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유전자 서열에 영향을 주지 않으면서 유전자의 발현을 억제하

는 유전자 변조기전인 DNA 메틸화가 최근 발암의 중요한 기전

으로부각되고있다. 사람의DNA에서CpG가많이분포되어있

는부분을CpG island라고하며이러한CpG island는유전자의

프로모터 부위에 주로 위치한다. 일반적으로 CpG island 내에

위치한 사이토신은 메틸화가 되어 있지 않으며 전사조절인자의

도움으로특정유전자의전사가시작되게된다. 그러나CpG is-

land 내에위치한사이토신이메틸화되면, 메틸화된사이토신결

합단백질이DNA에결합하여DNA가전사인자에노출되지못하

도록막아전사는일어나지않게된다. 따라서메틸화는유전자서

열의 변화 없이 유전자 발현을 억제시키는 기전으로 제안되었으

며, 특히종양억제유전자의발현억제기전으로주목받고있다.(1)

Purpose: This study was undertaken to observe the pattern
of methylation of the p16INK4a and human telomerase reverse
transcriptase (hTERT ) genes and the p16 and hTERT pro-
tein expressions in invasive ductal carcinoma of the breast.
In addition, we evaluated the relationship between the methy-
lation status of the two genes and their protein expressions. 
Methods: We performed methylation-specific PCR (MSP)
and immunohistochemical staining in 63 breast cancer spe-
cimens.
Results: There was no statistical association between p16INK4a

gene methylation and the histological grade (tumor grade,
tumor size and lymph node status). Methylation of the hTERT
promoter did show significant differences according to the
histological tumor grade and tumor size, but there was no
clinical significance. Methylation of the p16INK4a and hTERT
genes was found in 22.2% and 31.8% of the specimens, res-

pectively. A negative p16 protein expression (0-10% expre-
ssion rate) was observed in 38.1% of the specimens (24 of
63). A positive hTERT expression (more than a 25% expre-
ssion rate) was observed in 73.0% of the specimens (46 of
63). There was no statistical significance in the relationship
between the methylation status and the protein expression. 
Conclusion: Our data suggest that methylation of the p16
and hTERT genes is not associated with their protein expre-
ssions according to Immunohistochemisty. There seemed
to be another complicated mechanism for p16 inactivation
and hTERT activation in breast cancer. (J Breast Cancer 2007;
10:59-67)
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메틸화기전은발암단계중조기에발생되는기전으로알려져있

으며 병리학적으로 전암 병변인 이형성단계 혹은 현미경상 정상

세포로 보이는 세포에서도 메틸화가 보고되고 있어 하나의 조기

검진표지자로서제안되고있다.(2)

p16 유전자는사이클린의존성키나아제억제제로서비활성화

되면세포주기조절Cyclin D-CDK 4,6-pRB pathway가활성

화되며, 발암과정초기단계에중요한역할을함이여러종양에서

밝혀졌다.(3) INK4a/ARF locus (9p21)는 다른 엑손에 존재하

는서로다른프로모터의전사를통하여p16INK4a 단백질을만

든다. 유방암에서는 p16가 메틸화되면 예후가 나쁜 것으로 보고

되었다.(4)

정상세포는 정상적인 복제과정이 수행될 때마다 종말체(telo-

mere)가짧아지기때문에한정된생명력을가진다. 암세포가발

생되는데 있어서 가장 중요한 과정이 무한정한 복제능력을 가지

는 것이다. 이러한 불멸화(immortalization)를 위해 요구되는

조건은각각의조직마다다른것으로알려져있으며, 특히텔로메

라아제의활성화가무한적인복제능력을제공하는중요한기전으

로 보고되었으며(5, 6) 상피세포의 경우에는 p16의 비활성화와

텔로메라아제의활성화가동시에이루어져야효과적으로죽지않

는세포로만든다는보고도있다.(7)

