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명 세 서

청구범위

청구항 1 

CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 유전자의 CpG 부위

의 메틸화 수준을 측정하는 제제를 포함하는 대장암, 직장암 또는 대장 선종 진단용 조성물.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 CpG 부위는 유전자의 전사 시작 부위로부터 +/- 2000 염기(base) (2kb) 사이에 위치하는

것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 유전자의 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 제제는 

비메틸화 사이토신 또는 메틸화 사이토신 염기를 변형시키는 화합물;

CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 유전자 CpG 부위의

메틸화된 서열에 특이적인 프라이머; 및 

비메틸화된 서열에 특이적인 프라이머로 이루어진 군에서 선택되는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 4 

제 3항에 있어서, 상기 비메틸화 사이토신 염기를 변형시키는 화합물은 바이설파이트(bisulfite), 이의 염이며,

상기 메틸화 사이토신 염기를 변형시키는 화합물은 Tet 단백질인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 5 

CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 유전자의 CpG 부위

를 포함하는 단편을 증폭하기 위한 프라이머쌍을 포함하는 대장암, 직장암 또는 대장 선종 진단용 키트.

청구항 6 

CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 유전자의 CpG 부위

를 포함하는 단편과 하이브리다이제이션할 수 있는 프로브가 고정되어 있는 대장암, 직장암 또는 대장 선종 진

단용 핵산 칩.

청구항 7 

대장암, 직장암 또는 대장 선종 발생이 의심되는 환자의 시료로부터 CHL1,  GRIN2A,  CLIP4,  KCNQ5,  KRBA1  및

ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 유전자의 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 단계; 및

상기 측정된 메틸화 수준을 정상 대조군 시료의 상기 동일한 유전자의 CpG  부위의 메틸화 수준과 비교하는

단계;를 포함하는, 대장암, 직장암 또는 대장 선종 진단을 위한 정보를 제공하는 방법. 
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청구항 8 

제 7항에 있어서, 상기 메틸화 수준을 측정하는 방법은 바이설파이트 비의존적 (bisulfite-free) 검출법, 메틸

화 특이적 중합효소반응 (methylation-specific polymerase chain reaction), 실시간 메틸화 특이적 중합효소

반응 (real time methylation-specific polymerase chain reaction), 메틸화 DNA 특이적 결합 단백질을 이용한

PCR, 정량 PCR, 파이로시퀀싱 및 바이설파이트 시퀀싱으로 구성된 군에서 선택되는 것인 방법.

청구항 9 

제 7항에 있어서, 상기 시료는 조직, 세포, 혈액, 혈장, 혈청, 대변 및 소변으로 구성된 군에서 선택되는 것을

특징으로 하는 방법. 

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 유전자[0001]

의 CpG 부위의 메틸화 수준을 검출함으로써, 대장암, 직장암 또는 대장 선종을 진단할 수 있는 조성물, 키트,

핵산 칩 및 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

대장은 소화기관의 마지막 부위로, 길이는 약 2m이며, 맹장, 상행결장, 횡행결장, 하행결장, S상결장, 직장으로[0003]

나누어진다. 대장암(colorectal cancer)은 이 부위에 발생하는 암으로 대부분 선암(adenocarcinoma)이며, 부위

별로는 크게 결장암(colon cancer)과 직장암(rectal cancer)으로 구분된다. 

대장암은 대장/직장의 어느 부위에서도 발생할 수 있으나, 직장에서 발생하는 경우가 약 40%로 가장 높고, 그[0005]

다음으로는 직장인근인 에스 결장에서 발생하는 경우가 약 30%이다. 식이 습관의 변화로 한국에서도 대장암의

발생률과 그에 따른 사망률이 현저하게 증가하고 있으며, 또한 미국 및 유럽에서는 암 관련 사망의 주요 요인으

로 작용한다(American Cancer Society statics for 2009).

대장암의 진단은 간단하게는 건강검진 시 분변 잠혈 반응검사를 실시하는데, 실제로 대장암을 확인하기 위해서[0007]

는 추가적인 진찰과 검사가 필요하다. 직장 수지 검사, 에스상 결장경 검사를 비롯해서, 대장관장사진(바륨관장

사진), 대장내시경검사를 통해서 주로 검사가 이루어지나, 진단 당시의 암의 진행상태에 따라 예후가 크게 달라

지기에 대장암 환자의 조기 발견은 환자의 생존율을 높이는데 매우 중요하다.

한편, 후성유전학(epigenetics)은 DNA의 염기서열이 변화하지 않은 상태에서 이루어지는 유전자의 발현 조절을[0009]

연구하는 분야이다. 후성유전학은 DNA 메틸화, miRNA 또는 히스톤의 아세틸화, 메틸화, 인산화 및 유비퀴틴화

등과 같은 후성적 변이를 통한 유전자 발현 조절을 연구한다.

이중 DNA 메틸화가 가장 많이 연구가 되어있는 후성적 변이이다. 후성적 변이는 유전자 기능 변이 및 종양 세포[0010]

로의 변화를 초래할 수 있다. 따라서 DNA 메틸화는 세포 내 질환 조절 유전자의 발현(또는 억제 및 유도와)과

연관되어 있으며, 최근에 DNA 메틸화 측정을 통한 암 진단 방법들이 제시되고 있다. 특히 전암 단계의 조직에서

도 암 특이적 메틸화 현상이 미리 발생하기도 하기에 암 특이적 메틸화의 검출은 암의 진단에 이용될 가능성이

높다.
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따라서 대장암 및 이와 유사한 특정을 가지는 직장암, 대장 선종의 위험 예측이 가능한 효과적인 대장암, 직장[0012]

암 또는 대장 선종 특이적 메틸화 마커의 개발이 필요하다.

발명의 내용

해결하려는 과제

이에, 본 발명자들은 대장암, 직장암 또는 대장 선종에 있어서 특정 유전자 CpG 부위가 과메틸화된 상태인 것을[0014]

발견하고, 상기 메틸화 수준을 검출함으로써 대장암, 직장암 또는 대장 선종을 진단할 수 있는 조성물, 키트,

핵산 칩 및 방법을 개발하여 본 발명을 완성하였다.

