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국문요약 

 

현미부수체 불안정성 위암에서 암 관련 유전자의 메틸화 

 

DNA 메틸화 (methylation)는 후생유전학적 변이 중의 한 과정으로서, 특히 

promoter 부위의 CpG island 에 메틸화가 빈번하게 일어날 경우, 유전자의 전사 

활성을 억제시키는 기능을 한다. 지금까지 promoter 부위의 DNA 메틸화가 많

은 암에서 발견되어 왔으며, 종양억제 유전자의 메틸화에 의한 불활성화가 암 

발생과 밀접한 관련이 있음이 제시되었다. DNA 메틸화에 의한 암 발생의 가

장 좋은 예로서는 현미부수체 불안정성 (microsatellite instability, MSI)을 보이는 

위암 (MSI-양성 위암)의 대부분에서 DNA 복제오류교정 유전자인 hMLH1 의  

메틸화가 빈번하게 일어나며, 이후 표적 유전자들의 변이가 진행된다는 사실

을 들 수 있다.  

본 실험은 MSI-양성 위암에서 일어난 hMLH1 promoter 부위의 메틸화가 선

택적 변화인지 아니면 유전체 전반에 동반된 변화인지를 밝히기 위해, MSI-양

성 위암의 메틸화를 hMLH1 유전자 및 4 개의 종양억제 유전자 (p16, E-

cadherin, Rb, VHL)에 대하여 methylation-specific PCR (MSP)을 이용하여 DNA

메틸화를 각각 조사하였고, 유전체 전체의 메틸화 분석을 위해 각 예를 CpG 

island methylator phenotype (CIMP)으로 분류하여 비교 분석하였다. 

연구대상으로는 20 예의 MSI-양성 위암과 18 예의 MSI-음성 위암을 선택하

였다. MSI-양성 위암에서는 hMLH1 유전자의 메틸화 빈도가 월등히 높았고 

(80%),  p16 유전자는 10%의 빈도를 보였으며, 그 외 E-cadherin, Rb, VHL 에서
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는 메틸화가 관찰되지 않았다. MSI-음성 위암에서는 hMLH1 과 p16 유전자의 

메틸화는 없었으나, E-cadherin (11.1%)과 Rb (22.2%) 유전자에서 메틸화가 관

찰되었다. CIMP 분석을 통해 유전체 전체의 메틸화 양상을 살펴본 결과, 총 

위암조직 38 예 중 3 개 이상의 표지자에서 메틸화가 보였던 예 (CIMP+)가 2

예 (5.2%), 2 개의 표지자에만 메틸화가 보였던 예 (CIMP-I)가 7 예 (18.4%), 그

리고 1 개 이하의 표지자에서만 메틸화가 있었던 예 (CIMP-)가 29 예 (76.4%)

였으며, 2예의 CIMP+는 모두 MSI-양성 위암이었다.  

이상의 결과는 MSI-양성 위암에서의 DNA 메틸화는 hMLH1 유전자에 선택적

으로 일어나는 기전임을 시사한다. 

핵심되는 말 : 메틸화, hMLH1, MSI, CIMP 
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현미부수체 불안정성 위암에서 암 관련 유전자의 메틸화 

 

<지도교수 김호근 > 

 

연세대학교 대학원 의과학사업단 

 

김 윤 희 

 

Ⅰ. 서  론 

 

암 발생은 세포 성장과 사멸에 관여하는 유전자들의 변이에 의한 것이라는 

것은 잘 알려져 있으며,1-3 이러한 유전적 변이는 유전자 자체의 유전학적 변

이와 후생유전학적 변이라는 두 가지 기전에 의해 이루어진다.4-5 DNA 메틸화

(methylation)는 암 발생과 관련이 있는 포유동물세포의 후생유전학적 변형 

(epigenetical modification)중의 하나로서, 주로 guanosine의 5'의 cytosine (CpG 

dinucleotide)에서 일어난다. 이러한 CpG dinucleotide는 종종 유전자의 5' 말단

에서 약 0.5 kb-3 kb 길이의 cluster (CpG island)를 형성하고 있으며, 대부분 

promoter 부위에 위치하고 있다.6 사람의 성숙한 세포에서는 CpG dinucleotide의 

약 70%정도가 메틸화되어 있고, 이러한 promoter 부위의 메틸화는 promoter와 

전사인자의 결합을 저해하고 methyl-binding protein (MBP)의 결합을 유도함으

로써 전사 활성을 억제하는 기능을 하는데, 이러한 유전자 전사 활성 억제는 

여성에서 X-염책체의 불활성화,7 embryonic development,8 aging,9 imprinting10 에 
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관여한다. 

메틸화가 암 진행에 미치는 영향을 살펴보기 위해, 종양세포와 정상 

세포간의 메틸화의 차이에 관한 연구가 진행되어 왔고, 많은 종양 세포의 

유전자에서 정상세포에서는 비메틸화 (unmethylation)되어 있는 promoter의 

CpG island에 메틸화가 빈번하게 일어나고 있음을 발견하였다11-13. 전술한 

종양세포에서 메틸화가 특히 종양억제 유전자 (tumor suppressor gene)의 

promoter 부위에 일어나는 경우에는 이 유전자들의 발현을 억제시키고, 또 

다른 유전자의 손실 또는 돌연변이와 같은 과정을 거쳐 세포가 과다 증식하는 

데 주요한 영향을 미칠 것으로 생각되었다.13 메틸화가 암 진행에 직접적인 

작용을 할 것인가에 대한 논쟁이 있었지만, 최근 연구들을 살펴볼 때, Rb 

(retinoblastoma)유전자와 VHL (von Hippel Lindau)유전자의 promotor 부위의 

메틸화가 망막세포암과14 가족성 신장암에서15 각각 발견되었고, MSI-양성 

(microsatellite instability-positive)인 특발성 대장암 (sporadic colorectal 

carcinoma)은 hMLH1의 promoter 부위에 빈번히 메틸화되어 있었으며, 대장암 

세포주에서 메틸화 억제제인 5-aza-2'-deoxycytidine을 처리하면 hMLH1 

단백질이 재발현 됨이 보고되었다.16-20 또한, 일부 종양에서 종양억제 유전자의 

불활성화는 두 대립형질 (allele)이 모두 메틸화되어 있거나, 혹은 하나의 

대립형질은 정상이나 단지 메틸화가 되어 있고, 반면 또 다른 대립형질은 

돌연변이나 유전자 손실로 인해 불활성화됨이 발견되었다.21 그 예로 

대장암에서 p16INK4A의 불활성화가 오로지 promoter의 메틸화에 의해 일어나며, 

이로 인해 p16INK4A의 기능에 장애가 초래되었고,21-23 BRAC1의 경우, 가족성 

유방암과 자궁암에서 대부분이 돌연변이가 되어 있으나 특발성 유방암과 
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자궁암에서는 돌연변이가 전혀 없는 대신, BRAC1의 promoter 메틸화와 관련된 

불활성화가 매우 유사한 빈도를 보였던 것으로 제시되었다.24-27 따라서, DNA 

메틸화는 돌연변이와 같은 유전적 변형뿐만 아니라, 암 진행 과정에서 유전자 

불활성화를 일으키는 또 다른 주 요인으로 작용한다는 사실을 뒷받침해 주고 

있다. 

