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특허청구의 범위

청구항 1 

1) 핵산시료로부터 서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21의 750번째 염기(TP53 (Tumor

Protein 53)유전자의 번역시작점으로부터 -12256번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 1089번

째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -11917번째) G가 A로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 1157

번째 염기(TP53  유전자의 번역시작점으로부터 -11849번째)  C가 T로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의

13446번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +441번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성 및 서열번호 21

의 15491번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +2486번째) C가 T로 치환되는 단열염기다형성으로 이루어

진 군에서 선택된 하나 이상의 다형성 빈도를 측정하는 단계; 및

 2) 단계 1)에서 측정된 실험군의 다형성 빈도를 대조군과 비교하여 상관관계를 구하는 단계를 포함하는, 한국

인에서 폐암 발생 위험도를 예측하는 방법.

청구항 2 

제1항에  있어서,  1)  단계의  다형성  빈도가  DNA  서열분석  (sequencing),  PCR-SSCP  (single  stranded

conformation  polymorphism)  분석,  RFLP  (restriction  fragment  length  polymorphism)  분석,  대립형질

(allele)  특이적 혼성화 방법, DNA 칩 방법, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 방법 및 면역블롯

(immunoblot) 방법, 스냅샷(sNaPShot) 분석 방법, TDGS(Two-dimensional Gene Scanning), Taq-Man
®
및 TOGATM

으로 구성된 군으로부터 선택된 하나 이상의 방법에 의해 측정되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 3 

제1항에  있어서,  2)  단계에서  상관관계가  스튜던트  t  -검정  (Student's  t-test),  카이-스퀘어  검정  (Chi-

square test) 및 다중 로지스틱 회귀 분석 (multiple logistic regression analysis)으로 구성된 군으로부터

선택된 하나 이상의 방법에 의해 얻어지는 것을 특징으로 하는 방법. 

청구항 4 

제1항의 방법을 이용하여 한국인에서 폐암의 유전적 위험 인자를 검사하는 진단 키트.

청구항 5 

서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21의 750번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부

터 -12256번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 1089번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로

부터 -11917번째) G가 A로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 1157번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으

로부터 -11849번째) C가 T로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 13446번째 염기(TP53 유전자의 번역시작

점으로부터 +441번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성 및 서열번호 21의 15491번째 염기(TP53 유전자의 번역

시작점으로부터 +2486번째) C가 T로 치환되는 단열염기다형성으로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상의 단일염

기다형성 부위를 증폭시킬 수 있는 프라이머쌍. 

청구항 6 

제5항에 있어서, 프라이머쌍이 서열번호:1 및 2로 기재되는 염기서열을 갖는 올리고뉴클레오티드, 서열번호:3

및 4로 기재되는 염기서열을 갖는 올리고뉴클레오티드, 서열번호:5 및 6로 기재되는 염기서열을 갖는 올리고뉴

클레오티드, 서열번호:7 및 8로 기재되는 염기서열을 갖는 올리고뉴클레오티드 및 서열번호:9 및 10로 기재되는

염기서열을 갖는 올리고뉴클레오티드로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나인 것을 특징으로 하는 프라이머쌍. 

청구항 7 

서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21의 750번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부

터 -12256번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 1089번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로

부터 -11917번째) G가 A로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 1157번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으

로부터 -11849번째) C가 T로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 13446번째 염기(TP53 유전자의 번역시작

점으로부터 +441번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성 및 서열번호 21의 15491번째 염기(TP53 유전자의 번역
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시작점으로부터 +2486번째) C가 T로 치환되는 단열염기다형성으로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상의 단일염

기다형성 부위에 혼성화할 수 있는 프로브쌍. 

청구항 8 

제7항에 있어서, 프로브쌍이 서열번호:11 및 12로 기재되는 염기서열을 갖는 올리고뉴클레오티드, 서열번호:13

및 14로 기재되는 염기서열을 갖는 올리고뉴클레오티드, 서열번호:15 및 16로 기재되는 염기서열을 갖는 올리고

뉴클레오티드, 서열번호:17 및 18으로 기재되는 염기서열을 갖는 올리고뉴클레오티드 및 서열번호:19 및 20으로

기재되는 염기서열을 갖는 올리고뉴클레오티드로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나인 것을 특징으로 하는 프로

브쌍. 

청구항 9 

서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21의 750번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부

터 -12256번째) G가 C로 치환되고 상기 750번째 염기를 포함하는 10-700개의 연속적인 DNA단편으로 구성되는 폴

리뉴클레오티드, 서열번호 21의 1089번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -11917번째) G가 A로 치환되

고 상기 1089번째 염기를 포함하는 10-700개의 연속적인 DNA단편으로 구성되는 폴리뉴클레오티드, 서열번호 21

의 1157번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -11849번째) C가 T로 치환되고 상기 1157번째 염기를 포함

하는 10-700개의 연속적인 DNA단편으로 구성되는 폴리뉴클레오티드, 서열번호 21의 13446번째 염기(TP53 유전자

의 번역시작점으로부터 +441번째) G가 C로 치환되고 상기 13446번째 염기를 포함하는 10-700개의 연속적인 DNA

단편으로 구성되는 폴리뉴클레오티드, 서열번호 21의 15491번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +2486

번째) C가 T로 치환되고 상기 15491번째 염기를 포함하는 10-700개의 연속적인 DNA단편으로 구성되는 폴리뉴클

레오티드 및 이들의 상보적인 폴리뉴클레오티드로 이루어진 군 중에서 선택된 하나 이상의 폴리뉴클레오티드로

이루어지는 폐암 감수성 진단용 마커.

청구항 10 

서열번호  21로  이루어지는  폴리뉴클레오티드에서,  서열번호 21의  750번째(TP53  유전자의 번역시작점으로부터

-12256번째) 염기가 G이고, 서열번호 21의 1089번째(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -11917번째) 염기가 G이

고,  서열번호  21의  1157번째(TP53  유전자의  번역시작점으로부터  -11849번째)  염기가  C이고,  서열번호  21의

13446번째(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +441번째) 염기가 C이고, 서열번호 21의 15491번째(TP53 유전자의

번역시작점으로부터 +2486번째) 염기가 C로 일배체형(haplotype)을 이루는 것을 특징으로 하는 감수성 진단용

마커. 

명 세 서

발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

본 발명은 한국인의 폐암 발생 위험도를 예측하는 방법 및 이를 이용한 진단 키트에 관한 것으로, 보다 구체적[0001]

으로 본 발명은 TP53 유전자의 -12256G>C, -11917G>A, -11849C>T, +441G>C 및 +2486C>T 단일염기다형성의 빈도

를 측정하여 한국인의 발암 발생 위험도를 예측하는 방법 및 이를 이용하는  진단 키트에 관한 것이다. 

    배 경 기 술

폐암은 폐에 발생하는 암이다. 흡연, 공해 등이 가장 큰 원인인 선진국형 암으로, 20세기에 들어서면서 구미 각[0002]

국에서 급격히 증가하기 시작하여 전 세계적으로 매년 130만 명 이상이 폐암으로 사망하며, 암으로 인한 사망에

서 가장 높은 비중을 차지하고 있다. 한국의 경우에도, 매년 10여 만 명의 암 환자가 새로 발생하고 5만 여명의

암 환자가 사망하고 있는 것으로 보고되었다. 더욱이 암의 발생 빈도는 최근 들어 더욱 증가하는 추세로 현재

암은 우리나라 성인 사망 원인의 2위를 차지하고 있다. 특히, 폐암은 한국 성인에서 발생하는 암중에서 약 12%

를 차지하며 위암, 간암에 이어 제3위의 발생률을 보이며 매년 남녀 모두에서 발생율이 증가하고 있다. 폐암의

발생율은 여성보다 남성에서 현저히 높으며 상대적으로 45세 미만의 젊은 환자의 비율이 높은 것으로 보고되었

다. 더구나 폐암은 진단 당시 이미 다른 장기로 전이를 하였거나 전이가 없는 경우에도 국소적으로 진행되어 근

치적절제술, 함암화학요법, 방사선치료 등의 다양한 치료법에도 불구하고 치료 후 재발과 전이에 의해 5년 생존
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율이 5% 정도에 머무르는 완치율이 매우 낮은 종양으로 암에 의한 사망율 1위를 차지하고 있다. 따라서 치료 성

적을 높이기 위해서는 폐암의 발생 및 그의 원인 기전, 암의 성장, 그리고 전이에 관여하는 분자생물학적 조절

기전 등을 규명하여 각 단계별로 대응하는 새로운 진단 및 치료 방법의 개발이 절실히 요구된다. 

1970년대부터 분자 생물학의 발달과 함께 종양 유전자 및 종양억제 유전자가 발굴되면서 암은 다단계 유전자 변[0003]

이 질환임이 규명되었다. 즉, 암은 단일 유전자 결손 질환과 달리 여러 개의 유전자가 유전자 돌연변이, 증폭,

결손, 치환 등의 단계적 변화 결과 악성으로 이행한다는 발암 기전이 제시되었다. 지금까지 '종양 유전학' 분야

에서는 이러한 분자생물학적 다단계 모델 하에 미리 예측한 특정 1-2개의 유전자를 대상으로 그 발현이나 또는

돌연변이 유무를 조사해왔으나 종양의 다단계 모델을 완벽하게 밝히거나 발암 기전 규명에 효과적이지 못했다. 

생명과학 분야의 발달로 한꺼번에 수많은 유전자들의 발현을 측정할 수 있는 기법들이 개발되었거나 개발 중이[0004]

기 때문에 21세기 생명 공학 분야는 엄청나게 축적된 유전암호들을 분석해서 그 유전자의 기능과 상호작용을 밝

히는 functional genomics 시대로 이행해 가고 있다. 유전정보를 집중화하고 컴퓨터를 이용하여 비교 분석하는

생물정보학과 더불어 초정밀 집적 마이크로어레이를 이용한 다량의 유전자 발현을 고속 검색할 수 있는 기술은

분자생물학적 지식과 현대 기계 및 전자공학의 기술을 접목시킨 것으로 유전자 발현 연구에 획기적인 전지를 마

련하였을 뿐만 아니라 functional genomics 라는 새로운 학문의 장을 개척하는 등 다양한 용도로 활용될 중요

기반 기술이다. 

최근 동일한 발암요인에 대해서도 개인이 지닌 유전적 감수성에 따라 위험도가 달라지며 이러한 개인 및 인종[0005]

간의 감수성을 구분 짓는 가장 중요한 표지자로 SNP(single nucleotide polymorphism)가 제시되고 있다. 

SNP란 개인과 개인 간의 DNA에 존재하는 한 염기쌍(single base-pair variation)의 차이를 말하는 것으로 DNA[0006]

sequence 다형성(polymorphism)중에서 가장 많이 존재하는 형태이다 (약 1개/1kb).

 SNP가 주목을 끄는 이유는 가장 높은 빈도를 보이는 변이 형태이며, 상당히 안정적인 변이이고 낮은 변이율을[0007]

보인다는 점이다. 특히, 단백질을 만드는 유전자 부위에 위치한 core SNP의 경우는 기능적 중요성을 갖기 때문

에 연구가 집중되고 있으며, 중요한 유전자들의 발현을 조절하는 부위에 대한 해당 유전자의 검색도 수행되고

있다. 또한, SNP는 DNA chip 기술과 접목되어 질병 발생에 대한 개인의 감수성 차이를 규명하여 21세기 맞춤의

학 혹은 예측의학이라는 새로운 시대로 나가는데 있어 가장 핵심적인 역할을 할 것으로 예상된다. 암 진단 및

치료의 초기 단계에서 이와 같은 약제학적으로 중요한 단백질의 유전적 다양성에 대한 효과를 고려하는 것은 항

암치료의 실패에 대한 위험성을 낮출 수 있는 중요한 요소로 작용하여개체간의 정확하고 신뢰할 수 있는 진단

및 치료 정보를 제공할 것이다. 

이와 같은 SNP 연구는 세계적으로 활발히 진행되고 있지만 각 나라마다 인종적인 차이 때문에 한계가 있다. 따[0008]

라서 국내 SNP 연구는 국제적인 경쟁력이 충분히 있으며, 호흡기암에 대한 cSNPs에 대한 연구는 많지 않으므로

SNP의 쳬계적인 발굴과 기능 연구 등에 대한 효율적인 투자가 필요한 실정이다.

본 발명은 폐암 발생을 예측할 수 있는 방법, 특히, 유전자 다형 분석을 사용하여 여자, 남성, 흡연자와 비흡연[0009]

자에서 폐암 발생 위험을 평가하는 방법에 관한 것이다. 보다 구체적으로, 본 발명은 한국인에서 암 억제 유전

자인 TP53 유전자의 다형성, haplotype과 폐암의 위험성과의 연관성을 예측하는 것이다. 

폐암은 다양한 원인에 의해서 다단계적으로 발생하는 암으로서, 특히, 암유발유전자(oncogenes)과 암 억제 유전[0010]

자의 (tumor suppressor genes)의 유전적 변이가 주요한 원인 인자 중 하나로 보고되고 있다. 대표적인 암 억제

유전자인 TP53은 염색체의 17p13.1에 위치하고 DNA의 회복, 세포주기와 세포사멸에 중요한 역할을 한다. 또한

미스센스돌연변이와 같은 유전적 변이에 의한 TP53의 기능 상실이 폐암의 암 발생과정에서 중요한 기능을 하는

것으로 보고되었다. 특히, TP53 변이는 90%이상의 소세포성폐암(small cell lung cancer, SCLC)와 50%이상의

비소세포성폐암 (non-small cell lung cancer, NSCLC)에서 나타난다. 

