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Purpos e : Gas t r i n, a pept i de hor mone pr oduced by t h
ce l l s of t he gas t r i c ant r um, pl ays a maj or r ol e i n r
aci d secret ion in t he s t omach, and act s as a t rophi c
i n t he gas t r oint es t ina l t r act . The r e lat ionshi p bet we
and t he deve l opment of col or ect a l cancer r emai ns co
ver s i a l . To s t udy i t s poss i bl e r ol e i n deve l opment o
er at i on of col or ect a l cancer , we eva l uat ed t he exp
of gas t r i n and gas t r i n/ CCK-Br ecept or mRNA i n cancer
nor mal t i ssue fr omcol or ect a l cancer pat i ent s . We a
vi ewed cl i ni ca l r ecor ds t o eva l uat e t he cor r e l at i ons
gas t r i n r ecept or expr ess i on and c l i ni ca l char act e
col or ect a l cancer .
Me t hods : Rever se t r anscr i pt i on-pol ymer ase cha in r e
(RT-PCR) was used t o eva l uat e mRNAexpr ess i on for gast
and gas t r i n/ CCK-B recept or i n 26 sur gi cal spec ime
col orect a l cancer .
Re s ul t s : The mRNA expr ess i on of gas t r i n was det ect e
24 out of 26 cancer spec i mens and 9 out of 26 nor m
col on spec i mens (p＜0. 05). The mRNA expr ess i on
gas t r i n/ CCK-B r ecept or was det ect ed i n 18 out of
cancer spec i mens and 17 out of 26 nor mal col on speci m
(p＞0. 05). There was no s igni f i cant cor r el at i on b
gas t r i n r ecept or expr ess i on and c l ini ca l char act e
col orect a l cancer .
Conc l us i ons : The gas t r i n gene pr oduct s mi ght be
i mpor t ant t han gas t r i n/ CCK-B r ecept or i n deve l opme
or pr ol i fer at i on of col or ect a l cancer , whi ch supp
hypot hes i s t hat gas t r i n gene pr oduct s pl ay a r ol e
l i fer at i on of col or ect a l cancer as an aut ocr i ne fact o
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서 론

대장암은 암의 사망 원인 중 미국에서는 2위를 차

지하며1 국내에서도 최근 점차로 증가하여 남녀 모두

에서 암 발생 빈도 중 4위를 차지하는 질환이다.2 대

장내시경 등을 이용한 대장암의 조기발견 및 예방에

는 많은 발전이 있었지만 진행된 대장암의 치료방법

중 주로 이용되는 항암화학요법제제는 독성이 강하

고 종류도 많지 않을 뿐 아니라 그 효과에도 한계가

있다. 따라서 여러 연구자들은 대장암의 성장과 분화

를 억제하는 새로운 방법을 찾게 되었다.

최근 gastrin은 전체 위장관 점막의 영양인자(tro-

phic factor)로 작용하는 것으로 보고되고 있으며3 대

장암의 증식에 관여한다는 여러 증거들이 제시되고

있다. 즉 외부에서 투여한 gastrin은 대장암 세포주,

mouse에 이식된 대장암 및 rat에서 발암물질에 의해

유도된 종양의 성장 및 증식을 촉진시키고 gastrin의

길항제, gastrin 수용체 길항제 및 antisense gastrin을

투여하면 배양 또는 동물 모델의 대장암 세포의 성

장을 저해한다.4 대장암 환자를 대상으로 한 많은 연

구에서 gastrin치의 증가가 관찰되었고,5
최근 Thor-

burn등
6
이 전향적으로 연구한 결과에 의하면 혈중

gastrin치가 높았던 군에서 그렇지 않았던 군에 비해

수년 후 대장암이 더 높게 발병함이 관찰되었다. 그

러나 Zollinger-Ellison syndrome 환자들을 추적해 본

결과 혈중 gastrin이 월등히 높음에도 불구하고 정상

인구집단에 비해 대장암의 발병률이 높지 않음이 관

찰되었다.7 이런 상반된 결과와 배양 또는 동물 모델

의 결과를 고찰한 결과 gastrin이 위 등 상부위장관에

서 분비하여 종양에 작용하는 내분비적 기능보다는
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종양조직 자체에서 생성하여 증식에 작용하는 auto-

