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Ⅰ. 서 론

종양의 발생 원인 및 성장 과정에는복합적인 요인들이 작

용하며 아직까지도 많은 부분들이 명확히 밝혀지지 않았다.

하지만, 분자생물학 분야의 발전과 함께 암종과 관련된 여러

인자들 중 특히 유전자 변이에 한 연구가 활발히 시행되었

으며현재수백개이상의유전자가암의발생및성장에관여

한다고알려져있다. 이런유전자들은 부분종양억제유전

자(tumor suppressor gene)의비활성화또는그와반 로종양유

발 유전자(oncogene)의 활성화로 인한 염색체의 구조 및 형태

의변화를야기하여정상세포를암세포로변화시키는작용을

한다. 종양 유발 유전자는 c-myc, c-myh, bcl-2 그리고 neu 등이

있으며종양억제유전자로는p53, p16, Rb 등이 표적이다1-3).

DCC는Deleted in Colorectal Cancer의약어로명칭에서도알수

있듯이 직장암 발병과의 접한 관계 때문에 유력한 종양 억

제유전자로 추정되고 있다. DCC 유전자에 의해 만들어지는

단백질또한 DCC라고불리며 DCC단백질은하나의 signal pep-

tide 기본틀에 11개의 domain구조를가지고있는 transmembrane

receptor이다4-11).   

DCC 단백질의 domain은 크게 C-terminal cytoplasmic domain,

transmembrane hydrophilic domain 그리고 N-terminal extracellular

domain으로 구성되어 있다. 특히, cytoplasmic domain은 세포내

caspase-9 dependent pathway와 연계되어 있으며, extracellular

domain은 세포외 기질에 존재하는 heparin과 netrin-1이라는 물

질과결합하는부위이며이로인해신경축색돌기유도수용체

(axon guidance receptor)의역할을한다. netrin-1은신경축색돌기

유도에관여하는단백질로서구조적으로는라미닌(laminin)과

유사하다. Netrin-1에 의한 작용 기전이 아직까지 명확히 밝혀

지지않았지만 DCC 단백질과 netrin-1의결합여부에따라해
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Chromosome 18q alteration plays a key role in colorectal tumorigenesis, and loss of heterozygosity at 18q is associated with a poor prognosis in

colon cancer. DCC(Deleted in Colorectal Cancer) is a putative tumor- suppressor gene at 18q21 that encodes a transmembrane protein with structural

similarity to neural cell adhesion molecule that is involved in both epithelial and neuronal cell differentiation.

DCC is implicated in regulation of cell growth, survival and proliferation. Thus, tumor progression in squamous cell carcinoma, stomach cancer,

colorectal cancer correlates with downregulation of DCC expression. The mechanism for DCC suppression is associated with hypermethylation of the

DCC gene promoter region.

Hence, the goal of this study is to identify the promoter methylation responsible for the down-regulation of DCC expression in oral squamous cell

carcinoma.

12 of tissue specimens for the study are excised and gathered from 12 patients who are diagnosed as SCC in department of OMS, dental hospital,

dankook university. To find expression of DCC in each tissue samples, immunohistochemical staining, RT-PCR gene analysis and methylation specif-

ic PCR are processed. The results are as follows.

1. In the DCC gene RT-PCR analysis, 5(41.6%) of 12 specimens of oral squamous cell carcinoma did not expressed DCC gene.

2. In the promoter methylation specific PCR analysis, 5(41.6%) of 12 specimens showed promoter methylation of DCC gene.

3. In the immunohistochemical staining of poor differentiated and invasive oral squamous cell carcinoma, loss of DCC expression was observed.

These findings suggest that methylation of the DCC gene may play a role in loss of gene expression in invasive oral squamous cell carcinoma.
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당되는세포가증식또는사멸될수있다고알려져있다12-18).  

최근의연구들은 DCC 유전자의산물인 DCC 단백질과이것

과결합하는 netrin-1과의상호작용이종양의발생과성장에

향을준다고보고하고있다. DCC 유전자는직장암에서그유

전자 발현이 감소 또는 상실되는 것이 관찰되며 DCC 유전자

가 초기 장암이 진행성 암으로 발전하는데 관여한다고 한

다. 또한다른선암또는위암등에서도DCC 유전자의발현감

소가 관찰된다. 반면, 직장암에서 netrin-1의 발현은 증가하며

이는 netrin-1과DCC 단백질의결합에의한종양세포의증식및

성장과의비례적관계에 한한가지증거라할수있다19-24).  

