
엽산(folate)은 과일과 채소 등에서 많이 발견되는 수용성 B

비타민의 일종으로 그 동안 여러 연구들을 통해 엽산결핍이 발

암 과정과 관련이 있을 것으로 생각되어 왔다. 엽산의 결핍이 암

의 위험성을 높이는 데는 두 가지 분자적 기전이 관여할 것으로

여겨지는데, 첫째로 DNA 내에 우라실(uracil)이 잘못 끼어 들어

가게 함으로써 염색체의 절단이나 돌연변이를 유도하는 작용을

할 수 있고, 두 번째로 DNA의 이상 메틸화(aberrant methy-

lation)를 일으켜 원발암 유전자나 종양 억제 유전자의 정상적인

발현을 변화시킬 수 있다.1,2

엽산 섭취가 부족한 것 못지 않게 엽산 대사에 관여하는 효소

의 유전적 다형성이 암 발생에 취약한 인자로 작용할 수 있을

것이라는 가설이 여러 연구자들에 의해 세워졌고, methylenete-

trahydrofolate reductase (MTHFR)가 대표적으로 연구되어 왔

다. MTHFR은 엽산 대사에 있어 핵심적인 효소로 5,10-me-

thylenetetrahydrofolate를 체내 순환 형태인 5-methyltetrahy-

drofolate로 전환시키는 역할을 한다. MTHFR의 유전적 다형

성으로는 C677T와 A1298C, 두 가지가 가장 흔한 것으로 알려

져 있다. MTHFR 유전자의 뉴클레오타이드 위치 677 bp에서
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Background : Genetic polymorphism of methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), in
association with the influence of MTHFR upon DNA methylation, may cause differences of
the methylation profile of cancer. Thus, we investigated the relationship between the methy-
lation status of prostate adenocarcinoma and the genetic polymorphism of MTHFR. Meth-
ods : We examined 179 cases of prostate adenocarcinoma for determining the genotypes of
MTHFR 677 and 1298, the methylation status of 16 CpG island loci and the methylation lev-
els of the LINE-1 and Alu repeats with using polymerase chain reaction/restriction fragment
length polymorphism, methylation-specific polymerase chain reaction and combined bisulphite
restriction analysis, respectively. Results : There was a higher proportion of the CT genotype
of MTHFR 677 in the prostate adenocarcinoma than that in the normal control. The TT geno-
type of MTHFR 677 showed the highest frequency of methylation in six out of nine major CpG
island loci, and these were which were frequently hypermethylated in prostate adenocarcino-
ma. The CT type showed the lowest methylation levels of LINE-1 and Alu among the MTHFR
677 genotypes. Interestingly, the CC type of MTHFR 1298 demonstrated favorable prognos-
tic factors. Conclusions : Our study is the first to examine the methylation profile of prostate
adenocarcinoma according to the MTHFR genotypes. The differences of the cancer risk, the
genomic hypomethylation and the prognosis between the MTHFR genotypes in prostate ade-
nocarcinoma should be further explored.
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C→T 치환이 일어나게 되면, 야생형(wild type) CC 유전자형

