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서 론

파킨슨병( P a r k i n s o n’s disease, PD)은 흑질( s u b s t a n-

tia nigra, SN)의 도파민 신경원의 뚜렷한 소실을 주된 병

리소견으로 보이는 중추신경계에서 흔히 발생하는 노인성 퇴

행성 질환이다.1 대부분의 신경계 퇴행성 질환에서처럼 P D

의 원인은 아직 밝혀져 있지 않으며 유전적 요인과 환경적

요인이 복합적으로 작용하는 것으로 추측되고 있다. 체염색

체 우성유전 양상을 보이는 가족형 P D가 보고되고 있고2 비

가족형 산발성 P D인 경우에도 친척 중에서 P D에 이환될 위

험도가 높다고 한다.3 또한 그 동안 쌍생아 연구4에서P D의

유전적 원인에 대하여 확실한 증거를 제시하지 못하였으나

다른 연구5에서 P D의 쌍생아 형제들이 임상적으로 P D를 보

이지 않는다 하더라도 P E T검사에서 P D를 시사하는 이상소

견을 보이는 빈도가 높다고 보고되어 쌍생아 연구도 P D의

유전 가능성을 뒷받침하는 것으로 평가되어진다. 한편 역학

적 조사는 산업화된 사회, 농업화학물을 많이 사용하는 농촌
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지역, 또는 우물물을 마시는 지역 등에서 P D의 발생율이

높다는 사실을 보임으로 P D의 원인으로서 환경적인 요인을

시사해 왔다.6 - 7 외인성 신경독성물질인 1 - m e t h y l - 4 -

p h e n y l - 1 , 2 , 3 , 6 - t e t r a h y d r o p y r i d i n e ( M P T P )의 대사

물인 M P P+가 S N의 도파민 신경세포를 선택적으로 파괴함

으로써 P D를 일으킨다는 사실이 밝혀졌으며8 M P T P와 구

조적으로 유사한 자연계 산물인 t e t r a h y d r o -β- c a r b o-

l i n e s이나 tetrahydroisoquinoline(TIQ) 등도 P D의 가

능한 원인 물질로 밝혀졌다.9 그러므로 유전적인 요인과 환

경적인 요인 및 연령의 증가등이 상호 작용하여 P D의 발생

에 관여하는 것으로 보인다. 예컨데 환경적 신경독성물질에

대한 감수성이 유전적으로 높을 때 P D가 발생될 수 있을

것이다. 단가아민산화효소 B(monoamine oxidase B,

M A O - B )는 도파민과 같은 아민계 신경전달 물질을 대사하

는 주된 효소이다. MAO-B는 도파민의 산화를 통하여

H2O2를 생성하고 H2O2는 F e2＋ 존재 하에서 Ȯ H를 산생시

켜 도파민 신경세포를 파괴시킬 수 있다. 또한 M A O - B는

M P T P로부터 활성대사물인 M P P+를 산생시켜 이것이 미토

콘드리아의 호흡쇄(respiratory chain)의 NADH 조효소

인 Q1 reductase를 억압하여 ATP 생산을 방해하여 세포

사를 일으키고1 0 미토콘드리아의 기능장애로 인하여 생성된

반응성 산소물로 인하여 산화제(oxidant) 스트레스가 작용

하여 도파민 신경세포를 파괴시켜 P D를 발생시킬 수 있

다.1 1 또한 M A O - B의 유전자는 X p11.3 부위에 위치해

있는데1 2 MAO-B 유전자의 돌연변이는 M A O - B의 기능장

애를 초래하여 신경독성물질에 대한 감수성을 증가시켜 P D

의 발생을 높일수 있다.