유방암에서는 APC, p16, E-cadherin, BRCA1 등의 종양억

제유전자는유전적돌연변이가없거나소수에서만보고되어이들

유전자의비활성화기전을설명하지못하고있었으나, 최근유전

자의 메틸화 상태를 볼 수 있는 여러 실험방법이 알려지면서, 이

들 유전자의 비활성화에 메틸화가 중요한 역할을 한다고 보고되

고있다.(8, 9) p16 유전자의메틸화정도는8-48%까지매우다

양하게보고되고있고,(10, 11) 국내연구로는위암, 대장암, 림프

종, 수막종에서의p16 메틸화에의한비활성화가중요암화기전

으로 보고되었으며,(12, 13) 유방암의 경우에는 면역조직화학염

색을통한p16 단백의발현감소가보고되었다.(14, 15) 그러나단

백발현손실이유전자프로모터메틸화와연관이없으며, 프로모

터부위의메틸화뿐만아니라특이적매카니즘이존재할것이라

고보고와최근들어메틸화가유전자비활성과관계없다는연구

들이 보고되고 있다.(16, 17) 이처럼 많은 연구들에 있어 프로모

터 메틸화의 기능에 대한 논란이 있어왔다. 따라서, 저자들은 유

방암에서p16 및hTERT 유전자의메틸화와이들유전자발현의

연관성을알아보고자본연구를진행하였다. 

방 법

1. 연구대상및임상병리자료조사

2002년5월부터2004년12월까지가톨릭대성모병원에서유

방암적출술을시행받은환자중파라핀블록조직및신선동결조

직을얻을수있었던환자83명중침윤성관암종으로진단된63

명을 연구대상으로 하였다. 임상, 병리자료 조사를 통하여 연령,

종괴의크기, 변형된Scarff-Bloom-Richardson grading sys-

tem에의한조직학적분화도, 림프절전이를확인하였다. 본연구

에대한연구계획서는성모병원의기관생명윤리위원회의검토및

승인을받았으며, 연구대상자또는가족의동의를받은후유방암

신선동결조직과파라핀블록을확보하였다.

2. DNA 추출bisulfite를이용한DNA 변형

조직의변성을최소화하기위하여RNAlator (Ambion, Aus-

tin, USA)에 넣은 후 -70℃에 냉동보관 된 유방암 조직을 대상

으로 DNeasy Tissue Kits (Qiagen Inc, Avenue Stanford,

Valencia, USA)를 사용하여 DNA 분리하였다. 이렇게 추출한

DNA는1% agarose gel에전기영동하여dsDNA를확인하였다.

이러한DNA에bisulfite를처리하여modification시키면DNA

nucleotide 중cytosine이uracil로전환되는데이때methyla-

ted cytosine은 uracil로 전환되지 않고 그대로 cytosine으로

남아있게되어unmethylated cytosine과methylated cyto-

sine을구별할수있게된다. 60 L의DNA에3M NaOH (App-

lied Biosystems, Foster City, USA) 용액6 L 첨가하여75℃

에서10분간반응시켜DNA를변성시켰다. 그후sodium bisul-

fite로DNA를변환시키기위해4.8M sodium bisulfite (Sig-

ma, Missouri, USA) 750 L와10 mM hydroquinone 42 L

를첨가한후wax (Roche, Mannheim, Germany)를넣고55

℃, 5시간동안반응시켰다. 정제과정으로Centricone 3D co-

lumn (Millipore, billerica, USA)을이용하여원심분리하였다.

3M NaOH 10 L 첨가하여 37℃, 15분 동안 반응 후 DNA 침

전을위해3M sodium acetate 30 L와ethanol (100%) 400

L를 첨가하여 -70℃에서 1시간 반응시킨 다음 15분간 원심분

리 하였다. 마지막으로 세척을 위해 70% ethanol 첨가 후 원심

분리하여실온에건조후TE 100 L로용해시켰다.

