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국문요약

한국인 기관지확장증 및 만성 췌장염 환자에서 

              낭포성 섬유증 막 전도조절 인자 유전자 분석

  CFTR(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) 유전자는 

서양인에 흔한 유전병인 낭포성 섬유증(cystic fibrosis; CF)과 관련되어 

처음 클로닝 되었다. 그러나 그 후 이 유전자의 변이가 낭포성 섬유증 

뿐만 아니라 기관지확장증 및 만성 췌장염 등 여러 호흡계 및 소화계 

질환과 관련이 있는 것이 입증되었다. 

  CFTR 단백은 Cl
- 
통로 기능을 갖고 있으며 Cl

-
/HCO3

- 
exchange를 

조절하는 기능도 갖고 있다. 이런 음이온 수송기능의 손상이 질병 

발생에 중요한 역할을 하는 것으로 알려지고 있다. 본 실험에서는 먼저 

CFTR의 어떤 유전자 변이가 한국인에서 기관지확장증 및 만성 췌장염과 

관련이 있는지를 찾고자 하였으며, CFTR 변이 유전자의 질병관련성을 

분자생물학적으로 규명하고자 하였다.

  본 실험에서는 먼저 gene scanning 법을 이용하여 117명의 정상인과 

75명의 기관지확장증 및 만성 췌장염 환자에서 총 11개의 CFTR 유전자 

변이를 발견하였다. 찾은 변이에 대해 전체 대상자 192명의 sample 

즉 384개의 chromosome을 가지고 haplotype assembly 분석을 실시한 

결과 15개의 가능한 haplotype을 확인하였다. 그 중 Q1352H, IVS8 T5 와 

E217G 변이를 포함하는 haplotype은 통계 분석 결과 기관지확장증 및 

만성 췌장염과 관계됨을 확인하였다. 한편 IVS8 T5를 가지는 2개의 

haplotype을 비교해 보았을때 T5-V470이 T5-M470보다 더 강한 질환 

연관성을 나타내었다. 그리고 이러한 유전자 변이에 대해 mutagenesis 

clone을 만들어 세포에서 Cl
-
 통로 활성과 음이온 교환단백 활성을 측정해 

본 결과 변이가 있으면 원형에 비해 Cl
-
 통로 활성과 CFTR 의존적 

음이온 교환단백 활성이 감소함을 확인하였다. 더욱이 Q1352H 변이의 

경우 실제 인구 집단에서는 M470V 변이와 같은 haplotype에 존재하는데, 
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double mutagenesis 실험으로 Q1352H와 M470V 변이를 동시에 

일으켰을때 Cl
-
 통로 활성과 CFTR 의존적 음이온 교환단백 활성이 완전히 

없어짐을 확인하였다.

  이상의 결과를 종합하여 볼때 CFTR 유전자 변이가 기관지확장증 및 

만성 췌장염 질환과 관련이 있으며 하나의 유전자 변이 보다는 

cis-gene의 여러 가지 유전자 변이의 상호작용이 그 유전자의 기능에 

더 많은 영향을 미침을 확인할 수 있었다.  

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

핵심되는 말 : CFTR 변이, 기관지확장증, 췌장염, anion exchange, haplotype
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한국인 기관지확장증 및 만성 췌장염 환자에서 

              낭포성 섬유증 막전도 조절 인자 유전자 분석

<지도교수 이민구 부교수>

연세대학교 대학원 의과학과

이  지  현

Ⅰ. 서  론

  CFTR(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) 유전자는 

서양인에 흔한 유전병인 낭포성 섬유증(cystic fibrosis, CF)과 관련되어 

1989년 Riordan 등에 의하여 처음 클로닝 되었다.
1
 그러나 이 유전자의 

변이가 낭포성 섬유증 뿐만 아니라 여러 호흡계 및 소화계 질환과 

관련이 있는 것이 입증되었다.
2-5
 CFTR 유전자는 처음에 Cl

- 
통로 기능을 

가지는 것으로 알려졌지만
6,7
 Cl

- 
통로 기능 뿐 아니라 여러 이온 수송단백들의 

활성을 조절하여 상피세포 내강막의 수송 전반을 조절하는 역할을 하는 

것으로 밝혀졌다.
8-11
 최근 본 연구실에서 상피세포 내강막의 Cl

-
/HCO3

- 

exchange 기능을 측정하여 CFTR이 중탄산염 분비에 중요한 역할을 함을 

밝힌 바 있다.
12
 또한 CFTR 유전자의 변이에 의한 비정상적인 중탄산염 

분비가 질환 유발 기전과 밀접한 관련이 있음을 보고하였다.
13

  최근까지 1000개 이상의 CFTR 유전자 변이가 Cystic Fibrosis Gene 

Analysis Consortium(CFGAC)에 등록되어 있다. 그 중 F508del, 

G542X와 N1303K 변이는 심각한 CF 증상을 일으키는 변이이며 높은 

질환 관련성을 가지고, 그 외 많은 변이들은 폐, 췌장, 수정관 등의 

단일 증상 질환과 관련이 있으며 부분적 질환 관련성을 보인다고 알려졌다. 
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이와 더불어 환경적인 인자도 질환 유발과 관련이 있다고 알려졌다.
14
 그러나 

이것만으론 CFTR 유전자 변이와 이와 관련된 여러 질환과의 상호 연관성을 

충분히 설명하지는 못한다. 따라서 특히 본 연구에서는 CFTR의 intragenic 

영역을 중심으로 하여 찾은 변이를 바탕으로 구축한 각 개인의 

haplotype을 분석하고자 하였다.

  비록 우리나라에서는 전형적인 CF 환자는 드물지만 CFTR 유전자 

변이 관련 질환인 기관지확장증 및 만성 췌장염 환자는 다수 존재한다. 

그러므로 본 연구에서는 정상 한국인과 기관지확장증 및 만성 췌장염 

환자에서 CFTR 유전자 변이를 발견하고 그 차이점을 분석하여 CFTR 

변이와 질병관련성을 규명하고자 하였다.



