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요 약. MODY는 일반적으로 제 2 형 당뇨의 특수형으로 25세 이전에 발병하며 상염색체 우성으로 유전되

며 인슐린 분비장애를 특징으로 한다. GCK와 HNF-1α의 유전자 돌연변이는 제 2 형 당뇨에서 가장 큰 원인

중에 하나이다. 따라서 이들 유전자다형성의 연관성을 다양한 분석 방법으로 연구할 필요성이 대두되고 있다.

GCK와 HNF-1α 유전자의 exon과 exon에 근접한 intron을 실험하였고, 또한 promotor까지 PCR-DHPLC

(Polymerase Chain Reaction - Denaturing High Performance Liquid Chromatography) 방법과 direct sequencing 방

법을 사용하였다. 시료는 11명의 환자와 20명의 정상인에서 DNA를 추출하였고 GCK와 HNF-1α의 단일 염기

다형성을 PCR-DHPLC 방법으로 확인하였다. 결과적으로 GCK 유전자에서는 1개(R135G)를 검출하였고 HNF-1α

유전자에서는 2개(I27L, S487N)를 검출하였으며 intron 8에서도 돌연변이를 검출할 수 있었다.

주제어: MODY, GCK, HNF-1α, DHPLC

ABSTRACT. Maturity-onset diabetes of the young (MODY) is a genetically heterogeneous subtype of Type 2 dia-

betes characterized (non-insulin-dependent) by early onset, usually before 25 years of age, autosomal dominant inher-

itance and a primary defect in insulin secretion. Mutations in the glucokinase (GCK) and hepatocyte nuclear factor

(HNF)-1α genes are the major causes of monogenic forms of Type 2 diabetes mellitus. Therefore it is need to study rela-

tion with these polymorphisms by diverse analysis methods. The promotor and coding regions inclusive intron exon

boundaries of the GCK, HNF-1α genes were examined by PCR-DHPLC (Polymerase Chain Reaction - Denaturing High

Performance Liquid Chromatography) and direct sequencing. We extracted DNA from 11 patients and 20 normals. Then

we confirmed a single-nucleotide polymorphism using PCR-DHPLC. As results, we identified one mutation (R135G)

in GCK gene and two mutations (I27L, S487N) in HNF-1a and at the same time detected mutation in intron 8.
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서 론

