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< 요 약 문 >

연구목표
(200자 이내)

<최종목표>
유전자증폭, DNA methylation, translocation 등은 돌연변이와 함께 암세포의 주요한 변

화들이다. 그러나 임상에서 이들에 대한 정보의 사용은 전통적인 분자적 방법보다는 면

역조직화학염색이나 FISH와 같이 병리학적인 방법과 결합하여 임상에 사용되고 있다.

본 연구에서는 분자적 변화들을 검출할 수 있으면서 automation이 가능하고 결과의 분

석이 용이한 장점을 가지고 있는 분자적 진단방법을 개발하고 암환자의 예후 표지자 혹

은 치료대상자를 고르는데 predictive marker로서의 가능성에 대해 연구하고자 한다. 본

예비연구는 임상적용을 위하여 위암 동결조직에서 재배열 서열을 분석하는 방법을 확립

할 것을 목표로 하여 1 년 계획으로 시행할 예정임.

<당해연도목표>
1. 위암조직에서 재배열 서열정보 분석방법의 확립
2. 위암조직의 돌연변이 분석 방법 확립
3. 유전자 카피수 변화에 따른 위암조직의 분류를 위한 분자적 검출방법의 확립
4. 위암 파라핀 조직에서 CKAP2발현의 의의

연구내용 및 방법
(500자 이내)

1. 위암조직에서 재배열 서열정보 분석방법의 확립:
대상 위암환자의 동결위암조직에서 재배열 서열을 분석하고, 수술후 지속적으로 
환자 plasma시료에서 종양유래 cfDNA를 분석할 계획임. 본 예비계획에서는 위암 
동결조직에서 재배열 서열을 분석하는 방법을 확립하고자 하는 것이 일차목표임.
이를 위하여 1) 이미 선행연구에서 위암환자 중 재발한 시점까지 serial하게 암환
자의 plasma시료를 모아두었기 때문에 이를 이용한 retrospective 연구를 계획하
였고 (총 20 case의 동결 위암조직은 조직은행에서 분양받음), 2) 수술하는 3기 
위암환자에서 동결조직을 모으고, 이 환자들에서 수술전과 수술후 매달마다 
plasma시료를 모아 보관하고 있음 (총 50명을 계획하였음). 
이중 이미 serial plasma sample이 있는 재발위암 10 case의 조직에 대해 재배열 
서열정보를 분석하고자 하였음. 동결 위암조직의 H&E staining후 암세포 
proportion확인하였으나, 대부분 50%가 되지 않아서 microdissection을 하여 연
구를 진행하기로 계획을 수정하였음. microdissection으로 얻을 수 있는 DNA의 
양이 제한되어 원래 계획하였던 TNGS-CNB방법으로 분석하지 못하고 (3.5 ug
정도가 소요), whole genome NGS 방법으로 진행하기로 하였음 (100 ng이 소
요). 이 방법은 연구비가 많이 들고, 분석에 많은 시간이 소요된다는 단점이 있는 
반면, 돌연변이와 카피수를 한꺼번에 분석할 수 있어서 원래 계획했던 돌연변이
와 카피수분석도 이 방법으로 대체하기로 하였으며, 10 case와 paired 정상 위조
직에서 모두 whole genome NGS를 시행하였음. 많은 case들에서 translocation과 
inversion들을 확인할 수 있었는데, 현재 종양과 정상조직 DNA를 이용하여 재배
열 서열의 특이성을 증명하는 연구를 진행하고 있음.
대장암에서 재배열 서열을 분석하기 위하여 TNGS-CNB방법을 사용한 결과는 
논문으로 출간함으로써 이 방법이 recurrent rearranged site들이 밝혀진 암에서 



※ 요약문의 총분량은 2page 이내로 제한함

유용할 수 있다는 것을 보였음.
2. 유전자 카피수 변화에 따른 위암의 분류: 최근 위암에서 흔히 카피수가 증가되
어 있는 유전자들이 있으며, 이들을 중심으로 위암을 분류할 수 있다는 논문이 
출간되었다. 이 보고에서 FGFR2, HER2, EGFR, MET 등 PTK와 KRAS의 카피
수 증가를 보인 위암의 생존율이 그렇지 않은 군에 비해 유의하게 나빴으며, 이
들을 표적으로 하는 항암제를 사용하면 위암의 생존율이 개선될 수 있다고 발표
되었다.
따라서 본 연구에서는 1단계 연구에서 확립된 mrcPCR방법으로 위암에서의 다섯
가지 유전자의 카피수를 측정하고, 위암환자의 생존율이 관련이 이들 유전자 카
피수와 있는지와 표적항암제 사용이 생존율을 높일 수 있는지에 대해 연구하고자 
하였으며, 23가지 유전자의 카피수를 측정하는 방법을 확립하였으며, 현재 위암
에서의 카피수 측정 연구를 진행하고 있음.
3. 위암 파라핀조직에서의 CKAP2 발현연구: 본 연구자들은 CKAP2가 암의 성장
을 측정하는 표지자가 될 수 있다는 것을 최근 보고하였는데, 위암에서는 어떠한 
임상적의의가 있는지에 관해 약 400예의 파라핀 조직을 이용하여 조직면역화학
염색을 통하여 일부 남자 위암의 일부 환자들에서 생존과 유의한 관련성이 있다
는 것을 확인하였음. 유방암에서 생존과의 관련성에 관한 논문을 본 연구비를 사
사하여 발간하였음.

연구개발에 따른 
기대성과

<정량적 성과1)>

구분 달성치/목표치1) 달성도(%)

SCI 논문 편수 17/2 850

IF 합 67.2/8 840%

기타 성과

1) 총연구기간 내 목표연구성과로 기 제출한 값

<정성적 성과>

- mrcPCR을 이용한 HER카피수 측정에 대한 국내특허 등록 1건

- CKAP2의 면역화학염색을 이용한 예후에 관한 미국특허 등록결정 1건

색인어
국문

위암 전위 돌연변이
카피수변화 cell-free DNA 재배열 서열
분자적 진단

영문
gastric cancer translocation mutation
copy number change cell-free DNA rearranged sequence
molecular diagnosis
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Final Goal: Amplifications, DNA methylations, translocations, and mutations are most

important major changes in cancer. But molecular methods inclucing PCR has not

been used for the clinical application of the information on those molecular changes,

and immunohistochemical staining or FISH have been used instead. The final goal of

the present study is to develop molecular methods which can detect molecular changes

in cancer and be automated, and ultimately to develop useful molecular markers for

prognosis or theragnosis. The present 1-year preliminary study is about the method

establishment for the future clinical application.

The goals for the present-year study:

1) to establish the method to analyze rearranged sequences in gastric cancer

2) to establish the method to analyze mutation detection method in gastric cancer

3) to establish the method to classify gastric cancer molecularly

4) to analyze the clinical implication of CKAP2 in gastric cancer

Methods and Results of the present-year study

1. To establish the method to analyzed rearranged sequences in gastric cancer. Gastric

cancer tissues and serial plasma samples were collected. 1) A prospective with the

prospective collection of gastric cancer tissues and serial plasma samples and 2) a

retrospective study employing gastric cancer samples in NCC tumor bank in which

serially collected plasma samples are available were planned and approved by IRB.

Currently about 20 recurrent gastric cancer samples with serially collected plasma

samples are available, and prospective collection of 50 gastric cancer tissues and

plasma samples is in progress.



Among these samples, 10 recurrent cases in which serial plasma samples are available

were analyzed. When H&E slides were reviewed, most cases did not contain enough

cancer cell proportion in tumor tissues, and microdissection was made for all 10 cases.

However, the total prepared DNA amount was not enough for all TNGS-CNB method

which is originally planned to use. Therefore we changed the plan, and whole genome

NGS method was employed. This whole genome NGS has disadvantages such as high

cost and long analysis time, but has advantages such as necessity of relatively small

DNA samples and obtaining other molecular information including mutations and copy

nubmer changes. We performed whole genome NGS analysis over 10 recurrent cases

along with paired normal samples.

The analysis result of TNGS-CNB (targeted NGS for copy number breakpoints) for

the analysis of rearrangements in colon cancer was published, and the feasibility of

this method in cancers with recurrent rearrangement sites is suggested.

2. Classification of gastric cancer with copy number changes. Several genes with

increased copy number have recently been published, and the clinical classification of

gastric cancer with copy numbers is suggested. In this report, the cases with FGF2,

HER2, EGFR, MET, or KRAS copy gain showed worse survival, and they suggested

that specific target agents for the amplified genes can help to improve the patient’s

survival. In this project, we are plan to classify gastric cancer molecularly by

establishing mrcPCR method and testing 24 gene copy status in gastric cancer tissues.

Currently, mrcPCR methods for 24 gene copy number have been established, and are

employed for gastric cancer tissues.

3. CKAP2 expression in gastric cancer tissues. We recently showed that

CKAP2 can be a marker for cancer cell growth, and the clinical importance of

proliferation by measuring CKAP2 expression was tested in gastric cancer. We

performed IHC study on about 400 cases, and found the correlation with

survival in a subgroup of male gastric cancer cases. We also reported the

correlation of CKAP2 expression with breast cancer survival with the help of

this fund.

※ 연구목표, 연구방법, 연구성과를 영문으로 요약하여 2쪽이내의 분량으로 작성



1. 연구의 최종목표

유전자증폭, DNA methylation, translocation 등은 돌연변이와 함께 암세포의 주요한 변화들이다. 그

러나 임상에서 이들에 대한 정보의 사용은 전통적인 분자적 방법보다는 면역조직화학염색이나 FISH와

같이 병리학적인 방법과 결합하여 임상에 사용되고 있다. 본 연구에서는 분자적 변화들을 검출할 수 있으

면서 automation이 가능하고 결과의 분석이 용이한 장점을 가지고 있는 분자적 진단방법을 개발하고 암

환자의 예후 표지자 혹은 치료대상자를 고르는데 predictive marker로서의 가능성에 대해 연구하고자 한

다. 본 예비연구는 임상적용을 위하여 위암 동결조직에서 재배열 서열을 분석하는 방법을 확립할 것을 목

표로 하여 1 년 계획으로 시행할 예정임.

1. 염색체전위 분석을 통한 위암환자의 모니터링 예비연구

- 환자는 동결위암조직이 조직은행에 보관하고 있거나, 수술이나 biopsy 예정인 위암 환자 50명.

환자의 stage는 3.

- 환자의 혈액은 20 ml씩 3개월 간격으로 채혈하여 cfDNA를 추출하여 사용한다.

- 위암조직에서의 염색체 전위분석은 TNGS-CNB방법을 사용한다.

2. 돌연변이 분석을 통한 위암환자의 모니터링 예비연구

- 염색체 전위를 통한 연구와 연구대상자가 동일하며, 체취한 시료를 같이 사용

- 위암조직의 돌연변이 분석은 Haloplex technology를 이용할 계획.

3. 카피수 변화를 중심으로 분자적 변화에 따른 위암의 분류 예비연구

- 대상환자는 stage 2 이상인 위암환자로 환자동결 암조직이 조직은행에 보관 중인 환자.

- 위암조직 DNA의 추출은 먼저 H&E염색으로 위암세포의 proportion이 50%이상인 경우에 한해

시행.

- 23개 유전자의 카피수 분석은 1단계 연구에서 확립한 mrcPCR방법을 이용하여 분석방법확립.

- 돌연변이 분석은 Haloplex technology를 사용하여 분석방법확립.

4. CKAP2 조직면역화학염색

- 위암의 파라핀조직 100예에 대하여 CKAP2조직면역화학염색을 시행하고 위암의 성장에 대한

임상적 의의를 연구하고자 함.

2. 연구의 내용 및 결과

○ 당초 연구계획을 참고하기 위한 자료임. 선정당시 「과제계획서」와 전년도 제출하였던 「연

차실적․계획서」상의 내용과 동일하게 작성해야 함. 연구사업의 목적, 범위 등에 대해 기술

○ 연구의 이론적, 실험적 연구 방법, 연구 내용 및 결과를 객관적으로 기술



1) mrcPCR 방법을 이용한 유전자 증폭의 측정

◎ 카피수변화는 암세포의 주요한 변화 중 하나이다. 그런데 카피수변화를 측정하는 PCR방법을 응용

한 분자적 방법이 임상적용에 제한이 있었는데, 이는 PCR 방법을 응용한 분자적 방법으로 측정한 결과

의 신뢰성이 다른 방법에 비해 떨어지기 때문이다. 이러한 단점을 극복하고자 다른 연구자들이

competitor를 시료와 인위적으로 섞어서 사용하는 rcPCR (real competitive PCR) 이라는 방법이 도입되

었으나, 시료와 competitor를 정확하게 섞어 주어야하는 단점으로 인해 임상에 적용하기 어려웠다. 본

연구자들은 기존의 rcPCR방법을 변형하고 procedure를 개량하여 mrcPCR (modified real competitive

PCR)이라는 방법을 고안하였고, 이 결과를 2013년 논문으로 출간하였다.

◎ 그림 1은 mrcPCR 방법의 원리이다. 그리고 이 방법을 이용하여 HER2의 카피수를 측정하기 위하

여 mrcPCR방법을 확립하였고, 17q 염색체에 있는 HER2유전자의 두 서열을 선택하여 카피수를 측정하

도록 고안하였고, 상대적인 카피수의 기준으로 사용하기 위하여 17q 염색체 상에서 ALDOC유전자와

G6PC3유전자 등 두개의 유전자 서열을 선택하였다 (그림 2).



그림 1. 두 종류의 시료 DNA 서열과 두 가지 인위적 SNP 서열의 혼합물로부터 두 가지 표적 유

전자 (A, A' 과 B, B')를 증폭하고 동시 증폭된 인위적 SNP 서열을 근거로 두 표적 유전자의 상

대적인 양을 분석하는 과정을 예시한 Co-aSNP 방법의 개략도. 실험과정은 보통 표준시료와 검체

시료를 동시에 진행한다. 표준시료 DNA (왼편)와 검체시료 (오른편)에 두 가지 이상의 인위적

SNP 서열을 각각 혼합한 후 실험을 다른 튜브에서 동시에 진행한다. 오른편의 검체시료의 경우

특정유전자가 증폭되어 있으면 상대적으로 지놈 DNA에서 증폭된 A의 생산물 양이 인위적 SNP

서열에서 증폭된 A'의 양에 비해 많은 양이 증폭하게 된다. 이 상대적인 양을 artificial SNP site

를 검출할 수 있도록 고안한 single base extension방법으로 측정하게되면 그림의 아래쪽에 나와

있는 것과 같이 상대적인 신호의 크기를 알수 있게되어 이로부터 (A/A')/(B/B')의 값을 구하면

표준시료에 비해 변화된 만큼의 값을 얻게되어, 어느정도 변했는지 변화정도를 정량적으로 알 수

있게 된다.

