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미토콘드리아의 주 기능은 유기물질을 이용하여 세포

가 사용할 수 있는 에너지 형태인 ATP로 전환시키는

것이다. 사람의 미토콘드리아 유전체는 15,569 염기쌍

으로 이루어진 두 가닥의 원형 DNA로, 13종의 인산화

산화효소와 단백질 합성에 필요한 22종의 tRNA 및 2종

의 rRNA을 위한 모두 37개의 유전자로 구성되어 있다

[1]. 미토콘드리아의 유전체는 핵 속에 존재하는 DNA

보다 유전적 불안정을 보이는데 그 이유는 핵 DNA에

존재하는 히스톤과 같은 방어 물질이 없고, DNA가 손

상되는 경우에 이를 복구할 수 있는 유전자가 미토콘

드리아에는 존재하지 않기 때문에 미토콘드리아 DNA

(mtDNA) 손상을 극복할 능력이 한정되어 있기 때문이

다[2-5]. 그리고 활성산소를 지속적으로 생성하는 전자

전달사슬이 미토콘드리아 유전체에 인접하여 위치하기

때문에 핵 유전체보다 돌연변이 물질에 의한 돌연변이

확률이 수십 배 더 많이 나타나기 때문에 최근 mtDNA

의 유전적 변화가 중요시 되고 있다[6,7].

미토콘드리아의 복제와 전사는 D-고리(D-loop)에서

일어나며[8], 또한 이 부위는 유전적 다형성이 흔하게

나타나서 이 부위의 염기서열을 분석하여 생물학적 특

성이나 법의학적 이용뿐만 아니라 인류학적 연구에도

활용되고 있다[9]. 특히 다형성이 흔히 나타나는 D310과

D514는 암의 생존율을 비롯하여 다양한 질환의 임상

양상과 깊은 연관성을 보였다[5,7,9]. 미토콘드라아 DNA

(mtDNA)함유량은 복제수(copy number)로도 표현하는데

이는 세포가 정상적인 생리적 기능을 보존하는 데 필요

한 에너지 요구에 맞게 상대적으로 안전한 범위에서 유

지된다. 미토콘드리아는 포유동물에서 세포 당 수백에

서 수천 복제수(copy number)가 존재하고, 세포 또는

조직의 기원에 따라 복제수가 다양하게 나타난다[10].

종양에서 나타나는 D-고리 부위의 유전자 변이는 미토

콘드리아의 복제수(mitochondrial copy number, mtCN)

의 변화와 연관이 있다는 보고도 있다[11-18]. 더욱 중

요한 사실은 난소암, 유방암 그리고 간암의 경우에서는

mtCN의 변화는 신생물의 형질변환, 암의 진행 그리고

전이와 같은 임상적 결과와 연관이 있는 것으로 나타났
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간추림 : 종양의 미토콘드리아에는 유전자 돌연변이나 다형성과 같은 유전적 불안정성이 높게 나타나며, 특히

D-고리에서 흔히 발견되는데 이는 암의 예후와 연관이 있다고 한다. 또한 D-고리의 유전자변이는 미토콘드리아

의 복제수의 변화와 연관이 있다고 한다. 본 연구에서는 미토콘드리아 DNA의 D-고리에서 자주 나타나는 다형

성인 D310과 D514의 빈도를 108명의 정상인 말초혈액 DNA에서 살펴보고 이에 따른 미토콘드리아 복제수의

변화를 조사하였다. D310의 다형성은 C7은 40명(37.7%), C8은 34명(32.1%) 그리고 C9는 32명(30.2%)에서 각

각 나타났다. D514의 다형성은 (CA)5와 (CA)4에서 각각 62명(61.4%)과 39명(38.6%)에서 나타났다. 미토콘드

리아 복제수는 44명(40.7%)에서 증가되어 있었고, 64명(59.3%)에서 감소가 관찰되었다. D310과 D514의 다형성

과 복제수의 변화의 증가와 감소와의 상관관계는 없었다. 정상인에서 미토콘드리아 D-고리의 다형성과 복제수

와는 연관성은 없었으나, 이를 바탕으로 다양한 질환에서 이들 미토콘드리아 표지자들의 변화를 조사할 필요가

있을 것이다. 
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다[12,16,17]. 하지만 아직까지 미토콘드리아의 다형성

과 복제수의 관계는 암세포뿐 아니라 정상 세포에서도

연구가 되어 있지 않아서, 이들 관계의 질환에서의 의의

를 비교해볼 수 있는 대조군이 없는 현실이다.

