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(54) 발명의 명칭 대장암 진단 방법 및 진단키트

(57) 요 약

본 발명은 새로운 암 진단 방법 및 진단 키트에 관한 것으로서, 보다 상세하게는 (1) 염색체 상의 재현되는 게놈

변화 영역 (recurrently altered genomic region; RAR)을 관찰하고; 및/또는 (2) 상기 RAR 영역의 유전자 발현

변화를 측정하는; 과정으로 대장암 (colorectal cancer; CRC)의 예후를 판정하는 진단 방법 및 진단 키트 그리고

대장암의 진단에 사용될 수 있는 새로운 암 억제 유전자들 (tumor suppressor genes)에 관한 것이다.  본 발명의

진단 방법은 상기 RAR 영역 상에서 통계적으로 유의한 암 억제 유전자를 선택하고 그의 발현 변화를 정확히 관찰

및 측정하므로, 대장암을 포함한 각종 암 및 종양의 예후 판단 뿐만 아니라 조기 진단 등을 가능하게 한다.

대 표 도 - 도1

등록특허 10-1401749

- 1 -



특허청구의 범위

청구항 1 

대장암 진단 또는 예후 판정에 필요한 정보를 제공하기 위한 방법으로서,

(1) 환자의 시료로부터 하기 표에서 정의된 RAR(Recurrently altered genomic region)-L1을 검출하는 단계; 및

(2) 상기 검출된 RAR-L1에 속하는 암 억제 유전자 CAMTA1의 발현 정도를 측정하는 단계를 포함하는, 정보 제공

방법.

RAR 클론 크기

(Mb)
사이토밴드

a

(Cytoband)

암 관련 유전자

L1 RP3-438L4-RP11-
338N10

1.90 1p36.31-p36.23 CAMTA1

a
사이토 밴드는 UCSC 게놈 브라우저에 따른다(2004(NCBI35/hg17)버전). 

청구항 2 

삭제

청구항 3 

삭제

청구항 4 

삭제

청구항 5 

하기 표에서 정의된 RAR(Recurrently altered genomic region)-L1에 속하는 유전자 CAMTA1을 암호화하는 뉴클

레오티드, 이들의 cDNA 또는 이들에 상보적인 서열을 갖는 뉴클레오티드를 플레이트 위에 고착화시켜 제조된 대

장암 진단용 DNA 칩.

RAR 클론 크기

(Mb)
사이토밴드

a

(Cytoband)

암 관련 유전자

L1 RP3-438L4-RP11-
338N10

1.90 1p36.31-p36.23 CAMTA1

a
사이토 밴드는 UCSC 게놈 브라우저에 따른다(2004(NCBI35/hg17)버전). 

청구항 6 

제5항의 DNA 칩을 포함하는 것을 특징으로 하는 대장암 진단 키트.

청구항 7 

삭제

청구항 8 

삭제

명 세 서

발명의 상세한 설명
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    발명의 목적

        발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 새로운 대장암 진단 방법 및 진단 키트에 관한 것으로서, 보다 상세하게는 (1) 염색체 상의 재현되는[0009]

게놈 변화 영역 (RAR)을 관찰하고; 및/또는 (2) 상기 RAR 영역의 유전자 발현 변화를 측정하는; 과정으로 대장

암 (colorectal cancer; CRC)의 예후를 판정하는 진단 방법 및 진단 키트 그리고 대장암의 진단에 사용될 수 있

는 새로운 암 억제 유전자들 (tumor suppressor genes)에 관한 것이다. 

대장암 (CRC)은 2002년에 대략 전세계적으로 100만명의 환자들 (세계 전체의 9.4%)이 발생한 것으로 추산되고[0010]

있다.  대장암은 발생율에 있어서 남성에서는 4위 여성에서는 3위를 차지한다.  또한 유병율 (prevalence)은 전

세계적으로 유방암 다음으로 높고 치사율은 대략 발생율의 절반 (2002년 대략 529,000명 사망)에 이르며, 2.8백

만 명의 환자들이 대장암으로 5년 이내에 진단을 받고 생존하고 있는 것으로 추산된다.  전세계적으로 대장암의

발생에 있어서 적어도 25배 정도의 다양성이 존재하고 있다.  이러한 대장암은 발병률이 선진국에서 가장 높은

반면, 아프리카 및 아시아에서 낮은 경향이 있다.  한국에서 대장암은 2004년에 암 사망 원인 중에서 4위가 되

었으며, 이는 남성 및 여성 모두에서 나이를 기준으로 하는 대장암의 발병률이 세계 평균보다 더 높은 것이다.