그림 2. HER2 증폭을 측정하기 위해 mrcPCR에 사용한 4가지 서열의 위치. ALDOC유전자는

HER2에 비해 centromere쪽에 위치하고 있고, G6PC3는 telomere 쪽에 위치한다. 그러나 HER2로

부터의 상대적인 거리는 G6PC3가 가깝다. HER2유전자 내에서 두 가지 서로 다른 서열의 증폭을

측정하도록 고안하였다. 5HER2는 ALDOC쪽에 위치한 서열이고, 3HER2는 G6PC3쪽에 위치한 서

열이다. FISH probe로 사용하는 CEP17과 HER2 probe의 위치도 표시하였다.

◎ 이렇게 고안한 방법을 사용하여 실제 카피수를 측정하여 그림 3과 같이 이 방법의 유용성을 증명하

였다. 이 방법을 사용하는 과정에서 extradenaturation procedure를 사용하는데, 이는 PCR과정 바로 이

전에 genomic DNA의 full denaturation하는 것이 카피수를 측정하는데 중요하다는 결과를 그림 3B와

같이 알 수 있었다. 그리고 그림 3C와 3D에서와 같이 독립적으로 반복실험하여도 같은 결과를 얻을 수

있었다. 또한 3E에서와 같이 서로 다른 양의 competitor를 서로 다른 양의 genomic DNA와 섞어 실험

을 하여도 동일한 결과를 얻을 수 있으며, 그림 3G에서와 같이 IHC와 FISH를 병용한 현재의 standard

method의 결과와도 일치한다는 것을 알 수 있었다. 실제 이러한 방법은 동결유방암조직 뿐 아니라 파

라핀 조직 DNA에도 적용할 가능성이 있음을 그림 3H와 같이 알 수 있어서 임상적 응용 가능성이 있

다고 하겠다. 이상과 같은 결과로 특허를 출원하였는데, 올해 대한민국 특허로 등록할 수 있었다.

그림 3. Measurement of ERBB2 gene copy number by mrcPCR. (A) Representative

results for measurement of ERBB2 copy number by mrcPCR using two ERBB2 sequences

(5-ERBB2 and 3-ERBB2) and two reference sequences (ALDOC and G6PC3). Eight peaks



originated from either genomic DNA (blue) or the competitor (red). (B) mrcPCR assay

variation depending on extra-denaturation procedure. Standard deviation (SD) values for the

nRRs are shown. (C) Reproducibility of mrcPCR by five independent assays. (D) ERBB2

copy number by mrcPCR in control and cancer cell samples. The y-axis shows the mean

nRR values of 5-ERBB2 and 3-ERBB2. (E) mrcPCR results using various amounts of input

genomic DNA (blue, 2.5, 5, 10, 20, or 40 ng) and competitors (red, 6.25, 12.5, or 25 fg based

on ALDOC competitor). The y-axis shows the mean nRR values of 5-ERBB2 and 3-ERBB2.

(F) Detection of ERBB2 amplification in serially-diluted DNA of JIMT-1 or T47D cells. The

y-axis shows the mean nRR values of 5-ERBB2 and 3-ERBB2. The assay was performed in

duplicate. (G) Comparison of mrcPCR results with those from standard methods of

immunohistochemistry (IHC) and fluoresence in situ hybridization (FISH). Y axis: corrected

nRR for ERBB2 copy based on cancer cell percentage as described in Materials and Methods.

The red spots are the samples that contained only about 30% tumor cells. (H) Comparison of

mrcPCR results between fresh-frozen (black) and formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE,

gray) cancer tissues (P < 0.001, R = 0.980, by Pearson correlation test after logarithmic

transformation). The assay was performed in triplicate.



2) 카피수 분석을 위한 competitive SNP (cSNP) microarray 방법

본 연구자들은 mrcPCR의 원리를 microarray 방법에 적용하고자 competitive SNP (cSNP) microarray

방법을 고안하여 그 가능성을 측정하였다.

◎ 그림 4는 cSNP microarray의 원리를 설명하는 그림으로, 이때 competitor로는 H-mole세포의 DNA

를 사용하였는데, H-mole세포는 모든 SNP가 homozygous allele로 구성되어있다. normal DNA혹은

cancer DNA와 혼합하여 SNP microarray를 시행하고, 결과를 분석하는데, alter homozygote SNP들 만

은 선발하여 분석한다. 이때, alter homozygote SNP들은 normal DNA도 homozygote이면서 H-mole의

염기와는 다른 염기로 구성된 SNP들을 말한다.

그림 4. Schematic procedure for competitive SNP microarray. First, alter homozygous alleles were 
selected (SNP3 and SNP5). From B allele frequency (BAF) values, allelic ratio (AR) was 
determined for mixture samples of 1) normal and H-mole DNAs, and 2) cancer and H-mole 
DNAs. B allele is automatically designated by Genome Studio software (Illumina) and is marked 
in black box. From AR values from two mixture samples, ARR was obtained. The formulas for 
AR and ARR were shown. 

◎ 이전의 rcPCR방법은 competitor와 시료를 정확하게 50:50으로 섞어서 실험을 진행해야한다는 단점

이 있었다. 이러한 문제점 때문에 이를 임상에 응용하기 어려웠다. mrcPCR 방법에서는 이러한 단점이

개선되도록 고안하여 사용하였다. 그런데 서로 다른 competitor와 시료의 비율을 사용하여도 시료의 카



피수를 정확히 예측할 수 있다는 이론적인 근거가 이러한 방법이 cSNP microarray에서도 필요하였다.

따라서 이러한 비율에 따라 여러 가지 식을 사용하여 Table 1과 같이 분석하였는데, nARR 값을 사용

하는 경우 어떠한 경우라도 시료의 카피수를 바르게 계산해 낼 수 있다는 것을 확인하고 이 수식을 사

용하여 시료에서의 카피수를 계산할 수 있었다. 이와 같은 내용의 새로운 방식의 SNP microarray를 이

용한 카피수 분석방법에 대하여 특허를 신청하였고 국내외 특허를 등록하였고, 아직 몇 나라에서는 특

허심사가 진행중에 있다.

Table 1. 서로 다른 비율로 cancer 혹은 normal DNA를 H-mole DNA와 혼합하였을 때 cancer에서의

카피수 변화를 계산하는 방법.

In the table example, the allele B is the B allele, and the values for various parameters are

the expected values.

N-H mixture or N-H mix, the mixture of normal and H-mole DNAs; C-H mixture or C-H

mix, the mixture of cancer and H-mole DNAs; N-H mix ratio, the ratio of normal and

H-mole DNA amounts in the N-H mixture; C-H mix ratio, the ratio of cancer and H-mole

DNA amounts in the C-H mixture; Copy Number, the copy number in cancer; Cancer

Genotype, the genotype in cancer sample DNA; Normal genotype, the genotype in normal

sample DNA; N-H mix genotype, the genotype in then-H mixture; C-H mix genotype, the

genotype in the C-H mixture; BAFNH, the ratio of B allele and total allele amounts (or B

allele frequency) in the N-H mixture; ARNH, the ratio of B allele and A allele amounts (or

allelic ratio) in the N-H mixture; BAFCH, the ratio of B allele and total allele amounts (or B

allele frequency) in the C-H mixture; ARCH, the ratio of B allele and A allele amounts (or

allelic ratio) in the C-H mixture; ARR, the ratio of ARCH and ARNH, or the AR ratio; nARR,

the ARR values which are divided by the median ARR value, or normalized ARR.

In the table example, the ARR value from copy number 2 (underlined) was used as a median

value



◎ 위 Table 1과 같은 수식을 사용하여 cSNP microarray의 결과를 분석하였는데, 지금까지 흔히 사용

하고 있는 SNP microarray의 방법인 LogR ratio에 의한 결과 (그림 5A)에 비하여, cSNP microarray

방법으로 copy number status를 분석하면 그림 5B에서와 같이 카피수의 변화 양상을 훨씬 뚜렷하게

알 수 있었다. 특히 copy number breakpoint (CNB), 즉 카피수가 변화되어 있는 부위에 대한 정보를

정확하게 얻을 수 있는 장점이 있다. 특히 이 CNB는 반드시 하나 이상의 rearranged sequence를 포함

하고 있어서, 암 특이 분자적 변화를 이용한 임상연구에 응용할 수 있을 것으로 생각하였다.

그림 5. A representative results of from Log R ratio, nARCH, and nARR in a colon cancer

sample. Log R ratio was obtained from Genome Studio software; nARR was calculated

employing DNAs from a cancer tissue, the corresponding normal tissue, and H-mole with

cSNP software.

3) 암조직에서 재배열 서열 정보를 얻기위한 TNGS-CNB 방법의 확립

◎ 2010년 Science translational medicine에 whole genome NGS로 암에서의 rearrangement를 분

석하고 이 정보를 이용하여 cancer specific PCR을 고안하여 환자의 혈액 내에 있는 cell free

DNA에서 암유래 cell free DNA를 monitoring함으로써 암의 재발을 모니터링 하겠다는 idea가 발

표되었다 (그림 6, Larray et al., 2010). 그러나 이러한 방법의 임상적용이 가능한지 혹은 효율성

은 어떠한 지에 대한 임상시험 결과는 없었다. 본 연구자들은 이와 같은 연구가 본격적으로 이루

지지 않는 이유 중 하나로 whole genome NGS의 비용이 너무 높고, 또한 결과 분석에 많은 시간

이 소요되며, bioinformatics로 분석된 결과의 신뢰도에 문제가 있을 수 있다고 생각하였다. 본 연

구자들은 cfDNA에서의 rearranged sequence를 이용한 암재발 모니터링이 임상에 유용할 수 있다

는 것을 좀 더 연구하기 위하여, 우선 암조직에서 쉽게 rearranged sequence를 알아낼 수 있는 방



법으로 whole genome NGS이외의 방법을 생각하였다. 그런데 cSNP microarray의 CNB에

rearranged sequence가 반드시 하나 이상 존재할 것이므로, 이 부위를 포함하도록 하여 probe를

design하고 cancer DNA에서 이들을 포함하는 서열을 capture한다면 rearranged sequence들에 대

한 정보를 얻을 수 있을 것으로 기대할 수 있다. 따라서 이를 TNGS-CNB (targeted next

generation sequencing for copy number breakpoints)라고 명명하였는데, 그 procedure는 그림 7

과 같다. 이 방법을 이용하여 colon cancer case를 대상으로 먼저 시행하였다.

그림 6. Whole genome next generation sequencing을 이용한 환자 재발의 모니터링. 환자 암조직

DNA를 이용하여 whole genome NGS를 시행하고 이로부터 rearranged sequence 정보를 획득하

여 환자 혈액내 cfDNA 중 암유래 cell free DNA를 특이적으로 측정함으로써 환자의 재발을 예측

할 수 있다는 내용의 논문이 2010년 발표되었다.

4) 대장암에서 TNGS-CNB를 이용한 rearranged sequence 정보 획득

◎ cSNP microarray방법으로 분석한 결과와 기존의 LogR ratio를 이용한 결과를 비교해 보면 그

림 5에서 설명한 바와 같이 전체적으로 훨씬 좋은 copy number status를 예측할 수 있어서 이 방

법을 이용하여 9개 시료에서 91개의 copy number breakpoint들을 예측하였고, 이들을 포함한

region을 capture할 수 있도록 capture probe들을 design하고 이 targeted probe와 시료 DNA를

hybridize시켜서 probe와 결합하는 서열을 모두 capture하였다. 이렇게 capture한 서열을 next

generation sequencing방법으로 분석하여 모두 23개의 candidate rearranged sequence 정보를 얻

었는데, 이들에 대해 모두 PCR방법을 확립하였고, tumor와 normal 조직을 이용하여 암특이성을

확인한 바, 19개의 rearranged site가 암조직에 특이하다는 것을 확인하였다. 이상과 같은 실험의

진행은 그림 7과 같다.



그림 7. TNGS-CNB scheme. Out of 91 copy-number breakpoints deduced using a novel

competitive SNP microarray technology, 19 PCR-amplifiable rearrangements were identified

from seven paired primary colon cancer and normal tissues and two colon cancer cells by

capture and next-generation sequencing of those copy-number breakpoints.

◎ 특히 23개 candidate rearranged sequence들에 대한 암특이성을 PCR로 확인하였는데 모두 19

개의 PCR-amplifiable tumor-specific rearrangement에 대해 암특이성을 확인할 수 있었다 (그림

9)

◎ cSNP microarray결과와 LogR ratio의 결과를 비교해 보면 그림 10과 같다. 그림에서 확인할

수 있듯이 cSNP microarray를 이용하는 경우 copy number breakpoint들을 훨씬 쉽게 알아낼 수

있다는 것을 확인할 수 있다.

◎ 모든 19개 PCR-amplifiable tumor-specific rearrangement 부위를 암 DNA에서 증폭하고 이에

대한 염기서열을 분석하여 정확한 rearranged sequence 정보를 다시 한번 확인할 수 있었는데, 그

림 11에 그 결과를 나타내었다.



그림 9. Candidate rearranged site들의 암특이성 확인. 23개 candidate rearranged site에 대해 모

두 PCR 방법을 확립하고 암조직과 정상조직 DNA를 이용하여 PCR방법으로 암조직 특이성을 확

인하였는데, 모두 19개의 rearranged sequence를 확인할 수 있었다.

그림 10. rearrangement가 확인된 부위들에서의 cSNP microarray분석결과와 LogR ratio의 분석결

과 비교. 화살표로 표시된 부위가 copy number breakpoint가 있는 부위이며, 모든 경우에서 암특

이 rearrangement가 확인되었다. cSNP microarray분석결과 (nARR)에서는 breakpoint들이 분명히

존해한다는 것을 알 수 있으나, LogR ratio를 이용하는 경우 breakpoint들을 확인하기 어려운 경

우가 대부분이라는 것을 알 수 있다.



그림 11. 암특이 재배열서열의 염기서열 결정결과. 19개 암특이 재배열 서열에서 염기서열을 결정

하였으며, 모든 19개 PCR product에서 재배열된 서열을 확인할 수 있었다. 그림에서 화살표 옆의

수는 서열이 존재하는 염색체 number 나타내며, 염색체는 동일 염색체에서 재배열이 일어나거나

서로 다른 염색체에서 재배열이 일어났다는 것을 알 수 있다. 시료 11-5의 경우는 암조직 뿐 아니

라 정상조직에서도 PCR product를 얻을 수 있었고, 이는 정상적으로 존재하는 재배열 혹은

variant라는 것을 알 수 있다.

◎ 이상과 같은 재배열의 결과를 모두 종합하여 정리하면 표 2와 같다. 그리고 이상과 같은 결과는 올

해 PLoS ONE에 논문으로 출간하였다.



표 2. TNGS-CNB방법으로 확인된 재배열된 서열들.