에 비해 효소 활성도가 35% 가량 감소된 CT 이형접합체(het-

erozygote) 또는 70% 가량 감소된 TT 동형접합체(homozy-

gote)가 만들어진다.3 또한 뉴클레오타이드 위치 1,298 bp에서

A→C 치환의 경우에도 CC 동형접합체에서 정상에 비해 60%

정도의 효소 활성도를 나타낸다는 보고가 있었다.4

MTHFR 반응의 기질인 5,10-methylenetetrahydrofolate는

DNA 합성을 촉진하는 작용을 하는데, 구체적으로 우라실로부터

타이미딜산(thymidylate)을 합성함으로써 우라실이 잘못 끼어

들어가 염색체 절단이 일어나는 것을 최소화하고 적절한 불일치

복구(mismatch repair)가 일어날 수 있도록 한다. MTHFR 반

응의 산물인 5-methyltetrahydrofolate는 호모시스테인(homo-

cysteine) 아미노산이 메티오닌(methionine)으로 전환될 수 있

도록 단일 탄소 그룹을 공급하는 역할을 하며, 메티오닌은 DNA

메틸화의 단일 탄소 공여자로 널리 작용하는 S-아데노실메티오

닌(S-adenosylmethionine)의 전구체이다. 이상의 대사 기전들

을 종합해 볼 때 MTHFR의 유전적 다형성으로 인한 효소 기능

의 감소가 더욱 많은 엽산을 공급함으로써 DNA 합성과 복구에

기여하여 암 발생의 위험을 낮추거나, 혹은 메틸기의 가용성을

감소시킴으로써 발암 과정에 관여할 수 있다는 가설들이 가능하

다.5 따라서 이에 관련된 기존 연구들이 다수 있었고 급성 백혈

병, 자궁 내막암 및 대장암 등에서 연관성이 있을 것으로 연구된

바 있으나,6-9 암이 발생한 장기 혹은 인종에 따라 다양한 양상

으로 나타나며 식이섭취와 나이 등의 인자에 따라 영향을 받는

등 아직까지는 암의 발생과 MTHFR 유전자 다형성 간의 역학

적 및 분자적 상관성이 명확하지 않은 상태이다.10-12

유전자의 프로모터(promoter) 부위에 집중적으로 존재하는 시

토신-구아닌의 반복적 서열인 CpG 섬(CpG island)에서 시토신

의 5번 탄소에 메틸화가 일어나게 되면 종양 억제 유전자 등의

정상적인 발현이 억제될 수 있다. 전립선 선암종(prostate ade-

nocarcinoma)은 CpG 섬 과메틸화(hypermethylation)에 의한

여러 종양 억제 유전자의 발현 저하가 주요한 발암 기전으로 여

겨지는 암종이다.13 본 연구진은 기존의 연구에서 전립선 선암종

에서 일어나는 메틸화 양상을 분석한 바 있다.14 암종에서의 메

틸화는 특정 CpG 섬에서의 과메틸화와 유전체에서의 광범위한

저메틸화(hypomethylation)를 특징으로 하는데, 저메틸화 현상

은 유전체의 불안정성을 유도하여 발암과정에 기여할 수 있을 것

으로 여겨지나 구체적인 기전과 각 암종에서의 특징적 양상에 대

해서는 좀 더 많은 연구가 필요한 실정이다.15,16 그동안 유전체의

광범위 저메틸화를 알아보기 위하여 유전체 DNA 서열 중 상당

부분을 차지하고 있는 반복적 요소(repetitive element)인 LINE-

1과 Alu에서의 메틸화가 대표적으로 연구되어 왔다.17

MTHFR의 대사 기전으로부터 유추할 수 있듯이 변이형

MTHFR은 효소 활성이 감소되어 메틸기의 공급 저하를 통해

DNA의 저메틸화를 초래할 가능성이 있고, 실제 MTHFR의 변

이형 유전자와 유전체 DNA의 저메틸화 간에 연관성이 있다는

이전의 몇몇 보고들이 있었다.18-20 MTHFR이 DNA 메틸화에

미치는 영향을 고려해 보았을 때 암종에서 MTHFR 유전자형

에 따라 CpG 섬과 유전체의 메틸화 양상이 어떤 식으로 나타날

것인가가 의문점이 될 수 있고, 특히 이상 메틸화가 주요 발암

기전으로 작용하는 전립선 선암종에서 MTHFR 유전자형과 메

틸화 양상을 비교해 본 기존 연구가 없었다는 점에 주목할 필요

가 있다. 이에 따라 본 연구에서는 전립선 선암종에서 여러 대표

적인 유전자의 CpG 섬, LINE-1 및 Alu에서의 메틸화 양상과

MTHFR 유전자 다형성 간의 연관성을 분석해 보고자 한다.

재료와 방법

본 연구에 사용된 전립선암 환자군 재료와 메틸화 특이적 중

합효소 연쇄반응을 이용한 각 CpG 섬 좌의 메틸화 및 결합적

중아황산 제한효소 분석법을 이용한 LINE-1과 Alu의 메틸화

분석은 본 연구진의 기존 연구에서 이미 수행된 결과를 이용하

였다.14

연구 재료

1999년 1월에서 2004년 12월 사이에 서울대학교병원에서 전립

선 선암종으로 진단받고 근치적 전립선 절제술(radical prosta-

tectomy)을 시행 받은 환자군을 대상으로 하였다. 이중 무작위

로 추출된 179예에 대해서 절제술 검체 조직 슬라이드의 병리학

적 재검을 시행하였으며 이들 환자의 수술 전 및 수술 후 추적

관찰상의 혈중 PSA 수치와 병리학적 재검상의 Gleason 점수,

AJCC 병기(stage) 및 종양 부피에 대한 자료를 취합하였다. 전

립선암 등 기타 질병이 없는 것으로 확인된 224예의 만성 위염

환자가 MTHFR 유전자형의 정상 대조군으로 포함되었다. 전립

선 절제술 검체의 대표적 파라핀 블록을 4 μm 두께로 박절하고

헤마톡실린-에오진 염색을 한 후 광학 현미경의 100배 배율로 검

경하면서 70% 이상의 종양세포 밀도를 보이는 부분에 대하여

표시하였다. 표시된 부분에 해당하는 부위를 파라핀블록에 표시

하고 이를 칼을 이용하여 얇게 긁어 내어 마이크로튜브에 모았

다. 자일렌과 알코올을 교대로 처리하여 파라핀을 제거한 후,

proteinase K를 이용하여 조직을 용해시키고, 이를 통상적인 페

놀-클로로포름-이소아밀알코올처리 방법을 이용하여 DNA를

추출하였다. 

MTHFR 유전자형 분석

이전에 기술된 중합효소 연쇄 반응/제한효소 절편 길이 다형

성(polymerase chain reaction/restriction fragment length

polymorphism, PCR/RFLP) 방법을 이용하여 MTHFR 유전

자형을 분석하였다.21-23 MTHFR C677T 분석은 상향 시발체
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(forward primer)로 5′-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGG-

GA-3′, 하향 시발체(reverse primer)로 5′-AGGACGGTG-

CGGTGAGAGTG-3′을 이용하였으며, A1298C 분석은 상향

시발체 5′-GCAAGTCCCCCAAGGAGG-3′, 하향 시발체 5′-

GGTCCCCACTTCCAGCATC-3′을 이용하였다. PCR 산물

에 대하여 뉴클레오타이드 677의 경우 HinfI (New England

Biolabs, Bad Homburg, Germany)을, 뉴클레오타이드 1298의

경우 MboII (New England Biolabs)를 제한효소로 사용하였

으며 37℃에서 최소 2시간 이상 처리하였다. 3% 아가로즈 겔

에서 전기영동 하였고, C677T 다형성의 경우 C 대립유전자는

198 bp, 변형 대립유전자는 175 bp와 23 bp의 밴드를 나타내

었다. A1298C 다형성에서는 29, 37, 79 bp의 세 절편으로 이루

어진 경우 A 대립유전자를 뜻하고 변형 대립유전자에서는 37,

108 bp의 두 절편으로 구성된다.

중아황산 나트륨 변환(sodium-bisulfite modification) 및

메틸화 특이적 중합효소 연쇄 반응(methylation specific

PCR, MSP)

유전체 DNA에 대한 중아황산 나트륨 변환과 MSP는 이전에

기술된 바와 같이 시행하였다.14 5 μg의 DNA를 100℃에서 10

분간 변성시킨 후 0.3 M NaOH 처리하여 42℃에서 20분간 배

양하였다. 50℃에서 16시간 동안 차광된 상태로 2.5 M 메타중

아황산 나트륨(sodium metabisulfite) 용액을 처리하여 중아황

산 변환을 시행하였으며 이전에 기술된 바와 같이 QIAmp Viral

RNA Mini Kit (QIAGEN)를 사용하여 DNA를 정제하였다.17

상온에서 15분간 0.077 M NaOH 용액을 처리하여 배양하면서

탈설폰화(desulphonation) 시킨 후 1 M HCl 10 μL로 중화하

였으며, QIAmp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN)를 사용하

여 DNA를 재차 정제하였다. 80 μL의 분리된 샘플이 얻어졌고

MSP를 이용하여 메틸화 분석을 시행하였다.