이러한 지리적 차이는 대장암이 다인성 질환 (multifactoral disease)이기 때문에 아마도 환경 요인들 뿐만 아

니라 유전적 배경에 의한 것으로 판단된다.

대장암의 발병화 과정에서 다양한 돌연변이들 (multiple mutations)이 축적되는 것은 잘 알려져 있다.  대장암[0011]

에서 유전적 불안정성은 두 가지 주요 형태, 미세부수체 불안정성 (MIN; microsatellite instability) 및 염색

체 불안정성 (CIN)로 구분되어 왔다.  대략 13%의 대장암에서 미스매치 복구가 결핍되어 미세부수체 불안정성이

유발되는 반면, 나머지 87%에서 염색체 불안정성이 유전물질의 획득과 소실을 가져오는 것으로 여겨진다.  따라

서, 염색체 불안정성에 대한 연구는 잠재적인 암 유전자 (oncogenes) 및 /또는 종양 억제 유전자들을 확인하고

더 나아가 대장암의 발병 과정을 밝히도록 도와줄 수 있다.  

이와  같은  염색체  불안정성을  연구하기  위하여,  기존의  비교  게놈  하이브리디제이션  (comparative  genomic[0012]

hybridization; 이하,"CGH"라고 약칭함)이 단일 실험으로부터 나온 시료에서 다중 염색체 불균형을 조사하는 데

사용되어 왔다.  그러나 기존의 CGH 방법은 현미경적 변화 이외의 미세한 변화를 정확하게 확인하기에는 그 해

상도가 부족하였다. 모인 실험 증거들이 게놈 양의 변화가 암과 연관된 유전자의 발현 정도를 변화시키어 종양

화를 유발하는 것을 제시하기 때문에, 높은 해상도를 가진 좀 더 상세한 분석이 필요하다. 최근 들어, 기존의

CGH 방법과 마이크로어레이 기술을 조합하여 게놈 전체 DNA 복제수의 분석을 높은 정확도로 실시할 수 있게 되

었다.  어레이 CGH 는 암 유전자 또는 종양억제 유전자가 존재하는 지 여부의 게놈 이상을 탐지하는 유용한 도

구로 각광받고 있다.  또한, 어레이 CGH 는 몇 가지 게놈 이상이 종양에서 예후 마커로 제시되었기 때문에 종양

을 분자적으로 분류하는 데 사용될 수 있고 또는 치료 또는 예방을 위한 타겟 유전자를 확인하는 데 사용될 수

있다. 

본 발명자들은 대장암에서 게놈 변화 및 그의 임상병리학적 의미를 조사하기 위하여, 59명의 대장암 환자들의[0013]

미세하게 자른 조직들로부터 추출된 게놈 DNAs 를 사용하여 게놈 규모의 어레이 CGH 를 수행하였다.  그 결과,

대장암과 연관된 게놈 복제수의 다양한 변화가 새로운 재현되는 변화 영역 (recurrently altered region; 이

하,"RAR"이라고 약칭함)와 함께 관찰되었고, 어레이 CGH 에 의해 발견되는 유전적 변화와 임상병리학적 변수들

간의 연관성을 조사할 수 있었다.                      

이에 본 발명자들은 새로운 대장암 진단법을 개발하기 위하여 노력을 계속한 결과, 대장암에서 재현되는 변화[0014]

영역 (RAR) 27개를 확인하고 이로부터 얻은 대장암과 관련된 유전자들의 발현 정도를 측정하여 부정적인 예후를

나타내는 두 가지 유전자 RAR-L1 및 RAR-L20 그리고 상기 RAR-L1으로부터 종양 억제인자 (tumor suppressor)로

작용하는 CAMTA1 유전자를 분리하여 이를 이용한 대장암 진단 방법 및 진단 키트를 제공함으로써 본 발명을 성

공적으로 완성하였다.