DNA 메틸화에 의한 종양억제 유전자의 불활성 외에도 일부 암에서 DNA 

복제오류교정 유전자 (mismatch repair gene)가 DNA 메틸화에 의해 불활성화 

되어 암 발생의 원인이 되는 것이 밝혀져 있다.12-13 DNA 복제오류교정 

유전자의 불활성화는 필연적으로 DNA 염기서열 중 단순염기구조 

(microsatellite)의 변이를 유도하여 MSI-양성 암이 발생하게 된다.13 MSI-양성 

위암은 다른 암에서 흔히 보이는 p53, K-ras, APC와 같은 종양억제 또는 

종양유발 유전자의 돌연변이 또는 불활성화 기전은 비교적 드물고, 높은 

빈도의 hMLH1, hMSH2, hMSH3, hMSH6, hPMS2 등의 DNA 복제오류교정 

유전자와 transforming growth factor β1 receptor type II (TGF-βRII), insulin-like 

growth factor type II receptor (IGF-RII), BAX 유전자의 돌연변이를 보이고 

있다.28-30 MSI-양성의 HNPCC (hereditary nonpolyposis colorectal carcinomas)의 

70%가 hMLH1, hMSH2에서 배선돌연변이 (germ line mutation)가 있는 반면, 

특발성 대장암, 자궁상피내암 또는 위암에서는 hMLH1이나 그 밖의 다른 

DNA 복제오류교정 유전자의 돌연변이는 거의 드물며, 오히려 이들의 70-80% 

경우가 promoter 부위에 비정상적으로 메틸화를 보였고, 그로 인해 hMLH1의 

단백질 발현이 결여됨이 알려져 있다.16-20 그러나 그 외 다른 DNA 

복제오류교정 유전자에는 메틸화의 빈도가 매우 낮거나 발견되지 않았으며, 
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다른 유전자들의 메틸화 빈도는 밝혀져 있지 않다.  

기존의 연구들이 위암발생에 관련된 유전자의 염기서열변화에 초점을 

맞추었다면, 본 연구는 위암 발생에 관련된 유전자의 후생유전학적 변화, 즉, 

promoter CpG island의 메틸화에 의한 유전자 불활성화에 대해 연구하고자 

하였다. 따라서, MSI-양성 위암을 대상으로 MSI-음성 위암 및 정상 조직 

대조군과 비교하여, MSI-양성 암에서 일어나는 메틸화가 암 발생에서 DNA 

복제오류교정 유전자 또는 종양억제 유전자와 같은 특정 부류의 유전자와는 

상관없이 산발적으로 일어나는 기전인지, 혹은 특정 부류의 유전자를 

불활성화시키는 기전인지를 밝히고자 하였다. 이를 위하여 MSI-양성 위암을 

메틸화가 호발적으로 일어나는 군 (CpG island methylator phenotype-positive; 

CIMP+)과 그렇지 않은 군 (CIMP-intermediate; CIMP-I, CIMP-negative; CIMP-

)으로 구분하고,31-33 CIMP+에서 종양억제 유전자, DNA 복제오류 유전자들에 

대해 각각 메틸화를 살펴봄으로써, CIMP+군이 CIMP-I 또는 CIMP-군과 달리 

특정 유전자의 불활성화에 관여하는지를 밝히고 여기에는 어떤 유전적 

상관관계가 있는가를 밝히고자 하였다.  
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 
1. 연구재료 

 

연구재료로는 1996 년 9 월에서 1999 년 12 월까지 연세대학교 의과대학 병

리학교실에서 수집한 210 예의 위암 환자에서 시술 된 조직을 대상으로 하여

이들의 유전적 유형을 검색한 다음, 그림 1 의 모식도와 같이 연구를 진행하였

다.  

 

 

                                 

  

 

 

 

  

  

 

 

 

 

그림 1. 위암의 암 발생 기전과 연구계획 모식도 

종양억제 및 종양유발 유전자 변이 DNA 복제오류교정 유전자 변이 

염색체 불안정성 위암 

(chromosomal instability) 
현미부수체 불안정성 위암 

(microsatellite instability) 

유전체 불안정성 (genetic instability) 

위 암 

• 돌연변이(mutation) 

• 유전자 결손(deletion) 

• 유전자 증폭(amplification) 

• 메틸화(methylation)-E-cadherin,  

p16, Rb, VHL 

 

• 체이동 돌연변이(frameshift mutation) 

• 배선 돌연변이(germ line mutation) 

• 메틸화(methylation)-hMLH1 

 ? 

CIMP 

양 성 음 성 

MSI 분석

MSP 

CIMP분석 
? 

CIMP 

양 성 음 성 
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모든 조직은 절제 후 신속한 육안 표본검사와 함께 종양조직을 채취하였으

며, 정상 위점막을 대조조직으로 채취하여 사용 전까지 –70℃에서 보관하였다. 

  

2. 연구방법 

 

가.  DNA 추출  

  

냉동 보관된 위암환자에서 적출한 암조직과 정상조직을 멸균된 칼로 잘게 

저민 후, 500 µl lysis buffer (100 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.5% SDS, 200 

µg/ml proteinase K, 50 mM EDTA)를 첨가하여, 50℃에서 10 시간 이상 녹였다. 

그 후, 동일한 부피의 phenol:chloroform:isoamylalcohol (25:24:1)을 첨가하여 잘 

섞은 뒤, 13,000 rpm 에서 5 분간 원심분리한 후 상층액만을 조심스럽게 새 시

험관에 옮겨 동일한 부피의 isopropanol과 0.2배 부피의 10 M ammonium acetate

를 첨가하여 실온에서 30 분간 방치하였다. 13,000 rpm 에서 5 분간 원심분리하

여 DNA 를 침전시켰고, 침전된 DNA 를 TE buffer, pH 8.0에서 완전히 녹인 후, 

분광광도계를 이용하여 농도를 측정하였다. 추출된 DNA 는 사용하기 전까지 

-20℃에서 보관하였다. 