MSP에 사용된 16개 CpG 섬 좌(CpG island loci)의 시발체

는 이전에 기술된 바와 같다.14 중아황산 변환된 각 CpG 섬 좌

에 대한 증폭을 위하여 1개의 PCR 완충액, 데옥시뉴클레오티드

삼인산(deoxynucleotide triphosphate) 각 1 mM, 시발체 각 10

pmol, 중아황산 변환된 DNA 30-50 ng를 혼합시킨 총 25 μL

부피의 PCR 혼합물을 사용하였다. PCR 반응은 98℃에서 5분

간 시작하였고 Taq 중합효소 0.75 unit을 첨가한 후 35주기 증

폭 및 최종 10분 연장하였다. 2.5% 아가로즈 겔에서 전기영동

하였고, 3.5 ng의 표지자보다 크게 나타난 신호를 메틸화되었다

고 판정하였으며 이보다 약하게 나타난 신호에 대해서는 MSP를

재차 시행하여 일관된 결과가 보이면 메틸화되었다고 판정하였

다. SssI 메틸기 전이효소(SssI methyltransferase) 처리된 림

프구 DNA와 DNA 없는 증류수를 각각 양성 및 음성 대조군으

로 사용하였다.

LINE-1과 Alu의 메틸화 분석

LINE-1과 Alu의 메틸화 분석은 결합적 중아황산 제한효소

분석(combined bisulfite restriction analysis, COBRA) 방법

을 이용하여 이전에 기술한 바와 같이 시행하였다.24,25 LINE-1

PCR 산물은 TaqI 2 U와 TasI 8 U을 1개의 TaqI buffer (MBI

Fermentas, Hanover, MD, USA)에 첨가한 총 10 μL의 혼합

물로 65℃에서 익일까지 배양하였고 폴리아크릴아미드 겔(poly-

acrylamide gel)에서 전기영동 하였다. DNA 절편들의 강도는

ImageJ software (http://rsb.info.nih.gov/ij)를 이용하여 측정

하였다. LINE-1 메틸화 정도는 TaqI 절편 밴드 강도와 TasI 절

편 밴드 강도의 합에 대한 TaqI 절편 밴드 강도의 분율로서 표

시할 수 있다. Alu 메틸화 분석은 Alu 증폭산물을 MboI (MBI

Fermentas) 10 U로 절편낸 후 12% 비변성 폴리아크릴아미드

겔에서 전기영동 하였다. 여기서 절편 밴드들은 메틸화된 대립

유전자로 볼 수 있고, 절편되지 않은 밴드들은 메틸화되지 않았

거나 돌연변이가 있는 대립유전자를 뜻한다. Alu 메틸화 정도는

MboI 절편 밴드 강도와 절편되지 않은 밴드 강도의 합에 대한

MboI 절편 밴드 강도의 분율로서 표시할 수 있다.

통계 분석

통계 분석은 SPSS version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,

USA)을 이용하여 Pearson 카이제곱 검정과 다항 로지스틱 회

귀분석(multinominal logistic regression) 및 일원배치 분산분

석(oneway ANOVA)을 시행하였으며 p-value 0.05 미만을

통계적으로 유의하다고 판정하였다.

결 과

전립선 선암종에서 MTHFR 유전자형의 분포

전립선 선암종과 정상 대조군에서 MTHFR 677 및 1298의

유전자형 분포는 Table 1과 같다. MTHFR 677의 경우 전립선

선암종과 정상 대조군 모두에서 CT형의 비율이 가장 높았고 다

음으로 CC, TT형의 순이었다. 전립선 선암종에서 정상 대조군

에 비하여 높은 CT형 비율(58.1% vs 44.6%)을 나타내는 것을

알 수 있고, 다항 로지스틱 회귀분석을 시행하였을 때 CT형의

교차비(odds ratio)가 1.94로 나타났으며 이는 통계적으로 유의

하였다(p=0.005). MTHFR 1298의 경우 전립선암과 정상 대

조군 모두에서 AA형의 비율이 가장 높았으며 AC형과 CC형의

순으로 나타났다. 전립선 선암종과 정상 대조군 사이에서 AC형

(32.4% vs 27.2%)과 CC형(2.2% vs 4.5%)의 분포 차이는 크

지 않았다. 이상의 결과를 볼 때 전립선 선암종에서의 MTHFR

유전자형 변이 비율은 정상 대조군에서의 분포와 크게 다르지 않
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으나, MTHFR 677 CT형의 비율이 정상에 비해 상당히 높게

나타나는 것을 특징으로 볼 수 있고 통계적으로 유의한 위험도를

나타내어 CT형의 전립선암 발병 가능성이 높음을 시사한다. 

MTHFR 유전자형에 따른 16개 CpG 섬 좌의 메틸화 양상

저자들이 시행한 이전의 연구에서,14 179예의 전립선암에 대해

22개의 CpG 섬 좌(RASSF1A, GSTP1, RARB, MDR1, APC,

TNFRSF10C, CDH13, ASC, BCL2, COX2, THBS1, RBP1,

TIG1, CD44, p16, RUNX3, TNFRSF10D, NEUROG1, CDH1,

HLTF, p14, HPP1)에 대하여 MSP를 이용하여 DNA 과메틸

화를 분석하였었고, 이 중 6개(CDH13, CDH1, HLTF, p14,

HPP1, NEUROG1)를 제외한 16개 CpG 섬 좌가 전립선암 특

이적인 DNA 과메틸화를 보였다. 이들 16개 CpG 섬 좌의 MT-

HFR 유전자형에 따른 메틸화 빈도는 Table 2에 정리하였다.

메틸화 빈도가 가장 높게 나타난 것은 RASSF1A로 155예에서

메틸화 양성으로 나타났으며(86.6%), 가장 낮은 메틸화 양성

빈도를 나타낸 것은 RUNX3로 단 29예에서만(16.2%) 메틸화

되었다.

전립선암 특이적인 과메틸화를 나타낸 16개 CpG 섬 좌에 대

해서 각 MTHFR 유전자형에 따른 메틸화된 CpG 섬 좌의 평균

개수를 비교해 보았을 때, MTHFR 677 CC형에서 7.6개, CT형

에서 6.7개, TT형에서 8개로 TT형의 전립선암종에서 가장 높

았지만 통계학적으로 유의하지 않았다(oneway ANOVA, p=

0.222)(Fig. 1A). MTHFR 1298에서는 AA형은 7.2개, AC형

은 7.4개, CC형은 3.3개이었고, CC형에서 가장 낮은 메틸화 빈

도를 나타내었지만 통계학적으로 유의한 차이는 없었다(p=

0.131)(Fig. 2A).

