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Background : Papillary thyroid carcinoma (PTC) is the most common malignant tumor of
the thyroid and BRAF (V600E) is the most frequent genetic alteration in PTCs. The aim of
this study was to investigate the frequency of BRAF mutation, especially in very small PTCs.
Methods : We analyzed the presence of the BRAF mutation in PTCs in subgroups defined
by tumor size (0.5 cm intervals). Results : Of 140 patients, 85 (60.7%) showed a BRAF muta-
tion. The frequency of BRAF mutation in the subgroup was: 45/70 (64.3%) in tumors less than
0.5 cm in size, 18/28 (64.3%) in 0.6-1 cm tumors, 10/22 (45.5%) in 1.1-1.5 cm tumors, and
12/20 (60.0%) in 1.6-2 cm tumors. There was no statistically significant association between
BRAF mutation and tumor size (p = 0.44). Similarly, BRAF mutation was not statistically relat-
ed to age, sex, stage, perithyroidal extension or lymph node metastasis. On multivariate logis-
tic regression analysis, tumor sizes larger than 0.5 cm were associated with lymph node metas-
tasis (odds ratio, 3.79; 95% confidence interval, 1.81 to 7.91; p < 0.01). Conclusions : The
BRAF mutation is not related to tumor size even in very small PTCs. The similar frequency of
BRAF mutation in very small PTCs suggests that the BRAF mutation is a very early event in
the tumorigenesis of PTCs.  
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초미세갑상샘유두암종에서의 BRAF 돌연변이검출

갑상샘암의 발생률은 매년 증가하고 있어서, 2009년에 발표된

한국 국가암등록사업 연례보고서에 따르면 갑상샘암은 전체 암

종의 13.1%를 차지하며 국내 암 발생에 있어 위암에 이어 두번

째로 흔한 암종이 되었다.1 또한 갑상샘 유두암종은 조직학적으

로 가장 빈번하게 발생하는 유형으로 한국 중앙암 등록본부의

2009년 12월 발표 자료에 따르면 전체 갑상샘암의 95.6%를 차

지하고 있으며,2 본 연구 기관의 자료에서도 2009년 1년간 갑상

샘암으로 절제술을 시행한 553예 중 유두암종이 508예로 91.8%

를 차지하였다. 

한편 최근 초음파 검사와 가는바늘흡인세포검사의 발달로 촉

지되는 종괴나 증상 없이 갑상샘암이 발견되는 경우가 많아지면

서 갑상샘 유두암종 중에도 크기가 작은 갑상샘암이 발견되는 빈

도 또한 증가하고 있다. World Health Organization (WHO)

은 특히 1 cm 이하의 갑상샘 유두암종을 미세 갑상샘 유두암종

이라 정의하고 있는데, 문헌에 따르면 미세 갑상샘 유두암종이

전체 갑상샘 유두암종의 30%까지 차지하는 것으로 보고되고 있

다.3 이런 미세 갑상샘 유두암종은 대체로 양호한 예후를 보이며,

그 치료 방법 및 수술 범위의 결정에 있어 다양한 의견이 제시

되고 있다. 광범위한 수술은 수술 후 합병증 발생률이 높고 그

에 비해 국소 재발이나 사망률 개선 효과가 크지 않으므로 단순

경과 관찰 및 작은 범위의 수술이 낫다는 의견이 있는가 하면

재발 및 전이를 막고 추적 관찰을 용이하게 하기 위해서는 전

절제술을 해야 한다는 의견도 있다.4-6 이처럼 종양의 크기가 수

술의 범위를 결정하는 데 영향을 미치는 요인이 될 수 있는 지

에 대한 논란이 있으며, 또한 기존 많은 연구에서 종양의 크기

가 림프절 전이와 더불어 갑상샘 유두암종의 중요한 예후 인자

가 될 것으로 보고되고 있다.7,8

BRAF T1796A 돌연변이는 뉴클레오티드 1,796번에서 thy-

mine이 adenine으로 치환된 경우로서 결과적으로 아미노산 600

번의 valine이 glutamate로 바뀌게 된다. 이 BRAF 돌연변이
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는 양성 모반과 악성 흑색종에서 주로 관찰되며 대장암과 난소

