
PHARMACOTHERAPEUTICS
J Korean Med Assoc 2019 February; 62(2):119-129

pISSN 1975-8456 / eISSN 2093-5951

https://doi.org/10.5124/jkma.2019.62.2.119

차세대 염기서열 분석법과 항암요법  119

서론

Next generation sequencing (NGS)은 전통적인 Sanger 

sequencing을 대체하여 암을 비롯한 다양한 분야에서 유

전체 수준에서의 검사결과를 토대로 임상에 응용되고 있거

나 혹은 응용되기 위한 연구에 사용되고 있다. 국내에서는 

2017년 3월부터 NGS가 암, 희귀질환자에게 보험이 허용되

어 임상에서 사용되고 있다. 이는 NGS의 몇 가지 종류 중에

서 targeted sequencing (TS)이 허용된 것으로 수십 개에서 

수백 개의 특정 유전자를 말 그대로 짧은 시간 내에 적은 비

용으로 염기서열을 분석해서 얻은 돌연변이 결과를 임상에

서 사용하기 위함이다. 하지만, 이러한 NGS가 임상에서 사

용되기에는 시기상조라는 의견이 지속적으로 제기되고 있

다. 본 종설에서는 NGS 기본 개념 및 종류, 암의 진단 및 치

료에서의 NGS 이용 그리고 암연구에서의 NGS의 역할 및 

NGS의 미래에 대해 살펴보도록 하겠다.

NGS란?

DNA 염기서열 분석법은 1977년 Sanger chain termi-

nation method가 도입되면서 가능하게 되었다[1]. Sanger 
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Over the last two decades, the systemic treatment of cancer has evolved from cytotoxic chemotherapy to targeted 
therapy and now immunotherapy. Next-generation sequencing (NGS) is entering clinical applications for cancer 
treatment through the help of more powerful computational analyses. The increasing number of targeted therapies 
approved by regulatory authorities (RAs) with or without biomarkers necessitates the screening of multiple biomarkers 
using NGS, which is now approved and reimbursed by Korean RAs for some types of malignancies. However, the 
clinical utility of NGS remains to be established as a prerequisite for its routine incorporation into clinical practice. 
Currently, the best scenario of NGS use in clinics is to enroll patients into clinical trials based on the detection of 
biomarkers, but this is only possible in the hospitals conducting the specific trial. The other scenario is the off-label use 
of a targeted drug, but this requires social consensus for future implementation. The clinical applications of NGS are 
expanding in terms of its platforms, from targeted sequencing to whole exome and RNA sequencing, and in terms of 
systemic therapy, from targeted therapy to immunotherapy. Research into tumor mutational burden and neoantigens 
is shedding new light on the clinical use of NGS in immunotherapy.      
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방법을 이용해서 인간의 유전체 염기서열을 분석한 연구

결과인 Human Genome Project 가 Science, Nature에 

15년에 걸친 연구 끝에 2001년 출판되었다[2]. 2000년

대 중반 도입된 차세대 염기서열 분석법인 NGS는 기본적

으로 유전체를 short read로 자른 후 massively parallel 

sequencing technique으로서 Sanger 방법과는 접근법이 

근본적으로 다른 DNA 염기서열 분석법이다. Sanger 방

법으로 한 사람의 유전체를 15년에 걸쳐서 거의 3조 원의 

비용으로 분석했는데 지금은 NGS로 45명의 유전체를 각

각 약 100만 원의 비용으로 하루만에 분석할 수 있는 시대

가 되었다.

NGS는 기본 원리가 DNA polymerase라는 효소를 이용

하여 fluorescently labeled deoxyribonucleotide tripho-

sphate를 DNA template strand에 결합시키고 이때 형광

발색을 낸다는 측면에서는 Sanger 방법과 크게 다르지 않

다. 근본적인 차이는 Sanger 방법은 DNA single strand를 

시퀀싱하지만, NGS는 하나의 긴 DNA strand를 수백만 개 

가닥으로 자른 후 유전자 증폭을 하고 이를 한꺼번에 시퀀싱

한다는 것이다. 이러한 NGS는 기본적으로 4단계로 구성되

어 있다. 첫째, library preparation 단계로 DNA를 추출 후 

무작위로 수백만 조각으로 낸 후 추후 PCR을 위해서 DNA 

5’와 3’에 adapter를 붙인다. 둘째, cluster generation 단

계로 DNA fragment 수백만 개 각각을 PCR을 통해 증폭

시켜 DNA fragment의 clonal cluster를 만든다. 셋째, 

sequencing 단계로 DNA polymerase에 의해 DNA strand 

cluster에 상보적인 염기서열이 생성되면서 형광을 발현하

게 되면 nucleotide 종류를 확인하게 된다. 넷째, 데이터 분

석 단계로 생성된 수백만 개의 short read의 염기서열 데이

터는 reference genome을 이용해서 앞뒤 순서를 배치하게 

된다. 그후 bio-informatics를 통해서 염기서열 분석 결과

를 얻게 된다.