 

나. MSI 분석 

 

MSI-양성 위암을 식별하기 위해서 1997 년 NCI (National Cancer Institute) 

의 Concensus Meeting 23 에서 정한 5 개의 표지자 (BAT26, BAT25, D2S123, 
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D5S346, D17S250)34 를 사용하여 중합효소연쇄반응 (polymerase chain reaction, 

PCR)을 수행하였다 (표 1).  

 

표 1. MSI 분석을 위해 사용된 5 개의 표지자 34 

Locus Primer sequence Chromosome   Repeat 

F: 5'-ACTACTTTTGACTTCAGCC-3' 
BAT 26 

R: 5'-AACCATTCAACATTTTTAACCC-3' 
2p16-2p16 (A)26 

F: 5'-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT-3' 
BAT 25 

R: 5'-TCTGCATTTTAACTATGGCTC-3' 
4q11-13 (A)25 

F: 5'-AAACAGGATGCCTGCCTTTA-3' 
D2S123 

R: 5'-GGACTTTCCACCTATGGGAC-3' 
2p16-21 (CA)14 

F: 5'-GGAAGAATCAAATAGACAAT-3' 
D17S250 

R: 5'-GCTGGCCATATATATATTTAAACC-3' 
17q11.2-q12 (CA)24 

F: 5'-ACTCACTCTAGTGATAAATCGGG-3' 
D5S346 

R: 5'-CAGATAAGACAGTATTACTAGTT-3' 
5q21 (CA)26 

F: forward primer 

R: reverse primer 

 

PCR 은 최종부피 20 µl 가 되도록 50 ng 주형 DNA, 0.2 mM dNTP, 1.5 mM 

MgCl2 , 1 pmol/µl의 sense 와 antisense primer, 1 µCi [ α-P32]dCTP (3000 Ci/mmol; 

NEN DuPont, Boston, MA, USA), 1 unit Taq polymerase (GIBCO-BRL, Grand Island, 

NY, USA), 10 X PCR buffer 를 모두 혼합하였다. 이를 thermocycler (Perkin Elmer, 

Foster City, CA, USA)를 이용하여 95℃에서 2 분간 변성, 55~58℃에서 30 초 동

안 재결합, 72℃에서 15 초 동안 신장과정을 25 회 반복하였고, 마지막으로 
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72℃에서 5 분 동안 1 회 신장시켰다. PCR 산물은 6% polyacrylamide gel에서 50 

W 로 2 시간 동안 전기영동시켰고, 전기영동이 끝나면 gel dryer 에서 gel 을 말

린 후, X-ray film 에 노출시켰다.  

실험결과는 정상조직의 대립형질과 비교하였을 때, 종양조직에서 정상조직

과 다른 대립형질이 관찰된 경우를 MSI-양성으로 판독하였으며, NCI 에서 제

시한 기준에 따라 2 개 이상의 표지자에서 양성을 보이는 경우를 MSI-H (MSI-

high), 1개의 표지자에서 양성을 보이는 경우를  MSI-L (MSI-low), 양성을 보이

지 않는 경우를 MSS (Microsatellite stable)로 구분한 다음,34 MSI-H예를 MSI-양

성으로, MSI-L 와 MSS 예를 MSI-음성 위암으로 분류하였다. 

 

다. Sodium bisulfite modification 및 DNA 정제 

 

CIMP 분석과 MSP 을 위한 주형 DNA로 사용하기 위해, MSI-양성, MSI-음성 

위암조직 및 정상조직의 DNA 를 sodium bisulfite modification 을 실시한 후, 정

제하였다. Sodium bisulfite modification 은 DNA 1 µg 을 취하여 최종부피가 50 µl

가 되도록 증류수로 채우고, 5.6 µl의 5 N NaOH를 첨가한 후, 37℃ 항온수조에

서 15 분간 방치하였다. 각 시험관에 30 µl 의 10 mM hydroquinone, 520 µl 의 4 

M sodium bisulfite, pH 5.0를 첨가하여 부드럽게 섞어주었다. 16 Mineral oil을 한 

방울씩 떨어뜨리고, 55℃에서 16 시간동안 반응시켰다. Sodium bisulfite 로 처리

한 DNA 는 Wizard DNA purification resin (Promega, Madison, WI, USA)을 이용하

여 정제하였다. 최종적으로 50 µl의 증류수로 정제된 DNA 를 추출한 후, 5.6 µl

의 5 N NaOH 용액을 첨가하여 37℃에서 15 분간 반응시켰다. 반응이 끝나면, 
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5.5 µl의 10 M ammonium acetate 와 125 µl의 ethanol을 첨가하여 -20℃에서 30

분간 방치하였다. 이 후 13,000 rpm, 4℃에서 15 분간 원심분리하여 상등액을 

제거하고 DNA 침전을 실온에서 완전히 말렸다. 마지막으로 증류수 20 µl 를 

넣고 혼합한 후, 즉시 -20℃에서 보관하였다.16 

 

라. CIMP 분석 

 

위암에서 메틸화가 발견된 5 개의 새로운 clone (MINT 1, 2, 12, 25, 31)에 대해 

Toyota 등 33 이 고안한 방법에 따라 Bisulfite-PCR 과 제한효소를 이용하여 (그림 

2) 3 개 이상의 clone 에서 양성을 보이는 예를 CIMP+, 2개에서 양성을 보이는 

예를 CIMP-I, 1개 이하에서 양성을 보이는 예를 CIMP-로 구분하였다.  

위암에서 CIMP 유형을 구별하기 위해 메틸화된 대립형질과 비메틸화된 대

립형질을 동시에 모두 증폭할 수 있는 primer 를 이용하여 5 개의 MINT clone 을 

모두 증폭시켰다. MINT clone 에 대한 염기서열의 정보는 

http://www.mdanderson.org/leukemia/methylation을 이용하였다 (표 2). Sodium 

bisulfite 로 처리한 후 정제된 DNA를 주형으로 하고, 최종부피가 20 µl가 되도

록 100 ng 주형 DNA, 0.2 mM dNTP, 1.5 mM MgCl2, 1 pmol/µl  primer set, 1 unit 

Taq polymerase (GIBCO-BRL), 10 X PCR buffer 를 혼합하여 PCR 을 하였다. 

