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서 론

담도 및 췌장암 환자에 있어서 Cancer Antigen (CA) 19-9

는 가장 흔하게 이용되는 종양 표지자로 임상적 가치가 매

우 높다. 면역 조직화학방법으로 주로 정상 성인 및 태아의

췌장 세포에서 발견되나 식도, 위, 소장, 담낭, 담도 및 침샘

에서도 발견되기도 한다.(1,2) CA19-9는 sialyl Lewisa (sLea)

의 탄수화물구조를 가지고 있어 Lewis system과 연관성을

갖고 있다.(3)

Lewis system은 원래 체액이나 분비액 즉 타액, 유액, 요,

정액, 양수 및 태변 등에 존재하는 수용성의 항원 물질이

이차적으로 적혈구 표면에 흡착되어 특징적인 항원성을 나

타내는 혈액군(4)이기 때문에 단순히 blood group이라기 보

다는 Lewis system이라고 한다.(5)

CA19-9의 생합성 과정(Fig. 1)에 있어서 적어도 세 가지

의 glycosyl transferase가 필요한데 첫째, N-acetyl gluco-
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Methods : β3Gal-T was detected by reverse transcriptase
polymerase chain reaction (RT-PCR). The phenotypes and
genotypes of Lewis antigen were determined by flow
cytometry analysis and restriction fragment length pol-
ymorphism (RFLP), respectively. The phenotypes of sLea were
assessed by flow cytometry analysis and the sLea on
supernatants was detected by sodium dodecyl sulfate -
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). CA19-9 and
DUPAN-2 on supernatants were measured by enzyme
immunoassay.
Res ults : CA19-9 productions were possible from all cell
lines since they all had β3Gal-T and there were no
genotypical Lewis negative (le/le). The elevation of CA19-9
was noted on Capan-2 and CFPAC-1, which were phe-
notypically Lewis positive (Le(a b )), as expected. Inter-
estingly, it was also elevated in BxPC-3 even though the
line was known to be phenotypically Lewis negative

(Le(a－b－)). Sialyl Lea appeared to play an important role
in this phenomenon. Although CA 19-9 was not detected in
the phenotypically Lewis negative pancreatic cell line without
sialyl Lea , the levels of DUPAN-2 were variable.
Conclus ion: It was revealed that an elevated CA19-9 was
related with increased expression of Lewis gene, not merely
the existence of the gene. Further investigations on the role
of ST3Gal are warranted to explain the mechanisms of the
variable levels of DUPAN-2 in Le(a－b－) cell lines. (J
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samine에 galactose을 전달하여 type I chain을 형성하는데 필

요한 N-acetyl glucosamine β1, 3-galactosyl transferase (β3Gal-

T)이고, 둘째, sialyl type 1 chain을 형성하기 위해 sialic acid

를 type I chain의 Gal residual에 붙이는 galactose-α2, 3-sialyl

transferase (ST3Gal), 셋째, fucose를 sialyl-type 1 chain의

GlcNAc residual에 붙이는 α1, 3/4 fucosyl traseferase (Fuc-

TIII, FUT3, Lewis antigen)이다.(6) 즉 Lewisa (Lea) 항원이 없

는 경우에는 CA19-9이 형성되지 않고 전구 물질인 sialyl-

Lec (DUPAN-2) 만을 생성하게 되며 β3Gal-T가 없는 경우

에는 type I chain이 전혀 형성되지 않아 CA19-9 및

DUPAN-2 둘 다 형성할 수 없게 된다.(7)

이들 효소의 유전자 가운데 β3Gal-T 유전자는 1994년 일

본 환자에서 cloning 된 후 Human Genome Project 연구 결과

로 최근까지 4개가 더 밝혀졌으며(6,8) FUT3 유전자의 경우

인종별로 다양한 유전자 변이를 보고하고 있다.(9-11) 이들

유전자의 변이에 따라 서로 다른 CA19-9치를 보여 종양 환

자에서 CA19-9의 추적 검사시 위음성 및 약한 양성반응의

결과를 얻을 수 있어 이에 대한 보정이 필요하다.(12)