NGS 종류 및 임상적용

암 분야에서 흔히 사용되는 NGS로는 genomics를 보기

위해 whole-genome sequencing (WGS), whole exome 

sequencing (WES) 그리고 TS가 있고 transcriptomics를 

보기위한 RNA sequencing (RS)이 있다. WGS를 시행하

게 되면 전체 유전체의 염기서열을 시퀀싱하게 되는데 low 

read depth로 시퀀싱을 하게된다. 따라서, 어떤 특이 유전

자의 반복적으로 발견되고 암에서 의미 있는 돌연변이 같

은 정보를 TS에 비교해서 정확히 얻기가 어렵다. 하지만, 이

렇게 WGS을 하면 시퀀싱된 일부 유전체의 copy number 

variation 정보를 얻을 수 있는데 최근 연구에 이용되고 있

다. WES은 실제 유전자 정보를 지니고 있는 exon 전체를 의

미하는 exome을 선택적으로 시퀀싱하는 검사법으로 이는 

약 180,000개의 exon을 의미하며 전체 유전체의 1% 정도이

다. WES는 전체 유전체의 1%만 시퀀싱하기 때문에 WGS보

다 저렴하고 또 실제 단백질을 생성하는 exon을 시퀀싱하기 

때문에 병을 일으키는 유전자의 돌연변이를 확인할 수 있다. 

이러한 WGS, WES은 유전자 변형전체를 확인할 수 있다는 

장점이 있지만 일반적으로 TS에 비해 NGS 결과를 얻을 때

까지의 시간(turn around time, TAT)이 길고 비용이 높으

며 더 복잡한 bioinformatics가 요구되기 때문에 임상에서 

사용하기에 현실성이 떨어진다. 그럼에도 불구하고 WGS, 

WES는 TS에 비해 훨씬 더 많은 돌연변이를 확인할 수 있고 

mutation signature 및 종양특이적 신생항원 연구에 이용되

고 있다. 하지만 대부분 추가적으로 발견되는 돌연변이들의 

임상적 의의는 아직 알 수 없다. 

TS는 연구자나 임상의가 특별히 관심있는 유전자만 시퀀

싱하는 것으로 원하는 유전자들의 primer를 이용해서 제작

할 수 있고 상용화되어 있는 경우도 많다. 적은 부분을 시

퀀싱하므로 read depth가 높고 결국 민감도, 특이도가 높

은 검사법으로서 현재 국내에서 보험허가가 난 검사법이다. 

Genomic DNA에서 관심있는 부분을 선택하는데 있어서 기

술적으로 두 가지 방법, amplicon capture와 hybridization 

capture가 있다. Amplicon capture 방법은 PCR을 이용한 

multiplexed amplication으로 관심있는 유전자 부분을 풍

부하게 하는 방법으로 forward primer와 reverse primer

가 결합하는 위치 사이의 공간이 증폭되게 된다. 유전자의 

수가 늘어날수록 primer 디자인이 쉽지 않고 primer 사이
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의 dimer 형성 및 방해 등이 문제가 될 수 있다. 하지만 적

은 양의 DNA로 deep-coverage 시퀀싱이 가능하고 가격이 

저렴하며 TAT가 짧고 제한된 숫자의 돌연변이 유전자 소위 

“hotspot mutation”을 확인하는데는 매우 민감한 방법이다

[3]. Hybridization capture 방식은 상보적인 DNA probe의 

annealing을 통해 genomic DNA fragment에 결합하고 이 

혼성체는 Biotin-Avidin 방식으로 magnetic bead에 채집

된다. 디자인이 잘 되면 capture가 균일하게 이루어진다. 이 

방법은 검사하는 유전자의 범위가 확대가 가능해서 크게는 

whole exome까지 가능해진다. 이런 hybridization capture 

방식은 mutation뿐 아니라 copy number alteration과 알려

진 structural rearrangement까지 확인 가능한 장점이 있으

나 amplicon capture 방법에 비해서 더 많은 양의 DNA가 

필요하고 TAT가 길다는 단점이 있다[4-7]. 어떤 방법을 사

용할지는 결국 각각의 상황에 맞게 앞에서 언급한 모든 점을 

고려하여 결정하여야 할 것이다.

마지막으로, RS는 전에 microarray 등을 이용해서 진행

했던, 유전자발현 정도를 보는 검사법으로 현재는 RS가 거

의 microarray를 대체하는 수준으로 발전되어 연구에 많

이 이용되고 있다. 또한 알려진 gene fusion을 확인하는데

도 도움이 되는데 DNA를 이용하는 NGS 경우 가끔 gene 

partner breakpoints가 다른 intron에 있는 경우 확인하는

데 어려움이 있지만 RS의 경우 intron의 breakpoint 위치

에 상관없이 확인할 수 있기 때문에 유리하다. 현시점에서

는 NGS 여러 종류 중에서 TS만 실제 임상에서 주로 적용

되고 있다.

