
Journal of Korean Association
of Cancer Prevention

2001; 6(2): 85-91

말초혈액 단핵구에서 3단계 PCR에 의한
B형 간염 바이러스 삽입 부위 탐색
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  Hepatitis B virus (HBV)-DNA insertion into the human genome was highly related 
with acute-or chronic- human disease. To diagnose the HBV-DNA, several methods have 
been introduced to investigate the viral integration site. However, these methods were 
so complex and expensive. Thereby we modified the rapid amplification of cDNA ends 
(RACE) into three-step PCR technique that can simply figure out the flanking region 
of viral integration sites. By using three-step PCR, we detected HBV-cellular DNA 
junctions in all 3 among 13 patients. The HBV flanking region was cytosine-rich or 
guanine-rich. The pyrimidine or cytosine-rich region was known as a suitable environment 
for acting of topoisomerase I that is related with HBV integration. The fact HBV in-
tegration into peripheral blood mononuclear cells (PBMC) showed one possibility that 
immune system will be damaged directly by HBV infection in PBMC. From these results, 
we suggest that three-step PCR is a useful method to figure out and characterize the 
viral integration sites including HBV integration sites.
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서      론

  급성 B형 간염은 HBsAg과 HBeAg이 혈중에서 

사라지고, 방어 항체(protective antibody)인 anti- 

HBs가 형성되며, 상승되었던 간 효소치가 정상화

되면서 완전히 치유되는 것으로 알려져 왔다.
1,2)

 

그러나 10-5 pg의 미세한 DNA입자까지도 증폭하

여 추출해 낼 수 있는 중합연쇄반응(polymerase 

chain reaction, PCR)법이 보편화된 후 이 방법에 

의하여, 만성 간염에서 HBsAg이 사라진 환자의 
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혈청이나 세포 내에 여전히 B형 간염 바이러스 

(hepatitis B virus; HBV) DNA가 남아 있는 것이 

관찰되었다.
3～5)

 이러한 급성 간염환자의 경우는 

90% 이상 회복이 가능하지만 만성 간염와 간경화 

과정으로 발전하게 될 경우 2% 정도만 간기능이 

정상화되는 것으로 보고된 바가 있다.
6,7)

  만성 B형 간염의 병태생리는, HBV에 의해서 

감염된 간세포에 대하여 세포성 면역은 그 본래

의 기능을 정상적으로 가동하고 있는 반면에 

HBV의 완전한 제지에 필요한 anti-HBs를 생산하

는 체액성 면역기능의 결함으로 요약될 수 있

다.
8～11)

 이러한 면역체계의 이상 원인은 아직도 

알려지지 않았으며, 단지 면역에 관여하는 세포의 

비정상적인 활동으로 인하여 발생할 것으로만 추

측되어지고 있다. 이와 다른 주장으로는, 만성 B

형 간염환자의 말초혈액 단핵구 세포(peripheral 

blood mononuclear cells, PBMC)에 HBV가 감염되

어 있기 때문이라는 것이다.
12～14)

 하지만 말초혈

액 단핵구 세포에서의 감염 사실은 연구자들에 

따라 2～100%로 다양하며, 말초혈액 단핵구 세포

에서의 HBV 유전자 발현여부는 정확하게 밝혀진 

바가 없다. 또한, 숙주 유전자 내에 바이러스 유

전자의 삽입 부위를 증폭시키는 것이 정확한 검

색을 위해서 필수적이지만, 현재까지 이를 수행할 

수 있는 간단한 실험법 조차 확립되어 있지 않은 

실정이다.

  이러한 점에 착안을 하여, 저자들은 만성 간염

환자의 혈액 내에서 면역 세포인 B-세포와 T-세

포를 분리하여 HBV의 감염여부를 확인하고, HBV

유전자의 삽입 부위를 증폭시켜 검색할 수 있는 

방법을 새롭게 찾고자 하였다.

