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자궁근종은 여성 생식기에서 발생하는 가장 흔한 양성

질환으로서 일반적으로 근종 (myoma) 또는 평활근종

(leiomyoma)이라 불리고 있다. 이 양성 종양은 가임 연령

여성의 20%에서 존재하고, 40세 이상의 여성에서는 40-
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Objective : To investigate the difference of gene expressions between leiomyoma and normal
myometrial tissue was analzed by DNA Chip.

Methods : cDNAs retro-transcribed from equal quantities of mRNA derived from leiomyoma and
corresponding normal myometrial tissue were labeled with Cy5 and Cy3 fluorescein as probes. The mixed
probe was hybridized with two pieces of 3,066 double dot from a human dermal papilla cell cDNA library
and scanned with a laser scanner. The acquired image was analyzed by ImaGene 3.0 software. Validation of
gene expression was performed by reverse transcription-Polymerase chain reaction (RT-PCR) in 5 leiomyomas
and corresponding normal myometrial tissues.

Results : Among many differentially expressed genes, genes with expression levels more than 3 times
were found by comparing leiomyoma with corresponding normal myometrial tissue. One gene with expression
levels lesser than 3 times in leiomyoma tissue compared to normal myometrial tissue was also detected.
Although alterations of several genes, such as osteoblast specific factor 2, PAI-1 mRNA-binding protein,
hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase/3-ketoacyl-Coenzyme A thiolase/enoyl-Coenzyme A hydratase alpha
subunit (HADHA), p311, DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 1 (DDX1), Hexokinase 1, 2 were
identified in a significant high fraction of uterine leiomyoma compared to normal myometrial tissue. Cyr61
gene was shown to be markedly down-regulated in leiomyoma compared with the matched uterine myometrial
control. I validated differential expression of genes by RT-PCR and demonstrated overexpression of OSF-2,
HADHA, p311, DDX1, Hexokinase 1, 2.

Conclusion : DNA chip techniques are effective in screening differential gene expression between
leiomyoma tissue and normal myometrial tissue. These genes may be related to the genesis and development
of uterine leiomyoma. Analysis of the human leiomyoma gene expression profile by DNA chip may be helpful
gene diagnosis, treatment and prevention of this disease.
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50%가 발견된다.
1,2
자궁근종의 원인은 현재까지 그 원인

이 정확하게 알려져 있지 않으나, 자궁 평활근내에 있는

하나의 신생세포 (neoplastic cell)에서부터 기인한다고 알

려져 있다.
3
이외에 가족적 경향도 있고, 임신중에는 크

기가 커지고 폐경 후에는 크기가 줄어드는 형태를 보이

므로 여성호르몬의 영향을 받는 것으로 알려져 있으나

이것이 주된 원인이라 말할 수는 없다. 우리나라에서

시행되는 전자궁적출술에 있어 45%에서 자궁근종을

적응증으로 시술되고 있다.
4
미국에서는 연간 150,000-

175,000명의 환자가 자궁근종 때문에 자궁적출술을 시행

하고 있다.
5
그러나 자궁근종을 가진 환자 중 아기를 원

하는 여성에서는 자궁의 보존이 무엇보다도 중요하다고

하겠다.
6
자궁근종을 가진 많은 환자들이 단순히 수술

로 제거하기보다는 약물 치료나 보존적 치료를 원하고

있다. 그러므로 자궁근종의 원인을 밝히고 이 원인을

근본적으로 치유하여 모든 여성에서 전자궁적출술이라

는 수술적 치료보다는 약제 개발을 통한 비수술적 치료

의 접근이 이루어진다면 획기적인 치료법이 될 것이다.