암 환자의 일부에서도 나타나는 것으로 알려진 유전적 변이인데,9

이는 갑상샘 유두암종에서 보이는 가장 흔한 유전적 변이이고,

RET/PTC 또는 RAS 변이와 비동시적으로 나타난다고 보고

되고 있다.10

BRAF 돌연변이의 빈도는 29-69%로10,11 알려져 있으며, 한

국인의 갑상샘 유두암종에서는 83%에서 발현되는 것으로 보고

되고 있어12 한국인에게 발생하는 갑상샘 유두암종을 진단하는

데 BRAF 돌연변이를 이용하는 것이 도움이 될 수 있을 것으

로 생각된다. 또한 이를 수술 전 진단에 적용하는 것도 중요하

다고 할 수 있겠다. 

최근 종양의 크기와 관련하여 1 cm 이하의 미세 갑상샘 유

두암종에서의 BRAF 돌연변이 빈도에 대한 연구는 몇몇 연구

자에 의해 보고되고 있으나,13,14 아직까지 0.5 cm 이하의 초미

세 갑상샘 유두암종에서의 연구는 많지 않은 실정이다. 이에 본

저자들은 0.5 cm 이하의 초미세 갑상샘 유두암종에서 BRAF

돌연변이의 빈도를 조사하여 기존 결과와 비교하고 이와 더불어

수술한 환자들의 임상적, 병리적 특성을 분석하여 초미세 갑상

샘 유두암종의 진단과 치료에 도움을 얻고자 하였다.

재료 및 방법

대상 환자

2008년 1월부터 12월까지 삼성서울병원에서 갑상샘암으로 진

단받고 갑상샘 절제 수술을 받았던 환자 중에서 파라핀 조직이

보관되어 있으며, 병리조직검사상 그 크기가 2 cm 이하의 갑상

샘 유두암종으로 진단된 140명의 환자를 대상으로 하였다. 이때

종괴의 크기는 초음파 검사와 상관없이 병리조직검사상의 결과

를 기준으로 하였으며, 종양의 크기는 절제된 조직에서 가장 큰

장경을 측정하였다. 환자의 임상 조직학적 인자는 후향적으로 의

무 기록을 검토하였으며, 병기는 제7판 American Joint Com-

mittee on Cancer Recommendations (AJCC) tumor, node

and metastasis (TNM)15 기준에 따랐다. 그리고 환자의 성별,

연령, 장기 및 진단을 제외한 개인 정보는 모두 익명으로 처리

하였으며, 연구 계획은 기관윤리위원회의 심의 및 승인을 받았다.

방법

DNA는 파라핀 조직을 5 mm 두께로 자른 후 종양 부분만을

microdissection으로 얻었으며, genomic DNA는 QIAamp DNA

Mini Kit (Qiagen, Crawley, West Sussex, UK)를 사용하여

분리하였다. Exon 15를 증폭시키기 위한 polymerase chain reac-

tion (PCR) primer는 다음과 같다: forward 5′-tgc ttg ctc tga

tag gaa aat g, reverse 3′- agc atc tca ggg cca aaa at. 

PCR을 위한 반응 화합물은 총 20 mL로, 조성은 template

100 ng/mL, 각각 10 pm의 primer에 premix를 이용하여 시행

하였다. PCR은 95℃에서 15분간 denaturaion시킨 후 35 cycle

을 시행하였으며, 각 cycle은 95℃에서 30초 denaturation, 58℃

에서 30초 annealing, 72℃에서 30초간 extension하였다. 그리

고 72℃에서 10분간 final extension을 시행하였다. 이때 증폭된

PCR 검체는 QIAquick PCR purification kit (Qiagen)를 이

용하여 정제하였으며, 증폭된 절편은 0.8% 아가로즈젤에서 전

기영동하고 ethidium bromide로 검사하였다. 