        발명이 이루고자 하는 기술적 과제

본 발명은 새로운 대장암 예후를 판정하는 진단 방법 및 진단 키트 그리고 이에 사용되는 암 억제 유전자를 제[0015]

공하는 것을 목적으로 한다.
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상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 [0016]

(1) 염색체 상의 재현되는 게놈 변화 영역 (RAR)을 관찰하고; 및/또는[0017]

(2) 상기 RAR 상에서 특정 유전자의 발현 변화를 측정하는; 과정으로 대장암 (CRC)의 예후를 판정하는 진단 방[0018]

법을 제공한다.

또한, 본 발명은 [0019]

(1) 염색체 상의 재현되는 게놈 변화 영역 (RAR)을 관찰하는 도구; 및/또는 (2) 상기 RAR 상에 위치하는 특정[0020]

유전자의 발현 변화를 측정하는 도구;를 포함하는 대장암 (CRC)의 예후를 판정하는 진단 키트를 제공한다.

또한, 본 발명은 대장암 진단에 사용될 수 있는 암 억제 유전자를 제공한다.[0021]

    발명의 구성 및 작용

이하, 본 발명을 상세히 설명하면 다음과 같다.[0022]

본 발명은 [0023]

(1) 염색체 상의 재현되는 게놈 변화 영역 (RAR)을 관찰하고; 및/또는[0024]

(2) 상기 RAR 상에서 특정 유전자의 발현 변화를 측정하는; 과정으로 대장암 (CRC)의 예후를 판정하는 진단 방[0025]

법을 제공한다.

상기 (1) 과정에서 재현되는 게놈 변화 영역 (RAR)은 RAR-L1 (염색체 1p36의 소실) 및 RAR-L20 (염색체 21q22[0026]

의 소실) 중에서 선택된 하나 이상인 것이 바람직하다.

또한, 상기 (2) 과정에서 특정 유전자는 상기 RAR 상에 위치하는 암 억제 유전자인 것이 바람직하고, 상기 RAR[0027]

상에 위치하는 암 억제 유전자 CAMTA1 인 것은 더욱 바람직하다.  

상기 암 억제 유전자 CAMTA1 는 유전자 발현이 감소될 때 대장암을 포함하는 각종 암의 부정적인 예후를 나타내[0028]

고, 유전자 발현이 증가될 때 대장암을 포함하는 각종 암의 긍정적인 예후를 나타내게 된다. 

또한, 본 발명은 [0029]

(1) 염색체 상의 재현되는 게놈 변화 영역 (RAR)을 관찰하는 도구; 및 [0030]

(2) 상기 RAR 상에 위치하는 특정 유전자의 발현 변화를 측정하는 도구; 등을 포함하는 대장암 (CRC)의 예후를[0031]

판정하는 진단 키트를 제공한다.

상기 (1)에서 상기 재현되는 게놈 변화 영역 (RAR)은 RAR-L1 (염색체 1p36의 소실) 및 RAR-L20 (염색체 21q22[0032]

의 소실) 중에서 선택된 하나 이상인 것이 바람직하다. 

상기  (2)에서  상기  RAR  상에  위치하는  암  억제  유전자  CAMTA1  의  발현  감소를  측정하는  도구인  것이[0033]

바람직하다.

또한, 본 발명은 대장암을 포함하여 각종 암의 진단에 사용될 수 있는 암 억제 유전자를 제공한다.[0034]

상기 암 억제 유전자는 CAMTA1 유전자를 포함하는 것이 바람직하다.[0035]

이하, 실시예에 의하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다.[0036]

단, 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본 발명의 내용이 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다.  [0037]

실시예 1.  대장암에서 게놈 변화의 특징 조사[0038]

(1) 대장암 환자 및 세포 시료의 수집[0039]

본 발명에서는 1995년 및 1997년 기간 중 단국대학교 병원 (천안, 한국)에서 외과 수술을 받은 59명의 대장암[0040]