NGS를 위한 샘플

암조직은 암세포외에도 정상세포들(면역세포, 기질세포, 

혈관세포 등)을 많이 포함한다. 이는 결국 somatic mu- 

tation을 희석시키는 역할을 해서 NGS 민감도를 떨어트

리게 된다. 또한 fresh frozen tumor sample이 가장 양

질의 DNA를 제공할 수 있지만 임상에서는 대부분 암조

직이 formalin-fixed, paraffin embedded (FFPE) 종양

블록으로 보관되어있다. FFPE는 DNA fragmentation

과 chemical modification을 일으켜 sequence coverage 

depth에 영향을 줄 수 있고 위양성을 초래할 수 있다[8]. 

하지만, 최근 기술발전을 통해 FFPE 조직을 이용해서도

Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA)

의 인증을 받을 수 있을 정도로 양질의 DNA를 얻을 수 있

고 이를 이용해서 정확한 NGS 데이터를 얻을 수 있을 정도

가 되어서 현재 대부분의 임상에서는 FFPE를 NGS에 사용

하고 있다. NGS를 위한 조직을 얻는 두 가지 시나리오가 

있을 수 있다. 첫째는 전이성 암환자에서 재발하기 전의 암

조직을 이용하던지 전이암 조직검사를 새로해서 얻은 암조

직을 NGS를 진행할 수 있다. 이런 경우 TAT가 길면 환자

가 치료를 못받고 기다려야하는 상황이 있을 수는 있지만, 

전이성 암조직은 현재 암의 상태를 반영해서 가장 좋은 조

직일 수 있고 또 NGS 결과를 갖고 치료옵션을 찾아볼 수 있

어서 임상적 유효성 측면에서는 좋다고 할 수 있다. 두 번째

는 재발되기 전에 원발성 암환자에서 미리 NGS를 진행하

고 향후 재발되면 NGS결과를 이용하는 경우인데 TAT 관

점에서는 여유가 있지만 재발률이 매우 높은 환자가 아니면 

추후 NGS 결과를 사용하지 않을 경우도 많아서 임상적 유

효성 측면에서는 권유되지 않는다.

암 이외의 조직에서의 NGS

암환자에게서 암 이외의 조직에서의 NGS는 크게 두 가지 

목적으로 진행된다. 주로 혈액 내의 혈액세포를 이용하는데 

우선 암조직의 NGS 데이터와의 비교분석을 위해서이다. 혈

액세포의 NGS는 germline variation의 결과를 얻을 수 있

어서 암조직의 NGS 데이터와의 비교분석을 통해 somatic 

mutation을 구별해내는데 도움이 될 수 있다[9,10]. 또 하

나의 목적은 최근 유방암/난소암 치료에 poly (ADP-ribose) 

polymerase inhibitor가 미국 식품의약국(Food and Drug 

Administration, FDA)의 승인이 되었는데 본 치료제의 

biomarker인 germline BRCA1/2 mutation을 확인하는데

도 도움이 된다[11,12].
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암치료에서의 NGS의 임상적 유용성 

이렇게 시퀀싱된 raw data는 bioinformatics라는 과정을 

거쳐서 문제가 있는 유전자를 보고하게 된다. 이러한 NGS

는 결국 환자에게 도움이 되는 정보를 임상의에게 제공하고 

임상의는 이 유전체 정보를 이용해서 환자에게 도움이 되는 

치료를 하기 위함이다. 앞으로는 암치료에서 NGS가 어떻게 

이용되는지 또 해결되어야할 문제는 무엇인지에 대해 기술

하고자 한다.

암치료는 수술, 방사선치료, 약물치료 등이 있다. 이중 약

물치료는 수술전후에 완치율 향상을 목적으로 진행하는 항

암보조요법이 있고 전이나 재발된 환자들에게 진행하는 생

존기간을 늘리고 증상완화를 통해 삶의질의 향상을 도모하

는 완화적 목적의 약물치료가 있다. 암의 약물치료는 1950년 

대 nitrogen mustard 발견 이후 1990년대까지 세포독성 항

암제만 임상에서 사용했으므로 특이 유전자의 돌연변이 등

이 예측인자 혹은 biomarker로 사용되지 않았다. 2000년

대들어서 표적치료제가 개발되면서 표적 즉, 치료효과 예측

인자 혹은 biomarker로서 유전자 변형을 확인하게 되었다. 

예를 들면, 유방암에서의 허셉틴(trastuzumab)의 사용유무

를 결정하기위해 HER2 gene amplification을 확인하기 위

한 fluorescence in situ hybridization 검사법을 시행한다. 