1Chromosome number

2Two rearrangements were amplified also in normal samples, indicating that these are

constitutive genomic rearrangements.
3Two candidate rearrangements were analyzed by next-generation sequencing in the same

region as sample C6, but only one was amplified by PCR.
4Samples C7 and C8 are the COLO205 and SW620 cancer cell lines, respectively.

ID, identification number

5) 위암에서의 재배열 분석

◎ 위암의 재발을 환자 혈액 내 암유래 cfDNA를 모니터링함으로써 환자 재발을 예측하는

individualized medicine에 관한 연구를 진행하기 위하여 위암 동결조직과 수술전과 재발할 때 까

지의 혈액에서 plasma를 분리하여 시료를 모아야 한다. 이를 위하여 prospective로 제 3기 위암환

자들을 대상으로 하는 연구의 IRB 계획서를 작성하여 승인받았다. 또한 승인된 IRB 계획서를 기

반으로 위암환자의 동결조직과 수술전과 수술후 plasma를 매달 지속적으로 수집하고 있다.

◎ 위암 연구과에서 cfDNA의 임상적의의에 대해 연구하고자 이미 100여명의 환자들에서 수술전

과 수술 후 매달 plasma를 분리하여 보관하고 있었다. 이들 중 20여명의 환자에서 재발할 때까지

plasma가 보관되어 있는 것을 확인하고, 이들 시료를 이용하고자 위 IRB계획서에 동시에 사용승

인을 신청하였고, 승인된 IRB 계획서를 기반으로 국립암센터 종양은행에 동결 위암조직을 신청하

여 분양받았다.

◎ 위암에서의 재배열 분석을 위하여 동결위암조직에서 DNA를 분리하여야 한다. 이 과정에서 분



자적 분석의 신뢰성을 높이기 위하여 동결위암조직에서의 위암세포 percentage를 결정하는 것이

중요하다. 보통 TCGA에서는 위암세포의 percentage를 60%이상으로 정하고 있다. 따라서 위암조

직에서 위암세포의 proportion을 결정하기 위하여 H&E 염색을 시행하여 관찰하였는데, 일부 조직

을 제외하고 대부분의 조직에서 위암세포의 percentage가 50%에 훨씬 미치지 못하였고, 몇 조직

은 5% 이하였다. 이 조직들을 macrodissection을 시행한다고 하여도 60%이상의 위암세포

percentage를 얻는 것은 일부 조직에서만 가능할 것으로 판단하였다.

◎ 위암에서의 tumor percentage에 관한 문제는 실험 design할 때 어느정도의 문제가 있을 것으

로 예상은 했지만, 우리가 전혀 고려하지 못했던 문제였다. 이와 같은 문제를 해결하고자

microdissection을 시행하였다. 여러 가지 microdissector들을 사용하여 시행하였는데, 그 중 하나

가 microdissection시 암세포를 분명하게 구별할 수 있었으며, microdissection으로 암세포를 순수

하게 분리할 수 있었다. 그림 12는 microdissection을 시행한 한 예로, inflammation이 많고 군데

군데 암세포들이 모여 있어서 macrodissection으로는 암세포의 percentage를 높일 수 없는데,

microdissection으로 이 문제를 해결할 수 있었다.

그림 12. 위암조직에서의 microdissection. 왼쪽 그림은 microdissection하기 이전의 위암조직이고,

녹색으로 표시된 부분이 암세포가 모여있는 부분이다. 이부분만을 microdissection하여 tube에 모

았다. 오른쪽 그림은 microdissection한 암세포들이 떨어져 나가고 나머지 inflammation과 정상조

직 부분이 남아 있음을 보여주고 있다.

◎ 이와 같이 microdissection을 시행하는데, 암세포 여부를 판단하기 위하여 H&E염색을 시행하

였다. 따라서 이렇게 H&E염색과 microdissection 과정을 거쳐서 얻은 DNA의 quality에 변화가

없는지를 check하기 위하여 microdissection한 조각들에서 DNA를 분리하고 전기영동을 시행하여

DNA fragment size를 확인하였는데, 냉동 위암조직에서 microtome으로 얇게 조직을 자른 후 곧

바로 분리한 DNA와 비교하여 1% agarose gel electrophoresis에서 별 차이가 없다는 것을 확인하

였다 (그림 13). 따라서 microdissection으로 얻은 DNA를 암조직에서의 재배열을 분석하는데 이용

할 수 있다고 판단하였다.



그림 13. 위암 조직의 microdissection 후 DNA quality 점검. 동결조직을 microtome으로 얇게 잘라서

분리한 DNA (A, B, C)와 H&E염색 후 microdissection을 통하여 분리한 DNA (a, b, c)의 quality를

1% agarose gel electrophoresis를 하여 확인하였다. Mr, 100 bp ladder DNA marker.

◎ 그런데 위암조직의 microdissection을 통하여 얻은 DNA양이 원래 계획이었던 TNGS-CNB방

법을 사용하기에는 너무 부족하였다. 이를 위해서는 조직은행에서 얻은 동결조직보다 훨씬 많은

양의 조직이 필요한 경우가 많았고, microdissection을 훨씬 많은 section에서 시행해야만 하였다.

따라서 TNGS-CNB보다는 whole genome NGS로 분석하는 것이 현실적이라고 판단하였다.

Whole genome NGS로 분석하면 비용은 많이 소모되고 bioinformatics분석 시간이 많이 소요된다

는 단점이 있지만, copy number 변화와 mutation에 대한 정보를 한꺼번에 얻을 수 있다는 장점이

있다. 이와 같은 판단에 따라 whole genome NGS를 하는 쪽으로 결정하고 microdissection한 10

case의 위암시료와 대응되는 정상 위조직 10개, 총 20개의 시료에 대해 whole genome NGS를 분

석하였다.

◎ Bioinformatics 분석결과를 정리하였는데, 같이 분석한 normal에 비교하여 cancer에 변화되어

있는 분자적 변이들을 정리하면 표 3과 같다.

◎ 정상과 암세포의 비교를 통하여 분자적변화들을 추정한 자료로부터 rearranged sequnce를 찾

는 것이 목표인데, 우선 translocation과 inversion이라고 표시된 부분들에서 rearranged sequence

를 찾을 수 있을 것으로 예상된다. 따라서 이 부위에서 rearranged sequence가 어떻게 되어 있는

지를 sequencing data를 직접 보면서 확인하는 작업을 하고 있다. 이 작업으로부터 한 시료당 5개

의 rearranged sequence들을 선발하고, 이 부위에 대한 암조직 특이성을 증명하고자 PCR primer

들을 design하고 PCR을 시행할 계획이다.



표 3. 위암조직의 whole genome NGS를 분석하여 얻은 암세포에서의 분자적 변화

6) 카피수에 따른 위암 분류를 위한 카피수 분석방법의 확립

◎ 카피수의 증가는 증가된 유전자 억제제 민감성과 관련이 있다는 보고들이 있다. 최근 위암에서 약제

표적 유전자 5가지가 증폭되어 있다는 것이 보고되었는데, 이는 위암에서 copy number status를 측정

하면 위암을 항암제 민감성을 판단하는 근거가 된다는 의미에서 임상적으로 중요한 의의를 갖고 있다

고 하겠다. 본 연구에서도 유전자의 카피수변화에 따른 위암의 분류가 가능한 지 여부를 확인하기 위하

여, 최근 암의 주요 표적이 되는 유전자 24개에 대해 카피수 변화 측정할 수 있는 mrcPCR 방법을 확

립하였고, NCI-60 세포주에서 측정하여 그 결과가 다른 QPCR 혹은 microarray에서의 결과와 유사하다

는 것을 확인하였다 (그림 14).

◎ 표 4에 표적 유전자 24개의 list와 항암제 개발현황에 대해 정리하였다. 이들 중에는 현재 임상

에 사용되는 항암제도 있지만 현재 개발중이거나 임상에 들어가 있는 항암제들이 포함되어 있다.

향후 이들 24개 표적유전자에 대한 표적항암제가 훨씬 더 많이 개발될 예정이고, 이들의 사용에

있어서 표적유전자의 증폭상태를 측정하는 것은 환자의 항암제 민감성에 대한 지표가 될 수 있으

므로 위암환자의 치료에 도움이 될 것으로 기대할 수 있다.



표 4. 항암표적유전자 24개와 현재 사용 중이거나 개발단계의 항암제 list

그림 14. 24개 유전자에 대한 mrcPCR방법의 확립과 60개 세포주에서 유전자 카피수를 측정한 결



과. A. mrcPCR을 위한 24개 유전자의 multiplex PCR결과. A-H3까지 총 6 set의 PCR로 24개 유

전자의 카피수 측정. B. mrcPCR과정에서 single base extension후 결과. C. 결과를 분석하여 유전

자의 카피수를 색으로 표시한 그림.

7) CKAP2 조직면역화학염색을 통한 CKAP2 위암조직 발현과 생존과의 상관관계

◎ 본 연구는 제1 세부과제에서 진행하기로 하였는데, 제 1세부과제에서 계획했던 100개의 조직 대신

400개 이상의 위암조직에 대한 조직면역화학염색으로 확대하여 제 2세부과제에서 진행하기로 하였으며,

이에 필요한 IRB 계획서를 작성하여 국립암센터 IRB의 승인을 받았다.

◎ 약 500개의 조직으로 제작한 tissue microarray에서 CKAP2 항체를 이용하여 IHC염색을 시행하였

다. 그림 15와 같은 결과를 얻을 수 있다. 이러한 결과에서 CKAP2 양성인 세포의 수가 위암환자의 생

존과 관련성이 있는 지 여부를 분석하였다.

그림 15. CKAP2 immunohistochemical staining of gastric cancer tissues. The chromatin CKAP2-positive 
cell numbers were clearly shown among the various gastric cancer types: well differentiated 
adenocarcinoma (A, intestinal type), poorly differentiated adenocarcinoma (B, diffuse type), signet-ring 
cell carcinoma (C, diffuse type), and mucinous adenocarcinoma (D, mixed type). Each bar represents 



100 μm.

◎ CKAP2의 IHC를 분석하여 나온 CPCC (CKAP2 positive cell count)를 분석하였다. 60%이상의

암이 있는 TMA core 437예에 대하여 임상적인 특징과의 관련성을 조사하였는데, 그 결과는 표 5

와 같았다.

표 5. Correlation between CPCC and clinicopatholgic characteristics of 437 gastric cancer

patients.

◎ 분석한 환자들에서 CPCC와 생존과의 관련성을 분석하였는데, 전체 위암환자에서는 그림 16A와 같

이 CPCC와의 관련성이 없었는데, 남자 환자 중 T1과 T2 stage의 암에서 생존과 유의성을 보였다. 그

러나 다른 환자들에서는 유의성을 보이지 않았다. 현재 이들에 대한 multivariate analysis 등 나머지 분

석을 계속하고 있다.



그림 16. Correlation of CPCC with OS. A Kaplan-Meier plots of the CPCCs for the total 
(A), male (B), T1 or T2 male (C), and T3 or T4 male (D) of gastric cancer cases are 
shown. The P values were determined by log-rank test. The HRs and 95% CIs of CPCC 
group 3 compared with CPCC group 1 by multivariate analyses are shown. CPCC, chromatin 
CKAP2-positive cell count; X-axis, OS in months; Y-axis, survival probability.

◎ 이상과 같은 결과는 적어도 일부의 위암환자에서는 암세포 성장속도가 예후와 관련이 있을 수 있

어서 이미 유방암에서 진행되어 잘 알려져 있는 암세포 성장속도에 따른 항암제 민감성에 대한 연구들

이 필요할 것이라는 것을 시사하는 결과라 할 수 있다.



3. 연구결과 고찰 및 결론

1. TNGS-CNB와 whole genome NGS방법을 이용한 암조직에서의 재배열 분석방법의 확립

◎ TNGS-CNB는 copy number를 cSNP microarray 방법으로 분석하고, 이로부터 copy number

breakpoint 정보를 얻은 다음, 이들 부위를 capture하는 array를 제작하여 targeted NGS를 시행하는 과

정을 거친다. 초기 copy number breakpoint 정보를 얼마나 정확하게 얻을 수 있는지가 이 방법의 가장

중요한 과정이라고 할 수 있는데, 이 과정에서 본 연구자들이 새로이 개발한 cSNP microarray를 이용

함으로써 정확한 CNB들의 정보를 알 수 있었고, 이로부터 암조직의 재조합 서열을 알아낼 수 있다는

것을 확인할 수 있었다. 이러한 TNGS-CNB 방법은 특히 재조합서열이 비교적 빈번하게 일어나는 부

위의 정보를 알 수 있다면 미리 capture array를 제작하여 이들 부위만 targeted NGS를 시행한다면 재

조합 서열정보를 빠르고 간편하게 얻을 수 있는 방법이라 할 수 있다.

◎ 본 예비연구에서는 위암에서 이와 같은 방법으로 재배열 서열분석을 하고자 하였는데, 위암조직에

inflammatory cell의 침윤이나 정상조직과 혼재해 있어서 단순한 macrodissection만으로는 암세포를 순

수하게 분리하는 과정이 불가능하다는 것을 알고, laser microdissection을 시행하게 되었다. 암세포를

laser microdissection의 과정을 거쳐서 분리하게되면 암조직에서 DNA를 얻는 속도가 현저히 늦어져서

결국 시간내에 얻을 수 있는 DNA의 양이 제한적일 수 밖에 없었다. 따라서 분석하는데 비교적 적은양

의 DNA를 필요로하는 whole genome NGS방법을 사용하게 되었다. 비록 본 예비연구에서

TNGS-CNB 방법을 사용하지 못하였지만, targeted NGS 기술이 더 발달하면 적은양의 DNA로도 효과

적으로 결과를 얻을 수 있는 방법들이 개발될 것으로 여겨진다. 하지만 현재는 많은 연구비가 whole

genome NGS로 집중되어 targeted NGS에 대한 시장의 필요성이 커지지 않는다면 기술개발이 더딜 가

능성이 있다고 하겠다.

◎ 따라서 현재 위암조직에서의 재배열 서열 정보를 알아내는 방법은 laser microdissection을 통해서

진행해야하는 단점 때문에, whole genome NGS 방법을 이용하는 것이 현실적인 대안이라고 할 수 있

다. 또한 copy number breakpoint들 만으로 알 수 없는 copy number neutral translocation과 inversion

과 같은 정보들이 같이 있어서, TNGS-CNB에서 얻을 수 없는 재배열 서열을 얻을 수 있는 장점도 있

었다. 그러나 whole genome NGS의 결과에서 곧바로 재배열 서열을 정확히 알 수 없는 단점이 있어서,

이 재배열 부위를 PCR로 확인하고 염기서열을 결정하는 과정이 더 필요하다.