3. Methylation specific PCR (MSP)

유전자의메틸화상태를검사하는방법중methylation-spe-

cific PCR (MSP)가보편적으로사용되는데그원리는bisulfite

처리로, 메틸화된cytosine은보존되나메틸화되지않은cytosine

은 uracil로 뉴클레오티드를 변화시키기 때문에, 메틸화 여부를

구분할수있다. p16, hTERT 유전자의프로모터부위의사이토

신에메틸화가되었는지여부를확인하기위해메틸화특이중합

효소연쇄반응(MSP)을시행하였다.

DNA를bisulfite 처리한후메틸화된DNA와비메틸화DNA
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를구별할수있는각각의시발체(primer)를이용하였다.(18, 19)

PCR (Bio-rad, Hrercules, USA) 조건은95℃에서30초, 각각

의붙임온도(annealing temperature)는p16 62.5℃(U), 63.7

℃(M); hTERT 58℃(U), 58.5℃(M); 30초, 72℃ 30초 반응

시켰고40회반복하였다. 그후72℃ 5분연장한후반응을종결

하였으며, 3회반복실험하였다. 음성대조로DNA 대신증류수를

넣었고, 양성대조로CpGenome methylated DNA (Chemicon

international inc, Boronia Victoria, Australia)를사용하였

다. 증폭된PCR 산출물을2% agarose gel에서전기영동(Mu-

pid, Tokyo, Japan)하여각각의메틸화상태를관찰하였다.(18,

19)메틸화에대한조사는3회반복하여실험하였다.

4. Tissue array block 제작

대상증례의H&E 염색표본재검색을통하여각각의조직학적

소견을 대변할 수 있는 부위를 표시하고, 각각의 파라핀 포매 조

직에서그에해당하는부위를조직채취기구를이용하여파냈다.

조직배열블록제작을위해서조직이없는파라핀블록에지름3

mm의구멍을뚫어각각의파라핀포매조직에서채취한조직조

각을심었다. 가장자리의구멍들은대조군블록에서채취한조직

을삽입하고가운데부분은실험군조직조각을삽입하여조직블

록을제작하였다.

5. 면역조직화학염색

Tissue array block을4 m 두께로박절하여통상의탈파라

핀화및함수과정을진행하였다. 항원의활성회복을돕기위하여

pH 6.0 citrate 완충액을 이용해 microwave oven에 15분간

전처리하였다. 조직내과산화효소의작용을억제하기위하여3%

과산화수소수에10분간처리후TBS 완충액으로수세하였다. 일

차항체는 단 클론 항체인 p16 (1:200 dilution, DACO, Kent,

Denmark), hTERT (1:200 dilution, 44F12, Newcastle upon

Tyne, UK)를사용하였다. 각일차항체는45℃에서60분간반

응시켰다. 이차항제(biotinylated anti-mouse immunoglo-

bulin antibody, Dako. Colorado, USA)를 상온에서 20분간

작용시켜biotin-avidin 특이결합을유도한후, DAB, 3′-dia-

minobenzidine tetrahydrochloride solution (Research Ge-

netics, California, USA)를 가하여 발색시킨 후 hematoxyln

으로대조염색하였다. 광학현미경으로관찰하여세포핵에적갈

색으로염색된종양세포의수를세어백분율을구하였다.

6. 결과판정및통계분석

DNA를 분리할 때 암세포만을 micordissection하지 않았기

때문에정상세포가검체에포함될가능성이있다. 따라서메틸화

에대한MSP 결과가methylation PCR에서만양성이나온경우

와unmetylation PCR과methylation PCR에서동시에양성으

로나온경우MSP 양성으로정의하였고, unmethylation PCR

에서만양성이나온경우에는MSP 음성으로정의하였다. 본연구

에서는 메틸화와 면역염색과의 관련성을 보고자 하였기 때문에

부분메틸화혹은deletion의가능성이있는두PCR에서모두음

성인경우에는통계분석에서제외하였다. p16은모두종양세포의

10% 이하에서염색반응을보일때음성으로hTERT는25% 이

하에서염색반응을보일때음성으로판정하였다. 각각의유전자

에대한메틸화발현유무와단백발현양상은모수검정법인Chi-

squared test와비모수검정법인Fisher’s exact test를조건에

따라시행하였다. 통계분석은SAS Software Release 8.01 (SAS

Institute Inc, Cary, NC, USA)을사용하여수행하였다. p 값이

0.05 미만일때통계적으로유의하다고간주하였다.