- 5 -

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 분석 대상의 선정

  정상 한국인은 일상적인 건강 검진, 방사선 검사와 임상병리 검사 

소견이 정상 범주인 117명을 선택하였다. 기관지확장증 환자의 경우 

컴퓨터를 이용한 고해상도 단층촬영법 또는 자기공명 촬영법을 통해 

기관지확장증 임을 확인하였다. 44명의 기관지확장증 환자 중 18명은 

소아 환자(1세-16세)이고, 26명은 성인 환자(19세-87세)였다. 또한 만성 

췌장염 환자의 경우는 생검의 조직학적 분석, 방사선 소견 상의 석회화 

확인 또는 췌장조영술을 통해 만성 췌장염 임이 확인된 28명

(19세-87세)을 선택하였다. 만성 췌장염 환자 중 매일 40g 이상의 

알콜을 마시는 사람은 제외하였다. 모든 혈액 시료는 정제 키트

(Qiazen instruments, Hombrechtikon, Switzerland)를 이용하여 DNA를 

추출하였다.

2. CFTR 유전자 분석

  CFTR 유전자 변이는 TDGS(two-dimensional gene scanning) 

방법을 이용하여 분석하였다.
15
 TDGS 분석에 사용된 human CFTR 

유전자의 primer 세트는 Accelerated Genomics Inc(San Antonio, TX, 

USA)에서 구입하였고 PCR primer 끝에 GC-rich 조각(GC-clamp)을 

붙여주어 DNA 조각 각각의 용융점을 조절하였다. 또한 short PCR 

primer 제작시 primer 끝에 형광물질(HEX)을 표지하여 결과 분석시 

효율성을 극대화하였다.
16
 전체 CFTR의 coding 영역과 인접한 intronic 부분은 

2단계 PCR 반응을 통해 증폭되었다. 먼저 genomic DNA를 주형으로 

하여 가능한 intronic 영역은 적게 포함하고 모든 coding 영역을 포함

하도록 Long PCR을 수행하여 9개의 큰 조각으로 증폭하였고 이렇게 

미리 증폭된 PCR product를 주형으로 하여 4개의 multiplex short 

PCR을 수행하여 100-500bp 정도의 41개 조각이 증폭되도록 하였다. 

PCR 반응으로 만들어진 조각들은 PCR 과정 중 완전한 denaturation과 

renaturation을 통해 heteroduplex molecules가 생성되게 된다. 증폭된 
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PCR product는 자동화된 2-D gel electrophoresis 기계 (OptiAnalyzer 

8008HT; Accelerated Genomics Inc, San Antonio, TX, USA)에서 조각 

각각의 크기와 용융점에 따라 자발적으로 분리한 다음 fluorescent 

scanner (Molecular Imager FX; Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 

분석하였다. 변이가 있을 경우 1개의 spot대신 3-4개의 spot으로 나오게 

되고 실제 아미노산의 변화는 DNA 염기 분석법을 통해 분석하였다.

  Primer extension 방법(ABI Prism SNapShot
TM
; DNA link, Seoul, 

korea)을 이용하여 발견된 변이의 heterozygote와 homozygote가 정상인과 

환자에서 어느 정도의 비율로 존재하는지 검색하였고 IVS8 Tn의 변이는 

양방향 염기 분석법을 통해 분석하였다.

  각 개인의 haplotype을 알아보고자 Bayesian algorithm에 근간을 

둔 Haplotyper 프로그램을 이용하여 한국인에서 발견되는 10개의 변이와 

haplotype 분석에 자주 사용되는 IVS8 Tn, 즉 11개의 loci에 대해 

Haplotype assembly를 수행하였다.

3. 변이 클론 제작 (Mutagenesis) 및 발현

  Dihydrofolate reductase(DHFR) 유전자를 함유하고 있어서 human WT-CFTR을 

안정적으로 발현할 수 있는 pNUT-CFTR plasmid (McGill university 

Hanrahan 제공)를 사용하였으며
17　
4개의 변이와 M470V 변이를 QuickChange 

mutagenesis Kit(Stratagene, La Jolla, CA, USA)을 사용하여 원하는 부위에 

돌연변이를 일으켰다. 이렇게 만들어진 원형과 변이 CFTR 클론을 

CHO-K1(KCLB 10061; Korea Cell Line Bank, Seoul, Korea) 세포에 

lipofectamine으로 유전자 도입하여 RPMI1640 배양액에 10% FBS와 

penicilline(50 unit/ml)/Streptomycin(50 ㎍/ml)을 첨가한 후 5% CO2 incubator에서 

배양하였다. 유전자 도입 2일 후 methotrexate (Alexis, San Diego, CA, USA)을 

500 ㎍/ml로 처리하여 plasmid가 세포 안 염색체에 삽입된 세포만을 선택 배양

하였다. Mutagenesis에 사용한 각각의 mutagenic primer는 다음과 같다.

E217G : 5'- CTC CTC ATG GGG CTA ATC TGG GGG TTG 

TTA CAG GCG TCT G - 3', M470V :   5'- CTG GAG CAG GCA 

AGA CTT CAC TTC TAA TGG TGA TTA TGG GAG - 3' , 

I556V :  5'- AGT GGA GGT CAA CGA GCA AGA GTT TCT 
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TTA GCA AGG TGA AT - 3' , Q1352H :  5'- CCT AAG CCA 

TGG CCA CAA GCA CTT GAT GTG CTT GGC TAG - 3' , 

R1453W :  5'- GTG AAG CTC TTT CCC CAC TGGAAC TCA  

AGC AAG TGC AAG TCT - 3'

4. CFTR과 DHFR의 면역염색법

  원형과 변이 CFTR을 안정적으로 발현하고 있는 CHO-K1 세포에 

trypsin을 처리한 후 protease inhibitor cocktail을 함유하고 있는 

standard lysis buffer로 잘 용해시켰다. 이렇게 얻은 whole cell 

lysate 50 ㎍을 6% SDS-PAGE gel에서 전기영동 한 후 nitrocellulose 

membrane으로 이동시켰다. CFTR의 NBD2 부위를 인식하는 M3A7 

monoclonal antibody(Upstate Biotech, waltham, MA, USA)와 적당한 

secondary antibody를 사용하여 CFTR의 발현 양을 확인하였다. 한편 

pNUT-CFTR plasmids의 transfection 효율을 보정하기 위하여 

cis-gene 산물인 DHFR을 면역 염색하여 각 변이 세포들의 

CFTR/DHFR 비율을 확인하였다.