2. 위암조직에서의 돌연변이 분석방법의 확립

◎ 재조합 이외에도 돌연변이를 이용해서 암유래 cfDNA를 모니터링할 수 있다는 proof of concept논문

이 발표된 바 있다. 따라서 본 연구에서 이 두가지 모두를 이용하여 암유래 cfDNA의 모니터링을 시도

하고자 하였으며, 제 2세부과제에서 이 연구를 하기로 계획하였다.

◎ 그런데 재배열 서열분석 방법으로 whole genome NGS를 사용하게 됨에 따라서 돌연변이를 다른 방

법으로 확인하지 않아도 그 정보를 곧바로 얻을 수 있기 때문에 whole genome NGS 방법에서 나온 결

○ 국내․외 관련분야의 기술개발 현황과 연구결과가 국내․외 기술개발 분야에서 차지하는 위

치 등을 기술

○ 연구결과 해석 및 다른 결과와의 비교분석 등에 대해 고찰하고 결론을 서술함



과를 이용하기로 하였다. 또한 whole genome NGS를 분석하는데, 암조직과 동시에 정상 위조직의

DNA도 한꺼번에 분석해야 하는 등의 문제로 비용이 훨씬 더 많이 소요되어 따라 돌연변이만을 분석하

는 방법을 이용하지 못한 이유도 있었다.

◎ 그러나 이미 잘 알고 있듯이 whole genome NGS 방법은 돌연변이를 분석할 수 있는 좋은 방법이며

본 예비연구에서도 많은 돌연변이들을 확인할 수 있었다.

3. 카피수에 따른 위암분류를 위해 mrcPCR방법의 확립

◎ 이전의 1단계 연구에서 카피수변화를 민감하게 측정할 수 있는 방법으로 mrcPCR방법을 확립하였는

데, 이 방법을 NCI-60 cell line에도 적용하여 이 방법의 유용성을 증명한 바 있다. 현재 이 방법을 위

암조직에서 얻은 DNA를 이용하여 24개 유전자의 카피수를 측정하는 연구가 진행중에 있다. 이

mrcPCR방법은 간단하고 적은 비용으로 automatic sequencer가 있는 실험실이면 어디에서든지 쉽게 사

용할 수 있다는 장점이 있어서, 임상에 적용하기에 좋은 방법이 될 것으로 기대하고 있다.

4. 위암에서 CKAP2 발현과 생존과의 관련성 분석

◎ 위암에서 CKAP2 발현의 조건을 확립하고 100개 위암 시료에서 발현에 대한 연구를 계획하였는데,

연구를 진행하는 동안 위암 조직의 수를 500개 정도에서 검증하는 것으로 계획을 수정하였다. 따라서

제 2 세부연구에서 연구를 진행하여, 현재 CKAP2 발현에 대한 예비결과가 나와서 분석을 시행하였는

데, 남자 T1과 T2환자에서 생존과 유의한 상관관계가 있다는 것을 확인하였다. 그동안 위암에서

proliferation activity와 예후와의 상관관계에 대해서는 서로 다른 결론이 나와서 혼란스러웠는데, 전체

위암환자군에서는 유의한 차이가 없었고, 일부 위암환자에서만 유의한 상관관계가 있어서 이러한 혼란

이 있었을 것으로 추정할 수 있다. 이러한 결과는 남자 T1과 T2환자에서는 CKAP2발현이 높은 혹은

proliferation activity가 높은 환자의 경우 예후가 나쁘다는 것을 의미하며, 이러한 환자들에서 수술 후

chemotherapy를 시행한다면 생존율을 높일 수 있는 가능성이 있어서, 향후 임상적인 연구를 촉발할 수

있다는 의의가 있다고 하겠다.

4. 연구성과 및 목표달성도

(1) 연구성과

가. 국내 및 국제 전문학술지 논문 게재 및 신청

○ 과제시작시점부터 과제종료시점까지의 연구성과(학술지 게재, 학회발표, 학위논문, 산업재산권

출원․등록, 워크샾 또는 심포지움 개최, 전시회 참가, 임상응용, 기술성과 이전, 벤처 창업

등의 실적)를 기재하되, 본 과제와 관련성이 있는 성과에 한하여 기재

※ 논문, 특허성과는 과제 시작시점이후 게재 신청 또는 출원된 실적만 기재.

다만, 후속과제의 경우는 예외

논문명 저자 저널명(I.F.) Year; 구분2) 지원과제번호3)



(저자구분) Vol(No):Page

Targeted next-generation sequencing
at copy-number breakpoints for
personalized analysis of rearranged
ends in solid tumors

홍경만
(교신)

PLoS One

(3.534)

2014;

9(6):e100089~e1

00089

국외
SCIE 1110130

Chromatin CKAP2, a New
Proliferation Marker, as Independent
Prognostic Indicator in Breast
Cancer:

홍경만
(교신)

PLoS One

(3.534)

2014;

9(6):e98160~e9
8160

국외
SCIE 1410050

Association of Polymorphisms and
Haplotypes in the Insulin-Like
Growth Factor 1 Receptor (IGF1R)
Gene with the Risk of Breast
Cancer in Korean Women

홍경만
(공동)

PLoS One

(3.534)

2014;

9(1):e84532~e84

532

국외
SCIE

없음

Down-regulation of lipid
raft-associated onco-proteins via
cholesterol-dependent lipid raft
internalization in docosahexaenoic
acid-induced apoptosis

홍경만
(교신)

Biochimica et
Biophysica
Acta-Molecular
and Cell
Biology of
Lipids. (4.495)

2014;

1841(1):190~203

(4.495)

국외
SCI

없음

논문명 저자
(저자구분)

저널명(I.F.) Year;
Vol(No):Page

구분2) 지원과제번호3)

Characteristics of gastric cancer
according to Helicobacter pylori
infection status

김영우 J Gastroenterol
Hepatol.(3.627)

2014:29(9):167
1~1677

국외
SCI

Peroxisome proliferator-activated
receptor γ upregulates galectin-9
and predicts prognosis in
intestinal-type gastric cancer

김영우 Int J Cancer

(3.534)
2014:Online
published

국외
SCI

Unique patterns and proper
management of postgastrectomy
bleeding in patients with gastric
cancer

김영우 Surgery
(3.105)

2014:155(6):10
23~1029

국외
SCI

The association between
Helicobacter pylori status and
incidence of metachronous gastric
cancer after endoscopic resection of
early gastric cancer

김영우
Helicobacter.
(2.993)

2014;

19(3):194~201
국외
SCI

The association of self-leadership,
health behaviors, and posttraumatic
growth with health-related quality
of life in patients with cancer

김영우 PSYCHO-ONC
OLOGY (4.044)

2014:3582:3582~

3582
국외
SCIE

4-1BB-based isolation and
expansion of CD8+ T cells specific
for self-tumor and non-self-tumor
antigens for adoptive T-cell therapy

김영우
Journal of
Immunotherpy
(3.354)

2014;37:225~236
국외
SCI

Health-Related Quality of Life After
Robot-Assisted Distal Gastrectomy
in Early Gastric Cancer

김영우
World Journal
of Surgery
(2.348)

2014;38(5):1112

~1120
국외
SCI

Genomic profile analysis of
diffuse-type gastric cancers 김영우

Genome
Biology(10.465)

2014;15(4):R55~

R55
국외
SCI

Long-term metformin use reduces
gastric cancer risk in type 2
diabetics without insulin treatment:
a nationwide cohort study

김영우

Alimentary
Pharmacology
and
Therapeutics(5.

2014;39(8):854~

863
국외
SCI



1) 저자구분 : 교신, 제1, 공동

2) 구분 : 국내, 국내 SCI, 국내 SCIE, 국외, 국외SCI, 국외SCIE 등

3) 지원과제번호(Acknowledgement)

- 과제번호를 연차 표시(-1, -2, -3 등)를 생략하고 7자리로 기재하고, 과제와 관련성은 있으나

불가피하게 Acknowledgement가 누락된 경우에는 ‘없음’으로 기재

나. 국내 및 국제 학술대회 논문 발표

1) 지역 : 국내, 국외

다. 산업재산권

1) 구분 : 발명특허, 실용신안, 의장등록 등

라. 저 서

마. 연구성과의 정부정책 기여

논문명 저자 학술대회명 지역1) 지원과제번호

구분1) 특허명 출원인 출원/등록국 출원/등록번호

발명특허 ＨＥＲ２ 양성 개체 진단 방법 및 ＨＥＲ２ 양성

개체 진단용 키트

홍경만외

1인

등록/대한

민국

1448175 (등록번호)
등록일:2014.09.30

발명특허 Composition for Cancer Prognosis Prediction

Comprising Anti-TMAP/CKAP2 Antibodies

홍경만외

4인

등록결정/

미국

13/577,126

저서명 저자 발행기관(발행국, 도시) 쪽수 Chapter 제목, 쪽수
(공저일 경우)

보고서명 정부정책 기여내용

478)

A Body Shape Index Has a Good
Correlation with Postoperative
Complications in Gastric Cancer
Surgery

김영우
Annals of
Surgical
Oncology(3.943)

2014;21(4):1115

~1122
국외
SCI

Intravenous iron supplementation
may be superior to observation in
acute isovolemic anemia after
gastrectomy for cancer

김영우

World journal
of
gastroenterolog
y (2.433)

2014;20(7):1852

~1857
국외
SCIE

Suicide ideation in stomach cancer
survivors and possible risk factors

김영우
Supportive care
in cancer
(2.495)

2014;22(2):331~

337
국외
SCI

Clinical significance of
intraperitoneal air on computed
tomography scan after endoscopic
submucosal dissection in patients
with gastric neoplasms

김영우
Surgical
Endoscopy(3.31
3)

2014;28(1):307~

313
국외
SCI



바. 기타연구성과

(2) 목표달성도

가. 연구목표의 달성도

나. 평가의 착안점에 따른 목표달성도에 대한 자체평가

○ 사업목표에 대한 달성내용 및 관련분야 기술발전에의 공헌도 등을 기술

○ 달성도(%)는 연차별목표대비 당해연도 달성도 및 최종목표대비 당해연도까지의 누적 달성도를

반드시 기입

최종목표 연차별목표 달성내용
달성도(%)
연차 최종

Automation이 가능

하고 결과의 분석이

용이한 장점을 가지

고 있는 분자적 진

단방법을 개발하고

암환자의 예후 표지

자 혹은 치료대상자

를 고르는데

predictive marker로

서의 가능성에 대해

연구하고자 한다. 본

예비연구는 임상적

용을 위한 방법의

확립을 위해 1년 계

획으로 시행할 예정

이다.

1차년도

위암동결조직의 H&E
염색 및 암세포
50%이상조직의 DNA
및 RNA추출

위암조직에서 DNA를 추출.

macrodissection을 계획하였으나,

laser microdissection을 확립하고

이 방법으로 시행함.

90 90

위암조직 10개에서
TNGS-CNB를
시행하고, rearranged
sequence분석

10 개 위암조직과 정상조직의

whole genome NGS를 실시하여

재배열 서열을 분석.

위암조직 10개에서
Haloplex
technology로
돌연변이 분석

10 개 위암조직과 정상조직의

whole genome NGS를 실시하여

돌연변이를 분석.

위암조직에서 23개
유전자의 카피수
분석

24개 유전자의 카피수 분석방법을

확립하였으며, 위암조직에서 진행중

임.

CKAP2
조직면역화학염색

약 500개 위암조직의 CKAP2 염색

완료

2차년도

3차년도

평가의 착안점 자 체 평 가



5. 연구결과의 활용계획

(1) 연구종료 2년후 예상 연구성과

구 분 건 수 비 고

학술지 논문 게재
게재 예상 전문학술지명,

SCI급 학술지인 경우 Impact Factor 기록

산업재산권 등록
특허 등록 예상 국가,

예상 특허명 등

기 타

(2) 연구성과의 활용계획

6. 참고문헌
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○ 연구종료 2년후까지 연구사업 결과로 발생할 것으로 예상되는 성과, 즉 학술지 게재, 산업재

산권 등을 단계별로 다음의 양식에 의거하여 작성함. 학술지 게재는 게재 예상 학술지 명과

Impact Factor 등을 기재함

○ 연구사업의 내용이 논문이나 산업재산권과 연결되기 힘든 과제의 경우, 자유 형식으로 예상연

구성과 및 활용정도를 기재하되 최대한 계량화할 것

예) DB 몇 건 구축완료. OOO 시스템 구축 및 OO사업 완료
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년 안에 치료기술 실용화 등)으로 기술하되, 참여기업이 포함되어 있는 과제의 경우 기업과

연계한 활용방안에 대해서도 기술함

○ 추가 후속연구의 필요성에 대해서도 간략하게 기술함

○ 보고서 작성시 인용된 모든 참고문헌을 열거
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7. 첨부서류

○ 본 연구의 성과로 논문, 저서, 산업재산권, 정책정책 기여 등이 있을 경우 관련 증빙자료를 첨

부토록 함

















II. 제 1 세부과제

◦ 세부과제별로 별도로 작성함

◦ 각 세부과제의 계획서의 표지는 색지로 작성하여 쉽게 구분될 수 있도록 함.

표지에는 다음과 같은 사항을 반드시 기재함.

세부과제명 : 재배열서열 분석을 통한 위암환자의 모니터링 예비연구
세부과제책임자(성명/소속) : 홍경만/분자종양학연구과



(1) 최종목표 : 위암에서 카피수 breakpoint로부터 재배열 서열 정보를 이용하여 환자 cfDNA에서 모니

터링 가능성에 대한 예비 연구.

1)위암환자 10명에서 카피수 breakpoint를 결정하고, targeted next generation sequencing방법으로 재배

열 서열 정보를 획득하는 방법의 확립

2) 제2 세포과제와 공동으로 진행할 위암의 카피수와 돌연변이에 따른 분류를 위해 위암조직에서 암세

포가 50%이상 모여있는 부위를 H&E염색으로 확인하고, 이로부터 DNA와 RNA 추출.

3) 위암조직에서 CKAP2 조직면역화학염색

2. 연구의 내용 및 결과

1) 카피수 분석을 위한 competitive SNP (cSNP) microarray 방법

◎ copy number breakpoint를 알아내기 위하여 SNP microarray를 이용하여 카피수를 측정하였는

데, 카피수 차이를 분명하게 나타내지 못하는 단점이 있었다. 선행연구에서 개발한 방법은

H-mole세포의 DNA를 competitor로 사용함으로써 SNP microarray를 이용한 카피수 측정에 좀

더 많은 차이가 날 수 있다는 것을 알게 되었고 이를 이용하여 copy number breakpoint부위가 있

는 지 여부를 좀 더 정확히 알 수 있었고, 그 부위의 region을 훨씬 좁힐 수 있었다. 이 방법을

competitive SNP (cSNP) microarray로 명명하였다.

