
Abstract : A Retinoblastoma-related gene 2/p130 (pRb2/p130), which belongs
to Rb family, was recently discovered.  There were no studies about pRb2/p130
and mutation of tumor in contrast to this fact that pRb/p105 was related to
various kinds of other cancer.  There are many well known cancer genes, which
are related to the diffuse large cell lymphoma (DLCL), but no researches have so
far been made at the study of the mutation of pRb2/p130.  Therefore, we have
been made this study to show the features of mutation of  pRb2/p130 in DLCL.
For the research materials, we used the 10 frozen tissues, which were diagnosed
as DLCL. Eight out of them were diffuse large B  cell lymphoma (DLBL), and two
were Burkitt’s lymphoma (BL). After we extracted the DNA from the frozen
tissues, then we did PCR about the pRB/p130 exon 19, 20, 21, 22, after that, we
directly analyzed the sequence of an amplified DNA.   However, there were no
mutation of pRb2/p130 in both DLBL 8 and BL 2. In this research, we can infer
that there is no relationship between the cancer development of this tumor and
the mutation of pRb2/p130 because there was no sign of mutation in the DLBL
and sporadic BL and the exon 19, 20, 21, 22 of pRb2/p130. When we compare this
with the results of a former research, which had suggested the existence of lots of
mutations of pRb2/p130 in endemic (Burkitt’s lymphoma), we can find that the
non-existence of mutation of pRb2/p130 at DLBL indicates that DLBL is different
from the endemic and it is one of the characteristics which are different from the
carcinogenesis and in the light of classification based on molecular biology.
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서 론

Retinoblastoma-related gene 2/p130

(pRb2/p130)은 최근에 클론된 유전자로

pRb/p105나 Rb/p107 같이 retinoblastoma계의

유전자이다[1]. 이 단백질들은 서로 비슷한 염기

서열을 가지고 있고 동시에 E2F 와 결합하거나

transcriptional activity에 있어서도 같은 능력

을 가지고 있는 것으로 알려져 있다 [2]. 하지만

pRb/p105가 휴지기 및 증식세포 모두에서 발현

되는 반면에 pRb2/p130와 pRb/p107은 모두

세포주기에 있는 세포에서만 나타난다[3].

pRb2/p130이 E2F에 결합하는 것은 주로 G0

기에서 발견되나 pRb/p107은 G1 과 S 기에서

나타난다[4]. pRb/p105가 종양억제 유전자로

여러 종양에서 종양 발생에 있어 핵심적인 역할을

하는 것으로 알려져 있으나, 이에 비해 그 아형인

pRb2/p130와 사람 암에 대한 관련성은 알려진

바가 별로 없다. 최근에 AIDS와 관련된 산발성

Burkitt림프종(BL)에서 wild type pRb2/p130

을 보이는 반면에, 대부분의 풍토성 Burkitt림프

종에서는 돌연변이를 보이는 특징이 발견되어

Burkitt림프종의 아형들이 서로 다른 발생기전을

가지는 것으로 생각되고 있다[5]. 

미만성 대세포림프종(diffuse large B cell

lymphoma, DLBL)은 하나의 질병으로 생각되

기보다는 여러 림프종들이 공통적인 병리학적, 임

상적 특징을 보이는 질병 군으로 여겨진다[6]. 또

한 일부의 DLBL은 BL과 병리학적으로 매우 유

사한 형태적, 면역학적 소견을 보여 두 종양의 구

별이 어려운 경우도 있다. 따라서 DLBL과 BL

에서 pRb2/p130이 서로 다른 변이양상을 보인

다면 이들 종양의 진단에 있어서 그리고 종양의

발생기전과 분류에 있어서 중요한 근거를 제공해

주리라 생각된다. 저자들은 이 연구에서는 DLCL

의 pRb2/p130을 직접 염기서열을 분석하는 방

법으로 조사하여 DLCL의 pRb2/p130 변이양상

을 조사하였다.      

재료및방법

원주기독병원에서 생검하여 조직학적 소견과

면역조직화학염색에 의해 진단된 10례를 대상으

로 하였다. DLBL과 BL은 각각 조직학적인 소견

과 CD20, CD3, CD5, CD30, Ki-67, bcl-2,

및 c-myc 등에 대한 면역조직화학 염색을 통해

WHO 분류법에 따라 분류하였다[6]. DNA의 추

출은 생검한 후에 -70℃ 동결보관 된 조직에서 종

양의 괴사가 없고 방사선요법이나 화학요법을 받

기 전의 조직을 선정하여 시행하였다.  연구 대상

의 임상 소견과 병리 진단은 Table 1과 같다.  