한편 사이토크롬 P 4 5 0계(cytochrome P450 sys-

t e m )내의 한 효소인 사이토크롬 P450IID6 즉 d e b r i s o-

quine 4-hydroxylase(DH)는 d e b r i s o q u i n e이나

sparteine 뿐 만 아니라 MPTP, MPP+ 및 T I Q를 비롯한

여러 환경독성물질을 처리하는 효소로 알려져 있다.9 D H는

뇌의 S N에 분포되어 있고 M P T P를 비독성 물질인 4 -

h y d r o x y - M P T P로 대사시키는 것으로 알려져 있다.1 3

M P T P의 신경독성 효과는 M A O - B에 의한 M P T P의 대사

물인 M P P+에 의하여 주로 일어나며 M P P+는 도파민 운반자

(dopamine transporter, DAT) 에 의하여 S N의 도파

민 신경세포 내로 들어가서 독성작용을 일으킨다.1 4 D H는

D A T에 의하여 운반된 M P T P와 M P P+가 도파민 신경세포

내로 들어가는 것을 억제함으로써 이들 독성물질에 의한 도

파민 신경세포의 파괴를 막아주는 것으로 추정된다.1 3 그러

므로 D H의 기능 이상은 도파민 신경세포의 파괴를 초래할

수 있는 것으로 추론된다. 또한 CYP2D6 유전자는 c h r o-

mosome 22 q13 부위에 위치해 있으면서1 5 D H의 활성

도를 결정하게 되는데 D H의 활성도가 낮은 사람을 대사기

능이 낮은 자(poor metabolizer, PM), 활성도가 높은

사람을 대사기능이 좋은 자(extensive metabolizer,

E M )로 말하며 CYP2D6 유전자의 다형성이 P M과 E M을

결정한다.1 6 P M에서는 2 5개가 넘는 약물의 비효율적인 대

사를 일으킴으로 PM 집단에서는 이들 약물에 대한 부작용

의 위험이 훨씬 높은 것으로 알려져 있다.1 7 또한 이들 집

단에서 P D의 발병 연령이 낮고 병의 진행이 빠르며 발병율

도 높은 것으로 알려져 있다.1 5 , 1 8 - 1 9

중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction,

P C R )과 제한편절길이다형성(restriction fragment

length polymorphism, RFLP)을 이용하여 어떤 질환

의 병인에 관여하리라고 추정되는 후보 유전자( c a n d i-

date genes)의 유전자 다형성(genetic polymor-

p h i s m )을 찾고 특정 질환에 있어서 변이 유전자를 갖는

대립유전자의 빈도(allelic frequency)를 조사하여 그

질환과의 연관성을 보는 방법은 P D와 같은 복합적인 원인

에 의하여 발생되는 것으로 알려져 있는 질환의 유전적인

소인을 찾는데 유용한 방법이다.2 0 - 2 1 이러한 방법을 이용

하여 MAO-B 유전자 또는 CYP2D6 유전자와 P D와의

관계를 별도로 조사한 연구들1 8 - 1 9 , 2 2 - 2 3이 있었지만 상충되는

결과를 보고하였다. 상충된 결과를 보인 원인은 여러 가지

가 있겠으나 연구대상들의 인종적인 차이가 중요한 원인으

로 지적되고 있다.2 4

저자는 연구대상들의 인종적인 동질성이 유지된 것으로

판단되며 다른 인종들과는 다른 유전적 다형성을 보일 것으

로 추측되는 한국인을 대상으로 P D와 대조군에서 M A O - B

유전자와 CYP2D6 유전자의 다형성을 조사하여 한국인에

서 이들 유전자와 P D와의 관계를 알아보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 대상 및 혈액채취

이 연구는 계명대학교 동산의료원 신경과에서 다음과 같

은 진단기준에 부합하는 환자를 대상으로 하였다. ① 안정

시 진전 (resting tremor), 톱니바퀴 경직 ( c o g w h e e l

rigidity), 서동 (bradykinesia), 그리고 자세반사

(postural reflex) 장애 중 최소한 2가지 이상의 징후를

가지며 이중 하나는 안정시 진전 혹은 서동이 있어야 한

다. ② 병력 및 다른 약물, 화합물, 독성물질 등 이차적

원인에 의한 가능성이 배제되어야 한다. ③ 뇌전산화단층

촬영 또는 자기공명영상촬영에서 이차성 파킨슨증의 증거

가 없어야 한다. ④ 이학적 검사상 뚜렷한 안구운동 장애,

소뇌 징후, 성대마비, 기립성 저혈압, 추체로 증상, 그리

고 근위축성 (amyotrophy) 소견은 없어야 한다. ⑤

levodopa 치료에 뚜렷한 호전이 있어야 한다. ⑥ 채취

가능한 범위 내에서 가족력상 PD 또는 P D와 유사한 증상

을 보인 사람이 없어야 한다. PD군은 이들 진단기준에 만

족된 특발성 파킨슨병 환자 중 발병연령이 5 0세 이상인

환자 6 9명(남자 3 1명, 여자 3 8명)을 대상으로 하였으며

이들의 평균연령은 6 2 . 3세였고 이환기간은 6개월에서

1 0년이었다. 대조군은 신경학 검사상 특이 소견이 없는

정상인 4 1명(남자 2 0명, 여자 2 1명)을 대상으로 하였고

이들의 평균 연령은 6 2 . 2세로 P D군과는 유의한 차이가

없었다. 대조군과 P D군 모두에서 D N A분리를 위해 말초

혈액 1 0 /㎖을 채취하였고 D N A분리때 까지 - 2 0℃ 이하

에서 냉동보관 하였다.
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2. DNA의 분리

혈액 1 /㎖를 3 /㎖의 lysis buffer(155/mM NH4C l ,

10/mM KHCO3, 0.1/mM EDTA)와 섞어 1 5분간 얼음

에 방치하면서 간헐적으로 흔들어서 혈구의 파괴를 유도한

후 2 , 5 0 0 /×g으로 원심하여 침전물을 얻었다. 침전물에는

혈액과 같은 양의 SE 용액(75/mM NaCl, 25/mM

EDTA), RNase (20/㎍/㎖), SDS (0.5%, w/v)를 첨가

하고 3 7℃에서 1시간 동안 진탕한 후 다시 p r o t e i n a s e

K ( 1 0 0 /㎍/㎖)를 첨가하여 5 0℃에서 3시간 동안 진탕하였

다. 용액에서 단백질과 지방질을 제거하기 위해 phenol 과

phenol/chloroform/isoamyl alcohol 혼합체( 2 5 : 2 4 : 1 )

로 각각 1회씩 e x t r a c t i o n하였고 부피의 1 0 %에 해당하는

3 M sodium acetate(pH 5.2)와 2.5 배의 알콜을 첨가

하여 - 2 0℃에서 3 0분간 보관 후 1 2 , 0 0 0 /×g에서 1 0분간

원심하여 D N A를 침전시켰다. 침전된 D N A는 70% 알콜로

세척하고 건조한 후 적량의 T E에 부유하였다.