이러한DCC 유전자의발현을억제시키는여러기전중유전

자의 promoter methylation이가장유력한원인으로생각되고있

다. DNA에서 염기의 특정 부위에 메칠화(methylation) 되는 것

을 흔히 볼 수 있는데, DNA 분자에서 이와 같이 변형된 또는

이례적인염기는유전정보의발현을조절한다든지혹은유전

정보를여러가지파기요인으로부터방어하기위한특이한신

호로이해되고있다. 한편, 종양조직등병적상태에서유전자

promoter 메칠화(methylation)는 유전자 발현이 억제되는 가장

중요한메카니즘중하나로알려져있다. 실제로다양한암종

에서DCC 유전자promoter methylation이관찰되었다25-33). 

구강편평상피세포암종의 경우에도 암종의 분화도 또는 침

습성에 따라 DCC 유전자의 발현이 감소 또는 소실되며 이는

다른암종에서처럼DCC 유전자의 promoter methylation이그원

인기전이라고추측해볼수있다34-36).           

이에 본 연구는 구강편평상피세포암종에서 DCC 유전자의

발현 양상을 검사하고 암종의 특성에 따른 DCC 유전자 발현

의 차이와 promoter methylation과의 상관성을 알아보고자

하 다.

Ⅱ. 연구재료 및 방법

1. 연구 재료

실험에사용된조직편은단국 학교치과 학부속치과병

원 구강악안면외과에서 구강편평상피세포암으로 최종 진단

받은환자12명의수술후절제된조직12편을사용하 다. 

절제된 조직은 10% neutral buffered formalin으로 8-12시간 고

정후통상적인방법으로paraffin block으로만들어졌다.

2. 연구 방법

1) DCC 유전자RT-PCR 분석

탈파라핀한조직절편에서종양조직을취하여 total RNA를

RNA Tissue Kit(inTron, Korea)로 추출하 다. 얻어진 total RNA

으로부터 역전사를 시켜 cDNA를 만들기 위해 RT-PCR

Kit(inTron, Korea)로 합성 후 PCR을 시행하 다. 조군으로

house keeping gene인GAPDH의발현을보았다.

PCR은 2분동안 95℃에서 initial denaturation을 시행하 고

95℃에서 30초 동안, 55℃에서 30초 동안, 72℃에서 30초 동안

35cycle 처리하 다. 조군으로 사용된 정상인 GAPDH는

95℃에서 1분, 95℃에서 30초동안, 55℃에서 30초동안, 72℃에

서 1분 동안 35cycle denaturation 처리하 으며 마지막 확장을

위해 72℃ 10분으로하 다. PCR product는 capillary electrophore-

sis 기계(eGene INC., USA)로 분석하 으며, 각각의 primer

sequence와PCR 조건은다음과같았다(Table 1).

2) Methylation Specific PCR 분석

탈 파라핀 조직절편에서 종양조직을 현미경하에서 채취한

후그종양조직에서QuickGene DNA Tissue Kit(Fujifilm, Japan)를

이용하여제조사의 manual에따라 DNA를추출하 다. 추출된

DNA를 EpiTech Bisulfite Kit (Qiagen, Germany)로처리한후 PCR

을시행하 다. 

PCR은 2분동안 94℃에서 initial denaturation을 시행하 고

94℃에서 30초 동안, 60℃에서 30초 동안, 72℃에서 30초 동안

35 cycle 처리하 다. 

Primer sequence와 PCR 조건은 다음과 같았으며 PCR product

는 capillary electrophoresis 기계(eGene INC., USA)로분석하 다

(Table 2).

3) 면역조직화학적염색

통상적인 방법으로 4㎛ 파라핀 절편의 탈 파라핀 후 antigen

retrieval을위하여 0.01M Citrate buffer (pH 6.0)로 pressure cooker로

15분처리한후 endogenous peroxidase와 nonspecific binding을막

기위하여 20% 과산화수소용액/methanol에 15분처리후 normal

goat serum에 20분 처리 하 다. DCC에 한 polyclonal anti-

body(Novocastra Co, UK)를 1:50으로희석후조직에얹어 4℃에

서 8시간 이상 incubation 하 다. 그 후 PBS(phosphate buffered

saline, pH 7.0)으로 3회수세후 lab Vision Kit 에있는일차항체

enhancer에 20분간 incubation 하 고 PBS로 3회 수세한 후,

Polymer 로 40분간실온에서 incubation 하 다. 역시 3회 PBS로

수세 후 DAB(Diaminobenzidine)으로 발색하여 hematoxylin으로

조염색하 다. 맹검법으로병리의사가광학현미경으로관

찰하여 세포의 염색 정도에 따라 75% 이상일 경우 정상적인

발현으로 75% 이하일 경우 발현의 감소로 그 양상을 기록하

다.