지금까지 사용하는 약물 치료로서 여성호르몬 생성을

일시적으로 감소시키는 GnRH (Gonadotropin releasing

hormone) 효능제 투여가 시행되고 있으나, 근종의 크기

를 일시적으로 줄이는 데는 성공했지만 약제 투여 중단

후에는 근종이 다시 커지므로 완전한 치료는 되지 못하

고 있다.
7
이에 동일인에서 자궁근종과 정상 자궁조직이

상존하므로, 같은 유전자의 발현을 비교 분석하는 좋은

모델이 된다는 생각과, 양쪽을 비교 분석하면 분명히 차

이가 있는 것이 존재할 것으로 생각되어, DNA chip을

이용한 분석을 통하여 유전자 치료 target으로서의 새로

운 유전자를 발견하고자 본 연구를 계획하였다.

연구 대상 및 방법

계명대학교 의과대학 산부인과에서 조직학적으로 확

진된 4명의 자궁근종 환자의 전자궁적출술시 조직을 채

취하여 즉시 RNA를 분리하였다. 환자들의 특성은 연령

별로 43세에서 48세 사이였고, 월경 주기는 증식기 3예,

분비기 1예 이였다. DNA chip 분석 후 선택된 유전자는

10쌍의 자궁근종과 정상 자궁 조직에서 분리된 RNA를

대상으로 RT-PCR (Reverse transcription-Polymerase chain

reaction)을 이용하여 확인하였다.Trireagent (Sigma, Inc.,

USA)를 사용하여 total RNA를 분리한 후 mRNA만을 분

리하였다.

Total RNA 분리는 다음과 같이 시행하였다. 조직 100

mg에 Trireagent를 2 mL 넣고 homogenizer로 15,000 rpm

에서 3분 정도 조직을 파쇄시키고, 세포 용해액 2 mL 당

0.2 mL의 chloroform을 넣고 15초간 잘 혼합하고 4℃

로 15분 원심하여 상층액을 새 튜브로 옮긴 후 동량

의 2-propanol을 넣고 -70℃에 2시간 방치하였다. 이를

12,000 rpm에서 4℃로 15분 원심하여 RNA 침사를 얻은

후 75% cold ethanol로 세척하고 Speedvac concentrator

(Savant Co., USA)에서 5분간 건조시킨 다음 여기에

diethyl pyrocarbonate (DEPC)로 처리된 증류수 100 µL를

넣어 녹인 후 UV 분광광도계 (spectrophotometer)로 농도

및 순도를 측정하고 -70℃에 보관하였다. 대조군 및 시

료의 total RNA 30-50 µg을 20.5 µL 내에서 oligo (dT)와

annealing시켰다. Cy3 (정상자궁 RNA)과 Cy5 (자궁근종

RNA)에 total RNA (~3 µg/µL)를 15 µL 이하, Lambda 1.0

kb mRNA (1 ng/L)를 1 µL, Oligo dT (1.5 µg/µL)를 3 µL,

DEPC-water를 넣어 20.5 µL를 맞추어 annealing시켰다.

튜브를 70℃에서 5분간 반응시킨 후 바로 얼음에 넣고

RT 반응을 위해 reaction mixture를 20.5 µL, 5 X RT

buffer 8 µL, low dT NTP (dTTP 2 mmol/L, dATP, dCTP,

dGTP 5 mmol/L) 4 µL, Cy3-dUTP or Cy5-dUTP (25

nmol/L)를 각각 4 µL, RNase inhibitor (40 U/µL) 1 µL,

RT (20 U/µL) 2.5 µL를 넣어 전체 양을 40 µL로 하였다.