그러나 Lewis 음성인 환자에서도 CA19-9의 증가를 보고

하는 경우가 있는데 이는 다른 혈액형의 항원과는 달리

Lewis 항원의 항원성이 낮고 또한 임신, 알코올성 간염, 췌

장염, 악성 종양 등의 경우 적혈구로의 항원 흡수를 방해함

으로써 실제 유전자형과 표현형의 차이를 보이기 때문인

것으로 설명하고 있어(1) Lewis 항원에 대한 유전자형 검사

가 필수적이다. 또한 type 2 chain인 LewisX와 Lewisa는

GlcNAc에 같은 fucose가 약간 다른 위치에 붙어 있는 것으

로 구조적인 유사성이 있어 이들 두 항원간의 상호 작용

(cross reactivity)가 있을 것으로 생각되며(14) 췌장암조직에

서도 LewisX 및 s-LewisX의 발현이 많은 것으로 보고되고

있으나(15) CA19-9치와의 상관 관계는 아직 정확히 알려지

지 않았다.

그러므로 genuine Lewis 음성인 담췌암 환자에서 CA19-9

이 증가된 경우에 있어서 그 기전에 대한 하나의 가설이

될 수 있다고 생각되어 본 연구에서는 서로 다른 췌장암

세포주를 이용하여 CA19-9과 Lewis 항원과 관련된 유전

자형 검사 및 표현형 검사를 시행하여 Lewis 항원 음성

CA19-9치의 상승에 관여하는 인자를 규명하고자 하였

다.

Fig. 1. Biosynthetic pathways for Le antigens with the type I chain in correlation with the synthesis of ABH antigen.
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방 법

췌장의 선암에서 분리한 세포주인 BxPC-3, Capan-2,

CFPAC-1, HPAC, Capan-1, AsPC-1의 6가지와 상피암 및 악

성종양에서 각각 분리한 MIA PaCa-2, PANC-1 세포주를 대

상으로 하였다.

1) Cancer cell line 배양

실험에 사용한 세포주(BxPC-3, Capan-2, PANC-1, MIA

PaCa-2, CFPAC-1, HPAC, Capan-1, AsPC-1)는 모두 ATCC

(American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA)에서

구입하였다. 세포주들은 ATCC 보유 세포주 중에서 형태학

적으로 선암(adenoCarcinoma) 계열에 속하는 세포주만을 무

작위로 선발하여 실험에 사용하였다. 이들의 배양조건은

ATCC의 설명서에 따라 진행하였으며, 간략하게 다음과 같

다. MIA PaCa-2의 경우 100μg/ml penicillin-streptomycin

(Gibco BRL, Grand Island, New York, USA), 4 mM L-glu-

tamine, 10% 우태아혈청, 2.5%말의 혈청을 함유하는 DM-

EM (Gibco BRL)에 배양하였으며, PANC-1은 4 mML-gluta-

mine, 10% 우태아혈청을 함유하는 DMEM에, Capan-1은 4

mML-glutamine, 20%우태아혈청을 함유하는 IMDM (Gibco

BRL)에, AsPC-1은 20% 우태아혈청 함유하는 RPMI-1640

(Gibco BRL)에, BxPC-3와 CFPAC-1는 10% 우태아혈청을

함유하는 RPMI-1640 (Gibco BRL)에, Capan-2는 10% 우태

아혈청을 함유하는 McCoy's 5a 배지(Gibco BRL)에, 그리고

HPAC은 5% 우태아혈청을 함유하는 DME Ham's F12 (1

: 1) 배지에서 배양하였다. 세포 배양은 세포들이 75 cm2 플

라스크 표면의 80% 이상을 차지할 때 배지를 제거하고 3

ml의 0.25% trypsin, 0.03% EDTA 용액으로 세척한 다음 이

용액을 제거하고 나서 2 ml의 trypsin-EDTA 용액을 추가하

였다. 플라스크를 상온에 두고 세포들의 60% 이상이 표면

에서 유리하면, 기존의 배지의 3∼5배에 해당하는 신선하

게 준비한 배양액을 첨가하여 세포를 신규 플라스크에 접

종하여 계대 배양하였다.