5. 음이온 교환 활성 측정

  원형과 변이 CFTR을 pH 측정용 형광물질인 BCECF/AM이 4 uM 

함유된 PBS에서 10분간 loading한 후 관류 chamber에 장착한 다음 

HCO3
-
가 존재하는 관류 액에서 excitation 파장 477 nm 및 442 nm 

그리고 emission 파장 510 nm에서 나오는 BCECF의 형광을 측정하였다. 

관류 액의 Cl
-
의 농도를 145 mM로 부터 0 mM 낮출 경우(Cl

-
을
 

gluconate로 대치함) AE 기능이 있으면 세포내부의 Cl
-
가 외부로 나가면서 

대신 세포 외부의 HCO3
-
가 내부로 들어와 세포의 pH가 올라가는 현상을 

이용하여 anion exchange 활성을 측정하였다. 즉 원형에 비해 변이 

단백의 CFTR 의존적 중탄산염
 
분비 변동의 차이를 확인하였다.

6. Cl- 통로활성 측정 

  원형과 변이 CFTR을 안정적으로 발현하고 있는 CHO-K1 세포를 

trypsin/EDTA(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 이용해서 떼어낸 후 
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RPMI1640 배양액으로 세척한 후 patch clamp 관류 기구에 세포를 

고정시킨 후 whole cell patch-clamp 방법을 사용해서 Cl
-
 이동량을 

측정하였다. Pipette용액으로는 140 mM N-methyl D-glucamine chloride 

(NMDG-Cl), 5 mM EGTA, 1 mM MgCl2, 1 mM Tris-ATP, 

10 mM HEPES (pH7.2)을 사용하였고, 세포 외 용액으로는 140 mM 

NMDG-Cl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM Glucose, 10 mM 

HEPES (pH7.4)을 사용하였다. 모든 실험은 상온(22-25℃)에서 수행하였으며 

CFTR을 활성화시키기 위해  5 ㎛ forskolin과 100 ㎛ 3-isobutyl-1-methylxantine 

(IBMX)을 사용하였다. Holding potential은 -30 mV 였으며 Patch 

-clamp output은 5 kHz로 filter하였다. 이후 세포가 가지는 고유 축전 

값으로 보정하였다. 한편  원형과 변이 CFTR의 single channel 

특성을 알아보고자 10-17 MΩ 정도의 저항을 가진 pipette을 세포 

표면에 붙여서 측정하였다. Pipette 용액으로는 140 mM NMDG-Cl, 

1.3 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM Glucose, 10 mM HEPES (pH 

7.4)을 사용하였고, 140 mM KCl, 1.3 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM 

Glucose, 10 mM HEPES(pH 7.4)를 함유한  KCl 세포 외 용액을 

사용하였다. 실험은 상온(22-25℃)에서 Axopatch-200B (Axon Instruments, 

Whipple Road Union City, CA, USA)을 사용하여 수행하였다. 

Single channel data는 25 Hz로 filter하였고 Fetchan 과 pSTAT v6.0 

softwares(Axon Instruments, Whipple Road Union City, CA, USA)

을 사용하여 분석하였다.

7. 통계 분석

  Genotype 과 haplotype data는 Yates' correction 또는 Fisher's 

exact test를 사용하여 chi-square test를 수행하였다. Multiple 

comparisons의 유의한 통계분석을 위하여 Bonferroni technique 과 

summation of chi-square statistics를 사용하였다.
18,19
 Cl

-
 이동량과 

Cl
-
/HCO3

-
 exchange의 기능 분석에는 ANOVA(analysis of variance) 

방법을 사용하였다. P 값이 0.05이하일 경우 의미있는 것으로 판정하였다.
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Ⅲ. 결  과

1. CFTR 유전자 변이의 발견

  우리나라에서는 전형적인 낭포성 섬유증(CF) 환자가 드물어서 우선 

TDGS 방법을 이용하여 CFTR 유전자 변이를 찾는 실험을 수행하였다. 

TDGS는 28명의 정상인과 47명의 기관지확장증 환자, 25명의 만성 췌장염 

환자 등 100명에 대해 시행하였다. 전형적인 TDGS pattern은 아래 

그림 1A와 같고 정상인에는 나타나지 않는 특정 exon의 변이가 

췌장염 환자에서 나타남을 확인하였다(그림 1B). 

그림 1. Human CFTR 유전자의 two-dimensional gene scanning(TDGS). 전체 

CFTR 유전자의 coding 영역과 일부의 intron 영역은 2단계의 PCR 반응을 통해 증폭

되었다. 41개의 short PCR 조각들은 각각의 분자량과 용융점에 의해 2-D gel 상에서 

분리되었다.  정상인의 경우 exon10과 exon14a에서 heteroduplex bands를 보였다(A). 

췌장염 환자의 경우 exon14a와 exon22에서 heteroduplex bands를 보였다(B). Exon22의 

유전자 변이를 양방향 염기 분석법으로 확인한 결과 Q1352H(4188G>C) 변이임을 확인

하였다(C).
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  TDGS 결과 변이를 보이는 각 exon에 대해 양방향 염기 분석법으로 

확인해 본 결과 총 9개의 CFTR 유전자 변이를 발견할 수 있었다. 

이중 7개는 등록된 CFTR 유전자 변이 이었고 나머지 2개는 신규 

CFTR 유전자 변이 이었다. 이를 정리하면 표1과 같다.

표 1. TDGS 결과 발견한 CFTR 유전자 변이

변이 이름과 아미노산의 순서는 Cystic Fibrosis Genetic Analysis Corsortium (CFGAC ; 

http://www.genet.sickkids.on.ca/)에 따라서 명명했으며 총 9개의 변이 중 7개는 등록된 

CFTR 유전자 변이 이었고 나머지 2개는 신규 CFTR 유전자 변이 이었다. 

