
 164

The Korean Journal of Pathology
2005; 39: 164-7

Questionable Role of Human Herpesvirus-8 in the Pathogenesis
of Multiple Myeloma

Min-Sun Cho and Shi Nae Lee

Department of Pathology, College of Medicine, Ewha Womens University, Seoul, Korea 

Background : Human herpesvirus 8 (HHV-8) has been strongly implicated in the etiopatho-
genesis of multiple myeloma. Cytokines, especially interleukin-6, that are produced by HHV-8
infected bone marrow stromal cells may play a role in the proliferation of neoplastic plasma
cells. Viral DNA sequences have been detected in the bone marrow and peripheral blood cells
of myeloma patients. Yet some investigators have not found the same results. Methods : We
exmined the presence of HHV-8 DNA in the paraffin-embedded cell block specimens of bone
marrow aspirations from 26 patients with multiple myeloma by polymerase chain reaction (PCR)
with KS330(233) primers. Thirteen cases of bone marrow aspirations from patients with other
diseases were used as a negative control. The DNA extracted from the BC-1 cell line was
used as a positive control. Immunohistochemistry using commercially available HHV-8 anti-
body was done in the cases that were proven HHV-8 DNA-positive by PCR. Results : One
case (3.9%) among the 26 patients with myleoma was positive for HHV-8 DNA by PCR, but
no positive cells were detected in this case by immunohistochemistry. Conclusions : We
could not find a clear relation between myeloma and HHV-8 in Korean patients examined in
the present study.
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다발성 골수종의 병인에서 불확실한 Human herpesvirus-8의 역할

HHV-8은 감마 헤르페스 바이러스의 하나로서, 후천성 면역

결핍증 환자에게서 발생한 카포시 육종에서 분자생물학적 방법을

통해 처음 발견하였다.1 HHV-8은 카포시 육종 외에도 pleural

effusion lymphoma,2 다발성 Castlemann disease 등3의 발생에

중요한 역할을 한다는 사실이 밝혀졌다. HHV-8은 사람의 여러

생체 활성 물질과 동일한 유전자를 갖고 있는데, 여기에는 시토

카인이나 시토카인 수용체인 IL-6 (vIL-6), macrophage inflam-

matory protein I & II (vMIP I/II), IL-6/G-protein-coupled

receptor (vGPCR)가 있고, 세포 증식 유도 및 세포 자멸사 억제

물질인 cyclin D (vCyc), interferon response factor (vIRF),

vbcl-2, FLICE-inhibitory protein (vFLIP) 등이 있다.4,5

다발성 골수종의 병인은 아직 확실히 밝혀지지 않았다. IL-6

은 형질세포의 증식을 유도하고 세포 자멸사를 억제하는 작용을

하며,6 다발성 골수종의 경우 골수 간질세포가 분비하는 IL-6이

종양성 형질세포의 증식을 유도한다고 알려져 있다.7,8 Rettig 등

은 다발성 골수종 환자의 골수간질세포에서 HHV-8 DNA를 처

음 발견하였고 바이러스성 IL-6이 실제로 생산됨을 증명하여, 다

발성 골수종과 HHV-8이 밀접하게 연관되어 있다고 보고하였

다.9 그러나 그 후 많은 연구자들이 다발성 골수종과 HHV-8의

연관성에 대해 연구했으나, 연구자 및 나라에 따라 HHV-8의

양성 빈도가 달라 아직 의견의 일치를 보지 못한 상황이다.10

이에 우리나라에서 다발성 골수종에서 HHV-8의 연관성을

알아보고자 KS330233 시발체를 이용하여 HHV-8 DNA에 대한

PCR과 면역염색을 시행하였다.

재료와 방법

연구 대상

이화여대 부속 동대문 및 목동 병원에서 골수 천자 및 생검을

통해 다발성 골수종으로 진단한 26예를 대상으로 하였다. 남자

가 11명, 여자가 15명이었고, 나이는 31세에서 80세였다(평균

58세). 골수 천자 및 생검 후 골수 천자액을 알코올에 고정한 다

음 파라핀 포매한 블록을 DNA 추출에 이용하였다. 음성 대조군

은 13예를 시행하였는데, 특발성 혈소판 감소증 2예, 철분 결핍
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성 빈혈 7예, 만성질환에 따른 빈혈 1예, 급성 골수성 백혈병 1

예, 골수 이형성증 1예, 가벼운 형질세포침윤을 보이는 정상 골

수 1예였다. 양성 대조군은 PCR의 경우 BC-1 세포주의 DNA

를 이용하였고, 면역염색의 경우 파라핀 포매된 카포시 육종 예

를 이용하였다.

DNA 추출 및 HHV-8 PCR

골수 천자액의 파라핀 포매 세포 블록을 8 m의 두께로 5-6

장 박절하여 1.5 mL 튜브에 담았다. Xylene으로 파라핀을 제거

한 후 proteinase K 400 g/mL이 섞인 용해 용액을 가하고

55℃에 모든 조직이 거의 녹을 때까지(대부분 24-48시간) 두었

다. 그런 다음 SV PCR clean up system (Promega, Medison,

WI, USA)을 이용하여 DNA 정제 후 PCR에 사용하였다. 시발

체는 KS330233 시발체(KS1과 KS2)를 사용하였다.1 Non-nest-

ed 및 nested PCR을 시행하였다.