*: Modified Scarff-Bloom-Richardson grading system.

Age 
<50 35 (55.6)
≥50 28 (44.4)
Mean age (range, yr) 51.6 (34-85)

Tumor grade (histological)*
I 14 (22.2)
II 34 (54.0)
III 15 (23.8)

Tumor size 
≤2 cm 26 (41.3)
2 cm, ≤5 cm 34 (53.9)
> 5 cm 3 (4.8)

Lymph node status
Negative 35 (55.6)
Positive 28 (44.4)

Table 1. Clinicopathological characteristics of breast cancer
(n=63) used in this study

Clinical parameter No (%)

p16L

U M U M - +

500
bp

LhTERT

Fig. 1. Representative Methylation-specific PCR (MSP) results
are shown for four genes (p16 and hTERT ) in breast cancer sam-
ple. MSP was performed on bisulfite-treated DNA form breast
cancer. MSP products were run on a 2% agarose gel. unmethy-
lated DNA <U>, methylated DNA <M>, negative control (DW)
<->, positive control <+>, 100 bp DNA ladder <L>.
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결 과

1. 연구대상자의임상및병리학적소견

연구대상자의 연령은 50세 미만이 35명(55.6%)이었고, 50세

이상이28명(44.4%)이었다. 변형된Scarff-Bloom-Richardson

grading system에따른조직학적분화도는고분화군15명(23.8

%), 중등도 분화군 34명(54.0%), 저분화군 14명(22.2%)이었다.

종괴의 크기는 2 cm 이하인 경우가 26명(41.2%), 2 cm보다 크

고 5 cm 이하인 경우가 34명(54.0%), 5 cm보다 큰 경우가 3명

(4.8%)이었으며, 액와림프절전이양성은28명(44.4%), 음성은

35명(55.6%)이었다(Table 1). 

2. 유방암조직에서p16과hTERT유전자과메틸화빈도

유방암 DNA 63개 중 p16의 프로모터 부위의 유전자에 대한

MSP 양성빈도는14예(22.2%), MSP 음성은39예(61.9%)이었

고, metylation PCR과unmetylation PCR 둘다음성인경우

는 10명(15.9%)이었다. hTERT의 프로모터 부위의 유전자에 대

한MSP 양성은20예(31.8%), MSP 음성은32예(50.8%)이었고,

Fig 2. Examples of immunohistochemical staining: (A) p16 staining of normal breast. (B) p16 positive in breast cancer. (C) hTERT staining
of normal breast. (D) hTERT positive in breast cancer. All sections is ×400. 

A
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metylation PCR과 unmetylation PCR 둘 다 음성인 경우는

11명(17.4%)이었다(Table 2, Fig 1).

3. 임상병리소견과메틸화상관관계

조직학적 분화도에 따라서 p16 유전자 프로모터 부위의 메틸

화분포는차이가없었고, 조직학적분화도에따라서hTERT 유

전자프로모터부위의메틸화분포는유의한차이가있었으나(p=

0.041), 오히려고분화군에서MSP 음성이11예(91.7%)였다. 암

의종괴크기에따른p16 유전자프로모터부위의메틸화분포는

차이가없었고, 암의종괴크기에따른hTERT 유전자프로모터

부위의 메틸화 분포는 유의한 차이가 있었으나(p=0.033), 오히

려중분화군에서MSP 음성이20예(76.9%)이었다. 림프절전이

유무에 따른 p16, hTERT 유전자 프로모터 부위의 메틸화 분포

는차이가없었다(Table 3).