2. 정상인군과 환자군에서의 유전자 변이 빈도

  정상인군과 기관지확장증 및 만성 췌장염 환자군에서 heterozygote와 

homozygote가 어느 정도의 비율로 존재하는지 알아보기 위하여 192명을 

대상으로 하여 검색하였다. TDGS를 이용하여 찾은 9개의 CFTR 

유전자 변이와 서양인에 흔한 10개의 CFTR 유전자 변이 그리고  

질병 관련성이 보고된 3개의 microsatellite 중의 하나인 intron 

8의 poly-T에 대하여 수행하였다.(표 2) 

Name Nucleotide_change Exon Consequence Reference

등록된 변이

 I125T  T to C at 506 4  Ile to Thr at 125  Mittre.

 E217G  A to G at 782 6a  Glu to Gly at 217  Zielenski et al.

 M470V  A to G at 1540 10  Met to Val at 470  Kerem et al.

 I556V  A to G at 1798 11  Ile to Val at 556  Ghanem et al.

 T854T  T to G at 2694 14a  Thr to Thr at 854  Zielenski et al.

Q1352H  G to C at 4188 22  Gln to His at 1352  Nukiwa&Seyama

R1453W  C to T at 4489 24  Arg to Trp at 1453  Yoshimura

신규 변이

-8G->C  G to C at -8 1  ?

 A309A  C to T at 1059 7.1  Ala to Ala at 309
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표 2. 분석에 사용된 CFTR 유전자 변이

 변이 이름과 아미노산의 순서는 Cystic Fibrosis Genetic Analysis Corsortium 

(CFGAC ; http://www.genet.sickkids.on.ca/)에 따라서 명명했으며 서양인에 흔한 

10개의 CFTR 변이 중 유일하게 R117H 변이만 발견 되었다.

  Microsatellite를 제외한 19개의 CFTR 유전자 변이는 자동적인 

DNA screening 방법(SNap-Shot; Applied Biosystems Inc.)을 이용하여 

분석 하였고 Tn은 양방향 염기 분석법을 이용하였다. 서양인에 흔한 

10개의 CFTR 유전자 변이 중 유일하게 R117H 변이만 발견되었고 

각각의 locus에 대한 유전자 변이 빈도는 표3과 같다. 여러 유전자 변이 

중 통계학적으로 기관지확장증 및 만성 췌장염과 가장 밀접한 관련이 

있는 변이는 Q1352H 이었다. Q1352H 변이의 heterozygote 빈도를 

chi-square를 이용하여 구해본 결과 기관지확장증 환자에서는 P 값이 

0.02이었고 만성 췌장염 환자의 경우는 0.005로 정상인에 비해 높은 

빈도를 가짐을 알 수 있었다. E217G 변이의 경우 18세 이하의 소아 

기관지확장증 환자만을 대상으로 했을때 P  값이 0.04로 정상인에 

비해 높은 빈도를 나타내었지만 전체 기관지확장증 환자를 대상으로 

하면 통계적 유의 수준에는 도달하지 못하였다. IVS8 T5의 경우 환자

군에서 빈도가 높게 나왔으며 특히 기관지확장증 환자군의 경우 P 값이 

0.03이었다.

 TDGS 결과 발견한 

CFTR 유전자 변이

 서양인에 흔한

 CFTR 유전자 변이

 질환 관련성이 

보고된 microsatellite

 -8G/C (5'UTR)

 I125T (exon 4)

 E217G (exon 6a)

 1059C>T (exon 7,A309)

 M470V (exon 10)

 I556V (exon 11)

 2694T/G (exon 14a, T854)

 Q1352H (exon 22)

 R1453W (exon 24)

 R117H (exon 4)

 621+1G>T (intron 4)

 F508del (exon 10)

 1717-1G>A (intron 10)

 G542X (exon 11)

 G551D (exon 11)

 R553X (exon 11)

 R1162X (exon 19)

 W1282X (exon 20)

 N1303K (exon 21)

 T5-7,9 (IVS8, ref 16)
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표 3. CFTR 유전자 변이의 빈도 확인

정상인군과 질환군에서 chi-square test을 이용하여 질병 관련성을 분석하였고 변이 

type의 expected cell number가 5이하이면 Fisher's exact test를 사용하였다. 질환군

에서 통계적 의미가 있을 경우 굵은 글씨로 나타내었다. 
a
(-) 표시는 diallelic 

variations에서 변이 type을 나타내었다. 
b
18세 이하의 소아 기관지확장증 환자군만을 

대상으로 P value를 구하면 0.04 로 의미있는 통계적 결과를 얻을 수 있었다. 
c
표시는 

정상인에 비해 질환군에서 변이 빈도가 감소함을 나타낸다. 
*
p<0.05, 

**
p<0.001

variation Genotype

그룹 (수)

정상인

(n=117)

기관지확장증

 (n=44)

만성 췌장염

(n=28)

 Diallelic

-8G/C
+/+ 105 44 22

+/-a 12 3 6

R117H
+/+ 116 47 28

+/- 1 0 0

I125T

(ex4)

+/+ 116 46 27

+/- 1 1 1

E217G

(ex6a)

+/+ 114 43 27

+/- 3 4b 1

A309A

(ex7)

+/+ 117 47 27

+/- 0 0 1

M470V

(ex10)

+/+ 23 3 6

+/- 52 28 14

-/-  42 16 8

I556V

(ex10)

+/+ 111 45 28

+/- 6 2 0

T854T

(ex14a)

 /+ 41 16 8

 /-  51 27 14

 /-  25 4 6

Q1352H

(ex22)

+/+ 116 43 24

+/- 1 4* 4**

R1453W

(ex24)

+/+ 115 46 28

+/- 2 1 0

  Microsatellite

T5-7,9

(IVS 8)

5/7 4 6* 2

6/7 0 1 0

7/7 110 39*c 26

7/9 3 1 0
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3. Haplotype pattern과 질환과의 연관성

  Haplotype은 Bayesian algorithm에 근간을 둔 haplotyper 프로그램을 

이용하였으며
20
 TDGS 결과 찾은 9개의 CFTR 유전자 변이와 서양인에 

흔한 10개의 CFTR 유전자 변이 중 유일하게 발견된 R117H 변이 

그리고 poly-T 이렇게 11개 부위에 대해 192명의 전체 대상자 즉 384개의 

genotype data를 이용하여 수행하였다. 또한 IVS8 T5의 경우 T5를 

변이 type으로 두고 나머지를 원형으로 하여 수행하였다. 그 결과 가능한 

haplotype이 15개임을 확인하였다(표 4). 각각의 haplotype을 흔한 

변이인 M470V와 2694T/G를 이용하여 그룹화 하였을때(표 4 가장 

오른쪽) 두 변이가 강하게 연관되어 있음을 확인할 수 있었다. 