  환자의 혈액 내에서 분리할 수 있는 B-세포와 

T-세포는 그 양이 극히 미량이며, 여기서 얻어지

는 DNA 양도 극미량이다. 따라서 소량의 검체에

서 적절한 염기서열을 증폭 분석할 수 있는 PCR 

기법과 mRNA의 full-length를 증폭하는데 이용되

어 온 RACE (Rapid Amplication of cDNA Ends) 

기법을 응용한 three-step PCR 기법을, 본 실험에

서는 알려져 있지 않은 바이러스 삽입 부위의 

DNA를 증폭시키고자 새롭게 적용하였다.

재료 및 방법

    1) 말초혈액 단핵구 세포의 분리 및 DNA 추출

  만성 간염환자로부터 추출한 헤파린 처리된 정

맥혈에서 Ficoll-hypaque 경사 원침법을 이용하여 

말초혈액 단핵구 세포를 분리하고 PBS로 3번 씻

은 후에 TE 완충용액(Tris-ethlenediaminetetra-ace-

tate, pH 8.0) 1 ml에 섞어 -70
o
C에 보관하였다.

15)
 

DNA의 분리는 Yoff의 방법16)을 이용하였는데, 우

선 -70oC에서 저장된 말초혈액 단핵구 세포를 

PBS로 씻은 후 원심 분리하고 동량의 lysis buffer 

(0.01 M Tris-HCl, pH 8.0; 10 mM NaCl, 0.5% SDS)

를 섞어 세포를 파괴시킨 후 proteinase K 100μg/ 

ml을 첨가하여 37
o
C에서 16시간 동안 서서히 흔들어

주었다. 이 산물에 동량의 buffer-equilibrated phenol 

(pH 8.0)로 1회, phenol/chloroform/isoamyl alchol 

(25：24：1)으로 2회 처리하였다. 이후 동량의 

chloroform/isoamyl alchol (24：1)로 1회 처리한 후 

3.0 M sodium acetate를 첨가하고 ice-cold absolute 

ethanol로 처리하여 -20
o
C에서 12시간 두었다. 이 

산물을 4oC에서 15,000 rpm으로 원심 분리하고 

70% ice-cold ethanol로 씻은 후 DNA pellet을 상온

에서 건조하여 TE buffer (pH 8.0)에 녹여 사용하

였다.

    2) 세포배양

  인간 간암세포에서 분리되었고 HBV 유전자가 

삽입되어 있는 SNU-368은 10%의 fetal bovine serum 

(FBS, Gibco BRL)을 함유하는 RPMI 1640 배지 

(Gibco BRL)에서 37oC, 5% CO2의 조건에서 배양

하였다.17) 그리고, hepatoblastoma 유래의HepG2 세

포는 10%의 FBS (Gibco BRL)을 함유하는 MEM 

배지(Gibco BRL)에서 37oC, 5% CO2의 조건에서 

배양하였다.

    3) 중합연쇄반응과 Auto-sequencing

  바이러스 감염여부를 확인하는 PCR을 수행함

에 있어서의 반응 조건은 다음과 같다. B형 간염 

바이러스 DNA의 증폭은 HBs 유전자에 특이성을 

가지는 primer를 제작하여 사용하였다(Table 1). 

준비된 검체 DNA 5μg을 2.5 U Taq polymerase 
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Table 1. Primers used for detection of HBV DNA integration in peripheral blood mononuclear cells
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

Designation Sequences (5’ to 3’) Location
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

P 1 GGGTCACCATATTCTTGGGA 2814～2833

P 2 AAGGCCTTGTAAGTTGGCGA 1099～1118
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

HBV1 GTTGCATGGCAGACCACCGTGAAC 1603～1625

HBV2 ACTCTTGGACTCTCCAGCAATGTCA 1662～1684

HBV3 GACCTTGAGGCACTACTTCAAAGAC 1692～1715

AAP GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIGG

AUAP GGCCACGCGTCGACTAGTAC
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
The viral sequence is numbered from the NCBI accession No. D00329. In AAP sequence, six I mean inosine.