3. PCR용 p r i m e r s

MAO-B 유전자의 PCR 증폭을 위하여 다음과 같은

p r i m e r를 사용하였다.

sense primer

5’ATTGGCCTCATAGACTTAG 3’

antisense primer

5’GAAGCATCGAAGTTAGGAGT 3’

CYP2D6 유전자의 m u t a t i o n을 확인하기 위해서는 아

래의 p r i m e r를 이용하였다.

primer C(sense)

5’GCCTTCGCCAACCACTCCG 3’

primer D(antisense)

5’AAATCCTGCTCTTCCGAGGC 3’

primer E(sense)

5’GATGAGCTGCTAACTGAGCCC 3’

primer F(antisense)

5’CCGAGAGCATACTCGGGAC 3’

4. PCR 증폭과 반응물의 농축

P C R은 5 p m o l e의 primer, 0.5/㎕의 10/mM dNTP,

0 . 2 /㎕의 Taq polymerase, 0.8/㎕의 genomic DNA

(100 pmole)를 총 반응량(reaction volume) 40㎕로

하고 mineral oil로 중첩한 후 9 5℃, 52℃, 72℃에서 각

각 1분간 35 cycles로 증폭하였다. 반응이 끝난 후 m i n-

eral oil을 제거하고 반응산물에 butanol 360㎕를 첨가

하고 - 2 0℃에서 3 0분간 냉동보관 후 1 2 , 0 0 0×g에서 1 5

분간 원심하여 D N A를 침전하였다. Pellet은 70% 알콜로

씻은 후 7 /㎕에 부유하고 2 /㎕는 1% agarose gel 상에

서 반응 생성물을 확인하고 나머지 5 /㎕에는 98% for-

mamide, 20/mM EDTA, 0.25/mM NaOH, 0.05%

bromophenol blue, 0.05% xylene cyanol 용액 3 /

㎕와 섞어 9 0℃에서 2분간 처리한 후 냉동보관 하였다.

5. PCR 산물의 c l o n i n g과 bacterial transformation

PCR 증폭산물은 정제 후 1 /㎕, TA cloning vector

2 /㎕, 10×ligation buffer 1/㎕를 섞고 T4 DNA lig-

ase 2.5unit을 첨가하여 1 4℃에서 밤새 반응시켰다.

T r a n s - f o r m a t i o n을 위해 D H 5αcolony 한 개를 2 /㎖의

L B에 접종하고 3 7℃에서 밤새 배양하였다. 다음날 배양된

D H 5α0 . 5 /㎖를 다시 5 0 /㎖의 L B에 접종하고 2 - 3시간 배

양한 후 5 /㎖의 차가운 0.1/M CaCl2로 씻고 다시 0 . 5 /㎖

의 0.1/M CaCl2에 부유하여 competent cell을 만들었

다. 100/㎕의 competent bacterial cell에 2 /㎕의 l i g-

ation 산물을 섞고 얼음에 3 0분간 방치하였다. 이 후 4 2

℃에서 1분간 열처리하고 다시 1 /㎖의 L B를 첨가하고 3 7

℃에서 1시간 배양하였다. 1시간 후 1 . 1 /㎖의 t r a n s f o r-

m a n t는 a m p i c i l l i n ( 7 0㎍/㎖)을 첨가한 배양접시에 5 0 /

㎕, 200/㎕씩 분주하고 3 7℃에서 밤새배양하였다.

6. T r a n s f o r m a n t에서 plasmid DNA의 분리와 D N A

염기서열 분석

Plasmid DNA를 분리하기 위하여 각 t r a n s f o r m a n t당

1 2개의c o l o n y를 취하여 3 /㎖의L B에 밤새배양하였다. 다

음날 3 /㎖의 배양액 중 1 . 5 /㎖을 eppendorf tube에 옮겨

넣고 1 2 , 0 0 0 /×g에서 5분간 원심하여 bacterial pellet을

얻었다. Pellet은 1 0 0 /㎕의 세포 부유 용액(10/mM Tris,

1/mM EDTA, 10/㎍/㎖R N a s e )에 부유하고 다시1 0 0 /㎕

의 세포분해용액(0.2/M NaOH, 1% SDS)을첨가하고상

온에서 5분간 방치하여 세포를 분해하였다. 위의 용액에

1 0 0 /㎕의 중화 용액(1.32/M potassium acetate, pH

4 . 8 )을 첨가한 후 1 2 , 0 0 0 /×g에서 1 0분간원심하여 p l a s-

mid DNA를 세포막과 genomic chromosome등으로부터

분리하였다. 상층액에는2배알콜을첨가하고다시1 2 , 0 0 0 /

×g에서 1 0분간 원심하여 plasmid DNA를 침전하였다.