crine 인자일 것이라는 가설을 제시하였다.8,9 한편 gas-

trin 수용체는 CCK-A와 gastrin/CCK-B 수용체가 알려

져 있는데, 주로 담낭에 분포하는 CCK-A 수용체는

gastrin에 비해 CCK와 결합능이 1000배나 되나 위장

관 전체에 분포하는 gastrin/CCK-B 수용체는 gastrin과

CCK와 결합능이 비슷하여 gastrin/CCK-B 수용체가

위장관에서 gastrin의 역할을 매개할 것이라고 추측된

다.10 따라서 종양조직에서 gastrin과 gastrin/CCK-B 수

용체의 발현이 증가되었을 것으로 가정하고 이를 증

명하기 위해 gastrin과 gastrin/CCK-B 수용체 mRNA를

분석하였다. 그러나 위암과 대장암 같은 소화기 암에

서 gastrin과 gastrin 수용체는 검체의 종류와 실험 방

법에 따라 다양하게 발현된다고 보고되어 있으나 대

장의 정상조직과 대장암조직과의 비교연구가 미미하

고 대상이 적어 임상적 연관성에 대해서는 아직 논

란이 되고 있는 실정이다.1 1 이에 대장암과 autocrine

factor로서 gastrin 유전자 산물의 관련성을 알기 위한

첫 단계로 한국인 대장암 환자의 정상조직과 암조직

에서 gastrin 및 gastrin/CCK-B 수용체 mRNA의 발현

양상에 대하여 알아보고 이들과 임상적 특징과의 연

관성에 대하여 분석하고자 하였다.

방 법

1) 연구대상

저자들은 1997년 9월부터 1998년 9월까지 가천의

대부속 길병원 일반외과에서 대장선암으로 확진되어

수술 받은 26예의 환자를 대상으로 하였으며 절제된

신선 조직 중 종양 부분과 정상 부분을 나누어 액체

질소에 보관하거나 80oC의 냉장고에 보관하여 실

험에 사용하였다.

2) 실험방법

(1) Gastrin과 Gastrin/CCK-B 수용체 및 GAPDH

유전자의 증폭을 위한 Oligonucleotide Primer의 합

성 : 중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction-PCR)

에 사용된 연구대상 유전자의 primer들은 Applied

Biosystems사의 381A DNA 합성기(Foster City. CA)를

사용하여 합성하였으며 oligonucleotide purification ca-

tridge (OPC oligonucleotide-pak column, Applied Bio-

systems, Inc)를 이용하여 정제하였다. 여기에 사용된

각각의 primer들은 적어도 한 개의 intron을 포함하도

록 설계되어 오염된 genomic DNA가 증폭되어도 그

크기에 의하여 cDNA로부터 증폭된 PCR 생산물과

쉽게 구별되도록 하였다. 또한 PCR산물을 좀 더 분

명히 하기 위해 2차 PCR을 시행하였는데 여기에 사

용된 inner primer도 동일한 DNA 합성기를 사용하여

합성하였다. 각각의 실험에 사용된 primer들은 Table

1, 2에 표기하였다.