최근 들어서 폐암 관련 유전자의 단일염기다형성 (single nucleotide polymorphisms; SNP)과 폐암 발생 간의[0011]

연관성에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있다. 이를 통해 폐암 발생과 예후에 대한 예측으로 폐암의 치료 효율

을 높이고자 하는 폐암진단 및 평가에 유용한 다수의 바이오마커 (biomarker)가 개발 중이다. Tp53의 단일염기

다형성과 폐암 발생과의 연관성에 대해서도 많은 연구가 이뤄지고 있으나 대부분은 Arg72 또는 Pro72 단백질로

번역되는 엑손4 코돈 72의 두번째 염기의 G/C 변이에 관한 것이다(Petitjean et al.2007). 그러나 이에 대한 지

금까지의 연구들은 코돈 72의 다형성과 폐암 발병 간의 연관성에 대해 서로 모순되는 결과만을 내놓고 있으며

서로 일치점을 찾지 못하고 있는 상태이다. 일부 연구에서는 코돈 72의 다형성은 폐암 발병과 뚜렷한 연관성이

있다고 보고하나 (Nadji et al. 2007; Popanda et al. 2007) 또 다른 일부에서는 이들 사이에 전혀 연관성이
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없다고 보고하고 있다(Khadang et al. 2007; Rajaraman et al. 2007). 뿐만 아니라 코돈 72 이외에 다른 TP53

유전자의 다형성에 대해서는 연구가 거의 이뤄지지 않고 있으며 한국인에게 있어 TP53유전자의 다형성과 폐암

발병과의 연관성에 대해서는 본 발명 이전에는 전혀 연구된 바 없다. 이에 본 발명자들은 한국인에게서 암 억제

유전자인 TP53의 단일염기다형성 및 일배체형과 폐암발생과의 연관성 존부를 확인할 수 있는 방법 및 이를 이용

한 진단 키트를 찾아낸 바 본 발명은 이에 관한 것이다. 

    발명의 내용

        해결 하고자하는 과제

본 발명의 목적은 서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21의 750번째 염기(TP53 유전자의[0012]

번역시작점으로부터 -12256번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 1089번째 염기(TP53 유전자

의 번역시작점으로부터 -11917번째) G가 A로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 1157번째 염기(TP53 유전

자의 번역시작점으로부터 -11849번째) C가 T로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 13446번째 염기(TP53

유전자의 번역시작점으로부터 +441번째)  G가 C로 치환되는 단일염기다형성 및 서열번호 21의 15491번째 염기

(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +2486번째) C가 T로 치환되는 단열염기다형성의 빈도를 측정하여 한국인의

발암 발생 위험도를 예측하는 방법 및 이를 이용한 진단 키트를 제공하는 것이다. 

또한, 본 발명의 목적은 서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21의 750번째 염기(TP53 유[0013]

전자의 번역시작점으로부터 -12256번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 1089번째 염기(TP53

유전자의  번역시작점으로부터  -11917번째)  G가  A로  치환되는 단일염기다형성,  서열번호 21의  1157번째  염기

(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -11849번째) C가 T로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 13446번째

염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +441번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성 및 서열번호 21의 15491번

째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +2486번째) C가 T로 치환되는 단열염기다형성으로 이루어진 군에서

선택된 하나 이상의 다형성 부위를 증폭시킬 수 있는 프라이머쌍과 이를 포함하는 폐암 발생 위험도 진단용 키

트를 제공하는 것이다. 

또한, 본 발명의 목적은 서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21의 750번째 염기(TP53 유[0014]

전자의 번역시작점으로부터 -12256번째) G가 C로 치환되고 상기 750번째 염기를 포함하는 10-700개의 연속적인

DNA단편으로  구성되는  폴리뉴클레오티드,  서열번호  21의  1089번째  염기(TP53  유전자의  번역시작점으로부터

-11917번째) G가 A로 치환되고 상기 1089번째 염기를 포함하는 10-700개의 연속적인 DNA단편으로 구성되는 폴리

뉴클레오티드, 서열번호 21의 1157번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -11849번째) C가 T로 치환되고

상기 1157번째 염기를 포함하는 10-700개의 연속적인 DNA단편으로 구성되는 폴리뉴클레오티드, 서열번호 21의

13446번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +441번째) G가 C로 치환되고 상기 13446번째 염기를 포함하

는 10-700개의 연속적인 DNA단편으로 구성되는 폴리뉴클레오티드, 서열번호 21의 15491번째 염기(TP53 유전자의

번역시작점으로부터 +2486번째) C가 T로 치환되고 상기 15491번째 염기를 포함하는 10-700개의 연속적인 DNA단

편으로 구성되는 폴리뉴클레오티드 및 이들의 상보적인 폴리뉴클레오티드로 이루어진 군 중에서 선택된 하나 이

상의 폴리뉴클레오티드로 이루어지는 폐암 감수성 진단용 마커를 제공하는 것이다. 

본 발명의 목적은 서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21의 750번째(TP53 유전자의 번역[0015]

시작점으로부터 -12256번째) 염기가 G이고, 서열번호 21의 1089번째(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -11917

번째) 염기가 G이고, 서열번호 21의 1157째(TP53유전자의 번역시작점으로부터 -11849번째) 염기가 C이고, 서열

번호 21의  13446번째(TP53  유전자의 번역시작점으로부터 +441번째)  염기가 C이고,  서열번호 21의  15491번째

(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +2486번째) 염기가 C로 일배체형(haplotype)을 이루는 것을 특징으로 하는

감수성 진단용 마커를 제공하는 것이다. 

본 발명의 목적은 서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21의 750번째 염기(TP53 유전자의[0016]

번역시작점으로부터 -12256번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 1089번째 염기(TP53 유전자

의 번역시작점으로부터 -1197번째) G가 A로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 1157번째 염기(TP53 유전

자의 번역시작점으로부터 -11849번째) C가 T로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 13446번째 염기(TP53

유전자의 번역시작점으로부터 +441번째)  G가 C로 치환되는 단일염기다형성 및 서열번호 21의 15491번째 염기

(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +2486번째) C가 T로 치환되는 단열염기다형성으로 이루어진 군에서 선택된

하나 이상의 다형성 부위에 혼성화할 수 있는 프로브쌍을 제공하는 것이다.
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        과제 해결수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21의 750[0017]

번째 염기(TP53  유전자의 번역시작점으로부터 -12256번째)  G가 C로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의

1089번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -11917번째) G가 A로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21

의 1157번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -11849번째) C가 T로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호

21의 13446번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +441번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성 및 서열번

호 21의 15491번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +2486번째) C가 T로 치환되는 단열염기다형성의 빈

도를 측정하여 한국인의 발암 발생 위험도를 예측하는 방법 및 이를 이용한 진단 키트를 제공한다. 

또한, 본 발명은 서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21의 750번째 염기(TP53 유전자의[0018]

번역시작점으로부터 -12256번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 1089번째 염기(TP53 유전자

의 번역시작점으로부터 -11917번째) G가 A로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 1157번째 염기(TP53 유전

자의 번역시작점으로부터 -11849번째) C가 T로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 13446번째 염기(TP53

유전자의 번역시작점으로부터 +441번째)  G가 C로 치환되는 단일염기다형성 및 서열번호 21의 15491번째 염기

(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +2486번째) C가 T로 치환되는 단열염기다형성으로 이루어진 군에서 선택된

하나 이상의 다형성 부위를 증폭시킬 수 있는 프라이머쌍과 이를 포함하는 폐암 발생 위험도 진단용 키트를 제

공한다. 

또한, 본 발명은 서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21의 750번째 염기(TP53 유전자의[0019]

번역시작점으로부터 -12256번째) G가 C로 치환되고 상기 750번째 염기를 포함하는 10-700개의 연속적인 DNA단편

으로 구성되는 폴리뉴클레오티드, 서열번호 21의 1089번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -11917번째)

G가  A로  치환되고  상기  1089번째  염기를  포함하는  10-700개의  연속적인  DNA단편으로  구성되는

폴리뉴클레오티드, 서열번호 21의 1157번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -11849번째) C가 T로 치환

되고 상기 1157번째 염기를 포함하는 10-700개의 연속적인 DNA단편으로 구성되는 폴리뉴클레오티드, 서열번호

21의 13446번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +441번째) G가 C로 치환되고 상기 13446번째 염기를 포

함하는 10-700개의 연속적인 DNA단편으로 구성되는 폴리뉴클레오티드, 서열번호 21의 15491번째 염기(TP53 유전

자의 번역시작점으로부터 +2486번째) C가 T로 치환되고 상기 15491번째 염기를 포함하는 10-700개의 연속적인

DNA단편으로 구성되는 폴리뉴클레오티드 및 이들의 상보적인 폴리뉴클레오티드로 이루어진 군 중에서 선택된 하

나 이상의 폴리뉴클레오티드로 이루어지는 폐암 감수성 진단용 마커를 제공한다. 

또한, 본 발명은 서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21의 750번째(TP53 유전자의 번역[0020]

시작점으로부터 -12256번째) 염기가 G이고, 서열번호 21의 1089번째(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -11917

번째) 염기가 G이고, 서열번호 21의 1157번째(TP53유전자의 번역시작점으로부터 -11849번째) 염기가 C이고, 서

열번호 21의 13446번째(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +441번째) 염기가 C이고, 서열번호 21의 15491번째

(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +2486번째) 염기가 C로 일배체형(haplotype)을 이루는 것을 특징으로 하는

감수성 진단용 마커를 제공한다. 

또한, 본 발명은 서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21의 750번째 염기(TP53 유전자의[0021]

번역시작점으로부터 -12256번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 1089번째 염기(TP53 유전자

의 번역시작점으로부터 -1197번째) G가 A로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 1157번째 염기(TP53 유전

자의 번역시작점으로부터 -11849번째) C가 T로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 13446번째 염기(TP53

유전자의 번역시작점으로부터 +441번째)  G가 C로 치환되는 단일염기다형성 및 서열번호 21의 15491번째 염기

(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +2486번째) C가 T로 치환되는 단열염기다형성으로 이루어진 군에서 선택된

하나 이상의 다형성 부위에 혼성화할 수 있는 프로브쌍을 제공한다. 

이하, 본 발명을 상세히 설명한다. [0022]

본 발명의 한 양태에 따르면, 한국인의 발암 발생 위험도를 예측하는 방법은 [0023]

1) 핵산시료로부터 서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21의 750번째 염기(TP53 유전자[0024]

의 번역시작점으로부터 -12256번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 1089번째 염기(TP53 유전

자의 번역시작점으로부터 -11917번째) G가 A로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 1157번째 염기(TP53 유

전자의 번역시작점으로부터 -11849번째) C가 T로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호 21의 13446번째 염기(TP53

유전자의 번역시작점으로부터 +441번째)  G가 C로 치환되는 단일염기다형성 및 서열번호 21의 15491번째 염기
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(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +2486번째) C가 T로 치환되는 단열염기다형성으로 이루어진 군에서 선택된

하나 이상의 다형성 빈도를 측정하는 단계; 및

2) 단계 1)에서 측정된 실험군의 다형성 빈도를 대조군과 비교하여 상관관계를 구하는 단계를 포함한다.  [0025]

본 발명에 있어서, [0026]

서열번호 21의 750번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -12256번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성[0027]

은 -12256G>C로 표시한다.

서열번호 21의 1089번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -11917번째) G가 A로 치환되는 단일염기다형성[0028]

은 -11917G>A로 표시한다. 

서열번호 21의 1157번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -11849번째) C가 T로 치환되는 단일염기다형성[0029]

은 -11849C>T로 표시한다.

서열번호 21의 13446번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +441번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성[0030]

은 +441G>C로 표시한다.

서열번호 21의 15491번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +2486번째) C가 T로 치환되는 단열염기다형성[0031]

은 +2486C>T로 표시한다. 

본 발명에서 폐암 발생 위험도를 예측하기 위한 표지 인자로 선택된 인간 염색체 17p13.1에 위치하는 TP53 유전[0032]

자는 Gene Bank 등재번호 NT_010718로 공지되어 있으며, 본 발명에서는 서열 중 -7512445~ +7531642 서열을 서

열번호 21에 나타내었다. 

염색체 17p13.1 상의 TP53 유전자 다형성은 단일 염기 다형성이 위치하는 염색체 번호, 염색체 상의 동원체를[0033]

중심으로 한 단완 (short arm: p)부분 및 밴드 번호를 알 수 있는바, 이는 17번 염색체 상의 단완 부분의 13.1

밴드 상에 존재함을 의미한다.

본 발명에서의 용어 "다형성(polymorphism)"은 유전학적으로 결정된 집단 내에서 2이상의 대체적 서열 또는 대[0034]

체적 대립형질의 발생을 의미한다. 바람직한 다형성 마커는 선택된 집단에서 1% 이상, 더욱 바람직하기로는 10%

또는 20% 이상의 발생빈도를 나타내는 2개의 대립형질을 의미한다. 다형성 중에서, 사람에 따라 단일 염기만이

다른 것을 단일 염기 다형성(SNP)이라 한다. 

본 발명에서의 용어 "핵산시료"는 DNA(gDNA, cDNA) 그리고 RNA 분자를 포괄적으로 포함하는 의미를 갖는다. [0035]

본 발명의 방법에서 출발물질이 gDNA인 경우, gDNA의 분리는 당업계에 공지된 통상의 방법에 따라 실시될 수 있[0036]

다(참조: Rogers & Bendich (1994)).출발물질이 mRNA인 경우에는, 당업계에 공지된 통상의 방법에 총 RNA를 분

리하여 실시된다(참조: Sambrook, J. et al., Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 3rd ed. Cold Spring

Harbor  Press(2001);  Tesniere,  C.et  al.,  Plant  Mol.  Biol.  Rep.,  9:242(1991);  Ausubel,  F.M.  et  al.,

Current  Protocols  in  Molecular  Biology,  John  Willey  &  Sons(1987);  및 Chomczynski,  P.  et  al.,  Anal.

Biochem. 162:156(1987)). 분리된 총 RNA는 역전사효소를 이용하여 cDNA로 합성한다. 