동 결 조 직 에 서 DNA isolation kit

(Boehringer Mannheim사, 미국)를 사용하여

DNA를 추출하였다. 400 mg의 조직에 10 mL

의 cellular lysis buffer를 넣고 조직이 미세한

현탁액으로 되기까지 파쇄하였다. Proteinase K

용액 6.1 μL를 넣고 진탕한 다음, 65℃에서 1시

간동안 두었다. RNAase 용액 400 μL를 넣고

2-3초 동안 진탕한 후에 37℃에 15분간 두었다.

Protein precipitation solution 4.2 mL를 넣

고 5-10초간 진탕한 후에 얼음에 5분간 두었다.

상온에서 15,000 rpm으로 원심분리한 다음 침

전물이 섞이지 않게 상층액을 얻었다. 상층액의

0.7배 정도의 isopropanol을 추가하여 위 아래

로 부드럽게 섞어 준 후에 2,500 rpm으로 10분

간 원심분리하여 상층액을 버리고 10 mL의 4℃

에탄올을 넣었다. 2,500 rpm으로 5분간 원심분

리하여 상층액을 버리고 에탄올이 보이지 않기까

지 완전히 말린 다음 TE buffer(pH 8.0) 1 mL
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를 넣고 4℃에서 하룻밤을 두었다. 

pRb2/p130의 B 도메인과 C 말단부의 19,

20, 21, 22 엑손을 PCR과 직접 염기서열분석을

통해 분석하였다. PCR 반응량은 50 μL로 제놈

DNA가 최종농도 4 ng/L, 4가지 deoxynucleotide

triphophates가 각각 0.2 mmol/L, taq

polymerase(Takara사, 일본)가 2 U, 시발체

(Table 2)가 각각의 최종농도 0.4 mol/L가 되

게 하였다. Thermal cycler(Hybaid사, 영국)를

사용하여 변성(95℃, 1분), 단련(55℃, 1분), 연

장(72℃, 1분)을 한 주기로 하여 35회 반응한 다

음 72℃에서 7분간 두었다.  

PCR 산물은 ethidium bromide염색된

1.5% agarose gel에서 확인하였다. 각각의 밴드

는 오염이 되지 않게 주의하며 일회용 깨끗한 칼

로 잘랐다. DNA는 Qiaex II gel extraction

kit(Qiagen사, 독일)를 이용하여 DNA를 추출

하여 ABI Prism BigDye Terminator Cycle

Sequencing Ready Reaction Kits(Applied

Biosystems사, Cleveland, Ohio, 미국)를 이

용하여 자동화된 DNA 염기서열분석기를 사용하

여 분석하였다. 

성 적

10례 모두에서 pRb2/p130 의 19, 20, 21,

22 엑손 PCR 산물을 얻을 수 있었다. 직접 염기

서열분석에서 얻은 염기서열을 NCBI gene

bank BLAST(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

이용하여 비교하였을 때(accession: XM_007895)

서로 완전히 일치하는 염기서열을 보였다. 결과적

으로 8례의 DLBL과 2례의 산발성 BL 조직의

pRb2/p130 엑손 19, 20, 21, 22에서 돌연변이

가 없었다.  

고 찰

사람의 림프종 조직과 폐암 세포주에서

pRb/p105 와 함께 pRb2/p130의 변이 역시 종

양의 발생에 관여함이 알려져 있다[5]. pRb2/p130

의 변이양상은 풍토성과 산발성 BL 아형 간에 서

로 차이가 있어 이들 두 아형의 발생기전이 서로

다른 것으로 추정된다[7]. 새로운 림프종의 분류

법[6]에 따라 각기 서로 다른 림프종의 유형에서

pRb2/p130의 변이양상에 대해서는 아직까지 알

Case No.  Age Sex  Location Diagnosis

DLBL: diffuse large B cell lymphoma; BL: Burkitt's lymphoma .

Table 1. Clinical characteristics of cases studied

1 49 M Lymph node DLBL

2 60 M Soft tissue and lymph node DLBL

3 61 M Lymph node DLBL

4 70 M Lymph node DLBL

5 68 F Stomach and lymph node DLBL

6 84 M Lymph node DLBL

7 43 F Breast DLBL

8 38 M Colon DLBL

9 7 F Colon and ovary BL

10 6 M Tonsil BL
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려진 것이 없는 실정이다. DLBL은 BL과 같이

하나의 질병이라기보다는 다양한 원인에 의해 발

생되어 공통적인 병리학적 특징을 보이는 종양으

로 생각되고, 그 조직학적인 양상이 BL과 비슷하

여 때로는 감별하기 어려울 때가 있다. DLBL에

서 pRb2/p130 유전자 변이를 염기서열분석으로

증명한 연구는 아직 없었다. 이 연구에서는 한국

인 DLBL과 산발성 BL 환자에서 pRb2/p130

유전자 19,20,21,22 엑손의 변이양상을 PCR과

직접 염기서열분석을 통해 조사하였다. 