2) β -N-Acetylglucosamine β 1, 3-Galactosyltrasnferase

(β3Gal-T5) 측정

각각의 세포주에서 세포성 RNA를 추출한 뒤 DNase I을

처리하여 superscript preamplication system을 이용하여

complementary DNA를 합성하였다. 이렇게 합성된 각 세포

주의 cDNA 10μl, competitor DNA 10μl, beta 3 Gal T5 및

beta actin 을 target으로 하는 primer set (Table 1) 0.2 um을

함유하는 50μl의 reaction mixture에서 AmpliTaq GoldTM

(Perkin Elmer)를 이용하여 경합 역전사 중합 효소연쇄반응

(Competitive Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reac-

tion, RT-PCR)을 시행하였다.(16)

경합 역전사 중합 효소연쇄반응을 위한 중합 효소 연쇄

반응 완충액(buffer)는 10 mM Tri-HCl (pH 8.3), 50 mM KCl,

1.5 mM MgCl2, 0.2μM of each dNTP 와 0.0001%의 gelatin으

로 구성하였다.

중합 효소 연쇄 반응은 95oC에서 11분간 pre-Heat step을

시행하였고 그 후 95oC에서 1분간, β 3 gal T5는 65oC, β

actin은 60oC에서 서냉상동결합(annealing) 1분간, 72oC에서

2분간 시행하였고 경합 중합 효소 연쇄 반응 후 10μl의 부

분 표본(aliquot)를 1% agarose gel에서 전기 영동 분해하고

ethidium bromide 염색으로 띠(band)를 가시화하였다.

3) Lewis 항원검사

(1) 유세포 분석기를 이용한 Lewis 항원 표현형 검사 : 세

포표면에서의 Lea 항원을 검사하기 위하여 백서 단클론 항

체 BG-5 (anti-Lea, Signet Laboratories, Inc., Dedham, MA,

USA)는 50배로, Leb 항원을 검사하기 위하여 백서 단클론

항체 BG-6 (anti-Leb , Signet Laboratories, Inc., Dedgam, MA,

USA)는 40배로 희석하여 사용하였다. 각각 일차항체 희석

액에 1시간 반응시킨 후, 여기에 2차항체 anti-mouse IgM

(FITC, Becton Dickinson, San Jose, CA)을 1 : 100으로 희석

하여 15분간 염색한 후 유세포 분석기(FACS: Becton

Dickinson)로 분석하였다. 대조군으로는 사용한 백서의 항

체와 동일한 isotype (IgG1)의 항체를 이용하여 항체에 대한

양성과 음성 반응세포의 기준으로 하였다. 데이타 분석은

WinMDI (version 2.8; Scriipps Research Institute, La Jolla,

CA, USA)로 실행하였다.

(2) Lewis 유전자형 검사 : 배양된 췌장암세포에서 상품화

된 시약(DNA WizardTM, Promega, Madison, WI, USA)을 사

용하여 DNA를 추출하였다. Le유전자 중 T59G 돌연변이를

검출하기 위하여 시발체 59A와 59AS를 이용하였으며(17)

각각의 시발체의 염기 서열은 Table 2와 같다.

Table 1. The primer sets used for competitive RT-PCR analysis

Size of PCR products Restriction enzyme for Annealing
Target gene Primer sets (Forward primer)

target (base pairs) competitor DNA temperature

β3Gal-T5 5'-ACCACCAGCAGTGCAGCGGAAAC-3' 554 Eco81I-XcmI 65o C
β-Actin 5'-GATATCGCCGCGCTCGTCGTCGAC-3' 789 EcoO109I-BstEII 60o C
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중합효소연쇄반응을 위한 반응액은 최종 농도가 Taq

DNA polymerase 1 U, dNTP 250μM, Tris-HCl (pH 9.0) 10

mM, KCl 40 mM, MgCl2 1.5 mM이 되게 혼합되어 상품화된

시약인 AccuPowerTM PCR PreMix (Bioneer, 대전, 한국)을

이용하였다. 중합효소연쇄반응은 GeneAmp PCR system

9600 (Perkin Elmer Cetus, CT, USA)을 이용하였다.

중합효소연쇄반응은 94oC에서 1분간, 시발체 결합반응은

65oC에서 30초간, 연장반응은 72oC에서 30초간 25회 시행하

였다. A59T 돌연변이 검출을 위하여 증폭된 PCR 산물에는

Msp I (Takara biotechnology Co., LTD, Shiga, Japan)을 각각

12 단위씩 첨가하여 37oC에서 2시간 반응시킨 후 4%

metaphor (MetaPhor agarose, FMC , ME, USA)에 전기 영

동한 후 결과를 판독하였다. Le 유전자 중 A59G 돌연변이

가 있는 경우 97 bp와 23 bp 크기로 절단된다.