Haplotype 8(2-2), 12(1-1), 13(2-2)을 제외한 나머지 haplotype은 모두 

V470-2694T(2-1) 또는 M470-2694G(1-2) 바탕에서 나왔음을 확인하였다. 

한편 T9을 변이 type으로 하여 수행한 다른 haplotype분석에서 T9은 

haplotype 12로 assembly되었고 Cuppens 등은 haplotype 12(IVS8 

T9-M470-2694T) 바탕에서 F508del 변이의 95%가 발생한다고 보고하고 

있다.
16 
흥미롭게도 haplotype 12의 빈도가 한국인의 경우 아주 낮음을 

확인할 수 있었다(표 4). 

  Genotype data 뿐만 아니라 haplotype 결과에서도 Q1352H 변이를 

가지는 haplotype 4의 P 값이 각각 0.02, 0.008로 기관지확장증 및 만성 

췌장염과 밀접한 관련이 있음을 알 수 있었다. E217G를 가지는 

haplotype 6의 경우 전체 기관지확장증 환자군에서는 의미가 없었지만 

소아 기관지확장증 환자군에서 5.8배 높은 빈도를 나타내었다. 

Genotype data에서 IVS8 T5가 기관지확장증 환자군과 연관이 있는 

것으로 나왔는데 haplotype 분석 결과에서도 마찬가지로 연관성을 

보였다. 즉 IVS T5를 가지는 haplotype 5와 9의 경우 정상인 그룹에서는 

그 빈도가 비슷하지만 기관지확장증 환자군에서는 V470을 가지는 

haplotype 5의 빈도가 높은데 반해 M470을 가지는 haplotype 9의 

경우는 정상인군과의 빈도 차이가 없음을 확인 할 수 있었다. 
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 표 4. Haplotype 분석

Haplotype은 Bayesian algorithm에 기초를 둔 Haploytper
15
을 이용하여 분석하였다. 

Allele의 아이디 숫자는 분석된 haploid gene의 빈도에 따라 정렬하였다. 정상인군과 

질환군 사이의 차이는 chi-square test 와 Fisher's exact test를 이용하여 분석하였다. 

a
M470V-2694T/G의 분석은 각각의 haplotype을 그룹화하여 분석하였다. 

b
T6,T7 그리고 

T9의 경우를 원형으로 하여 분석하였다.

4. 단일 변이 클론에서 분자생물학적 기능 연구

  불완전한 CFTR 기능과 질환 연관성을 알아보기 위하여 CFTR 변이의 

분자생물학적 기능 연구를 수행하였다. 한국인에서 발견된 9개의 변이 중 

질환 관련성이 CFGAC에 보고된 4개의 변이인 E217G, I556V, Q1352H, 

R1453W를 선택하였으며 모든 변이는 M470을 가지는 haplotype 2 

바탕에서 각각의 변이를 도입하였다. 

  각각의 변이들의 단백질 발현 양상을 살펴본 결과 maturated 

glycosylated CFTR의 단백 발현양이 E217G와 Q1352H 변이에서 감소

하였다(그림 2A). 또한 transfection 효율을 보정하기 위하여 

expression vector의 cis-gene product인 dihydrofolate reductase 

(DHFR)로 단백질 발현양을 확인 해 본 결과 동일함을 알 수 있었다. 

Allele

ID 、

Group a
M470V-

2694T/G

Background
정상인

기관지

확장증
췌장염

1  G  R  I  E  C  WT  V  I  T  Q  R 121 47 24 2-1

2  G  R  I  E  C  WT  M  I  G  Q  R 78 25 18 1-2

3  C  R  I  E  C  WT  M  I  G  Q  R 11 3 5 1-2

4  G  R  I  E  C  WT  V  I  T  H  R 1 4 4 2-1

5  G  R  I  E  C  5   V  I  T  Q  R 2 5 1 2-1

6  G  R  I  G  C  WT  M  I  G  Q  R 3 4 1 1-2

7  G  R  I  E  C  WT  V  V  T  Q  R 5 2 0 2-1

8  G  R  I  E  C  WT  V  I  G  Q  R 4 1 0 2-2

9  G  R  I  E  C  5   M  I  G  Q  R 2 1 1 1-2

10  G  R  I  E  C  WT  M  I  G  Q  W 2 1 0 1-2

11  G  R  T  E  C  WT  V  I  T  Q  R 1 1 1 2-1

12  G  R  I  E  C  WT  M  I  T  Q  R 2 0 0 1-1

13  C  R  I  E  C  WT  V  I  G  Q  R 1 0 0 2-2

14  G  H  I  E  C  WT  V  V  T  Q  R 1 0 0 2-1

15  C  R  I  E  T  WT  M  I  G  Q  R 0 0 1 1-2

합계 234 94 56
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CFTR 띠의 강도를 cis-gene product인 DHFR로 나누어 정량화 

했을때 E217G와 Q1352H 변이의 단백 발형양이 각각 64%, 73% 

감소함을 확인하였다(그림 2B).

그림 2. 원형과 변이 CFTR의 단백 발현양 확인. 원형과 변이 CFTR을 안정적으로 발현하고 

있는 CHO-K1 세포를 용해하여 CFTR의 NBD2 doamin을 인식하는 monoclonal Ab와 

cis-transfection marker인 DHFR로 blotting 하였다(A). CFTR과 DHFR의 staining 강도를 

CFTR/DHFR 비율로 분석하였다. E217G와 Q1352H 변이의 경우 단백 발현양이 감소함을 확인

하였다(B).

