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국문 비소세포폐암, 카피수변화, 분자적표지자

영문 non-small cell lung cancer, copy number variation, molecular target

◆ 연구목표
<최종목표> 비소세포폐암환자의 생존과 관련이 있는 CNV (copy number variation)과 관련된 분자

적 표지자를 개발

<당해년도 목표>
1. Co-aSNP방법을 활용하여 NCI-60 cell line에서 24개 유전자의 카피수 결정

2. Co-aSNP방법을 활용하여 비소세포폐암, 위암, 대장암에서 24개 유전자의 카피수를 결정하고 환자의

생존율, 항암제 반응과의 관련성에 관해 연구.

3. 암조직에서 HER2 증폭검사방법과 조직면역검사 및 FISH (fluorescence in situ hybridization)방법을

비교분석.

4. 단클론항체의 제작과 조직면역화학염색을 통한 진단시약개발연구

◆ 연구내용 및 방법

- Co-aSNP방법을 NCI-60 cell line에 적용하기에 앞서 유방암의 HER2증폭 여부를 확인하는 방법을 확

립하면서 민감도와 반복검사의 정확도 그리고 방법상의 문제점 들을 파악하기 위하여 일련의 실험을 진

행하였음.

1) 먼저 작년에 확립된 HER2증폭 Co-aSNP방법은 측정하고자 하는 HER2이외에 대조 유전자로서 IGF1

과 HK1유전자를 사용하였는데, 현재 HER2검사에 사용하고 있는 FISH에서의 대조유전자는 17번 염색

체의 centromere probe를 사용하고 있어서, 이에 맞추어 유전자 선택을 다시 조정하여 HER2검사 set를

다시 만들었음. 이를 위하여 17번 염색체의 ALDOC과 G6PC3를 선택하였고, HER2 유전자의 5‘ 위치에

존재하는 서열을 하나 더 추가하여 4가지 서열을 비교하는 검사 set를 구성하였음. 검사 set를 구성하기

위하여 각각 서열에 대한 aSNP 서열을 다시 클로닝하고 site directed mutagenesis방법으로 인위적인

돌연변이를 도입한 후 Co-aSNP방법을 확립하였음. 이 방법의 정확도와 reproducibility를 다시 확인하

였는데, 작년에 사용했던 set와 거의 유사한 결과를 얻었음 (SD은 약0.04).

2) 우선 HER2가 증폭되었다고 알려진 유방암세포주들에서 이 방법을 이용하여 증폭여부를 확인하였는

데, 보고된 결과와 유사한 결과를 얻었음. 특히 세포주들 중 대조유전자로 사용한 ALDOC과 G6PC3의

카피수에 변화가 동시에 일어나 있다는 것을 확인할 수 있었는데, 시료의 증폭여부를 판단하는데 판정

이 달라질 수 있다는 것을 예상할 수 있음.

3) 또한 이 방법의 문제점을 파악하고자 서로다른 농도의 gDNA와 서로다른 농도의 aSNP서열의

mixture를 사용하여 정상적인 시료와 HER2가 증폭되어 있는 세포주를 대상으로 assay를 하였는데 그

결과 또한 reproducible하다는 것을 확인하였음. 그러나 정밀한 검사를 위해서 이들의 농도를 fix할 필요

성이 있다는 것을 확인하였음. 그러나 이전에 보고되었던 realtime PCR방법에 비해서는 민감도와 재현

도 (SD은 약0.10)에 있어서 장점이 있을 것으로 판단할 수 있었으며, FISH등의 방법에 비해 신속한 결

과를 얻을 수 있고 결과를 해석하는데도 비교적 쉬워서 automation이 가능할 것으로 판단할 수 있었음.
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4) 이렇게 확립된 새로운 HER2측정용 Co-aSNP방법을 50여개의 동결 유방암조직을 대상으로 검사를 시

행하였음. Co-aSNP방법은 HER2가 증폭된 시료와 그렇지 않은 시료를 확실히 구별할 수 있었으며,

HER2의 증폭이 비교적 적게 일어난 borderline 증폭 시료도 다수 포함되어 있다는 것을 확인할 수 있었

음. 현재 유방암 파라핀 조직을 확보하여 조직면역화학염색과 FISH를 시행하여 서로 다른 방법들 간의

일치도에 대해 비교하는 연구를 진행하고 있음. HER2의 증폭측정 방법에 대해 국내 특허 출원을 하였

으며, 내년초 PCT출원을 준비하고 있음. 또한 조직면역화학염색과 FISH결과를 비교한 후 Clinical

Chemistry에 투고할 예정으로 논문을 준비하고 있음.

- 작년에 HER2를 제외한 24개 유전자의 Co-aSNP방법의 일부를 확립하고 일부 세포주에 적용하여 결과

보고를 하였는데, 이를 NCI-60 세포주 모두에 적용하여 각 세포주마다 24개 유전자의 카피수 변화 상황

과 NCI homepage에 나와있는 각 세포주마다의 항암제 내성과의 관련성을 비교분석하여 항암제 내성과

특정 유전자 카피수 변화와의 관련성에 대해서도 연구를 진행하고 있음. 올해 HER2 검출용 assay방법

을 확립하고 이를 적용하기 위한 연구에 집중하면서 24개 유전자의 적용에 관한 연구에 집중할 수 있는

시간이 없었으나, HER2 증폭 측정방법을 확립하면서 Co-aSNP방법의 장점을 확인할 수 있어서 이를

적용하여 향후 좋은 결과를 얻을 수 있을 것이라는 것을 확인할 수 있었음.

- 본 연구과제로 단클론항체를 만들고 이를 이용하여 암진단 혹은 예후진단 표지자를 발굴하는 연구를

같이 진행하고 있는데, 작년에 사람 CKAP2의 항체를 만들어 조직면역화학염색을 시행한 결과 mitotic

phase의 세포 염색체에 특이하게 염색된다는 것을 확인하여 암의 예후예측 표지자로서의 가능성을 제시

한 바 있다. 올해에는 이를 확인하고자 유방암조직에서 조직면역화학염색을 시행하였는데 다음과 같은

결과를 얻었음

1) CKAP2의 조직면역화학염색에서 위와 대장의 crypt cell, lymphoid follicle, 그리고 cervix의 epithelial

cell layer와 같이 mitosis가 활발한 정상적인 부위에서 발현이 높다는 것을 확인하였고, 30개의 유방암

조직을 이용한 연구에서 CKAP2의 염색체 염색된 세포의 수가 mitotic figure count와 비례한다는 것을

확인하였음 (rho =0.743 and P <0.001 by Spearman correlation test).

2) 또한 환자의 clinicopathologic factor들과 association을 비교한 결과 histologic grade, nuclear grade,

T stage, N stage, ER status, PR status등과 유의한 correlation을 보여 임상적인 예후와 관련이 있을

것이라는 것을 알게되었으며 이러한 사실은 univariate analysis에서 overall survival (P=0.003 or

<0.001 depending on the level of CPC percentage) 혹은 DFS과 유의한 관련성을 보여 확인되었다.

3) CKAP2의 염색체 염색된 세포의 percentage (CPC percentage)가 nuclear grade, T stage, N stage,

age, HER2 status 등을 고려한 multivariate analysis에서 환자의 overall survival과의 유의한 관련성을

확인하여 CKAP2가 independent prognostic factor라는 것을 확인하였음 (P=0.010) 더구나 hazard ratio

가 17.8 (95% CI, 11.98 - 159.53)로 같은 환자군의 mitotic count가 약 3.9라는 것을 감안하였을 때, 예

후 예측에 훨씬 강력한 tool로 사용될 수 있다는 것을 의미한다. 이러한 결과를 국내 특허출원 하였으며,

현재 PCT 출원을 준비하고 있음. 또한 Journal of Clinical Oncology에 투고하기 위하여 논문을 준비하

고 있음.

◆ 연구성과

-정량적 성과:

구분 달성치/목표치
1)

달성도(%)

SCI 논문 편수 5/8 62.5%

IF 합 2.3+2.3+5.8+2.2+3.5/30 53.7%

기타 성과 특허출원 3건, 등록 2건/특허출원 3건 167%

1) 총연구기간내 목표 연구성과로 기 제출한 값

-정성적 성과
․HER2진단을 위한 새로운 방법을 고안하여 특허를 출원하고 논문을 준비하고 있음

․새로운 유방암 예측 표지자를 개발하여 특허를 출원하였음.

․정량적 성과 이외에 주요 결과를 아직 논문으로 출간하지 못하였으나, 기타성과에 제시한 바와 같이 본 연구로

부터 4건의 특허출원하였으며 Nature genetics, Journal of Clinical Oncology, Clinical Chemistry,

Gastroenterology등에 게재하기 위하여 4개의 논문을 준비하고 있음.

