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서 론

분자유전학의 발전으로 이제까지 확실하지 않았던 여

러 유전성 질환들의 본질이 규명되면서 질병에 대한 진단과

치료의 개념이 변화하고 있으며, 질병의 분류도 많이 달라

지고 있는데 그중 대표적인 것이 C h a r c o t - M a r i e - T o o t h

(이하 C M T로 약함) 질환이다.1 CMT 질환은 과거에는 하

지 원위부의 근위축으로 인하여 샴페인 병을 거꾸로 세운

듯한 다리모양을 하는 질환으로 비교적 단순하게 인식되어

왔으나, 현재는 하나의 질환군 (syndrome) 으로 인식되

고 있다.2 분자 생물학적 측면에서 이 질환의 원인이 밝혀

지면서, 신경을 둘러싸는 수초단백의 구성요소들이 다양할

것으로 생각되고 있으며 이러한 병인에 의해 CMT 질환의

분류체계가 보다 세분화되고 있다.3 - 6

CMT type 1 (CMT 1형) 은 유전자의 이상에 따라

CMT 1A, CMT 1B, CMT 1C등으로 나누는데 이중

CMT 1A는 CMT 1형중에서 가장 많은 비율을 차지한다.1 -

3 CMT 1A는 염색체 1 7 p 1 1 . 2 - p 1 2에서 1 . 5 M b의 중복

을 보이는 것이 주된 원인으로 알려져 있으며 이외에 드물

지만 P M P - 2 2유전자의 점상 돌연변이 (point mutation)

도 보고되고 있다.5 , 6 , 9 유전자의 중복은 중복된 1.5 Mb의

내부에 위치하는 표지자로 흔히 D17S122, D17S125,

D 1 7 S 2 6 1등을 이용한 P C R로 검사한다.3 - 7 , 1 3

CMT 질환은 서양에서는 2 5 0 0명중 1명으로 흔하다고
1 - 3 하지만 한국인에서는 비교적 드물다고 추측되고 있는데

그 이유는 CMT 질환의 유전성 및 만성적이라는 특성 때문

에 숨겨져 있을 가능성도 있지만 종족간 차이 ( e t h n i c

difference) 때문일 수도 있다고 생각된다.1 6 , 1 7

저자 등은 임상양상, 신경전도 검사 및 신경생검 등으
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로 CMT 질환으로 진단된 환자 및 가족들을 대상으로

CMT 1A를 검사하기 위해 D 1 7 S 1 2 2와 D 1 7 S 2 6 1을 사

용한 유전자 검사를 시행하여 한국인에서 CMT 1A의 빈도

및 유전적 특성을 알아보고자 한다.

대상 및 방법

1. 연구 대상

연세의료원 신경과 전기 생리학 검사실의 데이터베이

스에서 1 9 8 4년부터 1 9 9 8년까지 1 5년간 CMT 질환으로

추정 진단된 환자들을 대상으로 하였다. 각 환자들을 면접

진찰하고 본 질환에 대하여 충분히 설명한 다음 유전자 검

사의 동의를 구하였으며 동의한 환자와 그 가족 구성원들을

대상으로 채혈하고 검사하였다. 

2. Genomic DNA의 추출

환자의 말초혈액 10 ml를 EDTA 튜브에채취하고, 10

배의 핵 추출 완충액 (0.3 M Sucrose, 10 mM TrisHCl,

5 mM MgCl2, 1% Triton-X100, pH 7.5) 을 첨가하여

실온에서1 5분간놓아둔후 2500 r.p.m.에서1 5분간원심

분리하였다. 원심 분리후 침전물에 융해 완충액 2 ml

(0.075 M NaCl, 0.024 M EDTA, pH8.0) 와 10 %

SDS 125 μl, Proteinase K (10 mg/ml) 50 μl를 첨가한

다음 55 ℃에서 2시간 동안 놓아두었다. 위의 샘플에 같은

부피의 페놀 액으로 2회, Chloroform/Isoamylalcohol

(24:1) 로 3회 처리하고 0.1 volume의 3 M sodium

acetate, 2 volume의 무수 에탄올을 첨가하여 D N A를 추

출하였다.