4. 면역조직화학염색법을이용한단백질의발현양상

침윤성 관암종에서 p16과 hTERT 단백에 대한 면역조직화학

염색을시행한후광학현미경을이용하여관찰하였다. 단백이발

현된 경우 적갈색으로 염색되었다(Fig 2). p16의 경우 종양세포

의10% 이하에서, 음성으로hTERT는25% 이하에서염색반응

을 보일 때 음성으로 판정하였는데 면역조직화학염색상 p16은

24예(38.1%)에서음성으로관찰되었고, hTERT는46예(73.0%)

에서양성으로관찰되었다(Table 4).

5. 유전자메틸화와단백질발현의상관관계

침윤성관암종63명을대상으로면역조직화학염색을이용하여

측정한p16과hTERT 단백의양성률의분포는Fig 3과같았다.

MSP에서p16 유전자의메틸화여부에대한결과를얻을수있었

Fig 3. Relationship between the methylation status in promoter
lesion for p16, hTERT gene and immunohistochemistry positive
cell percentage for p16, hTERT protein. Notes: MSP (+)=only
methylation PCR (+) or metylation PCR (+) and unmethylation
PCR (+); MSP (-)=only unmethylation PCR (-).
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Table 3. Relationship between clinicopathological finding and
methylation

Clinicopathological 
parameter

Methylation

p16 (%)

Positive Negative

hTERT (%)

Positive Negative

MSP (+)=only methylation PCR (+) or metylation PCR (+) and unme-
thylation PCR(+); MSP (-)=only unmethylation PCR (-); NA=metylation
PCR (-) and unmethylation PCR (-).

p16 14 (22.2) 39 (61.9) 10 (15.9) 63 (100)
hTERT 20 (31.8) 32 (50.8) 11 (17.4) 63 (100)

Table 2. Methylation of p16 and hTERT from representative
Methylation-specific PCR (MSP) assay

Locus MSP (+) MSP (-) NA Total (%)

IHC (-)=p16 ≤10% & hTERT ≤25%; IHC (+)=p16>10% & hTERT >25%.

p16 24 (38.1) 39 (61.9) 63 (100)
hTERT 17 (27.0) 46 (73.0) 63 (100)

Table 4. Cell counting of p16 and hTERT from immunohisto-
chemistry are shown (%)

Protein IHC (-) IHC (+) Total (%)

p16/p16
Negative 5 (23.8) 16 (76.2) 0.727
Positive 9 (28.1) 23 (71.9)

hTERT/hTERT
Negative 5 (41.7) 7 (58.3) 0.795
Positive 15 (37.5) 25 (62.5)

Table 5. Relationship between immunohistochemistry and me-
thylation status (p16 and hTERT)

IHC/MSP MSP positive MSP negative p-value

Tumor grade
I 4 (33.3) 8 (66.7) 6 (50.0) 6 (50.0)
II 7 (25.9) 20 (74.1) 13 (46.4) 15 (53.6)
III 3 (21.4) 11 (78.6) 1 (8.3) 11 (91.7)
p-value 0.833 0.041

Tumor size
≤2 cm 4 (18.2) 18 (81.8) 13 (54.2) 11 (45.8)
>2 cm, ≤5 cm 10 (35.7) 18 (64.3) 6 (23.1) 20 (76.9)
>5 cm 0 (0) 3 (100) 1 (50.0) 1 (50.0)
p-value 0.549 0.033

Lymph node status
Netative 6 (20.7) 23 (79.3) 9 (32.1) 19 (67.9)
Positive 8 (33.3) 16 (66.7) 11 (45.8) 13 (54.2)
p-value 0.645 0.618
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던 53예에 대하여 p16 유전자 프로모터부위 메틸화여부에 따른

면역조직화학염색법에의한p16 단백의발현여부에는차이가없

었다(p>0.05, Table 5). MSP에서hTERT 유전자의메틸화여

부에대한결과를얻을수있었던52건에대하여hTERT 유전자

프로모터부위메틸화에따른면역조직화학염색법에의한hTERT

단백의발현여부에는차이가없었다(p>0.05, Table 5).

