장애를 일으키며 기전은 근위 인슐린 신호체계

의 손상에 의한 것으로 생각된다[6]. 그러나 아직은 분자 기전과

TNF- 유전자 부위중 어느 부위가 인슐린 내성과 관계된 TNF-

표현에 영향을 주는 지에 대하여는 분명하게 알려져 있지 않다.

최근에 TNF- 유전자의 촉진부에 위치한 두 개의 nucleotide 다

형성이 주목을 받고 있는데, 이는 nucleotide -308과 -238에서의

G→A 치환에 의한 다형성이다. -308A 변형이 TNF- 유전자

의 전사적 활성도를 증가시켰다는 실험적인 결과가 있고, 임상적

으로도 이 변형이 비만과 인슐린 내성과 관계가 있다는 것을 보

여주는 보고들이 있다[11, 17, 28]. -238의 다형성은 아직 시험적

으로 표현에 관하여 증명된 것은 없으나 이 변형의 위치가 주조

직적합복합체 class II genes의 촉진부 조절 부위에 있는 putative

Y box에 위치하고 TNF- 의 억제유전자가 -254와 -230 사이에

있는 것으로 보아 이 변형도 유전자의 전사적 활성도에 영향을 줄

것으로 생각된다. 또한 최근의 -238의 변형이 인슐린 감도를 증가

시키는 데 관여한다는 연구도 있었다[15, 29].

TNF- 유전자의 촉진자 부위와 제 2형 당뇨병 환자 사이의

연관성은 아직 논쟁의 여지가 있고 다른 인종의 다형성이 다른 역

할을 할 수도 있다는 인종적인 차이도 있다고 생각된다. 본 연구

에서는 -308과 -238 다형성의 유전형이 정상 대조군과 제 2형 당

뇨병 환자군 사이에 유의한 차이가 없었고 대립유전자 빈도(allele

frequency)에서도 차이를 찾아 볼 수 없었다. 이는 -308G/A는

제 2형 당뇨병의 유병률에 관여하지 않고 정상 대조군과 유사하

다는 국외 보고와 일치하는 결과이다[18, 19]. 이러한 보고에도

불구하고 -308A/A는 TNF- 의 분비를 증가시키고 이는 인슐린

수용체의 전달을 감소시켜 당 전달체의 전위를 감소시킴으로서

인슐린 내성을 일으킨다는 보고도 있다[30]. 그러나 본 연구의 경

우 -308A/A의 유전형은 단 한 건도 보이지 않았고 이는 한국인

에서의 다른 보고들과 일치하는 결과이다[24-26]. -308A/A 유

전형의 빈도가 타이완(0.0118)이나 일본(0.017), 중국(홍콩)(0.09),

프랑스(0.16), 독일(0.18)보다 낮게 나타난 결과에 비추어 보면

좀 더 많은 연구 대상으로 실험을 하여야 알 수 있겠으나 한국인

은 타이완과 일본보다도 낮은 -308A/A 빈도를 나타낼 것으로

예상된다[19, 20, 31, 32]. 위의 결과는 인슐린 내성이 제 2형 당

뇨병의 중요한 위험 요소임을 고려할 때 이 유전형이 당뇨의 발

생에 직접적인 영항을 주지 않는다고 생각할 수 있다. Day 등은

-238A/A 유전형이 인슐린 내성이 생길 가능성이 적다고 보고했

고[15], Clausell 등은 -238A/A 유전형이 지방 대사에 영향을

주어 high density lipoprotein cholesterol (HDL-C) 치가 낮아

진다고도 보고했다[33]. 위의 보고들은 -238A/A 다형성이 당뇨

를 발병시키는 민감도에 영향을 주지는 않으나 동맥경화와 심장

혈관병과 같은 합병증을 예견할 수 있다고 주장했다[31]. 그러나

본 연구에서는 -238A/A 유전형도 관찰되지 않았다.

또한, 본 실험에서 정상 대조군에는 발견하지 못한 -308G/A

와 -238G/A가 함께 보이는 경우가 제 2형 당뇨병 환자에서 2명

관찰되었다. 이는 통계적인 의미를 부여할 수는 없으나 두 다형성

이 상호 작용을 하여 질환의 병태생리에 영향을 미칠 수도 있어

좀 더 많은 수를 대상으로 하여 연구하여 볼 필요가 있다고 생각

된다.

결론적으로 TNF- 의 혈중치는 인슐린 내성과 당뇨 합병증과

깊은 관계가 증명되었으나 본 연구에서의 -308, -238 다형성은

한국인 제 2형 당뇨병 환자에서 의미 있는 차이를 발견할 수 없

었다. 그러므로 -308, -238 다형성이 제 2형 당뇨병의 병태생리에

는 직접적으로 관여하지는 않으나, -308A/A와 -238A/A는 동

맥경화와 같은 당뇨 합병증의 유병률에는 영향을 미칠 가능성이

있으므로 더욱 많은 수의 대상을 가지고 연구해볼 필요가 있다고

생각된다. 

요 약

배경 : 최근 tumor necrosis factor- (TNF- )의 촉진자 부

위에 있는 두 개의 유전자 다형성이 발견되었고 이는 nucleotide

position -308과 -238에서의 G→A 변이이다. 이러한 유전자 다

형성과 인슐린 내성, 비만의 상관성이 여러 인종에서 연구되었다.

이에 본 연구에서는 제 2형 당뇨병 환자와 정상 대조군을 대상으

로 TNF- 유전자의 촉진자 부위에서의 다형성이 제 2형 당뇨병

의 병태생리에 관여하는지 알아보고자 하였다.

방법 : 제 2형 당뇨병 환자 198명과 정상 건강대조군은 169명

을 대상으로 하였다. TNF- -308과 -238에서의 G→A 다형성은

한 검체당 2개의 PCR tube가 사용되도록 고안한 다중 amplifica-

tion refractory mutation system (ARMS) 방법을 사용하였다. 

결과 : TNF- 유전자내의 -308A 대립유전자와 -238A 대립

유전자의 빈도는 제 2형 당뇨병 환자와 정상 대조군 사이에 유의

한 차이가 없었다.

결론 : TNF- 유전자의 촉진자 부위에서의 다형성이 제 2형

당뇨병 환자의 병인에 관여하는지를 연구하기 위하여 시도된,

TNF- 유전자내 -308과 -238에서의 다형성 분석은 제 2형 당

뇨병과 의미있는 연관성을 보이지 않았다.
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