따라서 본 발명의 목적은 특정 유전자의 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 제제를 포함하는 대장암, 직장암[0016]

또는 대장 선종 진단용 조성물을 제공하는 것이다.

또한 본 발명의 다른 목적은 특정 유전자의 CpG 부위를 포함하는 단편을 증폭하기 위한 PCR 프라이머쌍과 상기[0018]

프라이머쌍에 의하여 증폭된 PCR 산물을 파이로시퀀싱하기 위한 시퀀싱 프라이머를 함유하는 대장암, 직장암 또

는 대장 선종 진단용 키트를 제공하는 것이다.

또한 본 발명의 또 다른 목적은 특정 유전자의 CpG 부위를 포함하는 단편과 엄격한 조건하에서 하이브리다이제[0020]

이션할 수 있는 프로브가 고정되어 있는 대장암, 직장암 또는 대장 선종 진단용 핵산 칩을 제공하는 것이다.

또한 본 발명의 또 다른 목적은 각기 다른 시료로부터 특정 유전자의 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하고 비교[0022]

하는 단계를 포함하는, 대장암, 직장암 또는 대장 선종 진단을 위한 정보를 제공하는 방법을 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

상기와 같은 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군[0024]

에서 선택된 어느 하나 이상의 유전자의 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 제제를 포함하는 대장암, 직장암

또는 대장 선종 진단용 조성물을 제공한다.

본 발명의 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진[0026]

군에서 선택된 어느 하나 이상의 유전자의 CpG 부위를 포함하는 단편을 증폭하기 위한 프라이머쌍을 포함하는

대장암, 직장암 또는 대장 선종 진단용 키트를 제공한다.

또한 본 발명의 또 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로[0028]

이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 유전자의 CpG 부위를 포함하는 단편과 하이브리다이제이션할 수 있는

프로브가 고정되어 있는 대장암, 직장암 또는 대장 선종 진단용 핵산 칩을 제공한다.

또한 본 발명의 또 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 대장암, 직장암 또는 대장 선종 발생이 의심되는[0030]

환자의 시료로부터 CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5,  KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상

의 유전자의 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 단계; 및

상기 측정된 메틸화 수준을 정상 대조군 시료의 상기 동일한 유전자의 CpG  부위의 메틸화 수준과 비교하는[0031]
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단계;를 포함하는, 대장암, 직장암 또는 대장 선종 진단을 위한 정보를 제공하는 방법을 제공한다.

다른 정의가 없는 한, 본 명세서에 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어는 당업자들에 의해 통상적으로 이해되는[0033]

동일한 의미를 가진다. 다음의 참고문헌은 본 발명의 명세서에 사용된 여러 용어들의 일반적인 정의를 갖는 기

술(skill)의 하나를 제공한다: Singleton  et  al.,  DICTIONARY  OF  MICROBIOLOGY  AND  MOLECULAR  BIOLOTY(2th

ed. 1994); THE CAMBRIDGE DICTIONARY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY(Walkered., 1988); 및 Hale & Marham, THE

HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY.

이하 본 발명을 상세히 설명한다. [0035]

본 발명은 CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 유전자[0037]

의 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 제제를 포함하는 대장암, 직장암 또는 대장 선종 진단용 조성물을 제공

한다.

본 발명에서 용어, "메틸화"는 DNA를 구성하는 염기에 메틸기가 부착되는 것을 말한다. 바람직하게, 본 발명에[0039]

서 메틸화 여부는 특정 유전자의 특정 CpG 부위의 사이토신에서 일어나는 메틸화 여부를 의미한다. 메틸화가 일

어난 경우 그로 인하여 전사인자의 결합이 방해를 받게 되어 특정 유전자의 발현이 억제되며, 반대로, 비메틸화

또는 저메틸화가 일어나는 경우 특정 유전자의 발현이 증가하게 된다.

포유동물 세포의 게놈 DNA 에는 A, C, G 및 T 에 더하여, 사이토신 링의 다섯번째 탄소에 메틸 그룹이 부착된[0040]

5-메틸사이토신(5-methylcytosine, 5-mC)이라는 5번째 염기가 존재한다. 5-메틸사이토신의 메틸화는 CpG라고 불

리는 CG 디뉴클레오티드(5'-mCG-3')의 C에서만 일어나고, CpG의 메틸화는 alu 또는 트랜스포존과 게놈의 반복서

열이 발현되는 것을 억제한다. 또한, 상기 CpG의 5-mC가 자연적으로 탈아미노화하여 티민(T)이 되기 쉽기 때문

에, CpG는 포유동물 세포에서 대부분의 후생유전학적 변화가 자주 일어나는 부위이다.

본 발명에서 용어, "메틸화 수준의 측정"은 CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5,  KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서[0042]

선택된 어느 하나 이상의 유전자의 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 것으로서, 바이설파이트 처리에 따른 검

출법 또는 바이설파이트 비의존적 검출법을 통해 측정할 수 있다. 메틸화 수준이 측정은 메틸화 특이적인 PCR,

예를 들어  메틸화 특이적 PCR (methylation-specific polymerasechain reaction, MSP), 실시간 메틸화 특이적

PCR (real time methylation-specific polymerase chain reaction), 메틸화 DNA 특이적 결합 단백질을 이용한

PCR, 또는 정량 PCR 등을 통해 측정할 수 있다. 또는, 파이로시퀀싱 및 바이설파이트 시퀀싱과 같은 자동염기분

석으로 측정할 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 또한, 바이설파이트 비의존적 검출법으로써 TET 단백질

(ten-eleven  translocation  protein)을  이용한  검출법을  이용하여  측정할  수  있다(Nature  Biotechnology,

volume 37, pages 424?429 (2019)  참고). 상기 TET 단백질은 DNA에 작용하는 효소로 염기의 화학적 변화에 관

여하며, 바이설파이트를 처리할 경우 메틸화된 C를 제외한 모든 C가 T 염기로 바뀌는 것과 달리 Tet단백질은 메

틸화된 C만이 T로 바뀌어 보다 효율적인 검출이 가능하다. 