고 찰

DNA 메틸화는유일하게알려진자연적인DNA의modifica-

tion이며유전자활성을억제하는강력한기전으로알려져왔다.

암 억제 유전자의 비활성화는 돌연변이에 의해서 일어나는 것이

일반적이나최근다양한연구에서메틸화가많은암억제유전자

의비활성화와연관되어있다는보고가있었다.(20) 유전자의메

틸화 양상을 연구하는 방법에는 Southern blot analysis, res-

triction enzyme-PCR, bisulfite genomic DNA sequencing,

MSP, COBRA assay 그리고methylation-sensitive nucle-

otide primer extension (MS-SNuPE) 등이 알려져 있다. 그

중MSP는시발체제작이까다로운점이있지만, bisulfite를처

리함으로써메틸화의유무에따른차이를알수있으며정성적이

고신속한장점이있다고알려져있다.(21) 

세포주기 진행은 촉진인자인 활성화된 사이클린 및 사이클린

의존성키나아제(CDK)4/6 그리고억제인자인CDKIs에의해조

절되며, CDK 억제제로작용하는단백질에는p16INK4a, p15I-

NK4b, p18INK4c, p19INK4d, p21CIP1, p27KIP1, p57KIP2

등이알려져있다. 이중p16종양억제유전자(INK4A, CDKN2A,

MTS1, CDK4I)의 메틸화에 의한 비활성화가 가장 널리 알려진

후성적(epigenetic) 기전중하나로식도암, 대장및직장암, 간암,

유방암, 방광암, 췌장암, 폐암, 난소암등여러종류의종양발생

에서관련이있는것으로알려져있다.(22) p16 유전자가유방암

을포함한다수의원발암이나암세포주에서결실이나점돌연변이

등의형태로기능을상실하여p16 단백발현이억제되어암발생

에관여한다고보고되었으며, 유방암(60%), 흑색종(57-61%), 신

경교종(17-97%), 백혈병(25-60%), 췌장암(70%)의여러종양에

서유래된세포주에서비활성화가보고되고있다.(23) p16 유전자

가 불활성되는 대부분은 동형접합 결실(homozygous deletion)

때문이나최근DNA 과메틸화에의한비활성화가보고되고있으

며이로인한비활성화결과는p16 유전자의산물인p16 단백이

핵내에없는것으로나타난다.(24) 세포주에서는높은빈도의동

형접합 결실이 관찰되나, 원발성암에서는 서로 역관계의 결과가

보고되고 있으며, 점 돌연변이의 결과는 유방암에서 미미하다고

보고되어,(23) p16의 비활성화 기전으로 메틸화가 주목을 받아

왔다.(2)

텔로메라아제는RNA dependent DNA polymerase의기능

을가진리보핵산단백으로서, 이효소의활성도가대부분의종양

조직에서 증폭되어 나타나는 것이 알려지며, 악성종양으로 진행

되거나유지에중요한역할을하고있다.

정상체세포에서는 텔로메라아제가 비활성화되어 검출되지 않

으나, 세포분열이지속적으로일어나는배아세포, 불멸화세포그

리고 대부분의 악성세포에서 텔로메라아제의 활성이 매우 높게

발현된다. 인간의텔로메라아제는세가지중요한요소인human

telomerase RNA (hTR), telomerase-associated protein

Ⅰ (TPI), 그리고 human telomerase reverse transcriptase

(hTERT)로 구성되고, 이중 hTERT는 텔로메라아제 양성 종양

에서발현되는것으로알려져있다.(25) 불멸화을위해요구되는

조건은 각각의 조직마다 다르며, 텔로메라아제의 활성화가 무한

적인복제능력을제공하는중요한기전으로보고되었다.(5, 6)

이번연구결과, 유방암DNA 63개의유전자메틸화빈도는p16

이22.2%, hTERT가31.8%로나타났다(Table 2). 유방암의경

우p16 유전자의메틸화는8-48%까지다양하게보고되고있다.