  변이가 있을 경우 CFTR의 Cl
-
 통로활성에 영향을 미치는지 알아보기 

위하여 원형과 변이 CFTR의 Cl
-
 통로활성을 whole cell과 single channel 

patch-clamp을 이용하여 측정하였다. Whole cell patch clamp의 경우 

5 ㎛ forskolin 자극으로 CFTR을 활성화 시켰을때 Q1352H 변이가 

있을 경우 원형 CFTR에 비해 Cl
-
 이동량이 작은 양상을 보였다

(그림 3A). CFTR의 Cl
- 
통로활성이 가장 큰 시점에서 ramp pulse를 

주어 I-V 기울기를 나타내었을 때 정류작용이 없는 전형적인 
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CFTR 통로활성을 보였으며 Q1352H 변이를 가지는 CFTR의 경우 

그 기울기가 감소하는, 즉 CFTR의 Cl
- 
활성이 줄어드는 결과를 

보였다(그림 3B). 이와 같은 방법으로 모든 변이 CFTR의 기울기를 

비교하여 세포가 가지는 축전 값, pF으로 나누어 세포 크기에 

따른 전하의 이동량 차이를 보정하여 도표화 하였다. 모든 변이 

CFTR의 current 강도가 원형 CFTR에 비해 감소함을 확인하였다. 

이 중 Q1352H 변이는 가장 큰 current 감소(71%)를 보였고, 

R1453W 변이의 경우 가장 작은 current 감소(37%)를 보였다

(그림 3C).

  단백 발현양과 Cl
-
 통로활성이 완전히 일치하지 않으므로 

single channel의 특성을 알아 보기 위하여 cell attached 상태에서 

single channel patch clamp를 수행하였다. 세포를 cAMP cocktail로 

자극 했을때 낮은 conductance currents가 유도 되었고 원형과 

비교했을때 모든 변이에서 단일 전류 크기의 차이는 나타나지 

않았다. Open probability(Po)를 알아 보고자 -80 mV에서 6분동안 

current를 측정하였고(그림 3D) 그 결과를 막대 그래프로 나타내었다

(그림 3F). 원형과 비교했을때 I556V, Q1352H, R1453W 변이에서 

각각 34%, 55%, 78%의 Po가 감소함을 확인하였다. single channel 

conductance의 크기를 결정하기 위하여 -120 mV에서 120 mV 중 

각 voltage 포인트를 히스토그램으로 나타내었고 Gaussian 분포로 

filter하였다. 그림 3E는 80 mV에서 측정한 예이다. 원형 CFTR의 

평균 conductance는 7.6 pS이고 변이 CFTR도 유사한 conductance을 

가짐을 확인하였다. 

  E217G 변이의 경우 감소된 Cl
- 
전류는 단백 발현양이 감소 

했기 때문이고, I556V 변이와 R1453W 변이의 Cl
- 
전류 감소는 Po가 

감소했기 때문이다. Q1352H 변이의 경우 단백 발현양과 Po 모두 

감소하였다.
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그림 3.  원형과 변이 CFTR의 Cl-  통로 활성 (A-C) 원형과 변이 CFTR을 

안정적으로 발현하고 있는 CHO-K1 세포에서 CFTR의 Cl- 통로활성을 whole cell 

patch clamp을 이용하여 측정하였다. Holding potential을 -30 mV로 하였고  Whole 

cell을 NMDG-Cl가 다량 함유된 용액에서 안정화 시킨 후 5 ㎛ forskolin과 100 ㎛ 

IBMX를 포함하는 cAMP cocktail로 활성화 시킨 후 통로가 최대로 활성화 되었을때의 

ramp pulse를 -50 mV에서 50 mV로 주어 I-V 기울기를 측정하였다. 기울기를 비교하여 

세포가 가지는 축전 값, pF으로 나누어 세포 크기에 따른 전하의 이동량 차이를 

보정하여 도표화 하여 나타내었다. (D-F) Single channel의 특성은 holding potential을 

-80 mV로 하여 cell attached 상태에서 측정하였고 open probability(Po)로 분석하였다.  
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  CFTR은 상피세포 내강막의 Cl
-
/HCO3

- 
exchange 기능을 조절하여 

중탄산염
 
수송에 중요한 역할을 한다.

 
변이가 있을 경우

 
음이온 교환 

단백 기능에 어떤 영향을 미치는지 확인하기 위하여 CFTR 의존적 음이온 

교환 단백 활성을 비교하였다. 원형과 변이 CFTR을 transfection한 세포에 

중탄산염이 든 Cl
- 
함유용액을 관류시키다가 Cl

-
를 gluconate로 대치된 

용액으로 전환하였을 경우 세포 내부의 Cl
-
가 나가면서 대신 

세포 외부의 HCO3
-
가 내부로 들어와 세포의 pH가 올라가는 현상을 

이용하여 pH 증가 기울기로 Cl
-
/
 
HCO3

- 
exchange 기능을 측정하였다

(그림 4). Mock vector를 transfection한 세포의 경우 basal Cl
-
/
 
HCO3

- 

exchange 기능이 0.083±0.05이었고 forskolin 자극으로 활성화 시켜도 별 

차이가 없었다. 그러나 원형을 tansfection한 세포의 경우 basal Cl
-
/
 
HCO3

- 

exchange 기능이 0.141±0.021로 증가하였고 forskolin 자극을 주었을때 

0.677±0.063으로 Cl
-
/
 
HCO3

- 
exchange 기능이 크게 증가하였다. 반면 

Q1352H 변이를 가지는 CFTR의 경우 basal Cl
-
/
 
HCO3

- 
exchange 기능은 

별 차이가 없었지만 forskolin 자극을 주었을때 원형에 비해 Cl
-
/
 
HCO3

- 

exchange 기능이 현저히 감소함을 확인하였다(그림 4A). 각각의 변이 

CFTR의 CFTR 의존적 Cl
-
/
 
HCO3

- 
exchange 기능을 cAMP 자극의 경우와 

자극하지 않았을 경우를 비교하여 도표화 하였다(그림 4B). 원형에 비해  

E217G와 Q1352H 변이의 경우 forskolin 자극에 의한 Cl
-
/
 
HCO3

- 

exchange 기능이 각각 65%와 77% 감소함을 확인하였다.
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그림 4. CFTR 의존적 음이온 교환 단백의 활성 변동. CHO-K1 세포의 음이온 