◎ 그림 1은 cSNP microarray의 원리를 설명하는 그림으로, 이때 competitor로는 H-mole세포의

DNA를 사용하였는데, H-mole세포는 모든 SNP가 homozygous allele로 구성되어있다. normal

DNA혹은 cancer DNA와 혼합하여 SNP microarray를 시행하고, 결과를 분석하는데, alter

homozygote SNP들 만은 선발하여 분석한다. 이때, alter homozygote SNP들은 normal DNA도

homozygote이면서 H-mole의 염기와는 다른 염기로 구성된 SNP들을 말한다..

◎ 이 cSNP microarray를 시행할 때 competitor와 시료를 50:50으로 섞어서 진행하지만 실험의 오류로

이렇게 정확한 비율로 진행되지 않는 경우가 대부분일 것이다. 이를 고려하지 않고 카피수를 계산한다

면 전혀 다른 결과가 나올 수 있다. 이러한 문제점 때문에 cSNP microarray에서 비율을 서로 다르게

섞어서 실험을 진행하여도 카피수가 동일하게 계산하도록 하는 algorhythm이 필요하였다. 따라서 이러

한 비율에 따라 여러 가지 식을 사용하여 표3과 같이 분석하였는데, nARR 값을 사용하는 경우 어떠한

경우라도 시료의 카피수를 바르게 계산해 낼 수 있다는 것을 확인하고 이 수식을 사용하여 시료에서의

카피수를 계산할 수 있었다. 이와 같은 내용의 새로운 방식의 SNP microarray를 이용한 카피수 분석방

법에 대하여 특허를 신청하였고 국내외 특허를 등록하였고, 아직 몇 나라에서는 특허심사가 진행중에

있다.

○ 연구의 이론적, 실험적 연구 방법, 연구 내용 및 결과를 객관적으로 기술



그림 1. Schematic procedure for competitive SNP microarray. First, alter homozygous alleles were 
selected (SNP3 and SNP5). From B allele frequency (BAF) values, allelic ratio (AR) was 
determined for mixture samples of 1) normal and H-mole DNAs, and 2) cancer and H-mole 
DNAs. B allele is automatically designated by Genome Studio software (Illumina) and is marked 
in black box. From AR values from two mixture samples, ARR was obtained. The formulas for 
AR and ARR were shown. 
표 1. 서로 다른 비율로 cancer 혹은 normal DNA를 H-mole DNA와 혼합하였을 때 cancer에서의 카피

수 변화를 계산하는 방법.



In the table example, the allele B is the B allele, and the values for various parameters are

the expected values.

N-H mixture or N-H mix, the mixture of normal and H-mole DNAs; C-H mixture or C-H

mix, the mixture of cancer and H-mole DNAs; N-H mix ratio, the ratio of normal and

H-mole DNA amounts in the N-H mixture; C-H mix ratio, the ratio of cancer and H-mole

DNA amounts in the C-H mixture; Copy Number, the copy number in cancer; Cancer

Genotype, the genotype in cancer sample DNA; Normal genotype, the genotype in normal

sample DNA; N-H mix genotype, the genotype in then-H mixture; C-H mix genotype, the

genotype in the C-H mixture; BAFNH, the ratio of B allele and total allele amounts (or B

allele frequency) in the N-H mixture; ARNH, the ratio of B allele and A allele amounts (or

allelic ratio) in the N-H mixture; BAFCH, the ratio of B allele and total allele amounts (or B

allele frequency) in the C-H mixture; ARCH, the ratio of B allele and A allele amounts (or

allelic ratio) in the C-H mixture; ARR, the ratio of ARCH and ARNH, or the AR ratio; nARR,

the ARR values which are divided by the median ARR value, or normalized ARR.

In the table example, the ARR value from copy number 2 (underlined) was used as a median

value

◎ 위 표 1과 같은 수식을 사용하여 cSNP microarray의 결과를 분석하였는데, 지금까지 흔히 사용하고

있는 SNP microarray의 방법인 LogR ratio에 의한 결과 (그림 2A)에 비하여, cSNP microarray 방법으

로 copy number status를 분석하면 그림 2B에서와 같이 카피수의 변화 양상을 훨씬 뚜렷하게 알 수

있었다. 특히 copy number breakpoint (CNB), 즉 카피수가 변화되어 있는 부위에 대한 정보를 정확하

게 얻을 수 있는 장점이 있다. 특히 이 CNB는 반드시 하나 이상의 rearranged sequence를 포함하고

있어서, 암 특이 분자적 변화를 이용한 임상연구에 응용할 수 있을 것으로 생각하였다.



그림 2. A representative results of from Log R ratio, nARCH, and nARR in a colon cancer

sample. Log R ratio was obtained from Genome Studio software; nARR was calculated

employing DNAs from a cancer tissue, the corresponding normal tissue, and H-mole with

cSNP software.

3) 암조직에서 재배열 서열 정보를 얻기위한 TNGS-CNB 방법의 확립

◎ 2010년 Science translational medicine에 whole genome NGS로 암에서의 rearrangement를 분

석하고 이 정보를 이용하여 cancer specific PCR을 고안하여 환자의 혈액 내에 있는 cell free

DNA에서 암유래 cell free DNA를 monitoring함으로써 암의 재발을 모니터링 하겠다는 idea가 발

표되었다 (그림 3, Larray et al., 2010). 그러나 이러한 방법의 임상적용이 가능한지 혹은 효율성

은 어떠한 지에 대한 임상시험 결과는 없었다. 본 연구자들은 이와 같은 연구가 본격적으로 이루

지지 않는 이유 중 하나로 whole genome NGS의 비용이 너무 높고, 또한 결과 분석에 많은 시간

이 소요되며, bioinformatics로 분석된 결과의 신뢰도에 문제가 있을 수 있다고 생각하였다. 본 연

구자들은 cfDNA에서의 rearranged sequence를 이용한 암재발 모니터링이 임상에 유용할 수 있다

는 것을 좀 더 연구하기 위하여, 우선 암조직에서 쉽게 rearranged sequence를 알아낼 수 있는 방

법으로 whole genome NGS이외의 방법을 생각하였다. 그런데 cSNP microarray의 CNB에

rearranged sequence가 반드시 하나 이상 존재할 것이므로, 이 부위를 포함하도록 하여 probe를

design하고 cancer DNA에서 이들을 포함하는 서열을 capture한다면 rearranged sequence들에 대

한 정보를 얻을 수 있을 것으로 기대할 수 있다. 따라서 이를 TNGS-CNB (targeted next

generation sequencing for copy number breakpoints)라고 명명하였는데, 그 procedure는 그림 4

와 같다. 이 방법을 이용하여 colon cancer case를 대상으로 먼저 시행하였다.

그림 3. Whole genome next generation sequencing을 이용한 환자 재발의 모니터링. 환자 암조직



DNA를 이용하여 whole genome NGS를 시행하고 이로부터 rearranged sequence 정보를 획득하

여 환자 혈액내 cfDNA 중 암유래 cell free DNA를 특이적으로 측정함으로써 환자의 재발을 예측

할 수 있다는 내용의 논문이 2010년 발표되었다.

그림 4. TNGS-CNB scheme. Out of 91 copy-number breakpoints deduced using a novel

competitive SNP microarray technology, 19 PCR-amplifiable rearrangements were identified

from seven paired primary colon cancer and normal tissues and two colon cancer cells by

capture and next-generation sequencing of those copy-number breakpoints.

4) 대장암에서 TNGS-CNB를 이용한 rearranged sequence 정보 획득

◎ cSNP microarray방법으로 분석한 결과와 기존의 LogR ratio를 이용한 결과를 비교해 보면 그

림 5에서 설명한 바와 같이 전체적으로 훨씬 좋은 copy number status를 예측할 수 있어서 이 방

법을 이용하여 9개 시료에서 91개의 copy number breakpoint들을 예측하였고, 이들을 포함한

region을 capture할 수 있도록 capture probe들을 design하고 이 targeted probe와 시료 DNA를

hybridize시켜서 probe와 결합하는 서열을 모두 capture하였다. 이렇게 capture한 서열을 next

generation sequencing방법으로 분석하여 모두 23개의 candidate rearranged sequence 정보를 얻

었는데, 이들에 대해 모두 PCR방법을 확립하였고, tumor와 normal 조직을 이용하여 암특이성을

확인한 바, 19개의 rearranged site가 암조직에 특이하다는 것을 확인하였다. 이상과 같은 실험의

진행은 그림 5와 같다.



◎ 특히 23개 candidate rearranged sequence들에 대한 암특이성을 PCR로 확인하였는데 모두 19

개의 PCR-amplifiable tumor-specific rearrangement에 대해 암특이성을 확인할 수 있었다 (그림

5)

◎ cSNP microarray결과와 LogR ratio의 결과를 비교해 보면 그림 6과 같다. 그림에서 확인할 수

있듯이 cSNP microarray를 이용하는 경우 copy number breakpoint들을 훨씬 쉽게 알아낼 수 있

다는 것을 확인할 수 있다.

◎ 모든 19개 PCR-amplifiable tumor-specific rearrangement 부위를 암 DNA에서 증폭하고 이에

대한 염기서열을 분석하여 정확한 rearranged sequence 정보를 다시 한번 확인할 수 있었는데, 그

림 7에 그 결과를 나타내었다.

그림 5. Candidate rearranged site들의 암특이성 확인. 23개 candidate rearranged site에 대해 모

두 PCR 방법을 확립하고 암조직과 정상조직 DNA를 이용하여 PCR방법으로 암조직 특이성을 확

인하였는데, 모두 19개의 rearranged sequence를 확인할 수 있었다.



그림 6. rearrangement가 확인된 부위들에서의 cSNP microarray분석결과와 LogR ratio의 분석결

과 비교. 화살표로 표시된 부위가 copy number breakpoint가 있는 부위이며, 모든 경우에서 암특

이 rearrangement가 확인되었다. cSNP microarray분석결과 (nARR)에서는 breakpoint들이 분명히

존해한다는 것을 알 수 있으나, LogR ratio를 이용하는 경우 breakpoint들을 확인하기 어려운 경

우가 대부분이라는 것을 알 수 있다.



그림 7. 암특이 재배열서열의 염기서열 결정결과. 19개 암특이 재배열 서열에서 염기서열을 결정

하였으며, 모든 19개 PCR product에서 재배열된 서열을 확인할 수 있었다. 그림에서 화살표 옆의

수는 서열이 존재하는 염색체 number 나타내며, 염색체는 동일 염색체에서 재배열이 일어나거나

서로 다른 염색체에서 재배열이 일어났다는 것을 알 수 있다. 시료 11-5의 경우는 암조직 뿐 아니

라 정상조직에서도 PCR product를 얻을 수 있었고, 이는 정상적으로 존재하는 재배열 혹은

variant라는 것을 알 수 있다.

◎ 이상과 같은 재배열의 결과를 모두 종합하여 정리하면 표 2와 같다. 그리고 이상과 같은 결과는 올

해 PLoS ONE에 논문으로 출간하였다.



표 2. TNGS-CNB방법으로 확인된 재배열된 서열들.

1Chromosome number

2Two rearrangements were amplified also in normal samples, indicating that these are

constitutive genomic rearrangements.
3Two candidate rearrangements were analyzed by next-generation sequencing in the same

region as sample C6, but only one was amplified by PCR.
4Samples C7 and C8 are the COLO205 and SW620 cancer cell lines, respectively.

ID, identification number

4) 위암조직에서 재배열 서열 정보 획득 방법의 확립

◎ 위암에서의 재배열 서열 정보를 TNGS-CNB방법으로 분석하는 연구를 계획하였는데, H&E염

색에서 위암 조직에서 tumor percentage가 너무 낮아서 macrodissection으로 해결할 수 없어서

laser microdissection방법을 확립하였는데, 이로부터 얻을 수 있는 DNA의 양이 제한되어서 약 5

ug의 DNA가 있어야 하는 TNGS-CNB방법을 사용할 수 없었는데, whole genome NGS 방법의

경우는 약 100 ng의 DNA만 있어도 연구를 진행할 수 있어서 방법을 변경하였다.

◎ 이 연구에 필요한 IRB 승인을 모두 획득하고, 국립암센터 종양은행에서 조직을 분양받은 후

laser microdissection을 통하여 얻은 위암조직 DNA를 이용하여 whole genome NGS를 시행하였

다. 이때 암조직 DNA이외에 정상 위조직에서 얻은 DNA도 함께 분석하였고, 정상 DNA에 비하

여 달라져 있는 분자적 변화들을 bioinformatics기법으로 분석하였다.

◎ 표 3은 전체 10 case에 대한 whole genome NGS로부터 분석한 분자적 변화에 대한 결과이다.

모두 10 case 중 8 case에서 translocation을 확인할 수 있었는데, inversion을 포함하여 insertion



이나 duplication과 같은 서열들도 재배열 서열이 존재하므로 위암에서의 암특이 cfDNA를 확인하

는데 이용할 수 있을 가능성이 있다. 현재 translocation부위에 대해 몇 개의 paired end read들이

translocation으로 분석되었는지에 대해 분석하고 있는 중이다. 이들의 결과가 reliable하다면 각

case당 5개정도까지의 재배열 서열을 PCR로 확인하고 재배열 서열의 염기서열을 결정할 예정이

다. 염기서열에 대한 정보가 모두 확인되면, cfDNA에서 재배열 서열을 확인하기 위하여 각각의

재배열 서열 특이 quantitative PCR 방법을 확립할 예정이다. 일반적으로 cfDNA의 경우

fragment size가 작아서 약 100 bp정도의 PCR fragment가 생기도록 PCR primer를 design할 계

획이다. 이들의 암 특이성을 암과 정상조직 DNA를 이용하여 확인한 다음, cfDNA에서 양을 측정

할 계획이다.

표 3. 위암조직의 whole genome NGS를 분석하여 얻은 암세포에서의 분자적 변화

3. 연구결과 고찰 및 결론

◎ TNGS-CNB는 copy number를 cSNP microarray 방법으로 분석하고, 이로부터 copy number

breakpoint 정보를 얻은 다음, 이들 부위를 capture하는 array를 제작하여 targeted NGS를 시

행하는 과정을 거친다. 초기 copy number breakpoint 정보를 얼마나 정확하게 얻을 수 있는

지가 이 방법의 가장 중요한 과정이라고 할 수 있는데, 이 과정에서 본 연구자들이 새로이 개

발한 cSNP microarray를 이용함으로써 정확한 CNB들의 정보를 알 수 있었고, 이로부터 암

조직의 재조합 서열을 알아낼 수 있다는 것을 확인할 수 있었다. 이러한 TNGS-CNB 방법은

특히 재조합서열이 비교적 빈번하게 일어나는 부위의 정보를 알 수 있다면 미리 capture

array를 제작하여 이들 부위만 targeted NGS를 시행한다면 재조합 서열정보를 빠르고 간편

○ 국내․외 관련분야의 기술개발 현황과 연구결과가 국내․외 기술개발 분야에서 차지하는 위

치 등을 기술

○ 연구결과 해석 및 다른 결과와의 비교분석 등에 대해 고찰하고 결론을 서술함



하게 얻을 수 있는 방법이라 할 수 있다.