당뇨병은 인슐린 결핍 또는 심한 대사성 장애로서

특징으로는 고혈당증을 나타낸다. 케톤산증을 동반

한 고혈당증은 심한 전해질이상과 뇌부종으로 생명

을 위협하는 문제가 될 수도 있다. 만성적으로 고혈

당증이 지속되면 눈, 신장, 심장, 혈관을 포함한 많은

장기의 손상이 오는 장기적 합병증이 생긴다. 미국

인의 약 5%가 당뇨병을 앓고 있으며 연간 9백억 달

러의 비용이 당뇨병을 위해 사용되어지고 있다.1

당뇨병은 2가지로 분류하며 제 1 형은 유년형 당

뇨병으로서 췌장 소도 베타 세포의 자가면역성 파괴

로 인한 인슐린의 절대적 결핍에 의해 발생하는 질

환으로, 인슐린을 투여하지 않을 경우 당뇨병성 케

톤산증(diabetic ketoacidosis, DKA)으로 사망하므로

치료를 위해서는 반드시 인슐린을 투여하여야 하는

특징을 가지고 있다. 당뇨의 제 2 형은 성인형 당뇨

병으로서 췌장 소도 세포의 인슐린 분비 장애, 간 및

말초 조직의 인슐린 저항성, 대사 이상에 의한 포도

당 독성 및 지질 독성 등으로 인한 인슐린의 상대적

결핍에 의해 발생하는 질환으로, 임상적으로는 제 1

형 당뇨와 다르게 인슐린 의존성이 없는 것이 특징

이다. 또한 제 2 형 당뇨병 환자의 60~90%가 비만으

로 인슐린 저항성이 주요 결함이고 비만하지 않은 당

뇨병 환자에서는 인슐린 분비결함이 주요 병태생리

로서 나타난다.2-5

서구식 생활습관과 유전적으로 인해 성인기에서

발병하는 제 2형 당뇨가 청소년기에서의 발병률이

증가하고 있다. 이러한 당뇨를 MODY(Maturity onset

diabetes of youth)라고 분류한다.6-11

MODY는 25세 이전 발병으로서 상염색체 우성의

특징을 보인다. 그러므로 3세대간(최소 2세대)에 인

슐린 분비장애를 초래한다. 이 질병의 현재까지 분류

는 MODY1(HNF-4α), MODY2(Glucokinase), MODY3

(HNF-1α), MODY4(IPF-1), MODY5(HNF-1β), MODY6

(Neuro D1)로 6가지 유형으로 분류한다.12-16

HNF-1α(hepatocyte nuclear factor-1α)는 간세포 유

전자 표현에 필수적이며 항상성을 포함한다. 당뇨의

유병률은 65%의 빈도를 보이고 있다. 염색체의 12q22-

qter에 위치하며 23,764 bp의 길이를 갖는다. 또한

GCK(Glucokinase)의 당뇨로서 유병률은 15%의 빈도

를 보이고 있으며 염색체의 7q15.3-p15.1에 위치하며

45,174 bp의 길이를 갖는다.17-25

본 연구에서는 한국인의 당뇨환자에서 HNF-1α와

glucokinase의 유전자다형성의 빈도를 새로운 분석방

법인 PCR-DHPLC(denaturing high performance liquid

chromatography)로 관찰하였다. 최종적으로 자동염기

서열분석기를 통해서 돌연변이 검출법의 효율성을

분석하였다.

실험 및 방법

시료

본 연구에서는 단국대학교병원에서 당뇨환자로 진

단 받은 환자 11명과 당뇨와 상관없는 환자 20명을

대상으로 실험하였다.

시약 및 기기

시약

혈액에서 genomic DNA 추출에는 PrimePrepTM

Genomic DNA Isolation Kit, Taq. polymerase는 GeNet

Bio(Korea) 제품을 사용하였다. DHPLC의 이동상으로

triethylammonium acetate(TEAA)(Transgenomic, USA)

와 acetonitrile(ACN)(Merck, USA)을 사용하였다.

기기

DNA의 증폭은 GeneAmp® PCR System 2400, 2700

(Applied Biosystems, USA)을 사용하였고, PCR 증폭

물 확인은 Mupid-a(Advance, Japan) 전기영동장치를 이

용하였다. DHPLC는 WAVE® SYSTEM (Transgenomic,

USA)을 사용해 돌연변이를 검출하였다. 

실험 방법

혈액에서 genomic DNA의 추출

1.5mL 원심분리 튜브(tube)에 proteinase K(10 mg/mL)

20 μL, 혈액 200 μL와 결합 완충용액 200 μL를 넣고

5초 동안 섞은 후 60 oC에서 10분간 반응시켰다.

proteinase K와 결합 완충용액이 직접 섞이지 않도록

주의한다. 그리고 튜브에 100 μL의 isopropanol을 넣

고 5초 정도 가볍게 섞어준 다음 10초 동안 원심분

리 하여 뚜껑에 묻어 있는 용액을 떨어뜨려 주었다.

시료를 2 mL 수집 튜브(collection tube)에 결합시킨

컬럼(binding column)에 뚜껑이 젖지 않도록 옮겨 넣

은 후, 뚜껑을 잘 닫고 8,000 rpm에서 1분간 원심분

리 한 후에 컬럼을 새로운 2 mL 수집 튜브로 옮겼
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다. 여기에 500 μL의 세척 완충용액(washing buffer)

1을 튜브의 가장자리가 젖지 않도록 넣어주고, 뚜껑

을 닫은 후에 8,000 rpm에서 1분 동안 원심분리 하

였다. 원심분리 후에 컬럼을 새로운 2 mL 수집 튜브

로 옮기고, 여기에 500 μL의 세척 완충용액 2를 넣

어주고, 뚜껑을 닫은 후에 8,000 rpm에서 1 분 동안

원심분리 한 후에, 에탄올을 완전히 제거하기 위해

13,000 rpm에서 1분 동안 한번 더 원심분리 하였다.

컬럼을 1.5 mL 수집 튜브에 옮겨 담고, 200 μL의 용

리 완충용액(elution buffer)를 넣어 주고 컬럼이 충분

히 젖을 수 있도록 약 1분간 상온에서 방치해 두었

다. 그리고 마지막으로 8,000 rpm에서 1분간 원심분

리 하여 컬럼을 빠져나온 DNA를 수거하였다. 

중합효소연쇄반응(PCR)

PCR primer set(Table 1)을 이용하여 20 μL의 PCR

반응 용액(reaction solution)을 0.2 mL PCR 반응 시

험관에 넣은 후, GeneAmp® PCR System 2400 (Applied

Biosystems, USA)을 이용해서 우선 94 oC에서 5분간

주형 DNA를 완전히 변성시킨 후(hot start) 다시 94 oC

에서 30초간 변성(denaturation), 57 oC에서 30 초간

결합(annealing), 72 oC에서 45초간 신장(extension) 단

계를 30~35 회 반복한 후 마지막으로 72 oC에서 5분

간 신장(last extension)시켜 DNA를 증폭시켰다.