(2) Total RNA 추출 : 전체 RNA분리를 위하여 먼저

ribonuclease (RNase)를 제거해야 하므로 유리 제품은

180oC가 되는 dry oven에서 최소한 8시간 이상을 구

워서 사용하였고 시약을 만들기 위하여 필요한 멸균

증류수는 강력한 단백질 분해제인 diethylpyrocar-

bonate (DEPC)를 0.1%처리하여 사용하였다. Total RNA

는 대상 조직 약 100 mg을 사용하여 Polytron tissue

homogenizer로 균질화하였으며 이 때 RNA lysis

solution (4.48 M guanidine thiocyanate, 28 mM sodium

citrate, 0.56% sarcosyl) 500 ul, 50 ul의 2 M sodium

acetate/pH4, 500 ul의 water-saturated phenol 및 200 ul

의 49：1 chloroform/isoamylalcohol를 첨가하여 잘 혼

합하였다. 이것을 얼음에서 15분간 정치한 후 4oC에

서 15,000 rpm으로 20분간 원심분리하여 침전물을 버

리고 상층액만 새로운 tube에 옮겨 담고 얼음에 냉각

된 absolute ethanol 2 volume을 첨가하여 20회 정도

뒤집어 흔들어준 후 20oC에서 1시간 냉각시켜 이

를 4oC에서 15,000 rpm으로 20분 동안 원심분리하여

Table 2. Gastrin/CCK-B receptor gene primer

HGR5s 5' -CAT CTG CCG ACC ACT GCA GGC-3'
HGR5INs 5'-ATT GTA GCC ACG TGG CTG CTG TCC-3'
HGR3as 5' -CAC GTA GCA GCC ATC GCT GTC-3'

HGR4as 5' -ACG CCC GTT CTG GTG AAC AGC-3'
HGRP

5' -GTG GTC CAG CCC CAC-3'
(probe)

Table 1. Gastrin and GAPDH gene primer

Gastrin gene primer
GAS5 5' -ATG CAG CGA CTA TGT GTG TAT G-3'
GAS3 5' -GAA GTC CAT CCA TCC ATA GGC-3'
Gas5IN 5' -TAT GTG CTG ATC TTT GCA CTG-3'
Gas3IN 5' -CAT GGT CCC TGC TTC TTG GA-3'

Glyceride aldehyde phosphodiesterase (GAPDH)
Gpd5s 5' -GTG GAC ATT GTT GCC ATC AAC GAC

CCC-3'
Gpd3as 5' -GCC CCA GCC TTC TCC ATG GTG GT-3'
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RNA 침전물을 얻었다. 상층액은 버리고 RNA 침전

물에 75% ethanol 1 ml을 첨가하여 10회 정도 tube를

뒤집어 혼합한 후 실온에서 5분간 원심분리하여 상

층액을 버리고 남아 있는 ethanol를 대기중이나 heat-

ing block에서 건조시켜 얻은 RNA는 RNase-free water

로 용해시켜 260 nm에서 흡광광도계로 정확히 농도

를 측정하여 정량하였다.

(3) 역전사 반응 (Reverse transcription reaction) : 역

전사 반응은 분리한 total RNA 2 ug을 MMLV (mal-

rony murine lukemia virus)-RTase 200 unit/ul, random

primer 1 ug, dNTPs 200 uM, 1x reverse transcriptase

buffer, RNase inhibitor 40 unit/ul을 첨가하여 전체가

20 ul이 되도록 한 후 41oC에서 한시간 반응시키고

95oC에서 5분간 역전사 효소의 활성도를 불활시켜

cDNA를 얻었다.

(4) PCR : PCR 반응용액의 조성은 1차 PCR의 경우

10x buffer 2 ul, dNTP 0.2 mM, primer는 sense 및

antisense primer가 각각 10 pmole, Taq. polymerase

1.25 unit, cDNA는 역전사 반응 후 얻은 20 ul 중 5 ul

와 증류수를 넣어서 최종 용적이 20 ul이 되게 하였

다. 2차 PCR의 경우 1차 PCR 산물 1 ul를 취하여 1

차 PCR과 동일한 조성으로 시행하였다. PCR반응은

PCR9600 (Perkin Elmer Cetus, version 1.0)을 이용하여

95oC에서 5분간 반응시킨 후, 94oC에서 1분, 55oC에

서 1분, 72oC에서 1분간 35회 반복한 후 72oC에서 10

분간 반응시켜 종결하였다. 2차-PCR은 filter가 부착

되어 있는 pipette tip을 사용하여 1차-PCR 산물을

100분의 1로 희석한 다음 5 ul을 취하여 위와 같이

반복 시행하였다. 1차 PCR 산물의 오염방지를 위하

여 filter tip을 사용하여 clean bench에서 시행하였고

사용된 pipette과 용기는 바로 UV cross linker로 처리

하여 멸균함으로써 오염방지에 최선을 다하였다.

