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서      론

미토콘드리아는 핵 밖의 세포질 소기관으로 주 기능은 

세포의 에너지 형태인 ATP를 생성하는 것이다. 사람 미토

콘드리아 DNA (mitochondrial DNA, mtDNA)는 15,569 염
기쌍으로 이루어진 두 가닥의 원형 DNA으로, 13개의 인

산화산화효소, 단백질 합성에 필요한 22개의 tRNA 및 2개

의 rRNA를 포함해서 모두 37개의 유전자로 구성되어 있

다 [1]. DNA 손상이 발생하는 경우에서는 핵 DNA에 존재

하는 히스톤과 같은 방어 단백질 물질이 미토콘드리아 유

전체에는 없으며, 또한 손상을 복구하는 능력이 한정되어 

있다 [2-5]. 그리고 연속적으로 활성산소를 생성하는 전자

전달사슬에 가까이 위치하기 때문에 [6] 미토콘드리아 유

전체의 돌연변이는 핵 유전체보다도 수십 배에서 백 배 더 

많이 나타나기에 mtDNA에서의 유전적 안정성은 중요하

며 많은 관심을 끌고 있다 [7]. 
미토콘드리아의 복제와 전사는 미토콘드리아 유전체의 

조절 구역 (control region) 또는 D-고리라고 알려진 곳에서 

일어나며, 이것은 미토콘드리아 DNA 분자의 주요 비부호

화 영역 (non-coding region)이다 [8]. D-고리에는 인간 미

토콘드리아 유전체에서 가장 다형태를 보이는 영역으로 3
개의 고변이부위 (hypervariable region)가 있다 (HVI, HVII 
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간추림 : 중합효소연쇄반응-단일가닥입체형태다형태 (Polymerase Chain Reaction-Single Strand Conformation 
Polymorphism, PCR-SSCP) 방법은 돌연변이를 민감하게 검출하는 방법으로 의학유전학 영역에서 많이 사용되었다. 
돌연변이나 단일뉴클레오티드다형태 (single nucleotide polymorphism, SNP)를 가지는 DNA 단일가닥조각은 전기영

동 상에서 정상 야생 DNA 조각과는 다른 이동 양상을 보인다. 미토콘드리아의 복제와 전사는 D-고리에서 일어나며, 
이 부위에 시토신-아데노신 (cytosine-adenosien, CA) 디뉴클레오티드의 반복수 다형태 ((CA)n)가 나타난다. 이 연구

에서는 자궁근종의 미토콘드리아 현미부수체의 불안정 논문에서 나타난 SSCP 양상을 재분석하고, 각 SSCP 양상에 

대한 PCR 산물을 DNA 염기서열분석을 실시하여 SSCP 양상과 (CA)n 다형태를 비교 조사하고자 한다. 총 50례의 자

궁근종의 (CA)n 다형태의 SSCP 양상은 단일가닥의 이동을 기준으로 네 가지 유형으로 분류할 수 있었는데, 아래쪽 

단일가닥의 이동속도가 빠른 순으로 3가지 형으로 분류하였다. 제1 형의 아래쪽 단일가닥의 높이는 서로 같았으나, 
위쪽 단일가닥의 높이는 일치하지 않은 경우를 제 4형으로 분류하였다. DNA 염기서열 분석에서 제 1형의 (CA)의 반

복수는 4회, 제 2형은 5회, 제 3형은 6회 그리고 제 4형은 제 1형과 같이 (CA)n 반복수는 4회였다. 이와 같은 결과는 

값비싼 염기서열을 이용하지 않고 단순히 PCR-SSCP 방법으로 미토콘드리아 D-고리의 (CA)n 반복수를 구할 수 있

다는 것을 보여준다. 
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그리고 HVIII) [9]. mtDNA 변이 중 가장 정보적인 하나는 

HVIII에 있는 514번과 523번 서열 사이의 (D514) 시토신-
아데닌 (cytosine-adenine, CA) 디뉴클레오티드 반복 ( (CA)
n) 다형태이다 [10]. D514 (CA)n 다형태는 미토콘드리아 