(CRC) 환자의 시료를 수집하여 강남 성모병원 연구진의 승인 하에 사용하였다.  각 환자로부터 얻은 종양 및 인

근 정상 조직은 외과적으로 적출되어 냉동고에 얼려서 보관되었다.  각 조직은 크리오톰 (cryotom)을 사용하여

젤라틴이 코팅된 슬라이드 상에 준비되었다.  이 조직은 H & E 염색을 한 후에 종양 세포가 많은 영역 (60% 이
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상) 및 정상세포 영역은 현미경 하에서 선별되고 수작업으로 해부되었다.  미세 해부된 (microdissected) 조직

은 세포용해 완충용액 (1% 프로테아제 K를 녹인 TE 완충용액)에 담가 50℃에서 12시간 동안 반응시키어 게놈

DNA 를 추출하였다.  어레이 CGH 의 대조군으로 정상조직으로부터 얻은 DNA 가 사용되었다.  분리된 DNA 는 DNA

분리 키트 (DNA purification kit; Solgent, 한국 대전)를 사용하여 순수 정제되고, NanoDrop ND-1000 스펙트

로포토미터 (NanoDrop Technologies; 델라웨어, 미국)를 사용하여 정량되었다.  종양의 조직병리학적 소견은 암

가이드라인에 관한 미국 학회의 표준 TNM 분류에 따라 훈련된 병리학자에 의해 이루어졌다.    

(2) 어레이 비교 게놈 하이브리디제이션 및 데이터 프로세싱[0041]

생거 연구소 마이크로어레이 연구진이 만든 전체 게놈에서 1 Mb 해상도를 가지는 인간 클론 어레이를 사용하였[0042]

다.   DNA  라벨링,  전하이브리디제이션,  하이브리디제이션 및 후하이브리디제이션은 하기와 같이 수행하였다.

암 조직으로부터 얻은 게놈 DNA 는 Cy3-dCTP 로 라벨링하고, 종양조직으로부터 얻은 DNA 는 Cy5-dCTP 로 라벨링

하였다. 오픈-웰 하이브리디제이션은 기존의 방법에 따라 수행되었다.  어레이는 GenePix 4100A 스캐너 (엑손

인스트루먼트사, 미국)를 사용하여 스캔되고, 이미지는 GenePix Pro 6.0을 사용하여 프로세싱 되었다. 어레이

CGH  데이터는  웹  상의  어레이  CGH  분석  인터페이스  ArrayCyGHt  를  사용하여  정상화  (print-tip  loss

normalization) 되고 재배열 되었다.  크기가 긴 삽입 클론은 Ensembl 및 UCSC 게놈 브라우저 상의 게놈 위치에

따라 맵핑 되었다. 전체적으로 2,981 BAC 클론이 처음 3,014 클론으로부터 프로세싱 되었다.  전체 클론 세트에

대한 정보는 Ensembl 인간 게놈 브라우저를 통해 얻을 수 있다.

(3) 염색체 변화에 대한 데이터 분석[0043]

각 클론에서 염색체 변화에 대한 컷-오프 값을 설정하기 위하여, 4가지의 정상 하이브리디제이션을 별도 시리즈[0044]

로 수행하였다.  대조군의 하이브리디제이션 결과에 기초하여, 복제수 이상에 대한 컷-오프 값은 각 개인의 데

이터에서 표준 오차의 3배 내외인 것으로 설정하였다.  영역 상의 복제수 변화는 2 이상의 BAC 클론들에 이어지

는 DNA 복제수 변화로 정의하고 전체 염색체를 대상으로 하지는 않았다.  각 클론에서 높은 정도의 증폭은 강도

가 로그 2 의 값이 1.0 이상 또한 상동 소실에서는 그 반대로 정의하였다.  복제수 변화의 범위는 이웃 클론 들

간의 절반 정도로 정하였다.  RAR 은 적어도 10개의 종양 시료에서 나타나는 영역 상의 복제수 변화로 정의하였

다.         

(4) 게놈 변화 조사[0045]

모두 59명의 대장암 환자의 임상병리학적 데이터는 하기 표 1 에 나타난 바와 같다.  39명의 남자 환자들과 20[0046]

명의 여자 환자들을 선발하고 수술 시 환자의 평균 연령은 58.7세 (23세부터 81세까지)인 것으로 조사되었다.