(TaKaRa, Ex-Taq polymerase)와 10X PCR 완충용

액, 200μM 각각의 dNTP, 그리고 sense와 anti- 

sense primer를 사용하여 반응을 수행하였다. 사용

된 primer P1과 P2의 염기서열은 Table 1에 나타

내었으며, 수행한 PCR의 반응조건은 다음과 같

다. 먼저 DNA 가닥의 분리를 위하여 95oC에서 30

초, primer와 주형의 결합을 위해 55
o
C에서 1분, 

그리고 마지막 DNA 복제를 위해 72oC에서 2분의 

순서로 35회 반복하여 반응을 수행하였다. PCR을 

수행하여 바이러스의 감염여부는 1% agarose gel

상에서 전기영동 후 확인하였고, 감염이 된 검체

에 한하여 HBV 특이성 염기 서열의 primer를 이

용하여 auto-sequencing (ABI prism 377 model)을 

통하여 다시 한번 확인하였다.

    4) Three-step PCR

  B형 간염 바이러스가 삽입된 부위를 증폭시키

기 위하여, 세 번의 PCR을 수행하였으며, three- 

step PCR의 전반적인 실험방법 Fig. 1에 설명하였다.

  첫 번째 PCR 반응은, 3μg의 sample DNA를 2.5 

U Taq polymerase (TaKaRa, Ex-Taq polymerase)와 

10X PCR 완충용액, 200μM 각각의 dNTP, 그리고 

20 pmol의 HBx 유전자 특이성을 가진 HBV1 

primer 한 가지만을 사용하여 반응을 수행하였다. 

첫 번째 PCR에서 사용한 primer의 염기서열과 이

후의 PCR 반응에 사용된 primer염기서열은 Table 

1에 나타내었으며, 수행한PCR의 반응조건은 다음

과 같다. 먼저 DNA 가닥의 분리를 위하여 95
o
C에

서 1분, primer와 주형의 결합을 위해 50oC에서 1

분, 그리고 72
o
C에서 마지막 DNA 복제를 위해 30

초에서 2분의 다양한 조건으로 실시하였다. 위와 

같은 순서로 30회 반복하여 반응을 수행하였다.

  다음 과정으로, 첫 번째 PCR에서 제작된 산물

의 3'-말단에 TdT (terminal deoxynucleotidyl trans-

ferase, TaKaRa)를 이용하여 poly-dCTP를 접합시

켰다. 앞에서 준비된 DNA로 두 번째 PCR을 수행

하였다. Poly-dCTP를 접합시키는 방법은 5X 완충

용액 5μl, 2 mM, dCTP 2.5μl, cDNA 10μl, 그리

고 물로써 전체 24μl를 맞추었다. 이러한 조건으

로 94oC에서 3분 후 4oC에서 안정화시키고, 여기

에 TdT를 1μl 첨가하여 37oC에서 10분간 반응시

켰다. 그리고, 다음 순서로 65
o
C에서 10분간 둠으

로써 heat inactivation 과정을 수행하였다. 이러한 

순서로 준비된 검체 DNA는 두 번째 PCR에 사용

하였다.

  두 번째 PCR 단계에서는, TdT처리한 2μg의 

DNA를 2.5 U Taq polymerase (TaKaRa, Ex-Taq 

polymerase) 와 10X PCR 완충용액, 200 uM 각각

의 dNTP, 그리고 각 10 pmol의 HBx 유전자 특이

성을 가진 nested-HBV2 primer와 poly-dCTP 부위

에 결합할 수 있는 Abridged Anchor Primer (AAP, 

TaKaRa)에 섞은 후 반응을 시켰다. 반응조건은, 

DNA 가닥의 분리를 위하여 95oC에서 1분, primer

와 주형의 결합을 위해 50
o
C에서 1분, 그리고 마

지막 DNA 복제를 위해 1분으로, 30회 반복하여 

반응을 수행하였다.

  마지막 세 번째 PCR은, 두 번째 PCR에서 제작

된 산물을 주형으로 사용을 하였고, primer만이 



88  대한암예방학회지：제 6 권 제 2 호 2001

Fig. 1. Three-step PCR: Strategy for amplifying unknown DNA flanking integrated HBV In first PCR 

step, HBV-cellular DNA flanking region is elongated with only one HBV-specific primer HBV1. 