Pellet 즉 plasmid DNA는 70% 알콜로 씻은 후 공기건조

시켰다.

7. 제한효소를 이용한 s u b c l o n i n g의 확인과 염기서열

분석

위의 alkaline lysis miniprep법을 이용하여 얻은

plasmid DNA는 제한효소 Eco RI을 이용하여 PCR 증폭

산물의 c l o n i n g을 확인하고 U S B의 DNA sequencing

kit(ver 2.0)를 이용하여 제조회사에서 추천하는 방법으

로 염기서열을 확인하였다.

8. 전기영동 및 염색

MAO-B 유전자에 대한 PCR 산물의 전기영동은 1 0 %

acrylamide gel을 이용하고 g e l을 부을 때 한쪽 유리판

에는 접착용액(binding solution)을 처리하였다. 영동이

끝난 후 유리판에 붙어있는 g e l은 10% acetic acid용액

에서 1 5분간 고정하고 이차 증류수로 3회 씻고 0 . 1 %

(w/v) silver nitrate, 0.13/M formaldehyde 용액에

서 3 0분간 염색한 후 다시 2차 증류수로 씻었다. Gel은

한국인파킨슨병에서 Monoamine oxidase B 유전자와 Cytochrome P450IID6 유전자의 다형성

J Kor Neurol Ass / Volume 17 / January, 1999 65



3% sodium carbonate, 0.15% formaldehyde 용액

에서 발색하고 띠( b a n d )가 보이기 시작하면 10% acetic

a c i d를 가하여 반응을 정지시켰다.

9. CYP2D6에서 R F L P의 확인

Primer pairs C/D와 E / F로 증폭된 D N A는 위에 기술

한 방법으로 정제, 농축한 후 primer pairs C/D로 증폭

한 경우는 제한 효소 Bst I으로, primer pairs C/D로 증

폭한 경우는 제한효소 Hpa II를 사용하여 절단하고 반응산

물은 2% agarose gel에서 전기영동하고 e t h i d i u m

b r o m i d e로 염색하였다.

10. 통계처리

통계처리는 SPSS(statistical package for social

science) 7.5 version을 이용하였고 비교위험도는

Cornfield 방법으로 구하였고 Chi square 방법으로 비

율 검정을 하였다.

결 과

1. MAO-B 유전자의 다형성의 확인

P D군에서 MAO-B 유전자의 이염기 반복에 대한 다형성

을 확인하기 위하여 환자의 혈액에서 분리한 D N A는 본 유

전자의 intron 2에 부착하는 primer 쌍으로 이염기 반복

부분을 PCR 증폭을 하였다. 증폭산물은 정제 후 p o l y-

acrylamide gel에서 전기영동하고 silver stainig으로

염색하였다. 각 환자에서 이염기의 반복을 보다 선명히 보

기 위해 증폭산물은 f o r m a m i d e와 N a O H로써 변성시키

고 전기영동시 8 M의 u r e a를 섞어 전기영동 동안 변성 상

태를 유지토록 하였다. 이러한 변성 상태의 전기영동은

MAO-B 유전자는 X 염색체상에 있고, 또한 각 s t r a n d의

염기조성(base composition)의 차이에 의한 밀도의 차이

로 인하여 동형접합체( h o m o z y g o t e )인 경우 두 개의 띠를

나타내고 이형접합체( h e t e r o z y g o t e )인 경우 네개의 띠가

나타날 것으로 기대되었다. 이러한 방법으로 전체 1 1 0명

( P D군 69, 대조군 4 1명)의 DNA 시료를 분석하였으며,

Fig. 1에서는 그중 9명에 대한 자료를 보여주고 있다. 여

자환자의 혈액 D N A의 증폭산물인 lane 2, 3, 4에서는

각각 4개의 띠가 나타났으므로 이에 해당하는 환자는

intron 2에 대해 이형접합체임을 알 수 있고 lane 5, 7,

8, 9, 10, 11은 2개의 띠만 나타났으므로 반접합체

( h e m i z y g o t e )인 남자환자 혹은 동형접합체인 여자환자임

을 알 수 있었다. 그러나 본 전기영동으로써는 증폭산물의

정확한 길이를 알 수가 없으므로 환자군의 일부에 대한 염

기서열 분석을 실시하였다.

2. 반복성 이염기의 수의 확인

이용희·임정근·이상도·이영재
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Figure 1. Acrylamide gel electrophoresis and silver staining
of PCR-amplified fragments in intron 2 of human MAO-B
gene. Lane 1 contains molecular markers with sizes given in
base pairs to the left. Lane 2 to 11 contain each different sizes
of fragments. Lane 2,3, and 4 reveal two bands of heterozy -
gote for alleles of females. Lane 5,7,8,9,10, and 11 contain
products from hemizygote of males or homozygote of females.