◆ 참여연구원

(최종연도 참여인원)

성 명 김현경, 최용복, 박성열, 황혜리

주민등록번호

※ 요약문의 총분량은 2page 이내로 제한함
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편집순서 5 : 요약문 (영문)

Project Summary

Title of Project
Development of CNV molecular markers related to the patient's survival in 
nonsmall cell lung cancer

Key Words non-small cell lung cancer, copy number variation, molecular target

Project Leader Kyeong-Man Hong

Associated Company

Objective: Development of molecular targets related to survival of non-small cell lung cancer
Method: 
1) Detection of gene amplification in cancer: For the evaluation of gene amplification status,  
co-amplification of artificial SNP sequences (Co-aSNP), a modified version of competitive PCR, was 
used. In the assay, two genes in chromosome 17q were used as control genes, and two different 
sequences of HER2 were included for the evaluation of HER2 status. 
2) Detection of methylation level changes in disease: Methylation sigle base extension method was used 
for the evaluation of methylationn level changes in autoimmune disease.
3) Development of proliferation marker for the prediction of breast cancer prognosis: 
Immunohistochemical study was performed on 110 early stage breast cancer. The correlation between 
mitotic figure count and CKAP2 chromosomal positive cells was also analyzed. 
Result:
1) Co-aSNP method showed high sensitivity and reproducibility (SD~0.04), detecting the amplification 
status of MDA-MB-453 even in 4 fold dilution with normal 2n DNA. In addition, this multiplex 
method found a frequent unexpected co-amplifications of control genes located in 17q, raising an issue 
of necessitating the usage of two or more control genes in 17q. Using breast cancer cell lines and 40 
breast cancer tissues, reliability of mCoCom method on HER2 evaluation was tested. Also Co-aSNP 
method for the amplification of two dozen genes was set up in this study.
2) quantitative measurements of methylated promoters in whole blood DNAs, a significantly increased 
gene A promoter methylation in SLE patients was found (P <0.0001 with OR = 29.8). The level of 
methylation was significantly higher in active SLE patients than in inactive cases (p=0.0075). In patients 
with rheumatoid arthritis or progressive systemic sclerosis, increased gene A promoter methylation was 
also observed, suggesting increased CD3Z methylation is a common phenomenon in autoimmune disease. 
In addition to A, increased promoter methylations of two other genes were also found.
3) CKAP2 chromosomal staining was closely correlated with the number of mitotic figure in breast 
cancer tissues (p<0.001). The percentage of chromosomal positive cells per cancer cells was significantly 
correlated with N stage, T stage, histologic grade and nuclear grade. In a multivariate analysis, the 
negative association with overall survival persisted, with a hazard ratio of 17.8 (p=0.010).

Publication: 5 SCI papers and a non-SCI paper, 4 papers under preparation
Patent: 2 patent registrations, 3 patent applications

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

편집순서 6 : 연구결과

1. 연구의 최종목표

최종목표: 비소세포폐암환자의 생존과 관련이 있는 CNV (copy number variation)과 관련된 분자적 표지

자 개발

2. 연구의 내용 및 결과

◎ 암에서의 주요 분자적 변화는 점 돌연변이, 결실, 증폭 그리고 DNA methylation의 변화등을

들 수 있는데 점돌연변이와 DNA methylation을 검출할 수 있는 방법은 다양한 방법들이 소개되

고 있다. 그러나 증폭과 결실을 reliable하게 검출하여 임상환자 시료에 응용되고 있는 방법은

FISH등 조직학적인 방법이 포함된 방법에 국한되어 이용하고 있다. 최근 realtime PCR을 포함한

분자적인 방법을 유전자의 증폭과 결실을 측정하는데 이용하고자 하였으나 널리 사용되고 있지

못하다. 그러나 분자적 검사의 장점인 검사시간이 빠르고 비용이 비교적 저렴하며 automation이

가능하다는 점 때문에 현재도 여러 가지 분자적 방법들이 시도되고 있다.

◎ 암에서의 흔히 발견되는 유전자 증폭과 aneuploidy가 임상에서 적용되는 예 중 가장 대표적인 것이

유방암에서의 HER2 증폭 측정이며, 최근에는 위암에서도 HER2가 증폭된 암의 치료에 Trastuzumab을

포함하는 치료가 생존연장에 도움이 된다는 보고도 있었다 (Bang et al., 2010). HER2 이외에도 유전자의

증폭을 확인하여 환자의 치료에 이용할 수 있다는 논문들이 최근 많이 보고되고 있는데, 대장암에서

pantitumumab으로 치료하는 환자의 clinical outcome이 EGFR의 증폭과 관련이 있다는 논문

(Sartore-Bianchi et a., 2007), MET 유전자 증폭은 tyrosine kinase inhibitor인 PHA-665752의 민감도를

결정하는 중요한 수단이 된다는 논문 (Smolen et al., 2006), 위암에서 FGFR2의 phosphorylation inhibitor

인 Ki23057의 민감도를 결정하는데 FGFR2유전자의 증폭의 여부를 측정하는 것이 중요하다는 논문

(Nakamura et al., 2006) 등이 보고되었는데, 이들을 포함하는 수많은 논문들에서 유전자 증폭이 치료제의

선택에 중요할 수 있다는 것을 시사하고 있다.

◎ 본 연구에서 유전자 증폭을 측정하는 새로운 분자적 방법의 하나로 Co-amplification of

artificial SNP (Co-aSNP)라는 방법을 고안하고 (그림 1), 이와 관련하여 2008년 국내특허를 취득

하였다. 특허 등록 이후 이 방법의 원리가 비슷한 PNAS와 Nature등에 competitive PCR방법이

소개된 바가 있다는 사실을 확인하였는데 (Gilliland et al., 1990; Siebert et al., 1992), 이전의 방

법들로 소개된 competitive PCR방법들은 환자의 시료 DNA를 정확하게 측정하고 serial dilution한

여러개의 competitor로 여러개의 실험set를 준비해야 증폭여부를 측정할 수 있어서 임상적용에 어

려움이 있었으며 (Sestini et al., 1994), 비교적 최근에 보고된 competitive PCR의 변형된 방법인
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competitive PCR using fluorescent melting curve analysis 방법 또한 같은 문제점을 가지고 있다

(Lyon et al., 2001).

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.

◎ 본 연구자의 Co-aSNP방법은 이러한 competitive PCR의 단점들을 없애면서 민감도를 그대로

유지하고, 또한 한꺼번에 여러개의 유전자 증폭을 측정할 수 있는 새로운 방법이라는 것을 확인할

수 있었다. Co-aSNP 방법을 응용하여 HER2증폭을 측정하기위하여 17q 염색체에 있는 HER2유

전자의 두 서열을 선택하여 design 하였고 (하나는 5HER2, 다른 하나는 3HER2로 명명하였고, 이

들간의 거리는 16.3 kb정도 떨어져 있음), 상대적인 카피수의 기준으로 사용하기 위하여 17q 염색

체 상에서 두개의 유전자 서열을 선택하였다. HER2보다 centromere 쪽에 위치한 ALDOC유전자

와 17q의 telomere쪽에 위치하는 G6PC3유전자를 기준 유전자로 선택하였다. 이들의 염색체간 상

대적인 거리와 서로의 위치는 그림 2와 같다. FISH의 probe로 사용하는 CEP17의 위치와 HER2

probe의위치도 같이 표시하였다.
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mCoCom sequences:

그림 2. HER2증폭 Co-aSNP 에 사용한 4가지 서열의 위치. ALDOC유전자는 HER2에 비해

centromere쪽에 위치하고 있고, G6PC3는 telomere 쪽에 위치한다. 그러나 HER2로 부터의 상대적

인 거리는 G6PC3가 가깝다. HER2유전자 내에서 두 가지 서로 다른 서열의 증폭을 측정하도록

고안하였다. 5HER2는 ALDOC쪽에 위치한 서열이고, 3HER2는 G6PC3쪽에 위치한 서열이다.

FISH probe로 사용하는 CEP17과 HER2 probe의 위치도 표시하였다.

◎ 이렇게 Co-aSNP 방법을 응용한 HER2 증폭 측정방법으로 세포주에서 측정한 예를 그림 3에

서 나타내었다. SK-BR-3는 HER2가 증폭되어 있는 세포주이고, Control로 사용한 시료는 정상인

혈액세포에서 분리한 DNA로 실험한 결과이다. 그림에서 SK-BR-3의 결과는 HER2 유전자들의

경우 (5HER2와 3HER2) competitor에서 나온 신호에 비해 상대적으로 gDNA에서 나온 신호가 훨

씬 강하다는 것을 알 수 있다. 그런데 대조 유전자로 사용한 ALDOC과 G6PC3에서도 많은 변화

가 있어서 계속해서 이들의 상대적인 변화를 분석하였다. Competitor와 gDNA에서 오는 신호의

상대적인 양들과 서로 다른 4가지 서열로부터 나온 신호들을 비교하고, G6PC3로부터 오는 신호의

양을 1로 만든 다음 계산하면 그림의 오른쪽 위의 표에서와 같이 SK-BR-3에서의 상대적인 유전

자 증폭은 HER2에서 증폭이 심하게 일어나 있고, 대조 유전자로 사용한 ALDOC에서도 증폭이

일부 같이 일어나있다는 것을 알 수 있다.

◎ 이상과 같은 Co-aSNP 의 연구 결과는 HER2측정을 위해 사용했던 Realtime PCR의 결과가

정확하지 않을 수 있다는 것을 유추해 볼 수 있다. Realtime PCR의 대조유전자로 centromere에

가까운 ALDOC과 같은 유전자를 사용하는 경우 HER2와 동시에 증폭이 일어나 있어서 실제보다

훨씬 적게 증폭이 일어나 있는 것처럼 판별할 수 있게되어 false negative결과가 나올 수도 있다.