전립선 선암종에서 흔하게 메틸화되는 것으로 잘 알려져 있는

GSTP1의 경우 131예에서 메틸화되어 73.2%의 메틸화 빈도를

보였고, 각 MTHFR 677 유전자형에 따른 빈도를 보면 CC형이

44예 중 28예(63.6%), CT형이 104예 중 78예(75.0%), TT형이

31예 중 25예(80.7%)에서 메틸화됨으로서 CC형에 비하여 CT

형 및 TT형에서 메틸화 빈도가 높게 나타나고 특히 TT형에서

Genotype No. of PCa (%) No. of NC (%) OR (95% CI) p-value

MTHFR 677 CC 44 (24.6) 82 (36.6) 1.00 (reference)
CT 104 (58.1) 100 (44.6) 1.94 (1.23-3.06) 0.005
TT 31 (17.3) 42 (18.8) 1.38 (0.76-2.48) 0.290

MTHFR 1298 AA 117 (65.4) 153 (68.3) 1.00 (reference)
AC 58 (32.4) 61 (27.2) 1.24 (0.81-1.92) 0.324
CC 4 (2.2) 10 (4.5) 0.52 (0.16-1.71) 0.283

Table 1. Distribution of MTHFR 677 and 1298 genotypes in prostate adenocarcinoma (n=179) and normal control (n=224) and asso-
ciation test for the MTHFR polymorphism with prostate adenocarcinoma risk

PCa, prostate adenocarcinoma; NC, normal control; OR, odds ratio; CI, confidence interval.

CpG island loci
MTHFR 677 n (%)

CC TTCT
p-value p-value*

MTHFR 1298 n (%)

AA CCAC

RASSF1A 37 (84.1) 91 (87.5) 27 (87.1) 0.853 102 (87.2) 52 (89.7) 1 (25.0) 0.635
GSTP1 28 (63.6) 78 (75.0) 25 (80.7) 0.212 91 (77.8) 39 (67.2) 1 (25.0) 0.133
RARB 29 (65.9) 71 (68.3) 23 (74.2) 0.739 81 (69.2) 41 (70.7) 1 (25.0) 0.843
TNFRSF10C 30 (68.2) 66 (63.5) 21 (67.7) 0.820 77 (65.8) 39 (67.2) 1 (25.0) 0.851
APC 29 (65.9) 63 (60.6) 25 (80.7) 0.119 79 (67.5) 37 (63.8) 1 (25.0) 0.623
BCL2 26 (59.1) 48 (46.2) 19 (61.3) 0.184 59 (50.4) 34 (58.6) 0 (0) 0.307
MDR1 23 (52.3) 52 (50.0) 16 (51.6) 0.964 58 (49.6) 31 (53.4) 1 (25.0) 0.707
ASC 20 (45.5) 43 (41.3) 15 (48.4) 0.754 48 (41.0) 29 (50.0) 1 (25.0) 0.260
TIG1 18 (40.9) 42 (40.4) 15 (48.4) 0.722 47 (40.2) 27 (46.6) 1 (25.0) 0.421
RBP1 18 (40.9) 25 (24.0) 14 (45.2) 0.028 36 (30.8) 20 (34.5) 1 (25.0) 0.620
COX2 15 (34.1) 29 (27.9) 8 (25.8) 0.681 32 (27.4) 19 (32.8) 1 (25.0) 0.459
TNFRSF10D 13 (29.5) 26 (25.0) 6 (19.4) 0.605 29 (24.8) 16 (27.6) 0 (0) 0.690
THBS1 14 (31.8) 22 (21.2) 8 (25.8) 0.382 28 (23.9) 15 (25.9) 1 (25.0) 0.780
CD44 13 (29.5) 17 (16.3) 9 (29.0) 0.116 26 (22.2) 12 (20.7) 1 (25.0) 0.817
p16 10 (22.7) 16 (15.4) 10 (32.3) 0.106 26 (22.2) 9 (15.5) 1 (25.0) 0.297
RUNX3 10 (22.7) 12 (11.5) 7 (22.6) 0.137 21 (17.9) 8 (13.8) 0 (0) 0.486

Table 2. Methylation frequency of 16 CpG island loci according to genetic polymorphism of MTHFR 677 and 1298 in prostate ade-
nocarcinoma (n=179) 

*In significance test of MTHFR 1298, CC type was excluded due to too small number of cases.



 30 김정호∙조남윤∙김백희 외 4인

높게 나타남을 알 수 있다. 이와 유사한 양상으로 나타나는 다른

CpG 섬 좌로는 RARB가 있는데 MTHFR 677 CC형이 44예

중 29예(65.9%), CT형 104예 중 71예(68.3%), TT형 31예 중

23예(74.2%)에서 메틸화되어 CT형과 TT형으로 갈수록 순차

적인 메틸화 증가 양상이 있음을 확인할 수 있다. APC의 경우

MTHFR 677 CC형 44예 중 29예(65.9%), CT형 104예 중 63

예(60.6%), TT형 31예 중 25예(80.7%)에서 메틸화되어 역시

TT형에서 상대적으로 높은 메틸화 빈도를 나타냄을 볼 수 있다. 

이와 같이 몇몇 메틸화 빈도가 높은 CpG 섬 좌에서 CC형에

비하여 CT형과 TT형의 메틸화 빈도가 높은 경향을 볼 수는 있

었으나, MTHFR 677 각 유전자형에 따른 메틸화 빈도의 차이

가 통계적으로 유의하게 나타나는 CpG 섬 좌는 RBP1 밖에 없

었다(Pearson chi-square test, p=0.028). RBP1의 경우 CT형

에서 104예 중 25예만이 메틸화되어 상대적으로 CC형과 TT형

에 비하여 24%의 낮은 메틸화 빈도를 나타내었고 이는 THBS1,

CD44, p16, RUNX3와 같이 전립선암 특이적 과메틸화가 나타

난 16개 CpG 섬 좌 중 전체 전립선암에서의 메틸화 빈도가 상

대적으로 낮은 CpG 섬 좌들에서 CT형의 메틸화 빈도가 낮게

나타나는 공통의 경향이 있는 것과 연관지어 볼 수 있겠다.

