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서    론

  난소암은 “Silent killer”라고 불리 울 만큼 조기진단
이 어렵고 또한 사망률이 높은 여성 생식기 암중의 하

나이다. 우리나라에서는 여성 생식기 암중에서 자궁
경부암 다음으로 많은 빈도를 차지하며 서서히 증가 

추세에 있다.1 미국의 통계를 보면 난소암은 1996년에 
26,000명의 새로운 환자가 발생했으며 이 암으로 인해 
15,000명의 환자가 사망했다고 보고하고 있다.2 이처
럼 난소암이 사망률이 높은 이유는 다른 암과는 달리 

조기발견이 어렵고 또한 적절한 조기 진단 방법이 개

발되지 않았기 때문이다. 대부분 환자들이 난소암에 
대한 증상을 호소하여 병원에 내원할 때는 약 70%에
서 진행된 3기 내지 4기의 상태로 진단된다.3 난소암
을 조기 진단하게 되면 5년 생존율이 약 95% 정도에 
이르게 되나 진행된 3기, 4기에는 30% 이하로 떨어지
게 된다.4 난소암에 대한 수술 및 항암 요법의 개발로 
인해 생존율의 증가가 보고되어 있지만 전체적으로는 

큰 변화가 없는 실정이다.5 따라서 난소암의 발생원인
을 밝히고 조기진단을 할 수 있다면 사망율을 낮출 것
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  Objective : Recent evidence suggests that aberrant methylation of CpG islands is a major pathway leading to the 
inactivation of tumor suppressor genes and development of cancer. The purpose of this study was to detect the methylation
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  Methods : Recent studies on colorectal and breast cancer have defined a CpG island methylator phenotype, which 
involves the targeting of multiple genes by promotor hypermethylation. Little is currently known about the role of 
methylation in ovarian cancer. To detect the methylation in ovarian cancer, we have investigated the methylation status
of 13 primary ovarian cancers at six genes using methylation specific polymerase chain reaction compared with 7 normal
ovaries. 
  Results : Six of tumor suppressor genes (p15, p16, p21, p73, BRCA1, and hMLH1) were evaluated to see the 
methylation status. Methylation of p15, p21, p73, and hMLH1 did not detect in ovarian cancers compared with normal
ovaries. Ten of 13 ovarian cancers showed methylation of p16 gene and all normal ovaries showed hypermethylation.
The BRCA1 gene was methylated in 11 (85%) of 13 ovarian cancers, 4 (57%) of 7 normal ovaries. 
  Conclusion : Methylation of the BRCA1 gene is common alteration in ovarian cancers, and may paly a part of role
in pathogenesis of ovarian cancer.
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이다.
  인간유전체 DNA에서 CpG dinucleotides는 cytosine
의 5’position에 methylation이 되어있어 대부분 발현이 
되지 않는다.6 이에 반해 인간 유전자의 promotor에 
위치한 CpG islands는 정상적으로 methylation 되지 
않도록 보호를 받는다. 그러나 암에서는 DNA의 
methylation이 흔히 종양억제유전자와 관련해서 CpG 
islands에서 나타나고, genome wide hypermethylation이
나 hypomethylation이 동반된다.7 최근에 methylation의 
역할의 중요성이 대두되고, 특히 종양억제유전자인 
p16,8 Rb,9 BRCA110 

등은 promotor hypermethylation
에 의해 불활성화 된다고 보고되고 있다. 실제로 
mismatch repair 유전자인 hMLH1은 promotor 
hypermethylation에 의해 암에서의 발현이 감소된다.11 
근래에 DNA methylation 진단 기술의 발달로 암에서 
methylation의 역할을 쉽게 분석할 수 있게 되었다. 이
외에 여러 개 유전자들의 동시 methylation이 급성골수
백혈병에서도 보고되었다.12 그러나 난소암에서는 
mehtylation의 역할이 많이 알려져 있지 않으며, 대부
분의 연구가 p16에 초점이 맞추어져 있다. 즉 p16의 
발현 감소가 나타나고, 또한 BRCA1의 methylation을 
보고하고 있다.13 상기문헌의 지견을 바탕으로 본 연
구자는 난소암에서 종양억제유전자인 BRCA1, p15, 
p16, p21, p73, hMLH1의 methylation 이상을 알아보고
자 연구를 계획하였다. 