◎ 본 예비연구에서는 위암에서 이와 같은 방법으로 재배열 서열분석을 하고자 하였는데, 위암조직에

inflammatory cell의 침윤이나 정상조직과 혼재해 있어서 단순한 macrodissection만으로는 암세포를 순

수하게 분리하는 과정이 불가능하다는 것을 알고, laser microdissection을 시행하게 되었다. 암세포를

laser microdissection의 과정을 거쳐서 분리하게되면 암조직에서 DNA를 얻는 속도가 현저히 늦어져서

결국 시간내에 얻을 수 있는 DNA의 양이 제한적일 수 밖에 없었다. 따라서 분석하는데 비교적 적은양

의 DNA를 필요로하는 whole genome NGS방법을 사용하게 되었다. 비록 본 예비연구에서

TNGS-CNB 방법을 사용하지 못하였지만, targeted NGS 기술이 더 발달하면 적은양의 DNA로도 효과

적으로 결과를 얻을 수 있는 방법들이 개발될 것으로 여겨진다. 하지만 현재는 많은 연구비가 whole

genome NGS로 집중되어 targeted NGS에 대한 시장의 필요성이 커지지 않는다면 기술개발이 더딜 가

능성이 있다고 하겠다.

◎ 따라서 현재 위암조직에서의 재배열 서열 정보를 알아내는 방법은 laser microdissection을 통해서

진행해야하는 단점 때문에, whole genome NGS 방법을 이용하는 것이 현실적인 대안이라고 할 수 있

다. 또한 copy number breakpoint들 만으로 알 수 없는 copy number neutral translocation과 inversion

과 같은 정보들이 같이 있어서, TNGS-CNB에서 얻을 수 없는 재배열 서열을 얻을 수 있는 장점도 있

었다. 그러나 whole genome NGS의 결과에서 곧바로 재배열 서열을 정확히 알 수 없는 단점이 있어서,

이 재배열 부위를 PCR로 확인하고 염기서열을 결정하는 과정이 더 필요하다.

4. 연구성과 및 목표달성도

(1) 연구성과

가. 국내 및 국제 전문학술지 논문 게재 및 신청

○ 과제시작시점부터 과제종료시점까지의 연구성과(학술지 게재, 학회발표, 학위논문, 산업재산권

출원․등록, 워크샾 또는 심포지움 개최, 전시회 참가, 임상응용, 기술성과 이전, 벤처 창업

등의 실적)를 기재하되, 본 과제와 관련성이 있는 성과에 한하여 기재

※ 논문, 특허성과는 과제 시작시점이후 게재 신청 또는 출원된 실적만 기재.

다만, 후속과제의 경우는 예외

논문명
저자

(저자구분) 저널명(I.F.)
Year;

Vol(No):Page 구분2) 지원과제번호3)

Targeted next-generation sequencing
at copy-number breakpoints for
personalized analysis of rearranged
ends in solid tumors

홍경만
(교신)

PLoS One

(3.534)

2014;

9(6):e100089~e1

00089

국외
SCIE 1110130

Chromatin CKAP2, a New
Proliferation Marker, as Independent
Prognostic Indicator in Breast
Cancer:

홍경만
(교신)

PLoS One

(3.534)

2014;

9(6):e98160~e9
8160

국외
SCIE 1410050



1) 저자구분 : 교신, 제1, 공동

2) 구분 : 국내, 국내 SCI, 국내 SCIE, 국외, 국외SCI, 국외SCIE 등

3) 지원과제번호(Acknowledgement)

- 과제번호를 연차 표시(-1, -2, -3 등)를 생략하고 7자리로 기재하고, 과제와 관련성은 있으나

불가피하게 Acknowledgement가 누락된 경우에는 ‘없음’으로 기재

나. 국내 및 국제 학술대회 논문 발표

1) 지역 : 국내, 국외

다. 산업재산권

1) 구분 : 발명특허, 실용신안, 의장등록 등

라. 저 서

마. 연구성과의 정부정책 기여

Association of Polymorphisms and
Haplotypes in the Insulin-Like
Growth Factor 1 Receptor (IGF1R)
Gene with the Risk of Breast
Cancer in Korean Women

홍경만
(공동)

PLoS One

(3.534)

2014;

9(1):e84532~e84

532

국외
SCIE

없음

Down-regulation of lipid
raft-associated onco-proteins via
cholesterol-dependent lipid raft
internalization in docosahexaenoic
acid-induced apoptosis

홍경만
(교신)

Biochimica et
Biophysica
Acta-Molecular
and Cell
Biology of
Lipids. (4.495)

2014;

1841(1):190~203

(4.495)

국외
SCI

없음

논문명 저자 학술대회명 지역1) 지원과제번호

구분1) 특허명 출원인 출원/등록국 출원/등록번호

발명특허 ＨＥＲ２ 양성 개체 진단 방법 및 ＨＥＲ２ 양성

개체 진단용 키트

홍경만외

1인

등록/대한

민국

1448175 (등록번호)
등록일:2014.09.30

발명특허 Composition for Cancer Prognosis Prediction

Comprising Anti-TMAP/CKAP2 Antibodies

홍경만외

4인

등록결정/

미국

13/577,126

저서명 저자 발행기관(발행국, 도시) 쪽수
Chapter 제목, 쪽수
(공저일 경우)

보고서명 정부정책 기여내용



바. 기타연구성과

(2) 목표달성도

가. 연구목표의 달성도

나. 평가의 착안점에 따른 목표달성도에 대한 자체평가

○ 사업목표에 대한 달성내용 및 관련분야 기술발전에의 공헌도 등을 기술

○ 달성도(%)는 연차별목표대비 당해연도 달성도 및 최종목표대비 당해연도까지의 누적 달성도를

반드시 기입

최종목표 연차별목표 달성내용
달성도(%)
연차 최종

본 예비연구는 임상

적용을 위한 방법의

확립을 위해 1년 계

획으로 시행할 예정

이다.

1차년도

위암동결조직의 H&E
염색 및 암세포
50%이상조직의 DNA
및 RNA추출

위암조직에서 DNA를 추출.

macrodissection을 계획하였으나,

laser microdissection을 확립하고

이 방법으로 시행함.

90 90

위암조직 10개에서
TNGS-CNB를
시행하고, rearranged
sequence분석

10 개 위암조직과 정상조직의

whole genome NGS를 실시하여

재배열 서열을 분석.

위암조직 10개에서
Haloplex
technology로
돌연변이 분석

10 개 위암조직과 정상조직의

whole genome NGS를 실시하여

돌연변이를 분석.

위암조직에서 23개
유전자의 카피수
분석

24개 유전자의 카피수 분석방법을

확립함

CKAP2
조직면역화학염색

500개 위암조직의 CKAP2 염색완

료

2차년도

3차년도

평가의 착안점 자 체 평 가

원래 3년 계획이었으나 방법의 확립

을 위해 1년 예비연구를 진행하였음
위암에서 성공적으로 재배열 서열을 분석할 수 있었음

위암의 분자적 분석을 위한 조직 확

보

IRB계획서 승인받고, 종양조직을 분양받아서, 위암의 조직

과 함께 plasma가 있는 재발 위암 20 case를 확보하였으

며, prospective design으로 50case의 위암에 대해 조직과

plasma를 모으고 있음.

위암의 분류를 위한 조직 확보
위암의 분자적 분류를 위하여 300case의 위암을 대상으로

하는 IRB 계획서를 제출하여 승인받았고, 종양은행으로부



5. 연구결과의 활용계획

(1) 연구종료 2년후 예상 연구성과

구 분 건 수 비 고

학술지 논문 게재
게재 예상 전문학술지명,

SCI급 학술지인 경우 Impact Factor 기록

산업재산권 등록
특허 등록 예상 국가,

예상 특허명 등

기 타

(2) 연구성과의 활용계획

◎ TNGS-CNB 방법으로 고형암에서 재배열 서열을 효과적으로 알아낼 수 있다는 것을 예비실험

결과 알 수 있었다. 향후 고형암환자 혈액내 cfDNA에서 암세포 유래 cfDNA를 재배열서열을 이

용하여 모니터링 할 수 있다는 결과가 나온다면, 암환자의 재발이나 항암제치료에 이 방법이 응용

될 가능성이 아주 크다고 하겠다.

◎ 선행연구에서 TNGS-CNB 방법으로 분석한 후 재배열된 서열의 유전자를 분석한 결과, 암억

제유전자로 알려져 있는 유전자들의 intragenic exonal deletion이 대부분 발견된다는 것을 알 수

○ 연구종료 2년후까지 연구사업 결과로 발생할 것으로 예상되는 성과, 즉 학술지 게재, 산업재

산권 등을 단계별로 다음의 양식에 의거하여 작성함. 학술지 게재는 게재 예상 학술지 명과

Impact Factor 등을 기재함

○ 연구사업의 내용이 논문이나 산업재산권과 연결되기 힘든 과제의 경우, 자유 형식으로 예상연

구성과 및 활용정도를 기재하되 최대한 계량화할 것

예) DB 몇 건 구축완료. OOO 시스템 구축 및 OO사업 완료

○ 연구성과물의 활용분야 및 활용방법, 활용범위 등을 구체적(특히 시간적 구체성, 예를 들어 몇

년 안에 치료기술 실용화 등)으로 기술하되, 참여기업이 포함되어 있는 과제의 경우 기업과

연계한 활용방안에 대해서도 기술함

○ 추가 후속연구의 필요성에 대해서도 간략하게 기술함

터 분양을 승인받았음.

위암에서의 분자적 분석

원래 계획했던 방법이 DNA 양이 많이 필요하였는데, laser

microdissection의 필요성으로 인해 많은 양의 DNA를 얻

을 수 없는 한계 때문에 whole genome NGS방법으로 전

환하였는데, 카피수와 돌연변이에 대한 모든 결과를 한꺼번

에 얻을 수 있었음.



있었으며, 그 이외에도 알려지지 않은 유전자들의 intragenic deletion을 발견할 수 있었다. 이러한

결과는 새로운 돌연변이들을 TNGS-CNB 방법으로 발견해 낼 수 있다는 것을 의미한다. 따라서

TNGS-CNB 방법으로 분석한 재배열서열 부위의 유전자의 기능을 밝히는데에도 기여를 할 수 있

을 것으로 보인다.

◎ 본 예비연구는 본 연구를 위한 방법의 확립에 대한 연구로, laser microdissection과 whole genome

NGS 및 이를 분석하는 전 과정에 대한 방법을 확립하였고, 또한 예비연구에서 본 연구에 필요한 암조

직과 plasma시료를 확보함으로써 다음 단계 연구를 시작할 수 있는 준비가 되었다고 할 수 있다.
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7. 첨부서류

○ 본 연구의 성과로 논문, 저서, 산업재산권, 정책정책 기여 등이 있을 경우 관련 증빙자료를 첨

부토록 함



II. 제 2 세부과제

◦ 세부과제별로 별도로 작성함

◦ 각 세부과제의 계획서의 표지는 색지로 작성하여 쉽게 구분될 수 있도록 함.

표지에는 다음과 같은 사항을 반드시 기재함.

세부과제명 : 돌연변이와 카피수 분석을 통한 위암 환자의 분자적 진단 예비연

구

세부과제책임자(성명/소속) : 김영우/위암연구과



(1) 최종목표 : 위암에서 돌연변이 정보를 이용하여 위암환자 cfDNA에서 모니터링 가능성과 위암분

류에 대한 예비연구.

구체적으로 1) 위암환자 10명에서 haloplex technology등의 기술을 이용하여 돌연변이 정보를 얻는 방

법의 확립.

2) 위암조직 10개에서 23개 유전자의 카피수를 분석하고, 40가지 돌연변이 정보를 분석하는 방법의 확

립.

2. 연구의 내용 및 결과

1) 위암의 재발과 분류를 위한 돌연변이 분석

◎ 고형암에서 재조합서열을 이용하여 암유래 cfDNA를 민감하게 측정할 수 있다는 proof of

concept논문이 Science Translational Medicine에 보고되었다는 것은 이미 기술하였다 (Leary et

al., 2010). 그러나 실제 이러한 proof of concept을 실제 임상에 적용하기 위해서는 다양한 시도가

필요하다. 그래서 본 연구는 이러한 새로운 개념의 분자적 변화의 임상적용을 시도하고자 위암조

직에서 재배열 서열을 분석하고 재발까지의 plasma 시료를 모아서 암유래 cfDNA의 level을 재배

열 서열을 이용하여 측정하고자 계획하였다. 이를 위해서는 위암 동결조직과 수술전 후의 plasma

시료를 주기적으로 모아야 하는데, prospective study를 고안해야만 하였다.

◎ 그런데 연구를 진행하던 중, 이미 plasma시료를 수술전 후에 주기적으로 모아둔 시료가 있다는 것

을 발견하고, 이들 중 재발암이 있는지를 확인하였는데, 20여 case의 위암case를 발견하였다. 따라서 우

선 이들에 대해 retrospective study를 design하였으며, 지속적으로 50여 case의 위암조직과 serial

plasma 시료를 수집하고 있다. 이를 위해 이미 국립암센터 IRB의 승인을 받았고, 국립암센터 종양은

행에 동결 위암조직을 신청하여 분양받아서 연구를 진행하고 있는 상황이다.

◎ 다음은 위와 같은 연구를 위하여 IRB 계획서를 작성한 내용 중 연구의 선정기준과 시료에 관한 내

용이다.

1) 염색체전위 분석을 통한 위암환자의 모니터링 연구

선정기준:

A. Prospective study 1) 위암 병기 IIIb-IIIc 환자로 완치수술을 받을 환자

2) 나이 60세 이하 환자

3) 종양크기 3cm이상이면서 연구동의서에 동의한 환자

B. Retrospective study 1) 재발한 위암환자로 이전연구에서 수술전후 혈액이 보관된 환자

○ 연구의 이론적, 실험적 연구 방법, 연구 내용 및 결과를 객관적으로 기술



2) 종양은행에 동결조직이 보관되어 있는 환자.

제외기준: Prospective study의 경우 적출한 종양 중 0.5 x 0.5 cm의 종양조직을 병리학에서 전달

받고, 이를 동결하여 돌연변이와 재배열 분석에 사용. 혈액은 수술전 20 cc, 수술 후 매 3개월마다

10cc 씩 채혈.

- cfDNA를 사용하게 될 환자에게 매 3개월마다, 혈액 약 20 ml를 채취하게 되며, 대상 환자에게

동의서를 받아서 연구.