대조군으로는 GAPDH (glyceride aldehyde phospho-

diesterase)의 total RNA에서 역전사 반응으로 만들어

진 cDNA 20 ul 중 2 ul을 취하여 25회 중합효소연쇄

반응을 시행하여 사용하였다.

(5) 전기영동 : 전기영동을 위한 gel은 2∼3% Nu-

Sieve GTG agarose (FMC, Rockland, ME. USA)을 1x

TBE buffer (10.8 g Tris-base, 5.5 g Boric acid, 4 ml

0.5 M EDTA (pH8.0)/ 1000 ml)에 넣고 전자오븐이나

heating block에서 끓여 녹인 후 이곳에 0.5 ug/ml이

되게 Ethidium bromide을 첨가하여 만들었다. 전기영

동은 제작된 gel에 1x TBE buffer를 충분하게 채워준

후 준비된 시료를 gel loading buffer (6x sample load-

ing buffer; 0.25% Bromophenol (BPB), 0.25% Xylene

cyanol FF, 40% Sucrose or 30% Glycerol)와 섞어준 후

각 well에 잘 심어준 후 시행하였으며 size marker

(phix174/HaeIII)를 한쪽에 같이 심어 그 크기를 비교

확인하였다.

3) 통계처리

통계처리는 통계프로그램인 SAS windows system

V6.12 (SAS Institute Inc. Cary, NC. USA)의 Chi- square,

Mantel-Haenszel Chi-square test를 이용하였으며 p＜0.05

일 경우 통계학적으로 유의하다고 판정하였다.

결 과

1) 임상소견

환자들의 평균나이는 58.8세로 38세부터 77세까지

다양하였고, 남녀 비는 각각 13예로 같았다. 대장암

의 병기는 Dukes 병기 B가 14예(53.8%), C가 12예

(46.2%)였으며 A는 없었다. 종양의 위치는 결장이 12

예(46.2%), 직장이 14예(53.8%)였다.

2) Gastrin 및 Gastrin/CCK-B 수용체 mRNA의

발현

Gastrin의 RT-PCR산물은 235 bp의 크기로 관찰되

었다(Fig. 1). Gastrin/CCK-B 수용체의 RT-PCR산물은

장형과 단형의 두 가지 형태로 표현되었으며 단형(S)

은 129 bp, 장형(L)은 144 bp의 크기로 관찰되었다

(Fig. 2). 양성 대조군으로 사용한 GAPDH에 대한

RT- PCR 산물은 270 bp로 모든 경우에 발현하였다.

Gastrin mRNA는 전체 26예의 대상환자 중 정상조

직에서 9예(34.6%), 대장암 조직에서 24예(92.3%)가 발

현되어 정상조직보다 대장암 조직에서 높은 빈도로

발현되었고 (P＜0.05), gastrin/CCK-B 수용체는 전체

26예의 대상환자 중 정상조직에서 17예(65.4%), 대장

암 조직에서 18예(69.2%)가 발현되어 정상조직과 대

장암 조직 사이에 발현빈도의 차이는 없었다(P＞

0.05)(Table 3).

3) 대장암 조직에서 Gastrin/CCK-B 수용체 mRNA

의 발현과 임상적 특징과의 관계

Gastrin/CCK-B 수용체 mRNA는 림프절 전이가 있

는 12예의 대장암 조직 중 8예(66.7%)에서 발현하였

으며 림프절 전이가 없는 14예의 대장암 조직 중 10

예(71.4.7%)에서 발현하여 림프절 전이 유무와 발현
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빈도의 차이는 없었다(P＞0.05).

Gastrin/CCK-B 수용체 mRNA는 결장에 위치한 12

예의 대장암 조직 중 8예(66.7%)에서 발현하였으며

직장에 위치한 14예의 대장암 조직 중 10예(71.4%)에

서 발현하여 암의 위치와 발현 빈도의 차이는 없었

다(P＞0.05).