연구 대상 및 방법

  계명대학교 동산의료원 산부인과에서 난소암으로 
수술하는 환자의 난소암 조직 13예와 양성 종양으로 
수술시 절제된 정상 난소 7예를 환자의 동의와 윤리
위원회를 거쳐 채취하고, 실험시까지 78℃ 냉동 보관
하였다. 난소암의 조직학적 분류는 상피성 난소암이 
10예, 생식세포암이 1예, 간질 종양이 2예 이었다. 난
소암 조직과 정상 난소 조직에서 genomic DNA kit 
(Wizard Genomic DNA Purification Kit, Promega, USA)
을 사용하여 DNA를 분리하고 정확히 3 µg으로 정량
하였다. 이 DNA를 bisulfate modification 하는데, 먼저 
3 µg의 DNA를 증류수로 40 µL가 되게 만들고 1 mol/L 
NaOH를 최종 농도가 0.2 mol/L 되게 넣어서 37℃에서 
30분간 배양하였다. 배양이 끝나면 30 µL의 10 mmol/ 
L hydroquinone (Sigma, H9003, USA)과 520 µL의 3 

mol/L sodium bisulfate (pH 5.0, Sigma S9000, USA)을 
넣고 50℃에서 16-24시간 배양하였다. 배양이 끝나면 
Wizard DNA clean up system (Promega, USA)을 사용하
여 DNA를 정제하고 증류수 혹은 TE 완충액 50 µL를 
넣어 녹였다. 여기에 1 mol/L NaOH를 최종 농도가 0.3 
mol/L 되게 넣고 37℃에서 15분간 녹인다. 그 뒤 1/10 
용량의 3 mol/L sodium acetate와 2배 용량의 에탄올을 
넣어 에탄올 침전을 한 뒤 DNA pellet을 증류수 혹은 
TE 완충액 20 µL에 녹여 -20℃에 보관하며 PCR에 사
용하였다. Methylation specific polymerase chain reaction 
(MSPCR)의 경우 비특이적 밴드가 보이기도 하고 크
기가 작아 primer dimer와 겹쳐 보일 수 있기 때문에 
3% Seaplage (Cambrex Bio Science, Rockland)에서 PCR 
결과를 확인하였다. PCR을 위해 사용된 각 유전자의 
primer들의 염기 서열은 Table 1과 같고, PCR에 방법
은 p15는 94℃ 10분/94℃ 1분, 64℃ 1분, 72℃ 1분/72℃ 
10분; 35 cycle을 시행하였고, p16은 94℃ 10분/94℃ 1
분, 64℃ 1분, 72℃ 1분/72℃ 10분; 45 cycle 시행하였으
며, p73은 95℃ 5분/95℃ 1분, 55℃ 1분, 72℃ 1분/72℃ 
5분; 35 cycle, BRCA1은 95℃ 5분/95℃ 1분, 55℃ 1분, 
72℃ 1분/72℃ 5분; 35 cycle, hMLH1은 95℃ 5분/94℃ 
30초, 55℃ 30초, 72℃ 30초/72℃ 7분; 33 cycle, p21은 
94℃ 10분/98℃ 1분, 68℃ 1분, 74℃ 1분/72℃ 10분; 35 
cycle을 시행하였다. 

결    과

  난소암 13예와 정상 난소 조직 7예를 이용하여 p15, 
p16, p21, p73, BRCA1, hMLH1유전자들에 대한 
MSPCR을 시행하였다. p15 유전자는 난소암과 정상 
난소에서 모두가 methylation을 보이지 않았고, hMLH1
에서는 모두에서 같은 methylation이 보여 의의가 없었
다(Fig. 1). p21유전자는 양군 모두에서 같은 정도의 
methylation을 보였고, p73 유전자는 난소암 13예 중에
서 11예에서 methylation을 보였고, 정상 난소에서는 
모두에서 methylation이 있었으나, 난소암에서 보다는 
methylation이 적었다(Fig. 2). p16 유전자는 난소암에
서 13예 중 10예에서 methylation을 보였으나 정상에서
도 methylation이 모두 관찰되었다. BRCA1 유전자는 
난소암의 85% (11/13)에서 methylation이 있었고, 정상
에서는 57% (4/7)에서 methylation이 나타나 그 차이를 
확인하였다(Fig. 3). 
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Table 1. Primer Sequences Used for Methylation -specific PCR Analysis