본 발명의 방법에 있어서, 피검체로부터 DNA를 분리하는 방법은 당업계에 알려진 방법을 통하여 이루어질 수 있[0037]

다. 예를 들면, 조직 또는 세포로부터 DNA를 직접적으로 정제하거나 PCR과 같은 증폭 방법을 사용하여 특정한

영역을 특이적으로 증폭하고 이를 분리함으로써 이루어질 수 있다. 본 발명에 있어서, DNA란 DNA 뿐만 아니라

mRNA로부터 합성되는 cDNA도 포함하는 의미이다. 피검체로부터의 핵산 수득은 예를 들면, PCR 증폭법, 리가제

연쇄 반응(LCR)(Wu 및 Wallace, Genomics 4, 560(1989), Landegren 등, Science 241, 1077(1988)), 전사증폭

(transcription amplification) (Kwoh 등, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 1173(1989)) 및 자가유지 서열 복

제 (Guatelli 등, Proc. Natl. Acad. Sci.USA 87, 1874(1990)) 및 핵산에 근거한 서열 증폭 (NASBA)이 사용될

수 있다.

본 발명의 방법 1) 단계의 다형성 빈도를 측정하는 단계는 당업계에 공지된 다양한 방법을 응용하여 수행될 수[0038]

있다. 예를 들어, DNA 서열분석 (sequencing), PCR-SSCP (single stranded conformation polymorphism) 분석,

RFLP  (restriction  fragment  length  polymorphism)  분석,  대립형질 (allele)  특이적 혼성화 방법,  DNA  칩

방법, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 방법 및 면역블롯 (immunoblot) 방법, 스냅샷(sNaPShot) 분

석 방법, TDGS(Two-dimensional Gene Scanning), Taq-Man
®
 및 TOGATM으로 구성된 군으로부터 선택된 하나 이상

- 8 -

공개특허 10-2010-0028985



의 방법에 의해 측정될 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다. 

다형성 부위의 증폭은 당업계에 공지된 다양한 방법을 응용하여 실시될 수 있다. 예를 들어, 본 발명에 응용될[0039]

수 있는 기술은, 본 발명의 방법에 이용될 수 있는 증폭 기술은 PCR증폭 (참조: Miller, H. I. (WO 89/06700)

및 Davey, C. et al. (EP 329,822)), 리가아제 체인 반응 (LCR, Wu, D.Y. et al., Genomics 4:560 (1989)),

중합효소 리가아제 체인 반응 (Barany, PCR Methods and Applic., 1:5-16(1991)), Gap-LCR (WO 90/01069), 리

페어 체인 반응 (EP  439,182),  3SR  (Kwoh  et  al.,  PNAS,  USA,  86:1173(1989))  및  NASBA  (U.S.  Pat.  No.

5,130,238)을 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다. 가장 바람직하게는 PCR 증폭에 따라 증폭한다.

본 발명에서의 용어 "다형성 빈도"는 피검체(정상군과 환자군을 포함한다)에서 분리된 핵산시료를 분석하였을[0040]

때 피검체의 단일염기다형성 부위에서 치환된 염기가 검출되는 횟수를 말한다. 

분리된 DNA의 염기서열의 분석은 당업계에 알려진 다양한 방법에 의하여 이루어질 수 있다. 예를 들면, 디데옥[0041]

시 법에 의하여 직접적인 핵산의 뉴클레오티드 서열의 결정을 통하여 이루어지거나 단일 염기 다형성 부위의 서

열을 포함하는 프로브 또는 그에 상보적인 프로브를 상기 DNA와 혼성화시키고 그로부터 얻어지는 혼성화 정도를

측정함으로써 다형성 부위의 뉴클레오티드 서열을 결정하는 방법 등이 이용될 수 있다. 혼성화의 정도는 예를

들면, 검출 가능한 표지를 표적 DNA에 표지하여, 혼성화된 표적 DNA 만을 특이적으로 검출함으로써 이루어질 수

있으나, 그외 전기적 신호 검출방법 등이 사용될 수 있다. 

본 발명의 방법 2) 단계에서 상관관계는 당업계에 공지된 다양한 방법을 응용하여 수득할 수 있다. 예를 들어,[0042]

스튜던트  t  -검정  (Student's  t-test),  카이-스퀘어  검정  (Chi-square  test)  및  다중  기호  회귀  분석

(multiple logistic regression analysis)으로 구성된 군으로부터 선택된 하나 이상의 방법에 의해 수득할 수

있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.  

예를 들어, 폐암 발생의 위험도 분석에 있어서 로지스틱회귀분석을 통해 구한 오즈비와 95% 신뢰구간의 결과가[0043]

폐암 발생의 위험도를 분석하는 기준이 된다.

상기 오즈비는 대조군에서 해당 단일 염기 다형성/일배체형을 가질 확률에 대한 환자군 중에서 해당 단일 염기[0044]

다형성/일배체형을 가질 확률의 비율을 나타낸다. 오즈비가 1을 초과하는 경우 해당 단일 염기 다형성/일배체형

이 환자군과 폐암 발생 여부와 연관성이 있음을 나태낸다. 오즈비가 클수록 상기 연관성도 증가한다. 

상기 95% 신뢰구간은 해당 오즈비가 존재할 확률이 95%인 구간을 나타내는 것이다. 즉, 신뢰구간의 하계가 1 이[0045]

하이고 상계가 1 이상인 경우에는 질병과의 연관성을 유의하다고 판단할 수 없다. 

p-value< 0.05일 때 폐암과의 연관성이 유의하다고 판단할 수 있다. 즉, 위험도 오즈비가 유의한 것으로 판단할[0046]

수 있다. 

24명의 한국인을 대상으로 TP53의 단일염기다형성을 분석한 결과 13개의 단일염기다형성을 발견하였으며, 이중[0047]

5개인 -12256G>C, -11917G>A, -11849C>T, +441G>C 및 +2486C>T 에 대해서만 환자군과 정상군을 포함한 총 595

명의 대상군에서 유전자형분석을 수행하였다. 

본 발명자들은 로지스틱 회귀 분석을 통하여 연령, 성별 및 흡연 여부를 보정한 환자군 및 정상군의 TP53 유전[0048]

자의 -12256G>C, -11917G>A, -11849C>T, +441G>C 및 +2486C>T 다형성 빈도를 구하고, 폐암 발생 위험도 간의

상관관계를 분석하였다. 

TP53의 단일 염기 다형성(-12256G>C, -11917G>A, -11849C>T, +441G>C 및 +2486C>T의)의 분포와 폐암 발생 위험[0049]

도 간의 상관관계를 알아본 결과, 폐암 발생 위험도에 있어서 환자군과 정상군 간에 거의 차이를 나타내지 않았

다.

또한, 본 발명에서는 상기 5개의 다형성 간에 높은 연관 비평형(Linkage disequilibrium,LD) 을 나타나기 때문[0050]

에,  일배체형  3(-12256G,  -11917G,  -11849C,  +441C  및  +2486C),  일배체형  1(-12256G,  -11917G,  -11849C,

+441G, +2486C) 및 일배체형 2 (-12256C, -11917G, -11849C, +441C, +2486T) 와 폐암 발생 위험도 간의 상관관

계도 분석하였다. 구체적으로, 각 다형성의 일배체형에 대한 오즈비(ORs) 및 이들의 95% 신뢰구간(CI)을 일배체

형을 비교함으로써 폐암 위험도와의 연관성을 평가하였다. 

일배체형 1(-12256G, -11917G, -11849C, +441G, +2486C) 및 일배체형 2 (-12256C, -11917G, -11849C, +441C,[0051]

+2486T) 와는 달리 일배체형 3(-12256G, -11917G, -11849C, +441C 및 +2486C)은 다른 일배체형들에 비하여 폐

암  발생  위험도를  증가시켰다.  codominant의  경우  오즈비=1.63,  95%  CI=  1.11-2.40,  P=0.01을  나타냈고,
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dominant의 경우 오즈비= 1.80, 95% CI= 1.17-2.77, P=0.007을 나타냈다.  

이에, 대상군을 보다 하위그룹으로 세분화하여 하위그룹에서의 일배체형 3의 빈도를 조사하여 일배체형 3과 폐[0052]

암 발생 위험도 간의 상관관계를 분석하였다. 하위그룹은 성별, 흡연여부 및 세포 타입에 따라 분류하였다. 

특히, 하위그룹 중 남성, 흡연자, 선암 세포 환자군에게서 일배체형 3과 폐암 발생 위험도 간의 상관관계가 유[0053]

의하게 나타났다. 일배체형 3을 가진 남성, 흡연자, 선암 세포 환자군은 폐암 발생 위험도가 증가하였다.(P-값

<0.05)

남성에게서 일배체형 3과 폐암 발생 위험도 간의 상관관계가 유의하게 나타났다. 구체적으로, -/ht3(일배체형[0054]

3)의 유전자형의 경우 analyzing models referent에서는 오즈비=1.93, 95% 신뢰구간=1.12-3.32, P-값=0.02 및

dominant에서는 오즈비=1.79, 95% 신뢰구간=1.06-3.03, P-값=0.03을 나타냈다. 

또한, 흡연자에게서 일배체형 3과 흡연 발생 위험도 간의 상관관계가 유의하게 나타났다. 구체적으로, 흡연자에[0055]

서 -/ht3(일배체형3)의 유전자형의 경우 analyzing  models  referent에서는 오즈비=2.03,  95%  신뢰구간=1.15-

3.57, P-값=0.01 및 dominant에서는 오즈비=1.86, 95% 신뢰구간=1.08-3.22, P-값=0.03을 나타냈다. 

또한, 세포 타입 중 선암에게서 일배체형 3과 흡연 발생 위험도 간의 상관관계가 유의하게 나타났다. 구체적으[0056]

로, -/ht3(일배체형3)의 유전자형의 경우 analyzing models referent에서는 오즈비=2.44, 95% 신뢰구간=1.21-

4.92, P-값=0.01, codominant에서는 오즈비=2.18, 95% 신뢰구간=1.18-4.00, P-값=0.01 및 dominant에서는 오즈

비=2.46, 95% 신뢰구간=1.24-4.87, P-값=0.01을 나타냈다.(표4 참조)

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 상기 방법을 이용하여 한국인에서 폐암의 유전적 위험 인자를 검사하[0057]

는 진단 키트를 제공한다. 

본 발명의 키트는 하기 기술할 프라이머를 필수 구성요소로 하는바, 프라이머에 대한 상세한 설명은 본 발명의[0058]

키트에 이용되는 프라이머에도 적용된다. 따라서, 반복적인 기재에 따른 본 명세서의 과도한 복잡성을 피하기

위해 그 기재를 생략한다.

본 발명의 키트가 PCR 증폭반응에 적용되는 경우, 예컨대 본 발명의 키트는 선택적으로, PCR 증폭에 필요한 시[0059]

약,  예컨대,  완충액,  DNA  중합효소  (예컨대,  Thermus  aquaticus  (Taq),  Thermus  thermophilus  (Tth),

Thermusfiliformis, Thermis flavus, Thermococcus literalis 또는 Pyrococcus furiosus (Pfu)로부터 수득한

열 안정성 DNA 중합효소), DNA 중합 효소 조인자 및 dNTPs를 포함할 수 있다. 본 발명의 키트는 상기한 시약 성

분을 포함하는 다수의 별도 패키징 또는 컴파트먼트로 제작될 수 있다. 

또한, 본 발명의 다른 양태에 따르면  본 발명은 서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21[0060]

의 750번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -12256번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호

21의 1089번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -1197번째) G가 A로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호

21의 1157번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -11849번째) C가 T로 치환되는 단일염기다형성, 서열번

호 21의 13446번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +441번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성및 서열

번호 21의 15491번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +2486번째) C가 T로 치환되는 단열염기다형성으로

이루어진 군에서 선택된 하나 이상의 다형성 부위를 증폭시킬 수 있는 프라이머쌍을 제공한다. 

 본 발명에서 TP53 유전자의 폐암 발암 관련 SNP를 탐색하기 위해서는 프라이머 디자인이 중요하다. 당업자가[0061]

디자인할 수 있는 모든 프라이머가 본 발명의 프라이머 범위에 포함될 수 있다. 

바람직하게는, 상기 프라이머쌍 중에서 전방향 프라이머 역방향 프라이머는 SNPs염기에 인접한 서열과 어닐링[0062]

할 수 있는 뉴클레오티드 서열을 포함하여, 상기 전방향 또는 역방향 프라이머 3` 말단은 상기 SNPs염기에 매칭

되는 염기를 갖는다. 

예를 들어, 750번째 뉴클레오티드에 있는 SNP인 "C"를 검출하여 TP53 유전자 다형성을 동정하는 경우, 상기 SNP[0063]

의 업스트림에 상보적인 서열을 전방향 프라이머로서 이용할 수 있으며, 역방향 프라이머 3` 말단은 상기 SNP에

매칭되는 염기 즉, "C" 염기를 가지며, 나머지 부분은 서열번호 21에서 750번째 뉴클레오티드의 다운스트림에

위치한 서열과 실질적으로 대응되는 서열을 갖는다. 이러한 프라이머쌍을 이용하여 750번째 SNP를 검출하는 증

폭 반응을 실시할 수 있다. 

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 프라이머쌍은 서열번호:1 및 2로 기재되는 염기서열을 갖는 올[0064]

리고뉴클레오티드, 서열번호:3 및 4로 기재되는 염기서열을 갖는 올리고뉴클레오티드, 서열번호:5 및 6로 기재
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되는 염기서열을 갖는 올리고뉴클레오티드, 서열번호:7 및 8로 기재되는 염기서열을 갖는 올리고뉴클레오티드

및 서열번호:9 및 10로 기재되는 염기서열을 갖는 올리고뉴클레오티드로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나일

수 있다. 

Loci[0065] primer　 Sequence

-12256G>C Forward CGATTCGAGGACTCAACTCACTAG

; 서열번호 1

Reverse GGCTGGCTCAGCTGTGT

; 서열번호 2

-11917G>A Forward CTGTGCTTCCCTCCTCTTCTG

; 서열번호 3

Reverse GCTAAGGAACACAGTGCTTTCAAAA

; 서열번호 4

-11849C>T Forward TGAAAGCACTGTGTTCCTTAGCA

;서열번호 5

Reverse CGGAAGGTGGACCGAAATCC

; 서열번호 6

+441G>C Forward CCAGATGAAGCTCCCAGAATGC

; 서열번호 7

Reverse GCCGCCGGTGTAGGA

; 서열번호 8

+2486C>T Forward GCCTCTGCTTGCCTCTGA

; 서열번호 9

Reverse GGTGGATGGGTAGTAGTATGGAAGA

; 서열번호 10

본 발명에서의 용어 "프라이머"란 적절한 버퍼 중의 적절한 조건(예를 들면, 4개의 다른 뉴클레오시드 트리포스[0066]

페이트 및 DNA, RNA 폴리머라제 또는 역전사 효소와 같은 중합체) 및 적당한 온도 하에서 주형-지시 DNA 합성의

시작점으로서 작용할 수 있는 단일가닥 올리고뉴클레오티드를 말한다. 