형광물질을 사용하기 때문에 가능한 빛을 차단하고 실

험하였다. 42℃에서 1시간 동안 반응시키고 RT (20 U/

µL)를 2.5 µL 더 넣고 42℃에서 1시간 더 추가로 반응시

켰다. 0.5 mol/L EDTA 5 µL 넣어 반응을 멈추게 하고1N

NaOH를 10 µL 넣고 37℃에서 10분간 반응시켜 RNA를

제거하였다. 1 mol Tris-Cl, pH 7.5를 25 µL 넣어 중화시

켰고 CentriSep spin column을 이용해 표지된 first strand

cDNA를 정제하였다. 0.1배의 3 mol/L NaOAc와 2.5배의

100% ethanol을 넣어 잘 섞어준 후, -70℃ deep freezer

에 15분 이상 두어 침전시키고 14,000 rpm 4℃ 15분간

원침하였다. 차게 해놓은 70% ethanol 1 mL로 세척하고

14,000 rpm 5분간 원침하였다. DNA 침전을 잘 말린 후

에 hybridization buffer 15 µL에 녹였다. DNA chip slide

glass의 probe 위에 prehybridization buffer를 15 µL 정도

떨어뜨리고 cover glass를 덮고 상온에 2시간 동안 방치

하였다. 2 X SSC 용액에 담궈 cover glass를 떼어내고 이

때 slide glass에 손상이 되지 않도록 주의하였다. 2 X

SSC 용액으로 2분간 세척하고 다시 0.2 X SSC 용액에서

2분간 세척하였다. Slide glass를 원심분리기에서 1,000

rpm으로 3분간 원심하여 완전히 말렸다. Labeled target

cDNA를 95℃ 물중탕에 2분간 놓은 뒤 바로 얼음에 놓고

튜브를 14,000 rpm에서 8분간 원침하여 용액을 모았다.

Probe가 놓여 있는 부위에 labeled target을 떨어뜨리고

prehybridization때와 동일하게 cover glass를 덮었다. DNA

chip slide glass를 62℃에서 12-16시간 동안 반응시켰다.

50 mL tube에 Kimwipes깔고 2 X SSC를 1 mL 뿌려 건조

를 방지하였다. 58℃로 가온시킨 2 X SSC/0.2% SDS 용

액에 DNA chip을 담궈서 cover glass를 떼어내고 2 X
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SSC/0.2% SDS로 58℃에서 30분간 2번 세척하였다. 50

mL tube에 세척 용액과 함께 slide를 넣고 hybridization

oven에서 회전시키며 30분간 세척하였다. 0.05 X SSC 용

액으로 상온에서 5분간 세척하고 원심분리기에서 1,000

rpm으로 3분간 원침하여 완전히 말렸다. DNA chip 전

용 slide scanner를 사용하여 형광 강도를 분석하였다.

계명대학교 동산의료원 산부인과에서 자궁근종 수술

시 얻어지는 조직 10예를 대상으로 cDNA microarray

법으로 얻어진 유전자 발현 정보를 RT-PCR법으로 확

인하였다. cDNA합성은 분리된 RNA 2 µg을 oligo dT

(16 mer)를 사용하여 40 µL 용량으로 역전사 (reverse

transcription)를 시행하였다. 반응혼합액의 조성은 RNA

2 µg, 5 mmol/L MgCl2, 50 mmol/L KCl, 10 mmol/L

Tris-HCl (pH 8.3), 1 mmol/L dATP, 1 mmol/L dTTP, 1

mmol/L dCTP, 1 mmol/L dGTP, 1 U/µL RNase inhibitor

(Perkin-Elmer Co., USA), 2.5 U/µL MuLV reverse

transcriptase (Perkin-Elmer Co., USA), 2.5 µmol/L oligo

d(T)16로, 반응 조건은 42℃ 1시간, 99℃ 5분, 5℃ 5분으로

하였다. PCR은 10 X reaction buffer (15 mmol/L MgCl2,

100 mmol/L Tris-HCl pH 8.3, 500 mmol/L KCl) 5 µL와

10 mmol/L dATP, dTTP, dCTP, dGTP 각 1 µL씩, 그리

고 osteoblast specific factor 2 (OSF-2), PAI-1 mRNA-

binding protein (PAI-RBP1), hydroxyacyl-Coenzyme A

dehydrogenase/3-ketoacyl-Coenzyme A thiolase/enoyl-

Coenzyme A hydratase alpha subunit (HADHA), p311,

DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 1

(DDX1), Hexokinase 1, 2 유전자의 sense 및 antisense

primer를 각각 1 µL (30 µmol/L)를 넣은 mixture에 1 µL

의 반응시킨 cDNA reaction mixture와 2.5 unit의 Taq

polymerase (Perkin-Elmer Co., USA)를 넣은 후 증류수로

50 µL로 용량을 맞추고 30 µL의 mineral oil을 중층한 후

DNA thermal cycler (Perkin-Elmer Co., USA)를 사용하

여 PCR을 시행하였다. 증폭된 PCR 산물 10 µL를 1%

agarose gel에 전기영동한 후 관찰하였다.