4) 통계분석

DCC 유전자 발현과 promoter methylation과의 관련성을 검증

하기위해 chi-square test를사용하 다. 유의성은 5%이하로하

다.
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Ⅲ. 연구 결과

1. DCC 유전자의 발현

실험에사용된총 12개의조직편중 7개의샘플에서 DCC 유

전자의발현을관찰할수있었으며, 나머지 5개의샘플에서는

DCC 유전자의발현을관찰할수없었다(Fig. 1).

2. DCC 유전자의 Promoter Methylation

DCC 유전자가발현되었던 7개의샘플중 5개에서DCC 유전

자의 promoter unmethylation이관찰되었으며 2개에서는 promot-

er unmethylation과 methylation이동시에나타났다. 또한 DCC 유

전자발현이나타나지않았던 5개의샘플모두에서 DCC 유전

자 promoter methylation이 관찰되었다(chi-square test, p<0.05),

(Table 3 & Fig. 2).

3. 면역조직화학적 염색 소견

정상적인 구강편평상피조직에서 DCC 단백질은 basal cell의

cytoplasm에서진홍색으로진하게염색되어강한발현을나타

나는 것이 관찰되었다. 또한 구강타액선 분비 도관 이장세포

(normal secretory ductal epithelial cells)에서도DCC가진하게염색

되었다(Fig. 3, 4). 

중등도 분화된 구강편평상피세포 암종에서 DCC의 발현은

정상세포군과비교시그염색정도가덜하 다. 특히, 잘분화

되었지만침습적인구강편평상피세포암종의경우 DCC 발현

이거의관찰되지않았다(Fig 5, 6).

Table 3. Relation of DCC Gene Expression and Promoter Methylation

DCC Gene 
Expression No Expression of DCC Gene

Promoter

Unmethylation 5 samples 0 sample

Promoter
0 sample 5 samples

Methylation

Unmethylation
2 samples 0 sample

+ Methylation

Total 7 samples 5 samples

chi-square test, p<0.05

Table 1. Sequences of Primers for DCC Gene RT-PCR

Primer Primer sequence AT

DCC RT-PCR-forward 5´-TTCCGCCATGGTTTTTAATCA-3´
55℃

DCC RT-PCR-reverse 5´-AGCCTCATTTTCAGCCACACA-3´

GAPDH RT-PCR-forward 5´-CATGGGGTGTGAACCATGAGA-3´
55℃

GAPDH RT-PCR-reverse 5´-GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT-3´

* AT: annealing temperature

Table 2. Sequences of Primers for Methylation Specific PCR

Primer Primer sequence AT

MSP-forward 5´-GGGTATTTAAGTTGGTTTTTGTA-3´
60℃

MSP-reverse 5´-AAAATACGCGCTAAAC-3´

USP-forward 5´-GTTTGGGTATTTAAGTTGGTTTTTGTA-3´
52℃

USP-reverse 5´-AAAATACACACTAAAC-3´

* AT: annealing temperature
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Fig. 3. Immunohistochemical stainings for DCC of

normal oral squamous cells(×250)

Fig. 5. Immunohistochemical stainings for DCC of

moderate differentiated oral squamous cell

carcinoma(×300)

Fig. 1. DCC gene expression after RT-PCR of #1-#12 samples

(U: unmethylation, M: methylation, MSP: methylation specific PCR)

Fig. 4. Immunohistochemical stainings for DCC of

normal secretory ductal epithelial cells(×250)

DCC

GAPDH
RT-PCR

Fig. 6. Immunohistochemical stainings for DCC of well

differentiated and invasive oral squamous cell

carcinoma(×300)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 samples

Fig. 2. DCC gene promoter methylation specific PCR of #1-#12 samples

(U: unmethylation, M: methylation, MSP: methylation specific PCR)

DCC U

DCC M
MSP

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 samples
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Ⅳ. 총괄 및 고찰

구강편평상피세포암종은 구강에 발생하는 암 중에서 가장

빈발하고, 장기생존율이 50% 이하일정도로파괴적인행태를

보이며, 전통적인치료방법인수술, 방사선치료및화학요법

의비약적발전에도불구하고지난 40년동안예후가크게개

선되지않았다. 이를극복하기위해구강암의초기진단을위

한종양발생의원인, 성장과정및예후 향인자등에 한

연구와효과적인치료방법의개발연구들이꾸준히시행되어

왔다37-40). 