염기서열은 forward primer와 reverse primer를 모두 이용하

여 양방향으로 ABI PRISM DNA sequencer (Applied Biosys-

tems, Foster City, CA, USA)의 Big Dye terminator kit V.3.1

(Applied Biosystems)로 시행하였다. 또 DNA 염기서열은

ABIPRISM 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems)로 읽

었으며, T1796A 변이를 관찰하였다.

Allele-specific PCR로 T1796A 돌연변이를 검출하기 위해 특

이적인 reverse primer 5-cca ctc cat cga gat ttc t-3를 제작

하였다. 이 primer를 exon 15 증폭 primer와 같이 PCR하였는

데, exon 15 forward primer와 mutant reverse primer의 농도

는 10 pmol/mL, exon 15 reverse primer의 농도는 5 pmol/mL

로 하였다. 이때 PCR은 94℃에서 15분간 denaturaion시킨 후

35 cycle을 시행하였으며, 각 cycle은 94℃에서 30초 denatura-

tion, 62℃에서 30초 annealing, 72℃에서 60초간 extension하

고, 이후 72℃에서 10분간 final extension하였다. PCR 증폭된

산물은 8% non-denaturated acrylamide gel에서 200 V, 35분

간 전기영동하고 1×SYBR Green I Nucleic Acid Gel stain

(CAMBREX, Rockland, ME, USA)으로 염색하였다. 

판독은 직접 염기서열과 allele-specific PCR 두 가지 방법에

서 모두 분명하게 돌연변이가 검출된 경우를 양성으로 하였고,

한 가지 방법에서만 검출된 경우(sequencing 10예, allele-spe-

cific PCR 8예)는 반복 실험을 실행하여 반복적으로 일치된 결

과를 보이는 경우만 양성으로 판독하였다.  

통계학적 분석

통계학적 분석의 처리는 Stata ver. 10.0 (Stata Corp., Col-

lege Station, TX, USA) 통계 프로그램을 이용하였으며, 각 군

간 단변량 변수는 chi-squre test로 분석하였고, 보정한 다변량

변수는 logistic regression analysis으로 분석하였다. 이때 통계

적 유의수준은 p값 0.05 미만으로 하였다. 

결 과

연구에 포함된 총 140명 환자의 연령대는 21세에서 78세까지

분포하였고, 평균 연령은 48세였다. 성별 분포는 여자가 117명,
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남자가 23명으로 여자가 5.09:1로 많았다. 또한 암종의 크기는

0.5 cm 이하인 환자가 70명, 0.6-1 cm인 환자가 28명, 1.1-1.5

cm인 환자가 22명 그리고 1.6-2 cm인 환자가 20명으로 평균

0.834 cm였다(Fig. 1). 갑상샘 외 침윤은 양성이 80명, 음성이

60명이었으며, 림프절 전이가 양성인 군은 54명, 음성인 군은

86명이었다. 병기는 제7판 AJCC TNM 병기 분류15에 의해 분

류하였는데, 45세 미만의 53예 전체가 1기로 분류되었고, 45세

이상인 경우 1기가 39예(27.9%), 3기가 48예(34.3%)였으며 원

격 전이는 없었다. 

갑상샘암에서 BRAF 변이의 확인은 DNA 염기서열을 통해

exon 15의 1,796번 염기에서 thymine이 adenine으로의 치환을

확인하거나, allele-specific PCR을 통해 두 개의 PCR 밴드를

보이는 경우로 확인할 수 있었다(Fig. 2). 갑상샘 유두암종에서

BRAF 양성군은 140명 중 85명으로 60.7%에 해당하였는데,

BRAF 돌연변이의 빈도는 환자의 나이, 성별, 병기, 암종의 크

기, 갑상샘 외 침윤, 림프절 전이와 통계학적 유의성이 없었다

(Table 1). 