4) sialyl Lea 항원 검사

(1) 유세포 분석기를 이용한 sialyl Lea
항원 표현형 검사 :

세포 표면에서의 sialyl Lea 항원을 검사하기 위하여 CA19-9

(anti-sialyl Lea, Dr. Narimatsu H 제공, Soka University, Tokyo,

Japan)는 150배로 희석하여 앞에서 기술한 Lewis 항원 표현

형 검사와 같은 방법으로 분석하였다.

(2) SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide

Gel Electrophoresis)를 이용한 세포주 상청액에서의 Sialyl-

Lea 항원의 확인 : 각각의 세포주를 EBC (40 mM Tris-Cl, 120

mM NaCl, 0.5% NP-40) 용액에 protease inhibitor mixture (최

종 농도 Leupeptin 1μg/ml, aprotin 1μg/ml과 PMSF (100μg/

ml)를 첨가한 lysis buffer로 용해시켜 12,000 rpm 에서 20분

간 원심 분리 후 상층액을 취하여 Bio-rad Protein assay법을

이용하여 단백질 함량을 결정하였다. 단백질의 전기영동은

10% acrylamide gel 을 사용하였고 각 well 당 단백질이 20μg

되게 하였다. 전기영동 된 gel은 transfer chamber (Hoefer

Pharmacia Biotech, San Francisco, CA, USA)를 이용하여

NitroCellulose membrane (Amesharm-Pharmacia Biotech, Little

Chalfont, England)으로 전사하였다. 전사된 membrane은 5%

skim milk로 16시간 4oC에서 bloCking 한 후에 PBST

(phosphate saline, 0.5% Tween 20)로 3회 세척한 다음 제1차

항체(anti-sialyl Lea, Dr. Narimatsu H 제공, Soka University,

Soga University, Tokyo, Japan)를 phosphate saline Tween 20

으로 1 : 2,000배 희석하여 실온에서 2시간 동안 흔들어 주

며 반응시킨 후 phosphate saline Tween 20 완충액으로 3회,

5분씩 세척하였다. 여기에 제2차 항체(anti-mouse Ig G HRP

conjugated, Dako, Copenhagen, Denmark)를 1 : 2,000으로 희

석하여 실온에서 1시간 동안 흔들어 주며 반응 후, phos-

phate saline Tween 20 완충액으로 3회, 5분씩 세척한 후에

ECL western blotting 용액(Amersham-Pharmacia Biotech,

Little Chalfont, England)을 반응시켜 X-ray film proCessor

(FujiFPM 100A, Tokyo, Japan)를 사용하여 필름으로 감광시

켜 검출하였다.

5) 종양 표지자의 측정

(1) CA19-9 측정 : 배양 세포의 배양액에서 측정하였다.

CA 19-9 EIA II (RoChe Diagnostics AG, Switzerland)를 이용

하여 효소면역법으로 측정하였으며 양성 판정치는 37

U/mL 이상으로 하였다.

(2) DUPAN-2 측정 : 배양세포의 배양액에서 측정하였다.

DUPAN-2의 측정은 solid phase enzyme immunoassay (EIA;-

Kyowa Medex, Tokyo, Japan)을 이용하였으며, 양성 판정치

는 150 U/mL로 하였다.

결 과

1) 각 세포주의 모양과 특징

각 세포주의 모양은 Fig. 2와 같으며 BxPC-3는 소량의

mucin을 분비하며 중분화에서 저분화의 선암의 양상이다.

Capan-2는 다각형의 모양으로 mucin을 분비하며 PANC-1은

Soft agar에서 잘 자라며 fibroblast monolayer의 상층부에서

자란다. MIA PaCa-2는 풍부한 세포질을 함유한 크기가 크

고 다른 세포의 상층부에서 자라며 비배수체(aneuploidy)이

다. CFPAC-1은 상피세포의 형태를 보이며 cytokeratine과 췌

관 세포의 특징적인 종양 태아성 항원(oncofetal antigen)을

갖고 있다. HPAC는 형태학적으로 서로 다른 극성의 상피

성 세포로 한 층으로 형성하며 Capan-1은 한 층의 세포로

속이 빈 모양의 회전타원체 모양을 형성한다. AsPC-1은 형

태학적으로 췌장상피세포로 배양용기와 중증도의 밀착되

어 합체되어 자란다.