유전체 불안정성의 지표로 잘 알려져 있으며 법의학 검사 

분석에 유용하게 사용된다 [11,12].
중합효소연쇄반응-단일가닥입체형태다형태 (polymerase 

chain reaction- single strand conformation polymorphism, 
PCR-SSCP) 방법은 민감한 돌연변이 검사 방법의 일종으

로 의학유전학 연구 영역에서 많이 사용되고 있다 [13,14]. 
이 방법은 변이를 찾고자 하는 유전자 부분을 PCR로 증폭

하여 이 산물을 알칼리나 열로 변성시켜 이중가닥 DNA를 

단일가닥 DNA로 만든 후 급속히 냉각시켜 이 산물을 전

기영동 하는 방법이다. 냉각된 단일가닥 DNA 분자는 각각

의 염기 서열 차이에 따라 고유한 입체 형태로 바뀌게 된

다. 따라서 돌연변이나 다형태에 의해 하나의 염기가 변하

면 전체 단일가닥 DNA구조가 변하는데, 이를 비변성 폴

리아크릴아미드 (non-denaturing polyacrylamide) 겔에서 

전기영동을 하면 이동 속도의 차이로 인해 야생형 단일

가닥 DNA의 띠와 다른 모양의 띠를 나타내게 된다. 또한 

PCR-SSCP 방법의 장점으로 폴리아크릴아미드 겔의 해상

도가 높기 때문에 뉴클레오티드 반복수 다형태를 지니는 

경우 반복수의 차이에 따라 단일가닥 DNA의 이동은 다

르게 나타난다. 그러므로 단일가닥 DNA 조각의 전기영동 

양상을 분류하고 이의 염기서열을 파악하면 뉴클레오티드 

반복수 다형태를 조사할 수 있다 [15,16].
이 연구는 자궁근종에서 미토콘드리아 유전체 안정성

에 대한 연구 결과 [17]을 이용하여 D-고리의 (CA)n에 대

한 PCR-SSCP 양상을 분류하고 이에 상응하는 염기서열을 

실시하여 PCR-SSCP 양상에 따른 (CA)n 반복수를 알아보

고자 한다. 

재료 및 방법

1. PCR-SSCP 양상 분류

50례의 자궁근종에서 조사된 미토콘드리아 부수체 안정

성에 대한 연구 결과 [17]에서 미토콘드리아 D-고리에서의  

(CA)n 반복수에 대한 PCR-SSCP 양상을 조사하였다.

2. PCR 증폭

미토콘드리아 D-고리의 (CA)n 반복수 부위를 증폭하

기 위하여 앞길잡이-CCCATACTACTAATC TCATCAA

와 뒷길잡이-TTTGGTTGGTTCGGGGTATG를 사용하였

다. PCR 혼합물의 구성은 25 mmol MgCl2 1.8 μL, 5 mmol 
dNTP 1.2 μL, 각각의 시발체 0.6 μL (50 pmol), AmpliTaq 
GoldTM DNA polymerase (1.25 U) (Perkin Elmer) 0.25 μL, 
DNA 2 μL (100 ng)을 혼합하여 전체 용량이 30 μL가 되도

록 하였다. PCR 반응주기는 94℃에서 10분 1주기를 시행

하고 94℃의 변성; 30초, 55℃에서 붙임, 45 초; 72℃의 연

장 45초한 주기를 35회 시행하고 72℃에서 10분 유지하

였다. 증폭 산물은 2% agarose 겔에 영동하여 증폭 유무를 

확인하였다.

3. DNA 염기서열분석

Fluorescent dideoxy terminator 방법을 이용한 ABI377
기종 (Perkin Elmer)을 이용하여 DNA 염기서열을 실시하

여 (CA)n 반복수를 확인하였다.