결 과

조직학적으로 확진된 자궁근종 4예의 환자에서 자궁

근종 조직과 정상자궁근 조직을 3,066개의 유전자를 배

열한 DNA Chip 분석을 시행하였다. 개체간의 오차를 줄

이기 위해 동일 검체에서 2번의 실험을 하였다. 분석 결

과 3배 이상의 발현증가가 있는 유전자와 3배 이하의 감

소를 보이는 유전자를 선택하였다 (Fig. 1).

Fig. 1. A: Cy3 (green) and Cy5 (red) images of a sub-grid
of M2500 slides after self-against-self hybridization

were overlaid to show relative expression of each
spots in both channels, B: DNA labeled targets were
hybridized to M2500 slides, containing 3,066 spots.
The scatter plot indicates a majority of spots lie

within 2-fold lines.

자궁근종에서 발현 감소를 보인 유전자는 Cyr61이였

으며, 3배 이상의 증가를 보인 것은 OSF-2, PAI-RBP1,

HADHA, p311, DDX1, Hexokinase 1, 2 등이었다. 이러한

증감의 변화를 관찰하기 위해 RT-PCR을 이용하였다. 이

중에 OSF-2, HADHA, p311이 근종에서 증가를 보였으며

(Fig. 2 & 3), 특히 OSF-2의 경우에는 80% 이상에서 증

가를 관찰할 수 있었다.
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Fig. 2. A: RT-PCR analysis of PAI-RBP1, DDX1 and

GAPDH mRNA expression in leiomyomas and
normal myometrial tissues, B: RT-PCR analysis of
Hexokinase 1, 2 and GAPDH mRNA expression
in leiomyomas and normal myometrial tissues. M:
leiomyoma, N: normal myometrium.

Fig. 3. RT-PCR analysis of p311, HADHA, OSF-2 and
GAPDH mRNA expression in leiomyomas and

normal myometrial tissues. M: leiomyoma, N: normal
myometrium.