2) β3Gal-T5의 측정

8개의 세포주 모두에서 중합 효소 연쇄 반응 시 554 base

Table 2. The primer sets used for amplification of the Le genes

Annealing Fragment Restriction
Gene Primer name Primer sequences

temperature size (bp) enzyme

59S 5'-ATGGCGCCGCTGTCTGGCCGCCC-3'
Le 65oC 120 (97 23) Msp I

59AS 5'-GAGGACCCACTGGGAGCCCT-3
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pairs의 띠를 발견하여 β 3Gal-T5가 존재함을 알 수 있었다

(Fig. 3). 즉 3Gal-T5의 존재는 sLea (CA19-9) 항원의 만들

수 있는 type 1 chain을 합성할 수 있다는 것을 시사한다.

3) Lewis 항원검사

(1) 유세포 분석기를 이용한 Lewis 항원 표현형 검사 : 8개

의 세포주 중 Capan-2와 CFPAC-1의 Lewis 항원 표현형은

Le (a b )였고 다른 나머지는 Le (a-b-)였다(Fig. 4).

(2) Lewis 항원의 유전자형 검사 : Le 유전자 중 A59G 돌

연변이 검출을 위하여 시발체 59A와 59AS를 이용하여 증

폭한 경우 돌연변이가 존재하면 97 bp와 23 bp 크기로 절단

된다. MIA PaCa-2만 Le/le을 보였고 나머지 7개의 세포주에

서는 모두 Le/Le였다(Fig. 5).

4) Sialyl-Lea
항원 검사

(1) 유세포분석기를 이용한 Sialyl-Lea 항원 표현형 검사 :

sialyl-Lea에 대한 표현형 검사상 Capan-2와 CFPAC-1에서 강

양성을 보였으나 BxPC-3은 약양성을, 나머지 세포주에서는

음성이었다(Fig. 6).

(2) SDS-PAGE를 이용한 세포주 상청액에서의 Sialyl-Lea

항원의 확인 : 각 세포주를 용해시켜 SDS-PAGE를 시행한

후 anti-sialyl-Lea 항체로 Western blot Analysis를 한 결과

CFPAC-1, BxPC-3, Capan-2에서 Sialyl-Lea 항원의 존재를 확

인하였다(Fig. 7).

5) 종양 표지자의 측정

CA19-9의 측정에서 유세포 검사상 sialyl-Lea
에 대해 약양

성을 보인 BxPC-3, 강약성을 보인 Capan-2, CFPAC-1에서

각각 51.6, 979.9, 424 (U/ml)이었고 나머지 세포주에서는 음

성의 값을 보였다.

DUPAN-2의 측정에서는 CFPAC-1, Capan-1, AsPC-1에서

각각 301, 20,600, 1,760 (U/ml)이었고 나머지 세포주에서는

음성 값을 보였다(Table 3).

고 찰

CA 19-9는 sialyl Lewisa (sLea)의 탄수화물구조를 가지고

있어 Lewis system과 연관성을 갖고 있으며 CA19-9의 생합

성 과정에 있어서 N-acetyl glucosamine β1,3-galactosyl

transferase (β3Gal-T), galactose-α2,3-sialyl transferase (ST3-

Gal), fucosyl transferase (Fuc-TIII, FUT3, Lewis enzyme) 등

의 적어도 세 가지의 glycosyl transferase가 필요하다.(6) 즉

Fig. 2. Cellular appearance in 8 human pancreatic cancer cell lines.

ig. 3. β3Gal-T5 analysis in human pancreatic cancer cell lines
by RT-PCR.



322 대한외과학회지：제 63 권 제 4 호 2002

β3Gal-T가 없는 경우에는 type I chain이 전혀 형성되지 않

아 CA19-9 및 DUPAN-2 둘 다 형성할 수 없게 되며 Lewis

항원이 없는 경우에는 CA19-9이 형성되지 않고 전구 물질

인 sialyl-Lec (DUPAN-2)만을 생성하게 되며 된다.(7) 그러므

로 β3Gal-T와 FUT3의 존재는 CA 19-9 형성에 필수적이다.