결     과

1. PCR-SSCP 양상 분류

미토콘드리아 D-고리의 (CA)n 반복수를 포함하는 PCR- 
SSCP의 양상은 50례의 자궁근종에서 네 가지 유형이 관

찰되었다 (Fig. 1). 자궁근종과 이웃한 정상조직사이에서

의 SSCP 차이는 보이지 않았으며, 모든 경우에서 두 개

 1 1 2 2 2 2 3 3 1 1 4 4

(a) (b)

Fig. 1. Silver stained polyacrylamide gel showing PCR-SSCP 
patterns at locus (CA)n of mitochondrial D-loop in uterine leiomy-
omas. 7.5% polyacrylamide gel was used for electrophoresis. At 
the top of each lane, number 1, 2, 3 and 4 represented the type of 
SSCP band mobility pattern. (a) The positions of single strands of 
type 1, 2 and 3 differed respectively. (b) In type 1 and 4, positions 
of the lower single stand of both were equal but those of upper 
strand were different.
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의 단일가닥 DNA 띠만 보였고 추가적인 띠는 보이지 않

았다. 두 가닥의 단일가닥 DNA가 평행하게 영동된 경우

는 세 가지 유형으로 분류할 수 있었으며, 아래쪽 단일가

닥을 기준으로 가장 멀리 이동한 것을 제 1형으로 하였다 

(Fig. 1a). 아래쪽 단일가닥은 제 1형과 같은 위치에 있으

나, 위쪽 단일가닥은 제 1형과 다른 위치에 나타난 경우는 

Fig. 2. DNA sequencing analysis. (a) Type 1 of SSCP pattern had CCAG(CA)4CCGC sequencing structure. (b) Type 2 of SSCP pattern had 
CCAG(CA)5CCGC sequencing structure. (c) Type 3 of SSCP pattern had CCAG(CA)6CCGC sequencing structure. (d) Type 4 of SSCP pat-
tern had CCAA(CA)4CCGC sequencing structure. 

(a)

(b)

(c)

(d)
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제 4형으로 간주하였다 (Fig. 1b). 각 유형의 빈도는 제 1형

은 36% (18/50), 제 2형은 58% (29/50), 제 3형은 4% (2/50) 
그리고 제 4형는 2% (1/50)로 나타났다. 

2. (CA)n 반복수의 결정

DNA 염기서열분석을 이용하여 SSCP 양상 유형에 대

한 (CA)n 반복수를 조사해보았다. 제 1형의 염기서열 구

조는 CCAG(CA)4CCGC로 (CA)n 반복수는 4개이며 (Fig. 
2a), 제 2형의 염기서열 구조는 CCAG(CA)5CCGC로 (CA)
n 반복수는 5개이며 (Fig. 2b), 제 3형의 염기서열 구조는 

CCAG(CA)6CCGC로 (CA)n 반복수는 6개로 나타났다 

(Fig. 2c). 제 4형의 염기서열 구조는 CCAA (CA)4CCGC
로 (CA)n 반복수는 4개이지만, 유형 1, 2 그리고 3에서는 

(CA)n 반복수 앞에 구아닌 (G)가 나타나지만, 제 4형은 G 
대신 아데닌 (A) 염기가 치환된 다형태의 경우였다 (m.513 
G>A) (Fig. 2d). 그러므로 유형 1과 4는 (CA)n 반복수가 

4개인 경우에 속하며, 이의 빈도는 38% (19/50)가 된다.

