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구용 항응고제로 비타민 K 환원효소(vitamin K epoxide reduc-

tase)를 억제함으로써 간에서 합성되는 II, VII, IX 및 X 응고인자의 

합성을 방해하는 작용기전을 갖고 있다[1]. 그러나, 와파린은 치료

범위가 좁으며 개인 간의 적정 용량의 차이가 커서 초기 치료 용량

을 결정하는 것이 어렵고, 특히 초기 치료 용량을 결정하는 기간 

동안 혈전이나 출혈 등의 합병증이 발생할 가능성이 높은 것으로 

알려져 있다[2].

전통적으로 와파린의 용량은 프로트롬빈시간 국제정상화비율

(prothrombin time-international normalized ratio, PT-INR)이 적정

범위에 도달할 때까지 환자의 나이, 성별, 체중, 비타민 K 섭취 식이

여부, 동반질환 및 병용약물 간의 상호작용 등 다양한 변수들을 고

려하여 결정되었다. 그러나 최근에는 와파린의 대사 및 작용기전에 

관련된 여러 유전자가 발견되면서 와파린의 개인 간 치료용량 변동

성의 약 30-40%가 cytochrome P450 (CYP), subfamily IIC, poly-
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Background: Warfarin is a widely used oral agent for anticoagulation therapy. Warfarin has a narrow therapeutic index and a wide variation in 
the interindividual therapeutic dosage. Recently, genotypes of CYP2C9 and VKORC1 have been found to account for 30-40% of the warfarin dosing 
variability, and a variety of commercial genotyping assays are being introduced. In this study, we evaluated the Verigene Warfarin Metabolism Nu-
cleic Acid test (Verigene Warfarin assay; Nanosphere, USA) for its accuracy and clinical utility in genotyping CYP2C9*2, CYP2C9*3, and VKORC1 
1173C>T.
Methods: We compared the Verigene Warfarin assay with direct sequencing for accuracy in determining the genotypes of CYP2C9*2, CYP2C9*3, 
and VKORC1 1173C>T using 50 patient samples and 3 commercial DNA samples with known genotypes. The method was also evaluated for turn-
around time, hands-on time, and feasibility. 
Results: The Verigene Warfarin assay demonstrated 100% accuracy for identifying CYP2C9*2, CYP2C9*3, and VKORC1 1173C>T. The turn-
around time and hands-on time were 3 hr and 2 min, respectively. The no-call error rate at first attempt was estimated to be 2%. 
Conclusions: The Verigene Warfarin assay provides rapid and accurate genotype results. Considering there are only a few steps requiring man-
ual intervention, it would be feasible to implement this assay even in clinical laboratories that lack considerable expertise in molecular diagnostics.
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peptide 9 (CYP2C9) 유전자 및 vitamin K epoxide reductase com-

plex protein 1 (VKORC1) 유전자의 특정 단일염기다형성(single 

nucleotide polymorphism, SNP)에 기인하는 것으로 알려졌다[3-6].

와파린대사에 관련된 유전자 중 CYP2C9는 와파린의 이성질체

중 효능이 더 뛰어난 S-와파린의 대사과정에 관여하는 효소를 부

호화하는 유전자로서 CYP2C9*2 (NM_000771.3:c.430C>T, rs 

1799853)나 CYP2C9*3 (NM_000771.3:c.1075A>C, rs1057910) 유

전형을 가진 환자의 경우에는 CYP2C9 효소의 S-와파린 대사기능

이 각각 30-40%, 80-90% 감소되어[7] 와파린감수성(warfarin sen-

sitivity)이 증가하므로 더 적은 용량을 복용해야 한다[8].

와파린이 작용하는 표적효소인 VKORC1을 부호화하는 VKORC1 

유전자의 여러 SNP도 규명되어 있으며, 이들은 강한 연관불균형

(linkage disequilibrium)을 보이므로 연관되어 있는 SNP 중 한 가

지를 분석하는 것으로 일배체형(haplotype) 전체를 분석하는 것과 

동일한 수준의 와파린감수성에 대한 정보를 얻을 수 있다[5, 9, 10]. 