교환 단백의 활성을 측정한 다음 원형 CFTR을 발현시킨 후 음이온 교환 단백의 

활성을 측정하였다. cAMP 자극에 의한 음이온 교환 단백의 활성 증가는 CFTR 단백이 

존재할 때만 일어나는 것을 확인하였다. 이러한 사실을 바탕으로 원형 CFTR과 

각각의 변이 CFTR을 발현시켜 음이온 교환 단백의 활성정도를 비교하였다. Cl- 함유

용액을 관류시키다가 Cl-를 gluconate로 대치한 용액으로 전환하였을 경우 세포내 

Cl-가 빠져나가면서 유입되는 중탄산염에 의해 증가되는 pH의 기울기로 음이온 교환

단백의 활성을 측정하였다. E217G와 Q1352H 변이를 가지는 경우 CFTR 의존적 

음이온 교환 활성 기능이 감소하였다. 이를 cAMP 자극의 경우와 자극하지 않았을 

경우를 비교하여 도표화하였다.
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5. Q1352H 변이 및 M470V 이중 변이

  Q1352H 변이의 경우 통계학적으로 강한 질환 연관성을 나타내었다. 

Haplotype을 살펴보면 자연상태에선 Q1352H 변이는 V470 바탕에서만 

나타나는데(표 4) 이제까지의 모든 실험은 M470 바탕에서 이루어 

졌다. 그래서 Q1352H 변이에 V470 변이를 도입하여 단백 발현양을 

확인해 본 결과 단백 발현양에는 변화가 없었다(그림 5A). 그러나 

Q1352H 변이에 V470 변이를 도입하면 cAMP자극에 의해 활성화 되는 

Cl
-
 통로기능과 Cl

-
/
 
HCO3

- 
exchange 기능이 각각 99%와 95%씩 

감소함을 확인하였다.
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그림 5. Q1352H 변이 및 M470V 이중 변이. 원형과 Q1352H 변이에 M470V 

변이를 도입하여 위와 같은 방법으로 단백 발현양 및 Cl
-
 통로기능과 CFTR 의존적 

음이온 교환 단백 활성을 확인하였다. M470V 변이가 도입 되었을때 원형과 Q1352H 

변이의 단백 발현양에는 변화가 없었다. 그러나 M470V 변이의 도입으로 Q1352H 

변이의 cAMP 자극에 의한 Cl
-
 통로활성과 CFTR 의존적 음이온 교환 단백의 활성이 

완전히 사라짐을 관찰하였다.
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Ⅳ. 고  찰

  CFTR 유전자는 서양인 흔한 유전병인 낭포성 섬유증(cystic 

fibrosis, CF)과 관련되어 1989년 Riordan 등에 의하여 처음 클로닝 되었다.
1
 

그러나 우리나라에서는 전형적인 CF 환자가 드문 관계로 CFTR 유전자 

변이에 대한 연구가 미약한 실정이다. 이 시점에서 이번 연구는 처음으로 

한국인에서 질환 관련 CFTR 유전자 변이를 연구하였다고 할 수 있다. 

그리고 한국인에서 나타나는 CFTR 유전자 변이 양상이 서양인과 아주 

다름을 확인할 수 있었다. 서양인에 흔한 10개의 CFTR 유전자 변이 중  

R117H 변이만 나타났으며 한국인의 경우 haplotype 12의 빈도(0.9%)가 

상당히 낮음을 확인할 수 있었다. 이 haplotype은 IVS8 T9 -M470-2694T로 

Cuppens 등이 보고한
21
 Ⅲa에 해당된다. 이 haplotype의 빈도가 정상 

벨기에인의 경우 7.3%이고 가장 흔한 CF 유발 변이인 Fdel508, 

G542X, 그리고 N1303K의 95%가 이 haplotype에서 발생한다.
22
 아직 

정확한 이유는 알려지지 않았지만 한국인의 경우 이 유전자의 유입 

혹은 선택 압력(selection pressure)이 낮은 것으로 판단된다. 즉 

haplotype 12를 가지는 사람의 빈도가 낮아서 한국인에서는 전형적인 

CF가 드문 것 같다. 

  IVS8 Tn의 변이는 exon9의 RNA splicing에 영향을 주는데 IVS8 

T5 변이는 splice acceptor efficiency를 감소시키며 CF 및 여러 단일 

증상 질환과 관련이 있는 변이이다.
23
 그러므로 이 변이가 있으면 적당한 

RNA와 단백질이 합성되지 못하고 이로 인해 CF 또는 CF 관련 질환인 

선천성 양측성 부고환 결손(congenital bilateral absence of vas 

deferens; CBAVD) 등과 연관이 된다. 더욱이 IVS8 T5가 V470 또는 

IVS8 (TG)m과 상호 작용을 일으키면 더 높은 질환 연관성을 나타낸다.
23
 

비록 (TG)m은 이번 연구에서 분석되지 않았지만 M470V locus의 

연구 결과는 이를 충분히 뒷받침 한다고 할 수 있다. 2개의 IVS8 T5을 
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포함하는 haplotype 중 추가로 V470 변이를 가지는 haplotype 5의 

경우만 질환과 연관됨을 알 수 있었다(표 4). 

  Q1352H 변이는 통계 분석 결과와 분자생물학적 기능 연구에서 가장 

의미있는 변이였다. 이 변이는 CFTR의 두 번째 핵산 결합 부위의 

‘linker peptide', 'signature motif', 또는 ’motif C'라고 불리는 보존된 

glutamine-rich sequence에 위치한다. 박테리아 ABC transporter 

NBD 부위의 구조 연구 결과 linker peptide는 ATP 가수 분해를 조절

하고 NBD 구조가 folded 상태로 유지하는데 중요한 역할을 한다고 

알려졌다.
24
 CFTR의 linker 영역은 ‘LSHGHKQ'로 구성되어 있는데 

이는 전형적인 linker sequence인 ’LSGGQ'와는 약간 다르다. 그러나 

이 sequence는 모든 척추동물에서 잘 보존되어 있고 마지막 글루타민이 

히스티딘으로 바뀌는 Q1352H 변이는 단백질의 발현과 single 

channel의 gating 특성에 영향을 미치게 된다(그림 2와 3).