암세포의발생으로부터증식, 진전, 전이에이르는과정에는

여러가지유전자의변화가축적되고발암기전의각단계마다

다양한 유전자 변화가 있으며 현재 유전자 및 분자생물학의

발달로구강암과종양유발유전자(oncogene) 및종양억제유

전자(tumor suppressor gene)와의관계에 한많은부분이밝혀

졌다. 이런정보를이용하여전통적인수술적방법외표적항

암제치료같은화학요법의발달을가져왔으며또한진단분

야에서도종양표지자(tumor marker) 등의발달로조기진단및

예후예측에도움을주고있다1,37). 

종양의진단을위해이용되는일반적인병리조직학적검사

는그한계를가지고있는데절제종양조직처리과정동안조

직의변형으로인한정확한변연(tumor margin)을확인하는것

이 어렵고 또한 종종 변연이 clear 하더라도 재발되는 경우가

많은데이는병리조직학적으로는정상이지만이미유전자및

분자수준에서 세포의 변형이 왔기 때문이다. 이러한 경우를

미루어 보았을 때 분자 생물학을 이용한 종양의 평가가 병리

조직학적검사보다더정확할수있음을알수있다41).

DCC 유전자(Deleted in Colorectal Cancer)는직장암에 한연

구를 통해 발견되었고 염색체 18q21.3에 위치한 유전자이며

DCC 유전자의산물인 DCC 단백질은 190-kd 크기의면역 로

불린 계통 단백질로 세포막을 가로질러 세포막의 안과 밖에

위치하는 transmembrane receptor이다. DCC 단백질은결직장점

막, 방광, 췌장, 신장, 구강점막등에서발현되며그기능에

해 아직까지 명확히 밝혀지지 않았지만, 세포와 세포외 기질

사이의 신호전달에 관여하여 세포의 분화, 성장 및 종양세포

의전이와관련이있다고알려져있다4-8). 

초기연구들에서염색체 18q의변이와직장암의발생및나

쁜 예후와의 접한 관련성 때문에 DCC 유전자가 유력한 종

양 억제 유전자인 것으로 생각하 다. 하지만 DCC 유전자는

somatic mutation이거의없으며DCC 유전자를제거한 transgenic

mice 모델 연구에서 DCC 유전자의 발현이 없는 생쥐(DCC-/-)

는신경계통의결손으로인해 24시간안에죽었고 heterozygous

mice(DCC+/-)는정상적인생쥐(DCC+/+)와비교하여통계적으

로 유의한 종양 형성 발생률의 차이를 보여주지 못했다는 사

실로인해DCC 유전자보다는염색체 18q에존재하는다른유

전자가종양억제유전자일것이라고추정하게되었다4,9-11).

최근에신경축색돌기유도에관여하는세포외기질단백질

인 netrin-1과 DCC 단백질과의상호작용에의해해당되는세

포의증식또는사멸이조절될수있다는게밝혀지면서다시

DCC가선택적인종양억제유전자일가능성이제기되게되었

다. DCC 단백질의 extracellular domain은 netrin-1과결합하게되

며 cytoplasmic domain은세포내 caspase-9 dependent pathway와연

계되어있다. DCC 단백질과 netrin-1의결합시에는세포의분

화, 성장및이주를촉진시키며반 로 netrin-1이결합하지않

게되면세포내단백질분해효소인 caspase-9의활성화를유도

시키는데활성화된 caspase-9은다시caspase-3를활성화시키고,

caspase-3는 ICAD(inhibitor of the caspase- activated deoxyribonucle-

ase)를포함한여러기질단백질들을절단하여세포사멸(apop-

tosis)을 촉진하게 되고 CAD(caspase-activated deoxyribonuclease)

와 결합하고 있던 ICAD가 caspase-3에 의해 절단되면, CAD가

활성화하어핵에존재하는염색체DNA를절단함으로써DNA

fragmentation을유도하게된다. 따라서종양세포가증식, 성장

하기위해서는세포외기질에 netrin-1이풍부하여DCC 단백질

과 많이 결합하거나 DCC의 발현을 억제하여 DCC에 의한 세

포사멸작용을저지하는방법을추측할수있으며실제로여

러연구들은 장암이나위암등에서DCC의발현이감소하거

나상실되는것을관찰할수있었으며반 로 netrin-1의과발현

이관찰되었다고보고하고있다12-18).

Carvalho 등44)은두경부암종에 한연구를통해DCC 유전자

가종양억제유전자일가능성을주장하 으며암종에서DCC

발현의억제는유전자 promoter methylation에의한것이라고하

다. 유전자 promoter methylation은유전자발현이억제되는가

장중요한메카니즘중하나로알려져있다25-33).