Primer set                                                                   Sequence 

p15 sense GCG TTC GTA TTT TGC GGT T
 antisense CGT ACA ATA ACC GAA CGA CCG A
p16 (MM) sense TTA TTA GAG GGT GGG GCG GAT CGC
 antisense GAC CCC GAA CCG CGA CCG TAA
p16 (UM) sense TTA TTA GAG GGT GGG GTG GAG GAT TGT
 antisense CAA CCC CAA ACC ACA ACC ATA A
p73 sense GTT CGC GTT GTT TTT TCG CG
 antisense AAT ACC TAC CCA ACG CAT CG
p21 sense GCC TGC TGG AAC TCG GCC AGG CTC AGC CTG C
 antisense GAG GCG ACC CGC GCT CGG CCC AGC GCG CCG
BRCA1 sense GAG TTT CGA GAG ACG TTT GG
 antisense AAT CTC AAC GAA CTC ACG CC
hMLH1 sense CGC TCG TAG TAT TCG TGC
 antisense TCA GTG CCT CGT GCT CAC

MM; methylated, UM; unmethylated.

p 1 5

1     2    3 4    5 6      7    8 9   1 0

1 1  1 2 1 3 1 4 1 5  1 6   1 7   1 8  1 9  2 0

1     2    3     4     5  6     7     8     9    1 0

1 1   1 2   1 3   1 4   1 5  1 6   1 7   1 8   1 9   2 0
h M L H 1

Fig. 1. Methylation of the p15 and hMLH1 genes 

analyzed by methylation-specific PCR. Lane 1-7 are 

normal ovaries and lane 8-20 are ovarian cancers.
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Fig. 2. Methylation of the p21 and p73 genes analyzed by 

methylation-specific PCR. Lane 1-7 are normal ovaries 

and lane 8-20 are ovarian cancers.
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Fig. 3. Methylation of the p16 and BRCA1 genes analyzed 

by methylation-specific PCR. Lane 1-7 are normal ovaries 

and lane 8-20 are ovarian cancers.

고    찰

  난소암에서 methylation에 관한 연구는 많이 행해져 
있지 않다. 지금까지 알려진 바로는 methylation의 이
상으로 종양억제유전자의 기능의 불활성화가 생겨 암 

발생이 초래된다고 한다. 따라서 난소암 환자에서 종
양억제유전자들의 CpG islands의 methylation의 유무를 
알아보고자 하는 연구가 진행되고 있다.14 

또한 대장

암이나 위암에서 이러한 hypermethylation이 진단적 지
표자로서의 사용가능성이 제시되고 있다.15,16 

나아가 

최근에는 폐암과 간암 환자의 혈청에서 암세포의 

DNA methylation을 증명하였다.17,18 또한 다른 연구에
서는 DNA의 hypermethylation이 in vitro와 in vivo에서 
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유전자 전사의 소실과의 연관성을 보고하고 있다.7

  본 연구자는 이러한 종양억제유전자의 methylation 
이상을 한국인 난소암에서 알아보고자 MSPCR을 실
시한 결과 p15 유전자에 대한 methylation변화는 정
상이나 난소암에서의 차이를 보이지 않았다. hMLH1 
유전자의 methylation의 변화는 정상이나 난소암에
서 모두가 차이가 없었으며, 이러한 결과는 다른 보
고에서도 난소암에서의 변화는 의미가 없는 것으로 

해석하고 있다.14 그러나 위암에서는 hMLH1의 
hypermethylation과 microsatellite instability와의 연관성
을 보고하고 있다.19 p21 유전자에서도 암과 정상과의 
연관 관계는 없었으나. p73 유전자는 난소암에서의 
methylation이 높은 것으로 나타났다. 그러나 이러한 
것이 정상과의 차이를 구별할 수 있는 뚜렷한 변화를 

본 연구에서는 보이지 않았다. p16은 INK 단백의 일
종으로 CDK4와 CDK6와 결합하여 CDK4-6/cyclin D 
결합체의 kinase 활성을 저해한다.20 그러므로 p16과 
CDK4, CDK6와의 결합은 cyclin D와의 반응을 억제하
고, Rb 단백의 CDK 매개 인산화 과정을 방해한다. Rb 
단백의 인산화는 G1에서 S주기로의 세포 주기회로의 
진행에 관여한다.21 그러므로 p16 단백의 결손은 Rb 
단백을 과인산화를 초래하여 세포 성장을 계속 자

극하고, 마침내 암으로 발전된다. 이러한 p16유전
자의 결손이나 변이는 일차성 종양에는 드물게 일

어나며, hypermethylation에 의한 p16 유전자의 불활
성화에 대해 보고되어 있다.22 이러한 p16 유전자의 
hypermethylation과 관계해서 난소암을 포함한 많은 
종양에서의 연구가 있었다.23 