MTHFR 677 유전자형 중 TT형에서 가장 높은 메틸화 빈

도를 나타낸 CpG 섬 좌가 8개(GSTP1, RARB, APC, ASC,

BCL2, RBP1, TIG1, p16)였고 CC형에서 가장 높은 메틸화 빈

도를 나타낸 CpG 섬 좌가 7개(MDR1, TNFRSF10C, COX2,

THBS1, CD44, RUNX3, TNFRSF10D), CT형에서 가장 높은

메틸화 빈도를 나타낸 CpG 섬 좌가 1개(RASSF1A)였다. 이

상의 결과를 보았을 때 MTHFR 677 TT형에서 높은 메틸화 빈

도를 나타낸 CpG 섬 좌가 가장 많았고, CT형과 TT형을 합한

T-변이형과의 비교에서도 메틸화 빈도를 높게 나타낸 CpG 섬

좌는 CC형과 T-변이형에서 각각 7개, 9개이었다. 전체 전립선

암 179예에서 메틸화 빈도가 40% 이상으로 높게 나타난 9개의

주요 CpG 섬 좌(RASSF1A, GSTP1, RARB, MDR1, APC,

TNFRSF10C, ASC, BCL2, TIG1)를 대상으로 하였을 때는

TT형에서 메틸화 빈도가 가장 높게 나타난 CpG 섬 좌가 6개

(GSTP1, RARB, APC, ASC, BCL2, TIG1)로 가장 많았다.

MTHFR 1298 유전자형의 경우 AC형에서 가장 높은 메틸화

빈도를 나타낸 CpG 섬 좌가 11개(RASSF1A, RARB, MDR1,

TNFRSF10C, ASC, BCL2, COX2, THBS1, RBP1, TIG1,

TNFRSF10D)로 가장 많았고, 야생형인 AA형에서 가장 높은

메틸화 빈도를 나타낸 CpG 섬 좌가 4개(GSTP1, APC, CD44,

RUNX3), CC형에서 가장 높은 메틸화 빈도를 나타낸 CpG 섬

Fig. 1. Comparison of methylation fre-
quency of 16 CpG islands, methylation
level of LINE-1 and Alu, and mean per-
centage of tumor volume and postoper-
ative follow-up PSA level between MTH-
FR 677 genotypes in prostate adenocar-
cinoma demonstrated slightly different
methylation profile and clinicopatholog-
ic features, but these results were not
statistically significant. (A) The TT geno-
type showed the highest mean frequen-
cy of CpG islands methylation. (B) and
(C) The CT genotype showed the lowest
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좌가 1개(p16)였다. 전체 전립선암 중 메틸화 빈도가 40% 이

상으로 높게 나타난 주요 CpG 섬 좌 9개를 대상으로 하였을 때

도 AC형에서 가장 높은 메틸화 빈도를 나타낸 CpG 섬 좌가 7

개(RASSF1A, RARB, MDR1, TNFRSF10C, ASC, BCL2,

TIG1)로 AA형 2개(GSTP1, APC)에 비하여 월등히 많았다.

MTHFR 유전자형에 따른 LINE-1 및 Alu의 메틸화 양상

이전의 연구에서,14 전립선암 전체 179예 중 173예에 대하여

COBRA를 이용하여 LINE-1 및 Alu의 메틸화를 조사하였었고,

전립선암에서 LINE-1 메틸화 수준은 평균 35.7%였으며, Alu

메틸화 수준은 평균 19.7%를 나타내었다. 

LINE-1 메틸화의 MTHFR 677 유전자형에 따른 차이를 보

면 CC형은 LINE-1 메틸화 수준이 평균 36.6%, CT형은 35.2%,

TT형은 35.8%였다(Fig. 1B). CT형에서 가장 낮은 LINE-1

메틸화를 나타냄을 알 수 있으나 유의한 차이를 보이지는 않았

다(oneway ANOVA, p=0.551). MTHFR 677 유전자형에 따

른 Alu 메틸화 양상을 보면 CC형에서 Alu 메틸화 레벨이 평균

20.2%, CT형 19.2% 및 TT형 20.0%이었다(Fig. 1C). LINE-

1의 결과와 유사하게 역시 CT형에서 가장 낮은 Alu 메틸화를

보였으나 유의한 차이는 아니었다(p=0.426).

MTHFR 1298 유전자형에 따른 LINE-1 메틸화 수준을 비

교해보면, AA형에서 평균 35.2%, AC형 36.8%, CC형 34.1%

로 나타났다(Fig. 2B). AC형에서 가장 높은 LINE-1 메틸화를

나타내고 CC형에서 가장 낮은 메틸화를 나타냈으나 모두 유의

한 차이는 아니었다(p=0.375). Alu 메틸화 양상은 AA형이 평

균 19.7%, AC형 19.3%, CC형 22.9%로(Fig. 2C), AC형에서

가장 낮은 메틸화가 나타나고 CC형에서 가장 높은 메틸화가 나

타났으나 역시 모두 통계적으로 유의하지 못하였다(p=0.353).

MTHFR 유전자형과 전립선암의 임상병리학적 특성과의

관계

마지막으로 전립선암의 임상병리학적 특성으로서 중요 예후인

자인 수술 전 PSA 수치, 조직학적 Gleason 점수, AJCC 병기,

종양 부피(tumor volume) 및 재발 예측 인자로서의 수술 후 추

적 관찰상 혈중 PSA 수치 등이 MTHFR 유전자형에 따라 어

떠한 차이를 나타낼 것인가를 알아보았다. 전체 전립선암 179예

의 수술 전 혈중 PSA 평균치는 14.0 ng/mL이었으며 MTHFR

677 각 유전자형에 따른 평균치는 CC형에서 15.8 ng/mL, CT
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Fig. 2. Comparison of methylation fre-
quency of 16 CpG islands, methylation
level of LINE-1 and Alu, and mean per-
centage of tumor volume and postoper-
ative follow-up PSA level between MTH-
FR 1298 genotypes in prostate adeno-
carcinoma demonstrated variable methy-
lation profile and clinicopathologic fea-
tures. (A) The CC genotype showed the
lowest mean frequency of CpG islands
methylation. (B) The AC genotype show-
ed the highest mean level of LINE-1 me-
thylation. (C) However, mean level of

Alu methylation in AC genotype was the lowest. (D) and (E) The CC genotype showed the lowest tumor volume and follow-up PSA level.
However, these differences (A-E) were not statistically significant. (Error bars show mean±1.0 standard error).
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형에서 13.6 ng/mL, TT형 12.7 ng/mL으로 CC형에서 CT형,

TT형으로 갈수록 낮아지는 경향을 보였으나 통계적으로 유의하

지는 않았다(oneway ANOVA, p=0.587). MTHFR 1298 유

전자형의 경우 AA형 13.2 ng/mL, AC형 16.0 ng/mL, CC형

7.4 ng/mL의 평균치를 나타내어, AA형에 비하여 AC형에서

높아지고 CC형에서 현저히 낮은 수치를 보여주었으나 역시 통

계적으로 유의한 결과는 아니었다(p=0.268). 