3. D17S122와 D 1 7 S 2 6 1을 이용한 P C R

추출된 환자 및 가족의 genomic DNA에서 염색체

17p11.2-12 부위에 위치하며 short tandem repeats

p o l y m o r p h i s m을 보이는 D17S122 (Bioneer) 와

D17S261 (Bioneer, Bionics) 를 이용하여 유전자좌의

중복 여부를 검사하였다. D17S122의 sense primer 염기

서열은 5’C A G A A C C A C A A A A T G T C T T G C A T T C 3’을

antisense primer의 염기 서열은 5’G G C C A-

G A C A G A C C A G G C T C T G C 3’을 사용하였다. D17S261

sense primer의 염기 서열은 5’C A G G T T C T-

G T C A T A G G A C T A 3’을 antisense primer의 염기 서열

은 5’T T C T G G A A A C C T A C T C C T G A 3’을 사용하였다.

각 primer set의 sense strand primer는 T4 polynu-

cleotide kinase를 이용하여 [Υ- 3 2 P ] A T P로 5’- e n d

l a b e l i n g을 하였다. 반응 조건은 primer 10 pmole, 10

X kinase buffer 0.5 μl, [Υ-32P]ATP 2 μl, H2O 0.5

μl, T4 kinase 0.5 μl (10 units) 를 첨가하여 최종 반응

부피는 5 μl로 하고 37 ℃에 2시간 동안 반응시켰다. 반응

이 끝난 후 Sephadex-50 (Phamacia) column으로

unlabeled isotope을제거하였다.

P C R은 labelled primer 0.5 μl, antisense primer

20 pmole, 10 x PCR buffer, dNTP 2.5 mM, tem-

plate 500 ng, Taq polymerase (Takara) 1 unit를

첨가하였으며 최종부피는 25 μl로하였다. PCR program

은 7분간의 initial denaturation후, 94 ℃에서 1분, 60

℃에서 1분, 72 ℃에서 3 0초로 하여 3 5회 반복하였다. 반

응이 끝난 후, PCR 산물의 2 μl를 취해 gel loading

buffer 1 μl를 첨가하여 6 % acrylamide/8 M urea

denaturing gel에 35 watt로 약 2시간 3 0분간전기영동

하였다. 전기 영동이 끝난 후 g e l을 15 % acetic acid 용

액에서 고정한 후 헤어 드라이어로 건조시키고 X-ray 필름

을 붙여 -70 ℃에서 약 1 2 ~ 1 5시간 노출시킨 다음이를현

상하여 결과를 판독하였다.

4. PMP22 유전자의 s e q u e n c i n g

PMP22 유전자의 중복이 없었지만 CMT 1형으로 생각

되는환자들에서 genomic DNA로 PMP22 유전자의 4개의

e x o n에 대해 s e q u e n c i n g을 시행하였다. 사용한 p r i m e r

의 서열은 다음과 같다. 엑손 (exon) 1의 sense primer,

CTCCTCGCAGGCAGAAACTC, antisense primer,

CTGAACCAGCAGGAGCACGGG, 엑손 2의 s e n s e

primer, TCAGGATATCTATCTGATTCTC, antisense

primer, AAGCTCATGGAGCACAAAACC, 엑손 3의

sense primer, TGGCCAGCTCTCCTAAC, antisense

primer, CACCCCGCTTCCACATG, 엑손 4의 s e n s e

primer, GCCATGGACTCTCCGTC, antisense

primer, CCTATGTACGCTCAGAG를 사용하였다. PCR

은 환자의 genomic DNA의 약 500 ng을 t e m p l a t e로 하

였고, 각각의 primer 25 pmole, dNTP 1.25 mM, 10

mM TrisHCl, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.01 %

gelatin, 1 unit Tag polymerase가 포함된 조건에서 시

행하였다. 사용한 PCR program은 Thermal cycler

(Perkin-Elmer) 를 이용하여 94 ℃에서 8분간 초기 변성

을 시킨후 94 ℃에서 1분간 denaturation, 60 ℃에서 1

분간annealing, 72 ℃에서 3 0초간p o l y m e r i z a t i o n시켰

으며, 같은 반응을 3 5회 반복하였다. PCR 샘플의 1 / 2 0을

0.8 % agarose gel에 전기영동하여 P C R의 산물을 확인하

였다. 선택적으로 증폭된 각 e x o n의 P C R의 산물은

Sequenase (USB, U.S.A.) 를 이용하여 Direct DNA

s e q u e n c i n g을 시행하였는데 상기 반응후 샘플은 6 %

polyacrylamide / 8 M urea denaturation gel에 3 5

w a t t로 약 2시간 3 0분간전기영동하였다. 전기영동이 끝난

후 g e l은 유리판에 붙인 채로 건조시키고 X-ray 필름을 붙

여 상온에서 2 ~ 3일간노출시킨후 현상하였다.