종양의 크기를 0.5 cm 기준으로 두 군으로 나누었을 때, 0.5

cm 초과된 군에서 통계적으로 유의하게 갑상샘 외 침윤이 많고

(p<0.01) 병기가 높았으며(p=0.02), 림프절 전이(p<0.01)가 빈

번하였다(Table 2). 한편 림프절 전이 소견을 보였던 예들을

대상으로 성별, 나이별, 종양의 크기, 갑상샘 외 침윤과의 상관

관계를 확인하였는데, Logistic regression analysis를 이용하여

종양의 크기, 나이, 성별, 갑상샘 외 침윤, BRAF 돌연변이 여

부를 보정한 다변량 분석을 한 결과, 종양의 크기만이 림프절

전이와 상관관계가 있었다(odds ratio, 3.79; 95% confidence

interval, 1.81 to 7.91; p<0.01). 
원발 종양을 다시 크기에 따라 0.5 cm 이하, 0.6-1.0 cm, 1.1-

1.5 cm, 1.5-2.0 cm로 나누어 분석한 결과, 역시 림프절 전이

빈도, 병기, 갑상샘 외 침윤 등은 크기가 커짐에 따라 증가되었

p-value
%

No.
of patients No.

Age (yr) 0.16
< 45 53 28 52.8
≥ 45 87 57 65.5

Gender 1.00
Male 23 14 60.9
Female 117 71 60.7

Tumor size (cm) 0.49
≤ 0.5 70 45 64.3
> 0.5 70 40 57.1

Perithyroidal extension 0.12
Negative 60 41 68.3
Positive 80 44 55.0

AJCC stage 0.59
I 92 54 58.7
III 48 31 64.6

LN metastasis 0.21
Negative 86 56 64.9
Positive 54 29 50.0

AJCC, American Joint Committee on Cancer Recommendations; LN,
lymph node.

Table 1. Relationship between clinicopathologic parameters and
BRAF mutation rate

BRAF mutation

G C T A C A G T G A A A T C T C G G C T A C A G T G A A A T C T C G
M P1 P2 N3 N4 N5 PC NC

228 bp

133 bp

T1796A transversion Wild typeA B C

Fig. 2. Detection of BRAF mutations. (A) T1796A transversion mutation positive sample of a BRAF mutation in a papillary thyroid carcinoma
on direct sequencing. (B) T1796A transversion mutation negative wild type sample of a BRAF mutation in a papillary thyroid carcinoma
on direct sequencing. (C) The result of allele-specific polymerase chain reaction of positive (P1 and P2) and negative (N3, N4, N5) cases.
PC, positive control; NC, negative control.
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Fig. 1. Size distribution of 140 papillary thyroid carcinomas. 
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으나, 성별, 나이, BRAF 돌연변이 여부는 크기와 관계가 없었

다(Table 3). 또한 원발 종양의 크기를 나누는 기준을 0.2 cm

간격으로 하였을 때 BRAF mutation의 빈도는 0.2 cm 이하에

서 6/8 (75%), 0.3-0.4 cm에서 22/39 (56.4%), 0.5-0.6 cm에

서 21/27 (77.7%)로 종양의 크기와 BRAF 돌연변이의 빈도

사이에 통계적 유의성은 보이지 않았다.

고 찰

지난 20년간 다양한 갑상샘암에서 다수의 유전적 변이가 증명

되었는데, 초기에 발견된 발암성 변화 가운데 RET/PTC 재배

열이 갑상샘 유두암종과 관련이 있다는 것이 밝혀졌다. RET/

PTC 재배열은 소아와 방사선 관련 갑상샘 유두암종에서 높은

빈도로 나타나는데,10 성인에게서 발생하는 산발형 갑상샘 유두

암종에서 RET/PTC 재배열은 일부 예외를 제외한 많은 연구

에서 30% 미만의 빈도를 보였다.16-20 또한 RAS 종양 유전자의

점 돌연변이는 10-20%의 빈도를 보이는 것으로 보고되어 있으

며,18-20 따라서 산발형 갑상샘 유두암종에서 RET/PTC 재배열

과 RAS 종양 유전자는 30-40% 미만에서 암의 발생에 관여하

는 유전적 이상이다.