바람직하게, CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 유전[0044]

자의 CpG 부위란, 상기 유전자의 DNA 상에 존재하는 CpG 부위를 말한다. 상기 유전자의 DNA는, 상기 유전자가

발현하는데  필요하며  서로  작동가능하게  연결되어  있는  일련의  구성  단위를  모두  포함하는  개념으로,  예를

들어, 프로모터 영역, 단백질 코딩 영역 (open reading frame, ORF)및 터미네이터 영역을 포함한다. 따라서,

CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 유전자의 CpG 부위

는 해당 유전자의 프로모터 영역, 단백질 코딩 영역 (open reading frame, ORF) 또는 터미네이터 영역 등에 존

재할 수 있다.
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바람직하게, 본 발명에서 CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나[0046]

이상의 유전자의 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 것은, 하기 표 1에 기재된 유전자의 CpG 부위의 사이토신

의 메틸화 수준을 측정하는 것을 의미할 수 있다.

표 1

Symbol[0048] Genome Build Chromosome Region

CHL1 GRCh37 3 238391-240140

GRIN2A GRCh37 16 10273943-10277424

CLIP4 GRCh37 2 29337983-29338909

KCNQ5 GRCh37 6 73330942-73333109

KRBA1 GRCh37 7 149410858-149412351

ATP8B2 GRCh37 1 154298205-154298544

본 발명에 있어서, 상기 CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나[0050]

이상의 유전자의 CpG 부위는 유전자의 전사 시작 부위 (transcription start site, TSS)로부터 +/- 2000 염기

(base) (2kb) 사이에 위치하는 것을 특징으로 한다.

본 발명에서 인간 게놈 염색체 부위의 염기서열은 The February 2009 Human reference sequence (GRCh37)에 따[0052]

라 표현하였지만, 상기 인간 게놈 염색체 부위의 구체적 서열은 게놈 서열 연구 결과가 업데이트됨에 따라서 그

표현이 다소 변경될 수 있으며, 이러한 변경에 따라 본 발명의 상기 인간 게놈 염색체부위의 표현이 상이해질

수 있다. 따라서, 본 발명의 The February 2009 Human reference sequence (GRCh 37)에 따라 표현된 인간 게놈

염색체 부위는 본 발명의 출원일 이후 인간 표준 염기서열(human reference sequence)이 업데이트되어 상기 인

간 게놈 염색체 부위의 표현이 지금과 다르게 변경된다고 하여도, 본 발명의 범위가 상기 변경된 인간 게놈 염

색체 부위에 미치게 됨은 자명하다고 할 것이다. 이러한 변경 내용은 본 발명이 속하는 기술분야의 통상의 지식

을 가진 자라면 누구라도 용이하게 알 수 있는 사항이다.

본 발명에서, 상기 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 제제는 사이토신 염기를 변형시키는 화합물 또는 메틸화[0054]

민감성 제한효소, CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의

유전자의 메틸화된 대립형질 서열에 특이적인 프라이머, 및 비메틸화된 대립형질 서열에 특이적인 프라이머를

포함할 수 있다.

상기 사이토신 염기를 변형시키는 화합물은 비메틸화 사이토신 또는 메틸화 사이토신을 변형시키는 화합물이며,[0056]

비메틸화 사이토신을 변형시키는 바이설파이트(bisulfite) 또는 이의 염, 바람직하게는 소듐 바이설파이트이거

나 메틸화 사이토신을 변형시키는 TET 단백질 일 수 있으나 이에 제한되지 않는다. 이러한 사이토신 염기를 변

형시켜  CpG  부위의  메틸화  여부를  검출하는  방법은  당  업계에  널리  공지되어  있다(WO01/26536;

US2003/0148326A1).

또한, 상기 메틸화 민감성 제한효소는 CpG 부위의 메틸화를 특이적으로 검출할 수 있는 제한효소로서 제한효소[0057]

의 인식부위로 CG를  함유하는 제한효소일 수 있다.  예를 들면,  SmaI,  SacII,  EagI,  HpaII,  MspI,  BssHII,

BstUI, NotI 등이 있으며 이에 제한되지 않는다. 상기 제한효소 인식부위의 C에서의 메틸화 또는 비메틸화에 따

라 제한효소에 의한 절단 여부가 달라지고 이를 PCR 또는 서던블롯(Southern Blot) 분석을 통해 검출할 수 있게

된다. 상기 제한효소 이외의 다른 메틸화 민감성 제한효소는 당 업계에 잘 알려져 있다.

상기 프라이머는 CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의[0058]

유전자의 메틸화된 대립형질 서열에 특이적인 프라이머 및 비메틸화된 대립형질 서열에 특이적인 프라이머를 포

함할 수 있다. 
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본 발명에서,  용어  "프라이머"는 짧은  자유 3’  말단  수산화기를 가지는 핵산 서열로 상보적인 템플레이트[0059]

(template)와 염기쌍을 형성할 수 있고 템플레이트 가닥 복사를 위한 시작 지점으로 기능을 하는 짧은 핵산 서

열을 의미한다. 프라이머는 적절한 완충용액 및 온도에서 중합반응(즉, DNA 중합효소 또는 역전사효소)을 위한

시약 및 상이한 4가지 뉴클레오사이드 트리포스페이트의 존재하에서 DNA 합성을 개시할 수 있다. 또한, 프라이

머는, 7개 내지 50개의 뉴클레오타이드 서열을 가진 센스 및 안티센스 핵산으로서, DNA 합성의 개시점으로 작용

하는 프라이머의 기본 성질을 변화시키지 않는 추가의 특징을 혼입할 수 있다.

본 발명의 프라이머는 메틸화 여부를 분석하는 대상이 되는 특정 CpG 부위의 서열에 따라 바람직하게 디자인될[0060]

수 있으며, 보다 바람직하게는, 메틸화되어 바이설파이트에 의해 변형되지 않았던 사이토신을 특이적으로 증폭

할 수 있는 프라이머쌍, 메틸화되지 않아 바이설파이트에 의해 변형된 사이토신을 특이적으로 증폭할 수 있는

프라이머쌍, 메틸화되어 Tet 계열의 단백질에 의해 변형된 사이토신을 특이적으로 증폭할 수 있는 프라이머쌍

및 메틸화되지 않아 Tet 계열의 단백질에 의해 변형되지 않았던 사이토신을 특이적으로 증폭할 수 있는 프라이

머쌍으로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상일 수 있다.