59명의 환자들 중에서, 41명의 환자들 (69.5%)은 직장암 (rectosigmoid cancer)이었고 36명의 환자들 (61.0%)

은 초기 단계의 종양으로 분류 진단되었다. 실험 진행 시 23명의 환자들은 사망하였다.  
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표 1

[0047]

상기 59명의 대장암 환자들에서 발견되는 게놈 변화 모두는 도 1 에 나타내었다.  염색체 변화의 빈도를 조사한[0048]

결과 이들 모두 무작위로 분포하는 것으로 조사되었지만, 전체 게놈을 통해 몇 가지 중요한 영역 (hot region

s)은 집중되어 있었다. 59명의 환자들에서 어레이 CGH 의 신호 강도 비율 (로그2 단위)에 관한 데이타는 웹사이

트로부터 다운로드 받을 수 있다.

각 환자마다 변화된 클론은 평균적으로 전체 2,981개 클론들 중 764.8개(58개 내지 1,540개)인 것으로 측정되었[0049]

다.  변화된 클론의 숫자는 남자들, 증상이 악화된 그룹 및 직장암에서 유의하게 더 높은 것으로 나타났다. 전

체 염색체 중에서 가장 빈번한 변화는 13q  (31/59,  52.5%),  20q  (30/59,  50.8%),  20p  (21/59,  35.6%),  7p

(20/59,  33.9%)및  8q  (29/59,  49.2%)  상의  획득  그리고  18q  (29/59,  49.2%),  18p  (27/59,  45.8%)및  17p

(26/59, 44.1%) 상의 소실인 것으로 확인되었다. 

실시예 2. 복제수 변화의 확인[0050]

본 발명은 복제수 변화를 조사하기 위하여, 다중 라이게이션 의존성 프로브 증폭 분석 (multiplex ligation-[0051]

dependent probe amplification analysis; 이하, "MLPA"라고 약칭함)을 MLPA-Aneuploidy 테스트 키트 P095 를

사용하여 (MRC, 네덜란드) 다음과 같이 수행하였다.  상기 250 ng 의 게놈 DNA 를 98℃에서 10분 동안 디네이처

시키고 완충용액을 포함하는 프로브 혼합액 3㎕ 를 첨가하였다.  그 다음 반응 혼합액을 95℃에서 1분 동안 가

열하고 60℃에서 16시간 동안 반응시켰다.  라이게이션 반응은 열에 안정한 라이게이즈 65를 사용하여 54℃에서

15분 동안 반응시켰다.  10㎕의 반응용액은 40㎕의 범용 프라이머가 포함된 PCR 반응 혼합액과 혼합하였다.  하

나의 프라이머는 그대로 두고 나머지 프라이머만 FAM [N-(3-플루안틸)말레이미드]로 라벨링 하였다.  열 반응은

95℃에서 1분, 이어서 95℃에서 30초 동안 35회 반복하고, 60℃에서 30초 그리고 72℃에서 60초 과정으로 진행

되었다.  증폭된 조각은 ABI PRISM 3730 XL DNA 분석기 (어플라이드 바이오시스템, 미국)를 사용하고 ROX-500

을 크기 마커로 사용하여 분석되었다.  PCR  산물의 피크 영역은 Genotyper  소프트웨어로 산정되고 데이터는

Coffalyser macro 로부터 얻은 단순화된 분석법을 사용하여 분석되었다.

  [0052]
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실제로 어레이 CGH 에 의해 복제수를 조사하기 위하여, 복제수 이상을 보이는 13명의 초기 대장암 환자들을 대[0053]

상으로 MLPA 분석을 수행하였다.  어레이 CGH 에 의해 확인된 복제수 이상은 MLPA 결과와 대략적으로 일치하였

다. 도 2 는 MLPA 확인 결과를 설명하고 있으며, 번호가 매겨진 12개의 피크는 각각 13번, 18번, 21번 및 X 염

색체의 복제수 이상을 보여주는 것이다.  