실제 유방암조직을 이용한 실험결과에서도 SK-BR-3와 같이 대조유전자가 HER2와 동시에 증폭

되어 있는 경우를 많이 발견하였으며, 이는 어느 한 유전자를 대조 유전자로 사용하는 경우 false

negative결과를 가져올 수 있다는 것을 의미한다고 하겠다.

◎ HER2 증폭 측정을 위한 Co-aSNP 방법의 정확성을 측정하기 위하여 12명의 정상인 blood

DNA를 사용하여 실험을 반복하였다 (그림 4). 이때 증폭되어 있는 양성대조군으로 JIMT 유방암

세포주를 사용하였다. JIMT유방암세포주는 FISH로 측정한 이전의 연구에서 HER2 카피수가

6-10 copy정도라는 것이 보고되었는데, Co-aSNP에서의 결과와 거의 일치하였다. 이 실험에서
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3HER2 5HER2 G6PC3 ALDOC
gDNA 842 652 1069 1249

Competitor 804 601 1019 1236
Ratio 1.05 1.08 1.05 1.01

3HER2 5HER2 G6PC3 ALDOC
gDNA 4888 2632 409 1562

Competitor 1380 757 1638 1781
Ratio 3.54 3.48 0.25 0.88

ALDOC 5HER2 3HER2 G6PC3

Control 0.963 1.034 0.998 1
SK-BR-3 3.512 13.925 14.185 1

Control

SK-BR-3

Co-aSNP 방법의 정확도를 측정할 수 있었는데 그림의 오른편에 표시한 바와 같이 Standard

deviation (STDEV) 값이 0.04이하라는 것을 알 수 있다. 오른쪽 위는 normalize하기 전 값이고,

오른쪽 아래는 각 유전자의 average copy수를 1로 normalize한 후의 값이다. 기존에 realtime

PCR 방법으로 측정하였을 때 STDEV값이 0.1-0.2정도라는 것을 감안한다면 STDEV이 적어도

1/3로 줄어들었다는 것을 의미하고, 이는 실험으로 인한 오류가 적어도 1/100정도로 감소한다는

것을 의미한다. 따라서 Co-aSNP 방법은 realtime PCR방법에 비해 훨씬 정확할 수 있다는 것을

보여주는 결과라고 할 수 있다.

그림 3. Co-aSNP 방법으로 유방암 세포주에서 HER2 증폭상태를 측정한 예.

그림 4. 사람의 혈액세포 DNA와 대조 DNA로 사용한 JIMT유방암 세포주에서 mCoCom방법을

이용한 HER2 증폭측정. mCoCom방법으로 측정한 정상인 DNA에서의 각 유전자 copy number는

거의 1.0에 가깝다는 것을 알 수 있고, STEDV값이 0.04이하로 기존의 realtime PCR방법에 비해

1/3로 줄어들어 정확도가 훨씬 증가했다는 것을 알 수 있다.

◎ HER2 증폭 Co-aSNP 방법을 이용하여 여러 유방암세포주에서 HER2의 증폭상황을 측정하였



- 8 -

는데, 그림 5과 같은 결과를 보였다. HER2증폭이 보고되지 않은 T47D에서는 HER2유전자의 증폭

이 없었으나 이미 HER2유전자의 증폭이 잘 알려진 나머지 세가지 세포주의 경우에는 증폭을 발

견할 수 있었는데, HER2의 카피수는 세포주마다 상이하다는 것을 알 수 있다. 또한 대조 유전자

로 사용한 ALDOC이나 G6PC3 유전자의 증폭을 HER2가 증폭된 모든 세포주에서 확인할 수 있

어서 다시 한번 하나의 유전자를 대조유전자로 사용하는 경우 잘못된 해석을 할 수 있다는 것을

알 수 있었다. 또한 SK-BR-3의 경우 HER2의 5' 서열에 해당하는 부위만 증폭되어 있다는 것을

발견하였는데, 이러한 유전자의 부분적인 증폭이 유전자의 발현에 어떠한 영향이 있는지 RT-PCR

로 확인하고 있는 중이다.

그림 5. 유방암세포주에서 Co-aSNP 방법을 이용한 HER2 증폭상태.

◎ 이러한 Co-aSNP 방법은 기본적으로 과거에 보고된 competitive PCR과 유사한 원리를 사용

하고 있는데, competitive PCR의 경우에는 DNA의 농도를 정확하게 측정해야하고, 또한

competitor의 농도를 몇 가지 사용하는 assay를 동시에 진행해야하는 불편한 점이 있었다. 이러한

기존의 competitive PCR방법의 단점이 해결되었는지 확인하기 위하여 시료의 양을 다르게 사용하

는 경우 실험의 결과에 어떠한 영향을 미치는 지를 알아보는 실험을 진행하였다. 그림 6에서와 같

이 보통 사용하는 DNA양 (10 ng)의 1/4 - 4배 정도의 DNA를 사용하여도 Co-aSNP 방법을 사

용한 실험결과에 차이가 별로 없으며, 또한 aSNP sequence mixture의 농도를 변화시켜도 실험결

과에는 차이가 별로 없다는 것을 알 수 있었는데, 이러한 결과는 기존의 competitive PCR이 가지

고 있었던 커다란 단점을 해결했다는 것을 의미하는 것이다.

◎ Co-aSNP 방법이 reproducible한 지 여부를 확인하기 위하여 세가지 세포주의 DNA를 사용하

여 다섯 번 독립적으로 실험을 반복하여 결과를 비교하였다. 그림 7에서와 같이 모든 실험결과가

다섯 번의 독립된 실험에서 거의 일치하다는 것을 알 수 있다. 이는 PCR machine과

gDNA/competitor의 상대적인 양 측정의 오차한계 내에서는 Co-aSNP 방법이 아주 일정한 결과

를 가져온다는 것을 나타낸다. 본 실험을 위해 HER2 이외에도 20여가지 유전자의 증폭을 측정할

수 있는 Co-aSNP방법을 확립하였는데, 이 중 일부의 결과이다.
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그림 6. 서로 다른 양의 시료 DNA와 aSNP sequence mixture를 사용한 경우의 Co-aSNP 실험

결과. 기존의 competitive PCR방법에서DNA양을 정확하게 측정하여야 올바른 결과를 얻을 수 있

었는데, Co-aSNP 의 경우에는 DNA의 양의 측정이 잘못되어도 결과에는 커다른 변화가 없다는

것을 알 수 있다.

그림 7. 세가지 세포주에서 Co-aSNP 방법으로 16가지 유전자의 증폭을 다섯 번 독립적으로 반복

하여 실험한 결과. 이 실험결과는 PCR machine의 증폭시 발생할 수 있는 error와

gDNA/competitor의 상대적인 양 측정의 오차한계 내에서는 Co-aSNP 방법이 아주 일정한 결과

를 가져온다는 것을 나타낸다.
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◎ HER2측정 Co-aSNP 방법을 실제 동결유방암조직에서 얻은 DNA를 사용하여 실험을 진행하여

그림 8과 같은 결과를 얻을 수 있었다. 총 46예의 유방암조직중에서 11예에서는 HER2의 카피수

가 5배 이상 (10n 이상)으로 증폭되어 있었으며, 또 다른 5예에서 적어도 4n이상으로 증폭되어 있

다는 것을 알 수 있다. 이러한 결과는 Co-aSNP 방법이 실제 동결암조직에서도 유용하게 사용될

수 있다는 것을 의미하는 결과라고 하겠다.

그림 8. 유방암조직에서의 Co-aSNP 방법을 이용한 HER2증폭상태의 결과.

◎ 현재 이상과 같은 결과를 종합하여 특허를 출원한 상태에 있으며 내년 초 PCT 출원을 준비하

고 있다. 또한 Clinical Chemistry에 논문을 준비하고 있다. 이상과 같은 결과는 Co-aSNP방법이

reliable하게 환자의 치료제 선택에 사용될 수 있으며, 이를 multiplex로 하여 사용하는 경우 FISH

등의 방법이 할 수 없는 치료제 선택의 폭을 미리 결정할 수 있다는 측면에서 암환자의 치료에

커다란 전기를 마련할 수 있다는 점에서 커다란 의의가 있다고 할 수 있다. 또한 CNV이 암환자

의 gDNA내에 존재하며 이러한 변이가 암의발생과 관련이 있을 것으로 예상하고 있는데, 이에 대

한 연구를 촉진시킬 수 있는 중요한 방법을 제공할 수 있다는데 또한 의의가 있다 하겠다.

◎ HER2 이외의 유전자들에 대해서도 증폭을 측정하기 위하여 Co-aSNP 방법을 확립하였다. 확

립된 Co-aSNP 방법의 대상 유전자들을 표 2에 표시하였다. 대부분의 유전자들은 현재 targeted

therapy를 위한 항암제가 개발 중에 있거나 개발된 표적 유전자들이다.

◎ 이 Co-aSNP 방법을 setup하기 위하여 각각의 유전자와 control유전자인 IGF1으로 구성된

multiplex PCR들을 setup하였고, 각각의 PCR product산물의 양이 일정하도록 실험조건을 조정하

였고 (그림 9 왼편), 이들의 PCR product를 정제하고 다시 single base extension을 사용하여 지

놈 DNA에서 나온 신호 (blue)와 artificial SNP 서열에서 나온 신호 (red)의 값의 비율을 구하고

(그림 9 오른편), 정상적인 2n 상태의 DNA에서온 signal을 1로 만들어 상대적인 값을 구하였다.
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표 2. Co-aSNP방법으로 setup한 유전자들의 list.