BRAF 돌연변이는 최근 여러 종양에서 보고되고 있는 유전적

변이로, 대장암9, 난소암9,21, 폐암9,22 그리고 간 담도암23에서는

낮은 수준에서 나타나지만, 악성 흑색종에서는 60% 이상의 빈도

를 보인다.9 이와 더불어 갑상샘 유두암종에서도 BRAF 돌연변

이가 보고되고 있는데, 기존에 알려진 BRAF 돌연변이에는 exon

11과 15의 변이가 있으나, 갑상샘 유두암종에서는 exon 11의

변이는 없다고 알려져 있다.10 산발형 갑상샘 유두암종에서 exon

15 T1796A 돌연변이는 가장 흔히 발견되는 유전적 이상이고

29-69%의 빈도로 보고되고 있으나,10,11 갑상샘 소포암종이나 양

성 갑상샘종에서는 이러한 돌연변이가 나타나지 않는다고 여러

논문에서 보고하고 있다.10

한국인의 갑상샘 유두암종에서 나타나는 유전적 변이는 여타

다른 인구 집단과 비교하였을 때 차이가 있다. 우선 RET/PTC

Total p-value

Age (yr) 0.16
< 45 53 22 41.5 31 55.2
≥ 45 87 48 55.2 39 44.8

Gender 1.00
Male 23 12 52.2 11 47.8
Female 117 58 49.6 59 50.4

Perithyroidal  < 0.01
extension
Negative 60 43 71.7 17 28.3
Positive 80 27 33.8 53 66.3

AJCC stage 0.02
I 92 53 57.6 39 42.4
III 48 17 35.4 31 64.6

LN metastasis < 0.01
Negative 86 54 62.8 32 37.2
Positive 54 16 29.6 38 70.4

AJCC, American Joint Committee on Cancer Recommendations; LN,
lymph node.

Table 2. Relationship between clinicopathologic variables and
tumor size

%No.

≤ 5 mm

%No.

> 5 mm

Values are presented as number (%).
AJCC, American Joint Committee on Cancer Recommendations; LN, lymph node.

Total 
Tumor size (cm)

≤ 0.5 0.6-1.0

Age (yr) 0.23
< 45 53 22 (31.4) 10 (35.7) 12 (54.5) 9 (45.0)
≥ 45 87 48 (68.6) 18 (64.3) 10 (45.5) 11 (55.0)

Gender 0.95
Male 23 12 (15.7) 3 (14.3) 4 (18.2) 4 (20.0)
Female 117 58 (84.3) 24 (85.7) 18 (81.8) 16 (80.0)

Perithyroidal extension < 0.01
Negative 60 43 (61.4) 12 (42.9) 4 (18.2) 1 (5.0)
Positive 80 27 (38.6) 16 (57.1) 18 (81.8) 19 (95.0)

AJCC stage 0.43
I 92 53 (75.7) 18 (64.3) 12 (54.5) 9 (45.0)
III 48 17 (24.3) 10 (35.7) 10 (45.5) 11 (55.0)

LN metastasis < 0.01
Negative 86 54 (77.1) 20 (71.4) 11 (50.0) 1 (61.4)
Positive 54 16 (22.9) 8 (28.6) 11 (50.0) 19 (95.0)

BRAF mutation 0.44
Negative 55 25 (35.7) 10 (35.7) 12 (54.5) 8 (39.3)
Positive 85 45 (64.3) 18 (64.3) 10 (45.5) 12 (60.7)

Table 3. Relationship between BRAF mutation rate and tumor size 

1.1-1.5 1.6-2.0
p-value
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재배열은 상대적으로 적은 비율에서 나타나는(9.1-12.9%) 반면,

BRAF 돌연변이는 훨씬 많은 수에서 나타난다. 현재까지 보고

된 논문에 따르면, 한국인에게 나타난 BRAF 돌연변이는

70.1% (51.7-87.1%)이며(Table 4), 각 연구별 제한적인 상황

을 고려하더라도 타 인구 집단에 비해 돌연변이의 빈도가 높다. 