실시예 3. 재현되는 변화 영역의 확인[0054]

전체  염색체  변화와  더불어,  많은  영역  상의  복제수  변화가  관찰되었다.  이러한  재현되는  변화  영역[0055]

(recurrently altered regions) 중에서, 적어도 10 환자들에서 염색체의 재현되는 변화 영역은 RAR 인 것으로

명명하였으며, 구체적으로는 7개의 RAR 획득 (RAR-G) 및 20개의 RAR 소실 (RAR-L)이 관찰되었다.  하기 표 2 에

27개 RARs 의 맵 상 위치, 크기 및 암 관련 유전자들을 나열하여 나타내고 있다.  이들 중 5개의 RARs는 40% 이

상의 환자에서 관찰되었다: RAR-G4 (28/59, 47.5%), RAR-L2 (27/59, 45.8%),  RAR-L5 (25/59, 42.2%),  RAR-

L14 (28/59, 47.5%) 및 RAR-L17 (28/59, 47.5%).

표 2

[0056]

상기 RARs 에는 몇 가지 암 관련된 유전자들이 포함된다. 예를 들어, BLC11A, PLD1, ECT2, AGR2, TWIST1 및[0057]
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BIRC4 와 같은 암 유전자 (oncogenes) 뿐만 아니라 MYC 및 REL과 같은 기존의 암유전자가 상기 RAR-Gs 에 포함

된다. 또한, CAMTA1, FAF1, CTH, PTGER3, TEC, CLDN22, ING2, IRF2, ACSL5, ANXA2, RORA 및 SCO1와 같은 많은

암 억제 유전자가 상기 RAR-Ls 에 위치하고 있다. 

실시예 4. 높은 복제수로의 변화[0058]

RARs 에 위치하는 암 관련된 유전자들과 함께 높은 정도의 증폭 및 상동 삭제 (homozygous deletion)를 표 3에[0059]

정리하여 나타내었다. 

표 3

[0060]

증폭된 11개의 게놈 분절과 2개의 동종 삭제는 적어도 1명의 환자에서 확인되었다.  가장 높은 복제수 변화는 1[0061]

명의 환자에서 관찰되었지만, 17q12, 20q11 및 20q13 상의 증폭은 2명 이상의 환자에서 관찰되었다. 상기 증폭

영역에서는 EGFR, CCND2, ERBB2 및 MYBL2 와 같은 기지의 암 유전자들이 위치하고, 또한 몇 가지 암과 연관된

유전자 높은 복제수의 변화 영역에 포함되어 있었다 (표 3 참조)

실시예 5. 게놈 변화들 간의 상관성 조사[0062]

RARs 간의 연관성 분석이 이들 상호 발생율의 유의성을 조사하여 수행되었다.  서로 다른 염색체 영역 상의 모[0063]

든 가능한 RARs 간의 쌍들 (pairs)이 고려되었다. RARs 간의 5가지 쌍들이 다중 테스트 (multiple testing)로

최적화시킨 결과 서로 유의하게 연관된 것으로 조사되었다.  구체적으로 염색체 4p15 상의 RAR-L5 는 염색체

1p33 상의 RAR-L2 및 염색체 Xq24 상의 RAR-G7 와 상호 연관되고, 염색체 17p13 상의 RAR-L17 는 염색체 4p15

상의 RAR-L5 및 염색체 14q32 상의 RAR-L14 와 상호 연관되는 것으로 나타났다.  또한 염색체 4p12 상의 RAR-

L6 는 염색체 1p33 상의 RAR-L2와 상호 연관되었다.  

또한,  유의하게  상호  연관된  RARs  가  기능적으로  연관된  유전자를  공유하는지  여부를  유전자  데이터베이스[0064]

(Gene Ontology; GO)를 사용하여 조사하였다.  또한 동일한 기능적 표시를 가지지만, 2개의 연관된 RARs 상에

별도로 위치하는 유전자를 선별하였다.  또한, 3개의 RAR 쌍들이 12개의 표시를 따라 기능적으로 연관된 유전자

를 공유하는 것으로 확인되었다 (표 4 참조).
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표 4

[0065]

실시예 6. 임상병리학적 변수에 따른 유전적 변화의 차별화된 분포 조사[0066]

4가지 종류의 임상적 변수들 (연령, 단계, 성별, 종양 위치)이 미리 확인된 게놈 변화와의 상호 연관성을 조사[0067]

하기 위하여 분석되었다.  RAR-G7, RAR-L11, RAR-L12, RAR-L13, RAR-L16, RAR-L17 및 RAR-L18, 염색체 8q, 19p

및 X 의 획득 그리고 14q, 15q, Xq 및 Y 의 소실이 성별과 연관되어 있었다.  RAR-G3, RAR-L1, RAR-L2, RAR-

L5, RAR-L6 및 RAR-L20 그리고 염색체 1p 및 4p 의 획득이 암 진행 단계와 연관되는 것으로 조사되었다. RAR-

G7, RAR-L4, RAR-L9, RAR-L11 및 RAR-L12, 염색체 13q, 20p 및 20q 의 획득 그리고 18p 및 18q 의 소실이 직장

암 부위와 연관되어 있었다.