고     찰

PCR-SSCP 방법은 현재 사용되는 자동화 기법이 개발되

기 전까지만 해도 유전자의 점돌연변이, DNA의 작은 삽

입 및 결손, 작은 재배열을 검출하는 방법으로 가장 많이 

이용되었던 기법으로 재현성이 매우 높으며, 전기영동의 

신호를 검출하기 위해 방사선 동위원소를 사용하지 않고 

은염색법을 사용하면 실험자의 안정성과 경제적 측면에

서 매우 효과적인 실험기법이다. PCR-SSCP 방법은 인간 

유전자 다형태 뿐만 아니라 돼지, 염소, 닭 및 버팔로 같

은 동물 가축들의 유전자 다형태 연구에도 사용되고 있다 

[18,19]. 그리고 변경된 패턴을 갖는 PCR 생성물은 DNA 
염기서열분석에 의해 분석하면 변이의 정확한 특성을 결

정할 수 있다.
mtDNA는 유전적으로 매우 다형태를 띠는데 그 중에서

도 D-고리 D514에 (CA)n 디뉴클레오티드 반복 부분이 존

재하여 mtDNA의 다형태를 보여서 [10], (CA)n 반복수는 

법의학적 도구로 이용된다 [20]. 또한 정상 조직과 비교해

서 종양 조직에서의 D514에서의 CA 디뉴클레오티드의 삽

입과 결손은 미토콘드리아 유전체의 불안정성을 나타낸다 

[11,21] 
SSCP 전기영동 이동 양상에 따라 가장 멀리 이동한 

제 1형의 (CA) 반복수는 4, 제 2형은 5 그리고 3형은 6으

로 디뉴클레오티드 반복수의 차이에 따라 SSCP 전기영

동 양상이 다르게 나타남을 확인하였다. (CA)n 반복수 부

분을 포함한 부위를 PCR 증폭한 후 통상적인 폴리아크릴

아미드 전기영동을 시행하면 전기영동 이동 양상에 따라 

(CA)n 반복수를 알 수 있지만 같은 반복수의 다형태는 알 

수 없다. 본 실험의 SSCP상 제 1형의 염기서열은 CCAG 

(CA)4CCGC이고 제 4형은 CCAA(CA)4CCGC인데, (CA)
n 반복수는 4개로 서로 같지만 (CA)n 반복수 앞에 뉴클레

오티드는 G가 A로 변한 다형태를 보이는 유형 1의 단일뉴

클레오티드다형태 (single nucleotide polymorphism, SNP)
이다 (m.513 G>A). 그러므로 PCR-SSCP 방법으로 (CA)n 
반복수를 가지는 경우의 다형태를 동시에 파악할 수 있는 

장점이 있다.
본 실험에서 (CA)4, (CA)5 및 (CA)6의 빈도는 각각 38%, 

58% 그리고 4%로 나타났다. Chung 등 [22]은 한국인 500
명을 대상으로 실시한 (CA)n 반복수 연구에서 (CA)4, 

(CA)5, (CA)6 및 (CA)7의 빈도를 37.2%, 60.6%, 1.4% 그
리고 0.8%로 보고하였으며, Lee 등 [23]은 (CA)4가 38.6% 
그리고 (CA)5는 61.4%로 보고하였다 (Table 1). 본 연구에

서는 0.8% 빈도를 가지는 (CA)7 유형이 검출되지 않은 이

유는 50례의 적은 조사 수에 의한 것으로 생각되며, 본 연

구의 결과는 위의 두 연구 결과와 유사하게 나와서 PCR- 
SSCP 기법이 미토콘드리아의 D 고리에 나타나는 (CA)n 
유전자형의 다형태 연구에 사용될 수 있음을 시사한다. 

PCR-SSCP 기법을 사용하여 전기영동상의 띠의 이동 양

상을 비교하면 미토콘드리아 D-고리에서의 D514 (CA)n 
반복수를 알 수 있고 (CA)n 반복수가 같은 경우에서의 다

형태도 검출이 가능하기 때문에 PCR-SSCP 기법은 미토콘

드리아의 D 고리의 D514의 다형태 연구에 안전하고 경제

적인 실험 방법으로 사용될 수 있을 것이다. 
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Determination of Repeat Numbers of (CA)n in Mitochondrial D-loop 
using Polymerase Chain Reaction-single Strand Conformational 
Polymorphism (PCR-SSCP) 
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Abstract : Polymerase chain reaction-single strand conformational polymorphism (PCR-SSCP) analysis is a 
kind of sensitive mutation detection method that has been usually used in field of medical genetics. A single 
DNA strand with a mutation or nucleotide polymorphism has a different conformation from its wild-type 
counterpart, and these conformational differences result in different electrophoretic mobility. In previous study of 
mitochondrial microsatellite instability in 50 uterine leiomyomas, PCR-SSCP showed 4 types of band mobility 
at (CA)n of the mitochondrial D-loop. In type 1 and 4, positions of the lower single stand of both were same but 
those of upper strand were different. In sequencing analysis, repeat number of (CA)n in type 1 was 4, 5 in type 2, 
6 in type 3, and 4 in type 4, respectively. Without using expensive sequencing analysis, PCR-SSCP method can be 
used to detect the repeat number of (CA)n in mitochondrial D-loop.
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