따라서 본 발명은 CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의[0062]

유전자의 CpG 부위를 포함하는 단편을 증폭하기 위한 프라이머쌍을 포함하는 대장암, 직장암 또는 대장 선종 진

단용 키트를 제공한다.

상기 조성물 및 키트에는 상기 제제 이외에도, 중합효소 아가로스, 전기영동에 필요한 완충용액 등이 추가로 포[0064]

함될 수 있다.

또한 본 발명은 CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 유[0066]

전자의 CpG 부위를 포함하는 단편과 하이브리다이제이션할 수 있는 프로브가 고정되어 있는 대장암, 직장암 또

는 대장 선종 진단용 핵산 칩을 제공한다.

본  발명에서  용어  "핵산"  이란  올리고뉴클레오티드,  뉴클레오티드,  폴리뉴클레오티드를  의미하거나  이들의[0068]

단편, 단일가닥 또는 이중가닥의 게놈 기원 또는 합성 기원의 DNA 또는 RNA, 센스 또는 안티센스 가닥의 게놈

기원 또는 합성 기원의 DNA 또는 RNA, PNA(peptide nucleic acid) 또는 자연 기원 또는 합성 기원의 DNA 양 또

는 RNA 양 물질을 말한다. 핵산이 RNA이면, 데옥시뉴클레오티드 A, G, C 및 T를 대신하여, 각각 리보뉴클레오티

드 A, G, C 및 U로 대체된다는 것은 당해 분야 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명하다.

메틸화는 유전자의 조절 부위의 외곽에서부터 시작되어 내부로 진행되기 때문에, 조절 부위의 외곽에서 메틸화[0070]

를 검출하는 것으로 세포 형질전환에 관여하는 유전자를 조기 진단할 수 있다.

따라서 상기 메틸화 유전자 마커를 이용하여 대장암, 직장암 또는 대장 선종을 형성할 가능성이 있는 세포의 조[0071]

기 진단이 가능하다. 암세포에서 메틸화된다고 확인된 유전자가 임상적으로 또는 형태학적으로 정상으로 보이는

세포에서 메틸화되면, 상기 정상으로 보이는 세포는 암화가 진행되고 있는 것이다. 그러므로, 정상으로 보이는

세포에서의 대장암, 직장암 또는 대장 선종 특이적 유전자가 메틸화를 확인함으로, 대장암, 직장암 또는 대장

선종을 조기 진단할 수 있다.

또한 본 발명은 대장암, 직장암 또는 대장 선종 발생이 의심되는 환자의 시료로부터 CHL1,  GRIN2A,  CLIP4,[0073]

KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 유전자의 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정

하는 단계; 및

상기 측정된 메틸화 수준을 정상 대조군 시료의 상기 동일한 유전자의 CpG  부위의 메틸화 수준과 비교하는[0074]

단계;를 포함하는, 대장암, 직장암 또는 대장 선종 진단을 위한 정보를 제공하는 방법을 제공한다.
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상기 메틸화 수준을 측정하는 방법은 PCR, 메틸화 특이 PCR(methylation specific PCR), 실시간 메틸화 특이[0076]

PCR(real time methylation specific PCR), 메틸화 DNA 특이적 결합 단백질을 이용한 PCR, 메틸화 민감성 제한

효소를 사용한 메틸화 여부 측정, 정량 PCR, DNA 칩, 파이로시퀀싱 및 바이설파이트 시퀀싱으로 구성된 군에서

선택될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

구체적으로, 메틸화 특이 PCR(methylation-specific PCR)의 방법은 시료 DNA에 중아황산염을 처리한 후에 PCR[0078]

을 수행할 프라이머를 CpG 디뉴클레오타이드의 메틸화 여부에 따라 다른 종류의 프라이머를 디자인하여 사용하

는 방법이다. 프라이머 결합 부위가 메틸화되었으면 메틸화된 프라이머에 의해 PCR이 진행되고, 메틸화가 되지

않았으면 정상 프라이머에 의해 PCR이 진행된다. 즉, 시료 DNA에 중아황산염을 처리한 후 두 가지 종류의 프라

이머를 동시에 사용하여 PCR을 행한 후, 결과를 비교하는 방법이다.

실시간 메틸화 특이 PCR은 메틸화 특이 PCR 방법을 실시간 측정방법으로 전환한 것으로, 지 노믹 DNA에 중아황[0080]

산염(bisulfite)를 처리한 후, 메틸화된 경우에 해당하는 PCR 프라이머를 디자인하고, 이들 프라이머를 이용하

여 실시간 PCR을 수행하는 것이다. 이때, 증폭된 염기서열과 상보적인 TanMan 프로브를 이용하여 검출하는 방법

과 Sybergreen을 이용하여 검출하는 두 가지 방법이 있다. 따라서, 실시간 메틸화 특이 PCR은 메틸화된 DNA만을

선택적으로 정량 분석할 수 있다. 이때, in vitro methylated DNA 샘플을 이용하여 표준곡선을 작성하고, 표준

화를 위하여 염기서열 내에 5'-CpG-3' 서열이 없는 유전자를 음성대조군으로 함께 증폭하여 메틸화 정도를 정량

분석하는 방법이다.

 메틸화 민감성 제한 효소를 사용하여 메틸화 여부를 측정하는 방법에서 메틸화 민감성 제한 효소는 CpG 디뉴클[0082]

레오타이드를 작용부위로 하며, 이 부위가 메틸화된 경우에는 효소로서 작용하지 못한다. 따라서, 시료 DNA를

메틸화 민감성 제한효소로 처리한 후 효소 타깃 부위를 포함하도록 PCR로 증폭하면, 메틸화된 경우에는 제한효

소가 작용되지 않아 PCR 증폭되지만 메틸화되지 않은 정상 부위는 제한 효소에 의해 절단되어 PCR 증폭되지 않

으므로 특정 DNA 부위의 메틸화 여부를 측정할 수 있다. 