4) 대장암 조직에서 Gastrin/CCK-B 수용체 mRNA

의 발현과 병리학적 분화도의 관계

Gastrin/CCK-B 수용체 mRNA는 9예의 고분화선암

중 4예(44.4%)에서 발현하였으며 17예의 중분화선암,

저분화선암 및 점액암종 중 12예(70.6%)에서 발현하

여 고분화선암 이외에서 자주 발현하였다(P＜0.05).

고 찰

대장의 정상 조직과 암 조직에서 gastrin mRNA의

발현 유무에 관해서는 연구자들마다 차이를 보이고

있다. Biagini등12은 본 연구와 같은 RT-PCR방법을 사

용하여 gastrin mRNA의 발현을 관찰하였는데 30예의

대장암 조직 중 26예(86.7%)에서 발현하였으며 10예

의 대장암 환자의 정상 대장 조직에서는 1예도 발현

하지 않아 본 연구와 비슷한 결과를 보였다. Monges

등13의 다른 보고에서도 7예의 대장암 조직 모두에서

gastrin mRNA가 발현한데 비해 정상 대장 조직 4예

에서는 발현하지 않아 대부분의 대장암 조직에서는

gastrin mRNA가 발현된 반면 정상 대장 조직에서는

gastrin mRNA가 발현되지 않는 양상을 보여 대장암

세포의 증식에 gastrin 유전자 산물이 autocrine factor

로 작용할 것이라는 가설을 뒷받침한다. Imdahl등14은

56예의 대장암 조직을 대상으로 gastrin mRNA 발현

을 ribonuclease protection assay (RPA)를 이용하여 조

사하였는데 48예(85.7%)에서 발현하여 본 연구의 결

과와 비슷하였다. 그러나 Finley등15은 RT-PCR방법을

사용한 연구에서 10예의 대장암 조직과 그에 대응하

는 10예의 정상 대장 조직 모두에서 gastrin mRNA가

Fig. 1. Detection of human gastrin mRNA by

RT-PCR. Lane 1; Size marker (X174/
HaeIII). Lane 2, 4, 6, 8, 10, 12; normal
tissue. Lane 3, 5, 7, 9, 11, 13; tumor
tissue. Lane 14; negative control.

Fig. 2. Amplification of human gastrin/CCK-B
receptor mRNA by RT-nested PCR.
(HGR; human gastrin receptor). Lane 1;
Size marker (ΦX174/HaeIII). Lane 2, 4,
6, 8, 10, 12, 14, 16; normal samples.
Lane 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17; tumor
samples. Lane 19; HGR short form (S).
Lane 20; HGR long form (L).

Table 3. mRNA expression rate of gastrin and gastrin/CCK-
B receptor in colorectal cancer and normal col-
orectal tissue

Gastrin/CCK-B
Gastrin*

receptor

No. of expressed/ No. of expressed/
Total (%) Total (%)

Cancer 24/26 (92.3%) 18/26 (69.2%)

Normal 9/26 (34.6%) 17/26 (65.4%)

*P＜0.05; † No. = number.
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발현하였다고 보고하여 대부분의 연구 결과와 차이

를 보였다. 그렇지만 이들은 정상 대장 조직에 비해

대장암 조직의 gastrin 유전자의 PCR산물이 일관성

있게 높게 나온다고 보고하였다.

Matsushima등16은 gastrin/CCK-B 수용체가 대장암세

포주 8예 중 1예(12.5%), 대장암 조직 10예 중 2예

(20%)에서 발현한다고 보고하여 저자들의 결과보다

발현빈도가 낮았는데 이는 이들의 실험이 Northern

blot을 이용한 분석이기 때문에 본 실험의 경우 nested

PCR을 이용한 것과 차이가 있을 것으로 생각된다.