고 찰

자궁근종은 양성 질환으로서 대부분 수술적 제거로써

쉽게 치료가 되기 때문에 본 연구와 같은 분자 생물학적

인 접근을 통한 원인 분석이나 유전자 치료에 대해서는

많은 연구가 행해지지 않고 있다. 또한 근종을 일으키는

원인에 대해서도 잘 알려져 있지 않다. 그러나 많은 연

구 보고에서 estrogen과 progesterone이 근종이 자라는데

기여하고 있다는 것은 잘 알려진 사실이다.
8-10
자궁근종

은 여성에서는 가장 흔한 질병 중의 하나이지만, 지금까

지 적절한 치료는 수술 밖에는 없는 실정이다. 약물 치

료로서 단기간의 효과를 얻는 GnRH 효능제 치료가 있

지만 장기간 사용시 폐경을 유도하여 6개월 이상 사용은

불가능하다.
11
그러므로 장기간 사용하거나 부작용 없이

사용할 수 있는 약제의 개발이 절실하다. 현재 외국에서

는 다양한 각도에서 자궁근종의 약물 치료를 개발하고

있으나 아직 까지는 우수한 치료법이 없다. 자궁근종이

호르몬과 관계한다고 생각하여 progesterone receptor

blocker인 RU-486을 세포주 수준에서 검사하여 효과가

있다는 보고가 있으나
12
이것도 장기간의 효과에 대해

서는 검증되지 않았다. 이외에 폐섬유증 (pulmonary

fibrosis)의 치료제로 시험하고 있는 antifibrotic agent인

pirfenidon을 이용하여 근종의 세포 증식 및 collagen 생성

을 억제하였다는 보고도 있다.
13

Nowak 등
14,15
은 성장인

자가 근종 세포의 증식 및 collagen이나 혈관 등을 자극

하여 자궁근종이 증식한다고 생각하고 이런 성장 인자

를 차단함으로써 치료 약제로서의 가능성을 연구하고

있다. 또한 유전적인 연구도 진행되어 근종의 40%에서

염색체 이상을 동반한다고 알려져 있고 이것이 자매간

이나 수직으로 영향을 받는 인자에 대한 연구도 행해지

고 있다.
16
이와 같이 자궁근종의 약제를 이용한 치료는

원인이 밝혀지지 않았기에 도전할 가치가 충분히 있는

것으로 생각되고, 자궁근종은 DNA chip을 사용할 때 정

상과 비정상이 동일인에 존재하므로 비교가 용이한 것

으로 생각되며, 또한 이것을 4회 연속 반복함으로써 개

체간의 오차도 줄일 수 있다고 생각되어 실험을 수행하

였다.

DNA chip 실험은 Human dermal papilla cell cDNA

library로부터 구축된 3,066개의 유전자를 이용하여 자궁

근종과 정상자궁조직의 유전자 발현 차이를 비교 분석

하였다. 근종에서 정상과 비교해서 낮게 발현된 것은

Cyr61이고, 자궁근종에서 Cyr61유전자 발현감소가 난포

호르몬과 basic fibroblast growth factor에 의한 조절장애

와 관련이 있다는 것이 이미 알려져 있어,
17
이것을 제외

하고 근종에서 발현이 높게 나타난 유전자이면서 현재
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- DNA Chip을 이용한 자궁평활근종과 정상 자궁근조직에서의 유전자발현 비교 분석 -

까지 근종과의 관계가 밝혀져 있지 않은 유전자들을 대

상으로 10예의 새로운 조직에서 RT-PCR을 이용하여 발

현을 비교분석 하였다. 정상과 비교해서 3배 이상의 발

현 증가를 보인 것은 OSF-2, PAI-RBP1, HADHA, p311,

DDX1, Hexokinase 1, 2 등이었다. 이러한 유전자들은 현

재까지 그 기능이 정확히 밝혀지지 않은 것으로 자궁근

종과의 상관 관계에 대한 보고가 없는 경우들이었다. 그

러나 이 유전자들이 다른 자궁근종의 조직에서도 정상

자궁조직보다 많은 발현이 있는지 검증이 필요하였다.

이러한 검증 중의 하나로 초기적으로 RT-PCR을 시행

하여 무작위 추출한 자궁근종에서의 발현을 비교하여

HADHA, p311과 OSF-2유전자들의 의미 있는 증가가 관

찰되었다 (Fig. 2 & 3). HADHA와 p311은 유전자의 기능

에 대해서는 잘 알려져 있지 않아, 앞으로 많은 연구가

필요할 것으로 생각된다. OSF-2는 다른 용어로 periostin

이라고도 불리며, mouse 세포주인 MC3T3-E1에서 분리

동정되었다. 이후에 human periostin은 골육종과 태반에

서 clon되었다.
18,19

OSF-2은 βigH3와 homology를 보이며,

transforming growth factor (TGF)-β1에 의해서 유도되

어 fibroblast의 유착과 전이에 영향을 끼친다.
20,21
또한

fasciclin과도 homology가 있어, 세포 유착에도 관계하는

것으로 알려져 있다.
22
또한 장암이나 유방암과 임신중독

증 환자에서도 증가를 보고하였다.
23
이러한 것과 지금까

지 밝혀진 자궁근종에서의 분자생물학적 변화와 연결하

면, 자궁근종에서 TGF-β의 증가는 collagen type I, Ⅲ와

fibronectin의 생산 증가로 나타난다.
15
이외에 자궁근종에

서 angiogenic growth factor의 증가도 보고되어, fibroblast

growth factor와 vascular endothelial growth factor, platelet-

derived growth factor의 증가가 근종의 증가와 밀접한 관

계가 있다고 하였다.
24
이러한 것으로 볼 때 OSF-2의 증

가는 의미있는 발견으로 생각되어지고, OSF-2와 자궁근

종과의 관계를 밝히기 위한 실험이 필요할 것으로 생각

된다.