메틸화 DNA 특이적 결합 단백질을 이용한 PCR 또는 DNA 칩 방법은 메틸화 DNA에만 특이적으로 결합하는 단백질[0084]

을 DNA와 섞어주게 되면, 메틸화 DNA에만 특이적으로 단백질이 결합하기 때문에 메틸화 DNA만을 선택적으로 분

리할 수 있다. 지노믹 DNA를 메틸화 DNA 특이적 결합 단백질과 섞어준 후, 메틸화된 DNA만을 선택적으로 분리한

다. 이들 분리된 DNA를 인트론 부위에 해당하는 PCR 프라이머를 이용하여 증폭한 후, 아가로즈 전기영동으로 메

틸화 여부를 측정하는 방법이다. 또한, 정량 PCR 방법으로도 메틸화 여부를 측정할 수 있으며, 메틸화 DNA 특이

적 결합 단백질로 분리한 메틸화 DNA는 형광 염료로 표지하여 상보적인 프로브가 집적된 DNA칩에 하이브리디제

이션시킴으로써 메틸화 여부를 측정할 수 있다. 여기서 메틸화 DNA 특이적 결합 단백질은 MBD2bt에 제한되지 않

는다.

또한, 중아황산염 처리된 DNA의 파이로시퀀싱(bisulfite pyrosequencing)은 다음과 같은 원리에 기초한다. CpG[0086]

디뉴클레오타이드 부위에서 메틸화가 발생되면 5-메틸시토신(5-mC)이 형성되는데, 이 변형된 염기는 중아황산염

처리시 우라실(uracil)로 변화된다. 시료로부터 추출된 DNA에 중아황산염을 처리할 때 CpG 디뉴클레오타이드가

메틸화 되었다면 시토신(cytosine)으로 보존되며, 나머지 메틸화 되지 않은 시토신은 우라실로 변화한다. 중아

황산염 처리된 DNA의 서열분석은 바람직하게는 파이로시퀀싱(pyrosequencing) 방법을 사용하여 행할 수 있다.

파이로시퀀싱에  대한  상세한  설명은  선행문헌에  공지되어  있다[Ronaghi  et  al,  Science  1998  Jul  17,

281(5375),  363-365;  Ronaghi  et  al,Analytical  Biochemistry  1996  Nov  1,  242(1),  84-9;  Ronaghi  et  al.

Analytical Biochemistry 2000 Nov 15, 286 (2): 282-288; Nyr, P. Methods Mol Biology 2007, 373, 114].

한편, Tet 단백질을 이용한 바이설파이트 비의존적 검출법으로 Tet단백질을 사용해 메틸화된 C만이 T로 변환시[0088]

켜 메틸화 부위의 염기를 검출할 수도 있다(LIU, Yibin, et al., Nature Biotechnology volume 37, pages 424-
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429 (2019) 참고). 

CpG  디뉴클레오타이드  부위에서  메틸화가  발생되어  시토신이  5-메틸시토신(5-mC)이  형성된  경우  Tet  (ten-[0089]

eleven translocation) 단백질을 처리할 때 Cpg 디뉴클레오타이드가 메틸화 되었다면 우라실로 변화하며, 메틸

화 되지 않은 시토신은 보존된다. Tet 처리된 DNA의 서열분석은 파이로시퀀싱 방법에 대해서만 제한된 것은 아

니며 메틸화 민감 PCR (methylation-sensitive  PCR,  MSP),  마이크로어레이(microarray), 차세대 시퀀싱(next

generation sequencing, NGS) 등의 방법을 사용하여 분석할 수 있다.

바람직하게는, 본 발명의 대장암, 직장암 또는 대장 선종 진단을 위한 정보를 제공하는 방법은 a) 개체로부터[0091]

시료를 수득하는 단계, b) 시료에서 게놈 DNA를 수득하는 단계, c) 수득된 게놈 DNA를 메틸화되지 않은 시토신

염기를 변형시키는 화합물을 처리하는 단계, d)  상기 처리된 DNA를 CHL1,  GRIN2A,  CLIP4,  KCNQ5,  KRBA1  및

ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 유전자의 프로모터를 증폭할 수 있는 파이로시퀀싱용 프라

이머를 이용하여 PCR에 의해 증폭시킴으로써 PCR 생산물을 얻는 단계 및 e) 상기 PCR 생산물을 시퀀싱 프라이머

(sequencing primer)를 이용하여 파이로시퀀싱(pyrosequencing)함으로써 메틸화 정도를 측정하는 단계를 포함하

는 것을 특징으로 하는 방법에 의해 수행될 수 있다.

상기 b)단계의 게놈 DNA의 수득은 당업계에서 통상적으로 사용되는 페놀/클로로포름 추출법, SDS 추출법(Tai et[0093]

al.,  Plant  Mol.  Biol.  Reporter,  8:  297-303,  1990),  CTAB  분리법(Cetyl  Trimethyl  Ammonium  Bromide;

Murray et al., Nuc. Res., 4321-4325, 1980) 또는 상업적으로 판매되는 DNA 추출 키트를 이용하여 수행할 수

있다.

본 발명에서 용어 “시료”는 수행되는 분석의 종류에 따라, 개개인, 체액, 세포주, 조직 배양 등에서 얻어지는[0095]

모든 생물학적 체액, 포함하는 폭넓은 범위의 체액을 의미하는 것이다. 포유동물로부터 체액 및 조직 생검을 획

득하는 방법은 통상적으로 널리 알려져 있으며, 본 발명에 있어서 상기 시료는 바람직하게는 조직, 세포, 혈액,

혈장, 혈청, 대변 및 소변을 포함하는 인체 유래물로 구성된 군에서 선택될 수 있다. 암 조직의 비정상적인 메

틸레이션의 변화는 세포, 전혈, 혈청, 혈장, 타액, 객담, 뇌척수액 또는 뇨와 같은 생물학적 시료에서 얻은 게

놈 DNA의 메틸레이션 변화와 상당한 유사성을 보이므로, 본 발명의 마커를 이용할 경우 대장암, 직장암 또는 대

장 선종 발생 예측에 대하여, 혈액이나 체액 등을 통한 손쉬운 진단이 가능하다는 장점이 있다.