상기 프라이머의 적절한 길이는 사용목적에 따라 달라질 수 있으나, 통상 15 내지 30 뉴클레오티드이다 짧은 프[0067]

라이머 분자는 일반적으로 주형과 안정한 혼성체를 형성하기 위해서는 더 낮은 온도를 필요로 한다. 프라이머

서열은 그 3'말단이 TP53의 SNP부위와 정렬하는 것이 바람직하다. 상기 프라이머는 SNP 부위를 포함하는 표적

DNA에 혼성화하고, 상기 프라이머가 완전한 상동성을 보이는 대립형질 형태의 증폭을 개시한다. 이 프라이머는

반대편에 혼성화하는 제2프라이머와 쌍을 이루어 사용된다. 증폭에 의하여 두개의 프라이머로부터 산물이 증폭

되고, 이는 특정 대립형질 행태가 존재한다는 것을 의미한다.

또한, 본 발명의 다른 양태에 따르면 본 발명은 서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21[0068]

의 750번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -12256번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호

21의 1089번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -1197번째) G가 A로 치환되는 단일염기다형성, 서열번호

21의 1157번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -11849번째) C가 T로 치환되는 단일염기다형성, 서열번

호 21의 13446번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +441번째) G가 C로 치환되는 단일염기다형성 및 서

열번호 21의 15491번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +2486번째) C가 T로 치환되는 단열염기다형성으

로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상의 다형성 부위에 혼성화할 수 있는 프로브쌍을 제공한다. 당업자가 디자
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인할 수 있는 모든 프로브가 본 발명의 프로브 범위에 포함될 수 있다. 

본 발명에서의 용어 "프로브"는 특정 뉴클레오티드 서열에 혼성화될 수 있는 디옥시뉴클레오티드 및 리보뉴클레[0069]

오티드를 포함하는 자연 또는 변형되는 모노머 또는 결합을 갖는 성형의 올리고머를 의미한다. 바람직하게는,

프로브는 혼성화에서의 최대 효율을 위하여 단일가닥일 수 있다. 프로브는 바람직하게는 디옥시리보뉴클레오티

드일 수 있다. 본 발명에 이용되는 프로브로서, 본 발명의 SNP에 완전하게(perfectly) 상보적인 서열이 이용될

수 있으나, 특이적 혼성화를 방해하지 않는 범위 내에서 실질적으로(substantially) 상보적인 서열이 될 수도

있다. 본 발명에 이용되는 프로브는 TP53 유전자 염기서열 중 -12256G>C, -11917G>A, -11849C>T, +441G>C 및

+2486C>T을 적어도 하나 이상 포함하는 DNA 단편에 혼성화될 수 있는 서열을 포함한다. 보다 바람직하게는, 상

기 프로브의 3` 말단, 5` 말단은 상기 SNPs 염기에 상보적인 염기를 갖는다. 일반적으로, 혼성화에 의해 형성되

는 듀플렉스(deuplex)의 안정성은 말단의 서열의 일치에 의해 결정되는 경향이 있기 때문에,  3` 말단, 5` 말단

에  SNP 염기에 상보적인 염기를 갖는 프로브에서 말단 부분이 혼성화되지 않으면, 이러한 듀플렉스는 해체될

수도 있다. 

혼성화에 적합한 조건은 Joseph  Sambrook,  et  al.,  Molecular  Cloning,  A  Laboratory  Manual,  Cold  Spring[0070]

Harbor  Laboratory  Press,  Cold  Spring  Harbor,  N.Y.(2001)  및  Haymes,  B.  D.,  et  al.,  Nucleic  Acid

Hybridization, A Practical Approach, IRL Press, Washington, D.C. (1985)에 개시된 사항을 참조하여 결정할

수 있다. 혼성화에 이용되는 조건은 온도, 이온세기 (완충액 농도) 및 유기 용매와 같은 화합물의 존재 등을 조

절하여 결정될 수 있다. 이러한 조건은 혼성화되는 서열에 의존하여 다르게 결정될 수 있다. 

본원발명의 바람직한 구현예에 따르면, 폐암 발생 위험도를 측정하는 방법에 있어서, 다형성 빈도를 측정하는[0071]

단계에서 바람직하게는 TaqMan
®
사용하여 다형성의 빈도를 측정하도록 할 수 있다. TaqMan

®
probe는 5'말단은 형

광물질(FAM등)로  3'말단은  quencher물질(TAMRA등)로  수식한  ologonucleotide(TaqMan  TM  probe)를  말한다.

TaqMan TM probe를 PCR반응용액에 첨가하면 annealing step에서 template DNA에 특이적으로 혼성화하지만 프로

브  상에  quencher에  의해  형광  발색은  억제된다.  extension  step에서  Taq  DNA  polymerase가  같는  5'→3'

exonuclease활성으로 template에  hybridize한  TaqMan  TM  probe가  분해되어 형광색소가 프로브에 유리되면서

quencer에 의한 억제가 해제되어 형광을 띄게 된다. 

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 프로브쌍은 서열번호:11 및 12로 기재되는 염기서열을 갖는 올[0072]

리고뉴클레오티드, 서열번호:13 및 14로 기재되는 염기서열을 갖는 올리고뉴클레오티드, 서열번호:15 및 16으로

기재되는 염기서열을 갖는 올리고뉴클레오티드, 서열번호:17 및 18로 기재되는 염기서열을 갖는 올리고뉴클레오

티드 및 서열번호:19 및 20으로 기재되는 염기서열을 갖는 올리고뉴클레오티드로 이루어진 군에서 선택된 하나

일 수 있다.  

Loci[0073] 　 Sequence

-12256G>C Forward CGATTCGAGGACTCAACTCACTAG

; 서열번호 1

Reverse GGCTGGCTCAGCTGTGT

; 서열번호 2

VIC CCTCCCGTAGCTCC

; 서열번호 11

FAM CCTCCCCTAGCTCC

; 서열번호 12

-11917G>A Forward CTGTGCTTCCCTCCTCTTCTG

; 서열번호 3

Reverse GCTAAGGAACACAGTGCTTTCAAAA

; 서열번호 4

VIC CTGTTCGCCTCTCCT

; 서열번호 13

FAM CTGTTCGCTTCTCCT

; 서열번호 14

-11849C>T Forward TGAAAGCACTGTGTTCCTTAGCA

;서열번호 5

Reverse CGGAAGGTGGACCGAAATCC

; 서열번호 6
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VIC CAGCAAGAGGCCCG

; 서열번호 15

FAM CAGCAAAAGGCCCG

; 서열번호 16

+441G>C Forward CCAGATGAAGCTCCCAGAATGC

; 서열번호 7

Reverse GCCGCCGGTGTAGGA

; 서열번호 8

VIC TCCCCGCGTGGCC

; 서열번호 17

FAM CTCCCCCCGTGGCC

; 서열번호 18

+2486C>T Forward GCCTCTGCTTGCCTCTGA

; 서열번호 9

Reverse GGTGGATGGGTAGTAGTATGGAAGA

; 서열번호 10

VIC CCCTGGGCCCACCT

; 서열번호 19

　 FAM CCCCTGGGTCCACCT

;서열번호 20

또한, 본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21[0074]

의 750번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -12256번째) G가 C로 치환되고 상기 750번째 염기를 포함하

는 10-700개의 연속적인 DNA단편으로 구성되는 폴리뉴클레오티드, 서열번호 21의 1089번째 염기(TP53 유전자의

번역시작점으로부터 -1197번째) G가 A로 치환되고 상기 1089번째 염기를 포함하는 10-700개의 연속적인 DNA단편

으로 구성되는 폴리뉴클레오티드, 서열번호 21의 1157번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -11849번째)

C가  T로  치환되고  상기  1157번째  염기를  포함하는  10-700개의  연속적인  DNA단편으로  구성되는

폴리뉴클레오티드, 서열번호 21의 13446번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +441번째) G가 C로 치환되

고 상기 13446번째 염기를 포함하는 10-700개의 연속적인 DNA단편으로 구성되는 폴리뉴클레오티드, 서열번호 21

의 15491번째 염기(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +2486번째) C가 T로 치환되고 상기 15491번째 염기를 포

함하는 10-700개의 연속적인 DNA단편으로 구성되는 폴리뉴클레오티드 및 이들의 상보적인 폴리뉴클레오티드로

이루어진 군 중에서 선택된 하나 이상의 폴리뉴클레오티드로 이루어지는 폐암 감수성 진단용 마커을 제공한다. 

본 발명에서 용어, "마커"는 게놈에 있는 특정 서열로 특정 형질 다형성(polymorphism)을 가리키는 표지로서 이[0075]

용될 수 있는 것을 의미한다. 

본 발명에서 용어, "뉴클레오티드"는 단일 가닥 또는 이중 가닥 형태로 존재하는 디옥시리보뉴클레오티드 또는[0076]

리보뉴클레오티드이며,  다르게  특별하게  언급되어  있지  않은  한  자연의  뉴클레오티드의  유사체를  포함한

다.(Scheit,  Nucleotide  Analogs,  John  Wiley,  New  York(1980);  Uhlman  및  Peyman,  Chemical  Reviews,

90:543-584(1990))

DNA 단편의 크기는 전체 유전자의 full length가 아닌 한 다형성 부위의 염기를 포함하는 어떤 크기의 단편이라[0077]

도 무방하나, 바람직하게는 10 내지 수백 염기인 것을 특징으로 하며, 더욱 바람직하게는 10-700개 염기인 것을

특징으로 한다.

10-30개 염기의 경우는 상기 SNP를 탐지하기 위한 프로브 내지 프라이머로 이용할 수 있으며, 그 이상의 염기의[0078]

경우는 PCR-RFLP등에 이용될 수 있다.

또한, 본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 서열번호 21로 이루어지는 폴리뉴클레오티드에서, 서열번호 21[0079]

의 750번째(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 -12256번째) 염기가 G이고, 서열번호 21의 1089번째(TP53 유전자

의 번역시작점으로부터 -11917번째) 염기가 G이고, 서열번호 21의 1157번째(TP53유전자의 번역시작점으로부터

-11849번째) 염기가 C이고, 서열번호 21의 13446번째(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +441번째) 염기가 C이

고, 서열번호 21의 15491번째(TP53 유전자의 번역시작점으로부터 +2486번째) 염기가 C로 일배체형(haplotype)을

이루는 것을 특징으로 하는 감수성 진단용 마커를 제공한다. 
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본 발명에서 용어 "일배체형(haplotype)"은 개체로부터 단일 유전자에 대한 복수의 다형성 및 개체마다 상이한[0080]

다수의 다형성 부위에서 변이의 특정 조합을 말한다. 상기 일배체형은 각각의 단일염기다형성 부위를 포함하는

폴리뉴클레오티드 단편들의 조합 또는 복수의 단일염기다형성 부위를 포함하는 폴리뉴클레오티드 단편으로 이루

어질 수 있다. 바람직하게는, 전자의 경우에는 각 단편이 10-700개의 염기를 포함할 수 있고 후자의 경우에는

수백 개 이상의 염기를 포함할 수 있다.  

최근 연구들에서는 질병과의 연관성을 예측하는데 있어서 단일 염기 다형성 분석보다 일배체형 분석을 보다 상[0081]

위에 두고 있다. (Sun, T., et al., J. Natl. Cancer Inst., 96, 1030-1036, 2004; Zhang, X., et al., J.

Med. Genet., 42, 479-484, 2005; Judson, R., et al., Pharmacogenomics, 1, 15-26, 2000; 및 Judson, R. 및

Stephens, J. C., Pharmacogenomics, 2, 7-10, 2001).

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체적[0082]

으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다. 

        효 과

이상,  상기에서  살펴본  바와  같이  본  발명  TP53  유전자의  -12256G>C,  -11917G>A,  -11849C>T,  +441G>C  및[0083]

+2486C>T 다형성의 빈도를 측정하여 한국인의 발암 발생 위험도를 예측하는 방법 및 이를 이용한 진단 키트는

암 억제 유전자 TP53의 단일염기다형성 및 이의 일배체형과 한국인 폐암 발생과의 연관성을 확인하여 TP53이 폐

암의 유전적인 위험 인자로서, 폐암의 치료 진단 표지 인자로 사용 가능한지를 확인하는데 사용될 수 있다.  

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용

실시예 1. 피검자의 선정 및 측정[0084]

본 연구는 2001년  10월부터 2004년  4월까지 폐암 및 유방암,  난소암 유전체센터/고려대 병원 (안암,  안산,[0085]

구로)에서 폐암 진단받은 환자군 299명과 심혈관 유전체센터, 알러지/호흡계질환 유전체센터와 계명대 동산 병

원에서 모집된 정상군 296명에서 동의서를 받아 진행되었다. 정상군은 소변검사, 혈액검사, 가슴 방사선 사진

등을 포함하는 물리적 검사, 과거 병력, 실험실 검사를 거쳐 선택하였으며 식이, 흡연, 음주와 과거병력등을 인

터뷰를 통해 확인하였다. 본 실험의 목적 달성을 위하여 이전에 적어도 하루에 한번 흡연을 한 사람을 흡연자로

보았다. 본 연구는 해당기관의 생명윤리 심의위원회 심의를 통과하여 진행되었다. 이러한 환자군과 정상군의 임

상학적 특징은 표1에 정리되어 있다.  