이 연구의 주목적은 DNA Chip을 이용하여 자궁근종

의 원인 인자를 규명하고자 하였고, 몇 몇의 관련 유전

자를 발견하여 의미있는 결과를 얻었다. 그러나 저자가

사용한 유전자는 human dermal papilla cell cDNA library

로부터 구축된 3,066개의 유전자를 이용하여 실험하였

고, 과거보다는 많이 수가 증가된 것이지만, 자궁근종의

연구에 더 적합한 library를 구축하여 실험을 하는 것이

바람직하다 하겠다. 이러한 결과의 기초적인 의미를 가

지고, 원인 규명에 따른 작용 기전을 밝히고, 치료의 방

법을 찾을 수 있다면 DNA Chip을 이용한 실험은 매우

중요하다 하겠다. 이 연구를 통해 저자는 자궁근종에서

증가하는 유전자를 찾을 수 있었고, 향후 연관성과 기전

을 밝혀 진단 및 치료에 도움이 될 수 있는 연구가 계속

되어야 할 것으로 생각된다.

자궁근종은 여성 생식기에서 발생하는 가장 흔한 양

성 질환으로서 일반적으로 근종 (myoma) 또는 평활근종

(leiomyoma)이라 불리고 있다. 이 양성 종양은 가임 연령

여성의 20%에서 존재하고, 40세 이상의 여성에서는 40-

50%가 발견되는 가장 흔한 양성 종양중의 하나이다. 자

궁근종의 원인 규명을 위해서는 자궁근종과 정상자궁근

에서의 유전자발현 변화에 대한 연구가 필요하며, 동일

인에서 근종과 정상근의 사이에 존재하는 다량의 유전

자발현 차이 비교가 용이한 DNA chip을 사용하여 자

궁근종의 원인 규명과 치료제 개발의 target이 될 수 있

는 유전자를 발굴하기 위하여 이 연구를 계획하였다.

대상은 자궁근종 4예와 동일인에서의 정상 자궁근조직

4예를 3,066개의 human genes를 대상으로 DNA chip을

이용하여 비교 분석하였다. 의미 있는 결과를 보인 유

전자에 대해서는 reverse transcription-Polymerase chain

reaction (RT-PCR)을 시행하여 초기적인 검증을 시행하

였다. 환자의 연령은 43-48세였고, 자궁 내막의 월경 주

기는 증식기가 3예, 분비기가 1예이었다. 유전자의 증가

를 비교하여 근종에서 3배 이상의 증가를 보인 것은

osteoblast specific factor 2, PAI-1 mRNA-binding protein,

hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase/3-ketoacyl-

Coenzyme A thiolase/enoyl-Coenzyme A hydratase alpha

subunit, p311, DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box

polypeptide 1, Hexokinase 1, 2 등이었다. 증가된 유전자

에 대한 검증은 RT-PCR을 통해 수행하였다. 자궁근종과

인접 정상자궁조직과의 DNA chip을 통한 비교 분석으로

자궁근종에서의 몇 가지 의미있는 유전자의 증가를 확

인하였으며, 이는 자궁근종의 원인과 치료를 위한 접근

에 도움을 줄 것으로 생각되며 향후 자궁근종 세포주를

통한 유전자 치료의 target으로서의 가능성도 있을 것으

로 사료된다.
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=국문초록=
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4예를 3,066개의 human genes를 대상으로 DNA chip을 이용하여 비교 분석하였다. 의미 있는 결과를 보인 유전
자에 대해서는 reverse transcription-Polymerase chain reaction (RT-PCR)을 시행하여 초기적인 검증을 시행하였다.
환자의 연령은 43-48세였고, 자궁 내막의 월경 주기는 증식기가 3예, 분비기가 1예이었다. 유전자의 증가를
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