전립선 선암종의 조직학적 등급으로 중요 예후인자라 할 수

있는 Gleason 점수의 분포를 각 MTHFR 유전자형에 따라 정

리한 결과는 Table 3과 같다. MTHFR 677 유전자형 모두에서

Gleason 점수 7점에 가장 많은 빈도를 나타내었고 다음으로 9점

의 순이었으며 전반적으로 7점 이하의 분포가 8점 이상 보다 월

등히 많았으나 통계적으로 유의하지는 않았다(p=0.861). 이는

전체 전립선암 179예의 Gleason 점수 분포와 유사하였고 또한

각 유전자형에 따른 Gleason 점수 평균치는 유의한 차이를 나타

내지 못하였다(oneway ANOVA, p=0.903). MTHFR 1298

유전자형 역시 AA형과 AC형에서 7점의 빈도가 가장 많았고

다음으로 9점의 순이었으며 7점 이하의 분포가 8점 이상 보다

많았으나 통계적으로 유의하지는 않았다(p=0.453). 특이할 점

은 CC형의 경우 모두 7점 이하에만 분포하여 상대적으로 낮은

점수를 나타내었으나 단 4예 밖에 되지 않아 유의성을 부여하기

는 어려웠다.

또 다른 중요 예후인자인 AJCC 병기의 분포는 Table 4와 같

다. MTHFR 677의 경우 각 유전자형에 따른 병기의 빈도가 유

사한 양상으로서 II기가 가장 많고 IV기로 갈수록 순차적으로 줄

어들었으며 유전자형 간의 차이는 통계적으로 유의하지 않았다

(oneway ANOVA, p=0.988). MTHFR 1298 AA형의 경우

MTHFR 677과 유사하게 II기가 가장 많고 IV기로 갈수록 줄어

드는 양상이었으나, AC형에서는 III기의 가장 빈도가 높았고 CC

형은 모두 II기에만 국한되어 있는 특징을 보였다. 그러나 CC형

이 4예 밖에 되지 않아 유의성을 부여하기 어렵고 통계적으로

이들 유전자형 간의 차이는 유의하지 않았다(p=0.196).

조직병리학적 재구성을 통해 측정한 종양 부피의 평균은 MT-

HFR 677 CC형에서 23.1%, CT형 23.8%, TT형 28.3%로 CC

형에서 TT형으로 갈수록 소폭 증가하는 양상을 보였으나 유의하

지는 않았다(Fig. 1D)(oneway ANOVA, p=0.593). MTHFR

1298의 경우 AA형 24.9%, AC형 24.4%로 유사하였고 CC형에

서 8.3%로 상대적으로 매우 낮은 평균 종양 부피를 보였으나

역시 통계적으로 유의하지는 않았다(Fig. 2D)(p=0.320).

마지막으로 수술 후 재발 여부를 가늠하는 척도인 추적 관찰

상의 혈중 PSA 평균치는 MTHFR 677 CC형에서 0.61 ng/

mL, CT형 1.24 ng/mL이었으며, TT형에서 5.08 ng/mL로

급격히 증가하는 양상을 보였으나 유의한 차이는 아니었다(Fig.

1E)(oneway ANOVA, p=0.144). MTHFR 1298 AA형에서

는 평균 PSA 수치가 2.20 ng/mL로 높게 나타났고 AC형에서

0.92 ng/mL, CC형에서 0.41 ng/mL로 순차적으로 낮아지는

양상을 보였다(Fig. 2E). 그러나 이러한 차이는 통계적으로 유

의하지는 못하였다(p=0.722).

고 찰

MTHFR은 생리적으로 엽산 대사의 기전에 관여하는 핵심적

인 효소로서 인체 내에서 유전학적(genetic) 및 외유전학적

(epigenetic) 변화에 간접적으로 영향을 미칠 수가 있다. 유전

학적으로는 MTHFR의 기질이 되는 5,10-methylenetetrahy-

drofolate가 우라실이 타이미딜산으로 전환되는 것을 촉진함으로

서 염색체의 절단이나 돌연변이가 일어나는 것을 방지하게 되며,

외유전학적 측면에서는 MTHFR을 통한 반응 산물인 5-methyl-

tetrahydrofolate가 단일 탄소 그룹을 공급하여 호모시스테인을

메티오닌으로 전환시키고 메티오닌은 다시 S-아데노실메티오닌

으로 전환되어 DNA 메틸화를 위한 탄소 공여자로서의 역할을

하게 된다. 암이 각종 유전자의 돌연변이 등을 통한 유전학적 변

화와 DNA 메틸화로 대변되는 외유전학적 변화로 초래된다는

Gleason score
MTHFR 677 n (%)

CC TTCT
p-value p-value

MTHFR 1298 n (%)

AA CCAC

≤7 35 (79.5) 80 (76.9) 23 (74.2) 0.861 88 (75.2) 46 (79.3) 4 (100) 0.453
8≤ 9 (20.5) 24 (23.1) 8 (25.8) 29 (24.8) 12 (20.7) 0 (0)

Table 3. Distribution of Gleason score according to MTHFR genotypes in prostate adenocarcinoma (n=179)

AJCC stage
MTHFR 677 n (%)

CC TTCT
p-value p-value

MTHFR 1298 n (%)

AA CCAC

II 22 (50) 52 (50) 17 (54.8) 0.988 61 (52.1) 26 (44.8) 4 (100) 0.196
III 19 (43.2) 43 (41.3) 10 (32.3) 43 (36.8) 29 (50) 0 (0)
IV 3 (6.8) 9 (8.7) 4 (12.9) 13 (11.1) 3 (5.2) 0 (0)