이 연구에서는 정상인 한국인의 말초혈액 DNA에서

미토콘드리아 유전체의 다형성이 가장 많이 나타나는

D310과 D514를 조사하고 이들 다형성과 mtCN의 연관

성을 살펴보고자 한다.

재료 및 방법

이 연구는 1996년 제공받은 108명의 건강한 30대 성인

남녀의 혈액으로부터 DNA를 추출하여 실험을 하였다.

제공받은 혈액으로부터 DNA를 DNA extraction Kit (Ab-

soluteTMDNA extraction Kit, BioSewoom, Korea)를 이용

하여 추출하였다. 추출한 DNA의 양과 순도는 ND-1000

(Nanodrop, USA)으로 측정한 후 -20�C에 보관하였다.

미토콘드리아의 유전자 다형성을 알아보기 위해 Table

1의 primer를 이용하여 중합효소연쇄반응(polymerase

chain reaction, PCR)을 시행하였다. PCR 반응을 위해

반응액은 template DNA 1 μL, 각 10 pM primer 0.2 μL,

MgCl2 free 10× PCR buffer 3μL, 25 mM MgCl2 3μL, 2.5

mM dNTP 3μL, Taq DNA polymerase (5U) (Promega, USA)

0.5 μL를 첨가하고 멸균증류수를 첨가하여 총 30 μL로

조정하였다. PCR 수행은 94�C에서 5분간 pre-denatu-

ration한 후 94�C/30초, 56�C/30초, 72�C/1분씩 3단계로

35 cycles 수행한 후 마지막으로 72�C에서 5분간 extension

을 실시하였다. 증폭된 PCR 산물을 1.5% agarose gel에

서 확인하였다. 이 결과를 Bionics Inc. (Seoul, Korea)에 의

뢰하여 ABI 3730 DNA sequencer를 이용하여 직접 염기

서열분석을 시행하여 결과를 분석하여 D310과 D514의

다형성을 확인하였다.

미토콘드리아의 복제수는 real-time PCR의 방법으로

β-actin을 이용하여 input DNA의 양을 표준화하여 측정

하였다[13,17]. Table 1의 primer를 이용하여 LightCycler

480 II system (Roche Diagnostics, Germany)으로 실행

분석하였다. 매 실험마다 DNA를 5배 연속 희석하여 다

양한 농도의 DNA주형을 함께 분석하였다. Real-time

PCR 반응액은 template DNA 1μL (50ng/μL), SYBR Green

Master MIX 2μL (Takara, Japan), and 10 pM primer 0.1μL

를 첨가하고 멸균증류수를 첨가하여 총 20 μL로 조정

하였다. PCR 수행은 94�C에서 1분간 pre-denaturation한

후 94�C/15초, 60�C/30초, 72�C/30초씩 3단계로 40

cycles 수행하였다. 각 검체에서 융해곡선(melting curve)

을 확인하고 참고 유전자(reference gene)로 이용한 β-

actin값으로 나누어 상대적인 미토콘드리아의 복제수를

측정하였다[17].

실험에서 얻어진 결과는 SPSS 20.0 software (SPSS Inc,

Chicago, IL, USA)를 이용하여 분석하였다. 미토콘드리

아 다형성과 성별은 Fisher’s exact test 혹은 Pearson’s

Chi square test을 이용하여 검정하였다. 각 군 내에서의

측정치는 t-test 혹은 One-way ANOVA를 이용하였고

P⁄0.05인 경우를 통계적으로 유의하다고 하였다.

결 과

미토콘드리아의 유전자의 D310과 D514의 다형성과

미토콘드리아 발현양을 108명에서 관찰하였다. 미토콘

드리아의 이형세포질성(heteroplasmy)에 의해 다형성에

대한 정확한 판독이 불가능한 표본은 제외하여 106명

에서 미토콘드리아의 다형성을 확인하였다. D310의 다

형성은 C7 (40명, 37.7%)이 가장 많이 나타났고, 그 다음

으로 C8 (34명, 32.1%)과 C9 (32명, 30.2%)가 나타났다

(Fig. 1). D514의 다형성은 (CA)5와 (CA)4에서 각각 62

명(61.4%)과 39명(38.6%)에서 나타났다. 이들 다형성은

서로 상관이 없었으며 성별에 따라 차이가 없었다.