발명의 효과

상기에서 살펴본 바와 같이, CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하[0097]

나 이상의 유전자의 CpG 부위 과메틸화는 대장암, 직장암 또는 대장 선종에서 특이적으로 나타나므로, 본 발명

에 따른 조성물, 키트, 칩 또는 방법을 이용하여 대장암, 직장암 또는 대장 선종을 정확하고 신속하게 진단할

수 있으며, 더불어 조기에 진단할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 총 33 종의 암 유형에서 CHL1 유전자의 메틸화 정보를 확인한 결과이다.[0099]

도 2는 총 33 종의 암 유형에서 GRIN2A 유전자의 메틸화 정보를 확인한 결과이다.

도 3은 총 33 종의 암 유형에서 CLIP4 유전자의 메틸화 정보를 확인한 결과이다.

도 4는 총 33 종의 암 유형에서 KCNQ5 유전자의 메틸화 정보를 확인한 결과이다.

도 5는 총 33 종의 암 유형에서 KRBA1 유전자의 메틸화 정보를 확인한 결과이다.

도 6은 총 33 종의 암 유형에서 ATP8B2 유전자의 메틸화 정보를 확인한 결과이다.

도 7은 본 발명에 따라 선별된 총 8종 유전자의 대장직장암 진단 정확도를 확인한 결과이다.
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도 8은 종양 조직(tumor) 세포주 그룹 과 비 종양 조직 (others) 세포주 그룹간 메틸화의 차이를 확인한 결과이

다.

도 9는 대장 선종 (adenoma)에서 종양 조직(cancer), 대장직장 선종 조직(adenoma), 정상 조직(normal)에서의

메틸화 차이를 확인한 결과이다.

도 10은 비교예로서, OPLAH 유전자의 메틸화 정보를 확인한 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위하여 바람직한 실시예를 제시한다. 그러나 하기의 실시예는 본 발명을 보다 쉽[0100]

게 이해하기 위하여 제공되는 것일 뿐, 이에 의해 본 발명의 내용이 한정되는 것은 아니다.

실시예 1 : 대장직장암 특이적 메틸화 유전자 선별[0102]

대장직장암에서 특이적으로 발견되는 메틸화 유전자를 선별하고자, 2개의 대규모 메틸레이션 마이크로어레이 칩[0104]

(methylation microarray chip) 데이터를 이용해 대장직장암 환자의 암 수술로부터 얻은 암 조직과 정상 조직의

대규모 메틸화 비교 연구를 수행하였다(표 2 참고). 해당 연구에서 사용된 종양 조직(tumor tissue)은 대장직장

암의 암 조직을 의미하며, 비종양 조직(non-tumor tissue)은 정상 조직을 포함한 암 조직 이외의 조직을 의미한

다.

표 2

[0106] dataset#1 dataset#2 총합

종양(tumor) 112개 395개 507개

비종양

(non-tumor)

149개 45개 194개

대장직장암  특이적  메틸화  유전자  선별하기  위해서  각  조직에서  DNA를  추출하였으며,  Infinium  Human[0108]

Methylation 450 Beadchip microarray를 이용해 유전자 부위의 메틸화 정도를 확인하였다.

각 조직으로부터 추출된 DNA는  바이설파이트 처리를 통해 변환한다. 이를 통해 DNA 부위의 메틸화 여부에 따라[0109]

사이토신 염기의 변형이 이루어진다. 해당 microarray 실험에 사용되는 probe는 유전자의 메틸화 부위의 사이토

신 염기의 변형 여부를 확인하기 위해 메틸화 (methylation), 비메틸화(unmethylation) 특이적으로 디자인 되었

다.

해당 microarray 실험은 각각 유전자의 메틸화 부위를 나타내는 약 45만개(450k)의 프로브(probe)들을 통해 유[0110]

전자의 메틸화 정도를 측정하며 시험을 통해 도출된 각 프로브의 결과는 베타값(beta value)으로 제시된다. 베

타값은 0에서 1까지의 값을 가지며 1에 가까울수록 해당 유전 부위의 methylation 정도가 높다고 판단된다.

종양 그룹과 비종양 그룹간 차별적인 메틸화 부위 (differentially methylated regions, DMRs)를 확인하고자[0111]

경험적 베이즈 t-test (empirical Bayes t-test)인 Limma (Linear Models for Microarray Data) 방법을 사용하

여 그룹 간 통계적으로 유의한 메틸화 차이를 보이는 유전자 부위를 확인하였다. 

Limma 방법은 그룹 간 차이를 확인하는 여러 메틸화 통계 분석 방법 중 가장 이상치 (outlier)에 적은 영향을[0112]

받는 것으로 알려져 있다. 따라서 일부 샘플의 비정상적 측정값으로부터 영향을 적게 받아 암 특이적 마커를 찾

는데 적합한 방법이다. 본 실험에서는 Limma 방법을 통해 도출된 보정된 p값 (adjusted p-value)값이 적을수록

두 그룹 간 유의한 메틸화 차이가 있다고 판단하였다.

특히 종양 특이적 메틸화 부위 탐색을 하기 위해서 종양과 비종양 그룹 간 유의한 베타값의 차이가 있는 유전자[0113]

부위 중 비종양보다 종양 조직에서 더 높은 메틸화를 부위를 암 특이적 바이오마커 후보로 선정하였다.
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그 결과 2개의 dataset 각각에서 limma 분석 결과 비종양 그룹에 비해 종양 그룹 간 비교 시 유의하게 낮은 p값[0114]

(10
-30

 이하)을  가지며  그룹  간  베타값  0.2  이상의  큰  차이를  유전자  부위를  종양  특이적  과메틸화  부위

(hypermethyalted regions)로 선별하였다. 이를 통해 약 45만개의 유전 부위 중 dataset 모두 공통으로 종양

특이적 과메틸화를 보이는 3,344개의 유전 부위를 바이오마커 후보로 선별하였다.