그림 9. 24가지 유전자에 대한 Co-aSNP의 예시. 왼편은 6가지 multiplex PCR을 시행한 예시이고,

이러한 PCR 산물을 정제한 다음, single base extension을 시행하면 오른편과 같은 pherogram을

얻을 수 있다. 각각의 peak에 대한 intensity값을 IGF1과 비교하여 상대적인 ratio를 구한다.

◎ 각각의 multiplex PCR product에 single base extension을 시행한 후 결과를 보면 그림 10과

같은 결과를 얻을 수 있다. 각각의 multiplex PCR로부터 나온 single base extension의 peak

signal로부터 각각의 ratio를 얻으면 그림 11과 같은 결과를 얻을 수 있었다.
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그림 10. Series A (multiplex PCR A)로부터 single base extension 실험후 얻은 결과의 예시. N

으로 시작된 결과는 여러 가지 2n상태의 DNA에서 얻은 결과이고, 오른편은 암세포주에서 얻은

결과임. 이 결과에서 나온 각각의 신호값의 비율을 구하여 2n 상태의 DNA에서 얻은 값을 1로

normalize하여 최종적으로 각 세포주 혹은 암조직에서의 카피수를 결정한다.

그림 11. Series A를 위한 multiplex PCR product로부터 single base extension을 시행하여 나온

데이터를 normal DNA를 1로 normalize한 후 각 cell line마다 유전자 카피수를 계산한 결과.

◎ Normal DNA로부터 나온 결과를 1로 normalize한 후 24개 모든 유전자에 대해 유전자 카피수
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를 결정하면 그림 12에서와 같이 각 유전자마다 각 cell line에서의 카피수를 비교한 결과가 나오

게 된다. 현재 대부분의 NCI-60 cell line에서 진행하였으며 각종 항암제에 대한 민감성과 비교하

여 특허와 논문을 작성할 예정이다.

그림 12. 각 cell line에서의 24개 유전자의 copy수 측정 결과.

◎ 또한 본 연구에서 분자적 진단방법과 관련된 대상으로 DNA promoter CpG island methylation

에 대한 연구도 동시에 계획하고 진행하였다. Promoter methylation이 있는 유전자들 중 일부는

암환자의 생존과 관련이 있다고 알려져 있는 유전자들이 보고되어 있다. 이들에 대한 MSBE

method를 setup하고 암환자의 생존과의 관련성을 연구하고자 한다. 암환자에서 생존과 관련이 있

다고 알려져 있는 유전자들의 promoter methylation은 MGMT (Brabender et al., 2003),

RASSF1A (Tomizawa et al., 1999), FHIT (Maruyama et al., 2004), p16 (Wang et al., 2004),

DAPK (Lu et al., 2004) 등이 있다.

◎ 프로모터 메틸화는 암에서 가장 흔한 변화 중 하나로 이를 진단하는 방법으로는 MSP방법이

가장 많이 사용하는 방법이다. 그런데 MSP방법은 시간과 비용면에서 장점을 가지고 있지만 결과

해석에 객관성이 부족한 경우가 많았으며 methylation의 변화가 quantitive change가 많다는 사실

을 감안했을때 정량분석이 가능한 방법이 실제 임상적용에 응용될 가능성이 크다고 할 수 있다.

◎ 본 연구자는 DNA promoter CpG island methylation을 측정할 수 있는 정량적이고 간단한

MSBE 방법을 보고한 바 있다 (그림 13, Hong et al., 2005). 이 방법은 한번에 여러 CpG site를

측정할 수 있으며, 결과가 peak의 ratio로 나오기 때문에 cutoff를 정하여 좀더 객관적으로

positive 혹은 negative여부를 판별할 수 있는 장점이 있다.
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Biotechniques (2005) Hong et al.
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그림 13. Semiautomatic measurement of promoter methylation. 위 그림은 전통적으로 사용하고

있는 MSP (methylation specific PCR) 방법으로 promoter methylation을 측정하는 방법. 아래 왼

쪽은 MSBE (methylation single base extension)방법으로 측정한 p16 promoter methylation 측정

방법. 아래 오른쪽은 그 원리를 설명한 그림.

◎ 본 연구에서는 이러한 Methylation level을 정량적으로 측정하는 방법을 응용하여 10여 가지

유전자를 대상으로 확립하였으나 (그림 14), 암질환을 대상으로 한 연구는 진행하지 못하였다.

그림 14. Methylation single base extension (MSBE)방법으로 10가지 유전자의 promoter methylation,여

부를 확인하는 assay를 확립함.
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◎ 그러나 SLE라고 하는 자가면역질환에 MSBE방법을 적용하여 자가면역질환의 발생이

epigenetic한 변화와 관련이 있음을 발견하였다. 이러한 결과는 SLE등을 포함한 자가면역질환의

발생이 유전적변화 즉 SNP와의 관련성이 NEJM, Nature Genetics두편, PLoS Genetics2편을 포함

하여 최근 2-3년 동안 많이 보고되었는데 (Hom et al., 2008; Graham et al., 2008; Han et al., 2009; 
Yang et al., 2010; Barcellos et al., 2010), 이들에서 보고된 SNP와 SLE의 연관성을 알아볼 수 있

는 지표인 OR는 1.3-2.3정도였다. SLE를 가진 일란성 쌍둥이에서도 SLE의 발생이 일치하지 않는

쌍을 대상으로한 연구에서 DNA methylation level이 저하되어 있다는 최근의 연구 또한 SLE가

epigenetic한 변화와 관련이 있을 것이라는 최근의 가설과 부합하는 결과이다 (Javierre et al., 
2010). 이러한 최근의 결과이외에도 SLE가 epigenetic한 변화와 관련이 있을 것이라는 증거는 많

이 보고되고 있었는데, 5-azacytidine, procainamide, hydralazine과 같은 demethylating agent를 사용한

사람들에서 lupus like symptom이 나타난다는 것 등이 그 증거로 들 수 있다.

◎ 이러한 epigenetic change는 그동안 유전적인 변화로는 설명할 수 없었던, age dependency, 
quantitative nature를 포함하여 환경적인 요인에 의해 영향을 받아 발생할 수 있다는 기전을 제공해

주는 장점이 있어서 많은 주목을 받고 있다. 

◎ 관련된 연구결과를 구체적으로 보면 세가지 유전자의 프로모터 methylation level이 정상에 비

하여 SLE와 류마티스관절염 (RA), 그리고 전신경화증 (SSC)환자에서 유의하게 차이가 있었으며

대조 질환으로 사용한 유방암환자 (BC)에서는 유의한 차이가 없었다 (그림 15).

그림 15. Quantitative changes in the levels of promoter CpG island methylation of promoters

for A) B)and C. Patients with SLE (SLE) showed significantly higher level of promoter CpG

island methylation in three different gene promoters (p<0.0001 by Mann Whitney test for all

methylation marker genes) than normal healthy controls (NL). Patients with RA (RA) or SSC

(SSC) also showed significantly higher level of methylation. As a disease control, breast

cancer was also included (BC). Y axis is the signal ratio of methylated peak to the sum of

methylated and un-methylated peaks.

◎ 또한 active와 inactive SLE환자에서 A, B, C등 세가지 유전자 promoter methylation을 측정하
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였을 때, A와 C 유전자의 promoter methylation이 active SLE환자에서 유의하게 증가되어 있다는

것을 확인할 수 있었다 (그림 16). 또한 blood cell을 분획한 후 subpopulation에서도 이러한

promoter methylation의 증가를 관찰할 수 있었는데 이는 질환과 관련된 특정 유전자의

methylation이 T cell에 국한되어 변화하지 않고 전반적인 blood 세포에 일어난다는 것을 확인할

수 있었다 (그림 16). (참고로 아직 특허를 진행하고 있어서 유전자의 이름을 밝힐 수 없었고, A,

B, C라는 유전자로 표기하였음)

그림 16. Promoter methylation status in subpopulationsof blood cells from 10 active and 6 inactive 
SLE patients. The level of promoter methylation levels of whole blood (WB), mono-nuclear cell 
(MNC), or granulocyte of inactive (red head) and active (black head) SLE patients were measured by 
MSBE methods. Whole blood DNA methylation level of B and C were significantly correlated with 
those of MNC or granulocyte fractions (p<0.001 by Spearman test). Gene A promoter methylation level 
in MNC or granulocyte were significantly correlated with that from WB (p=0.001 for MNC, p=0.003 
for granulocyte by Spearman test). The levels of gene A methylation in WB, MNC and granulocyte 
from active SLE patients were significantly higher than those from inactive SLE patients (p=0.0075 for 
WB, p=0.0047 for MNC, p=0.0002 for granulocyte by Mann Whitney test). The levels of gene C 
methylation in WB and MNC from active SLE patients were significantly higher than those from 
inactive SLE patients (p=0.0225 for WB, p=0.0002 for MNC by Mann Whitney test). However the 
level of methylation in granulocyte from active SLE patients was not significantly higher than that from 
inactive patients (p=0.3132). The levels of gene B methylation in MNC from active patients were 
significantly lower than those from inactive patients (p=0.042). In WB or granulocyte, the level of gene 
B methylation from active patients was lower than those from inactive patients though not statistically 
significant (p=0.0559 by Mann Whitney test).