폐암에서는 이레사(Iressa)같은 tyrosine kinase inhibitor를 

사용하기위해 epidermal growth factor receptor (EGFR) 

돌연변이를 보기위한 digital droplet PCR 등을 진행한다. 

즉, 세포독성항암치료와는 달리 표적치료시대에서는 표적을 

확인하고 치료하는 경우가 상당수이다. 지금까지 개발된 표

적치료와 해당되는 질병 그리고 그 표적을 진단하기위한 검

사법을 Appendix 1에 정리하였다. 

이렇게 우리가 임상에서 표적치료를 이용할 때 NGS 특히 

TS를 이용할 이유가 있을까? 예를 들면 폐암에서는 표적이 

EGFR mutation, ROS1 rearrangement, ALK fusion 등이 

알려져있는데 이들 각각의 유전자 변형을 PCR, FISH를 진

행해서 확인하는 것보다 TS를 한번해서 확인할 수 있으면 

임상적 유용성이 있을 것이다[13-15]. 하지만 현실은EGFR 

mutation, ROS1& ALK fusion을 확인하는데 있어서 TS만 

사용한다기보다는 PCR, IHC, FISH와 혼재되어 사용하는 

경우가 많다. 즉, 어떠한 이유든 TS가 아직은 다른 검사법에 

비해 임상적유용성이 우월하지 않음을 의미한다. 저자가 속

해있는 병원에서도 TS보다는 다른 검사법이 사용되고 있다. 

가장 표적이 많고, 표적치료제가 많다고 알려진 폐암이 이정

도이니 실제 고형암에서 multi-gene NGS를 통한 임상적 

사용은 현재 그 임상적유용성측면에서 많은 도전에 직면해 

있다고 할 수 있겠다. 하지만, 필자는 TS의 임상적 유용성

은 시간이 지날수록 커져서 결국 다양한 검사법을 TS이 대

체할 수 있을 것으로 생각한다. 첨언하자면, 현재는 hotspot 

mutation을 확인하기 위해 amplicon capture 방식의 TS가 

사용되기도 하지만 점점 FGFR2, BRAF, NTRK1/2/3 등의 

fusion이 oncogenic driver로서 발견되고 있고 이에 대한 표

적치료제들이 개발되어서 향수 hybridization capture 방식

의 TS가 점점 더 임상적 유용성이 있어 많이 사용될 것으로 

판단된다[16-18].

또 다른 암치료에서의 NGS 이용은 임상적으로 증명이 되

지 않은 표적을 확인하고자 함이고 이를 치료로 연결하는 

것이다. 이러한 목적이 현재 가장 많이 연구되고 있고 임상

적 유용성이 있을 수 있을 것이다. 실제 많은 종류의 암종

에서 진행된 genomics 연구결과, malignant melanoma의 

중요한 돌연변이라고 알려진 BRAF mutation은 NSCLC, 

colon cancer, thyroid cancer, multiple myeloma, glioma, 

pancreastic cancer에서도 발견되고 있고, 유방암에서 유명

한 HER2 amplification은 위암, 방광암, 자궁내막암에서도 

발견되고 있다. 최근, NTRK fusion은 12개 이상의 다른 암

종에서 발견되고 있다[19]. 하지만 표적이 있다고해서 표적

치료에 반드시 효과가 있다고 얘기할 수는 없다. 예를 들

면 HER2 mutation이 있는 환자에서 irreversible panHER 

inhibitor인 neratinib을 사용한 연구가 발표되었다. 본 연구

는 neratinib을 한개의 질병에 사용한 연구가 아니고 질병

에 상관없이 유전자 분석을 해서 HER2 mutation이 있을 경

우 neratinib을 사용해서 그 효능을 보고하였다. 이렇게 특

정한 암이 아닌 유전자변형이 있는 환자를 모아서 진행하는 

임상시험을 바구니 임상시험이라고 한다. 본 연구에서는 유

방암에서 가장 효과가 좋았고, 자궁경부암, 담도암에서는 반
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응이 있는 환자들이 있었으나 대장암, 난소암 등의 암에서