Table 4. Distribution of AJCC stages according to MTHFR genotypes in prostate adenocarcinoma (n=179)
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것을 생각해볼 때, 이와 같이 MTHFR이 유전학적 및 외유전학

적 변화와 연관되어 있다는 것은 발암 과정에도 관여할 여지가

크다는 것을 시사한다. 따라서 그 동안 MTHFR 유전자형의 차

이가 암 발생에서의 차이를 나타낼 것이라는 가설을 검증하기 위

한 연구들이 시도되었지만 일관된 결과를 도출하지는 못 하였으

며, 아직 명확한 상관관계가 밝혀지지 않은 실정이다.6-12

MTHFR은 유전적 다형성을 지니는데, 뉴클레오타이드 677과

1298에서 변이형이 존재한다는 것이 널리 알려져 있다. 677의 야

생형은 CC형이고 T-변이형으로 CT와 TT가 있으며, 1298의 경

우 AA형이 야생형으로서 C-변이형인 AC형과 CC형이 존재하

게 된다. 변이형일 경우 MTHFR의 효소 활성이 감소되는 등의

차이가 있을 수 있다는 기존 보고들이 있으며3,4 따라서 MTHFR

677과 1298의 유전자형의 차이가 암 발생의 차이 및 암의 분자

생물학적 변화 양상의 차이와 연관될 가능성이 있다. 본 연구에

서는 MTHFR이 DNA 메틸화에 미칠 수 있는 영향을 고려하

여, CpG 섬 과메틸화가 주요 발암 기전으로 인정되고 있는 전

립선 선암종에서 MTHFR 677과 1298 유전자형의 차이에 따른

메틸화 양상의 차이를 규명하고자 하였다. 

우선 전립선암과 정상 대조군에서 MTHFR 유전형의 빈도를

비교해 보았을 때, MTHFR 677 CT형의 비율이 전립선암에서

높게 나타남을 알 수 있었다. 변이형의 생물학적 활성도 차이가

발암과정에 미치는 영향에 그대로 적용된다면 이형접합체 변이

형인 CT형에서의 경향이 동형접합체 변이형인 TT형에서 더욱

강화되어 나타날 것으로 예상할 수 있지만, TT형이 정상 대조

군에 비하여 전립선암에서 근소하게 낮은 비율을 나타내어 T-

변이형 유전자를 지닌 사람들이 모두 전립선암의 발병에 취약할

것이라는 가정은 어려울 것으로 보인다. 최근 MTHFR 677 다

형성이 전립선암 발병 위험도에 미치는 영향을 대규모의 전립선

암군과 대조군에 대하여 조사한 연구에서는 역학적으로 명확한

상관성이 없는 것으로 드러난 바 있다.26,27 그러나 본 연구 결과

에서는 CT형이 정상 대조군에 비하여 전립선암에서 그 비율이

상당히 높아지고 통계적으로 유의한 수준의 위험도를 나타내어

CT형 유전자를 지닌 사람들이 상대적으로 전립선암의 발병에

취약할 수 있음을 알 수 있으며 앞으로 더 구체적인 역학적 연

구와 증거가 필요할 것으로 보인다.

다음으로 16개 CpG 섬 좌에 대한 메틸화 여부에 대한 이전의

연구자료를 활용하여 MTHFR 유전자형에 따른 양상의 차이를

보고자 하였다. MTHFR 677 TT형의 경우 전립선암에서 메틸

화 빈도가 높게 나타나는 주요 CpG 섬 좌 9개 중 6개인 GSTP1,

RARB, APC, ASC, BCL2, TIG1에서 CC형 및 CT형에 비하

여 높은 메틸화 빈도를 나타내었다. 특히 GSTP1 80.7%, APC

80.7%로 전체 전립선암에서의 메틸화 빈도와 비교해 보았을 때

(각각 73.2%, 65.4%) 상당히 높은 메틸화 빈도를 나타냄을 알

수 있다. 앞서(Table 1)의 분포에서 보았듯이 정상 대조군에 비

하여 전립선암에서 TT형의 비율이 특별히 차이가 난다고 하기

어렵고, 전체 MTHFR 677 유전자형 중 가장 낮은 비율을 차지

하는 것이 TT형인 것을 감안할 때 상대적으로 TT형을 지닌 군

의 전립선암 발병에 CpG 섬 과메틸화가 더 강하게 관련될 수

있다는 추정을 해 볼 수 있다. 

MTHFR 1298 유전자형 간의 비교에서는 전립선암에서 메틸

화 빈도가 높게 나타나는 주요 CpG 섬 좌 9개 중 7개인 RA-

SSF1A, RARB, MDR1, TNFRSF10C, ASC, BCL2, TIG1

에서 AC형이 AA형 및 CC형에 비하여 높은 메틸화 빈도를 보

였다. 즉 MTHFR 1298 유전자형의 경우 야생형인 AA형에 비

하여 변이형인 AC형에서 전립선암 발병에 CpG 섬 과메틸화가

보다 광범위하게 나타날 수 있음을 알 수 있다. 그러나 동형접

합체 변이형인 CC형의 경우는 전체 전립선암 179예 중 단 4예

만을 차지하고 있고, 그 중 CpG 섬 메틸화가 광범위하게 나타

나는 1예를 제외하고는 나머지 3예에서 16개 CpG 섬 좌의 메틸

화가 거의 나타나지 않아 전립선암 발병에 CpG 섬의 과메틸화

가 다른 유전자형에 비하여 특별히 더 연관이 있을 것이라는 추

정을 하기 어려웠다.