 [0086]

<표 1> 폐암 환자 및 정상 대조군의 임상학적 특징 [0087]

특징[0088] 대조군 실험군 p-value

집단의 크기 n = 296 n = 299

 평균 연령(평균±표준편차) 51.8±3.2 62.3±0.3 <0.0001

성별, n

남성 283 219 <0.0001

여성 16 80

흡연, n

비흡연자 90 76 0.009

흡연자 204 204

불분명한 자 5 19

실시예 2. 염기서열 분석(sequence analysis)[0089]

24명의 한국인 DNA샘플을 대상으로 ABI prism 3700 DNA analyzer(Foster City, CA)를 이용하여 TP53의 프로모[0090]

터 부위, 엑손-인트론 경계 부위 및 모든 엑손(exon)을 포함하는 모든 부위의 서열 분석을 하였다. 증폭 및 서

열 분석을 위한 모든 프라이머는 GenBank sequence(OMIM No. 191170)를 기초로 하여 디자인하였다. 서열변이는

크로마토그램에 의해 확인하였다. 

그 결과 24명의 한국인을 대상으로 TP53의 단일염기다형성을 분석한 결과 13개의 단일염기다형성을 발견하였으[0091]

며, 위치, 빈도(7.5%초과),  LD,  일배체 태깅 상태를 기초로 하여 13개 중에서 5개인 -12256G>C,  -11917G>A,
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-11849C>T, +441G>C 및 +2486C>T 만 환자군과 정상군을 포함한 총 595명의 대상군에서의 유전자형분석 대상으로

선택하였다. 정상군과 환자군 모두의 유전자형 빈도는 HWE상태에 있었다. 결과는 하기 표2에서 나타난 바와 같

다. 

[0092]

진한 글씨체는 표본 집단이 환자군과 정상군을 포함한 595명을 대상으로 한 단일 염기 다형성을 분석한 결과이[0093]

고, 연한 글씨체는 이보다 작은 크기의 표본 집단인 환자군과 정상군을 포함한 24명을 대상으로 단일 염기 다형

성을 분석한 결과이다. 

상기 표에서 UTR은 비번역 구간을 의미한다. [0094]

실시예 3. 유전자형 분석[0095]

3-1. 피검자의 genomic DNA 준비 [0096]

실험 수행을 위해 동의를 받은 환자군과 정상군을 포함한 총 595명의 대상군에서 채취한 혈액에서 Puregene DNA[0097]

purification system을 이용해 게놈 DNA (genomic DNA; gDNA)를 추출하였다.

3-2. 표적 DNA의 증폭 및 SNP 분석 [0098]

유전자형 분석을 통한 다형성 빈도 측정은 Taq-Man
®
으로 수행하였다. [0099]

TP53의 다형성 부위의 유전자형분석을 위한 모든 프라이머(primer)와 프로브(probe)는 TaqMan system 분석용으[0100]

로 Primer Express (Applied Biosystems)을 이용해 디자인하였으며 프로브는 형광물질, FAM과 VIC으로 표시하

였다.  PCR은 900nM  PCR  프라이머와 200nM의 TaqMan  MGB  프로브 존재 하에서 UNG  (Applied  Biosystems)없이

TaqMan Universal Master Mix를 이용하여 실시하였다. 이 반응은 20ng의 genomic DNA를  전체 5ul의 volume으

로 384 well에서 수행하였다. PCR이 끝난 후에 Prism 7900HT instrument로 옮겨져서 fluoresce intensity를 측

정하여 유전자형분석을 수행하였다. The  reactions  were  carried  out  in  a  384-well  format,  with  a  total

reaction  volume  of  5  ul  using  20  ng  of  genomic  DNA.  The  plates를 thermal  cycler  (PE  9700,  Applied

Biosystems) 안에 넣고 and heated at 50 22분 동안 50℃로 가열하고 10분 동안 95℃로 가열한 후 95℃에서 15

초간 회전 후 다시 60?에서 1분간 회전시켰다. The TaqMan assay plates를 각 웰의 형광도를 분석하기 위해 a

Prism 7900HT instrument (Applied Biosystems)로 옮겼다. automated software (SDS 2.1)를 이용해 형광도 데

이터를 분석하였다.

- 15 -

공개특허 10-2010-0028985



<표 3> Sequences of amplifying, Taqman probe for TP53 polymorphisms genotyping[0101]

Loci[0102] 　 Sequence

-12256G>C Forward CGATTCGAGGACTCAACTCACTAG

Reverse GGCTGGCTCAGCTGTGT

VIC CCTCCCGTAGCTCC

FAM CCTCCCCTAGCTCC

-11917G>A Forward CTGTGCTTCCCTCCTCTTCTG

Reverse GCTAAGGAACACAGTGCTTTCAAAA

VIC CTGTTCGCCTCTCCT

FAM CTGTTCGCTTCTCCT

-11849C>T Forward TGAAAGCACTGTGTTCCTTAGCA

Reverse CGGAAGGTGGACCGAAATCC

VIC CAGCAAGAGGCCCG

FAM CAGCAAAAGGCCCG

+441G>C Forward CCAGATGAAGCTCCCAGAATGC

Reverse GCCGCCGGTGTAGGA

VIC TCCCCGCGTGGCC

FAM CTCCCCCCGTGGCC

+2486C>T Forward GCCTCTGCTTGCCTCTGA

Reverse GGTGGATGGGTAGTAGTATGGAAGA

VIC CCCTGGGCCCACCT

　 FAM CCCCTGGGTCCACCT

3-3. 통계분석 (statistical analysis)[0103]

카이제곱 분석(chi-square test)을 통해 개별 변이가 군집 내 각 좌위에서 HWE 상태에 있는지를 결정했다. HWE[0104]

상태는 하아디-와인버그 평형 (Hardy- Weinberg equilibrium)의 상태를 나타내는 것으로 정상군과 환자군의 하

이디-와인버그 평형 여부를 나타내는 것이다. 두 개의 대립 형질이 환자군과 정상군에서 나타나는 빈도가 통계

적으로 유의한지를 분석하기 위해 사용하였다. 로지스틱 회귀 분석 (logistic regressions)을 통해 나이, 성별

및  흡연  유무를  공변수로서  보정하여  p-값을  산출했다.  각  locus의  대립형질  빈도  (p  및  q=1-p)에  대한

heterozygosity(H)을  구하기 위한 계산식은 H=1-p2-q2=2p(1-p)이다.  또한  모든 대립형질사이에 연관 불균형

(linkage  disequilibrium),  르원틴 D'(lewontin's  D'(|D'|))  및 r
2
을 측정하여 단일염기다형성간의 일배체형

(haplotype)과 빈도는 stephen에 의해서 제시된 알고리즘 이용하여 분석하였다. 로지스틱 회귀 분석은 연령, 성

별, 흡연 상태를 공변수로 보정된 오즈비, 95% 신뢰구간, 대응 P-값을 계산하기 위해 사용하였다. 서로 연관비

평형 상태에 있는 단일 염기 다형성의 다중 검정에 따라 생기는 오차를 적절히 보정 하기 위해 TP53의 독립 마

커  좌위의  개수를  the  spectral  decomposition  (SpD)에  기초하여  the  software  SNPSpD

(http://genepi.qimr.edu.au/general/daleN/SNPSpD/)을  사용하여  계산하고  보정된   P
corr*

-값을  산출하였다.

Statistical  power는  Statistical  Power  Calculator(http://www.dssresearch.com/toolkit/spc및

/power_p2.asp)를 통해서 산출하였다.

실시예 4. TP53 다형성 및 일배체형과 폐암 발생 위험도 간의 연관성 판단[0105]

본 발명자들은 로지스틱 회귀 분석을 통하여 연령, 성별 및 흡연 여부를 보정한 전, 후 환자군 및 정상군의[0106]

TP53 유전자의 -12256G>C, -11917G>A, -11849C>T, +441G>C 및 +2486C>T 다형성 빈도를 구하고, 폐암 발생 위험

도  간의  상관관계를  분석하였다.  또한,  본  발명에서는  상기  5개의  다형성  간에  높은  연관  비평형(Linkage

disequilibrium,LD) 을 나타나기 때문에, 일배체형 3(-12256G, -11917G, -11849C, +441C 및 +2486C), 일배체형

1 및 일배체형2 와 폐암 발생 위험도 간의 상관관계도 분석하였다. 구체적으로, 각 다형성의 일배체형에 대한

오즈비(ORs) 및 이들의 95% 신뢰구간(CI)을 일배체형을 비교함으로써 폐암 위험도와의 연관성을 평가하였다. 하

기 표 4에 그 결과를 나타내었다. 
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<표 4>[0107]

[0108]

TP53의 단일 염기 다형성(-12256G>C, -11917G>A, -11849C>T, +441G>C 및 +2486C>T의)의 분포와 폐암 발생 위험[0109]

도 간의 상관관계를 알아본 결과, 폐암 발생 위험도에 있어서 환자군과 정상군 간에 거의 차이를 나타내지 않았

다(표 4 참조).

그러나 일배체형 3(-12256G, -11917G, -11849C, +441C 및 +2486C)은 다른 일배체형들에 비하여 폐암 발생 위험[0110]

도를 증가시켰다. codominant의 경우 오즈비=1.63, 95% CI= 1.11-2.40, P=0.01을 나타냈고, dominant의 경우

오즈비= 1.80, 95% CI= 1.17-2.77, P=0.007을 나타냈다.  

대상군을 보다 하위그룹으로 세분화하여 하위그룹에서의 일배체형 3의 빈도를 조사하여 일배체형 3과 폐암 발생[0111]

위험도 간의 상관관계를 분석하였다. 하위그룹은 성별, 흡연여부 및 세포 타입에 따라 분류하였다. 하기 표 5는

이에 대한 결과를 나타내었다. 

<표 5> [0112]

[0113]

특히, 하위그룹 중 남성, 흡연자, 선암 세포 환자군에게서 일배체형 3과 폐암 발생 위험도 간의 상관관계가 유[0114]

의하게 나타났다. 일배체형 3을 가진 남성, 흡연자, 선암 세포 환자군은 폐암 발생 위험도가 증가하였다.(P-값

<0.05)

남성에게서 일배체형3과 폐암 발생 위험도 간의 상관관계가 유의하게 나타났다. 구체적으로, -/ht3(일배체형3)[0115]

의 유전자형의 경우 analyzing  models  referent에서는 오즈비=1.93,  95%  신뢰구간=1.12-3.32,  P-값=0.02  및

dominant에서는 오즈비=1.79, 95% 신뢰구간=1.06-3.03, P-값=0.03을 나타냈다. 

또한, 흡연자에게서 일배체형 3과 흡연 발생 위험도 간의 상관관계가 유의하게 나타났다. 구체적으로, 흡연자에[0116]
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서 -/ht3(일배체형3)의 유전자형의 경우 analyzing  models  referent에서는 오즈비=2.03,  95%  신뢰구간=1.15-

3.57, P-값=0.01 및 dominant에서는 오즈비=1.86, 95% 신뢰구간=1.08-3.22, P-값=0.03을 나타냈다. 

또한, 세포 타입 중 선암에게서 일배체형 3과 흡연 발생 위험도 간의 상관관계가 유의하게 나타났다. 구체적으[0117]

로, -/ht3(일배체형3)의 유전자형의 경우 analyzing models referent에서는 오즈비=2.44, 95% 신뢰구간=1.21-

4.92, P-값=0.01, codominant에서는 오즈비=2.18, 95% 신뢰구간=1.18-4.00, P-값=0.01 및 dominant에서는 오즈

비=2.46, 95% 신뢰구간=1.24-4.87, P-값=0.01을 나타냈다.(표 5 참조)

그러나 환자군과 정상군 비교 실험에서는 검사의 대상(N)이 증가할수록 (예; 100K, 1M chip, expression chip)[0118]

임의 오차 (random error)가 증가하기 때문에 다중검정 (multiple testing)의 문제점을 해결하기 위해서 보정이

필요하다. 따라서 서로 연관비평형 상태에 있는 단일 염기 다형성의 다중 검정에 따라 생기는 오차를 적절히 보

정 하기 위해 TP53의 독립 마커 좌위의 개수를 the spectral decomposition (SpD)에 기초하여 the software

SNPSpD (http://genepi.qimr.edu.au/general/daleN/SNPSpD/)을 사용하여 계산하고 보정된  P
corr*

-값을 산출하였

다. 그 결과 하위그룹은 물론 전체 대상군에서 일배체형 3과 폐암 발생 위험도 간에는 연관성이 없는 것으로 밝

혀졌다.  

결과적으로  한국인에  있어서,  TP53의  단일  염기  다형성(-12256G>C,  -11917G>A,  -11849C>T,  +441G>C  및[0119]

+2486C>T의)과 폐암 발생 위험도 간에는 연관성이 없으며, 일배체형 1 및 2와 폐암 발생 위험도 간에도 전혀 연

관성이 없었다. 다만, 일배체형 3(-12256G, -11917G, -11849C, +441C 및 +2486C)의 빈도가 한국인 특히, 남성,

흡연자, 선암 세포 환자군에서 높게 나타나 일배체형 3과 폐암 발생 위험도간에 연관성 여부가 의심되었으나 오

차를 보정하여 다시 P
corr*

-값을 산출해 본 결과 일배체형 3 역시 폐암 발생 위험도와 무관하였다. 

종래 이뤄진 발명들은 TP53의 단일염기다형성 중 Arg72 또는 Pro72 단백질로 번역되는 엑손4 코돈 72의 두번째[0120]

염기의 G/C 변이에 관한 것이였다(Petitjean et al.2007). 뿐만 아니라 코돈 72의 다형성과 폐암 발병 간의 연

관성에 대해 서로 모순되는 결과만을 내놓고 있으며 서로 일치점을 찾지 못하고 있었고 한국인의 TP53 다형성과

폐암 발생 위험도 간의 연관성에 대해서는 밝혀낸 바가 전혀 없다. 

본 발명자들이 비로소 한국인에서는 TP53의 단일 염기 다형성(-12256G>C, -11917G>A, -11849C>T, +441G>C 및[0121]

+2486C>T의) 및 일배체형 1,2,3과 폐암 발생과는 무관함을 밝혀낸 것이다.  