Rieder 등[9]은 VKORC1의 유전형을 와파린감수성에 미치는 영향

에 따라 저용량 일배체형 A군과 고용량 일배체형 B군으로 분류하

였는데, 일배체형 A군의 구분을 짓는 대표적인 연관 SNP로는 

VKORC1 1173C>T (NM_024006.4:c.174-136C>T, rs9934438)와 

-1639G>A (NM_024006.4:c.-1639G>A, rs9923231)이 가장 널리 알

려져 있으며 주로 분석대상이 되는 SNP이다. 이들 일배체형 A군에 

속하는 SNP를 가진 환자의 경우 일반 용량보다 적은 용량을 복용

해야 한다[9,10].

이와 같은 유전형과 와파린치료 용량간의 명확한 상관성으로 

인해 최근 들어 다양한 형식의 CYP2C9과 VKORC1 유전형 검사

가 출시되고 있다[11]. Verigene Warfarin Metabolism Nucleic Acid 

test (Verigene Warfarin assay, Nanosphere, Northbrook, IL, USA)

는 미국 Food and Drug Administration (FDA)에 의해 승인된 체외

진단검사법으로, CYP2C9*2, CYP2C9*3 및 VKORC1 유전자의 유

전형 1173C>T를 검출한다[11]. 저자들은 본 검사와 직접염기서열

분석을 비교 분석하여 Verigene Warfarin assay의 정확성 및 임상

적 유용성에 대해 평가하고자 하였다. 

대상 및 방법

1. 검사 대상

본 연구는 검사 후 잔여검체 50개를 대상으로 CYP2C9 유전자

의 유전형 2가지, CYP2C9*2와 CYP2C9*3 그리고 VKORC1 유전

자의 유전형 1173C>T를 분석하였다. 이들 총 50명의 평균 나이는 

51±19.4세로 남녀 성비는 1:1.1이었다. 

또한 한국인에서 보고된 적이 없거나 빈도가 매우 낮은 유전형

인 CYP2C9*2와 VKORC1 1173CC의 분석을 위해서는[6] Coriell 

repository에서 CYP2C9과 VKORC1 유전형이 알려져 있는 검체 

중 상기 유전형에 해당하는 DNA 검체 3개(repository 번호: NA 

10835, NA10842, NA10854)를 분양받아 분석하였다. 본 연구는 가

톨릭대학교 서울성모병원 임상시험심사위원회의 승인을 받아 진

행되었다(KC12EISI0407).

2. Verigene Warfarin assay를 이용한 유전형 검사

Verigene Warfarin assay를 이용하여 제조사의 지침에 따라 아

래와 같이 검사를 시행하였다. 세포 용해, DNA 분리 및 정제를 위

한 모든 시약이 포함되어 있는 1회용 추출트레이(extraction tray)

의 검체 웰(well)에 EDTA로 항응고처리한 전혈 1 mL를 분주하였

고, 추출트레이와 유리슬라이드 어레이 및 교잡반응에 필요한 모

든 시약이 포함되어 있는 카트리지를 Verigene processor SP에 장

착하였다. 검사반응이 완료된 후에는 카트리지에서 슬라이드를 분

리하여 산란광을 검출하는 Verigene Reader에 장착하여 스캐닝 

및 결과 분석을 통해 CYP2C9와 VKORC1 유전형 결과를 얻었다.

DNA 검체를 이용한 경우, 추출트레이에 160-400 ng/μL의 농도

와 A260/A280 흡광도 비 1.7-2.2에 해당하는 DNA 검체 60 μL를 분주

한 뒤, DNA 분리과정을 생략하고 교잡반응 이후부터 검사를 진행

하였으며 교잡반응 이후 전혈 검체와 동일한 과정을 통해 CYP2C9

와 VKORC1 유전형 결과를 얻었다.