Retinoblastoma 유전자는 매우 커서 현실적

으로 모든 엑손의 변이를 조사하기는 어렵다. 따

라서 이 연구에서는 풍토성 BL에서 잦은 돌연변

이를 보인 엑손 19, 20, 21, 22를 대상으로 조사

하였다. 이 연구의 결과에서 DLBL과 산발성 BL

에서 pRb2/p130의 변이가 없었던 점으로 보아,

DLBL은 pRb2/p130의 잦은 돌연변이를 보이지

않는 것으로 추정되고 산발성 BL도 풍토성 BL의

경우와는 달리 pRb2/p130의 잦은 돌연변이를

보이지 않을 것으로 생각된다[7]. 비호지킨림프

종에서 Retinoblastoma(RB-1) 유전자의 돌연

변이는 흔하지 않고[8], 다발성 골수종에서도

RB-1의 변이가 드문 것으로 알려져 있다[9]. 따

라 서 본 연구의 결과와 비교해 볼 때

pRb2/p130 역시 RB-1 과 같이 DLBL과 산발

성 BL에서 변이가 드문 것으로 추정된다. 악성

림프종에서 증식능력이 왕성한 표지자인 세포분

열 지수와 Ki-67 지수가 높은 종양에서

Rb/p107의 발현이 높았으나, pRb2/p130의 발

현이 적었던 증례들은 치료에 보다 잘 반응하는

경향을 보였다[10]. 이 연구에서는 pRb2/p130

의 발현을 조사하지는 못했으나, 증식능력이 왕성

한 것으로 알려져 있는 DLBL과 산발성 BL에서

pRb2/p130의 변이가 없었던 것은 pRb2/p130

의 발현의 감소가 돌연변이와 관련이 없을 것으로

생각된다.   

풍토성 BL에서 pRb2/p130의 잦은 변이를

보였던 이전의 연구[7]와 비교해 볼 때 DLBL과

산발성 BL에서 pRb2/p130의 변이가 없었던 점

은 풍토성 BL과는 구별되는 DLBL의 하나의 특

징적인 분자생물학적 소견일 것으로 생각된다.

DLBL과 산발성 BL에서 pRb2/p130 변이가 보

이지 않는 것은 DLBL과 산발성 BL은

pRb2/p130의 변이가 종양의 생성에 작용하지

않을 가능성이 있다. 또한 종양의 진단 및 분류에

서 pRb2/p130의 변이양상에 대한 조사가 종양

의 진단 및 분류에서 유용한 분자생물학적 소견으

로 사용할 수도 있으리라 생각된다. 하지만, 본 연

구에서는 retinoblastoma 유전자 전체를 조사한

것이 아니고 조사한 엑손이 제한적이므로 pRb의

변이가 완전히 없는지는 더 많은 엑손의 분석 및 단

백질 변이양상 조사 등으로 더 많은 증례를 대상으

Primer  Sequences (5' to 3')

Table 2. Sequences of primers for pRb2 PCR

Exon 19 AGGTCCTATCACCAAGGGTGT

Exon 19R GCTTAGTTACTTCTTCAAGGC

Exon 20 GAGAAAGTTAATATCCTAGCTG

Exon 20R GTGAATGGTCCATATATAAATCA

Exon 21 TGGTTTAGCACACCTCTTCAC

Exon 21R GCTTAGCACAAACCCTGTTTC

Exon 22 CTGAGCTATGTGCATTTGCA

Exon 22R AAGGCTGCTGCTAAACAGAT
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로 한 추가적인 연구가 필요한 것으로 생각된다. 또

한 DLBL과 BL의 구별을 명확히 하기 위해서 다

른 암유전자의 변이에 관한 추가적인 조사가 필요

한 것으로 생각된다.    

요 약

8례의 diffuse large B cell lymphoma(DLBL),

2례의 Burkitt 림프종(BL)으로 진단된 동결조

직에서 DNA를 추출한 다음 pRb/p130 exon

19, 20, 21, 22에 대한 PCR을 시행하여 증폭된

DNA를 이용하여 염기서열을 직접 분석한 결과

DLBL 8례와 BL 2례 모두에서 pRb2/p130 유

전자의 변이가 없었다. 

이 러 한 결과로 DLBL의 암 발생에서

pRb2/p130의 변이와는 관련이 없을 것으로 추

정된다. 풍토성 BL에서는 pRb2/p130의 많은

변이가 있었다는 사전 연구결과와 비교해 볼 때

DLBL 림프종이 분자생물학적으로 풍토성 BL과

는 다른 특징적인 소견으로 생각된다.        
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