        산업이용 가능성

이상,  상기에서  살펴본  바와  같이  본  발명  TP53  유전자의  -12256G>C,  -11917G>A,  -11849C>T,  +441G>C  및[0122]

+2486C>T 다형성의 빈도를 측정하여 한국인의 발암 발생 위험도를 예측하는 방법 및 이를 이용한 진단 키트는

암 억제 유전자 TP53의 단일염기다형성 및 이의 일배체형과 한국인 폐암 발생과의 연관성을 확인하여 TP53이 폐

암의 유전적인 위험 인자로서, 폐암의 치료 진단 표지 인자로 사용 가능한지를 확인하는데 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도1의 A는 유전자 TP53의 유전자 지도 및 SNPs를 나타낸 것이다. 엑손은 검은색 블록으로 표시되어 있고 5',[0123]

3'UTR은 흰색 블록으로 표시되어 있다. 화살표는 SNP를 가르킨다. 번역시점의 첫 번째 염기는 핵산 +1로 표시되

어 있다. 

도1의 B는 TP53의 일배체형을 나타낸다. 빈도수 > 0.03인 일배체형만 나타냈다. [0124]

도1의 C는 TP53의 5개 SNPs간의 Linkga disequilibrium coefficient (|D'|)을 나타낸 것이다. [0125]
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도면

    도면1

서 열 목 록

<110>    korea university industry and academy collaboration foundation

<120>    Method for predicting lung cancer risk by measuring TP53 gene

         polymorphism and kit for diagnosing lung cancer risk using the

         same

<160>    21

<170>    KopatentIn 1.71

<210>    1

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    1

cgattcgagg actcaactca ctag                                                24

<210>    2

<211>    17

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    2
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ggctggctca gctgtgt                                                        17

<210>    3

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    3

ctgtgcttcc ctcctcttct g                                                   21

<210>    4

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    4

gctaaggaac acagtgcttt caaaa                                               25

<210>    5

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    5

tgaaagcact gtgttcctta gca                                                 23

<210>    6

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    6

cggaaggtgg accgaaatcc                                                     20

<210>    7

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    7
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ccagatgaag ctcccagaat gc                                                  22

<210>    8

<211>    15

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    8

gccgccggtg tagga                                                          15

<210>    9

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    9

gcctctgctt gcctctga                                                       18

<210>    10

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    10

ggtggatggg tagtagtatg gaaga                                               25

<210>    11

<211>    14

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    11

cctcccgtag ctcc                                                           14

<210>    12

<211>    14

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    12
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cctcccctag ctcc                                                           14

<210>    13

<211>    15

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    13

ctgttcgcct ctcct                                                          15

<210>    14

<211>    15

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    14

ctgttcgctt ctcct                                                          15

<210>    15

<211>    14

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    15

cagcaagagg cccg                                                           14

<210>    16

<211>    14

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    16

cagcaaaagg cccg                                                           14

<210>    17

<211>    13

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    17
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tccccgcgtg gcc                                                            13

<210>    18

<211>    14

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    18

ctccccccgt ggcc                                                           14

<210>    19

<211>    14

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    19

ccctgggccc acct                                                           14

<210>    20

<211>    15

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    20

cccctgggtc cacct                                                          15

<210>    21

<211>    21198

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    21

gtcaggagcc ctagaaacag gggagagtta gaaagctggc cagacctatg cttttcaagt         60

gtagggctag ggctgagcct gcctctgggg taggtaagcc cccctgaatc cttgagggaa        120

gtagaagaca caaactgcta gataaaatgt aagctcagtc taaaagggct acgtgccgct        180

tctcccagct ctggggcatc cctctcctag aaaactggac tgttttacag tgaaaatctc        240
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gggggtggtc agctccctgc cccgttgtta tccttaccac ttacagcctt tcaagaagtt        300

ctcaggttgg gtgctgaact ctgaccagga accactgaga aatcgaggca gctgggagaa        360

gctgtagttc caagcgctga aaggaagatg ggggacaata aacctgggtc gccaagcaaa        420

gggggcagag gcctggagaa gtgggtctca ggaccagagg acagatcgac ctcacacttc        480

atctccccag actccacact ccactgccat caccacttac gtgtctccct cgtcctctgc        540

agcgggttcc ccagaggtat cttccatggc ttttccagac cccaactctg gcccgttcgc        600

ttcttcttca gaaaggctcc cgtttgcttc ttctgcagga aggcttgtat tttcagaaag        660

ttcttgctcc tcgattcgag gactcaactc actaggggaa ccaaactctg tttccagggg        720

agtggagaga gaaactgggt ccccctcccg tagctcctgg gacacagctg agccagccac        780

aggatctggg gacaaccggg gcggatcccc cctttcggga ggcggtggca tcagttcaga        840

gtccgcattt ttattcatcg gggaagcgtg gggagaagga tgggctggag ctgggtcctg        900

gtctgaagga cagcagtccg gagctaacgg ttgagtctcc aaagtcttca tactgcagag        960

gaagcacagc ggagattagc ctcagccagg atggcttcga agttctcagg gatccgacgc       1020

agagctaaag aaacccacct gtgcttccct cctcttctgg gagtaggcag aagactcccg       1080

ggaggagagg cgaacagcgg acgccaattc ttttgaaagc actgtgttcc ttagcaccgc       1140

gggtcgctac gggcctcttg ctgtcgcggg atttcggtcc accttccgat tgggccgccg       1200

catcccggat cagatttcgc gggcgaccca cggaacccgc ggagccggga cgtgaaaggt       1260

tagaaggttt cccgttccca tcaagcccta gggctcctcg tggctgctgg gagttgtagt       1320

ctgaacgctt ctatcttggc gagaagcgcc tacgctcccc ctaccgagtc ccgcggtaat       1380

tcttaaagca cctgcaccgc ccccccgccg cctgcagagg gcgcagcagg tcttgcacct       1440
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cttctgcatc tcattctcca ggcttcagac ctgtctccct cattcaaaaa atatttatta       1500

tcgagctctt acttgctacc cagcactgat ataggcactc aggaatacaa caatgaataa       1560

gatagtagaa aaattctata tcctcataag gcttacgttt ccatgtactg aaagcaatga       1620

acaaataaat cttatcagag tgataagggt tgtgaaggag attaaataag atggtgtgat       1680

ataaagtatc tgggagaaaa cgttagggtg tgatattacg gaaagccttc ctaaaaaatg       1740

acattttaac tgatgagaag aaaggatcca gctgagagca aacgcaaaag ctttcttcct       1800

tccacccttc atatttgaca caatgcagga ttcctccaaa atgatttcca ccaattctgc       1860

cctcacagct ctggcttgca gaattttcca ccccaaaatg ttagtatcta cggcaccagg       1920

tcggcgagaa tcctgactct gcaccctcct ccccaactcc atttcctttg cttcctccgg       1980

caggcggatt acttgccctt acttgtcatg gcgactgtcc agctttgtgc caggagcctc       2040

gcaggggttg atgggattgg ggttttcccc tcccatgtgc tcaagactgg cgctaaaagt       2100

tttgagcttc tcaaaagtct agagccaccg tccagggagc aggtagctgc tgggctccgg       2160

ggacactttg cgttcgggct gggagcgtgc tttccacgac ggtgacacgc ttccctggat       2220

tgggtaagct cctgactgaa cttgatgagt cctctctgag tcacgggctc tcggctccgt       2280

gtattttcag ctcgggaaaa tcgctggggc tgggggtggg gcagtgggga cttagcgagt       2340

ttgggggtga gtgggatgga agcttggcta gagggatcat cataggagtt gcattgttgg       2400

gagacctggg tgtagatgat ggggatgtta ggaccatccg aactcaaagt tgaacgccta       2460

ggcagaggag tggagctttg gggaaccttg agccggccta aagcgtactt ctttgcacat       2520

ccacccggtg ctgggcgtag ggaatccctg aaataaaaga tgcacaaagc attgaggtct       2580
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gagacttttg gatctcgaaa cattgagaac tcatagctgt atattttaga gcccatggca       2640

tcctagtgaa aactggggct ccattccgaa atgatcattt gggggtgatc cggggagccc       2700

aagctgctaa ggtcccacaa cttccggacc tttgtccttc ctggagcgat ctttccaggc       2760

agcccccggc tccgctagat ggagaaaatc caattgaagg ctgtcagtcg tggaagtgag       2820

aagtgctaaa ccaggggttt gcccgccagg ccgaggagga ccgtcgcaat ctgagaggcc       2880

cggcagccct gttattgttt ggctccacat ttacatttct gcctcttgca gcagcatttc       2940

cggtttcttt ttgccggagc agctcactat tcacccgatg agaggggagg agagagagag       3000

aaaatgtcct ttaggccggt tcctcttact tggcagaggg aggctgctat tctccgcctg       3060

catttctttt tctggattac ttagttatgg cctttgcaaa ggcaggggta tttgttttga       3120

tgcaaacctc aatccctccc cttctttgaa tggtgtgccc caccccgcgg gtcgcctgca       3180

acctaggcgg acgctaccat ggcgtgagac agggagggaa agaagtgtgc agaaggcaag       3240

cccggaggta ttttcaagaa tgagtatatc tcatcttccc ggaggaaaaa aaaaaagaat       3300

gggtacgtct gagaatcaaa ttttgaaaga gtgcaatgat gggtcgtttg ataatttgtc       3360

ggaaaaacaa tctacctgtt atctagcttt gggctaggcc attccagttc cagacgcagg       3420

ctgaacgtcg tgaagcggaa ggggcgggcc cgcaggcgtc cgtgtggtcc tccgtgcagc       3480

cctccggccc gagccggttc ttcctggtag gaggcggaac tcgaattcat ttctcccgct       3540

gccccatctc ttagctcgcg gttgtttcat tccgcagttt cttcccatgc acctgccgcg       3600

taccggccac tttgtgccgt acttacgtca tctttttcct aaatcgaggt ggcatttaca       3660

cacagcgcca gtgcacacag caagtgcaca ggaagatgag ttttggcccc taaccgctcc       3720

gtgatgccta ccaagtcaca gacccttttc atcgtcccag aaacgtttca tcacgtctct       3780
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tcccagtcga ttcccgaccc cacctttatt ttgatctcca taaccatttt gcctgttgga       3840

gaacttcata tagaatggaa tcaggctggg cgctgtggct cacgcctgca ctttgggagg       3900

ccgaggcggg cggattactt gaggatagga gttccagacc agcgtggcca acgtggtgaa       3960

tccccgtctc tactaaaaaa tacaaaaatt agctgggcgt ggtgggtgcc tgtaatccca       4020

gctattcggg agggtgaggc aggagaatcg cttgaacccg ggaggcagag gttgcagtga       4080

gccaagatcg tgccactaca ctccagcctg ggcgacaaga acgaaactcc gtctcaaaaa       4140

aaagggggga atcatacatt atgtgctcat ttttgtcggg cttctgtcct tcaatgtact       4200

gtctgacatt cgttcatgtt gtatatatca gtattttgct ccttttcatt tagtatagtc       4260

catcgattgt atatccgtcc ttttgatggc cttttgagtt gtttcccatt tgcggttatg       4320

aaataaagct gctataaaca ttcttgtaca attctttttg tgatcatatg ttttcgtgtt       4380

tcttggagaa atacttagga ggggaattgc gagtttggaa gtaaaaagta gctgtatttt       4440

gaactttttc agaagctctg agttttccag agcggttgta ccattttaca ctccaactag       4500

caaggtatgg gagttattat ggttgtgcca cagccttccg gacattaggt attgtcagtc       4560

tttctaatgt ggtatatcct tgtggttgta atttacagtt ctctattgac taaggatgtt       4620

cagcattttt tcatgtgcct attggccatt cgtattttgt ttgtaaagta gctcttcgag       4680

tcttttacct gttattttgg ttttttgttt gtttttattg ttcagttgtg ggactgcttt       4740

atacattctg gatacaagtc ctttatcaga tccatgtgtc gtgaatgttt tcttctgatc       4800

tgttgcttgc ctatttgttt gctttacaga gtttacagta tcttaagagg agtggattta       4860

tcttttttat gttcagtatt tgccttgtcc tgtttaggac atcttttttt ttttttttaa       4920
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ccccagggtc atgaagatat tatcttacat tttcttttag gacctttatg gttgtaagtt       4980

ttacagtaag gtccttgagc cattaattaa ttcttaaaat taattgttta tggtgtgagg       5040

tgtaggagtc agtctctggt atctttcctg tatggaaatc cagttattct gtctccactt       5100

gttgaaatag gcttcctttc tctactgaat gcttttaatt ttaattattt tacagttgga       5160

gtatagggct accattttag tgctattttc tttttttctt tgttaatttt tgagacaggg       5220

actcacactg ttgcccaggc tagagtacaa tggcacaatc aaggcttact gcagcctcga       5280

acccctgggc tcaagcagtc ctctagcagc ctcacgagta gctgggatta ctccaccaca       5340

cccagctaac tattttattt ttttgtattg acaggatctc actatgttgc ccaggctggt       5400

ctcaaactgc tggcctcaag ctttcatccc atctcggcct cccaaagtgc tgggattaca       5460

ggtgtgagcc accatgcctg acctcttagt gctattttct atttatctcc tctgttctct       5520

gctctcttta aacgttggag gaagaaacag tacccatctt acacaaactc ttcagaaaac       5580

agaggaacag actgggcgcg gtggctcata cctgtaatct cagcactttg gtacgctgag       5640

gcaggggatc atttgaggtc gggagttcga gaccagcctg gccaacacgg cgaaacccca       5700

tctctactaa aaatacaaaa agtagctagg cgtggtgaca catacctgta atgccagtta       5760

ctcaggaggc tgaggcacaa gaatcccttg aacctgggaa gcggaggttg cagtgagccg       5820

agattgcgcc actgcactcc agcctgggca acagagtgag accctgtctc agaaaaaaaa       5880

agaaagaaag aaaaaataga ggaatatttc ccaacttgtt ttcgaagcca gcataatcct       5940

ggtaccaaaa ccaaacaagg acattataag aaaagaaaat atagaccaat attcctgtta       6000

gcatagacat gcaacagcta accaatttta gcaaaccaaa cctggtaata tagaaaaaag       6060

gataaatagg ccagtcgcgg tggctcacgc ctgtaatccc agcactttgg gaggctgagg       6120
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caggcagatc acttgaggtc aggagtttga gaccagcctg accaacatgg tgaaaccccg       6180