실시예 7. 게놈 변화에 따른 생존율 분석[0068]

임상병리학적 변수 및 RARs 의 예후 진단 가치를 평가하기 위하여 생존율 분석이 수행되었다.  암 진행 단계,[0069]

RAR-L1, RAR-L4 및 RAR-L20 은 낮은 생존율과 유의하게 관련되어 있었다 (도 3 참조).  특히 RAR-L1의 존재는

통계적으로 가장 높은 유의성을 가지는 것으로 관찰되었다.
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상기 분석에서 조사된 유의한 게놈 변화와 함께 연령, 성별 및 종양 진행 단계와 같은 임상적 변수들을 사용하[0070]

여 2개의 RARs (RAR-L1 및 RAR-L20), 연령 및 단계가 대장암이 나쁜 예후를 보여주는 독립적인 예측인자가 될

수 있는 것을 확인시켜 주었다 (표 5 참조).  도 3은 환자 생존율과 유의하게 연관된 2개의 RARs 를 나타내고

있다. 

표 5

[0071]

실시예 8. 생존율과 연관된 RARs 에서 암 유전자의 발현 조사[0072]

(1) 실시간 정량적 중합효소 연쇄반응 분석[0073]

한 가닥의 cDNA 가 44쌍의 암/정상 조직 및 3가지 세포주 (RKO, HT29 및 HCT116)에서 얻은 전체 RNA 로부터 M-[0074]

MLV 역전사효소 (Invitrogen, 캐나다)를 사용하여 합성되었다.  본 발명의 CAMTA1 유전자의 발현 프로파일을 분

석하기 위하여, 실시간 정량적 PCR 이 Mx3000P qPCR 시스템 및 MxPro 버전 3.0 소프트웨어(Stratagene, 미국)

를 사용하여 수행되었다. 20 ㎕의 실시간 PCR 반응 혼합액은 10 ng cDNA, 1X SYBR Green Tbr 폴리머라제 조합

(FINNZYMES, 필란드), 05X ROX 및 20 pmole 프라이머들을 포함하도록 구성되었다.  GAPDH 유전자는 각 실험 과

정에서 내부 대조군으로 사용되었다.  열 반응은 95℃에서 10분, 이어서 94℃에서 10초 동안 40회 반복하고, 54

℃에서 30초 그리고 72℃에서 30초 과정으로 진행되었다.  특정 부위의 증폭을 확인하기 위하여, 녹는점 분석이

55 내지 95℃에서 0.5℃/초로 수행되었다.  비교 정량은 △△CT 방법으로 수행되었고 안 조직에서 CAMTA1 유전

자의 발현이 40% 감소되면  낮은 발현이라고 보았다.  모든 실험은 2번 반복되었고 표준 오차 내 강도의 평균값

이 각 환자에 대하여 측정되었다. 이 때 사용한 CAMTA1 유전자의 프라이머는 서열번호 1 및 서열번호 2의 염기

서열을 각각 포함하도록 제작되었다.

(2) CAMTA1 유전자의 돌연변이 분석 [0075]

CAMTA1 유전자의 체세포 돌연변이는 PCR-direct 염기서열 결정법에 따라 검새되었다.  특정한 엑손의 증폭에 대[0076]

한 프라이머 세트는 약간 변형시킨 기존의 방법과 동일하게 제작되었다.  프라이머 서열에 대한 상세한 정보는

하기 표 6에 나타난 바와 같다. 모든 증폭 과정에서 Phusion High-Fidelity DNA 폴리머라제 (FINNZYMES, 핀란

드)를 사용하여 수행되고, PCR 산물은 MEGA-spin 젤 추출 키트(iNtRON, 한국)를 사용하여 순수 분리되었다. 
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표 6