는 HER2 mutation이 있어도 반응이 없었다. 즉, 같은 유전

자의 돌연변이가 있어도 암종에 따라서 효과도 다를 수 있음

을 시사하는 연구라고 할 수 있다[20]. 이렇게 암종에 상관없

이 유전자를 중심으로 진행하는 연구중 대표적인것이 미국 

국립암센터에서 진행하는 Molecular Analysis for Therapy 

Choice (NCI MATCH) 연구로서 미국에서 약 40개의 2상연

구를 동시에 진행하는데 각 치료군마다 35명의 환자를 등록

하고, 각 치료군마다 각각 다른 유전자 변형이 있는 환자들

을 등록하여 각 유전자 변형에대한 표적치료제를 암종에 상

관없이 투여하는 연구이다[21]. 이러한 바구니 임상시험 혹

은 한 암종에서 몇개의 유전자변이 각각에 대한 2상연구를 

진행하는 umbrella trial을 진행하는 이유는 NGS에 의해 확

인되는 유전자변이의 빈도가 일반적으로 낮기 때문이다. 즉, 

유전자변이의 빈도수가 높았던 유방암에서의 HER2 변이나 

폐암에서의 EGFR과는 달리 다른 대부분의 유전자들은 변이 

빈도가 낮아서 한가지 유전자 변이만을 확인후 해당하는 표

적치료로 2상임상연구를 진행하기에는 screen failure가 너

무 많아서 임상시험 자체가 실현가능하지 않고 이렇게 되면 

약제개발자체가 어렵기 때문이다. 결국, NGS를 통한 이러

한 바구니 임상시험 혹은 umbrella 연구가 향후 새로운 약제 

개발에 있어서 어쩔수 없이 진행해야 할 임상연구의 방향일  

것이다. NCI MATCH 연구를 비롯한 몇가지의 바구니 임상

시험 혹은 umbrella 연구결과들이 나오면 향후 현재의 질병

중심의 임상시험에서 유전자 중심의 임상시험의 가능성을 

확인할 수 있는 모멘텀이 될 수 있을 것이며 암환자에서의 

진정한 맞춤치료를 구현할 수 있는지를 확인할 수 있는 중

요한 연구라고 판단된다. 따라서 이러한 연구결과가 나오기 

전에 유전자변형을 근거로 표적치료제를 사용하는 것은 쉽

지 않은 일이다. 

그렇다면 이러한 바구니 임상시험 혹은 umbrella trial 결

과가 나오기전에는 어떻게 해야할 것인가? 국내에서 TS가 

보험도 되었는데 NGS 결과를 임상에 이용할 수 있는 방법은 

없을까? 두 가지 방법이 있는데, 우선은 임상시험이다. 유전

자 변형이 발견될 때 그 유전자 변형이 있을 경우 등록가능

한 임상시험에의 참여이다. 하지만, 이는 이러한 임상시험

이 진행되는 병원에서만 가능할 것이다. 환자입장에서는 가

장 이상적으로 NGS를 적용할 수 있는 방법으로 판단된다. 

또 다른 방법은 기존에 특이질병에서 승인된 약을 승인되지 

않는 다른 암종에서 같은 유전자 변이가 발견될때 off label 

(unapproved use of approved drugs)로 사용하는 것이다. 

하지만 이러한 사용은 현실적으로 역시 약효가 실제 증명된 

바가 없는데 사용하는 것이며, 따라서 실질적으로는 각 병원

의 다학제위원회의 허가 후 비급여로 사용되야 하는 점이라

는 점을 상기시키고 싶다.

암연구에서의 NGS 및 미래의 NGS

암연구에서의 genomics는 이제 돌이킬 수 없는 길이라는 

판단이다. 시간이 흐를수록 새로운 표적과 치료제의 개발이 

될 것이고 각 암종마다 많은 표적 및 치료제들이 있게 될 것

이다. 이러한 표적을 확인하는데 있어서 NGS의 필요성은 더

욱 확대될 것이다. 또한, 최근에는 각각의 특이적 유전자변

이뿐 아니라, 전체적인 유전자변이의 특징을 biomarker로 

이용하려는 움직임이 있어서 소개하고자 한다. 대표적인것

이 tumor mutational burden (TMB)인데 TMB가 높을수록 

면역치료의 반응이 있을 가능성이 높다는, 즉 TMB가 면역

치료의 biomarker가 될 수 있다는 연구들이 보고되어 왔다

[22-24]. 최근에는 암의 종류와 상관없이 가장 TMB가 높을 

수 있는 상황인, tumor에서 microsatellite instability가 존

재할 때 immune-checkpoint inhibitor인 pembrolizumab

을 사용하면 암종에 상관없이 효과있다는 임상시험결과를 

근거로 이 약제는 FDA 승인을 받았다. 이는 특이 암종이 아

닌 genomic biomarker를 근거로 FDA가 승인한 최초의 항

암제이다[25,26]. 

면역치료는 항암치료에 있어서 앞서 언급한 세포독성 항암

제, 표적치료제에 이은 제 3의 물결이라고 할 수 있다. 대표

적으로 면역관문억제제인데 기본적으로는 T림프구의 PD1 

(programmed cell death protein 1)과 암세포의 PD-L1 

(programmed cell death protein ligand 1) 사이의 결합을 

막는 항체인 pembrolizumab, atezolizumab, avelumab, 
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durvalumab 등의 약제들이다. Antigen presenting cell이 

세포독성 T림프구를 활성화시키는 기전을 억제하는 CTLA4 

inhibitor인 ipilimumab, tremelimumab 등도 역시 일부 암

종에서 승인받아 사용되고 있다. 이러한 면역관문억제제는 

이미 다양한 암종에서 FDA 승인을 받아 사용되고 있지만 일

부 암종에서 PD-L1 expression을 IHC를 통해 biomarker

로 사용하는 것을 제외하곤 아직 biomarker가 많이 사용되

고 있지 않다. 