tttctaataa aaatacaaaa atcaggctgg gcacggtggc tcacgcctgt aatcccagca       6240

ctttgggagg ccgaggtggg cagatcacga ggtcaggagt tcaagaccag cctgaccaat       6300

gtggtgaaac gccatctcta ctaaaaatac aaaaatcagc cggtgtggtg gcacctgcct       6360

gtaatcccag ctactcagga ggctgaggca gaattgcttg aacccgggag gcagaggttg       6420

cagtgagcca agatcgtgcc actgcactcc agcctgggcg acagagcaag acttcatctc       6480

aaaaaaaaaa aaaaattagc tgggcatggt ggtgggcacc tgaaatccca gctactcggg       6540

agtctgaggc aggagaatcg cttgaaccca ggaggcagaa gttgcactga gctgggatca       6600

caccattgca ctccagcctg ggcaacagag tgagactcca tctcaaaaaa agaaaaagaa       6660

aaaggataaa tacattctaa ccaaataatg tttatctcat gattgtagct gattcaacat       6720

tcaaaaattg gcctggtgca gtagctcagg cctgtaatcc caacatttta ggaggctgag       6780

gcaggaagat ctcttgagcc caggatttca agaccagcct gggcaacata gtcagactgg       6840

tctttactgg ggggaaaaaa atcagtctgt gtaattcacc acattaacaa agggaaacat       6900

aaaaacccta tgatcatttc aacagatgta gcaaaagcag ttaatgatat tcaacacata       6960

tgcatgatta caaaccaacc aacctcctag caaactaggg aaaggaaact taacctagtt       7020

tgataacagg gcgtccacag tcggagttcc actagcagca tacataatgg tagaaaactc       7080

agtgctgccg ggcgcggtgg ctcacgcctg taatgccagc actttgggag gcctaggcgg       7140

gcggatcacg aggtcaggag atcgagactg tcctgactag catgctgaaa ccccgtctct       7200

actaaaaata caaaaacaaa aaattagccg ggcatggtgg cgggcgccta tagtcccagc       7260
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tactcgggag gctgaggcga gagaatggcg tgaacccggg aggcggagct tgcagagcct       7320

agatcgtgcc actgcactcc agcctgggtg acagagtgag acttcgtctc aaaaaaaaaa       7380

aaaaaaaaaa aagaaaagaa aactcaacgc tttttcctct aagatcagga actagaaaag       7440

gatttgactc tcacaacgtt gataccatac tggaggtttt aaccaggcaa gaaaaagaaa       7500

taatgagggc cgggtgcggt ggctcaggcc tgtaatccca gcactttggg aagccgagac       7560

gggtggatca cgaggtcagg agatcgagac catcctggct aacacggtga aaccctgtct       7620

ctactaaata tacaaaaaat tagccgggcg tagtggcggg cgcctgtagt cccagctact       7680

cgggaggctg aggcaggaga atggcgtgaa ctcagggggc ggagcttgca gtgagctgag       7740

atcgagccac tgcactccag cctgggcgac agagcaagac tgtgtctcaa aaaaaaaaaa       7800

agaaaaagaa ataatgatta gtggcccgat gtctcacgcc tataatccca gcactttggg       7860

aggccgaggt gggcagatca cctgaggtct ggagttggag accagcctga caaagatggt       7920

gaaacctcgt ctctattaaa atattaaaaa aatagccagg cgttggccgg gtacagtggc       7980

tcatgcctgt aatcccagca ctttgggagg ccgaggtggg tggatcacct gaggtcagga       8040

gttcaacacc agcctggcca acatggtgaa accccatctc tactaaaaat acaaaaatta       8100

gccgggcgta gtggcgggcg cctgtaatcc cagctacttg ggaggcttag gcaggagaat       8160

cgcttgaacc tgggaggcgg aggttgtagt gagccgagat tgcaccattg cactccagcc       8220

tgggtgacaa aagcaaaaac tccgtctcaa aaaaaaaaga attagccagg ggtagtggtg       8280

aacgcctgta gtcccagcta ctcaggaggc agaggcagga gaatcacttg aacccaggag       8340

gcagaggttg cagtgagccg agattgtccc attgcactcc agcctaggcg acaagagcaa       8400

aattccatgt caaaaaaaaa aaaaaaaaag gaaagaaaaa aaataacgat tagaaaggaa       8460

- 30 -

공개특허 10-2010-0028985



gaaataaaac acattcacag ccagtatgat tctatacata catgtcctaa tggggccagg       8520

cgtggtggct catgcctgta atcctagcac ttttaggagg ctgaggcagg tggcttccct       8580

gggaccagcc tggccaacat ggtgaaaccc caactctaat aaaaatacaa aaaatcagcc       8640

aggcgtggtg acgggcacct ctaatcccag ctactcagga ggctgaggca ggagaattgc       8700

ttggacctgg gaggcagagg ttgcagtgag ccgagatcgc gctattgcac tccagcctgg       8760

gcaacaagag tgaaactccg gcagggtgtg gtggcttacg cctgtaatcc cagcacttcg       8820

ggaggctgag gcaggccgat cacctgaggt caggagtttg agaccaacct aacatggtga       8880

aaccccgtct ctactaaaaa tacaagaatt agctgggtgt agtggtgggc gcctgtaatc       8940

ccagctactt gggaggctga gacagaagaa ttgcttgaac ccaggaggtg gaggttgcag       9000

tgagctgaga tcatgccatt gcacaccacg ccgggcaaca gagcgagatt ccgtctcaaa       9060

aaaaaaaaaa aagagtgaaa ctctatctca aaaaaaaaaa aaagtcctaa tggaaaatcc       9120

ataaaaagct accaaaacta ataaataaat atagcagggt tgcaggttac agggcaatat       9180

agttatccct ctatctgtag gggcttggtt ctgggactcc tcacacacca aacccacaga       9240

tgtctaagtc ccatatataa gacggtatag tatttggatt taacctacac atatcctccc       9300

atatagttta aattatctct agattactta cattaccccc atacaatgaa aatgctaatg       9360

tacatgcaag tatgtatgta agtacttgta ctatattgtt tagggaatca ctggacatat       9420

aggccttcaa gactgatacc agcagccact gttaagattc tggtcaggcc tgcccctgtt       9480

tggggtctca gttgatctca ttgccttccc acccagccaa gggcacctgc atttctcttg       9540

gctccctggc catttggaag gcctagttca gcctggcaca tttgtatcct ggcccactga       9600
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tgctggtacc cctgggaagg tcctgctctg aaaaacacgg agattttagt tgctactgaa       9660

gatttgagag ataaagacag ggagacctgt ctgtagacct gtgtccctcc aagtgggatt       9720

gagactttgg gccccccatt tcaggacagc acctcctggc ctgttgactg aatagatccc       9780

tgaaggaggt gtacttgcat taatggagtg ggggtgggag cagtaccaca gatccgcact       9840

aacaatcaca cagttctctc tagaataata atatagaaca agtgaaatag aacaattgca       9900

gaaagagcta acctttgttg agctcttact gtgtgcccag cactttcctc aactctacat       9960

ttcccataat acacagagta ctaggtaggc caggcttggt ggctcacgcc tgtaatccca      10020

gcactttagg aggccaaggg gggtggatca cctgaggtcg ggagttcaag accagcctga      10080

ccaacatggt gaaaccccgt ctctactaga agtacaaaat tagccaggtg tggtggcaca      10140

tgcttgtagt cctagctact cagcaggctg aggcaggaga atcatttgaa tccgggagga      10200

ggttgcagta agcggagata gtgccactgt actccagcct gggcaataag agctgagact      10260

ccgtctcaaa ataaaataaa ataaaataaa ataaaataaa ataaaataaa aaaagaaaag      10320

agcctgccat taaaggagct gtttggtagg ggatgttttg tcagtgcaaa caacagaaaa      10380

gtgggctggg cacagtggtt catgcctgta atcccagcac tttgggaggc caaggcgggc      10440

ggatcacctg aagttgggag ttcaagacca gcctgaccaa tatggagaaa ccccgtctct      10500

actaaaaata caaaattagc cgggcgcagt ggcgcatgcc tgtaatccca gctactcggg      10560

aggctgaggc aggagaatcg cttgaacctg ggaggcagag gttgcggtga gccgagatcg      10620

caccattgca ctccagcctg gacgagagca aaactctgtc tcaaaaaaaa aaaaaaacag      10680

aaaagtgtaa caaacactta cagtaggcat gtttcttagc aaatctgatg acaaatttgg      10740

cataaagaaa gagagcatcc ctgaaaaaaa aaaaaagaaa aagaaagaga gcatcctgcc      10800
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tgggcaacat agtgaaaccc tgcctctaca aaaaaactca aaaattggcc gggtgcagtg      10860

gctcacacct gtaatcccag cactttggga gtcggaggcg ggaggatcac ctgaggtcag      10920

gagttcgaaa ccagcctggc caacatggca aaaccccatc tctactaaaa atacaaaaaa      10980

ttaatcaggc gcattggtgg gcgcctgtaa tcccagctac tcaggaagtt gaggcaagag      11040

gatcgcttga atctgggagg tggaggttac agtgagtcga gatcacacca ctgcactcta      11100

gcctgggtga cagggcgaga ctccgtctcc aaaaaaaaaa agaaaaagaa aaagactaaa      11160

aaattagcca ggcaggcctc tgtggtccca gctacttggg aggctgaggc aggagaatca      11220

ctgagcccag gagtccgagg ctgtagtgag ccatgattgc accactgtac cctagcttgg      11280

gcaacaaagc aagaccctgc ctcaaaagaa aaaagaaaga aagaaagaac atggcgggcc      11340

aggcacagtg gctcacacct gtaatcccag cgctttgaga ggccgaggca ggtggatcac      11400

aaggtcagga gttccacacc agcctggcca acatggtgaa accctgtctc tactaaaaat      11460

acaaaaaatc agccaggcat ggtggcaggg gcctgtaatc ccagctactc gggaggctga      11520

ggcaggagaa ttgcttgaaa ccagaaggca gaggttgcag tgagcctaga ctgcaccact      11580

gcactccagc ctgggcgaaa agagccaaac tccatctcaa aaaacaaaca aaaaaacaaa      11640

acaaaagaaa acatggcaaa gcctttgaaa gcttgtctgg gagaaggtgc gatgatagtt      11700

gcataacttc gtgcaagatg ctggtccaca caggggctgc cccttgctct ttctcgctct      11760

cttaacctct catataacag gcttgtgtgt tattcacatt tattgagccc aagcaggtgc      11820

aaggcattgt gatctaatac tttggtcagc aagacaacaa gatagatcac tgccctgccc      11880

ttaggaagtg tatatgctat tagaggaaac agataaaata aacaaggaaa agtatcagac      11940

- 33 -

공개특허 10-2010-0028985



aatgtaagtg ctatgagaat gcaaatgagg tgatgtgaat taaaatagga tgacttaaag      12000

tctgcacggg aaggagccta cccccatgtt cctggctagc caaggaacca ccagttgatt      12060

agcagagaag ggcagccagt ctagctagag cttttgggga agagggagtg gttgttaaga      12120

gatgagatta aagaagccga gacgggccat tcgtgagggg tttgtaatgc agggctgagg      12180

agtgtccgaa gagaatgggc aggtgagcgg tgagacagtt gttcttccag aagctttgca      12240

gtgaaaggaa tcaaagaaat ggagccgtgt atcaggtggg gaagggtggg ggccaagggg      12300

gtgtccttcc ccatacagag attgcaggct gagaatgact atatccttgt taacaggagg      12360

tgggagcagg gcacggtagc tcacacctgt aatcttggca ctttaggagg ctgaggcggg      12420

ccgatcacct gaagtaagga gttcgagacc agcctggcca acatgcaaag ccctgtctct      12480

actaaaaata caaaaattag ctgggtgtgg tggtactcgc ctgtaatccc agctactcgg      12540

gagactgagg caggagaatg gcttgaaccc ggaaggtaga ggttgcagtg agctgagatc      12600

atgccactgt gctccagcct aggtgacaga gagagactcc atctcaaaaa aaaaaaaaaa      12660

atacaggaag ggagttggga atagggtgca catttaggaa gtcttgggga tttagtggtg      12720

ggaaggttgg aagtccctct ctgattgtct tttcctcaaa gaagtgcatg gctggtgagg      12780

ggtggggcag gagtgcttgg gttgtggtga aacattggaa gagagaatgt gaagcagcca      12840

ttcttttcct gctccacagg aagccgagct gtctcagaca ctggcatggt gttgggggag      12900

ggggttcctt ctctgcaggc ccaggtgacc cagggttgga agtgtctcat gctggatccc      12960

cacttttcct cttgcagcag ccagactgcc ttccgggtca ctgccatgga ggagccgcag      13020

tcagatccta gcgtcgagcc ccctctgagt caggaaacat tttcagacct atggaaactg      13080

tgagtggatc cattggaagg gcaggcccac cacccccacc ccaaccccag ccccctagca      13140
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gagacctgtg ggaagcgaaa attccatggg actgactttc tgctcttgtc tttcagactt      13200