이들 효소의 유전자 가운데 β3Gal-T 유전자는 최근까지

5개가 밝혀졌으나 β3Gal-T5가 위장관 암과 췌장암에서

sLea의 형성에 가장 가능성이 많다.(6) 본 연구에서도 β3Gal-

T5의 존재를 입증하기 위해서 554 base pairs를 PCR pro-

ducts target으로 하는 5' -ACCACCAGCAGTGCAGCGG-

Fig. 4. Lewis phenotyping in human pancreatic cancer cell lines
by flow cytometry analysis.

Fig. 5. Lewis genotyping in human pancreatic cancer cell lines by
PELP.

Fig. 6. Sialyl-Lea phenotyping in human pancreatic cancer cell
lines by flow cytometry analysis.
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AAAC-3'의 primer set을 이용하였으며 8개의 세포주 모두

에서 554 base pairs의 띠를 발견하여 sLea의 type I chain을

합성할 수 있다는 것을 알 수 있었다.

Fucosyltransferase는 탄수화물의 결정소(determinant)의 합

성에 중요 효소로 α(1,2) fucosyltransferase (FUT1, FUCT2)

와 α(1,3) fucosyltransferase (FUT3, FUCT4, FUT5, FUT6,

FUT7)의 두 가지로 구분되며(19,20) 이 중 FUT3가 Lewis

type의 fucosyltransferase에 해당된다.(21) 염색체 19번에 존

재하는 FUT3(9)는 현재까지 5가지가 cloning되었으며(6,8)

인종별로 다양한 유전자 변이를 보고되고 있으며(9-11) 일

본인의 경우 T59G, G508A, T1067A의 변이가 서양인의 경

우 T59G, T202C, C314G, C445A, G508A, T1067A의 변이가

나타난다. 세계적으로 T59G와 T1067A의 변이가 많은데 인

도네시아에서는 단독 변이가 많고 일본 및 서구인에서는

거의 대부분 동반하기 때문에(12) 본 연구에서도 T59G의

돌연변이를 검출하여 Lewis 항원의 유전자형 변이를 검사

하였다.

BxPC-3, MiaPaca-2 및 Panc-1 등 췌장암 세포주에서의 면

역형광법에 의한 탄수화물 결정소의 발현은 BxPC-3의 경

우 Lea 약약성, sLea 강양성, MIA PaCa-2, Panc-1의 경우 모

두 음성을 보여(22) 본 연구에서의 유세포 분석기를 이용한

Lewis 항원의 표현형의 양상과 같은 결과를 보였다. CF-

PAC-1 세포주는 CA19-9을 생산하는 세포주로(23) 본 연구

에서도 Lea, sLea 모두 강양성을 보여 탄수화물 결정소의 검

출시 손쉽게 유세포 분석기를 이용해도 무방하리라고 생각

된다.

SDS-PAGE를 이용한 sLea의 검출 시 mucin을 분비하는

세포주(CFPAC-1, Capan-1, Capan-2, BxPC-3, AsPC-1)와 분

비하지 않는 세포주(PANC-1, MIA PaCa-2, HPAC)간에

mucin 분비에 따른 교차반응(24)으로 인해 오차가 예상되었

으나 유세포 분석기에서 sLea에 양성을 보인 CFPAC-1,

Capan-2, 및 BxPC-3에서만 Band가 검출되어 anti-sLea에 특

이적으로 반응하는 것으로 생각되었다.

종양 표지자 CA19-9와 DUPAN-2의 수치는 Lewis 유전자

의 변이가 있는 MIA PaCa-2 세포주를 제외하고는 이론적으

로 CA19-9 값이 높고 DUPAN-2 값이 낮거나(BxPC-3, Ca-

pan-2) CA19-9 값이 낮고 DUPAN-2가 높아야(Capan-1,

AsPC-1) 하는데 Capan-2, PANC-1, HPAC에서는 두 수치 모

두 낮아 CA19-9 생합성 과정의 중요한 또 다른 효소인

ST3Gal의 문제가 있거나(25,26) 세포 배양 중에 sialylated

carbohydate의 표현에 영향을 주지 않았나(27) 추측된다.