또한 Imdal등14의 경우 RPA를 이용한 실험에서 gas-

trin/CCK-B 수용체가 대장암 조직 57예 중 6예(10.5%)

에서 발현한다고 보고하여 저자들의 결과보다 발현

빈도가 낮았다. 그러나 저자와 같은 RT-PCR 방법을

사용한 Biagni등12의 연구에 의하면 gastrin/CCK-B 수

용체는 대장암 환자의 정상 대장 조직 10예 중 8예

(80%), 대장암 조직 30예 중 23예(76.7%)에서 발현한

다고 보고하여 저자들의 결과보다 약간 빈도가 높았

다. 이는 실험방법에 따라 gatrin/CCK-B 수용체의 발

현빈도가 달라지며 RT-PCR 방법이 보다 민감함을

의미한다. 대장암 조직 또는 대장암세포주 이외에도

CCK-B 수용체는 갑상선 수질성암의 92%, 소세포 폐

암의 57%, 성상세포종의 65%, 난소 간질암의 100%

에서 발현되며 췌장암과 유방암에서도 발현한다.17

본 연구의 결과나 이미 보고된 논문의 경우 대장암

조직과 정상 대장 조직의 gatrin/CCK-B 수용체의 발

현빈도는 차이가 없었는데 이는 두 가지 경우로 고

찰할 수 있겠다. 우선 음성 대조군으로 사용한 정상

대장 조직도 암환자의 조직이므로 이를 암환자의 것

이 아닌 양성 질환 환자의 정상 대장 조직에서

gatrin/CCK-B 수용체의 발현빈도를 조사해야 될 것으

로 생각되나 현재 진행중인 실험에서 치핵환자의 직

장점막 부위를 음성 대조군으로 하여 gatrin/CCK-B

수용체의 발현빈도를 조사하였는데 17예 모두에서

발현되는 것을 확인하였다. 따라서 gatrin/CCK-B 수

용체는 대장암 조직이나 정상 대장 조직 대부분에서

발현되는 것으로 보인다. 다른 경우로는 gatrin/CCK-

B 수용체가 아닌 다른 수용체가 대장암 증식에 관계

된다는 것이다. 즉 대장암 조직에서 발견되는 gastrin

유전자 산물은 대부분이 posttranslational processing이

완전하지 못한 Gly-gastrin이거나 다른 progastrin이

며l 8 gastrin과 Gly-gastrin은 세포증식을 유도하는 데

동일하게 작용한다고 알려져 있다.19 이들은 아마 각

각 다른 수용체를 통하여 작용할 것으로 생각되며

혈장 및 대장암 조직에서 Gly-gastrin의 농도가 높은

것으로 보아 Gly-gastrin 수용체가 생리적 또는 병리

생리적 효과를 나타낸다고 하였다. 따라서 대장암 및

정상 대장 조직에서 gastrin 유전자산물에 대한 연구

와 Gly-gastrin 등 다른 progastrin의 수용체의 규명에

대한 연구가 진행되어야 할 것이다.

Imdahl등14은 gastrin 및 gastrin 수용체 발현과 종양

의 위치 및 병기 사이에 유의한 관련성이 없다고 하

였으며 단지 T3 이상의 종양일 경우 gastrin/CCK-B

수용체 mRNA의 발현빈도가 높은 경향이 있다고 하

였다. 본 연구의 경우도 gastrin/CCK-B 수용체 mRNA

의 발현빈도와 종양의 위치 및 병기 사이에 유의한

관련성이 없었다.

한편 gastrin/CCK-B 수용체는 다섯 개의 exon 중

네 번째 exon 마지막 부위에 있는 다섯 개의 amino

acid 결손 여부에 따라 결손이 있는 단형(short form)

과 없는 장형(long form)의 두 가지 이성질체가 존재

하며2 0 본 실험의 경우 gastrin/CCK-B 수용체 RT-PCR

산물은 129 bp 또는 144 bp에서 관찰되거나 129 bp에

서 144 bp에 걸친 띠로 관찰되는데 이는 장형과 단형

의 혼재되어 있는 경우가 있음을 의미한다. 결손 부

위는 G 단백과 결합에 관계되는 곳으로 알려져 있어

신호전달에 중요한 역할을 할 것으로 생각되고 있

다.2 1

결 론

이상의 결과로 대장암의 발생 또는 증식에는 gas-

trin/CCK-B 수용체의 역할보다 gastrin 유전자 산물의

역할이 더 중요할 것으로 추측되며 대장암세포의 증

식에 gastrin 유전자 산물이 autocrine 인자로 작용할

것이라는 가설을 뒷받침한다.
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