먼저 추출한 DNA 7-10 L와 PCR buffer, 시발체 각 0.4

M, Hot start Taq 중합효소(Takara, Shiga, Japan) 1 unit

을 섞어 총 양이 25 L가 되도록 하여 시행하였다. 94℃에서 5

분 동안 반응시킨 후 94℃에서 30초, 55℃에서 30초, 72℃에서

45초로 45차례 증폭 반응을 시킨 다음 72℃에서 10분간 반응시

켰다. 2.5% agarose gel에서 전기영동하여 233 염기쌍에 해당하

는 띠를 확인하였다. Nested PCR의 경우 위 반응물을 3 L 취

하여 동일한 조건으로 35회 반응시킨 후 띠를 확인하였다. DNA

의 상태를 증명하기 위해 모든 예에서 beta-globin에 대한 PCR

을 먼저 시행하였다.

HHV-8에 대한 면역염색

PCR에서 양성으로 나온 예에 대해 HHV-8에 대한 단클론 항

체(Novocastra, Newcastle, UK)를 이용하여 면역 염색을 시행

하였다. 파라핀 블록을 4 m 두께로 잘라 슬라이드에 붙인 후

항온기에서 60℃로 1시간 동안 건조시킨 다음, xylene으로 파라

핀을 제거한 뒤 다단계 농도의 알코올로 탈수시켰다. 항원성 회

복을 위해 citrate (pH 9.0) buffer 속에서 극초단파로 20분간 가

열한 후 실온에서 식혔다. 이 후 Bond polymer detection system

시약(Vision biosystems, Mount Waverley VIC, Australia)과

함께 Bond-X automated immunostainer (Vision biosystems)

를 이용하여 면역염색을 시행하였는데, 이 과정에는 내인성 과산

화 효소 활성을 억제하기 위해 30분 동안 0.3% 과산화수소수 용

액에 처리하는 과정과 1차 항체로 실온에서 30분 동안 처리하는

과정, 그리고 3′-diaminobenzidine tetrahydrochloride로 발색하

고 Mayer's hematoxylin으로 대조 염색하는 과정이 포함된다.

결 과

HHV-8 PCR

모두 26예서 추출한 DNA 검체에서 beta-globin에 대한 증폭

산물을 얻을 수 있었으며(Fig. 1B). HHV-8에 대해서는 전체 26

예 중 1예에서만 233 염기쌍 크기의 양성 띠가 보였다(Fig. 1A).

Fig. 1. (A) PCR analysis for HHV-8 in cases of multiple myeloma.
One case (case 9) shows positive band at 233 base pair in size.
(B) PCR analysis for beta-globin. All cases show positive bands
at 175 base pair in size. M, size marker; NC, negative control; PC,
positive control.

233 bp

M NC PC 1 2 3 4 5 6 7 8 9

NC PC M 1 2 3 4 5 6 7 8

175 bp

A B

Fig. 2. (A) Immunohistochemical staining with HHV-8 antibody shows no positive cells in the case 9. (B) A positive control case of Kaposi’s
sarcoma shows HHV-8 positive spindle tumor cells (×400).
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면역염색

PCR에서 HHV-8 DNA 양성인 1예에 대해 HHV-8에 대한

항체를 이용하여 골수 생검 조직에 면역염색을 시행하였으나 양

성으로 염색되는 세포는 없었다(Fig. 2).