1회 검사에서 유전형이 판별되지 않은 no call 오류가 발생된 검

체는 원검체의 말초혈액 백혈구에서 QIAmp DNA Mini Kit (Qia-

gen, Hamburg, Germany)를 이용하여 DNA를 추출한 후 ND-1000 

분광광도계(Nanodrop Technologies, Wilmington, DE)를 이용하

여 A260에서의 흡광도와 A260/A280 흡광도의 비를 이용하여 DNA의 

농도와 순도를 측정하였다. 검체의 DNA 순도가 제조사에서 권장

하는 A260/A280 흡광도 비인 1.60-2.00 범위 안에 있는지와, 검체의 

DNA 농도가 검사의 DNA 최소요구량인 100 ng/μL 이상이 되는지

를 확인하고 검체의 DNA 농도가 낮을 경우에는 농축한 DNA 검체

를 이용하여 재검하였으며, DNA의 순도나 농도의 이상이 발견되

지 않는 경우에는 전혈 검체로 단순재검을 시행하거나 추출한 

DNA 검체를 이용하여 재검하였다.

3. 직접염기서열분석

직접염기서열분석은 말초혈액 백혈구에서 QIAmp DNA Mini Kit 

(Qiagen)를 이용하여 DNA를 추출한 후 CYP2C9*2, CYP2C9*3, 

VKORC1 1173C>T를 검출하기 위해 고안한 시발체를 사용하여

(Table 1) CYP2C9 7번 엑손과 VKORC1 촉진유전자(promoter) 부

위를 증폭하였다. 중합효소연쇄반응은 95˚C 1분, 55-58˚C 1분, 72˚C 

30초의 조건으로 35회 반복하였다. 직접염기서열분석은 중합효소

연쇄반응의 증폭산물과 중합효소연쇄반응에 사용한 동일한 시발
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체, Big Dye terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosys-

tems, Foster City, CA, USA) 및 ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems)를 사용하여 시행하였다. 유전형의 판독은 

CYP2C9와 VKORC1의 참고 서열로 각각 NM_000771.3과 NM_ 

024006.4를 사용하고 Sequencher software version 4.9 (Gene 

Codes, Ann Arbor, MI, USA)를 이용하여 분석하였다.

결  과

Verigene Warfarin assay로 검출한 CYP2C9*2와 CYP2C9*3 그

리고 VKORC1 유전자의 유전형 1173C>T 분석 결과를 직접염기서

열분석법과 비교한 결과 100% 일치율을 보였다(Table 2).

특히 CYP2C9*2 이형접합 및 동형접합 검체 그리고 VKORC1 

1173CC 유전형을 갖는 Coriell repository에서 분양받은 3개의 DNA 

검체의 Verigene assay 결과도 직접염기서열분석 결과와 모두 일치

하여 Verigene Warfarin assay로 검출가능한 두 유전자의 모든 유

전형 조합에 대해 참고방법인 직접염기서열분석과 100% 일치율을 

보였다(Fig. 1).

Verigene Warfarin assay를 이용한 CYP2C9*2, CYP2C9*3, 

VKORC1 1173C>T 유전형 검사에 소요된 시간은 한 검체당 약 3

시간이었으며 hands-on time은 약 2분 소요되었다.

Verigene Warfarin assay 검사 결과 첫 회 반응에서 결과가 나오

지 않는 no call error가 50개의 검체 중 1검체에서(2%) 발생하였으

며, 원 검체의 DNA 농도를 측정한 결과 Verigene Warfarin assay 

검사의 DNA 최소 요구량인 100 ng/μL 미만이었고, 검체의 DNA 

농축 후 재검에서 유전형결과를 얻을 수 있었다.

고  찰

Verigene Warfarin assay는 마이크로어레이기술과 나노기술을 

접목시킨 자동화된 분자유전검사법으로 검체 내의 DNA를 증폭하

Table 1. PCR primer sequences for CYP2C9*2, CYP2C9*3, and VKORC1 
(1173C>T)

Exon no.          Primers (5CYP2C9*) Tm(°C) Product size (bp)

CYP2C9*2 F: CCTGGGATCTCCCTCCTAGT 58 227

R:TCCAGTAAGGTCAGTGATATGGA

CYP2C9*3 F: TGATTCATATACCCCTGAATTGC 55 318

R: TTTGGGGACTTCGAAAACAT

VKORC1 F: AAGATGAAAAGCAGGGCCTAC 56 195

R: CCGAGAAAGGTGATTTCCAA

Abbreviations: Tm, melting temperature; bp, base pair.