실험 결과는 증폭된 각 clone 마다 메틸화된 대립형질만을 선택적으로 구별

할 수 있는 제한효소 (표 2)로 절단함으로써 정상조직에 비해 종양조직에서 달

리 나타나는 절단 산물이 있는 경우를 양성으로 판단하였다.33 

 

.... . ....
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그림 2. CIMP 분석 원리. Sodium bisulfite 로 처리한 DNA 는 대립형질간에 서로 

구별된 염기서열을 가지게 되며, 이때 메틸화된 대립형질에서만 나타나는 제

한효소로 절단시킴으로써 메틸화된 대립형질만을 선택적으로 확인할 수 있다. 

 

 

 

AGACCGAG 

 Sodium bisulfite modification 

200 bp 

unmethylated allele methylated allele 

AGATTGAG AGATCGAG 

τ 
Taq I 

200 bp 
70 bp 130 bp 

PCR & restriction enzyme cut 

200 bp 

70 bp 

130 bp 
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표 2. Bisulfite-PCR 을 위한 primer sequence 및 사용된 제한효소 

Clone 
Number of 

  CpG 
Primer set 제한효소 

F: 5'-GGGTTGGAGAGTAGGGGAGTT-3' 
MINT 1 25 

R: 5'-CCATCTAAAATTACCTCRATAACTTA-3' 
Taq I 

F: 5'-YGTTATGATTTTTTTGTTTAGTTAAT-3' 
MINT 2 26 

R: 5'-TACACCAACTACCCAACTACCTC-3' 

Taq I 

BstU I 

F: 5'-YGGGTTATGTTTTATTTTTTGTGTTT-3' 
MINT 12 19 

R: 5'-CTCAAAAAAATCAAACAACCAACCAA-3' 
Mae II 

F: 5'-TYGGTGTTTGTAAAGGGTTGGAAT-3' 
MINT 25 37 

R: 5'-CCCRAACTAAAAACTAACTCRTAA-3' 
Rsa I 

F: 5'-GAYGGYGTAGTAGTTATTTTGTT-3' 
MINT 31 52 

R: 5'-CATCACCACCCCTCACTTTAC-3' 

Mae II 

BstU I 

F: forward primer 

R: reverse primer 
MINT : methylated in tumors 

 

마. MSP 

 

Sodium bisulfite 를 처리한 후 정제된 DNA 를 주형으로 하고, hMLH1, p16, E-

cadherin, Rb 및 VHL 에 대한 메틸화 또는 비메틸화를 판별할 수 있는 각각의

primer (표 3)를 이용하여 PCR 을 수행함으로써, 메틸화를 관찰하였다 (그림 3). 
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그림 3. MSP 분석 원리. DNA 를 sodium bisulfite 로 처리하면 , 비메틸화된

cytosine 은 uracil 로 치환되는 반면, 메틸화된 cytosine 은 치환되지 않으므로 

서로 구별된 염기서열을 갖게 된다. 서로 다른 염기서열의 차이를 이용하여 

메틸화 및 비메틸화 대립형질을 증폭시킬 수 있는 각각의 primer set로 PCR 을 

수행함으로써 메틸화 여부를 확인할 수 있다.35 

 

PCR 은 최종부피가 20 µl 가 되도록 100 ng 의 주형 DNA, 1.5 mM MgCl2, 20 

pmol primer set, 1 unit Taq polymerase (GIBCO-BRL), 10 X PCR buffer 를 혼합하여 

수행하였으며, 반응이 끝나면, 2% agarose gel에서 120 V 전압으로 30 분간 전기

영동하였다.  

 

 

CGATCG 
mCGATmCG 

CGATCG 
mCGATmCG 

Sodium bisulfite modification 

Methylated allele (A2) 

Unmethylated allele (A1) 

Unmethyl primer Methyl primer 

UGATUG   
mCGATmCG 

UGATUG 
mCGATmCG 

(A1) 

(A2) 

mCGATmCG mCGATmCG 

UGATUG 

ACTAAC 
UGATUG 
ACTAAC 

(A1) 

(A2) 

 

UGATUG UGATUG 

GCTAGC 
mCGATmCG 

mCGATmCG 
GCTAGC 

PCR 
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표 3. MSP 를 위한 primer sequence 

Gene Primer set 
Annealing     

Temp 
(℃) 

Genomic 
position 

F 5'-AGTTGAAGGAAGAATGTGAGTAT-3' 
U 

R 5'-CAAATAACCCCTACCACAAACA-3' 
61 -711 

F 5'-GAATAACCCCTACCACGAACG-3' 
hMLH117 

M 
R 5'-GAATAACCCCTACCACGAACG-3' 

63 -711 

F 5'-TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3' 
U 

R 5'-CAACCCCAAACCACAACCATAA-3' 
60 + 167 

F 5'-TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3' 
p1635 

M 
R 5'-GACCCCGAACCGCGACCGTAA-3' 

65 +167 

F 5'-TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATTGT-3' 
U 

R 5'-CACAACCAATCAACAACACA-3' 
53 - 210 

F 5'-TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT-3' 
E-cadherin35 

M 
R 5'-CACAACCAATCAACAACACA-3' 

57 - 205 

F 5'-GGGAGTTTTGTGGATGTGAT-3' 
U 

R 5'-ACATCAAAACACACCCCA-3' 
55 -141 

F 5'-GGGAGTTTCGCGGACGTGAC-3' 
Rb36 

M 
R 5'-ACGTCGAAACACGCCCCG-3' 

55 -141 

F 5'-GTTGGAGGATTTTTTTGTGTATGT-3' 
U 

R 5'-CCCAAACCAAACACCACAAA-3' 
60 -118 

F 5'-TGGAGGATTTTTTTGCGTACGC-3' 
VHL35 

M 
R 5'-GAACCGAACGCCGCGAA-3' 

60 -116 

U: unmethylated-specific primer        M: methylated-specific primer 

F: forward primer                       R: reverse primer 
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III. 결 과 

  
1. MSI-양성 위암의 판별 

 

 위암환자의 종양조직 210 예에서 5 개의 표지자를 이용하여 분석한 결과, 20

예 (9.5%)에서 MSI-양성 위암이 관찰되었다 (그림 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 4. 위암조직의 MSI 분석 결과. 각 조직에서 분리한 genomic DNA 를 주형

으로 하고, 5개의 표지자 (BAT26, BAT25, D2S123, D5S346, D17S250)를 사용하

여 PCR 을 수행한 후, PCR 산물을 6% polyacrylamide gel에서 전기영동하였다. 