고 찰

다발성 골수종과 HHV-8의 연관성에 대해서는 아직 연구자들

의 의견이 일치하지 않고 있다. Barensen 그룹은 다발성 골수종

의 골수 내 간질 세포, 즉 수지상 세포가 HHV-8에 감염되어 있

고 바이러스가 생산한 IL-6가 종양성 형질세포의 증식을 유발하

여, HHV-8이 다발성 골수종의 병인에서 중요한 역할을 한다고

주장하였다.11 이들은 골수종 환자의 골수에서 분리한 수지상 세

포를 장기간 배양한 후, 이 세포에 HHV-8의 DNA가 존재하며

이 세포에서 바이러스성 IL-6이 생산된다는 사실을 증명하였고,9

파라핀 포매된 골수 조직에서 제자리 부합법을 통해 수지상 세포

의 3-10%가 HHV-8에 감염되어 있음을 밝혔다.12 또한 골수종

환자의 말초 혈액에서 분리한 수지상 세포에서도 HHV-8 DNA

를 발견하였다.13

이를 뒷받침하는 연구로서 Raje 등은 동일한 방법으로 골수의

수상 세포를 장기간 배양한 후 HHV-8에 대한 nested PCR을

시행하였다. 그리하여 정상인에게서는 38%의 양성률을 얻은 데

반해, 골수종 환자에게서는 89%의 양성률을 얻어 의미 있는 차

이를 발견할 수 있었다.14 그리고 터키의 Beksac 등은 21예의 골

수종 환자의 신선 골수조직으로 PCR을 시행하여 80% 이상의

예에서 HHV-8 양성 결과를 얻어, 골수종과 HHV-8의 연관성

을 뒷받침하였다.15

그러나 여러 다른 연구자들은 다발성 골수종과 HHV-8의 연

관성을 증명하지 못했다. Tisdale 등은 다발성 골수종 환자에게

서 배양한 골수 수지상 세포를 이용하여 본 연구에서 사용한 시

발체로 nested PCR을 했을 때 66% 예에서 양성 밴드를 얻었

다. 그러나 대조군도 44%의 양성률을 보였고 혈청 HHV-8 항

체가 모두 음성이어서, 골수 내에 있는 HHV-8이 아닌 다른 바

이러스가 증폭된 것이 아닌가 하고 추측하였다.16 또한 Patel 등

은 다발성 골수종환자에게서 23.5%의 HHV-8 양성률을 얻었으

나, 이는 정상인의 양성률과 비교했을 때 의미 있게 높은 수치는

아니라고 보고하였다.17 다른 연구자들도 골수종 환자의 골수 간

질세포 배양이나16-21 신선 골수 천자액,17,22 골수 조직 또는 파라

핀 포매 조직을 이용해 연구했으나,18-21,23-25 HHV-8 DNA 양성

률이 약 0-10%로 나타나 의미 있는 연관성을 찾을 수 없었다.

혈청 내 HHV-8 항체에 대한 연구 결과도 약 0-5%로, 대조군

에 비해 그다지 높지 않아 다발성 골수종과의 연관성을 뒷받침

해주지 못했다.18-21,25,26

역학적으로 볼 때 후천성 면역 결핍증에 걸린 환자에게서 다

발성 골수종이 발생할 빈도가 높다는 보고가 있다.27 그러나 핀

란드에서 HHV-8 항체에 양성인 사람들의 다발성 골수종 발생

률을 연구한 결과 정상인과 특별한 차이가 없었으며,28 HIV 감

염 환자에게서 다발성 골수종이 발생할 확률이 높지 않다는 보

고도 있어,29 HHV-8과 다발성 골수종 발생률의 상관관계는 확

실치 않다.

Chang 등이 ORF26의 minor capsid protein에 대해 KS330233

시발체를 이용한 PCR을 시행하여 카포시 육종에서 HHV-8

DNA의 존재를 처음으로 증명한 이래,1 ORFK9, ORF72, ORF73

등 HHV8 유전자 내의 다른 부분에 대한 PCR을 시행하여 민

감도 및 정확도를 높이기 위한 시도가 이루어지고 있다. 일반적

으로 골수 조직 내에서 HHV-8은 매우 적은 농도로만 존재하여

검출 역가가 매우 낮기 때문에, 30회 정도의 통상적인 증폭으로는

검출이 어렵다고 여겨지고 있다. 따라서 많은 연구자들이 nest-

ed PCR 방법을 이용하여 HHV-8 DNA를 검사하고 있다. 그

러나 이러한 방법을 이용하면 위양성률이 증가하여 정상 조직과

다발성 골수종 조직에서 모두 양성 띠가 검출되는 경향이 있다

고 보고되었다.14,16,30 위양성률을 감소시키기 위해 여러 ORF에

PCR을 동시에 시행하여 정확도를 높이려 하고 있으나, ORF72,

75 등에 대한 PCR은 ORF26에 비해 민감도가 떨어진다는 보고

가 있다.16

본 연구에서는 파라핀 포매 골수 생검 조직은 탈회과정에서

이용하는 5% 질산용액으로 인해 DNA의 구조가 파괴되어 PCR

에 이용할 수 없었다. 따라서 탈회과정을 거치지 않고 알코올에

고정한 후 파라핀 포매하는 골수 천자액에 대한 세포 블록에서

DNA를 추출하여 PCR을 시행하였다. 그러나 통상적인 조직을

이용한 경우보다 DNA의 양이 적었다. 따라서 우선 1차 PCR의

증폭 횟수를 45회로 늘려 PCR 산물의 양성률을 확인하고, 그

후 nested PCR을 시행하였다. Nested PCR에서 다발성 골수종

26예 중 4예에서 양성 띠를 볼 수 있었으나, 재검사했을 때는 1

예에서만 동일한 띠를 볼 수 었었다. 이 예의 경우 1차 PCR 산

물에 대한 전기영동에서도 매우 흐린 양성 띠가 보여, 이 1예만

을 양성반응으로 생각하였다. HHV-8 DNA 양성인 1예에서는

면역조직화학염색에서 양성 세포를 발견할 수 없었는데, 이는

HHV-8 DNA가 있더라도 매우 적을 것이라는 사실을 반영하

는 것이라고 생각한다.

저자는 골수 생검을 통해 다발성 골수종 진단을 받은 환자의

골수 천자액에서 DNA를 추출하여 HHV-8에 대한 검출률을 검

사하였다. 그 결과 3.9%에서만 양성반응을 보여 뚜렷한 상관관

계를 증명할 수 없었다.
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