Figure 2. Sequencing analysis of 162bp PCR-amplified frag -
ment in intron 2 of human MAO-B gene. Lane 1 to 4 contain
products of T,C,G, and A termination, respectively and reveal
15 GT repetition between arrows.



P D군과 대조군의 혈액에서 추출한 D N A의 증폭산물에서

위와 같은 다형성을 확인하였으므로 증폭산물의 크기와

G T의 정확한 반복회수를 확인하기 위하여 PCR 증폭산물

은 TA cloning vector (In vitrogen)에 삽입하고 T 7

혹은 M13 reverse primer를 사용하여 증폭산물의 염기

서열을 분석하였다. 이 중 한 정상인의 염기서열 분석 결과

는 Fig. 2에 나타나 있으며 162 bp의 PCR 증폭산물은

( G T )1 5에 해당함을 알 수 있었다. 본 염기서열의 분석과

Fig. 1에서 얻은 다양성의 유형을 비교하여 PCR 증폭에

서 가장 작은 편절을 나타낸 160 bp는 ( G T )1 4에 해당함

을 알 수 있었고 이와 마찬가지로 162 bp는 ( G T )1 5,

164 bp는 ( G T )1 6, 166 bp는 ( G T )1 7, 168 bp는

( G T )1 8, 170 bp는 ( G T )1 9, 172 bp는 ( G T )2 0, 174

b p는 ( G T )2 1에 해당함을 알 수 있었다. 이러한 실험으로

전체 6 9명의 P D군과 4 1명의 대조군에서 ( G T )1 4에서

( G T )2 1에 해당하는 총 8종의 대립형질이 발견되었다. 이

들의 발현 빈도는 대조군에서는 양극현상을 보여서 ( G T )1 4

와 ( G T )1 9가 각각 2 2 . 6 %와 2 4 . 2 %로써 가장 높았으나

이에 반해 P D군에서는 ( G T )2 0가 4 7 . 7 %로써 가장 높은

빈도를 보였으며 ( G T )1 4는 발견되지 않아서 양극 현상은

보이지 않았다. 이들 각 빈도에 대한 비교위험도( o d d s

ratio) 또한 양극현상을 보여서 ( G T )1 6 형질과( G T )2 0 형

질은 P D군이 대조군에 비해 각각 4 . 9 3배(95% confi-

dence interval 0.60-107.63)와 6 . 1 5배(95% confi-

dence interval 2.52-15.51)로 나타나서 이들 형질을

가진 사람에 있어서 발병율이 높음을 알 수 있었으며 이중

( G T )2 0 형질과 P D는 유의한 상관관계가 있었다( p <

0.001). 그러나 상대적으로 ( G T )1 5와 ( G T )2 1 형질(비교

위험도 1 . 4 4와 1 . 0 1 )을 제외한 다른 형질에서는 최저

0 . 0 0에서 최고 0 . 5 9의 분포를 보이고 있어서 이들 형질을

가진사람에 있어서는 발병율이 상대적으로 낮음을 알 수 있

었다. 본 실험의 결과는 Table 1에 요약하였다.

3. CYP2D6 유전자의 다형성조사

C Y P 2 D 6의 다형성을 조사하기 위하여 첫째, exon 3에

반응( a n n e a l )하는 primer C(5’ G C C T T C G C-

CAACCACT CCG 3’)와 intron 4에 반응하는 p r i m e r

D ( 5’AAATCCTGCTCTTCCGAGGC 3’)를 이용하여

P C R증폭(PCR 1) 하였고 둘째, exon 5에 반응하는

primer E(5’GATGAG CTGCTAACTGAGCCC 3’)와

intron 5에 반응하는 primer F(5’C C G A G A G C A T A C

TCGGGAC 3’)를 이용하여 이의 splice junction을

PCR 증폭(PCR 2)하였다. PCR 1에서는 대조군과 P D군

모두에서 334 bp의 증폭산물을 얻었으며(Fig. 3, lane

1, 3), PCR 2에서는 268 bp 편절(Fig. 3, lane 6, 8)

이 증폭되었다. 이들 증폭산물의 다형성을 조사하기 위하여

본 증폭산물은 위에 언급한 방법으로 정제한 후 제한효소

Bam HI의 i s o s c h i z o m e r인 Bst I(인식염기서열:

G G A T C C )과 Hpa Ⅱ로써 각각 절단하였다. 제한효소 반

응산물은 1.5% agarose gel에서 전기영동하고 e t h i d i-

um bromide로 염색한 결과 PCR 1의 증폭산물 334 bp

편절은 대조군과 P D군 모두에서 230 bp와 150 bp로
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Figure 3. Agarose gel electrophoresis and ethidium bromide staining of PCR amplified fragments from CYP2D6 gene. The gene
was amplified with primer pairs of C/D(lane 1-4) and primer pairs of E/F(lane 6-9) before and after digestion by restriction enzyme
Bst I and Hpa II,respectively. Lane 1 and 3 contain one band of PCR-amplified fragment of control and PD. Lane 2 and 4 contain
two bands of PCR-amplified fragments of control and PD after digestion by Bst I. Lane 5 contains molecular size markers. Lane 6
and 8 contain one band of PCR-amplified fragment of control and PD. Lane 7 and 9 contain two bands of PCR-amplified fragments
of control and PD after digestion by Hpa II.