정상조직 (N)과 비교하여 종양조직 (T)에서 서로 다른 대립형질을 보이는 것

을 양성으로 판단하였으며, 모든 예는 MSI-양성을 보여주고 있다. 

N T N T N T  N T N T N T N T N T N T 

 2   3    4    5   6   7   8   9   10   11 

 2    3    4   5   6    7     8   9   10 

N T N T N TN T N T N T N T N T N T N T 

 2   3    4    5   6   7   8    9   10  11 

BAT 26 

BAT 25 

D2S123 

Case no. 

N T N T N TN T N T N T N T N T N T N T 
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2. 위암에서 MSI 에 따른 암 관련 유전자의 메틸화 분석 

 

  위암에서 hMLH1, p16, E-cadherin, Rb, VHL 유전자의 메틸화를 살펴보기 위해 

각 유전자에 대해 MSP 를 실시하였다.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 5. MSP 를 이용한 위암에서 암 관련 유전자의 메틸화 분석. Sodium 

bisulfite 로 처리한 DNA 를 주형으로 비메틸화된 (U; unmethylated) 대립형질과 

메틸화된 (M; methylated) 대립형질을 증폭할 수 있는 각각의 primer 를 이용하

여 PCR 을 수행한 후, PCR 산물을 2% agaroese gel 에서 전기영동하였다. 대장

암 세포주 (LoVo)는 hMLH1, E-cadherin , p16 의 음성 대조군으로, 위암 세포주 

(SNU-520)는 hMLH1 의 양성 대조군으로 각각 사용되었고, H-12 는 p16 의 양

성 대조군으로 사용되었다.                                                                                                                                                                                   

 

hMLH1 

 U  M  U  M  U  M  U  M  U  M  U  M        U  M   U  M 

 Lovo  SNU-520 1N    1T    2N    2T     3N    3T 

     U  M  U  M   U   M  U   M  U  M  U  M   

p16 

 Lovo   H-12     2N      2T     10N    10T        

E-cadherin 

     U  M  U  M  U  M  U  M  U  M U  M  U  M 
     22N   22T   23N   23T   24N   24T  Lovo 
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위암에서 MSI에 따른 암 관련 유전자의 메틸화를 MSP 로 분석한 결과를 삺

보면, MSI-양성 위암의 경우, hMLH1 의 메틸화 빈도가 월등히 높았고 (80%, 

16/20), p16 유전자는 10% (2/20)의 빈도를 보였으며, 그 외 E-cadherin, Rb, VHL

에서는 메틸화가 관찰되지 않았다. 반면, MSI-음성 위암에서는 뚜렷이 메틸화

를 보이는 유전자는 없었으나, MSI-양성 위암에서는 관찰되지 않은 E-cadherin 

(11.1%, 2/18)과 Rb (22.2%, 4/18) 유전자에서 메틸화가 관찰되었다 (그림 5, 표 

4). 그 외 hMLH1 과 p16 유전자에서도 일부의 예에서 메틸화가 있었으며 

[hMLH1 (17%, 3/18), p16 (5.5%, 1/18)], VHL 의 메틸화는 MSI 여부에 관계없이 

위암에서 관찰되지 않았다. 

 

3. 위암에서 CIMP 에 따른 암 관련 유전자의 메틸화 분석  

 

  위암에서 전체적인 메틸화 양상을 살펴보기 위해, MSI-양성으로 분류된 20

예와 MSI-음성으로 분류된 18 예의 각각에 대하여  PCR 과 제한효소를 이용함

으로써 5 개의 MINT clone 에 대한 메틸화를 조사하였다. 이러한 분석방법은 

DNA 를 sodium bisulfite 로 처리하면, 메틸화된 cytosine 은 다른 염기로 치환되

지 않는 반면, 비메틸화 된 cytosine 은 uracil 로 치환되는 원리를 이용한 것으

로, 메틸화된 대립형질과 비메틸화된 대립형질을 동시에 증폭시킨 후, 메틸화

된 대립형질만을 인식하는 제한효소로 절단함으로써 메틸화 여부를 알 수 있

다 (그림 2). 따라서, 위암에서는 이미 밝혀진 종양 특이적으로 메틸화된 clone 

(MINT 1, 2, 12, 25, 31)에 대해 PCR 을 시행하여 각각의 제한효소를 처리하였다. 

실험 결과, 전체 위암조직 38 예는 2 예 (5.2%)의 CIMP+, 7 예 (18.4%)의 
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CIMP-I,  그리고 29 예 (76.4%)의 CIMP-로 구분되었다 (그림 6, 표 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 6. 위암조직에서 MINT 25 의 Bisulfite-PCR 과 제한효소를 이용한 CIMP 분

석. Sodium bisulfite 로 modification된 정상조직 (N)과 종양조직 (T)의 DNA 로부

터 Bisulfite-PCR 을 실시하여 MINT 25 clone 을 증폭한 후, 제한효소, Rsa I 으로 

절단하여 2% agarose gel에서 전기영동하였다. Case no. 5, 6, 7, 8, 11 의 종양조직

에서만 129 bp 의 절단 산물을 볼 수 있으며, 이는 메틸화된 것임을 나타내고 

있다. 

 

2 예의 CIMP+ 위암에서  p16 와  hMLH1 이 높은 빈도 (50%)로 메틸화를 보

98 10 11 12 13 14 

233 bp 

129 bp 

N   T  N   T  N   T  N  T  N  T  N  T  N  T  

N   T  N   T  N   T  N  T  N  T  N  T  N  T  M 

200 bp 

100 bp 

Case no. 2 1 3 4 5 6 7 

M 

200 bp 

100 bp 

Case no. 

  
233 bp 

129 bp 
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였고, 그 외 다른 유전자에서는 메틸화가 발견되지 않았다 (표 4). CIMP-I 와 

CIMP- 위암에서도 hMLH1 의 메틸화가 각각 50%와 71.4%를 보여, hMLH1 의 

메틸화가 CIMP 와 밀접한 관련이 없음을 나타내고 있다.  