Table 2. Comparison of results of Verigene Warfarin Metabolism Nu-
cleic Acid Test and direct sequencing for CYP2C9*2, CYP2C9*3, and 
VKORC1

CYP2C9*2
Sequencing

Wild type Heterozygous Mutant

Verigene warfarin 
   metabolism nucleic
   acid test

Wild type 46

Heterozygous 1

Mutant 1

CYP2C9*3
Sequencing

Wild type Heterozygous Mutant

Verigene warfarin 
   metabolism nucleic
   acid test

Wild type 46

Heterozygous 5

Mutant 0

VKORC1
Sequencing

Wild type Heterozygous Mutant

Verigene warfarin 
   metabolism nucleic
   acid test

Wild type 2

Heterozygous 12

Mutant 39

A B C

Fig. 1. Sequencing chromatograms for the respective genotypes of (A) CYP2C9*2 (wild type homozygous, mutant heterozygous, mutant homozy-
gous), (B) CYP2C9*3 (wild type homozygous, mutant heterozygous), and (C) VKORC1 (wild type homozygous, mutant heterozygous, mutant homo-
zygous).
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지 않고 신호를 증폭하여 유전형을 분석하는 방법이다. 검사과정

은 장비에서 검체내의 DNA를 분리하고 이를 유리슬라이드 어레이

에 고정된 대립유전자특이탐색자(allele-specific probe)와 1차 교잡

반응을 시키고 세척한 뒤, 나노입자에 접합된 2차 탐색자를 사용

하여 2차 교잡반응을 시킨다. 교잡반응이 끝난 어레이슬라이드는 

Verigene reader에서 어레이상의 야생형 및 돌연변이 위치의 신호

를 증폭해 두 신호 간의 비율을 계산하여 CYP2C9*2, CYP2C9*3, 

VKORC1 유전형 결과를 각각 wild type, heterozygous, mutant의 

세 가지로 분류한 후 최종 유전형을 판독하는 방법이다[12]. 그러므

로, Verigene Warfarin assay는 별도의 핵산추출, 중합효소연쇄반

응 및 염기서열 분석이 요구되지 않아 조작이 간편하여 검사과정 

중 오류가 발생할 가능성이 낮고 또한 유전형 분석에 필요한 시간

도 적게 걸린다.

와파린치료에서 유전형에 따른 치료 용량 결정의 중요성이 대두

되면서[8] CYP2C9과 VKORC1 유전형 분석을 위한 여러 장비들이 

개발되고 있으며 이들 중 FDA가 승인한 장비에는 본 연구에서 평

가한 Verigene Warfarin assay 이외에도 INFINITI (AutoGenomics, 

Carlsbad, CA, USA), eSensor XT-8 platform (Osmetech, Pasadena, 

CA, USA), ParagonDx Rapid Genotyping Assay (ParagonDx, Mor-

risville, NC, USA) 등이 있다[11]. CYP2C9과 VKORC1 유전형 분석

을 위한 다양한 장비들의 성능에 관해서 많은 연구들이 이루어졌

고[11, 13-15] 그 중, Verigene Warfarin assay가 포함된 검사법 간 비

교 연구에 의하면[11], eSensor (Osmetech), Invader assay (Third 

Wave Technologies, Madison, WI, USA) 및 Luminex xTAG (Lu-

minex Melecular Diatnostics, Austin, Tx, USA) 결과와 100% 일치

율을 보였으며, DNA 검체를 이용하여 검사를 진행할 경우 검체 1

개를 기준으로 turn-around-time이 1.7시간으로 가장 짧은 것으로 

평가되었다. 본 연구에서 EDTA 항응고처리된 전혈을 이용하여 핵

산추출부터 결과분석까지 전과정을 Verigene Warfarin assay를 이

용해 수행한 결과 유전형 검사에 소요된 시간은 한 검체당 약 3시

간이었으며 hands-on time은 약 2분이 소요되었다.