본 연구에서는 정상에

서 모두에서 methylation이 있었고, 난소암에서 13예 
중 10예에서 methylation을 보여 난소암에서의 p16 
유전자의 hypermethylation과의 연관성을 찾을 수 없
었다. BRCA1 유전자는 난소암에서 85% (11/13)의 
methylation을 보였고, 정상에서는 57% (4/7)에서 
methylation을 보여 난소암에서의 증가를 확인하였으
나, 표본수의 한계로 인해 이것의 유의성을 판단할 수
는 없으나 전체적인 hypermethylation의 증가를 확인하
였다. BRCA1 유전자의 발현과 methylation의 상관관계
는 유방암에서 methylation에 의해서 발현이 감소되는 
것이 보고되어 있다.24 

그러나 다른 보고에 의하면 

BRCA1 methylation이 BRCA1 유전자 발현에 관계없는 
것으로 보고하고 있어,14 아직까지 서로의 상관관계를 
규명하려면 더 많은 연구가 필요할 것으로 생각된다. 
또한 CpG islands의 methylation에 관계하는 위치가 수

천개 이상으로 많아 하나의 종양발생에 관계하는 것

이 어떤 CpG islands의 이상인지 정확히 파악하기 어
렵다. 
  이상의 결과로 보아 본 연구자가 시행한 난소암과 
정상 난소에서의 종양억제유전자들의 CpG islands의 
hypermethylation 차이를 증명하려고 했으나, 저자가 
시행한 종양억제유전자들에서의 methylation 차이의 
유의성을 찾을 수 없었으며, 향후 좀더 많은 난소암과 
대조군을 가지고 이러한 MSPCR 방법을 이용해 종양
억제유전자의 변이나 발현 감소를 적절한 표적 CpG 
islands를 찾아 시행하면 좋은 결과를 보게 되리라 생
각된다. 
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국문초록

  지금까지 알려진 바로는 종양억제유전자와 관련해서 CpG island의 methylation 이상으로 종양억제유전자의 기
능 변화가 암 형성에 관여한다고 알려져 있다. 최근의 연구 결과 대장암이나 유방암에서 이러한 hypermethylation
이 진단적 지표자로서의 사용가능성을 제시하였다. 따라서 난소암 환자에서 이러한 있는 종양억제유전자들의 
CpG islands의 methylation의 변화를 알아보고자 하는 연구가 시도되고 있다. 지금까지 난소암에서 methylation에 
관한 연구는 많이 행해져 있지 않아 본 연구자는 난소암에서 종양억제 유전자인 BRCA1, p15, p16, p21, p73, 
hMLH1의 methylation유무를 알아보고자 연구를 계획하였다.
  난소암 13예와 정상 난소 조직 7예를 이용하여 p15, p16, p21, p73, BRCA1, hMLH1유전자들에 대한 MSPCR을 
시행하였다. p15 유전자는 난소암과 정상 난소에서 모두가 methylation을 보이지 않았고, hMLH1에서는 모두에서 
같은 methylation을 보여 의의가 없었다. p21 유전자는 양군 모두에서 같은 정도의 methylation을 보였고, p73 유전
자는 난소암 13예 중에서 11예에서 methylation이 관찰되었으며, 정상 난소에서는 모두에서 methylation이 있었으
나, 난소암에서 보다는 methylation이 적었다. p16 유전자는 난소암에서 13예 중 10예에서 methylation이 보였으나 
정상에서도 methylation이 모두 관찰되었다. BRCA1 유전자는 난소암에서 11/13 (85%)에서 methylation이 있었고, 
정상에서는 4/7 (57%)에서 methylation이 나타나 차이를 확인하였다.
  이상의 결과로 저자가 확인한 난소암에서의 methylation 이상은 BRCA1 유전자에서 정상과 비교하여 차이를 확
인하였으며, BRCA1 유전자의 methylation 변화가 난소암의 암화 과정에 관계한다는 것을 유추할 수 있겠다. 그러
나 표본 수가 적은 관계로 향후 좀더 많은 난소암과 대조군을 가지고 이러한 MSPCR 방법을 이용해 종양억제유
전자의 변이나 발현 감소를 적절한 표적 CpG islands를 찾아 시행하면 좋은 결과를 보게 되리라 생각된다. 

중심단어 : 난소암, Multiple methylator phenotype