미토콘드리아의 발현양은 참고 유전자에 상대적인

값으로 이것의 평균(1.12±0.37)을 기준으로 증가 혹은

감소하는 군을 나누었다. 그 결과, 108명 모두에서 미토

콘드리아의 발현양을 성공적으로 확인하였고, 증가와
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Table 1. Primer sequence

Region Sequence

D310 (C)n D loop
F: 5′-TCC ACA CAG ACA TCA TAA CA-3′
R: 5′-AAA GTG CAT ACC GCC AAA AG-3′

D514 (CA)n D loop
F: 5′-CCC ATAT CTA CTA ATC TCA TCA A-3′
R: 5′-TTT GGT TGG TTC GGG GTA TG-3′

Mitochondrial Content COX
F: 5′-CCC CAC ATT AGG CTT AAA AAC AGA T-3′
R: 5′-TAT ACC CCC GGT CGT GTA GC-3′

Nucleus Content β-actin
F: 5′-ACC CAC ACT GTG CCC ATC TAC-3′
R: 5′-TTC CAC TGC TGA GCC ATC AC-3′



감소는 각각 44명(40.7%)와 64명(59.3%)에서 관찰되

었다. 미토콘드리아의 다형성에 따른 발현양의 분포는

Table 2와 같이 나타났다. D310은 미토콘드리아의 발현

양이 감소하였을 때 C7과 C9의 빈도가 더욱 높게 나

타나는 경향이 있었으나 통계적으로 유의성이 없었다

(p==0.31). D514는 다형성에 상관없이 미토콘드리아의

발현양이 비슷하게 나타났다(p==0.82). 성별로 나누어

보았을 때, D514는 다형성에 따라 발현양의 빈도가 남

녀에서 다르게 나타났으나 통계적으로 유의성은 없었

다(Fig. 2).

고 찰

미토콘드리아 DNA는 핵 DNA에 보다 외부 자극에

대해 유전체의 불안정성이 높아 돌연변이가 생길 확률

이 높으며[6,7], 특히 미토콘드리아의 D-고리는 미토콘

드리아의 전사와 복제에 관여하는 부분이 존재하는 비

부호화영역(non-coding region)으로 이 부분의 염기서

열의 변화는 미토콘드리아의 전사와 복제에 영향을 미

칠 것으로 추정된다[8]. D-고리에서의 유전적 다형성은

정상인 그룹 간 및 인종 간에서도 나타나며, 또한 종양

과 인접한 정상조직 사이에서도 유전적 다형성이 나타

난다[9,19]. 미토콘드리아 DNA 복제수의 유지는 미토

콘드리아의 기능 유지와 세포 성장에 아주 중요한 역

할을 한다[20]. 그러므로 핵 속의 DNA뿐만 아니라 미

토콘드리아 DNA의 다형성과 복제수의 변화는 미토콘

드리아 유전체의 안정성 유지에 연관이 있을 것으로

추정된다.

D-고리 구간에 해당하는 16183-16193, 303-315, 568-

573에 cytosine 단일뉴클레오티드가 반복적으로 다양하

게 나타난다. Sanches-Cespeds 등(2001)은 이 중 303-

315서열(D310)에서 cytosine의 결손과 삽입의 돌연변
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Fig. 1. Mitochondrial polymorphisms in D-loop. (A) D310 polymorphism, (B) D514 polymorphism.

(A) (B)

Table 2. Mitochondrial copy number change according to mito-
chondrial polymorphism

Mitochondrial copy number (N, %)

Decreased Increased

D310
C7 26 (65.0) 14 (35.0)
C8 17 (50.0) 17 (50.0)
C9 20 (62.5) 12 (37.5)

D514
(CA)4 23 (59.0) 16 (41.0)
(CA)5 38 (61.3) 24 (38.9)



이가 종양에서 높게 나타나는 것을 보고하였다 [19].