(Fig. 3, lane 2, 4) 나타났으며, PCR 2의 증폭산물

268 bp도 대조군과 P D군 모두에서 188 bp와 8 2

bp(Fig. 3, lane 7, 9)로 나타났다. 이 결과 exon 3과

intron 4  사이와 exon 5와 intron 5 사이의 D N A에는

다형성은 발견되지 않았으며 대조군과 P D군에서도 차이는

없었다.

고 찰

가계연구와 쌍생아 연구 등을 통하여 P D가 유전적 감수

성이 있는 질환임2 , 5은 알 수 있으나 많은 수의 구성원이

P D에 이환된 가계의 수가 극히 적다는 점, 유전의 투과도

( p e n e t r a n c e )가 낮은 점, 한 개 이상의 유전자가 관여될

것이라는 점 등은 P D의 유전자를 발견해내는 작업을 매우

어렵게 하고 있다.2 1 또한 역학적 조사는 P D의 원인으로써

환경적 요인이 관여 될 것임을 시사하며,6 M P T P와 같은

외인성 물질이 S N의 도파민 신경세포를 선택적으로 파괴

시킬 수 있다는 사실이 알려짐으로 인하여 P D의 원인으로

서 환경적 요인을 고려하지 않을 수 없게 되었다.2 5 그러나

M P T P를 복용한 사람 중 적은 수만 P D를 일으킴으로

M P T P를 비롯한 환경적인 요인에 대한 유전적 소인 혹은

감수성 또한 중요할 것으로 생각된다.

이와 같은 질환의 유전적 감수성을 조사하기 위한 방법

으로 특정 질환과의 관계가 깊다고 의심되는 물질의 유전

자 즉, 후보 유전자를 조사하여 특정한 부위의 유전자 다

형성을 갖는 대립유전자의 빈도가 특정 질환에서 대조군

보다 높은 빈도를 보이는지를 조사하는 대립유전자 빈도조

사가 사용되어 진다.2 0 , 2 4 이 연구에서는 P D의 병태생리에

관여할 것으로 추측되는 많은 후보 유전자 중에서 특히

M P T P의 독성작용과 관계 깊은 것으로 알려진 M A O - B

유전자와 CYP2D6 유전자의 대립유전자 다형성의 빈도를

조사하였다.