Verigene Warfarin assay 검사는 7-10%의 빈도로 첫 회 반응에

서 결과가 나오지 않는 no call error가 발생하는 것으로 알려져 있

는데[11], 본 연구에서는 50개 중 1검체에서 (2%) no call error가 발

생하였으며 이는 제조사에서 장비설명서에 기술하고 있는 비율인 

4.5%보다 약간 낮았다. Verigene Warfarin assay에서 발생하는 no 

call error의 경우 대부분이(8/10) 단순 재검으로 해결되며 no call 

error가 발생한 검체와 그렇지 않은 검체들의 DNA 농도에 유의한 

차이가 없는 것으로 확인되어 no call error는 대부분의 경우 검체

의 질이나 DNA 농도와 무관하게 발생하며 카트리지 간의 변이에 

의한 것이라는 보고가 있다[11]. 그러나, 본 연구에서 발생한 no 

call error는 낮은 DNA 농도로 인해 발생하였으므로, 단순 재검 후

에도 no call error가 재발하는 경우에는, DNA를 추출하여 DNA의 

순도와 농도를 확인하는 과정이 필요할 것으로 생각된다. 또한 no 

call error의 단점에도 불구하고 짧은 검사소요시간과 간단한 조작

에 의한 정확한 유전형분석으로 인하여 타 검사법과 비교할 때 임

상적으로 유용할 것으로 판단된다.

본 연구결과에서 Verigene Warfarin assay로 검출한 CYP2C9*2

과 CYP2C9*3 그리고 VKORC1 유전자의 유전형 1173C>T 분석 

결과는 직접염기서열분석 결과와 100% 일치율을 보이는 정확도가 

높은 검사임을 알 수 있었다. 또한, Verigene Warfarin assay는 별도

의 핵산추출, 중합효소연쇄반응 및 염기서열 분석이 요구되지 않

아 단시간 내 정확한 진단을 내릴 수 있고 조작이 간편하여 검사과

정 중 오류가 발생할 가능성이 낮은 것으로 판단되었다. 결론적으

로 Verigene Warfarin assay는 와파린용량 결정을 위한 신속하고 

정확한 CYP2C9*2, CYP2C9*3, VKORC1 유전형 결과를 제공하

는 데 적합한 검사법이다.

요  약

배경: 와파린은 널리 쓰이는 경구용 항응고제이다. 와파린은 치료

범위가 좁으며 개인 간의 적정 용량의 차이가 큰 것으로 알려져 있

다. 최근 들어 와파린 치료 용량 변이의 약 30-40%가 CYP2C9과 

VKORC1 유전형에 기인하는 것으로 알려졌으며, 다양한 상품화된 

유전형 검사법들이 출시되고 있다. 이에 본 연구에서는 CYP2C9*2, 

CYP2C9*3, 그리고 VKORC1 1173C>T 유전형을 검출하는 Veri-

gene Warfarin Metabolism Nucleic Acid test (Verigene Warfarin as-

say, Nanosphere, USA) 검사법의 정확성과 임상적 유용성을 평가하

였다.

방법: Verigene Warfarin assay의 CYP2C9*2, CYP2C9*3, 그리고 

VKORC1 1173C>T 유전형 검사의 정확도 평가를 위해 50명의 환

자 검체와 3개의 유전형을 알고 있는 상품화된 DNA 검체를 이용

하여 직접염기서열분석법과 비교 평가하였다. 또한 turn-around 

time, hands-on time 그리고 검사의 임상적 유용성에 대해서도 평

가하였다.

결과: Verigene Warfarin assay를 이용한 CYP2C9*2, CYP2C9*3, 

및 VKORC1 1173C>T 유전형검사는 직접염기서열분석법과 비교

하여 100%의 정확도를 보였다. 검사의 turn-around time과 hands-

on time은 각각 3시간과 2분이었으며, 일차검사 시도 시 no-call 

error의 발생률은 2%였다. 

결론: Verigene Warfarin assay는 CYP2C9*2, CYP2C9*3 및 

VKORC1 1173C>T 유전형에 대해 신속하고 정확한 유전형 결과를 

제공한다. 또한 수작업 단계가 거의 없으므로 분자진단에 경험이 많

지 않은 임상검사실에서도 쉽게 검사를 수행할 수 있는 검사법이다.
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