(10, 11, 8) 원발성침윤성유방암193명을대상으로MSP를시행

한Li 등(26)의연구에서p16 유전자의메틸화빈도는14% (27/

193)였으며, 산발성일차침윤성유방암45건으로p16 이외9개

유전자의 MSP를시행한 Parrella 등(27)은 18%로 낮은메틸화

빈도를보고하였다. Domingueza 등(28)의연구에따르면100명

의 유방암 검체를 대상으로 MSP를 시행한 결과, p16은 19%로

우리의연구결과인p16 (22.2%)와유사한메틸화빈도가보였다.

또한124개의난소암과65개의자궁암검체를대상으로Real-

time PCR를통해메틸화한hTERT 메틸화빈도는29.8% (37/

124, 난소암), 58.5% (38/65, 자궁암)로보고되었으며,(29) 제자

리부합법(in situ hybridization)을 통해 일차 비소세포성 폐암

94명을대상으로연구한Lu 등은34.0%의hTERT 발현을보였

다.(30) Clement 등(31)의연구에서는27개의바렛식도선암종

의methylation-sensitive dot-blot assay (MS-DBA) 결과,

hTERT 프로모터의 메틸화 빈도가 64%이었다. 이와 같이 유전

자에메틸화비율이연구마다다른이유는연구대상자의차이, 분

석기법의차이(민감도또는microdissection 유무등)도한원인

이되었을것으로사료된다. 조직학적소견에따른p16 유전자의

메틸화 상태는 차이가 없었다. hTERT는 암분화도와 암의 크기

에 따라 유전자의 메틸화 상태에 차이가 있었으나, 오히려 더 심

한고분화군과암의크기가2 cm보다크고5 cm 이하인경우에

서 메틸화가 안된 비율이 더 높았다. 메틸화에 대한 검사는 처음

유전자분리부터3회반복하여측정하였기때문에정밀도에는문

제가없었을것으로사료된다.
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유방암에서면역조직화학염색을통한p16 단백의발현이감소

된다는보고(14, 15)와같이본연구에서도면역염색에의한p16

단백발현음성(단백발현율이10% 이하범위)은24예(38.1%), 양

성(단백발현율이11% 이상인경우)은39예(61.9%)의발현빈도로

관찰되었다.

Geradts 등(32)은104개의유방암조직(관암63예, 소엽암33

예, 혼합암종 8예)으로 면역조직화학염색을 시행한 결과, 49%

(51예)의p16 단백발현음성률이었고, 295개침윤성유방암(관암

164예, 비관암 65예)을 대상으로 면역조직화학염색을 시행하여

전체종양세포수의 5% 이상일 시 양성으로 판정한 결과, 70.5%

(208예)의 p16 단백발현 양성률이 관찰되었다.(33) 면역염색의

판독 기준을 완전 음성(5% 미만), 부분 음성(5-10%), 양성(10%

이상)으로 나눈 31예의유방암 조직을 대상으로 한 Song 등(23)

의 연구에서는 p16 단백 염색(31예)은 음성 7예(22.6%), 부분음

성2예(6.5%)로이러한빈도차이는처리과정에서p16 단백이파

괴되기쉽고, 연구자마다판독이다르기때문이라고보고하였다.

hTERT 단백발현음성(단백발현율이25% 미만인경우)은17

예(27.0%), 양성(단백발현율이 25% 이상인 경우)은 46예(73.0

%)로관찰되었다. 64예의유방암과엽상종양을포함한인접정상

조직2예의면역조직화학염색에서81% (52예)의hTERT 양성률

이 관찰되었으며,(34) 53예의 유방암과 31예의 유방 양성종양을

대상으로면역염색을시행한Yano 등(35)은30/53 (57%), 11/31

(35%)의hTERT 단백발현양성률을보였다. Yan 등(36)의연구

에서는34예의직장암을대상으로hTERT 단백발현50% 이상일

때양성으로판정한결과27/34 (79.4%)로우리의결과와유사한

발현빈도를보였다.