대장암등의여러암종에서DNA 메틸화는특징적으로종양억

제 유전자의 발현 억제 등이 관련되어 있는 CpG 섬 좌에서의 과

메틸화와 유전체에서의 광범위한 저메틸화가 공존하는 모습을 보

인다.28 유전체 DNA의 저메틸화 현상을 알아보기 위하여 LINE-

1과 Alu에서의 메틸화를 측정하는 방법이 널리 쓰이고 있으며,

본 연구진은 기존의 연구를 통하여 전립선암에서 LINE-1과 Alu

의 메틸화가 양성 전립선 비대증 대조군에 비하여 유의하게 낮아

져 있음을 밝힌 바 있다.14 그렇다면 전립선암에서 MTHFR의

각 유전자형에 따라 LINE-1과 Alu의 메틸화 정도가 차이를 보

일 것인가가 의문이 될 수 있고, 본 연구의 결과 LINE-1과 Alu

모두에서 MTHFR 677 CT형의 메틸화가 가장 낮았고 다음으

로 TT형, CC형의 순으로 점차 높아지는 양상을 보였다. 비록

이러한 메틸화 정도가 근소한 차이였고 통계적으로 유의하지는

못 하였으나, 앞서 살펴보았듯이 정상 대조군에 비하여 전체 전

립선암에서 차지하는 비율이 CT형은 높아지고 TT형은 비슷하

며 CC형에서 낮아지는 결과와 연관지어 볼 때, MTHFR 유전

자형에 따라 유전체 메틸화 정도가 낮을수록 발암 빈도가 높아질

수 있는 가능성을 생각해 볼 수 있다. 또한 변이형의 MTHFR이

효소 활성도가 감소된다는 연구 결과들을 통하여 유추해 볼 때3,4

감소된 효소 활성도로 인하여 메틸화에 필요한 탄소의 공급이 저

하되어 유전체의 저메틸화를 초래할 가능성이 있고, 따라서 야생

형인 CC형에 비하여 변이형인 CT형에서 LINE-1과 Alu의 메

틸화 정도가 낮아지는 본 연구에서의 결과를 설명해 볼 수 있다.

다만 CT형에 비하여 더욱 감소된 효소 활성도를 보인다는 TT

형에서 CT형에 비하여 높은 LINE-1과 Alu의 메틸화 정도를

보이는 것은 이러한 단순 기전적인 유추만으로는 설명하기가 어

려운 점이 있다. 더욱이 앞서 보았듯이 주요 CpG 섬 좌의 메틸

화 양상에서 TT형이 가장 높은 메틸화 빈도를 나타내었던 점을

고려해 볼 때 TT형의 경우 효소 활성도의 저하를 통해 메틸화

에 미치는 영향 외의 다른 요소가 복합적으로 관여될 여지가 있
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다고 하겠다.

MTHFR 1298의 경우 LINE-1에서는 CC형이 가장 낮은 메

틸화 정도를 보이고 다음으로 AA형, AC형의 순이었으며 Alu

에서는 AC형이 가장 낮은 메틸화 정도를 나타내고 AA형, CC

형의 순으로 높아지는 양상을 보였다. 이들 모두 근소한 차이였

으며 통계적으로 유의한 차이는 아니었다. MTHFR 677과는

다르게 1298의 유전자형에서는 LINE-1과 Alu에서 동일한 경

향을 보이지 않았으며 오히려 상반되는 양상을 띠게 됨으로써

결과의 해석에 어려움이 있다. 덧붙이자면 MTHFR 1298의 유

전자형 중 동형접합체 변이형인 CC형은 정상 대조군에서 4.5%

를 차지하고 또한 전체 179예의 전립선암 중 2.2%인 단 4예만

을 차지하여 상당히 낮은 비율로 나타나고 있기 때문에 MTHFR

1298 유전자형을 대상으로 하는 연구 결과가 보다 분명해지기

위해서는 포함되는 연구 재료의 규모가 상당히 커야 될 것으로

생각된다.

수술 전 혈중 PSA 수치, 조직학적 Gleason 점수, AJCC 병

기, 종양 부피 및 수술 후 추적 관찰상의 PSA 수치는 모두 전

립선암의 주요 임상병리학적 특성들이다. 전립선암의 예후와 밀

접한 관련이 있는 이들 인자가 MTHFR 각 유전자형에 따라 어

떠한 차이를 나타낼 수 있는가가 또한 관심의 대상이었고, 이들

간의 비교 분석에서는 모두 유의한 결과를 도출해 내지는 못하

였으나 몇 가지 흥미로운 사실을 발견할 수 있었다. MTHFR

677의 경우 CC형에 비하여 CT형과 TT형으로 갈수록 수술 전

PSA 수치의 점진적인 감소 경향이 있어 좋은 예후를 나타낼 가

능성이 있으나, 종양 부피와 수술 후 PSA 수치의 경우에는 이

와는 정반대의 경향으로 나타나 TT형에서 가장 큰 종양 부피와

높은 수술 후 PSA 수치를 보였다. 이들 인자를 통하여 보았을

때 MTHFR 677의 T-변이형이 야생형에 비해 전립선암에서 좋

은 예후를 보일지 혹은 나쁜 예후를 보일지 혼란스러울 수 있어

실제 환자에서 예후와의 관련성에 대하여 더 많은 연구가 필요

할 것으로 보인다.

MTHFR 1298 CC형은 AA형과 AC형에 비하여 수술 전 및

수술 후 혈중 PSA 수치가 현저히 낮고 종양 부피가 작으며

Gleason 점수가 모두 7점 이하인 점 및 AJCC 병기상으로도 모

두 II기 이하에 포함되는 점 등으로 보아 전립선암에서 상대적

으로 좋은 예후를 보일 가능성이 매우 높다고 하겠다. 다만 CC

형의 낮은 빈도로 인하여 본 연구에서 통계적으로 유의한 결론

을 도출하기 어려웠던 점을 감안하여 대규모의 집단을 대상으로

한 연구가 의미를 가질 수 있을 것이다. 

결론적으로 본 연구는 전립선 선암종을 대상으로 16개 CpG

섬 좌의 과메틸화, LINE-1 및 Alu에서의 저메틸화, 수술 전 및

수술 후 PSA 수치와 종양 부피, Gleason 점수, AJCC 병기 등

의 임상병리학적 특성들이 MTHFR 677 및 1298 유전자형의

차이에 따라 어떻게 다른 양상으로 나타날 것인가를 규명해보는

최초의 시도였다는 의의가 있다. MTHFR 677의 변이형인 CT

형은 정상 대조군에 비하여 전립선암에서 높은 비율을 차지하며

유의한 위험도를 나타내었고, 또한 유의한 결과는 아니었으나

LINE-1과 Alu에서의 저메틸화 경향과 부합되는 양상을 보여

이들간의 관련성에 대하여 추가적인 연구가 필요할 것으로 보인

다. MTHFR 1298 CC형은 여러 임상병리학적 인자들과의 분

석을 통하여 전립선암에서 좋은 예후를 나타낼 가능성을 제시할

수 있었고, 실제 예후와의 관련성에 대해서는 대규모의 심화된

역학적 연구가 진행되어야 할 것이다.
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