본 연구에서는 크기가 2 cm 이하인 갑상샘 유두암종을 대상

으로 하였는데, 140명 중 85명(60.7%)에서 BRAF 돌연변이가

있었다. 갑상샘 유두암종에서 BRAF 돌연변이와 관련이 있는

인자는 Nikiforova 등31의 연구에서는 고령, 갑상샘 외 침윤 그

리고 진행된 병기였고, Namba 등32의 연구에서는 병기와 원격

전이였다. 그러나 Puxeddu 등33의 연구에서는 나이, 성별, 암종

의 크기, 갑상샘 외 침윤, 림프절 전이 그리고 병기와 BRAF

돌연변이 사이에 관련이 없는 것으로 나타났다. 

미세 갑상샘 유두암종에 국한하여 연구한 경우를 보면, Lee

등34의 64예의 연구 결과 BRAF 돌연변이의 빈도는 병기, 갑상

샘 외 침윤, 림프절 전이 등과 상관관계가 있는 것으로 나타났

다. 또 Kim 등25은 1 cm 이하의 미세 갑상샘 유두암종 중 52%

(60예 중 31예)에서 BRAF 돌연변이를 관찰하였고, 나이, 종양

의 크기, 갑상샘 외 침윤, 다발성 및 병기와 BRAF 돌연변이 사

이에 관련성이 없다고 보고하였다. 

한편 최근 Park 등14의 연구에 의하면, BRAF 돌연변이의

빈도는 1 cm 이하와 이상의 종양에서 비슷하였는데(65.6% vs

67.2%) - 3/3 (0.3 cm), 3/3 (0.4 cm), 8/12 (0.5 cm) - 이러

한 결과는 두 종양이 비슷한 종양 발생 기전에 의해 발생됨을

시사하는 것이다. Ugolini 등35의 연구에서는 0.4 cm 이하의 종

양 85개가 포함되었고, 그 중 15개에서 BRAF 돌연변이가 발

견되어(17.6%) 매우 작은 종양에서도 BRAF 돌연변이가 나타

남을 증명하였다. 그러나 1 cm 이하의 미세 갑상샘 유두암종에

서는 38.3% (18/48), 1 cm 이상의 증례에서는 45% (41/91)

로 전반적인 BRAF 돌연변이의 빈도가 낮고, 돌연변이 검출법

이 SPSS와 직접 염기 순서 분석으로 민감도가 높지 않음을 염

두에 두어야 하겠다. 

Nikiforova 등31의 연구에서는 104개의 종양 중 10예가 1 cm

이하였으며, 이 중 2예에서 BRAF 돌연변이가 있었고, Namba

등32의 연구에서는 126예 중 16예가 1 cm 이하였는데 이 중 6

예에서 BRAF 돌연변이가 관찰되었다. 또한 Puxeddu 등33의

연구에서는 포함된 종양의 크기가 0.7-6.0 cm로 1 cm 이하의

종양에서의 변이를 기술하지 않았으며, Kwak 등13의 연구에서

는 0.5 cm 이하의 갑상샘 유두암종에서는 BRAF 돌연변이가

81/161 (50.3%), 0.5 cm 이상에서는 132/178 (74.1%)가 발

견되어 통계적으로 유의하게 종양의 크기에 따라 BRAF 돌연

변이의 빈도 차이를 보인다고 보고하였다. 

본 연구에서는 0.5 cm 이하의 초미세 갑상샘 유두암종이 성

별, 나이, 암종의 크기, 갑상샘 외 침윤 그리고 병기와 통계적

유의성이 없는 것으로 나타났다. 또한 Park 등14의 연구에서와

마찬가지로 크기와 BRAF 돌연변이의 빈도 사이에 상관관계가

없음은 BRAF 돌연변이가 초기 병변에서부터 발생하는 것임을

시사한다고 하겠다. 

이렇듯 미세 갑상샘 유두암종에서 BRAF 돌연변이 여부와

악성도와의 상관관계가 연구자마다 상이한 결과를 보이는 것은

포함된 샘플 수, 돌연변이 검출법, BRAF 돌연변이의 빈도 등

에 의한 차이로 생각되며, 이는 앞으로 보다 면밀한 조사가 필

요할 것으로 사료된다. 
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