결 과

임상 양상 및 신경전도 검사 혹은 신경조직 검사상

CMT 질환으로 추정 진단되었고 유전자 검사를 시행한 환

자 및 가족은 모두 4 0가족 1 5 8명이었는데 이중 CMT 1형

의 임상 진단은 1 1가족 5 0명, CMT 2형 1 2가족 3 3명,

CMT 3형 (Dejerine-Sottas) 4가족 2 9명, CMT X형 4

가족 1 6명, CMT 5형 (HMSN type 5) 2가족 1 1명과
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유형을 정확하게 분류할 수 없는 7가족 1 9명이었다. CMT

1형은 1 1가족 모두에서 뚜렷한 상염색체 우성 ( a u t o s o-

mal dominant) 의 가족력을 보였다.

총 1 5 8명을 대상으로 D 1 7 S 1 2 2와 D 1 7 S 2 6 1을 이용

하여 염색체 1 7 p 1 1 . 2 - p 1 2의 중복 (duplication) 을 검

사하였는데 이중 7가족 1 6명에서 유전자의 중복을 확인하

여 CMT 1A로 진단할 수 있었는데 (Fig. 1), 이것은

CMT 1형으로 임상 진단된 환자의 64 %였다.

D 1 7 S 1 2 2와 D 1 7 S 2 6 1을 사용하여 유전자 검사를 시

행한 결과를 비교하면 D 1 7 S 1 2 2를 사용한 검사에서는 7

가족 모두에서 유전자의 중복이 확인되었으나 D 1 7 S 2 6 1에

서는 이들 모두에서 유전자의 중복이 관찰되지 않았다

(Fig. 2). Fig. 2-A은 D 1 7 S 1 2 2를 이용한 유전자 검사

결과로서 환자 (A14), 외할아버지 (A7) 및 어머니

(A12) 에서 유전자의 중복에 의한 3개의 대립인자를 관찰

할 수 있었는데 a 3과 a 6이 중복에 의한 대립인자로 3대에

걸쳐서 유전되고 있는 것을 보여주고 있다. 그러나 같은 가

족인데도 D 1 7 S 2 6 1을 사용한 검사에서는 중복에 의한 3

개의 대립인자가 발견되지 않았다 (Fig. 2-B). Fig. 2-C

의 E 환자 가족에서도 D 1 7 S 1 2 2를 사용하여 검사한 경우

에는 환자 (E9) 와 어머니 (E4) 에서 중복에 의한 a 3과

a 4의 대립인자가 관찰되었으나 D 1 7 S 2 6 1을 사용한 결과

에서는 3개의 명확한 대립인자를 발견할 수 없었다 ( F i g .

2-D). 이외에도 D 1 7 S 1 2 2를 사용하여 유전자의 중복이

확인된 나머지 5가족에서도 D 1 7 S 2 6 1을 사용하였을 때에

는 비정보적 (non-informative) 이었으며 유전자의 중복

을 확인할 수 없었다. 실험오류일 가능성을 배제하기 위하

여 기존 보고에서의 s e q u e n c e를 확인하고4 , 1 3 다른회사

(처음에는 Bioneer, 후에는 Bionics) 에서 p r i m e r제작

을 의뢰한 다음 다른 실험실 및 연구원에 의하여 반복 실험

을 하였으나 역시 같은 결과를 나타내었다.

CMT 1형인 1 1가족을 대상으로 P M P 2 2유전자의 점

상 돌연변이 (point mutation) 을 알아보기 위하여 4개

의 엑손 (exon) 각각에 대해 s e q u e n c i n g을 시행하였지

만 P M P 2 2유전자에 점상 돌연변이를 가진 가족은 없었다.