[0077]

그 결과 상기 RAR-l1 및 RAR-20 유전자의 코딩 영역 중에서, CAMTA1 유전자는 신경성 종양에서 종양 억제 유전[0078]

자로 제시된 바 있었다.  따라서 3개의 대장암 세포주 및 44쌍의 초기 대장암에서 이 유전자의 발현 프로파일을

실시간 정량적 PCR (real-time quantitative PCR)을 수행하여 조사하였다.  유전자 발현 수치 간의 비율 (암

대 정상)이 측정되었다.  모두 3개의 세포주 및 44개 중 26개의 대장암이 정상 조직과 비교하여 CAMTA1 유전자

의 낮은 발현을 보여주었다 (도 4 참조).  특히 CAMTA1 유전자의 낮은 발현은 정상 CAMTA1 유전자와 비교하여

낮은 생존율과 유의하게 연관되어 있었다.   Cox 회귀 분석에 의하여 연령, 성별 및 단계에 따라 최적화시킨 후

에 CAMTA1 유전자의 낮은 발현이 독립적인 예측인자로서 낮은 생존율과 더욱 유의하게 연관되는 것을 알 수 있

었다 (표 7 참조). 

표 7

[0079]

또한, CAMTA1  유전자의 낮은 발현은 RAR-L1이 없는 경우 (70%,  7/10)  보다 RAR-L1  을 가진 대장암 (55.9%,[0080]

19/34)에서 더욱 빈번히 관찰되었고, 또한 발현 수준도 RAR-L1 을 가진 대장암에서 더 낮은 것으로 유의성은 없

지만  확인되었다.   또한,  CAMTA1  유전자의  낮은  발현의  기작을  조사하기  위하여,  체세포  돌연변이  (26개
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대장암) 및 메틸화 정도 (38개 대장암)가 검색되었다.  1개의 미스센스 돌연변이가 초기 대장암 (CCRC71)에서

발견되어, 이로 인해 RAR-L1 이 없는 CAMTA1 유전자의 낮은 발현이 유발되는 것을 알 수 있었다 (도 4 참조).

그러나 CAMTA1 유전자의 프로모터 영역에서 과메틸화 (hypermethylation)가 관찰되지는 않았다.

    발명의 효과

상술한 바와 같이, 본 발명은 (1) 염색체 상의 재현되는 게놈 변화 영역 (RAR)을 관찰하고; 및/또는 (2) 상기[0081]

RAR 영역의 유전자 발현 변화를 측정하는; 과정으로 대장암 (colorectal cancer; CRC)의 예후를 판정하는 진단

방법 및 진단 키트 그리고 대장암의 진단 등에 사용될 수 있는 새로운 암 억제 유전자들 (tumor suppressor

genes)에 관한 것이다.  본 발명의 진단 방법은 상기 RAR 영역 상에서 통계적으로 유의한 암 억제 유전자를 선

택하고 그의 발현 변화를 정확히 관찰 및 측정하므로, 대장암을 포함한 각종 암 및 종양의 예후 판단뿐만 아니

라 조기 진단 등이 효과적으로 이루어지게 돕는다.
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도면의 간단한 설명

도 1 은 대장암 환자의 게놈을 분석한 결과이다.[0001]

A: 대장암 환자의 게놈 프로파일들; B: 염색체 상의 획득 및 소실의 빈도들[0002]

도 2 는 어레이 CGH 를 이용하여 복제수 프로파일을 분석한 결과이다.[0003]

A: 정상 조직; B: CCRC80 종양 조직; C:종양 조직 대 정상 조직;[0004]

도 3 은 재현되는 게놈 변화 영역 (RAR)과 생존율의 상관성을 분석한 결과이다.[0005]

A: 단계; B: 염색체 1q36 상의 RAR-L1; C: 염색체 1p31 상의 RAR-L4; D: 염색체 21q22 상의 RAR-L20 [0006]

도 4 는 본 발명의 암 억제 유전자의 발현 프로파일을 분석한 결과이다.  [0007]

A: 종양/정상 강도의 비율; B: 카프란-메이어 생존율 곡선; C: 미스센스 돌연변이.[0008]
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