- 각 재배열 서열에 특이한 realtime PCR방법을 확립하고, 이 방법으로 serial하게 모은 혈액

cfDNA에서 암세포 유래 cfDNA의 양을 측정.

- 환자의 재발과 항암제 치료효과 등에 대한 정보를 모아서 관련성을 분석.

2) 카피수와 돌연변이 분석을 통한 위암의 분자적 분류 연구

Inclusion criteria

1) 위암 병기 II-III 환자로 근치수술을 받는 환자

2) 동결위암조직이 보관중인 환자

- 위암조직의 돌연변이 분석은 Haloplex technology를 이용할 계획.

- 24개 유전자의 카피수 분석은 1단계 연구에서 확립한 mrcPCR방법을 이용.

- 각 돌연변이에 대한 특이 PCR방법을 확립하고, cfDNA에서 암유래 cfDNA의 양을 돌연변이를

이용하여 측정.

- 환자의 재발과 항암제 치료효과 등에 대한 정보를 모아서 관련성을 분석.

◎ 이상과 같은 inclusion criteria에 의하여 retrospective 연구의 경우, 국립암센터 종양은행에서

재발이 있는 암환자의 위암조직을 분양받아 연구를 진행하였다.

◎ 또한 prospective study를 위하여 위암수술 예정인 환자의 혈액에서 plasma를 모으고, 수술일

위암조직을 수집하고 있으며, 수술후와 매 3개월 마다 환자 혈액에서 plasma를 모아서 보관하고

있다. 현재 이를 위하여 약 15명의 환자 암조직을 수집하였고, 이 환자들의 plasma를 지속적으로

모으고 있다.

◎ 위암에서의 재배열 분석을 위하여 동결위암조직에서 DNA를 분리하여야 한다. 이 과정에서 분

자적 분석의 신뢰성을 높이기 위하여 동결위암조직에서의 위암세포 percentage를 결정하는 것이

중요하다. 보통 TCGA에서는 위암세포의 percentage를 60%이상으로 정하고 있다. 따라서 위암조

직에서 위암세포의 proportion을 결정하기 위하여 H&E 염색을 시행하여 관찰하였는데, 일부 조직

을 제외하고 대부분의 조직에서 위암세포의 percentage가 50%에 훨씬 미치지 못하였고, 몇 조직

은 5% 이하였다. 이 조직들을 macrodissection을 시행한다고 하여도 60%이상의 위암세포

percentage를 얻는 것은 일부 조직에서만 가능할 것으로 판단하였다.

◎ 위암에서의 tumor percentage에 관한 문제는 실험 design할 때 어느 정도의 문제가 있을 것으

로 예상은 했지만, macrodissection으로 해결할 수 있을 것으로 예상했다. 그러나 대부분의 위암조

직에서 tumor percentage에 대한 문제를 이 방법으로 해결할 수 없다는 것을 알게 되었다. 이와



같은 문제를 해결하고자 laser microdissection을 시행하였다. 여러 가지 microdissector들을 사용

하여 시행하였는데, 그 중 하나가 microdissection시 암세포를 분명하게 구별할 수 있었으며,

microdissection으로 암세포를 순수하게 분리할 수 있었다. 그림 1은 microdissection을 시행한 한

예로, 암세포 주위에 inflammation이 많고 그 중간중간에 암세포들이 모여 있어서

macrodissection으로는 암세포의 percentage를 높일 수 없었지만, laser microdissection으로서 문

제를 해결할 수 있었다.

그림 1. 위암조직에서의 microdissection. 왼쪽 그림은 microdissection하기 이전의 위암조직이고,

녹색으로 표시된 부분이 암세포가 모여있는 부분이다. 이부분만을 microdissection하여 tube에 모

았다. 오른쪽 그림은 microdissection한 암세포들이 떨어져 나가고 나머지 inflammation과 정상조

직 부분이 남아 있음을 보여주고 있다.

◎ 이와 같이 microdissection을 시행하는데, 암세포 여부를 판단하기 위하여 H&E염색을 시행하

였다. 그런데 이렇게 H&E염색과 microdissection 과정을 거쳐서 얻은 DNA의 quality에 변화가

올 수 있어서, 이를 check하기 위해 microdissection한 조각들에서 DNA를 분리하고 전기영동을

시행하여 DNA fragment size를 확인하였다. 이 결과에서 냉동 위암조직에서 microtome으로 얇게

조직을 자른 후 곧바로 분리한 DNA와 비교하여 1% agarose gel electrophoresis에서 별 차이가

없다는 것을 확인하였다 (그림 2). 따라서 microdissection으로 얻은 DNA를 암조직에서의 재배열

을 분석하는데 이용할 수 있다고 판단하였다. 이와 같은 laser microdissection을 위한 조건을 확

립하고, DNA quality를 확인하는 과정을 거치면서 연구의 진행이 예상했던 것보다 훨씬 늦어지게

되었다. 이 과정에서 H&E염색후 얼마간 slide 조직을 보관하여도 DNA에 문제가 없는지 등의 연

구를 진행하였으며, 우리의 결과에 의하면 동결조직의 H&E염색후 약 2주일 까지는 DNA의 크기

에 커다란 변화가 없다는 것을 확인하였다. 이러한 결과는 한 조직에서 나온 여러 slide를 한꺼번

에 preparation한 후 염색하고 1주일 정도 내에 microdissection을 하고 DNA를 보관한다면 whole

genome NGS를 하는데 문제가 없다는 것을 의미한다. 실험의 진행에서 한 slide를 제작하고 곧바

로 microdissection을 시행한 후 DNA를 preparation하고 같은 시료에서 다시 cryosection을 통해



slide를 제작한 후 다시 microdissection을 함으로써 오는 시간적인 문제와 slide를 그때그때 제작

하면서 오는 시료의 loss에 대한 중요한 문제점들을 해결해 주었다는 점에서 중요한 정보를 제공

해 주었다.

◎ 그런데 위암조직의 microdissection을 통하여 얻은 DNA양이 원래 계획이었던 TNGS-CNB방

법을 사용하기에는 너무 부족하였다. 이를 위해서는 조직은행에서 얻은 동결조직보다 훨씬 많은

양의 조직이 필요한 경우가 많았고, microdissection을 훨씬 많은 section에서 시행해야만 하였다.

따라서 TNGS-CNB 방법 대신에, 시료의 양이 훨씬 적게 필요로 하는 whole genome NGS 방법

을 사용하기로 하였다. Whole genome NGS로 분석하면 비용은 많이 소모되고 bioinformatics분석

시간이 많이 소요된다는 단점이 있지만, copy number 변화와 mutation에 대한 정보를 한꺼번에

얻을 수 있다는 장점이 있다. 이와 같은 판단에 따라 whole genome NGS를 하는 쪽으로 결정하

고 microdissection한 10 case의 위암시료와 대응되는 정상 위조직 10개, 총 20개의 시료에 대해

whole genome NGS를 분석하였다.

그림 2. 위암 조직의 microdissection 후 DNA quality 점검. 동결조직을 microtome으로 얇게 잘라서 분

리한 DNA (A, B, C)와 H&E염색 후 microdissection을 통하여 분리한 DNA (a, b, c)의 quality를 1%

agarose gel electrophoresis를 하여 확인하였다. Mr, 100 bp ladder DNA marker.

◎ Whole genome NGS에서 mutation에 대한 결과가 같이 나오므로, 40개 유전자에 대한 돌연변

이를 다른 방법으로 분석하고자 한 계획을 수정하여 whole genome NGS에서 나온 결과를 이용하

기로 하였다. 따라서 원래 haloplex 방법으로 돌연변이에 대한 정보를 얻는 연구계획을 취소하였다.

이러한 배경에는 whole genome NGS로 방법을 선회하면서 연구비가 예상외로 많이 소요되어

haloplex 방법을 따로 확립할 수 있는 연구비가 없었기 때문이기도 하다.

◎ Laser microdissection을 통해 preparation한 DNA에 대해 paired normal 위조직 DNA와 함께

whole genome NGS를 시행하였다. 정상위조직 DNA와 비교하여 위암조직 DNA의 변화를

bioinformatics 방법으로 분석하였는데, 표 1과 같은 결과를 얻었다. 거의 모은 case에서 예상보다

많은 돌연변이와 small insertion과 deletion을 확인할 수 있었는데, 이 이유가 laser



microdissection을 통해 암세포만 따로 분리하여 분석한 것이 원인인지 아니면 여기에 include된

case들이 hypermutated type들이 enrich된 것인지 더 분석을 통하여 규명해야 할 것이다. 그런데,

우선 translocation부위들을 확인해 본 결과 대부분의 translocation site들이 reliable하게 여러개의

read pair에서 같은 translocation을 보이는 것으로 보아 시료의 문제나 분석상의 문제로 여겨지지

는 않아서, 새로운 결과가 될 수 있기를 기대하고 있다.

표 1. 위암조직의 whole genome NGS를 분석하여 얻은 암세포에서의 분자적 변화

2) 위암의 분류를 위한 24가지 유전자의 카피수 측정 방법의 확립

◎ 카피수변화는 암세포의 주요한 변화 중 하나이다. 그런데 카피수변화를 측정하는 PCR방법을 응용

한 분자적 방법이 임상적용에 제한이 있었는데, 이는 PCR 방법을 응용한 분자적 방법으로 측정한 결과

의 신뢰성이 다른 방법에 비해 떨어지기 때문이다. 이러한 단점을 극복하고자 다른 연구자들이

competitor를 시료와 인위적으로 섞어서 사용하는 rcPCR (real competitive PCR) 이라는 방법이 도입되

었으나, 시료와 competitor를 정확하게 섞어 주어야하는 단점으로 인해 임상에 적용하기 어려웠다. 본

연구자들은 기존의 rcPCR방법을 변형하고 procedure를 개량하여 mrcPCR (modified real competitive

PCR)이라는 방법을 고안하였다.

◎ 그림 3은 mrcPCR 방법의 원리이다. 그리고 이 방법을 이용하여 HER2의 카피수를 측정하기 위하

여 mrcPCR방법을 확립하였고, 17q 염색체에 있는 HER2유전자의 두 서열을 선택하여 카피수를 측정하

도록 고안하였고, 상대적인 카피수의 기준으로 사용하기 위하여 17q 염색체 상에서 ALDOC유전자와

G6PC3유전자 등 두개의 유전자 서열을 선택하였다 (그림 4).



그림 3. mrcPCR의 원리. 시료에 competitor를 일정양 혼합하여 multiplex PCR을 시행한다. 이때

사용하는 competitor로 지놈 DNA에 있는 유전자의 fragment가 클로닝되어 있는 vector를 사용하

고, 이 vector내 유전자 fragment 중 하나는 자연계에서 보고되지 않은 SNP를 도입하여 사용한

다. 시료와 comptitor 혼합물을 사용하여 multiplex PCR을 시행하면, 시료의 유전자와 competitor

의 유전자가 경쟁적으로 증폭되는데, 그 상대적인 양은 reference유전자의 상대적인 양에 비해 항

상 일정하게 된다. 따라서 control시료에서 target유전자와 reference유전자 사이에 genomic DNA

와 competitor에서 유래되는 RR을 1.0으로 normalize하면 target유전자의 카피수가 증가되어 있는

경우 RR은 증가하고, target유전자의 카피수가 감소하면 RR은 감소하게 된다. 오른편 그림은

HER2유전자의 카피수를 세포주에서 측정한 결과이다.

그림 4. HER2 증폭을 측정하기 위해 mrcPCR에 사용한 4가지 서열의 위치. ALDOC유전자는

HER2에 비해 centromere쪽에 위치하고 있고, G6PC3는 telomere 쪽에 위치한다. 그러나 HER2로

부터의 상대적인 거리는 G6PC3가 가깝다. HER2유전자 내에서 두 가지 서로 다른 서열의 증폭을



측정하도록 고안하였다. 5HER2는 ALDOC쪽에 위치한 서열이고, 3HER2는 G6PC3쪽에 위치한 서

열이다. FISH probe로 사용하는 CEP17과 HER2 probe의 위치도 표시하였다.

◎ 이렇게 고안한 방법을 사용하여 실제 카피수를 측정하여 그림 5와 같이 이 방법의 유용성을 증명하

였다. 이 방법을 사용하는 과정에서 extradenaturation procedure를 사용하는데, 이는 PCR과정 바로 이

전에 genomic DNA의 full denaturation하는 것이 카피수를 측정하는데 중요하다는 결과를 그림 5B와

같이 알 수 있었다. 그리고 그림 5C와 5D에서와 같이 독립적으로 반복실험하여도 같은 결과를 얻을 수

있었다. 또한 5E에서와 같이 서로 다른 양의 competitor를 서로 다른 양의 genomic DNA와 섞어 실험

을 하여도 동일한 결과를 얻을 수 있으며, 그림 5G에서와 같이 IHC와 FISH를 병용한 현재의 standard

method의 결과와도 일치한다는 것을 알 수 있었다. 실제 이러한 방법은 동결유방암조직 뿐 아니라 파

라핀 조직 DNA에도 적용할 가능성이 있음을 그림 3H와 같이 알 수 있어서 임상적 응용 가능성이 있

다고 하겠다. 이상과 같은 결과로 특허를 출원하였는데, 올해 대한민국 특허로 등록할 수 있었다.

그림 5. Measurement of ERBB2 gene copy number by mrcPCR. (A) Representative results for

measurement of ERBB2 copy number by mrcPCR using two ERBB2 sequences (5-ERBB2 and

3-ERBB2) and two reference sequences (ALDOC and G6PC3). Eight peaks originated from either

genomic DNA (blue) or the competitor (red). (B) mrcPCR assay variation depending on



extra-denaturation procedure. Standard deviation (SD) values for the nRRs are shown. (C)

Reproducibility of mrcPCR by five independent assays. (D) ERBB2 copy number by mrcPCR in

control and cancer cell samples. The y-axis shows the mean nRR values of 5-ERBB2 and

3-ERBB2. (E) mrcPCR results using various amounts of input genomic DNA (blue, 2.5, 5, 10, 20,

or 40 ng) and competitors (red, 6.25, 12.5, or 25 fg based on ALDOC competitor). The y-axis

shows the mean nRR values of 5-ERBB2 and 3-ERBB2. (F) Detection of ERBB2 amplification in

serially-diluted DNA of JIMT-1 or T47D cells. The y-axis shows the mean nRR values of

5-ERBB2 and 3-ERBB2. The assay was performed in duplicate. (G) Comparison of mrcPCR results

with those from standard methods of immunohistochemistry (IHC) and fluoresence in situ

hybridization (FISH). Y axis: corrected nRR for ERBB2 copy based on cancer cell percentage as

described in Materials and Methods. The red spots are the samples that contained only about 30%

tumor cells. (H) Comparison of mrcPCR results between fresh-frozen (black) and formalin-fixed

paraffin-embedded (FFPE, gray) cancer tissues (P < 0.001, R = 0.980, by Pearson correlation test

after logarithmic transformation). The assay was performed in triplicate.