Detected single strand products by the first PCR should be attatched the poly-dCTP by TdT. Poly-C 

tailed region furnishes the binding site of AAP (Abridged Anchor Primer). Poly-C tailed products 

are amplified by AAP and nested HBV-specific primer HBV2. And, by using the nested HBV-specific 

primer and AUAP (Abridged Universal Amplification Primer) in third PCR step, the HBV-cellular 

DNA junction fragment can be isolated from the non-specific amplification products.

HBV-genomehuman-genome
5'5

3'3' 5'
HBV1 primer

5'3' CC...CC
TdT

5'CC..C3'
GG..G5'

AAP

HBV2 primer

AUAP

CC..CC3'
GG..GG5'

5'
3'

Nested HBV3 primer

The first PCR : polymerization with
virus-specific HBV1 primer

By TdT, dCTP-tailing at 3'-end of the first
PCR product

The second PCR : amplification of
poly-C-tailed genomic DNA using AAP and
nested HBV2 primer

The third PCR : amplification of
the second PCR product using AUAP and
nested HBV3 primer

Fig. 2. Detection of HBV in chronic hepatitis B patient's PBMCs. Lane M means a marker (1635 

base pair) and lane 1 is SNU-368 sample (positive control). Lane 2 to lane 6 are chronic hepatitis 

B patient's samples. HBV genome was detected at 1520 base pair.

1635-bp

M 21 6543

1520-bp
1635-bp

M 21 6543M 21 6543

1520-bp

두번째 PCR과 다르고 그 외의 조건은 동일하게 

수행하였다. 세 번째 PCR에서 사용된 primer는 HBV 

특이성의 두 번째 nested-HBV3 primer와 Abridged 

Universal Amplication Primer (AUAP, TaKaRa)를 

이용하였다. 확인된 band는 T-easy vector (Prome-

ga)에 삽입시킨 후 auto-sequencing을 실시하여 확

인하였다.

결      과

    1) 만성 간염환자 말초혈액 단핵구 세포에서 

HBV 감염여부 탐색

  전체 13명의 만성 간염환자로부터 획득한 혈액

에서 말초혈액 단핵구 세포의 DNA를 분리하였

다. 준비된 DNA를 B형 간염 바이러스 특이적인 
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Table 2. Nucleotide sequences of HBV-human DNA junctions found in peripheral blood mononuclear cells
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

TAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGATTAATGATCTTTGTACTA AF043593
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCAC (1712～1794)

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
TAAAGACCGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGATTTATGTACTA

Patient-1
GTCGACGCGTGGCCAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCAT

TAAGGACT==GAGGAGTTGGGGGAGGAGATCAGGTTAAAGATTTATGTACTAG
Patient-1

TCGACGCGTGGCCACTACTCTTGGACTCTCCAGCAATGTCACCTGTTTGGAGCT

TAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATTTTTGTACTA
Patient-2

GGAGGCTGAAGGCNTAAATTGGTCTGTTCACGGTGGCCCGCCATGCAACCCC

TAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGATTTATGTACTA
Patient-3

GGAGGCTGTAGGCATAAATNGGTCTGTTCACGGTGTCTGCCATGCAACCCCC
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
The HBV wild type strain (GenBank accession no. AF043593 (1712～1794)) is shown at the top. Compared with the 

wild type HBV sequences, the different sequences were underlined. Solid words are HBV DNA sequences, and thin 

words are human sequences. Patient 1, patient 2 and patient 3 are chronic hepatitis B patients having HBV genome 

in their PBMCs.

Fig. 3. Amplification of HBV-human DNA junctions from 

PBMCs of chronic hepatitis B patients. The HBV-human 

DNA junction bands in lane 1, 2 and lane 3 are shown 

at the size of 1.7-kb, 1.3-kb, and 0.9-kb respectively. Lane 

M means a marker (1.6 and 1.0 kb).