 

표 4. 위암의 유전적 유형에 따른 암 관련 유전자의 메틸화 빈도 

Number of positive cases (%) Tumor 

 Phenotype  hMLH1      p16   E-Cadherin Rb VHL 

CIMP status      

CIMP + (n=2) 

CIMP-I (n=7) 

 CIMP - (n=29)  

1 (50) 

5 (71.4) 

13 (44.8) 

1 (50) 

1 (14.3) 

1 (3.4) 

0 (0) 

0 (0) 

2 (6.9) 

0 (0) 

1 (1) 

3 (10.3) 

0 (0) 

0 (0) 

0 (0) 

 MSI status      

MSI-positive 

(n=20) 

MSI-negative 

(n=18) 

16 (80) 

3 (17) 

2 (10) 

1 (5.5) 

0 (0) 

2 (11.1) 

0 (0) 

4 (22.2) 

0 (0) 

0 (0) 

 n : number of cases 

 

총 38 예의 위암에서 각 예에 대한 유전자별 메틸화 분석 결과, MSI status 및 

CIMP 에 대한 결과는 표 5 와 같다. 
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표 5. 암 관련 유전자의 메틸화 분석 및 유전적 유형과의 관계 

Case no. hMLH 1 p16 E-cadherin Rb VHL 
MSI 

status 

CIMP 

status 

1 µ  λ µ  µ  µ  + - 

2 λ µ  µ  µ  µ  + - 

3 λ µ  µ  µ  µ  + - 

4 µ  µ  µ  µ  µ  + - 

5 µ  µ  µ  µ  µ  + - 

6 λ µ  µ  µ  µ  + - 

7 λ µ  µ    µ        µ  + - 

8 λ µ  µ  µ  µ  + - 

9 λ µ  µ  µ  µ  + I 

10 λ λ µ  µ  µ  + I 

11 λ µ  µ  µ  µ  + - 

12 λ µ  µ  µ  µ  + + 

13 λ µ  µ  µ  µ  + - 

14 λ µ  µ  µ  µ  + - 

15 λ µ  µ  µ  µ  + I 

16 µ  µ  µ  µ  µ  + + 

17 λ µ  µ  µ  µ  + I 

18 λ µ  µ  µ  µ  + - 

19 λ µ  µ  µ  µ  + - 

20 λ µ  µ  µ  µ  + - 

21 µ  µ  µ  λ µ  - - 

22 µ  µ  λ µ  µ  - - 

23 λ µ  µ  µ  µ  - - 

24 µ  µ  µ  λ µ  - I 

25 µ  µ  µ  µ  µ  - - 

26 λ µ  λ µ  µ  - - 

27 µ  µ  µ  λ µ  - - 

28 µ  µ  µ  λ µ  - - 

29 µ  µ  µ  µ  µ  - - 

30 µ  λ µ  µ  µ  - - 

31 µ  µ  µ  µ  µ  - - 

32 λ µ  µ  µ  µ  - - 

33 µ  µ  µ  µ  µ  - - 

34 µ  µ  µ  µ  µ  - - 

35 µ  µ  µ  µ  µ  - - 

36 µ  µ  µ  µ  µ  - I 

37 µ  µ  µ  µ  µ  - - 

38 µ  µ  µ  µ  µ  - I 

   : unmethylated case    : methylated case  I: intermediate case 
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4. 위암에서 CIMP 와 MSI 에 따른 MINT clone 의 메틸화 분석  

 

위암에서 종양 특이적으로 메틸화되는 것으로 밝혀진 5 개 clone 의 메틸화 

빈도를 살펴보면,  CIMP+를 보이는 2 예 모두 3 개의 clone 에서 양성을 보였고, 

CIMP-를 보이는 29 예 중 6 예는 하나의 clone 에서만 양성을 보였으며, 그 외  

23 예는 5 개의 clone 모두에서 음성을 나타내었다.  

 

표 6. 위암의 유전적 유형에 따른 5 개의 MINT clone 의 메틸화 빈도  

Number of positive cases (%) Tumor 

Phenotype   MINT 1  MINT 2  MINT 12   MINT 25   MINT 31 

  CIMP status      

CIMP + (n=2) 

CIMP-I (n=7) 

 CIMP - (n=29)  

2 (100) 

5 (71.4) 

3 (10.3) 

2 (100) 

1 (14.3) 

1 (3.4) 

1 (50) 

1 (14.3) 

0 (0) 

1 (50) 

4 (57.1) 

2 (6.9) 

0 (0) 

1 (14.3) 

1 (3.4) 

MSI status      

MSI-positive (n=20) 

MSI-negative (n=18) 

7 (35) 

 

3 (16.7) 

4 (20) 

 

0 (0) 

2 (10) 

 

0 (0) 

5 (25) 

 

2 (11.1) 

1 (5) 

 

1 (5.6) 

n : number of cases 

 

각 clone 에 대한 메틸화 정도를 살펴볼 때, 그 빈도는 각각 26.3% (10/38, 

MINT 1), 10.5% (4/38, MINT 2), 5.3% (2/38, MINT 12), 21.1% (8/38, MINT 25), 그

리고 5.3% (2/38, MINT 31)로, MINT 1과 MINT 25 에서 그 빈도가 높게 나타났

다 (표 6 ). 또한, CIMP 와 MSI 의 상관관계를 살펴볼 때, 2예의 CIMP+가 모두 
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MSI-양성이었으며, 7예의 CIMP-I 중 5 예가 MSI-양성, 2예가 MSI-음성으로서, 

MSI-양성이 MSI-음성보다  메틸화 정도가 다소 높음을 알 수 있었다. 
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  IV. 고 찰 

 

 유전체의 변형 (modification)을 유전적 변형 (genetic modification)과 후생유전

학적 변형 (epigenetic modification)으로 크게 나누어 볼 때, 전자는 유전자의 염

기서열상의 변화를, 후자는 염기서열상의 변화와는 상관없는 유전자 발현의 

변화에 관한 변형이라고 할 수 있다. 따라서, 종양세포나 노화된 세포에서 유

전자 발현의 억제가 유전적 변형만으로 그 원인을 모두 설명하기에는 불충분

하며, 유전적 변형뿐만 아니라, 후생유전학적 변형이 암 발생 과정 중 또 하나

의 기전으로 작용할 수 있음이 제시되고 있다.2,4,5 

  MSI-양성 위암은 전체 위암 중 약 10%를 차지하며, 이는 p53, ras 돌연변이

와 같은 기전을 통하지 않고, DNA 복제오류교정 유전자들의 돌연변이 및 메

틸화로 인한 불활성화가 주요 기전이라는 사실이 밝혀졌다.37-38 지금까지 RB1, 

p15, p16, BRCA1, VHL, H19, HIC-1, GSTP 및 E-cadherin 과 같은 종양억제 유전

자와 DNA 복제오류교정 유전자인  hMLH1, MGMT (O6-methyl guanine-DNA 

methyl transferase), 신혈관 생성억제 유전자인 THBS1, 세포성장 조절 유전자

인 ER, PGR 등에서 메틸화가 보고되어 왔다.14,15,21-23,36,39-43 특히 MSI-양성 위

암에서 hMLH1 의 불활성화가 주 기전으로 밝혀지면서, hMLH1 유전자의 불활

성화는 연쇄적으로 단백질 지령 부위 내 단순염기구조 (microsatellite)를 가진 

일련의 종양억제 유전자들의 변이를 초래함으로써, 암화과정을 촉진하게 된

다.16-20 

이러한 메틸화의 중요성을 생각해 볼 때, MSI-양성 위암에서 메틸화가 다른 

종양억제 유전자와 구별된 hMLH1 와 같은 특정 유전자에 국한된 것인지, 혹은 
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유전자 전체의 메틸화 활성의 상승때문인지에 대한 메틸화 기전이 아직 불분