이러한 면역치료의 반응에는 결국 tumor에 존재하는 

non-self 즉, neoantigen이 중요하다는 것이 증명되고 있

다. Neoantigen은 DNA mutation 중 일부가 aminoacid 

sequence 즉, peptide 변형을 초래하게 되는데 이는 환자

의 면역체계에서 non-self로 인지하게 되어 면역반응을 

촉발하게된다. 현재 종양의 NGS 및 computational work

을 통해 neoantigen을 prediction할 수 있음이 보고되었다

[27]. 같은 non-synonymous mutation이라도 환자에 따

라 neoantigen으로서 역할을 할 수도 아닐 수도 있는데 이

는 이 peptide와 결합하는 HLA가 환자마다 다르기 때문이

고 이는 결국 NGS를 통해 genomic sequencing을 하더라

도 neoantigen은 결국 환자마다 다를 것이다. 또한, TMB

가 많다고 알려진 NSCLC, melanoma에서 WES를 하

면 상당히 많은 DNA mutation이 나오는데 이를 RS를 할 

경우 상당수의 DNA mutation이 RNA로 발현되지 않음

을 확인할 수 있었다[28-31]. 따라서, 이러한 neoantigen 

prediction 하는데는 WES뿐 아니라 RS도 이용되고 있다. 

이러한 neoantigen prediction은 향후 TMB보다 더욱 정

확하게 면역치료에 대한 반응을 예측을 할 수 있을 것으로 

기대하고 있다. 또한 이러한 neoantigen prediction은 향

후 personalized therapeutic cancer vaccine (DNA, RNA, 

peptide) 혹은 세포치료(dendritic cell, T cell)에도 이용될수 

있어서 NGS는 이러한 연구에있어서 필수 불가결한 플랫폼

이라고 할 수 있다. 마지막으로. 미래에는 암조직에서의 분

석뿐 아니라 혈액내 암과 관련된 유전자(ctDNA)를 유전체 

차원에서 분석하는 것이 실용화될 것으로 기대된다[32-34]. 

이미 액체생검에 대한 연구는 매우 활발하게 진행되고 있지

만 cell free DNA 내의 circulating DNA가 1% 미만일 때 

NGS를 시행하면서 생기는 “DNA sequence error”와 “true 

mutation”과의 구별이 필요하고 이점을 비롯한 몇 가지 난

제들이 극복되어야할 것이다.

결론

항암치료에 있어서 NGS는 표적치료, 면역치료, 액체생검 

등 암을 극복하는 가장 중요한 치료제 혹은 진단법 연구에 

있어서 필수불가결한 플랫폼으로 자리잡고 있다. 필자로선 

이러한 플랫폼이 증명되고 임상적 유용성을 갖기까지 시간

이 걸리겠지만 암치료 및 암연구에 있어서 돌이킬 수 없는 

플랫폼이라고 판단된다. 이런 의미에서 필자 개인적으로는 

국내에서 필요한것은 NGS 기반 연구 및 임상적용에 대한 단

발적 연구비 지원이나 보험급여화가 아니라, 이런 NGS플랫

폼과 항암요법을 연결시키는 지속적이고 총체적며 혁신적인 

국가적 프로젝트라고 생각한다. 
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 Peer Reviewers’ Commentary

이 논문은 암 환자의 진단, 치료 및 연구에 있어서 차세대 염기서

열법 (next generation sequencing, NGS) 기술의 역할을 소개하

고 있다. 불특정 암 환자에게 투여되는 세포독성 항암화학요법과 

달리, 표적치료와 면역요법의 발전과 함께 NGS는 개별 환자의 

유전체 정보를 분자 수준에서 종합 분석함으로써 환자별 정밀의

료를 제공한다는 장점이 있다. 이 논문에서는 특히 염기서열법의 

역사와 NGS의 기술 및 종류, 그리고 각각의 기술이 가지는 장점

과 단점을 현재의 항암치료에 사용되는 실례와 함께 보여주고 있

다. 또한 Targeted sequencing (TS)를 이용한 다중유전자 검사 

기법과, 최근 활발히 실시되고 있는 임상시험에서의 역할을 소개

해 주고 있다. 또한 면역항암요법 등 향후 주목해야 할 다양한 치

료법에서의 활용방안도 제시해 주고 있어, NGS를 이용한 정밀 

항암치료의 구현을 시작하려는 임상의 및 연구자들에게 많은 도

움이 될 것으로 판단된다. 