1.6 kb

1.0 kb

1 M32
1.7 kb
1.3 kb
0.9 kb

1.6 kb

1.0 kb

1 M321 M32
1.7 kb
1.3 kb
0.9 kb

염기 서열의 P1, P2 primer를 이용하여 PCR을 수

행한 결과, 1520 base pair 크기에서 40대의 환자 1

명과 50대의 환자 2명의 말초혈액 단핵구 세포 

DNA에서 바이러스의 존재가 확인되었다(Fig. 2). 

그러나 Fig. 2의 3번째 lane의 환자는 아주 희미하

게 감지되었다. 감염여부의 확인은 1% agarose gel 

상에서 실시하였고, 이를 확인하기 위하여 auto- 

sequencing을 실시하여, B형 간염 바이러스의 감

염을 증명하였다. Fig. 2에서 첫 번째 lane의 SNU- 

368세포는 posistive-대조군으로 하여, agarose gel 

상에서 band를 확인하였고, HepG2 세포를 negative- 

대조군으로 사용한 실험에서는 예상한 대로 band

가 확인되지 않았다(data not shown).    

    2) Three-step PCR을 이용한 HBV 삽입 부위

의 탐색

  Three-step PCR기법에 대한 전반적인 사항은 

Fig. 1에서 기술하였다.

  만성 간염환자에서 획득한 DNA를 사용하여 바

이러스 특이성 염기서열의 HBV1 primer로 첫 번

째 PCR을 수행했다. 첫 번째 PCR에서 얻어지는 

산물은 하나의 primer를 이용하기 때문에 증폭의 

비율이 상당히 낮으며, 한 가닥의 형태로 합성이 

된다. 이를 일반적인 PCR 기법처럼 두 종류의 

primer를 이용하기 위해서 첫 번째 PCR 산물의 

3'-말단에 poly-dCTP를 TdT를 이용하여 접합시켰

다. 이 과정을 통하여 두 종류의 primer를 주형에 

결합시켜 양말단에서의 증폭이 가능하게 되었다. 

이렇게 준비된 산물로 두 번째 PCR을 수행하였

다. 두 번째 PCR에서 사용된 primer는 바이러스 

특이성 염기서열의 nested-HBV2 primer와 3'-말단

에 poly-dCTP부위에 결합을 할 수 있는 AAP를 사

용하여 DNA를 증폭시켰다.

  마지막 세 번째 PCR 단계에서는 더욱 정확한 

산물을 만들기 위해서 두 번째 PCR에서 증폭 제
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작된 DNA 산물의 안쪽부분을 증폭시킬 수 있는 

AUAP primer와 HBV 특이성 염기서열의 primer를 

이용하여 더욱 실험의 정밀성을 높였다.

  이러한 three-step PCR을 통하여 모두 1.7 kb, 

1.3 kb, 그리고 0.9 kb 가량의 위치에서 band가 확

인이 되었으며(Fig. 3), 이 3개의 band를 1% agarose 

gel에서 추출하여 T-easy vector에 삽입한 후, 이를 

클로닝하였다.

  Three-step PCR의 결과물로써, 최종 실험대상으

로 선택된 클론을 auto-sequencing을 실시하여 B형 

간염 바이러스 삽입 부위를 살펴보았다. Table 2

에서 보는 바와 같이, 확인된 클론 모두에서 바이

러스의 삽입이 확인되었으며, 바이러스의 삽입 부

위 근처는cystein과 guanine이 아주 높은 비율로 

된 염기 서열임이 확인되었다(Table 2). 또한 바이

러스의 염기서열을 살펴볼 때, 4가지의 클론들에

서 상호 일치하는 서열을 가지지는 않았다.