CCCCCTCCCCC와 같이 cytosine이 연속적으로 배열

되지만 thymine (T) 앞에 존재하는 cytosine이 7개가 있

는 경우를 (C)7으로 표기할 수 있으며, cytosine의 수는

6~9개로 다양하게 나타난다[21]. 그리고 D 고리의 514-

523서열 사이에(D514) cytosine-adenosine 디뉴클레오티

드 (CA)n이 반복적으로 다양하게 나타나며 반복수는

(CA)3에서 (CA)7로 나타난다[22].

D310에서 나타나는 cytosine의 결손과 삽입은 인구

집단에서는 다형성으로 나타나거나, 종양에서는 돌연변

이로 나타난다. 정상조직에서 D310에서의 cytosine의

다형성은 (C)6~(C)9로 나타나고 D514의 (CA)n 다형성

은 (CA)3~(CA)7로 나타나는데, 이는 미토콘드리아의

D 고리에서의 다형성은 미토콘드리아의 실제적인 기능

적 변이가 아니라 클론의 확장의 의미하는 것으로 추

정된다[23-26]. 이 연구에서 D310의 다형성으로 (C)7이

가장 많이 나타났으며, D514의 다형성으로는 (CA)5가

가장 많이 나타났다. D-고리에서의 유전적 다형성의 다

양성은 종족 간에 비슷하게 나오거나 또는 다르게 나올

수 있어 인류학적 연구에 좋은 자료가 된다[21,27].

미토콘드리아 DNA의 복제수(mitochondrial copy num-

ber, mtCN)는 저산소증과 호르몬 자극같은 미세 환경

들에 의해 변화된다[28,29]. 활성산소와 같이 미토콘드

리아의 기능 장애를 일으키는 경우에서는 mtCN는 감소

하였으며[30], 실험적으로 mtCN을 유지하는 것은 미토

콘드리아의 기능을 보존하고 세포성장에 필수적임을

증명하였다[20]. 종양에서의 mtCN는 두경부암, 난소암

및 식도암에서는 증가하였고[18-20]. 간세포암, 위암, 유

방암 및 신세포 암에서는 감소하였다[21-25]. 이는 종양

발생에 있어서 mtCN의 역할은 복잡하게 나타나며 암에

특이적으로 나타나는 것을 시사한다. 신장암, 유방암 그

리고 폐암에서 말초혈액에서 나타나는 mtCN의 변화는

이들 종양의 위험도와 예후를 예측할 수 있는 유전적

표지자로 사용될 가능성을 보였다 [18,31,32]. D-고리

부위의 유전자 변이와 mtCN와의 연관성은 여러 종양

에서 보고가 있어[11-18], 건강한 사람의 말초혈액에서

이의 연관성을 조사할 필요가 있어서 본 연구를 시행

하였다.

그 결과, 미토콘드리아 DNA의 다형성과 mtCN과의

연관성은 젊은 정상인의 말초혈액에서는 없는 것을 확

인하였지만, 노화 혹은 질환이 진행되면서 세포 내의

손상이 축적되어 미토콘드리아의 변화를 초래하면서

다형성과 발현양의 변화에 대한 추후 연구가 필요하다.

이에 대한 결과는 암과 같은 노화에 의한 질환에서 예

후나 경과를 예측할 수 있는 유전자적 표지자로 이용

가능성이 있을 것으로 생각된다.
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Association between Mitochondrial D-loop Polymorphism and 
Copy Number
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Abstract : Mitochondria in cancer have genetic instability like genetic mutations or polymorphisms, and D-loop

is hot spot region and is suggested its association with cancer prognosis. Genetic variations of D-loop were asso-

ciated with mitochondrial copy number. In present study, mitochondrial polymorphism in D-loop (D310 and D514)

was studied in 108 DNAs from health individuals and its association with mitochondrial copy number was also

investigated. In D310 polymorphism, C7 was most common (37.7%, 40/108), and C8 and C9 was found in 32.1%

and 30.2%, respectively. In D514 polymorphism, (CA)5 and (CA)4 was shown in 61.4% and 38.6%, respectively.

Mitochondrial copy number was increased in 40.7% while it was decreased in 59.3%. There was no association

between mitochondrial polymorphism and copy number. Follow-up study should be needed to confirm its change

in same individuals.
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