고 찰

CMT 질환은 원인이 되는 유전자의 이상과 그 임상형

(phenotype) 이 매우 다양한 양상을 보이는 질환으로 서

서히 진행하는 하지 원위부의 근위축 및 감각저하, 발의 기

형, 보행 장애 등을 특징으로 한다.1 - 5 CMT 질환은 임상양

상, 신경전도 검사 및 신경생검 소견등에 의해 CMT 1형

과 CMT 2형으로 나누어 지는데, CMT 1형은 분자 유전

학적인 차이에 의해 말초 수초 단백 (peripheral myelin

protein) 을 만드는 PMP-22 유전자의 변이에 의한 C M T

1A, 20kDa의 수초 단백인 protein zero (P0) 를 만드

는 유전자의 점상 돌연변이에 의한 CMT 1B 그리고 유전

자 변이가 알려져 있지 않은 CMT 1C로 나누며, CMT 2

Figure 1. Charcot-Marie-Tooth pedigrees analysed in this study. All families with evidence of duplication at the D17S122 locus
(A,B,C,D,E,F,G).

A D

E

F G

B
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형은 2A, 2B, 2C, 2D등으로 세분화된다.1 9 - 2 6 CMT 1A

는 CMT 1형중 가장 흔하다고 하는데 주로 PMP-22 유전

자를 포함하는 염색체 1 7 p 1 1 . 2 - p 1 2의 중복에 의하지만

드물게 PMP-22 유전자의 점상 돌연변이에 의한 것이 알

려져 있다.5 , 2 7 - 2 9 CMT 1A의 빈도는 본 연구 결과 CMT 1

형의 6 4 %로 서구에서의 빈도인 68 %~82.5 %와 비교

할 때 약간 낮았다.1 - 6 , 8 - 1 1

유전자의 중복을 확인하기 위해 본 연구에서는 염색체

1 7 p 1 1 . 2 - p 1 2의 1 . 5 M b내에 위치하는 유전자좌로

D 1 7 S 1 2 2와 D 1 7 S 2 6 1을 사용하였는데, 서양인들을 대상

으로 시행한 연구 결과에 의하면 이들 2가지 모두는 C M T

1 A뿐만 아니라, 같은 유전자 부위에서 결손을 보이는

H N P P의 진단에도 유용하다고 보고되고 있다.1 2 - 1 9 그러나

저자 등의 연구 결과에 의하면 D 1 7 S 1 2 2를 사용한 실험에

서는 서구에서와 같은 결과를 보여주었으나 D 1 7 S 2 6 1을

사용한 경우에는 CMT 1A진단에 도움이 되지 않는 것으로

나타났는데 이 결과는 다른 회사의 p r i m e r를 이용한 다른

실험실의 다른 연구원에 의해서도 같은 결론이었다. 따라서

한국인에서는 D 1 7 S 2 6 1으로는 염색체 1 7 p 1 1 . 2 - p 1 2의

유전자 중복을 찾을 수 없는 것으로 보이는데 이것이 종족

간 차이 때문인지에 대해서는 추가 연구가 필요 할 것으로

생각된다.

CMT 1A에서 PMP22 유전자의 점상 돌연변이

(point mutation)는 이제까지 1 0가족 정도만 보고되었

을 정도로 매우 드문 것으로 알려져 있는데 점상 돌연변이

가 있는 CMT 1A질환은 임상 증상이 유전자의 중복이 관

찰되는 경우에 비하여 그 정도가 심한 것으로 알려져 있

다.5 , 2 7 - 2 9 저자 등도 CMT 1형의 환자들을 대상으로

PMP22 유전자의 4개의 엑손 (exon) 을 모두 검사하였지

만 점상 돌연변이를 발견할 수 없었다.

임상양상, 신경전도 검사 및 신경생검 소견상 CMT 질

환으로 진단된 4 0가족 1 5 8명을 대상으로 D 1 7 S 1 2 2와

D 1 7 S 2 6 1을 사용하여 염색체 1 7 p 1 1 . 2 - p 1 2의 유전자 중

복을 검사하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

첫째, D17S122를 사용하여 7가족에서 염색체

17p11.2 -p12의중복을 확인하였는데 이는CMT 1형 ( 1 1

가족) 중의 6 4 %에 해당하였으며 서구인을 대상으로한 결과

와 비교할때 약간낮은빈도였다. 둘째, D17S261을사용한

검사에서는7가족모두에서유전자중복을관찰할수 없었다.

셋째, PMP22 유전자의 점상 돌연변이에 대한 검사를 1 1가

족에서시행하였으나이상소견은관찰되지않았다.

따라서 한국인 환자에서 CMT 1A을 검사하기 위한

선별검사에서는 D 1 7 S 2 6 1보다 D 1 7 S 1 2 2를 사용하는 것

이 좋을 것으로 생각된다. 
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