  E217G 변이는 췌장 기능은 정상인 폴란드 CF 환자에게서 처음으로 

발견되었는데 통계 분석 결과 질환 연관성을 보였다. E217G는 mild한 

CFTR 변이이고 분자생물학적 실험결과와 일치한다. E217G 변이에 의해 

세포막 단백 발현양이 약간 감소했고 CFTR 의존적 음이온 교환 단백 

활성은 60-70% 감소했다. 그러나 강한 질환 연관성을 보이는 Q1352H 

변이의 경우도 M470 haplotype 바탕에서 측정했을때 단백 발현양과 

CFTR의 기능에 있어선 E217G 변이와 같은 감소를 나타내었다(그림 

2,3,4). 그러나 E217G 변이의 경우는 높은 활성을 나타내는 M470을 

가지는 haplotype에서 나타나고(haplotype 6) 반면 Q1352H 변이의 경우 

낮은 활성을 나타내는 V470을 가지는 haplotype에서 나타났다(haplotype 4). 

그러므로 Q1352H 변이의 경우 M470V 변이와 합쳐 졌을때 전체 CFTR의 

기능에 더 큰 영향을 미친다고 할 수 있다. 실제 Q1352H 변이에 

M470V 변이를 도입하여 실험을 수행했을때 CFTR의 Cl
-
 통로 활성과 
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CFTR 의존적 음이온 교환 단백의 활성이 완전히 사라짐을 확인 

하였다(그림5). 이에 대한 정확한 기전은 이번 실험에선 밝히지 않았지만 

M470V와 Q1352H 변이가 CFTR의 두 NBD에 각각 위치해서 상호작용을 

하기 때문이라고 생각할 수 있다.
25,26 
V470 변이의 경우 이미 CFTR의 

기능에 영향을 미친다고 알려졌지만 본 실험에서 V470의 cis-gene과의 

상호작용이 변이 CFTR 유전자의 질환정도에 영향을 미친다는 것을 

처음으로 밝혔다. 이상의 결과로부터 CFTR 유전자의 여러 위치에 

발생하는 변이의 상호작용이 CFTR 단백의 기능과 질환 연관 정도에 

영향을 미친다고 할 수 있다. 이러한 관점에서 haplotype을 이용한 

분석은 CFTR 유전자 뿐만 아니라 다른 질환 관련 유전자의 질환 관련성 

연구에 효과적이다고 할 수 있다.

  이상의 결과를 종합하여 볼때 CFTR 유전자 변이가 기관지확장증 및 

만성 췌장염과 관련이 있으며 하나의 유전자 변이 보다는 cis-gene의 

여러 가지 유전자 변이의 상호작용이 그 유전자의 기능에 더 많은 영향

을 미침을 확인할 수 있었다. 
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Ⅴ. 결  론

  본 연구에서는 한국인 기관지확장증 및 만성 췌장염에서 CFTR 

유전자 변이를 분석하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 한국인의  CFTR 유전자 변이 양상은 서양인의 경우와 상당히 다름을   

   확인하였다. 

2. Q1352H, IVS8 T5, E217G 변이의 경우 통계분석 결과 강한 질환   

   연관성을 나타내었다. 또한 haplotype을 이용한 분석에서도 같은   

   결과를 확인하였다.

3. 통계학적 의미뿐 아니라 실제 세포내 기능을 알아 보고자 단백 발현   

   양상을 확인해 본 결과 E217G 및 Q1352H 변이의 단백 발현양이  

   감소함을 확인하였다.

4.  CFTR의 주된 기능인 Cl
-
 통로 기능을 측정한 실험 결과 모든 변이  

   클론의 Cl
-
 통로 기능이 감소했고, 단일 통로 전류측정에서 I556V,  

   Q1352H, R1453W의 경우 Po 감소가 관찰 되었다.

5. CFTR 의존적 음이온 교환 활성을 측정한 실험결과 E217G 및     

   Q1352H 변이에서 감소하였다. 

6.  Q1352H 변이에 M470V 변이를 도입 했을때 단백 발현양에는 변화가  

   없었으나 cAMP자극에 의해 활성화 되는 Cl
-
 통로기능과 Cl

-
/HCO3

-    

   
exchange 기능이 감소함을 확인하였다. 

  이상의 결과를 종합하여 볼때 CFTR 유전자 변이가 기관지확장증 및 

만성 췌장염과 관련이 있으며 하나의 유전자 변이 보다는 cis-gene의 

여러 가지 유전자 변이의 상호작용이 그 유전자의 기능에 더 많은 영향

을 미침을 확인할 수 있었다. 
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Abstract 

Analysis of CFTR mutations in Korean patients

 with bronchiectasis and chronic pancreatitis.

 Ji Hyun Lee

Department of Medical Science

The Graduate School, Yonsei University

(Directed by Associate Professor Min Goo Lee)

  Aberrant membrane transport caused by mutations in the cystic 

fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) gene is 

associated with a wide spectrum of respiratory and digestive 

diseases including cystic fibrosis. Using a gene scanning method, 

we found 11 polymorphisms and mutations in the CFTR gene in 

Korean population. Individual variations at these loci were analyzed 

by conventional DNA screening in 117 control and 75 patients with 

bronchiectasis or chronic pancreatitis. In a haplotype determination 

based on Bayesian algorithm, fifteen haplotypes were assembled in 

the 192 individuals tested. Several haplotypes, especially with 

Q1352H, IVS8 T5, and E217G were found to be the candidate 

haplotypes associated with the respiratory or pancreatic diseases in 

a case-control study. Notably, a common polymorphism of M470V 

appears to affect the intensity of disease association. Among the 

two haplotypes having IVS8 T5, the T5-V470 haplotype showed 

higher disease association than the T5-M470 haplotype. In addition, 

a Q1352H mutation found in a V470 background showed the 
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strongest disease association. The physiological significance of the 

mutations was vigorously analyzed. The nonsynonymous E217G 

and Q1352H mutations in the same M470 background showed a 

60-80% reduced CFTR Cl
-
 currents and HCO3

-
 transport activities. 

Moreover, additional polymorphic variation of M470V on the 

Q1352H mutation completely abolished the CFTR anion transport 

activities. These findings provide the first evidence for the 

importance of CFTR mutations in the korean population. 

Importantly, the results also reveal that interaction between 

multiple genetic variations in a cis-gene affect the final destined 

function of gene products.
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