 [정리: 편집위원회]
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Targeted and immunotherapeutic drugs, targets,  indications, and biomarker detection testsAppendix 1.

Agent Target FDA-approved indication Test

Ado-trastuzumab  
   emtansine (Kadcyla)

HER2 (ERBB2/neu) Breast cancer (HER2+) IHC or ISH

Afatinib (Gilotrif) EGFR Non-small cell lung cancer (with EGFR exon 19  
   deletions or exon 21 substitution (L858R) mutations)

Real-time PCR, Sanger sequencing  or NGS

Alectinib (Alecensa) ALK Non-small cell lung cancer (with ALK fusion) FISH break-apart probe (first choice), IHC as  
    screening, FDA-approved IHC (ALK [D5F3] CDx 

assay) as a stand-alone test, not requiring 
confirmation by FISH (although secondary 
confirmation is encouraged), NGS 

Atezolizumab (Tecentriq) PD-L1 Urothelial carcinoma 
Non-small cell lung cancer

No tests needed (PD-L1 IHC Ventana as complemen- 
   tary diagnostic)

Avelumab (Bavencio) PD-L1 Merkel cell carcinoma
Urothelial cancer

No tests needed

Axitinib (Inlyta) KIT, PDGFRβ,  
   VEGFR1/2/3

Renal cell carcinoma (category 1 in clear cell histology;  
    sunitinib is preferred in non-clear cell histology, but 

axitinib still can be used.)

IHC

Bevacizumab (Avastin) VEGF ligand Cervical cancer
Colorectal cancer
Fallopian tube cancer
Glioblastoma
Non-small cell lung cancer
Ovarian cancer
Peritoneal cancer
Renal cell carcinoma

No tests needed

Brigatinib (Alunbrig) ALK Non-small cell lung cancer (ALK+) FISH break-apart probe (first choice), IHC as  
    screening, FDA-approved IHC (ALK [D5F3] CDx 

assay) as a stand-alone test, not requiring 
confirmation by FISH (although secondary 
confirmation is encouraged), NGS

Cabozantinib  
    (Cabometyx [tablet], 

Cometriq [capsule])

FLT3, KIT, MET, RET,  
   VEGFR2

Medullary thyroid cancer
Renal cell carcinoma 

No tests needed

Ceritinib (Zykadia) ALK Non-small cell lung cancer (with ALK fusion) FISH break-apart probe (first choice), IHC as  
    screening, FDA-approved IHC (ALK [D5F3] CDx 

assay) as a stand-alone test, not requiring 
confirmation by FISH (although secondary 
confirmation is encouraged), NGS

Cetuximab (Erbitux) EGFR (HER1/ERBB1) Colorectal cancer (KRAS wild type)
Squamous cell cancer of the head and neck

CRC: In the NCCN guideline, no explicit  
    method was assigned (PCR, pyrosequencing, 

real-time PCR, restriction fragment length 
polymorphisms [RFLP], etc.).

H&N: no biomarker

Cobimetinib (Cotellic) MEK Melanoma (with BRAF V600E or V600K mutation) Real-time PCR, Sanger sequencing, or NGS

Crizotinib (Xalkori) ALK, MET, ROS1 Non-small cell lung cancer (with ALK fusion or ROS1 
gene alteration)

Same as in alectinib for ALK
FISH, IHC, or NGS for ROS1 

Dabrafenib (Tafinlar) BRAF Melanoma (with BRAF V600 mutation)
Non-small cell lung cancer (with BRAF V600E  
   mutation)

Real-time PCR, Sanger sequencing, or NGS

Durvalumab (Imfinzi) PD-L1 Urothelial carcinoma
Non-small cell lung cancer

VENTANA  PD-L1 (SP273)  assay as a comple- 
   mentary diagnostic

Erlotinib (Tarceva) EGFR (HER1/ERBB1) Non-small cell lung cancer (with EGFR exon 19  
   deletions or exon 21 substitution (L858R) mutations)
Pancreatic cancer

Real-time PCR, Sanger sequencing or NGS

Everolimus (Afinitor) mTOR Pancreatic, gastrointestinal, or lung origin  
   neuroendocrine tumor
Renal cell carcinoma
Nonresectable subependymal giant cell astrocytoma  
   associated with tuberous sclerosis
Breast cancer (HR+, HER2-)

No tests needed for other cancer types
Breast cancer: IHC for ER &PR
IHC or ISH for HER2

(Continued 1)
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(Continued 1)

Agent Target FDA-approved indication Test

Gefitinib (Iressa) EGFR (HER1/ERBB1) Non-small cell lung cancer (with EGFR exon 19  
    deletions or exon 21 substitution (L858R) 

mutations)

Real-time PCR, Sanger sequencing or NGS

Imatinib (Gleevec)) KIT, PDGFR, ABL GI stromal tumor (KIT+)
Dermatofibrosarcoma protuberans
Multiple hematologic malignancies including  
   Philadelphia chromosome-positive ALL and CML