실시예 2 : 대장직장암 특이적 과메틸화 유전자 선별[0116]

상기 실시예 1에서 확인한 바이오마커 3,344개의 유전 부위에 있어서, 대장직장암 이외의 종양에서 각 해당 부[0118]

위의  메틸화  정도를  확인하고  비교하여  바이오마커  중  대장직장암  또는  대장  선종  특이적인  유전  부위를

찾았다. 암 유전자 공공 데이터 베이스인 TCGA (The Cancer Genome Atlas)의 DNA methyaltion 450k array 실험

결과를 분석한 결과, 33종의 암 유형 (cancer type)에 해당하는 유전 부위 메틸화 정보를 확인할 수 있었다. 이

중 대장직장암 및 나머지 32종의 암에 대비 대장암, 직장암 또는 대장 선종에서 유의하게 높은 베타값을 보이는

유전 부위를 확인한 결과 3,344개의 유전 부위 중 11개의 유전 부위가 대장암, 직장암 또는 대장 선종 특이적

메틸화가 발생함을 확인할 수 있었다.

상기 유전자에 대한 종양 조직(tumor tissue, 대장직장암의 암 조직) 및 비종양 조직(non-tumor tissue, 정상[0120]

조직을 포함한 암 조직 이외의 조직)에 대한 상기 microarray 실험을 통한 유전자의 메틸화 정도는 도 1 내지

도 6에서와 같다. 메틸화 정도는 시험을 통해 도출된 각 프로브의 결과를 베타값(beta value)으로 나타냈으며,

베타값은 0에서 1까지의 값을 가지며 1에 가까울수록 해당 유전 부위의 methylation 정도가 높다고 판단하였다.

한편, 대장암, 직장암 또는 대장 선종의 종양 조직과 비종양 조직 비교 시 메틸화 차이가 관찰되는 유전 부위의[0122]

경우 대장암, 직장암 또는 대장 선종 이외의 다른 암에 대해서도 메틸화가 발생될 수 있다. 즉, 대장암, 직장암

또는 대장 선종 특이적 메틸화가 확인되는 것은 아니었다. 

예를 들어, OPLAH (5-oxoprolinase, ATP-hydrolysing) 유전자의 경우 상기 실시예 1에서 확인한 3,344개의 유[0124]

전 부위 중 가장 큰 종양 조직과 비종양 조직 간 메틸화 차이가 확인된 부위 중 하나였으나, 도 10에서 보듯이

급성  골수성  백혈병(Acute  Myeloid  Leukemia),  안구  흑색종(Ocular  melanomas),  갈색세포종양&부신결절종

(Pheochromocytoma&paraganglioma), 흉선종(Thymoma), 갑상선암(Thyroid cancer) 등을 제외한 모든 종류의 암

종에서 높은 메틸화가 발생함을 확인하였다.

상기 33 종의 암은 다음과 같다: 급성 골수성 백혈병(Acute Myeloid Leukemia), 부신피질 암(Adrenocortical[0126]

cancer),  담도암(Bile  Duct  cancer),  유방암(Breast  cancer),  자궁경부암(Cervical  Cancer),  대장암(Colon

cancer), 자궁내막암(Endometrioid Cancer), 식도암(Esophageal Cancer), 교모세포종(Glioblastoma), 두경부암

(Head and neck cancer), 신장혐색소암종(Kidney chromophobe), 신세포암(Kidney Clear cell carcinoma), 신장

유두모양 세포 암종(Kidney  Papillary  cell  carcinoma),  거대 B세포 림포종(Large  b-cell  lymphoma),  간암

(Liver  cancer),  저등급교종(Lower Grade  Glioma),  폐선암(Lung adenocarcinoma),  흑색종(Melanoma), 중피종

(Mesothelioma), 안구 흑색종(Ocular melanomas), 난소암(Ovarian cancer), 췌장암(Pancreatic cancer), 갈색

세포종양&부신결절종(Pheochromocytoma&paraganglioma), 전립선암(Prostate  cancer),  직장암(Rectal  cancer),

육종(Sarcoma),  위암(Stomach  cancer),  고환암(Testicular  cancer),  흉선종(Thymoma),  갑상선암(Thyroid

cancer),  자궁육종(Uterine carcinosarcoma).

이러한 유전 부위 중 위유전자(pseudogene)가 아니며 해당 부위가 CpG 섬 (CpG island) 부위에 존재하고  유전[0128]

자의 전사 시작 부위(transcription start site, TSS)로부터 +/- 2000 염기 (base) (2kb) 사이에 선별된 유전

부위에 있으며 상염색체(autosome)에 존재하는 경우에 대장직장암 특이적 과메틸화 유전자로 선별하였다. 그 결
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과 하기 표 3과 같이, 총 6개의 유전자가 선별되었다(도 1 내지 도 6 참고).

표 3

Symbol[0130] Name Location

(Chromosome)

CpG Island

CHL1 cell   adhesion molecule L1 like 3 Island

GRIN2A glutamate   ionotropic receptor NMDA type
subunit 2A

16 Island

CLIP4 CAP-Gly   domain containing linker protein
family member 4

2 Island

KCNQ5 potassium   voltage-gated channel
subfamily Q member 5

6 Island

KRBA1 KRAB-A   domain containing 1 7 Island

ATP8B2 ATPase   phospholipid transporting 8B2 1 Island

특히, CHL1 (도 1), CLIP4 (도 3), KRBA1 (도 5), ATP8B2 (도 6)의 경우, 타 암종 대비 대장암, 직장암에 대하[0132]

여 뚜렷한 특이적 과메틸화를 나타내었다.

실시예 3 : 세포주에서 선별 유전자의 대장직장암 특이성 확인[0134]

선별된 8개의 유전자가 타 암과 구별되는 대장암, 직장암 특이적인 메틸화를 나타내는지 확인하기 위해 공공 데[0136]

이터베이스를 활용해 크게 14개의 조직서 유래된 1,022개의 암세포주 (cancer cell lines)에서의 메틸화 패턴을

분석하였다.  해당  데이터는 각  세포주에서 추출한 DNA를  표준화된 제조사의 메틸화 분석 시험 과정을 따라

Infinium Human Methylation 450 Beadchip microarray 실험을 수행되었다.