본연구에서 DCC 유전자의발현을보기위한 RT-PCR 분석

에서 12편의샘플중 5개의샘플(41.6%)에서유전자발현이관

찰되지 않았다. 이런 결과는 Fearon 등5)이 장암종의 70%에

서유전자발현이소실되었다는연구보고또 Sato 등22)이위암

의 61%에서유전자발현이감소하 다는연구보고와는차이

가있는데아마도실험에사용된암종의종류와발생부위차

이에따른것이라생각된다. 

DCC 유전자의 발현과 유전자 promoter 메칠화의 상관관계

를알아보기위한 methylation specific PCR 분석을통해 DCC 유

전자가 발현되지 않았던 5개의 샘플 모두(41.6%)에서 유전자

promoter methylation이 관찰되었다. 이는 Ishii  등45)의 식도암에

서DCC 유전자methylation 연구결과인 46.4%와유사한결과

다. 하지만 Carvalho 등44)의 75% 결과와는차이가있는데이것

은 실험에 사용된 종양 조직의 분화도와 침습성의 차이에 따

른것이라생각된다.

DCC 발현의검증을위한면역조직화학적검사결과는다른

연구에서처럼정상조직세포들에비해구강편평상피세포암종

에서DCC의발현이감소또는소실된것을관찰할수있었는

데, 특이한점은조직병리학적조직소견상중등도로분화되

고 침습성이 덜한 구강편평상피세포암종에서는 DCC의 발현

이 정상 세포에 비해 중간 정도로 감소하 으나 분화도가 높

고 침습성이 강한 구강편평상피세포암종에서는 DCC의 발현

이거의나타나지않았다는것이다. 이는 DCC의발현정도가
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암종의 분화도 및 침습성과 상관관계가 있다고 생각해 볼 수

있다.

결론적으로DCC 발현이구강편평상피세포암종에서감소되

었고 DCC 유전자 promoter의메칠화가발현을억제하는데중

요한 메카니즘으로 작용한다는 사실을 알 수 있었다. 또한

DCC 발현과구강편평상피암종의분화도와침습성에따른상

관관계에 한가능성을추론할수있었다. 향후, 구강편평상

피세포암종에서더많은 DCC 유전자의발현및 promoter 메칠

화에 한데이터의축적이이루어진다면진단적표식자로서

그사용이가능하리라사료된다.

Ⅴ. 결 론

DCC 유전자는명칭에서도알수있듯이직장암발병과의

접한 관계 때문에 tumor-suppressor gene으로 추정되고 있으며,

직장암에서 그 유전자 발현이 감소 또는 상실되는 것이 관찰

되며다른선암또는위암등에서도 DCC 유전자의발현감소

가나타난다. 

직장암에서 DCC 유전자의발현을억제시키는여러기전중

에서유전자의 promoter methylation이가장유력한원인으로생

각되고있다. 구강편평상피세포암종의경우에도암종의분화

도또는침습성에따라 DCC 유전자의발현이감소또는소실

되며이는직장암에서처럼유전자의 promoter methylation이그

원인기전이라고추측해볼수있다.

이에 본 연구는 구강편평상피세포암종에서 DCC 유전자의

발현 양상을 검사하고 암종의 특성에 따른 DCC 유전자 발현

의 차이와 promoter methylation과의 상관성을 알아보고자 하

다.

실험에사용된조직편은단국 학교치과 학부속치과병

원 구강악안면외과에서 구강편평상피세포암으로 최종 진단

받은환자 12명의수술후절제된조직 12편을사용하 다. 각

각의 조직편에서 DCC 유전자 발현을 검사하기 위한 RT-PCR

분석과 promoter methylation specific PCR 및 DCC 단백질의발현

을검증하기위한면역조직화학적검사를시행한결과, 12개의

구강편평상피암종조직편중 promoter methylation은 5예(41.6%)

에서 관찰되었고 promoter methylation이 관찰된 5예 모두는 동

시에 DCC 유전자가 발현되지 않았다. 또한 암종의 분화도가

떨어지거나 침습성이 강한 구강편평상피암종에서 DCC 유전

자발현억제와 promoter methylation이관찰되었다. 이러한유전

자발현현상은면역조직학적검사에서증명되었다. 

따라서 구강편평상피세포암종의 발생과 DCC 발현 억제는

접한 관계가 있으며 이러한 유전자 발현 억제의 기전은 유

전자의 promoter methylation에 의한 것임을 알 수 있었다. 향후

이와같은DCC 유전자의 promoter methylation에의한발현억제

와 구강편평상피세포암종과의 상관관계를 이용하여 진단적

marker 또는종양억제방법의하나로활용할수있으리라사료

된다.
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