GIST: IHC, real- time PCR 
Dermatofibrosarcoma protuberans: no tests needed
ALL, CLL: karyotype, FISH, or PCR

Ipilimumab (Yervoy) CTLA-4 Melanoma
Renal cell carcinoma

No tests needed

Lapatinib (Tykerb) HER2 (ERBB2/neu),  
   EGFR(HER1/ERBB1)

Breast cancer (HER2+) IHC or ISH

Lenvatinib (Lenvima) VEGFR2 Renal cell carcinoma
Thyroid cancer

No tests needed

Neratinib (Nerlynx) HER2 (ERBB2/neu) Breast cancer (HER2 overexpressed/amplified) IHC or ISH

Niraparib (Zejula) PARP Ovarian cancer
Fallopian tube cancer
Peritoneal cancer

Patients who are in complete or partial response to  
    platinum-based chemotherapy (no BRCA tests 

needed

Nivolumab (Opdivo) PD-1 Colorectal cancer (dMMR and MSI-H)
Head and neck squamous cell carcinoma
Hepatocellular carcinoma
Hodgkin lymphoma
Melanoma
Non-small cell lung cancer
Renal cell carcinoma
Urothelial carcinoma

CRC: PCR for MSI-H; IHC for dMMR

Olaparib (Lynparza) PARP Ovarian cancer (with BRCA mutation) Sanger sequencing, multiplex ligation-dependent  
   probe amplification (MLPA), or NGS

Olaratumab (Lartruvo) PDGFRα Soft tissue sarcoma No tests needed

Osimertinib (Tagrisso) EGFR Non-small cell lung cancer (with EGFR T790M  
   mutation

Real-time PCR, Sanger sequencing or NGS

Palbociclib (Ibrance) CDK4, CDK6 Breast cancer (HR+, HER2-) IHC for ER &PR
IHC or ISH for HER2

Panitumumab (Vectibix) EGFR (HER1/ERBB1) Colorectal cancer (KRAS wild type) In the NCCN guidelines, no explicit method was  
   assigned 

Pazopanib (Votrient) VEGFR, PDGFR, KIT Renal cell carcinoma No tests needed

Pembrolizumab  
   (Keytruda)

PD-1 Classical Hodgkin lymphoma
Colorectal cancer (MSI-H/dMMR)
Gastric cancer
Melanoma
Non-small cell lung cancer (PD-L1+)
Head and neck squamous cell carcinoma
Urothelial cancer
Solid tumors (MSI-H/dMMR)

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx (Dako); 
PCR for MSI-H; IHC for dMMR

Pertuzumab (Perjeta) HER2 (ERBB2/neu) Breast cancer (HER2+) IHC or ISH

Ramucirumab  
   (Cyramza)

VEGFR2 Colorectal cancer
Gastric cancer or 
Gastroesophageal junction (GEJ) adenocarcinoma
Non-small cell lung cancer

No tests needed

Regorafenib (Stivarga) KIT, PDGFRβ, RAF, RET,  
   VEGFR1/2/3

Colorectal cancer
Gastrointestinal stromal tumors
Hepatocellular carcinoma

No tests needed

Ribociclib (Kisqali) CDK4, CDK6 Breast cancer (HR+, HER2-) IHC for ER &PR
IHC or ISH for HER2

(Continued 2)
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Agent Target FDA-approved indication Test

Rucaparib (Rubraca) PARP Ovarian cancer (with BRCA mutation) Sanger sequencing, multiplex ligation-dependent  
   probe amplification (MLPA), or NGS

Sorafenib (Nexavar) VEGFR, PDGFR, KIT, RAF Hepatocellular carcinoma
Renal cell carcinoma
Thyroid carcinoma

No tests needed

Temsirolimus (Torisel) mTOR Renal cell carcinoma No tests needed

Trametinib (Mekinist) MEK Melanoma (with BRAF V600 mutation)
Non-small cell lung cancer (with BRAF V600E  
   mutation

Melanoma: THxID BRAF test as companion  
   diagnostic
NSCLC: Real-time PCR, Sanger sequencing, or NGS

Trastuzumab (Herceptin) HER2 (ERBB2/neu) Breast cancer (HER2+)
Gastric cancer (HER2+)

IHC or ISH

Vandetanib (Caprelsa) EGFR (HER1/ERBB1),  
   RET, VEGFR2

Medullary thyroid cancer No tests needed

Vemurafenib (Zelboraf) BRAF Melanoma (with BRAF V600 mutation) Real-time PCR, Sanger sequencing, or NGS

Ziv-aflibercept (Zaltrap) PIGF, VEGFA/B Colorectal cancer No tests needed

FDA, Food and Drug Administration; IHC, immunohistochemistry; ISH, in situ hybridization.

(Continued 2)