우리의 연구에서 MSP로 측정한 p16 유전자 메틸화와 면역화

학염색으로 측정한 p16 단백질 발현, hTERT 유전자 메틸화와

hTERT 단백질 발현간에는 유의한 연관성이 없었다. Vinci 등

(37)은 유방 섬유선종(fibroadenoma)과 암종에서 메틸화와 면

역염색의비교연구에서p16 면역염색의높은이질성때문에조직

기원과 관계없이 음성과 양성 부위가 공존하여 결론적으로 프로

모터과메틸화와p16 유전자silencing 사이의명백한관계는기

대할 수 없다는 결과를 보고한 바 있다. 또한 골육종을 대상으로

한CDKN2A 유전자메틸화연구에서p16에대한면역조직화학

염색에서의미발현이메틸화와연관이없었으며,(38)구강편평세

포암종을대상으로연구한p16 유전자의메틸화연구에서는p16

단백 발현 감소를 확인하였으나, p16 프로모터 부위의 메틸화가

관찰되지않아메틸화이외에다른유전적변화가있을것이라고

결론 내렸다.(39) 침윤성 자궁내막암을 대상으로 p16 단백 발현

손실이프로모터메틸화와연관이없으며, 프로모터부위의메틸

화는자궁내막암에서p16 불활성의특이적매카니즘이존재할것

이라고보고하였다.(40)

직장선종과 암종 패널에서 hTR과 hTERT 발현 조사와 hTR

프로모터의 메틸화가 전사조절과 관계 있는지를 결정하기 위한

Atsuo 등(16) 연구에서는 hTR 발현이 선종에서 암종으로 변화

단계에서상승하나, hTERT 발현과항상연관되지않으며, hTR

promoter 부위의 저메틸화가 hTR 발현 조절의 주 매카니즘의

가능성이부족하다고제안하였다.

유전자의비활성화에메틸화가중요한역할을함으로써유방암

을비롯한다양한암의예후, 진단, 치료에유용한매카니즘을제

공할것이라는연구결과들이있으나,(8, 9)최근에들어메틸화가

유전자 비활성과 관계 없다는 연구들이 있다. 본 연구 결과 역시

메틸화가 중요 암화 기전으로 보고되는 유전자 비활성과 관계가

없었고, 단백발현손실이유전자프로모터메틸화와연관성을보

이지않았다.

결 론

침습성유방암으로진단된유방암검체63개를대상으로p16,

hTERT 유전자의프로모터부위에메틸화상태가면역조직화학

염색에서p16, hTERT 단백발현과의연관성을알아보고자하였

으며, 메틸화상태는메틸화특이PCR (MSP)로측정하였다.

MSP 양성 빈도는 p16의 경우 14예(22.2%), hTERT의 경우

20예(31.8%)였다. 임상, 병리소견에따른p16, 유전자의프로모

터부위에메틸화상태에차이는없었으며, 조직학적분화도와종

양크기에따라hTERT유전자프로모터부위의메틸화분포는유

의한차이가있었으나, 다른임상적의의는없었다. 면역조직화학

염색에서 p16 단백 발현 음성 범위(≤10%)는 24예(38.1%)이었

고, hTERT 단백발현양성(>25%)은46예(73.0%)이었으나p16

유전자의 메틸화 상태와 p16 단백 발현 분포(p>0.05)뿐만 아니

라, hTERT유전자의메틸화상태와hTERT 단백발현분포에도

차이가없었다(p>0.05).

유방암에서 메틸화가 중요 암화 기전으로 보고되는 유전자 비

활성와직접적연관관계가없었으므로p16 유전자의비활성화와

hTERT 유전자의활성화를일으키는데promoter 부위의메틸화

이외에다른복잡한유전적매카니즘이있을것으로사료되었다. 
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