◎ SLE와 관련된 보고된 특정유전자의 DNA methylation의 변화는 SLE환자의 T 세포에서 몇가

지 SLE-associated hypo-methylated gene들이 발견되어 보고되었다 (Deng et al., 2001 Richardson et 
al., 1992 Kaplan et al., 2004; Lu et al., 2002). 그러나 SLE를 포함한 자가면역질환이나 기타 환경에

영향을 받은 multi-factorial disease들 중 지금까지 보고된 DNA methylation은 대부분 hypomethylation
과 관련된 보고였으며, 어느 것도 case-control study의 결과로 odds ratio 혹은 relative risk가 어느정

도 인지를 보고한 결과는 없었다. 이러한 결과의 부재로 인해 아직까지 epigenetic change가 어느정

도 질환의 발생 혹은 progression에 영향을 주는 지에 대해 확인할 수 없었다는 단점이 있었다.
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◎  본 연구의 진행과정에서 SLE, 류마티스관절염, 전신경화증 등과 같은 자가면역질환 환자의 혈

액 DNA에서 유의하게 methylation정도가 변화되어 있는 세가지 유전자를 발견하였고, 특히 그 중

하나의 유전자는 methylation level을 0.6정도에서 cutoff 값으로 정하는 경우 정상인의 2%미만에서

증가되어 있으나 약 65%의 SLE환자에서 증가되어 있는 등 SLE와 관련성이 아주 높게 나왔으며, 
이러한 결과는 SLE를 포함한 자가면역질환의 진단에 응용될 수 있다는 것을 시사하는 것이다. 특
히 정상인과 SLE환자의 methylation level을 median값을 cutoff로 한 SLE이환에 대한 odds ratio를 구

하면 29.8이라는 것을 알게되었는데 이는 SNP가 SLE 위험도에 대한 odds ratio가 1.3-2.3정도라는

것을 감안한다면 epigenetic change가 자가면역질환의 발생 혹은 progression에 얼마나 중요한 영향

을 미치는 지를 확인할 수 있다고 하겠다. 이러한 결과는 본연구에서 진행하고 있는 연구비를 주

요 연구비로 사용하여 나온 결과로서, 본 연구비를 reference로 하여 관련 내용을 요약하여 특허

와 논문을 준비하고 있다. 이 결과는 비록 암에 대한 직접적인 연구는 아니지만 암연구에 사용하

는 방법을 또 다른 질병에 응용함으로써 전혀 새로운 질병에 대한 insight를 가지게 할 수 있는 계

기가 되었다는데 의의가 있다 하겠다.

◎ 또한 본 연구의 계획에 포함되어 있으며 본 연구의 연구비를 사용하여, 국립암센터 혹은 대학

의 연구원들과 공동연구를 진행하여 단클론항체를 생산하고 특성연구를 진행하고 있다. 그 중 성

균관대학교와의 공동연구로 CKAP2에 대한 단클론항체를 생산하고, 사람의 유방암조직에서 조직

면역화학염색을 시행함으로써 유방암의 예후 예측 표지자로 사용될 수 있다는 것을 발견하게되었

다. 현재까지 CKAP2의 발현과 암의 예후와 관련되어 보고된 바가 없으며, 특허 또한 진행된 바

가 없다. 본 연구에서 CKAP2항체에 대한 염색체 염색된 세포의 수가 mitotic count와 비례하다는

것을 보였고, 110명의 유방암 환자에서 분석하여 환자의 overall survival 및 disease-free survival

과 관련되어 있다는 것을 확인함으로써 CKAP2가 proliferation marker로 사용될 수 있고, 또한

independent prognostic marker라는 것을 알 수 있었다. 이 결과는 본 연구의 연구비를 주요 연구

비로 사용하여 진행하였고, 그 결과에 대해서도 본 연구비를 reference로 하여 특허를 신청한 상

태에 있고 논문을 준비하고 있다.

◎ 구체적인 결과를 보면, 사람의 정상적인 조직의 파라핀 section을 이용한 CKAP2 조직면역화학

염색에서 CKAP2의 발현이 그림 17에서와 같이 세포의 증식이 활발하게 일어나는 부위에서 높다

는 것을 확인할 수 있었다.

◎ 유방암조직에서의 조직면역화학염색에서 그림 18A와 같이 H&E염색상 mitosis를 구별하기 힘

든 경우에도 그림 18B와 같이 CKAP2의 염색체 염색 양성인 세포의 수를 쉽게 알 수 있다.

CKAP2의 염색은 세포질에서도 양성인 세포가 있는데 이러한 세포는 G2 phase에 있는 것으로 생

각되며 본 연구 결과에서는 염색체에 양성인 세포의 수를 기준으로 평가하였다. 구체적인 세포의

CKAP2발현 상황을 살펴보면 그림 18D에서와 같이 대부분의 interphase세포나 apoptotic cell은

CKAP2가 발현되지 않았으며, metaphase가 지난 시기부터 cytokinesis가 끝나고 지난 시기까지

염색체에 CKAP2가 발현되는 것을 관찰할 수 있었다.
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그림 17. Expression of CKAP2 in proliferating cells of different human tissues. CKAP2 expression was 
shown in proliferating gastric crypt cells (A), small intestinal crypts (B), lymphoid follicle (C), and the 
basal layer of the uterine cervix (D). Images were taken under x400 magnification.

그림 18. Immunohistochemical (IHC) staining of CKAP2 in breast cancer tissues. A. In breast cancer 
tissues of pleomorphic cellular morphology and showing poor cell-to-cell distinction, the measurement of 
the mitotic count on H&E slides was difficult. B. When the same tissue was stained with CKAP2 
antibody, positive cells were easily identifiable. C. In some tissues, cytoplasmic staining was more 
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apparent. All images were taken under x200 magnification.D. CKAP2 was localized cytoplasm or 
chromosome depending on the phase status of cell cycle. a and c: interphase, b: apoptotic cell d: 
metaphase, e: post-metaphase, f: anaphase to telophase, g: cytokinetic phase, h-I: post-cytokinetic phase.

◎ CKAP2가 proliferation marker로서 사용될 수 있는지를 알아보기 위하여 CKAP2 염색체 염색

의 수와 mitotic figure count와의 상관관계를 30개 정도의 유방암조직에서 비교분석하였는데 그림

19에 보는 바와 같이 상관관계가 아주 높다는 것을 알 수 있었다 (ρ=0.743, p<0.001). 이러한 결과

는 CKAP2가 유효한 proliferation marker라는 것을 의미하는 것이라 하겠다.

그림 19. Scatter plots showing correlation between mitotic figure (MF) and chromosomal

CKAP2-positive cell counts. When the MF counts on H&E staining were compared with the

CKAP2-positive cell counts for 30 samples of primary breast cancer tissue, the correlation

was significant (ρ=0.743). x-axis: MF count on H&E staining. y-axis: chromosomal staining

cell count on CKAP2 IHC staining.

◎ CKAP2가 proliferation marker이고 H&E염색에서 mitotic count를 세기 어려운 경우에도

proliferation정도를 잘 알 수 있다면 좋은 유방암 예후예측 표지자로서 사용될 수 있는 지를 알아

보기 위하여 초기 유방암 환자 (carcinoma in situ환자를 제외하고 유방암으로 조직검사에서 확인

된 환자 중 완치를 위해 유방암 절제 수술한 환자) 110명의 조직을 이용하여 조직면역화학염색을

시행하고 여러 가지 clinicpathologic factor들 그리고 overall survival과의 연관성을 비교분석하였

는데, CKAP2의 염색체 염색 양성인 세포의 percentage (CPC percentage)는 histologic grade,

nuclear grade, T stage, N stage, ER status, PR status 등 기존에 survival과 연관성이 크다고

알려진 factor들과 유의한 관련성을 보였다 (모두 P<0.01). 그리고 CPC percentage에 따라 세가지

group으로 나누어 Kaplan-Meier plot을 하였는데 (그림 20) 유방암 환자의 overall survival과 유

의한 상관관계를 보였다 (group II와 group III모두 CPC percentage 가 가장 낮은 group I에 비해

유의하게 overall survival이 낮았으며 유의 수준은 모두 0.001이하였다).

◎ CKAP2 발현이 independent prognostic factor 인지 여부를 확인하기 위하여 overall survival

과 association에서 0.1이하의 유의성을 보이는 factor들인 age, T stage, N stage, HER2 status,

nuclear grade를 고려한 multivariate analysis에서 CKAP2 CPC percentage와 overall survival과

의 상관관계를 분석하였는데, 가장 낮은 CPC percentage를 가진 group I에 비해 중간정도의 CPC

percentage를 가진 group II (HR=12.492, P =0.028)와 가장 높은 CPC percentage를 보인 group
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III (HR=24.594, P =0.005)에서 유의한 상관관계를 보였다. Group II와 Group III를 합하여 group I

과 비교하여도 역시 유의한 상관관계를 보였으며 (p=0.010), HR도 17.8이었다. Mitotic count를 기

준으로 두 group으로 나눈 후 mitotic count가 높은 군이 낮은 군에 비해 유의하게 overall

survival이 나빴지만, HR는 3.9정도로 CKAP2에 비해서는 낮았다. 이러한 결과는 CKAP2가 단순

히 mitotic count의 surrogate marker로서 뿐 아니라, 초기 유방암환자의 예후예측에 있어서

mitotic count보다 유용할 수 있다는 것을 의미하는 것이다.