고      찰

  본 실험은 만성 B형 간염의 특징인, HBV에 대

하여 혈액내의 세포성 면역은 정상적으로 가동하

고 있는 반면에 HBV의 완전한 제지에 필요한 

anti-HBs를 생산하는 체액성 면역기능의 결함에 

착안을 하여 면역세포 안으로의 HBV 감염이 이

루어지고, 체액성 면역에 관계하는 유전자가 바이

러스 유전자의 삽입으로 인하여 비정상화 될 것

이라는 가설을 수립하고 수행하였다.8,9)

  하지만, 실험을 수행함에 있어서 바이러스의 유

전자만을 인지하는 작업은 어렵지 않으나, 주위의 

알려지지 않은 숙주세포의 유전자도 함께 탐색하

는 실험법은 정론화 되어 있는 것이 없는 실정이

다. 이러한 취약점을 극복하기 위한 방법으로 본 

저자들은 새로운 방법을 모색하게 되었다. 먼저 

적은 양의 DNA를 증폭시켜야만 한다는 것과 알 

수 없는 숙주 유전자의 염기서열을 동시에 탐색

해야만 한다는 점을 고려하여 three-step PCR을 고

안하여 수행하였다.

  본 실험에서 적용한 three-step PCR기법은, vector

를 이용한 삽입 등의 과정이 전혀 필요로 하지 않

고, 소량의 sample과 짧은 시간 내에 오로지 PCR

만을 이용하여 바이러스의 삽입 부위를 탐색할 

수 있는 아주 효율적인 방법이라 할 수 있다.

  Three-step PCR을 수행함에 있어서, 좀 더 PCR

효율을 높이기 위하여 만성 B형 간염환자로부터 

획득한 DNA에 여러 가지 제한효소를 처리하여 

절단하였다. 이 단계에서 사용된 제한효소는 HBV 

유전자는 절단하지 않는 효소만을 선택하여 처리

하였다. 이러한 작업과정을 수행함으로써, 한 가

지 primer만을 사용하는 첫 번째 PCR을 실시할 

때 polymerase에 의한 DNA합성이 무제한으로 합

성되는 가능성을 줄이는 것이었다.

  Three-step PCR을 거쳐 제작된 최종의 산물을 

검색한 결과, HBV의 삽입 부위는 cystein과 guanine

이 아주 많은 빈도로 나타나는 염기서열이었음을 

확인하였다. Cystein과 guanine이 풍부한 염기서열

은 topoisomerase I과 많은 연관이 있음이 이미 보고

된 바가 있다.18) Topoisomerase I은 HBV가 숙주 세

포 유전자 안으로 삽입되는 과정에 함께 역할을 하

는 것으로 이미 보고된 바가 있으며,
19)

 이러한 점은 

본 실험에서 밝혀낸 결과와 일치되는 것이다.

  또한 원형의 HBV 유전자가 숙주 세포 유전자

로의 삽입 과정에 있어서, HBV 유전자의 정확한 

절단과 함께 이루어지는 것은 아닌 듯하다. 최근 

보고에 따르면 숙주 세포 유전자로 HBV 유전자

가 삽입될 때 절단되는 부위는 direct repeat I (DR I) 

염기서열 부근이라는 보고가 있었다.19) 이러한 점

은 본 연구 결과와 부합하지만 정확한 절단 부위

를 가지지는 않는 것으로 사료된다. 물론 만성 간

염환자의 세포에서 DNA를 획득하여 실험재료로 

사용하였기 때문에 돌연변이가 일어났을 경우도 

배제할 수는 없다. 이러한 점은, 만성 간염환자의 

경우 바이러스의 유전자뿐만이 아니라 숙주 유전

자 염기서열 또한 많은 돌연변이가 유발된다는 

보고가 다수 있음에 근거한 것이다.
20～22)

  Three-step PCR을 이용하여 실험을 실시해 본 

결과, 13명의 만성 B형 간염환자의 말초혈액 단

핵구 세포에서 획득한 DNA 중에서 3명의 환자에

서 HBV 감염이 확인되었고, 바이러스의 삽입부

위는 cystein과 guanine이 아주 풍부한 염기서열로 

되어 있음을 확인하였으며, 이러한 점들은 간염 

바이러스가 간세포에만 침투하는 것이 아니라 면

역세포에도 관여를 할 수 있음을 보여주는 또 하

나의 결과라고 할 수 있다.
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  결론적으로, three-step PCR기법은 소량의 검체

에서도 목표 염기서열을 손쉽게 증폭 탐색할 수 

있는 매우 효율적인 실험 기법임이 증명되었다.
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