Konradi et al.2 6은 MAO-B 유전자의 intron 2에서

GT 염기서열 반복의 수가 매우 다양함을 보고하였으며 이

러한 유전자 다형성이 MAO-B 효소의 활성도를 변화시키고

이로 인하여 어떤 병리적 과정에 대한 감수성의 차이가 날

것이라고 하였다. 이들은 정상 백인 4 8명에서 intron 2를

P C R법을 이용하여 1 7 2 / b p에서 1 8 4 / b p까지 7개의 다른

대립유전자를 관찰하였다. 그러나 이 연구에서는 이들이 사

용한 방법과 동일한 방법으로 intron 2의 P C R산물을

acrylamide gel에 전기영동하여 1 6 0 / b p에서 1 7 4 / b p에

걸쳐 8종의 대립유전자를 발견함으로써 Konradi et al.의

소견과 차이를 보여 인종에 따른 MAO-B 유전자의 구조가

다름을 시사하였다. MAO-B 유전자의 인종간의 차이점에

관하여는 Morimoto et al.2 7 또한 MAO-B 유전자의

intron 13을 P C R과 single-stranded conformational

polymorphism(SSCP) 법을 이용하여 분석한 결과 일본

인은MAO-B 유전자에 있어서 백인과는 대립유전자의 분포

가 상이함을 관찰하였다. 이 연구에서 MAO-B 유전자의

intron 2에서 G T반복의 수가 P D군과 정상 대조군에서 차

이를 보임으로 MAO-B 유전자 부위와 P D는 서로 관계가

있을 것으로 보인다. 이미 언급한 바와 같이 MAO-B 유전

자의 intron 2 이외의 다른 부위에서도 P D와 유관한 대립

유전자가 관찰 될 수 있을 것으로 생각된다. 최근 K u r t h

et al.2 2은 유럽인으로 이루어진 P D와 대조군의 intron 13

을 PCR-SSCP 분석하여 P D와 대조군의 대립유전자가 다른

분포를 보임을 관찰하였고 변이된 MAO-B 유전자가 P D의

유전적 감수성을 높일수 있을가능성을 시사하였다. 그러나

일본인을 대상으로 같은 방법으로 시행한 Morimoto et

a l .2 7의 연구에서는 P D와 대조군에서 비슷한 대립유전자의

분포를 보여 P D에서의 MAO-B 유전자의 변이가 인종간의

차이를 보일 수도 있음을 시사하였다. 한편 Ho et al.2 8은

MAO-B 유전자의 intron 13을 Kurth et al.2 2이 기술한

방법으로 P C R한 후 이를 s e q u e n c i n g하여 A와 G의 단염

기 다형성이 있음을 발견하고 대립유전자에서 이것을 조사

하였으나 P D군에서 A 대립유전자가 다소 많지만 대조군과

비교하여 유의한 차이가 없었다고 하였다. 그러나 Costa et

a l .2 9은 동일한 조사를 하여 G 대립유전자의 빈도가 P D에서

유의하게 높다고 하여 Ho et al.2 8과는 상반된 결과를 보고

하였다. 역학 조사는 흡연자들에게서 P D의 발병율이 낮은

것으로 보고하고 있는데3 0 Fowler et al.3 1은 흡연자들의 뇌

에서 MAO-B 활성도가 비흡연자들 보다 40% 감소되어 있

음을 관찰하고 흡연이 MAO-B 활성도를 저하시켜 P D에 대

한 감수성을 감소시킬 것이라고 추론하였다. 또한

d e p r e n y l ( s e l e g i l i n e )에 의한MAO-B 억제가 도파민 신경
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Table 1. Frequencies of each allele in the control and PD groups and odds ratios between control and PD groups

Allele Control PD Odds ratio CI P value

160(14) 0.226 0 0.00 0.00<OR<0.17 0.0000013
162(15) 0.081 0.112 1.44 0.44<OR<4.97 0.6958625
164(16) 0.016 0.075 4.93 0.60<OR<107.63 0.2002843
166(17) 0.113 0.047 0.39 0.10<OR<1.44 0.1923833
168(18) 0.129 0.065 0.47 0.14<OR<1.53 0.2623782
170(19) 0.242 0.159 0.59 0.25<OR<1.38 0.2607872
172(20) 0.129 0.477 6.15 2.52<OR<15.51 0.0000108
174(21) 0.065 0.065 1.01 0.25<OR<4.34 0.7637663

PD    : Patients with Parkinson’s disease
(     ) : Numbers of GT repeat
CI     : Confidence Interval



세포 손상과 죽음을 감소시켜 P D의 진행을 방지할 수 있는

것으로 알려져 있다.3 2 이러한 결과들을 종합하여 보면

MAO-B 유전자의 다형성은 인종간의 차이를 보일 수 있으

며 P D에 대한 유전적 감수성에 다소 관여할 것으로 보이며

적어도 한국인의 P D에서는 유전적 감수성을 높이는데 상당

한 기여를 할 것으로 생각된다.

사이토크롬 P 4 5 0은 스테로이드, 지방산, 생물학적 아

민, 다양한 약제들, 화학적 발암물질, 돌연변이 유발물질

(mutagen), 기타 환경 공해물질 등 수많은 물질들의 산

화성(oxidative) 대사에 관여하는 효소들이다.3 3 이 중 사

이토크롬 P 4 5 0 I I D 6의 기능장애로 인한 d e b r i s o q u i n e과

s p a r t e i n e의 대사 이상은 인간에서 산화적 약물대사의 유

전적 이상의 대표적인 예로서 광범위하게 연구되어 왔다.