그래서 서로 다른 수치를 보이는 Capan-1과 Capan-2를 대

상으로 c-DNA microrarray를 시행하여 sLea 유전자 발현이

정상췌장 세포에 비해 Capan-1, Capan-2 모두 증가하였으나

corrected ratio가 정상 0.15, Capan-1 1.21, Capan-2 2.79로

Capan-2에서 유전자의 발현이 의미 있게 증가된 것을 발견

하였다. 그러므로 세포배양 중의 sialylated carbohydate의 표

Fig. 7. CA19-9 to cancer cell lines lysate by SDS-PAGE and
transfer to the blot.

Table 3. CA19-9 & DUPAN-2 values in the supernatant human pancreatic cancer cell lines with phenotype and genotype of Lewis antigen
and presence of sialyl Lea

Lewis system Sialyl Lea Supernatant
Cell lines

Phenotyping Genotyping Flow cytometry Western blot analysis CA19-9 DUPAN-2

BxPC-3 Le (a－b－) Le/Le weak 51.6 ＜25
Capan-2 Le (a b ) Le/Le 979.9 ＜25
PANC-1 Le (a－b－) Le/Le 0.6 ＜25
MIA PaCa-2 Le (a－b－) Le/le 0.6 ＜25
CFPAC-1 Le (a b ) Le/Le 424 301
HPAC Le (a－b－) Le/Le 0.9 ＜25
Capan-1 Le (a－b－) Le/Le 3.9 20600
AsPC-1 Le (a－b－) Le/Le 1.9 1760
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현에는 영향이 없고 단순히 유전의 존재보다는 유전자 발

현의 증가가 CA19-9 수치의 증가에 상관관계가 있는 것으

로 판단되고 또 다른 효소인 ST3Gal에 대한 연구가 필요할

것으로 생각된다.

결 론

본 연구에서는 Lewis 항원 음성시 CA19-9치의 상승 기전

을 설명하기 위해 8개의 사람 췌장암 세포주를 대상하여

type 1 chain의 생합성 단계에 작용하는 효소인 β3Gal-T를

RT PCR하고 Lewis 항원 표현형은 Flow Cytometry Analysis,

유전자형 검사는 RFLP 방법을 각각 시행하고 sLea 에 대해

표현형은 Flow Cytometry Analyis, 세포 상청액에서 Western

blot method를 이용하여 sLea검출하고 CA19-9 및 DUPAN-2

치를 측정하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1) 8개의 세포주 모두에서 중합 효소 연쇄반응시 β1, 3

galactosyl transferase가 검출되었다.

2) Lewis 항원의 표현형 검사상 Capan-2와 CFPAC-1의

Lewis 항원 표현형은 Le (a b )이었고 다른 나머지는 Le

(a-b-)이었다. Lewis 항원의 유전자형 검사에서 MIA PaCa-2

가 Le/le을 보였고 나머지 7개의 세포주에서는 모두 Le/Le

이었다.

3) 또한 sialyl-Lea에 대한 측정은 Capan-2와 CFPAC-1에서

강양성을 보였으나 BxPC-3은 약양성을 나머지 세포주에서

는 음성이었다. Western blot으로 BxPC-3, PANC-1, CFPAC--

1에서 Sialyl-Lea을 검출하였다.

4) CA19-9의 측정에서 유세포 검사상 sialyl-Lea에 대해 약

양성을 보인 BxPC-3, 강약성을 보인 Capan-2, CFPAC-1에서

각각 51.6, 979.9, 424 (U/ml)였고 나머지 세포주에서는 음성

의 값을 보였다.

DUPAN-2의 측정에서는 CFPAC-1, Capan-1, AsPC-1에서 각

각 301, 20600, 1760 (U/ml)였고 나머지 세포주에서는 음성

값을 보였다.

이상의 실험 결과를 종합하여 볼 때 CA 19-9치의 상승은

단순히 유전의 존재보다는 유전자 발현의 증가가 CA19-9

수치의 증가에 상관관계가 있는 것으로 판단되고 조직 내

에서 유전형보다는 표현형에 의해 좌우되는 것으로 보아

방해 항체(bloCking antibody)의 존재의 가능성을 시사하며

표현형상 Lewis 항원이 검출되지 않는 경우 DUPAN-2치가

일정치 않아 또 다른 효소인 ST3Gal에 대한 연구가 필요할

것으로 생각된다.
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