그림 20. Kaplan-Meier plots of OS ccording to groups with different chromosome percentage

of CKAP2-positive cells. x-axis is survival (disease-free or overall) months after surgery, and

y-axis is survival probability. Statistically significant differences of OS or DFS were marked

(*).
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○ 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

3. 연구결과 고찰 및 결론

I. 암조직에서의 카피수 변화의 측정방법의 개발 및 적용

◎ 암에서의 주요 분자적 변화는 점 돌연변이, 결실, 증폭 그리고 DNA methylation의 변화등을

들 수 있다. 이 중 점돌연변이와 DNA methylation을 검출할 수 있는 방법은 dideoxy

determinator sequencing, pyrosequencing을 포함한 다양한 방법들이 소개되고 있다. 그러나 증폭

과 결실을 reliable하게 검출하여 임상환자 시료에 응용되고 있는 방법은 FISH등 조직학적인 방법

이 포함된 방법에 국한되어 이용하고 있다. FISH 방법이 확립하기 힘들고, 전문적인 판독이 필요

하고 검사시간과 비용이 많이 소모되어 분자적인 방법을 이용한 검출방법이 많이 시도되었다. 그

중에서 realtime PCR 방법은 실제 Roche에서 kit로 제작되어 실험실에서 널리 사용되다가 미국

FDA의 승인을 획득하지 못하여 더 이상 사용되지 않고 있다. 검사시간이 빠르고 비용이 비교적

저렴하며 automation이 가능하다는 장점 때문에 그 이후에도 Roche방법을 변형한 여러 가지 분자

적 방법들이 시도되었다. 그러나 현재 FISH를 대체하거나 적어도 보조적인 방법으로 사용할 수

있는 공인된 분자적인 방법이 없는 실정이다.

◎ 암에서의 흔히 발견되는 유전자 증폭과 aneuploidy가 임상에서 적용되는 예 중 가장 대표적인 것이

유방암에서의 HER2 증폭 측정방법이다. 유방암에서 HER2의 증폭여부는 치료의 방향을 결정하는데 중요

한 진단수단이 되어서 모든 유방암환자에서 HER2검사가 ER PR등의 검사와 함께 기본 검사 중 하나로

되어 있다는 것은 주지의 사실이다. 이러한 유전자증폭의 검사에 FISH가 도입되면서 이러한 유전자 증폭

이 환자의 치료를 결정하는데 사용될 수 있다는 것은 최근에 많은 논문들에서 보고되고 있다. 최근에는

방영주교수등의 Lancet논문에서 위암에서도 HER2가 증폭된 암의 치료에 Trastuzumab을 포함하는 치료

가 생존연장에 도움이 된다는 보고로 위암에서도 HER2 증폭검사가 중요한 검사방법이 되고 있다 (Bang

et al., 2010).

◎ HER2 이외에도 유전자의 증폭을 확인하여 환자의 치료에 이용할 수 있다는 논문들이 최근 많이 보고

되고 있는데, 그림 1에서 보는 바와 같이 대장암에서 pantitumumab으로 치료하는 환자의 clinical

outcome이 EGFR의 증폭과 관련이 있다는 논문이 2007년 JCO에 보고되었고 (Sartore-Bianchi et a.,

2007), MET 유전자 증폭은 tyrosine kinase inhibitor인 PHA-665752의 민감도를 결정하는 중요한 수단이

된다는 것이 2006년 PNAS에 보고되었으며 (Smolen et al., 2006), 위암에서 FGFR2의 phosphorylation

inhibitor인 Ki23057의 민감도를 결정하는데 FGFR2유전자의 증폭의 여부를 측정하는 것이 중요하다는 논

문이 2006년 gastroenterology에 보고되는 등 (Nakamura et al., 2006), 이들을 포함하는 수많은 논문들에

서 유전자 증폭이 치료제의 선택에 중요할 수 있다는 것을 시사하고 있다.
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그림 1. Progression-free survival and overall survival in metastatic colorectal cancer patients

treated with panitumumab according to the proposed cutoff values of EGFR gene copy

number/nucleus as evaluated by fluorescence in situ hybridization in individual tumor

specimens.

◎ 현재 이들 유전자의 증폭을 검사하는 gold standard로 FISH (fluorescence in situ

hybridization)방법을 사용하고 있다. 그림 2는 HER2의 증폭을 검사하기 위한 FISH 방법을 예로

들었다. 이 방법은 디파라핀화한 유방암 조직 slide에서 유전자의 증폭여부를 측정하는 방법으로

대개 표적 probe이외에 control로 사용하는 probe를 동시에 측정한다. 그러나 이를 위한 특별한 기

술과 fluorescence microscopy와 같은 장비가 필요하다는 약점이 있으며, FISH의 결과는 시간이

지나면 약해져서 결과를 장기간 보관하지 못한다는 단점이 있다. 그러나 Herceptin의 유방암 치료

효과와 가장 연관성이 크다고 알려져 있어서 HER2 증폭여부를 검사하는 gold standard로 알려져

있다.

그림 2. HER2 증폭 검사를 위한 FISH 측정 방법. HER2에서 오는 신호 (red)와 17번 염색체의

centromere쪽에서 오는 신호 (blue)를 각각 count하면 A 와 같이 정상적으로 같은 ratio로 나오는

데, HER2가 증폭되어 있는 경우 B와 같이 HER2에서 오는 신호가 증폭되어 있거나 수가 늘어나

있다.

◎ 유방암에서는 FISH방법이 정확하다는 장점이 있으나, 검사가격이 비싸다는 단점 때문에 모든

환자에서 우선적으로 사용하지 않고 조직면역화학염색을 먼저 시행하고 결과가 불명확한 경우에
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한해 FISH를 검사하는 것이 일반적인 검사진행이다. 이 조직면역화학염색법은 파라핀 블락을 5 μ

m로 얇게 잘라서 항체를 이용하여 단백질의 발현양상을 semi-quantitative하게 검사하는 방법으

로 비교적 많은 병리 실험실에서 쉽게 시행할 수 있으며 상대적으로 가격이 저렴하다는 장점이

있다. 또한 염색한 결과를 오랬동안 보관이 가능하다는 장점을 가지고 있고 암세포의 모양이 그대

로 보존되어 판독이 용이하다는 커다란 장점이 있어서 현재 가장 많이 사용하고 있는 검사방법이

다. 그러나 시료보관 조건, 고정액의 종류, 고정시간의 변화, 항체의 종류에 따른 변화와 같이 염

색결과에 영향을 미치는 많은 변수들이 있으며, 중등도 염색이 되는 경우 결과 판정이 모호한 경

우가 많다는 단점이 있다. 최근 이러한 변화를 줄이기 위해 HER2 과발현 검사를 위해 조직면역

화학염색법이 kit로 개발되어 보급되고 있으나, 조직면역화학염색 결과 2+인 유방암조직의 경우

또다시 FISH로 검사하는 것이 표준으로 되어있다.

◎ 그런데 시간이 오래걸리고 검사비용이 많이 든다는 단점을 가지고 있는 FISH등의 방법이 유

전자 증폭의 표준검사로 사용하는 가장 큰 이유는 이를 대체할 만한 간편한 분자적 진단방법이

없다는 점이다. 실제 이러한 가능성을 연구한 연구결과들이 많이 있었다. 그 중에서 realtime PCR

방법으로 검사하는 Roche의 HER2 증폭 진단 kit는 많은 연구들에서 유용성을 보고하였으나, 미국

FDA승인을 획득하지 못하면서 분자적 방법을 유전자 증폭의 진단에 사용하는 것은 불가능하다는

것이 일반적인 상식으로 되어 있다. 그러나 분자적 방법이 automation이 가능하고 결과를 해석하

기 용이하다는 장점이 있어서 유전자 증폭의 표준 진단법으로 사용할 수 있는 새로운 방법의 개

발에 많은 노력을 하고 있다. 이는 많은 표적유전자 증폭여부를 진단하는 것이 대상환자를 선택하

는데 중요한 요소인 상황에서, 새로 개발되는 표적치료제의 빠른 임상적용과 환자의 치료 비용감

소를 위해서도 새로운 분자적 방법을 개발하는 것이 절실한 상황이다.

◎ 이러한 상황에서 최근 Gastroenterology잡지에 QMPSF (quantitative multiplex polymerase

chain reaction of short fluorescent fragments)방법이 소개되었는데 (Killian et al., 2007), 이 방법

은 fluorescent이 표지된 primer를 사용하여 유전자를 multiplex로 증폭하여 그 상대적인 signal

intensity를 비교함으로써 양의 변화를 측정할 수 있는 방법이다. 이 방법은 비교적 여러개의 유전

자 증폭상황을 빠르게 분자적인 방법으로 측정할 수 있다는 장점을 가지고 있는데, 아직까지 임상

적용의 예와 민감도와 reproducibility등에 대한 자세한 연구결과가 보고되지 않고 있으며 원리상

으로도 multiplex PCR의 민감도를 약간 증가시켰다는 것 이외에는 특징적인 내용이 없었다.

◎ 본 연구에서 유전자 증폭을 측정하는 새로운 분자적 방법의 하나로 Co-amplification of

artificial SNP (Co-aSNP)라는 방법을 개발하였고, 이와 관련하여 2008년 국내특허를 취득하였다.