사이토크롬 P 4 5 0 I I D 6의 기능에 따라 두 개의 뚜렷한 표현

형( p h e n o t y p e )이 관찰되는 바 E M과 P M이다.1 6 P M은

d e b r i s o q u i n e을 효율적으로 대사시키지 못하여 대사물인

4-hydroxy debrisoquine을 E M보다 1 0 - 2 0 0배 낮게

소변으로 배출시킨다. PM은 debrisoquine 뿐만 아니라

M P T P를 비롯한 2 0개 이상의 약물에 대한 대사장애를 보

이며 이들 약물 뿐 만 아니라 다른 약물에 대하여도 약물로

인한 부작용을 경험할 가능성이 높은 것으로 알려져 있

다.1 7 P D가 M P T P와 같은 신경 독성물질에 의하여 발생할

수 있음이 발견되고 사이토크롬 P 4 5 0 I I D 6가 MPTP 대사

에 관련된다는 사실이 알려진 이래 PD 에서 P M의 발생율

이 높을 것이라는 가설이 제시되었다.1 5 , 3 4 그러나 P D에서

P M의 빈도에 관한 연구들은 상충되는 결과를 제공하였으

며 이는 연구대상 집단의 크기 뿐 만 아니라 약물역동에 관

여하는 여러 가지 변인에 의한 한계 때문으로 생각되어진

다.3 5 - 3 6 그러나 이러한 한계는 P450IID6 유전자를 직접 분

석함으로써 극복될 수 있을 것으로 기대되어진다.3 7 P M은

사이토크롬 P 4 5 0 I I D 6의 유전자인 CYP2D6 유전자의 변

이에 의하여 표현되며 현재까지 CYP2D6A, CYP2D6B,

CYP2D6C, CYP2D6D, CYP2D6E, CYP2D6L,

CYP2D6T 등 여러 종류의 변이유전자가 알려져 있다.1 8 , 3 8

이 연구에서는 이러한 변이유전자 중 그 빈도가 가장 높다

고 알려진 C Y P 2 D 6 A와 CYP2D6B 변이유전자와 P D와의

관계를 조사하였다. CYP2D6A는 C Y P 2 D 6유전자의

exon 5의 단염기 결손 변이유전자이며 CYP2D6B 는

CYP2D6 유전자의 intron 3 과 exon 4 연결 부위의 염

기서열에서 G가 A로 치환된 변이 이다. CYP2D6B는 P M

의 80% 이상을 점하고 있으며 P D에서 대조군보다 약 두

배 가량 높은 빈도를 보임으로 P D의 유전적 감수성과 유관

한 것으로 보는 연구들이 있다.1 8 - 1 9 , 2 4 그러나 다른 연구들에

서는 P D에서 C Y P 2 D 6 B의 빈도가 대조군과 차이가 없었

다.2 3 , 3 6 이와 같이 CYP2D6B 유전자와 P D와의 관계에 관

한 연구들이 일관성이 없는 결과를 보이는 점은 연구대상의

수가 적어서 통계적 힘(statistical power)을 약화시키는

것도 중요한 원인으로 고려될 수 있으므로 향후 보다 많은

수를 대상으로 연구를 진행할 필요가 있다. McCann et

a l .2 4은 현재까지 발표된 1 0개의 연구들의 결과들을 초분

석( m e t a - a n a l y s i s )하여 P D에서 P M의 빈도와

CYP2D6B 유전자의 빈도가 유의하게 높다고 보고하면서

P D와 C Y P 2 D 6 B간에 원인적 관계가 있을 것으로 추정하

였다. 또한 P D의 진단기준이 연구자들 간에 일치하지 않은

점과, 일치하더라도 임상진단 자체의 정확도가 낮은 점도

중요한 원인이 될 수 있는데 Hughes et al.3 9은 임상적으

로 진단된 PD 환자의 약 2 0 %의 환자에서 부검소견 상

P D와는 다른 병리소견을 보인다고 하였다. 저자는 P D의

진단의 정확도를 높이기 위하여 Ward and Gibb4 0이나

Calne et al.4 1이 제안한 진단기준 보다 더욱 엄격한 기준

을 설정하여 이러한 문제점을 해결하려고 노력하였다. 또한

인종간의 차이도 대단히 중요한 요인이 될 것으로 생각되는

데 P M의 빈도가 백인은 3.2-11.5% 정도로 다양하며 일

본인은 1% 정도로 서구인들에 비하여 매우 낮은 것으로

보고되어 있다.3 5 , 4 2 이와 관련하여 PD 유병율에 대한 한국

에서의 역학조사가 없으나 한국인과 비슷한 일본인에서 서

구인에 비하여 두배 가량 유병율이 낮은 점을 고려한다면

한국에서도 P D의 유병율이 서구보다 낮을 것으로 추정된

다. 이 연구에서 CYP2D6B 변이 유전자가 정상대조군과

P D에서 발견되지 않은 점은 인종간의 차이에 따른 것으로

설명될 수 있겠다.

결 론

M A O - B는 P D를 일으키는 외인성 물질인 M P T P를 대사

시켜 신경 독성물질인 M P P+를 산생시키며 M P P+는 S N의

도파민 신경세포를 선택적으로 파괴시켜 P D를 일으키는 것

으로 밝혀져 있다. 또한 D H는 각종 내인성 물질 뿐만 아

니라 M P T P와 M P P+ 등 외인성 물질을 대사시켜 해독작용

을 하는 주된 효소이므로 저자는 이들 효소들의 유전자 다

형성과 P D와의 원인적 관계를 알아보기 위하여 이 연구를

시행하였다.

M A O - B유전자에서는 intron 2를 PCR 증폭하여

acrylamide gel에서 전기영동하여 다형성을 관찰하였고

CYP2D6 유전자는 intron 3과 exon 4 부위와 exon 5

를 PCR 증폭하고 제한효소 처리 후 agarose gel에 전기

영동하여 C Y P 2 D 6 A와 C Y P 2 D 6 B의 변이 유전자를 관찰

하였다. 결과는 MAO-B 유전자의 intron 2는 (GT) 염기

반복서열의 수에 따라 160 bp에서 174 bp까지 8종의 대

립유전자를 보였으며 대조군에서는 1 6 0 / b p와 1 7 0 / b p에

서 높게 나타났고 P D에서는 172 bp의 빈도가 가장 높았

으며 대조군과 비교하여 6 . 1 5배의 비교위험도(95% con-

fidence interval 2.52-15.51)를 보여 1 7 2 / b p와 P D

와는 유의한 상관관계가 있었다(p<0.001). 대조군과 P D

군 모두에서 C Y P 2 D 6의 변이 유전자를 관찰할 수 없었다.

결론적으로 이 연구에서는 MAO-B 유전자의 다형성은

한국인에서 P D의 감수성에 관여하는 것으로 간주되나

CYP2D6 유전자는 한국인 P D에서 다형성이 관찰되지 않

았다.
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