cctgaaaaca acgttctggt aaggacaagg gttgggctgg ggacctggag ggctggggac      13260

ctggagggct ggggggctgg ggggctgagg acctggtcct ctgactgctc ttttcaccca      13320

tctacagtcc cccttgccgt cccaagcaat ggatgatttg atgctgtccc cggacgatat      13380

tgaacaatgg ttcactgaag acccaggtcc agatgaagct cccagaatgc cagaggctgc      13440

tccccgcgtg gcccctgcac cagcagctcc tacaccggcg gcccctgcac cagccccctc      13500

ctggcccctg tcatcttctg tcccttccca gaaaacctac cagggcagct acggtttccg      13560

tctgggcttc ttgcattctg ggacagccaa gtctgtgact tgcacggtca gttgccctga      13620

ggggctggct tccatgagac ttcaatgcct ggccgtatcc ccctgcattt cttttgtttg      13680

gaactttggg attcctcttc accctttggc ttcctgtcag tgttttttta tagtttaccc      13740

acttaatgtg tgatctctga ctcctgtccc aaagttgaat attcccccct tgaatttggg      13800

cttttatcca tcccatcaca ccctcagcat ctctcctggg gatgcagaac ttttcttttt      13860

cttcatccac gtgtattcct tggcttttga aaataagctc ctgaccaggc ttggtggctc      13920

acacctgcaa tcccagcact ctcaaagagg ccaaggcagg cagatcacct gagcccagga      13980

gttcaagacc agcctgggta acatgatgaa acctcgtctc tacaaaaaaa tacaaaaaat      14040

tagccaggca tggtggtgca cacctatagt cccagccact taggaggctg aggtgggaag      14100

atcacttgag gccaggagat ggaggctgca gtgagctgtg atcacaccac tgtgctccag      14160

cctgagtgac agagcaagac cctatctcaa aaaaaaaaaa aaaaaagaaa agctcctgag      14220

gtgtagacgc caactctctc tagctcgcta gtgggttgca ggaggtgctt acgcatgttt      14280
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gtttctttgc tgccgtcttc cagttgcttt atctgttcac ttgtgccctg actttcaact      14340

ctgtctcctt cctcttccta cagtactccc ctgccctcaa caagatgttt tgccaactgg      14400

ccaagacctg ccctgtgcag ctgtgggttg attccacacc cccgcccggc acccgcgtcc      14460

gcgccatggc catctacaag cagtcacagc acatgacgga ggttgtgagg cgctgccccc      14520

accatgagcg ctgctcagat agcgatggtg agcagctggg gctggagaga cgacagggct      14580

ggttgcccag ggtccccagg cctctgattc ctcactgatt gctcttaggt ctggcccctc      14640

ctcagcatct tatccgagtg gaaggaaatt tgcgtgtgga gtatttggat gacagaaaca      14700

cttttcgaca tagtgtggtg gtgccctatg agccgcctga ggtctggttt gcaactgggg      14760

tctctgggag gaggggttaa gggtggttgt cagtggccct ccaggtgagc agtagggggg      14820

ctttctcctg ctgcttattt gacctcccta taaccccatg agatgtgcaa agtaaatggg      14880

tttaactatt gcacagttga aaaaactgaa gcttacagag gctaagggcc tcccctgctt      14940

ggctgggcgc agtggctcat gcctgtaatc ccagcacttt gggaggccaa ggcaggcgga      15000

tcacgaggtt gggagatcga gaccatcctg gctaacggtg aaaccccgtc tctactgaaa      15060

aatacaaaaa aaaattagcc gggcgtggtg ctgggcacct gtagtcccag ctactcggga      15120

ggctgaggaa ggagaatggc gtgaacctgg gcggtggagc ttgcagtgag ctgagatcac      15180

gccactgcac tccagcctgg gcgacagagc gagattccat ctcaaaaaaa aaaaaaaaag      15240

gcctcccctg cttgccacag gtctccccaa ggcgcactgg cctcatcttg ggcctgtgtt      15300

atctcctagg ttggctctga ctgtaccacc atccactaca actacatgtg taacagttcc      15360

tgcatgggcg gcatgaaccg gaggcccatc ctcaccatca tcacactgga agactccagg      15420

tcaggagcca cttgccaccc tgcacactgg cctgctgtgc cccagcctct gcttgcctct      15480
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gacccctggg cccacctctt accgatttct tccatactac tacccatcca cctctcatca      15540

catccccggc ggggaatctc cttactgctc ccactcagtt ttcttttctc tggctttggg      15600

acctcttaac ctgtggcttc tcctccacct acctggagct ggagcttagg ctccagaaag      15660

gacaagggtg gttgggagta gatggagcct ggttttttaa atgggacagg taggacctga      15720

tttccttact gcctcttgct tctcttttcc tatcctgagt agtggtaatc tactgggacg      15780

gaacagcttt gaggtgcgtg tttgtgcctg tcctgggaga gaccggcgca cagaggaaga      15840

gaatctccgc aagaaagggg agcctcacca cgagctgccc ccagggagca ctaagcgagg      15900

taagcaagca ggacaagaag cggtggagga gaccaagggt gcagttatgc ctcagattca      15960

cttttatcac ctttccttgc ctctttccta gcactgccca acaacaccag ctcctctccc      16020

cagccaaaga agaaaccact ggatggagaa tatttcaccc ttcaggtact aagtcttggg      16080

acctcttatc aagtggaaag tttccagtct aacactcaaa atgccgtttt cttcttgact      16140

gttttacctg caattggggc atttgccatc agggggcagt gatgcctcaa agacaatggc      16200

tcctggttgt agctaactaa cttcagaaca ccaacttata ccataatata tattttaaag      16260

gaccagacca gctttcaaaa agaaaattgt taaagagagc atgaaaatgg ttctatgact      16320

ttgcctgata cagatgctac ttgacttacg atggtgttac ttcctgataa actcgtcgta      16380

agttgaaaat attgtaagtt gaaaatggat ttaatacacc taatctaagg aacatcatag      16440

cttagcctag cctgcttttt tttttttttt ttttggagac agagtctcac tctgtcaccc      16500

aggctggagt gcagtggcgg gatctcggct cactgcaacc tccgccttct gggttcaagc      16560

gattctcctg cctcagccca ctgagtagct gggattacag gcacctgccc cgacgcccag      16620
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ctaatttttt gttatttatt tatttttttt tttagtagag atgaggtttc accatgttgg      16680

ccaggctagt ctcgaactcc tgaccttgtg atctgcctgc cttggcctcc caaagtgctg      16740

ggattacagg cgtgagccac cgcacccggc ctgcctagcc tacttttatt ttatttttaa      16800

tggagacagc atcttgctct gttgcccagg ctggattaca gtgatgtgat catagctcat      16860

tataccctcc tgggctcaag caatccccct aactctgcct ccccagtagc taggaccaca      16920

ggcatacacc accataccca gctaattttt aaaatttttt gtagatagat agagtctcac      16980

tatgttgccc aggctggtct ctagcctact tttttgagac aaggtcttgc tctgtcaccc      17040

aggctggata gagtgcagta gtgcagtcac agctcactgc agcctccacc tcccaggctc      17100

catccatcct cccagctcag cctcccaagt tgcttcaact acaggcctgc accaccatgc      17160

ctggctaatt tttatttatt tatttttatt ttattttatt ttattttttt gagactcagt      17220

ctcactctgt cgcccaggct ggagtgcagt ggcatgatct cggctcactg caacctctgc      17280

ctcctgggtt caagtgattc tcctgcctca gcctcccgaa tagctaggac tacaagcgcc      17340

tgctaccacg cccagctaat ttttgtattt ttagtagaga cagggtttca ccatgttggc      17400

caggctggtc tcgaacttct gaccatgtga tccgcccgcc tcggcctccc aaagtgctgg      17460

gattacaggt gtgagccacc acgcccggct aatttttatt tatttattta aagacagagt      17520

ctcactctgt cactcaggct agagtgcagt ggcaccatct cagctcactg cagccttgac      17580

ctccctgggc tccggtgatt tcaccctccc aagtagctag gactacaggc acatgccacg      17640

acacccagct aattttttat tttctgtgaa gtcaaggtct tgctacgttg cccatgctgg      17700

tatcaaaccc ctgggctcaa tcaatccttc cacctcagcc tccccaagta ttggggttac      17760

aggcatgagc taccacactc agccctagcc tacttgaaac gtgttcagag catttaagtt      17820
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accctacagt tgggcaaagt catctaacac aaagcccttt ttatagtaat aaaatgttgt      17880

atatctcatg tgatttattg aatattgtta ctgaaagtga gaaacagcat ggttgcatga      17940

aaggaggcac agtcgagcca ggcacagcct gggcgcagag cgagactcaa aaaaagaaaa      18000

ggccaggcgc actggctcac gcctgtaatc ccagcatttc gggaggctga ggcgggtgga      18060

tcacctgagg tcaggagttc aagaccagcc tagccaacat ggtgaaaccc cgtctctact      18120

aaaatacaaa aattaaccgg gcgtgatggc aggtgcctgt aatcccagct acttgggagg      18180

ctgaggcagg agaatcgctt gaaccaggag gcggaggttg cagggagcca agatggcgcc      18240

actgcactcc agcctgggcg atagagtgag actccgtctc agaaaaaaaa gaaaagaaac      18300

gaggcacagt cgcatgcaca tgtagtccca gttacttgag aggctaaggc aggaggatct      18360

cttgagccca agagtttgag tccagcctga acaacatagc aagacatcat ctctaaaatt      18420

taaaaaaggg ccgggcacag tggctcacac ctgtaatccc agcactttgg gaggtggagg      18480

tgggtagatc acctgacgtc aggagttgga aaccagcctg gctaacatgg tgaagcccca      18540

tctctactaa aaacacaaaa attagccagg tgtggtagca cacgcctgta gtcccagcta      18600

ctcgggaggc tgaggcacaa gaatcacttg aaccccagag gcggagattg caatcagcca      18660

agattgcacc attgcactcc cgcctgggca acagagtgag accccatctc aaaataaata      18720

aataaatatt tttaaaagtc agctgtatag gtacttgaag tgcagtttct actaaatgca      18780

tgttgctttt gtaccgtcat aaagtcaaac aattgtaact tgaaccatct tttaactcag      18840

gtactgtgta tatacttact tctccccctc ctctgttgct gcagatccgt gggcgtgagc      18900

gcttcgagat gttccgagag ctgaatgagg ccttggaact caaggatgcc caggctggga      18960

- 39 -

공개특허 10-2010-0028985



aggagccagg ggggagcagg gctcactcca ggtgagtgac ctcagcccct tcctggccct      19020

actcccctgc cttcctaggt tggaaagcca taggattcca ttctcatcct gccttcatgg      19080

tcaaaggcag ctgaccccat ctcattgggt cccagccctg cacagacatt tttttagtct      19140

tcctccggtt gaatcctata accacattct tgcctcagtg tatccacaga acatccaaac      19200

ccagggacga gtgtggatac ttctttgcca ttctccgcaa ctcccagccc agagctggag      19260

ggtctcaagg aggggcctaa taattgtgta atactgaata cagccagagt ttcaggtcat      19320

atactcagcc ctgccatgca ccggcaggtc ctaggtgacc cccgtcaaac tcagtttcct      19380

tatatataaa atggggtaag ggggccgggc gcagtggctc acgaatccca cactctggga      19440

ggccaaggcg agtggatcac ctgaggtcgg gagtttgagc ccagcctgac caacatggag      19500

aaaccccatc tctactaaaa atacaaaagt agccgggcgt ggtgatgcat gcctgtaatc      19560

ccagctacct actcgggagg ctgaggcagg agaatcgctt gaacccggga ggcagaggtt      19620

gcggtgagct gagatctcac cattacactc cagcctgggc aacaagagtg aaactccgtc      19680

tcaaaaaaga taaataaagt aaaatggggt aagggaagat tacgagacta atacacacta      19740

atactctgag gtgctcagta aacatatttg catggggtgt ggccaccatc ttgatttgaa      19800

ttcccgttgt cccagcctta ggcccttcaa agcattggtc agggaaaagg ggcacagacc      19860

ctctcactca tgtgatgtca tctctcctcc ctgcttctgt ctcctacagc cacctgaagt      19920

ccaaaaaggg tcagtctacc tcccgccata aaaaactcat gttcaagaca gaagggcctg      19980

actcagactg acattctcca cttcttgttc cccactgaca gcctcccacc cccatctctc      20040

cctcccctgc cattttgggt tttgggtctt tgaacccttg cttgcaatag gtgtgcgtca      20100

gaagcaccca ggacttccat ttgctttgtc ccggggctcc actgaacaag ttggcctgca      20160
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ctggtgtttt gttgtgggga ggaggatggg gagtaggaca taccagctta gattttaagg      20220

tttttactgt gagggatgtt tgggagatgt aagaaatgtt cttgcagtta agggttagtt      20280

tacaatcagc cacattctag gtaggggccc acttcaccgt actaaccagg gaagctgtcc      20340

ctcactgttg aattttctct aacttcaagg cccatatctg tgaaatgctg gcatttgcac      20400

ctacctcaca gagtgcattg tgagggttaa tgaaataatg tacatctggc cttgaaacca      20460

ccttttatta catggggtct agaacttgac ccccttgagg gtgcttgttc cctctccctg      20520

ttggtcggtg ggttggtagt ttctacagtt gggcagctgg ttaggtagag ggagttgtca      20580

agtctctgct ggcccagcca aaccctgtct gacaacctct tggtgaacct tagtacctaa      20640

aaggaaatct caccccatcc cacaccctgg aggatttcat ctcttgtata tgatgatctg      20700

gatccaccaa gacttgtttt atgctcaggg tcaatttctt ttttcttttt tttttttttt      20760

tttctttttc tttgagactg ggtctcgctt tgttgcccag gctggagtgg agtggcgtga      20820

tcttggctta ctgcagcctt tgcctccccg gctcgagcag tcctgcctca gcctccggag      20880

tagctgggac cacaggttca tgccaccatg gccagccaac ttttgcatgt tttgtagaga      20940

tggggtctca cagtgttgcc caggctggtc tcaaactcct gggctcaggc gatccacctg      21000

tctcagcctc ccagagtgct gggattacaa ttgtgagcca ccacgtccag ctggaagggt      21060

caacatcttt tacattctgc aagcacatct gcattttcac cccacccttc ccctccttct      21120

ccctttttat atcccatttt tatatcgatc tcttatttta caataaaact ttgctgccac      21180

ctgtgtgtct gaggggtg                                                    21198
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