수행된 실험의 결과값은 상기 실시예 1에서와 같이 약 45만개의 프로브들을 통해 유전자 메틸화 정도를 측정하[0138]

며 각 프로브의 메틸화 값은 베타값으로 제시된다. 베타값은 0에서 1까지의 값을 가지며 1에 가까울수록 해당

유전 부위의 메틸화 정도가 높다고 판단한다.

상기  14개의  조직은  다음과  같다:  호흡소화관  (aerodigestive  tract),  혈액  (blood),  뼈  (bone),  유방[0139]

(breast),  소화기  계통  (digestive  system),  신장  (kidney),  폐  (lung),  신경계  (nervous  system),  췌장

(pancreas), 피부 (skin), 연조직 (soft tissue), 갑상선 (thyroid), 비뇨생식기계통 (urogenital system), 기

타 조직 (other tissue).

선별된 14개의 유전자의 대장암, 직장암 또는 대장 선종 특이적 메틸화를 확인하기 위해 1,022개의 세포주에서[0141]

유래된 메틸화 데이터는 크게 대장직장암 세포주 그룹(n=51)과 비 대장직장암 세포주 그룹(n=971)으로 분류하였

다

분류된 두 그룹 간 차별적인 메틸화 부위 (differentially methylated regions, DMRs)를 확인하고자 경험적 베[0143]

이즈 t-test (empirical Bayes t-test)인 Limma (Linear Models for Microarray Data) 방법을 사용하여 그룹

간 통계적으로 유의한 메틸화 차이를 보이는 유전자 부위를 확인하였다.

표 4
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선별된 유전자의 대장직장암 세포주 그룹과 비 대장직장암 세포주 그룹 간 메틸화의 차이[0145]

Symbol Difference (average △β) adjusted p-value

CHL1 0.45 4.76e-27

GRIN2A 0.41 3.31e-12

CLIP4 0.74 2.76e-49

KCNQ5 0.41 2.03e-15

KRBA1 0.54 2.64e-58

ATP8B2 0.54 1.31e-40

특히 앞서 실제 환자 검체에서 타 암종 대비 대장직장암에 대하여 뚜렷한 특이적 과메틸화를 나타낸 CHL1,[0147]

CLIP4, KRBA1, ATP8B2의 경우 세포주를 사용한 분석에서도 다른 암 세포주에 비해 대장암, 직장암 세포주에서도

확연하게 낮은 보정된 p값 (adjusted p-value)을 가져 특이적이라는 것이 확인되었다. 

실시예 4 : 대장암, 직장암 또는 대장 선종 진단 마커 후보의 진단 성능평가[0149]

선별된 유전자의 대장직장암에서 진단 마커로서의 유용성을 확인하기 위해 메틸화 정도에 따른 대장직장암 진단[0151]

의 정확도를 평가하였다.

진단의 정확도를 평가하기 위해서는 민감도 (sensitivity)와 특이도 (specificity)를 사용한다. 연속된 진단 검[0153]

사 측정치의 가능한 절단값(cut-off value)에 대한 민감도와 특이도의 값의 계산을 통해 절단값에 따른 민감도

와 특이도의 변화를 제시하는 ROC (Receiver Operating Characteristic) curve를 나타낼 수 있다. 진단의 정확

도는 ROC curve 아래의 면적 (area under the ROC curve, AUC)에 의해 측정될 수 있다. AUC값은 0.5에서 1 사

이의 값을 가지고 그 값이 클수록 진단 정확도가 높다고 평가한다. 만약 AUC값이 1이라면 진단 결과가 완벽히

정확한 검사임을 의미하지만 0.5일 경우 무작위 결과와 동일하다고 판단한다.

선별된 유전자를 이용한 비종양 조직과 종양 조직 간의 메틸화 정도에 따른 암 분류 정확도를 수집된 메틸레이[0155]

션 데이터셋을 이용해 분석한 결과 도 7과 같이, 모든 선별된 유전자는 0.920 이상의 AUC (Area Under Curve)

값을 가져 높은 진단 정확도를 보여 선별된 유전자가 대장직장암 진단에 유용한 것을 확인하였다.

실시예 5 : 선별된 유전자의 선종(adenoma)에서의 메틸화 확인[0157]

선종(adenoma)은 대장직장암으로 진행되기 전 단계의 질환으로 대부분의 대장암은 선종에서부터 발생한다. 따라[0159]

서 빠른 선종의 발견은 대장직장암의 조기 진단을 위해 필수적이다. 앞선 연구를 통해 선별된 과메틸화 바이오

마커가 선종에서도 과메틸화의 특징이 나타나는지 확인하기 위해 대장직장암의 종양 (colorectal cancer) 조직

64개, 대장직장 선종 (colorectal adenoma) 조직 42개, 비종양 (non-tumor) 조직 41개로부터 선별된 유전자의

과메틸화 특성을 조사하였다.

HumanMethylation450  Beadchip  microarray  실험을  통해  도출된  메틸화  데이터를  분석한  결과,  도  9에서[0161]

보듯이, 선별된 유전자는 비종양 조직과 유의한 과메틸화의 특성이 대장직장암 뿐만 아니라 대장직장 선종에서

도 동일한 양상으로 나타난다는 것을 확인할 수 있었다.

이와 같은 결과로, 선별된 유전자가 대장직장암 뿐 아니라 대장직장 선종의 진단에도 활용될 수 있음을 알 수[0163]
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있었다.

산업상 이용가능성

이상  살펴본 바와 같이 CHL1, GRIN2A, CLIP4, KCNQ5, KRBA1 및 ATP8B2로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나[0165]

이상의 유전자의 CpG 부위 과메틸화는 대장암, 직장암 또는 대장 선종에서 특이적으로 나타나므로, 본 발명에

따른 조성물, 키트, 칩 또는 방법을 이용하여 대장암, 직장암 또는 대장 선종을 정확하고 신속하게 진단할 수

있을 뿐만 아니라 조기에 진단할 수 있다.

도면

도면1

도면2
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도면3

도면4
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도면5

도면6

공개특허 10-2021-0044441

- 17 -



도면7

도면8
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도면9

도면10
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