명하다. 또한, 암 발생과정에서 일어나는 유전체의 변이를 유전적 변이와 후

생유전학적 변이로 크게 나누어 볼 때, MSI-양성 위암은 기존에 밝혀진 암과 

구별된 유전적 변이 기전을 통하는 것으로 알려져 있으며,37-38  이러한 유전학

적 차이와 더불어 후생유전학적 변이 또한 구별된 기전을 통하는지 정확한 언

급이 없다. 본 연구에서는 MSI-양성 위암을 선별하여 DNA 복제오류교정 유전

자와 종양억제 유전자로 나누어 메틸화 상태를 살펴보았고, 전체적인 메틸화 

양상을 비교하기 위해서는 CIMP 로 분류하여 그 상관관계를 분석하였다. 

  본 실험 결과에 따르면, MSI-양성 위암에서는 hMLH1의 메틸화 (80%, 16/20)

가 현저히 나타났으며, 그 외 다른 종양관련 유전자에서는 메틸화가 비교적 

드물었고, MSI-음성 위암에서는 hMLH1 이나 p16 유전자의 메틸화는 없었으나, 

E-cadherin (11.1%, 2/18)과 Rb (22.2%, 4/18) 유전자에서 메틸화가 관찰되었다. 

MSI-양성 위암에서 hMLH1 메틸화 결과는 기존의 보고된 다른 연구결과 [대

장암 (70%),45 자궁내막암 (90%),46 위암 (80%)47]와 비교해 볼 때 일치됨을 보

였다. 그 외 MSI-양성 암에서 E-cadherin32,48 과 p162,32,49 의 메틸화가 일부 보고

된 바 있으나, 본 실험에서는 E-cadherin 의 메틸화는 관찰되지 않았으며, p16

은 10%의 빈도를 보여 이는 기존의 보고된 15%32 에서 50%49 의 빈도보다 다

소 낮은 빈도를 보였다. 이러한 결과는 MSI-양성 위암이 hMLH1 에 선택적인 

메틸화의 영향을 받는다는 것을 입증하고 있다. 최근에는 특정 유전자의 메틸

화에 국한되지 않고, 종양에서 특히 빈번하게 메틸화가 일어난 유전자들을 찾

아내어 유전체 전체의 메틸화 양상에 따른 암 발생 기전을 밝히고자 하는 연

구가 활발히 진행중이다.31-33 그 예로서, 대장암에서 특이적으로 CpG island 에 
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메틸화가 빈번하게 일어난 새로운 6 개의 clone (MINT 1, 2, 12, 17, 27, 31)을 찾

아내었고, 6 개 clone 중 3 개 이상에서 메틸화를 보이는 군을 특히 CIMP+, 그 

외 2 개 이하의 모든 군을 CIMP-로 분류하였다.32  위암에서도 대장암과 달리 

종양 특이적으로 메틸화된 5 개의 새로운 clone (MINT 1, 2, 12, 25, 31)을 찾았으

며, 대장암의 경우와는 달리 CIMP 를 세 군으로 분류하였으며 (CIMP+, CIMP-I, 

CIMP-)33, 특히 대장암에서 두 군간의 p53 돌연변이, K-ras 돌연변이, p16 메틸

화의 상관관계를 살펴보았을 때, CIMP 에 따라 특정 유전자의 돌연변이와 메

틸화에 차이가 있는 것으로 보아 암 발생 기전이 서로 구별됨을 보였다.32 본 

실험에서는 메틸화에 초점을 맞추어 CIMP 에 따른 p16 메틸화 빈도를 살펴 보

았으며, p16 메틸화가 50% (CIMP+), 14.3% (CIMP-I), 3.4% (CIMP-)로 나타났고 

이는 앞서 보고된 대장암과의 결과와 비교해 볼 때 일치하는 결과로서, 

CIMP+ 위암 발생과정에서 p16 의 메틸화로 인한 유전자 불활성화가 암 발생

과정에 주요한 역할을 할 것으로 사료된다. 따라서, 이러한 결과는 메틸화가 

기존의 유전자 염기서열 변화에 의존했던 유전적 변형에 의한 암 발생 기전 

외에 또 다른 기전으로서 그 중요성을 뒷받침 해주었다. 

  또한, 전체적으로 38 예 (MSI-양성 20 예, MSI-음성 18 예)의 위암 중, 2예에서 

CIMP+를 보였으며, CIMP 와 MSI 의 상관관계를 살펴볼 때, 2 예의 CIMP+가 

모두 MSI-양성이였으며, MSI-양성 위암에서는 hMLH1 의 메틸화가 가장 높은 

빈도를 보였다 (80%). 그러나 CIMP 와 hMLH1 의 메틸화의 상관관계를 볼 때, 

CIMP 와 상관없이 hMLH1 의 메틸화 빈도가 모두 높은 것으로 보아 MSI-양성 

위암에서 높은 빈도의 hMLH1 의 메틸화는 유전체 전체에 대한 메틸화의 영향

보다는 MSI 와 더 밀접한 상관관계가 있다는 것을 의미하고 있다. MSI-양성 
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위암과 MSI-음성 위암에서 메틸화를 비교해 볼 때, MSI-양성 위암에서는 DNA 