이 방법의 원리가 비슷한 PNAS와 Nature등에 competitive PCR방법이 소개된 바가 있는데 (그림

3, Gilliland et al., 1990; Siebert et al., 1992), 이전의 방법들로 소개된 competitive PCR방법들은

환자의 시료 DNA를 정확하게 측정하고 serial dilution한 여러개의 competitor로 여러개의 실험set

를 준비해야 증폭여부를 측정할 수 있어서 임상적용에 어려움이 있었으며 (Sestini et al., 1994),

비교적 최근에 보고된 competitive PCR의 변형된 방법인 competitive PCR using fluorescent

melting curve analysis 방법 또한 같은 문제점을 가지고 있다 (Lyon et al., 2001).

◎ 본 연구자는 이러한 competitive PCR의 단점들을 없애면서 민감도를 그대로 유지하고, 또한

한꺼번에 여러개의 유전자 증폭을 측정할 수 있는 새로운 방법을 고안하였다. 그리고 선행연구에
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서 HER2를 측정할 수 있도록 17q 염색체에 두개의 control 유전자를 선택하고 두 군데의 HER2

유전자 서열을 한꺼번에 검사하도록 새로운 방법을 고안하여, HER2가 증폭되어 있다고 알려진

유방암세포주들에서 증폭정도를 측정하였는데 이미 알려진 결과와 유사한 결과가 나왔으며, 정상

적인 blood DNA에서의 각 서열의 copy 수에 대한 결과가 매우 reproducible하게 나왔다. 특히 두

개의 서로 다른 17q에 위치하는 control 유전자를 사용함으로써 기존의 realtime PCR방법으로 분

석할 수 없었던 case들을 분석할 수 있는 장점이 있음을 알 수 있었다. 또한 본연구에서 이러한

새로운 유전자증폭 검출을 위한 분자적 진단방법을 24개 정도의 예후와 관련이 있거나 암치료제

의 표적이 되는 유전자에 대해 확립하였다.

그림 3. Measurement of c-erbB-2 amplification by competitive PCR. (A) Genomic DNA

extracted from three breast tumor samples was coamplified with various amounrs of b-globin

competitor DNA. (B) c-erbB-2 amplification was quantified by coamplification of exactly 30 x

10
3

genomic equavalents with various amounts of corresponding competitor DNA. Then degree

of c-erbB-2 amplification was calculated from the C/G ratio.

◎ 이러한 새로운 분자적 방법의 개발은 최근 유전자 증폭이 항암제 선택의 중요한 기준이 된다

는 여러 보고들을 고려한다면 앞으로의 응용가능성은 아주 크다고 할 수 있다. 현재까지 유전자증

폭을 검출하는 방법이 FISH와 조직면역화학염색방법에 국한되고 있고 최근 chromogen을 이용한

CISH등의 방법을 사용하는 시도가 늘었기는 했지만 여러 가지 유전자의 증폭상황을 한꺼번에 민

감하게 측정하기에는 시간과 비용이 많이 소요되어 본 연구에서 개발한 Co-aSNP방법이 그 대안

으로 사용될 가능성이 크다고 하겠다. 더구나 민감도에 있어서 기존의 realtime PCR방법에 비해

100배 정도 정확하고, 좀 더 연구를 진행해야 결과가 나오겠지만 FISH에 비해서도 많은 차이가

나지 않을 정도로 좋은 결과를 보이는 점 등을 고려한다면, automation등의 방법적인 개발과정이

더해진다면 암의 진단분야에 커다란 공헌을 할 수 있는 방법이 될 것으로 기대하고 있다. 본 연구

결과는 현재 특허출원하였으며, FISH와 조직면역화학염색 결과를 비교하여 논문으로 출간할 예정
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이다. 향후 유방암 혹은 위암조직을 대상으로 prospective study를 하여 HER2증폭의 standard

test method로 사용될 수 있는 지 등의 연구를 진행한다면 일반 병원에서도 암진단 분야에 비용

과 시간 면에서 획기적인 개선을 기대할 수 있다. 또한 여러 유전자 증폭에 대한 동시검사가 가능

하여 항암제선택에 중요한 지표를 제공해 줄 것으로 기대하고 있다.

II. DNA methylation level 측정방법의 개발과 질환에의 응용

◎ DNA promoter methylation은 암의 대표적 분자적변화 중 하나이다. 그런데 과거 사용하던

MSP 방법은 정량적이지 못하여 판독하는데 많은 bias가 존재하였다. 그러한 단점을 보완하고자

본 연구자는 DNA promoter CpG island methylation을 측정할 수 있는 정량적이고 간단한 MSBE

방법을 보고한 바 있다 (Hong et al., 2005). 이 방법은 한번에 여러 CpG site를 측정할 수 있으

며, 결과가 peak의 ratio로 나오기 때문에 cutoff를 정하여 좀더 객관적으로 positive 혹은 negative

여부를 판별할 수 있는 장점이 있다.

◎ 그러나 본 연구를 진행하면서 암조직에서의 정량적인 변화를 측정하는 연구를 진행하기에 앞

서, SLE (전신홍반루푸스, systemic lupus erythematosus)라고 하는 자가면역질환에 이 방법을 적

용하였는데, 자가면역질환의 발생이 epigenetic한 변화와 관련이 있음을 발견하였고 이에 따라서

이와 관련된 연구를 본 연구의 연구비로 진행하게 되었다.

◎ SLE 등을 포함한 자가면역질환의 발생이 유전적변화 즉 SNP와의 관련성이 NEJM, Nature

Genetics두편, PLoS Genetics2편을 포함하여 최근 2-3년 동안 많이 보고되었는데 (Hom et al., 
2008; Graham et al., 2008; Han et al., 2009; Yang et al., 2010; Barcellos et al., 2010), 이들에서 보

고된 SNP와 SLE의 연관성을 알아볼 수 있는 지표인 OR는 1.3-2.3정도였다. 그런데 본 연구에서

발견한 A 유전자의 DNA methylation 변화에 의한 OR는 약 30정도라는 것을 확인함으로써

epigenetic change가 어느정도 SLE발생 혹은 progression과 관련이 있을 지에 대한 명확한 증거

를 제시할 수 있었다.

◎ 이러한 결과는 SLE를 가진 일란성 쌍둥이에서도 SLE의 발생이 일치하지 않는 쌍을 대상으로

한 연구에서 DNA methylation level이 저하되어 있다는 최근의 연구 또한 SLE가 epigenetic한

변화와 관련이 있을 것이라는 최근의 가설과 부합하는 결과이다 (Javierre et al., 2010). 이러한 최

근의 결과이외에도 SLE가 epigenetic한 변화와 관련이 있을 것이라는 증거는 많이 보고되고 있었

는데, 5-azacytidine, procainamide, hydralazine과 같은 demethylating agent를 사용한 사람들에서 lupus 
like symptom이 나타난다는 것 등을 그 증거로 들 수 있다.

◎ 이러한 epigenetic change는 그동안 유전적인 변화로는 설명할 수 없었던, age dependency, 
quantitative nature를 포함하여 환경적인 요인에 의해 영향을 받아 발생할 수 있다는 기전을 제공해

주는 장점이 있어서 많은 주목을 받고 있다. 

◎ 이러한 DNA methylation을 포함한 epigenetic change와 질환과의 관련성에 대해서는 그동안

많은 논문들을 통하여 논의되었고 증거도 제시되었지만, 본 연구에서처럼 환자군과 대조군을 비교

하여 OR를 제시한 적은 없었다. 그리고 epigenetic factor가 기존의 알려진 유전적인 요인에 비해
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어느 정도의 비중으로 관련이 있는 지에 대해서도 명확히 제시된 바가 없었다. 따라서 본 연구는

자가면역질환 뿐 아니라 환경에 영향을 받은 많은 multifactorial disease의 발생과 progression을

설명하는 하나의 mechanism을 설명할 수 있는 model system을 제공했다는 측면에서 커다란 의

의가 있다고 할 수 있다. 뿐만 아니라 A 유전자의 경우에는 cutoff value를 0.6으로 하였을 때 정

상인의 2% 이하만 양성이고 SLE환자의 약 65%에서 양성을 보였으며, 비활성상태의 환자와 활성

상태의 환자사이에 methylation level이 현저하게 달라서 진단적인 가치도 클 것으로 기대하고 있

다. 이에 대한 결과를 정리하여 특허출원을 진행하고 있으며, 아직 출원이 완료되지 않아서 유전

자의 이름을 A, B, C와 같이 표기하였다. 또한 결과에는 제시하지 않았으나 methylation에 의한

단백질의 변화까지 확인하였으며, 논문을 작성이 완료되어 Nature Genetic에 투고를 준비하고 있

다. 이 결과는 본 연구의 연구비를 주요 연구비로 사용하여 진행하였고, 그 결과에 대해서도 본

연구비를 reference로 하여 특허와 논문을 진행하고 있다.