◎ 현재 이러한 카피수 측정방법을 24개 유전자에 대해 모두 확립하였고 (그림 6), 이 방법을 활용하여

위암조직에서 카피수 변화를 측정하고 있다.

그림 6. 24가지 유전자에 대한 mrcPCR방법 예시. 각각의 target 유전자를 control 유전자 (IGF1을

사용)의 서열과 함께 multiplex PCR을 시행하고 (A), single base extension을 시행하면 (B) 지놈

DNA와 competitor에서 유래된 서열의 상대적인 양을 측정할 수 있다. 상대적인 양을 측정하는데,

electrophoregram (B)에서 각각 유전자 peak height 값의 상대적인 양을 이용한다.

3) 위암 파라핀 조직에서 CKAP2발현의 의의
◎ 본 연구는 제1 세부과제에서 진행하기로 하였는데, 제 1세부과제에서 계획했던 100개의 조직 대신



400개 이상의 위암조직에 대한 조직면역화학염색으로 확대하여 제 2세부과제에서 진행하기로 하였으며,

이에 필요한 IRB 계획서를 작성하여 국립암센터 IRB의 승인을 받았다.

◎ 약 500개의 조직으로 제작한 tissue microarray에서 CKAP2 항체를 이용하여 IHC염색을 시행하였

다. 그림 7과 같은 결과를 얻을 수 있다. 이러한 결과에서 CKAP2 양성인 세포의 수가 위암환자의 생

존과 관련성이 있는 지 여부를 분석하였다.

그림 7. CKAP2 immunohistochemical staining of gastric cancer tissues. The chromatin CKAP2-positive 
cell numbers were clearly shown among the various gastric cancer types: well differentiated 
adenocarcinoma (A, intestinal type), poorly differentiated adenocarcinoma (B, diffuse type), signet-ring 
cell carcinoma (C, diffuse type), and mucinous adenocarcinoma (D, mixed type). Each bar represents 
100 μm.

◎ CKAP2의 IHC를 분석하여 나온 CPCC (CKAP2 positive cell count)를 분석하였다. 60%이상의

암이 있는 TMA core 437예에 대하여 임상적인 특징과의 관련성을 조사하였는데, 그 결과는 표 1

과 같았다.

표 1. Correlation between CPCC and clinicopatholgic characteristics of 437 gastric cancer

patients.



◎ 분석한 환자들에서 CPCC와 생존과의 관련성을 분석하였는데, 전체 위암환자에서는 그림 8A와 같

이 CPCC와의 관련성이 없었는데, 남자 환자 중 T1과 T2 stage의 암에서 생존과 유의성을 보였다 (그

림 8C). 그러나 다른 환자들에서는 유의성을 보이지 않았다. 현재 이들에 대한 multivariate analysis 등

나머지 분석을 계속하고 있다.



그림 8. Correlation of CPCC with OS. A Kaplan-Meier plots of the CPCCs for the total (A), 
male (B), T1 or T2 male (C), and T3 or T4 male (D) of gastric cancer cases are shown. 
The P values were determined by log-rank test. The HRs and 95% CIs of CPCC group 3 
compared with CPCC group 1 by multivariate analyses are shown. CPCC, chromatin 
CKAP2-positive cell count; X-axis, OS in months; Y-axis, survival probability.

◎ 이상과 같은 결과는 적어도 일부의 위암환자에서는 암세포 성장속도가 예후와 관련이 있을 수 있

어서 이미 유방암에서 진행되어 잘 알려져 있는 암세포 성장속도에 따른 항암제 민감성에 대한 연구들

이 필요할 것이라는 것을 시사하는 결과라 할 수 있다.

3. 연구결과 고찰 및 결론

1. 위암조직에서의 돌연변이 분석방법의 확립

◎ 재조합 이외에도 돌연변이를 이용해서 암유래 cfDNA를 모니터링할 수 있다는 proof of concept논문

○ 국내․외 관련분야의 기술개발 현황과 연구결과가 국내․외 기술개발 분야에서 차지하는 위

치 등을 기술

○ 연구결과 해석 및 다른 결과와의 비교분석 등에 대해 고찰하고 결론을 서술함



이 발표된 바 있다. 따라서 본 연구에서 이 두가지 모두를 이용하여 암유래 cfDNA의 모니터링을 시도

하고자 하였으며, 제 2세부과제에서 이 연구를 하기로 계획하였다.

◎ 그런데 재배열 서열분석 방법으로 whole genome NGS를 사용하게 됨에 따라서 돌연변이를 다른 방

법으로 확인하지 않아도 그 정보를 곧바로 얻을 수 있기 때문에 whole genome NGS 방법에서 나온 결

과를 이용하기로 하였다. 또한 whole genome NGS를 분석하는데, 암조직과 동시에 정상 위조직의

DNA도 한꺼번에 분석해야 하는 등의 문제로 비용이 훨씬 더 많이 소요되어 따라 돌연변이만을 분석하

는 방법을 이용하지 못한 이유도 있었다.

◎ 그러나 이미 잘 알고 있듯이 whole genome NGS 방법은 돌연변이를 분석할 수 있는 좋은 방법이며

본 예비연구에서도 많은 돌연변이들을 확인할 수 있었다.

2. 카피수에 따른 위암분류를 위해 mrcPCR방법의 확립

◎ 이전의 1단계 연구에서 카피수변화를 민감하게 측정할 수 있는 방법으로 mrcPCR방법을 확립하였는

데, 이 방법을 NCI-60 cell line에도 적용하여 이 방법의 유용성을 증명한 바 있다. 현재 이 방법을 위

암조직에서 얻은 DNA를 이용하여 24개 유전자의 카피수를 측정하는 연구가 진행중에 있다. 이

mrcPCR방법은 간단하고 적은 비용으로 automatic sequencer가 있는 실험실이면 어디에서든지 쉽게 사

용할 수 있다는 장점이 있어서, 임상에 적용하기에 좋은 방법이 될 것으로 기대하고 있다.

3. 위암에서 CKAP2 발현과 생존과의 관련성 분석

◎ 위암에서 CKAP2 발현의 조건을 확립하고 100개 위암 시료에서 발현에 대한 연구를 계획하였는데,

연구를 진행하는 동안 위암 조직의 수를 500개 정도에서 검증하는 것으로 계획을 수정하였다. 따라서

제 2 세부연구에서 연구를 진행하여, 현재 CKAP2 발현에 대한 예비결과가 나와서 분석을 시행하였는

데, 남자 T1과 T2환자에서 생존과 유의한 상관관계가 있다는 것을 확인하였다. 그동안 위암에서

proliferation activity와 예후와의 상관관계에 대해서는 서로 다른 결론이 나와서 혼란스러웠는데, 전체

위암환자군에서는 유의한 차이가 없었고, 일부 위암환자에서만 유의한 상관관계가 있어서 이러한 혼란

이 있었을 것으로 추정할 수 있다. 이러한 결과는 남자 T1과 T2환자에서는 CKAP2발현이 높은 혹은

proliferation activity가 높은 환자의 경우 예후가 나쁘다는 것을 의미하며, 이러한 환자들에서 수술 후

chemotherapy를 시행한다면 생존율을 높일 수 있는 가능성이 있어서, 향후 임상적인 연구를 촉발할 수

있다는 의의가 있다고 하겠다.

4. 연구성과 및 목표달성도

(1) 연구성과



가. 국내 및 국제 전문학술지 논문 게재 및 신청

○ 과제시작시점부터 과제종료시점까지의 연구성과(학술지 게재, 학회발표, 학위논문, 산업재산권

출원․등록, 워크샾 또는 심포지움 개최, 전시회 참가, 임상응용, 기술성과 이전, 벤처 창업

등의 실적)를 기재하되, 본 과제와 관련성이 있는 성과에 한하여 기재

※ 논문, 특허성과는 과제 시작시점이후 게재 신청 또는 출원된 실적만 기재.

다만, 후속과제의 경우는 예외

논문명 저자
(저자구분)

저널명(I.F.) Year;
Vol(No):Page

구분2) 지원과제번호3)

Characteristics of gastric cancer
according to Helicobacter pylori
infection status

김영우 J Gastroenterol
Hepatol.(3.627)

2014:29(9):167
1~1677

국외
SCI

Peroxisome proliferator-activated
receptor γ upregulates galectin-9
and predicts prognosis in
intestinal-type gastric cancer

김영우 Int J Cancer

(3.534)
2014:Online
published

국외
SCI

Unique patterns and proper
management of postgastrectomy
bleeding in patients with gastric
cancer

김영우 Surgery
(3.105)

2014:155(6):10
23~1029

국외
SCI

The association between
Helicobacter pylori status and
incidence of metachronous gastric
cancer after endoscopic resection of
early gastric cancer

김영우
Helicobacter.
(2.993)

2014;

19(3):194~201
국외
SCI

The association of self-leadership,
health behaviors, and posttraumatic
growth with health-related quality
of life in patients with cancer

김영우 PSYCHO-ONC
OLOGY (4.044)

2014:3582:3582~

3582
국외
SCIE

4-1BB-based isolation and
expansion of CD8+ T cells specific
for self-tumor and non-self-tumor
antigens for adoptive T-cell therapy

김영우
Journal of
Immunotherpy
(3.354)

2014;37:225~236
국외
SCI

Health-Related Quality of Life After
Robot-Assisted Distal Gastrectomy
in Early Gastric Cancer

김영우
World Journal
of Surgery
(2.348)

2014;38(5):1112

~1120
국외
SCI

Genomic profile analysis of
diffuse-type gastric cancers 김영우

Genome
Biology(10.465)

2014;15(4):R55~

R55
국외
SCI

Long-term metformin use reduces
gastric cancer risk in type 2
diabetics without insulin treatment:
a nationwide cohort study

김영우

Alimentary
Pharmacology
and
Therapeutics(5.
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2014;39(8):854~

863
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SCI
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김영우
Annals of
Surgical
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2014;21(4):1115
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국외
SCI
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2014;20(7):1852
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국외
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2014;22(2):331~

337
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1) 저자구분 : 교신, 제1, 공동

2) 구분 : 국내, 국내 SCI, 국내 SCIE, 국외, 국외SCI, 국외SCIE 등

3) 지원과제번호(Acknowledgement)

- 과제번호를 연차 표시(-1, -2, -3 등)를 생략하고 7자리로 기재하고, 과제와 관련성은 있으나

불가피하게 Acknowledgement가 누락된 경우에는 ‘없음’으로 기재

나. 국내 및 국제 학술대회 논문 발표

1) 지역 : 국내, 국외

다. 산업재산권

1) 구분 : 발명특허, 실용신안, 의장등록 등

라. 저 서

마. 연구성과의 정부정책 기여

바. 기타연구성과

(2) 목표달성도

가. 연구목표의 달성도

○ 사업목표에 대한 달성내용 및 관련분야 기술발전에의 공헌도 등을 기술

(2.495)

Clinical significance of
intraperitoneal air on computed
tomography scan after endoscopic
submucosal dissection in patients
with gastric neoplasms

김영우
Surgical
Endoscopy(3.31
3)

2014;28(1):307~

313
국외
SCI

논문명 저자 학술대회명 지역1) 지원과제번호

구분1) 특허명 출원인 출원/등록국 출원/등록번호

저서명 저자 발행기관(발행국, 도시) 쪽수 Chapter 제목, 쪽수
(공저일 경우)

보고서명 정부정책 기여내용



나. 평가의 착안점에 따른 목표달성도에 대한 자체평가

5. 연구결과의 활용계획

(1) 연구종료 2년후 예상 연구성과

○ 달성도(%)는 연차별목표대비 당해연도 달성도 및 최종목표대비 당해연도까지의 누적 달성도를

반드시 기입

○ 연구종료 2년후까지 연구사업 결과로 발생할 것으로 예상되는 성과, 즉 학술지 게재, 산업재

산권 등을 단계별로 다음의 양식에 의거하여 작성함. 학술지 게재는 게재 예상 학술지 명과

Impact Factor 등을 기재함

○ 연구사업의 내용이 논문이나 산업재산권과 연결되기 힘든 과제의 경우, 자유 형식으로 예상연

구성과 및 활용정도를 기재하되 최대한 계량화할 것

예) DB 몇 건 구축완료. OOO 시스템 구축 및 OO사업 완료

최종목표 연차별목표 달성내용
달성도(%)
연차 최종

위암에서 돌연변이

정보를 이용하여 위

암환자 cfDNA에서

모니터링 가능성과

위암분류에 대한 예

비연구

1차년도

위암조직 10개에서
haloplex방법으로
돌연변이 분석의
확립

위암조직 10개에서 whole genome

NGS방법으로 돌연분석법 확립
90 90

위암조직 10개에서
24개 유전자 카피수
분석 방법의 확립

24개 유전자의 카피수 분석방법을

확립하였고 위암조직에서 분석중

2차년도

3차년도

평가의 착안점 자 체 평 가

위암조직의 암 percentage가 낮아서

분석방법을 whole genome NGS방

법을 사용함

방법을 바꾸었지만 10개의 위암조직에서 돌연변이에 대한

분석방법을 확립함



구 분 건 수 비 고

학술지 논문 게재
게재 예상 전문학술지명,

SCI급 학술지인 경우 Impact Factor 기록

산업재산권 등록
특허 등록 예상 국가,

예상 특허명 등

기 타

(2) 연구성과의 활용계획

◎ 본 예비연구는 본 연구를 위한 방법의 확립에 대한 연구로, laser microdissection과 whole genome

NGS 및 이를 분석하는 전 과정에 대한 방법을 확립하였고, 또한 예비연구에서 본 연구에 필요한 암조

직과 plasma시료를 확보함으로써 다음 단계 연구를 시작할 수 있는 준비가 되었다고 할 수 있다.

◎ CKAP2에 대한 항체를 사용하여 조직면역화학염색을 하여 CKAP2가 훌륭한 proliferation marker

가 될 수 있음을 확인하였고, 유방암조직을 이용한 연구에서 기존에 알려진 proliferation marekr인

Ki-67이나 mitotic count보다 유방암 예후판정에서 더 좋은 결과를 얻었다. 이에 대한 validatiion study

가 끝나면 CKAP2를 임상에 적용할 수 있는 근거가 생기고, 이를 임상에 사용하여 환자의 치료제 선택

에 유용한 marker가 될 수 있을 것으로 기대한다.
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연계한 활용방안에 대해서도 기술함

○ 추가 후속연구의 필요성에 대해서도 간략하게 기술함

○ 보고서 작성시 인용된 모든 참고문헌을 열거
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7. 첨부서류

○ 본 연구의 성과로 논문, 저서, 산업재산권, 정책정책 기여 등이 있을 경우 관련 증빙자료를 첨

부토록 함