복제오류교정 유전자인 hMLH1 의 메틸화가 월등히 높은 반면, MSI-음성 위암

에서는 DNA 복제오류교정 유전자와 종양억제 유전자에서 모두 메틸화를 보

이는 것으로 보아, MSI-양성 위암에서 hMLH1 의 메틸화로 인한 불활성화가 

MSI-양성 위암 발생과정에서 아주 중요한 기전으로 작용한다는 것을 16,17,19,20 

뒷받침해 주고 있다. 기존의 보고된 결과와 본 실험결과를 토대로 앞에서 서

술된 바와 같이, hMLH1 의 메틸화는 종양에 따라 차이는 있으나 70% 이상의 

높은 빈도로 나타났고, CIMP 보다는 MSI-양성 위암에서 특이적으로 나타나는 

것으로 보고되고 있으나,32,33 CIMP 와의 연관성에 대해서는 아직 정확한 언급

이 없다. 지금까지 유일하게 보고된 두 연구결과를 살펴보면, Ueki 등 50 의 연

구에서는, MSI-양성의 pancreatic adenocarcinoma 에서 50%의 hMLH1 메틸화를 

보였고, hMLH1 가 메틸화된 MSI-양성의 경우가 모두 CIMP+였으며, hMLH1가 

비메틸화된 경우에는 다양한 CIMP 양상을 보였다. 또한, Toyota 등 32 의 연구결

과는, 5예의 MSI-양성 위암 중 3 예에서 hMLH1 의 메틸화를 보였고, 3예 모두 

CIMP+로 구분 되었으며, 나머지 2 예의 MSI-양성 위암은 CIMP-임을 보고하

였다. 이러한 두 연구 결과에 따르면, hMLH1 의 메틸화, MSI-양성 그리고 

CIMP 사이에 밀접한 연관성이 있다는 것을 추측할 수 있다. 그러나, 본 실험 

결과에서는 CIMP+양상을 보인 예가 모두 MSI-양성 위암이였기 때문에 서로 

연관성이 있을 것으로 사료되나, hMLH1가 메틸화된 MSI-양성 위암과는 CIMP

와 밀접한 관련이 없는 것으로 나타났다.  

이상의 결과로, hMLH1 의 메틸화가 MSI-양성 위암에서 특이적으로 일어나

는 후생유전학적 변이과정으로 판단되고, 이는 유전체 전체적인 메틸화의 영
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향보다 유전자의 특이적인 메틸화로 추측되어지나, 이를 CIMP 와 관련 지어 

결론을 내리기엔 아직 더 많은 연구가 진행되어야 하며, 향후 이러한 메틸화 

현상이  무엇에 의하여 조절받는지, 그 조절 기전에 대해서도 많은 연구가 이

루어져야 할 것으로 사료된다. 이러한 연구는 DNA 복제오류교정 유전자가 불

활성화되어 있는 세포가 그렇지 않은 세포와 달리 여러 가지 약제에 대해서 

저항성을 보이고, 성장이 빠른 암세포를 선택적으로 죽이는 화학치료제인 알

킬화제 (alkylating agent)에 대해 강한 저항성을 보이는 것으로 보고되어,51 선

택적 항암 화학치료제의 선별에 기여할 것으로 예상된다. 또한 메틸화로 인한 

유전자 산물의 불활성화가 demethylating agent 를 처리하면,  그 활성을 되찾는

다는 점 52 에서 위암치료에 새로운 장을 열 수 있을 것으로 기대된다. 
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V. 결 론 

 
총 38 예의 위암 조직 (20 예의 MSI-양성, 18 예의 MSI-음성)을 대상으로, 종

양억제 유전자 및 DNA 복제오류교정 유전자에 대한  promoter 부위의 메틸화

를 살펴보았고, CIMP 를 분석함으로써 유전체 전체의 메틸화 정도를 살펴보았

다. 이로써, MSI-양성 위암에 메틸화가 끼치는 영향에 대한 다음과 같은 결론

을 얻었다. 

 1.  MSI-양성 위암은 전체 위암 중 9.7%의 빈도를 보였다. 

2. MSI-양성 위암에서 hMLH1 의 메틸화가 매우 빈번하였고 (80%, 16/20), 그 

외 종양억제 유전자의 메틸화 빈도는 매우 낮았다.  

3. MSI-음성 위암은 특정 유전자의 메틸화와 밀접한 관련이 없었다. 

4. MSI-양성 위암이 MSI-음성 위암에 비해 CIMP 가 높았다. 

5. MSI-양성 위암에서 빈번하게 일어난 hMLH1 의 메틸화는 CIMP 와 밀접한 

관련이 없었다.  

 이상의 결과는 hMLH1 유전자의 promoter 부위의 메틸화는 MSI-양성 위암

에서 특이적으로 일어나는 후생유전학적 변이로서 hMLH1 유전자의 메틸화로 

인한 불활성화가 MSI-양성 위암 발생 과정에 선택적으로 일어나는 중요한 기

전으로 생각된다. 
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Abstract 

 

DNA methylation of cancer-related genes in gastric 

cancer with microsatellite instability 
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DNA methylation is one of the epigenetic modifications, and cancers often exhibit an 

aberrant methylation of gene promoter regions that is associated with loss of 

transcriptional activity. Recently aberrant methylation is found in many tumors and can 

be associated with the inactivation of tumor suppressor gene expression. As an 

example for the role of DNA methylation in carcinogenesis, studies of sporadic gastric 

cancer exhibiting microsatellite instability demonstrated a high frequency of promoter 

region hypermethylation of hMLH1, a member of mismatch repair genes. However, it 

remains to be determined whether this methylation is only gene specific - methylation 

rather than a global methylation of the genome. 

To characterize the mechanism responsible for frequent methylation of hMLH1 
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promoter in gastric cancer exhibiting MSI, we examined the promoter regions coding 

for hMLH1 and tumor suppressor genes (p16, E-cadherin, Rb, VHL) by methylation -

specific PCR (MSP) method. In addition, CpG island methylator phenotype (CIMP) 

was determined to define the methylation status of the genome in 38 cases of gastric 

cancers (20 cases of MSI-positive, 18 cases of MSI-negative). 

In MSI-positive tumors, most frequent methylation was observed in hMLH1 (80%) 

and p16 (10%) but no methylation was found in E-cadherin, Rb, VHL. In MSI-negative 

tumors, hMLH1 and p16 methylation showed rare but frequent methylation was 

observed in Rb (22.2%), E-cadherin (11.1%). In addition, of the 38 cases, 2 cases 

(5.2%) were CIMP+, 7 cases (18.4%) were CIMP-I, and 29 cases (76.4%) were CIMP-, 

and all of the CIMP+ cases were MSI-positive. In conclusion, these results suggest that 

hMLH1 methylation was gene specific event in gastric cancer with MSI. 

                                                                                        

Key Words : methylation, hMLH1, MSI, CIMP 
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