III. 조기 유방암 환자 예후예측표지자로서의 CKAP2 발현

◎ 단클론항체의 생산에 대한 연구계획은 본 연구의 계획에 포함되어 있었으며, 본 연구의 연구비

를 사용하여, 국립암센터 혹은 대학의 연구원들과 공동연구를 진행하여 단클론항체를 생산하고 특

성연구를 진행하고 있었다. 그 중 성균관대학교와의 공동연구로 CKAP2에 대한 단클론항체를 생

산하고, 사람의 유방암조직에서 조직면역화학염색을 시행함으로써 CKAP2가 proliferation marker

이고, 유방암의 예후 예측 표지자로 사용될 수 있다는 것을 발견하게 되었다.

◎ 현재까지 잘 알려진 proliferation marker로는 Ki-67, cyclin D, cyclin E, p27, p21, thymidine

kinase, and topoisomerase IIalpha 등이 알려져 있으나 어느것도 유방암에서 independent

prognostic marker로 임상에 사용하고 있지 않다. 다만 H&E염색으로 mitotic figure를 세어 세포

의 모양 등을 포함한 mitotic index라는 병리학적 criteria를 만들어 예후를 예측하는데 사용하고

있다. 따라서 proliferation과 관련하여 mitotic figure count가 현재의 가장 확실한 예후 예측 인자

로 알려져 있다. 그런데 본 연구에서 CKAP2가 mitotic figure count와 비례관계에 있으며

(p<0.001), 또한 환자의 나이, T stage, N stage, nuclear grade, HER2 status등을 고려한

multivariate analysis에서 overall survival과 유의한 association (P=0.010)을 보인다는 것을 발견

하였다. 더구나 multivariate analysis에서 hazard ratio가 17.8이 나왔는데, 같은 환자군을 대상으

로 한 mitotic count의 hazard ratio가 약 3.9정도라는 것을 감안한다면 mitotic count보다 훨씬 더

좋은 유방암의 예후예측 표지자로 사용될 수 있다는 것을 의미한다. 이러한 유방암에서의 결과는

melanoma, sarcoma, mantle cell lymphoma, colorectal cancer와 같이 proliferation이 주요한

prognostic marker로 사용될 수 있는 암에서 CKAP2가 예후예측 표지자로서 사용될 수 있다는 것

을 의미하는 것으로 이에 대한 후속 연구도 필요한 상황이다.

◎ 현재까지 CKAP2의 발현과 암의 예후와 관련되어 보고된 바가 없으며, 특허 또한 진행된 바가

없다. 이 결과는 본 연구의 연구비를 주요 연구비로 사용하여 진행하였고, 그 결과에 대해서도 본

연구비를 reference로 하여 특허를 신청한 상태에 있고 논문을 준비하고 있다.
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○ 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

1)
)

저널명(I.F.) Year;
Vol(No):Page

구분2)
지원과제번호

3)

Transient phosphorylation of
tumor associated microtubule
associated protin
(TMAP)/cytoskeleton associated
protein 2 (CKAP2) at Thr-596
during early phases of mitosis

홍경욱, 최용복,
이정화, 김현준,
권혜림, 성연선,
김흥태, 박주배,
배창대, 홍경만

(교신)

Exp Mol

Med (2.3)

2008;

40(4):377-386
국내
SCI

0810240

Predisposition of genetic disease
by modestly decreased expression
of GCH1 mutant allele

김요식, 최용복,
이정화, 양세훈,
조지현, 신창호,
이상도, 백문기,

홍경만
(교신)

Exp Mol

Med (2.3)

2008;

40(3):271-275
국내
SCI 0810240

원발성 폐암에서 LKB1 단백질
발현 소실에 따른 임상양상 및
조직병리할적 특성

황기은, 조향정,,,
홍경만,,,양세훈,
정은택 (공동)

Tuberculosi

s and

Respiratory

disease

2008; 64(5):

362-368
국내 없음

Transglutaminase 2 as a

cisplatin resistance marker in

non-small cell lung cancer.

Park KS, Kim
HK, Lee JH, Choi
YB, Park SY,
Yang SH, Kim
SY, Hong KM.(교
신)

Journal of

Cancer Res

and Clinical

Oncology

(2.2)

2010 ; 136(4):
493-502.

국외
SCI 0810240

Cdk1-cyclin B1-mediated

phosphorylation of

t u m o r - a s s o c i a t e d

m i c r o t u b u l e - a s s o c i a t e d

protein/cytoskeleton-associated

protein 2 in mitosis.

Hong KU, Kim
HJ, Kim HS,
Seong YS, Hong
KM, Bae CD,
Park J.(공동)

J Biol

Chem

(5.808)

2009;

284(24):16501-

12

국외
SCI 없음

Dose dependent inhibition of

GVHD with mesenchymal stem

cells in mice

Ju SY, Choi KA,

Jung YJ, Kim HS,

Park SY, Choi

YB, Hong KM,

Woo SY, Seoh JY,

Cho SJ, Ryu KH

(공동)

Cytotherapy

(3.471)

2010; 12(3):
361-70.

국외
SCI 없음

4. 연구성과 및 목표달성도

(1) 연구성과

가. 국내 및 국제 전문학술지 논문 게재 및 신청

1) 저자구분 : 교신, 제1, 공동

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

3) 지원과제번호(Acknowledgement)
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○ 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

비소세포폐암환자

의 생존과 관련

이 있는 CNV

(copy number

variation)과 관

련된 분자적 표

1차년도

암조직에서 LCM 시행

및 및 GS-CNV방법을

이용한 assay

비소세포폐암환자의 clinical

data 정리 및 암조직을 병

리적으로 분석하고, DNA와

RNA를 분리
100 33

CNV방법의 확립
20가지 kinase 및 생존과 관

련이 있는 암관련 유전자에

논문명 저자 학술대회명 지역
1)

지원과제번호

구분
1)

특허명 주출원인 출원국 출원번호

발명특허 인위적 에스엠피서열의 동시증폭을

이용한 염색체, 유전자 혹은 특정 뉴

클레오티드 서열의 카피수 측정방법

홍경만 대한민국 2005-0066736

(등록)

발명특허 TMAP/CKAP2에 특이적인 단일클론

항체

홍경만 대한민국 2008-0024453

(등록)

발명특허 SNP 어레이를 이용한 염색체, 유전

자, 혹은 특정 뉴클레오티드 서열의

카피수 측정방법

홍경만 대한민국, 미국,

일본, 중국, 캐

나다, 유럽, 호

주

10-2008-0022500

(출원)

발명특허 HER2 양성개체 진단방법 및 HER2

카피수 측정방법

홍경만 대한민국 10-2010-0012112

(출원)

발명특허 항-TMAP/CKAP2 항체를 포함하는

암의 예후 진단용 조성물

홍경만 대한민국 10-2010-0011126

(출원)

발명특허 SNA methylation 변화를 이용한 SLE를

포함한 자가면역질환의 진단방법

홍경만, 송

영욱

대한민국 출원준비중

- 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

(2) 목표달성도

가. 연구목표의 달성도
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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

지자 개발

대해 CNV를 검출할 수 있

는 assay 확립

2차년도

CNV방법의 확립

암조직을 이용한 HER2증

폭의 분자적진단방법 적

용방법 확립
100 66

정량적인 DNA

methylation 방법의 확립

10가지 유전자에 대한

quantitative promoter DNA

methylation 측정방법 확립

3차년도

유방암조직에서 HER2 증폭

검사방법의 확립 및

실험조건 확립

유방암세포주와 40여개 유

방암조직에서 HER2증폭

검사. SD등 실험조건 확

립

100 100
Co-aSNP방법을 활용하여

cell line에서 24개 유

전자의 카피수 결정

NCI-60 cell line에서 유전자

의 카피수 결정

단클론항체의 제작과 조직

면역화학염색을 통한

진단시약개발연구

CKAP2의 조직면역화학염색

을 통한 예후예측 표지자 개

발

평가의 착안점 자 체 평 가

유전자 증폭 측정을 위한 새로운

분자적 방법이 Co-aSNP방법의 확

립 및 실험조건 확립

민감성과 재현성이 뛰어나고 automation이 가능하다는 장점

이 있어서 암진단분야에서의 활용가능성이 크고 항암제 선

택의 지표를 제공해줄 수 있음

Methylation level의 측정방법의

질환에서의 응용

methylation측정을 암을 대상으로 하지는 않았지만, SLE라

는 자가면역질환을 대상으로 새로운 epigenetic marker를 개

발하였고, 아직까지 유전적인 원인으로만 설명할 수 없었던

많은 multifactorial disease들의 발생원인을 설명할 수 있는

model을 제시하였다는 점에서 의의가 크다고 할 수 있음

단클론항체의 제작과 암진단에의

응용

CKAP2항체를 개발하고 유방암에서의 overall survival과의

유의한 연관성을 밝힘으로써 새로운 암예후예측 표지자를

개발하였고, 임상에 적용할 가능성이 크다고 할 수 있음

나. 평가의 착안점에 따른 목표달성도에 대한 자체평가

5. 연구결과의 활용계획

(1) 연구종료 2년후 예상 연구성과
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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

○ 보고서 작성시 인용된 모든 참고문헌을 열거

구 분 건 수 비 고

학술지 논문 게재 4

Nature Genetics (23), Journal of Clinical

Oncology (15), Clinical Chemistry (6),

Gastroenterology (15) 등의 잡지에 투고위해

논문작성중임

산업재산권 등록 4
출원중이거나 출원예정인 특허 4건에 대해

PCT 및 해외 5개국 특허를 진행예정에 있음

기 타

(2) 연구성과의 활용계획
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