PCR-DHPLC 방법에 의한 단일 염기 다형성 검출

DHPLC 분석법은 DNA 돌연변이를 검출하거나 정

제하는 새로운 방법으로 PCR 산물이나 RFLP 산물

을 정제하지 않고 바로 분석할 수 있으며 시료 하나

당 10 분이면 분석이 가능하고 분석 과정을 실시간

으로 확인할 수 있기 때문에 노동력과 시간을 절약

할 수 있다. 또한 모든 실험 과정이 자동화되어 있어

분석 결과의 재현성이 뛰어나다. 

정제 과정을 거치지 않은 PCR 산물을 자동 시료

주입기(auto sampler)에 장착하면 syringe에 의해 컬

럼으로 주입되어 적절한 이동상의 gradient로 분리하

면 DNA 단편의 돌연변이 유무에 의해 단일 염기 다

형성을 검출할 수 있다.

우선 컬럼의 재현성과 이동상 완충용액의 상태를

확인하기 위해서 mutant standard를 5 μL씩 3 회 주

입하여 분석하였다. 다음으로 PCR 산물을 5 μL주입

하여 단일 피크와 돌연변이 피크로 분리, 분석하였

다. 결과의 정확성을 판단하기 위해 direct sequencing

을 통해 최종 확인하였다. 이와 같은 결과는 PCR-

DHPLC로 분석한 결과와 동일함을 보였다. 

Table 1. Primer used for amplification of the GCK and HNF-1α. Forward primer T7 TAATACGACTCACTATAGGG, Reverse

primer T3 GTAACCCTCACTAAAGGGA

Subiect Exon Size(bp)  Forward primer Reverse primer  DHPLC(oC)

GCK 1 507 CAGGTCACAGAAGGGAGAGGAC TGGGGACAGGCAAGCAAACACT 62

2 391 GCCCTCGGTGTGCAGATGCCT GGCTGGCTGTGAGTCTGGGAGTG 62

3 300 TGTCCCTGAGGCTGACACACTTC CCTCCCGTCAGGACTAGCTGG 62

4 264 CATGCCAGATGGTCACCATGGC TTGAAGGCAGAGTTCCTCTGGG 61

5,6 446 GCCCTAGCACCCTGCCTCCA AGCCTCGGCAGTCTGGAAGGG 62

7 370 GGAAGCGGCAGGAACCAGGC ATGGCCCGGCTCCCATCTGC 62

8 336 CCCGGCTTCCACCTGCATGAG CTGAGACCAAGTCTGCAGTGCC 62

9 410 GGACTGTCGGAGCGACACTCA ATCTTGGAGCTTGGGAACCGCA 62

10 551 AGGGCGCCCGGTAATGAATGTG AAGTCCTGAGTGAGCAACTCCC 63

HNF-1α 1 459 CGTGGCCCTGTGGCAGCCGA GGGCTCGTTAGGAGCTGAGGG 63

2 365 CCCTTGCTGAGCAGATCCCGTC GGGATGGTGAAGCTTCCAGCC 62

3 308 GCAAGGTCAGGGGAATGGAC GCGCCGTTGTACCTATTGCACTCC 62

4 332 GGCTCATGGGTGGCTATTTCTGC GCGTGTCCCTTGTCCCCACATACC 62

5 241 TGCTGAGGCAGGACACTGCTTC GTACAAGCAAGGACACTCACCAGC 63

6 286 CCCGGACACAGCTTGGCTTCC GATCCCCACCAGCTTACCGATGAC 63

7 230 CAGGCCTGGCCTCCACGCAG GGGGCTCTGCAGCTGAGCCAT 63

8,9 414 GGCCCAGTACACCCACACGGG GGGCAGGGACAGTAAGGGAGG 65

10 171 GCCTTGTTTGCCTCTGCAGTG GGCCATCTGGGTGGAGATGAAG 62
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결 과

PCR-DHPLC 의한 단일 염기 다형성 검출

MODY의 유전자 중 빈도가 높은 GCK 유전자와

HNF-1α 유전자로 한국인의 제2형 당뇨환자와 정상

인에서의 PCR-DHPLC 방법을 이용하여 유전자 다

형성과 연관성을 관찰하였다.

GCK gene은 exon 1에서 1개의 돌연변이가 검출되

었고 HNF-1a 유전자에서는 exon 1, exon 7에서 1개

씩 그리고 intron 8 지역에서 1개의 유전자 다형성이

검출되었다(Fig. 2, Table 2). 환자와 정상인 모두 같

은 위치에서의 돌연변이가 검출되었으며 GCK 유전

자와 HNF-1α 유전자의 연관성은 연구 결과 찾을 수

없었다.

PCR-DHPLC와 direct sequencing의 결과 분석

DHPLC 분석법은 DNA 돌연변이를 검출하거나 정

제하는 새로운 방법으로 PCR 산물이나 RFLP 산물

을 정제하지 않고 바로 분석할 수 있으며 시료 하나

당 10분 이내에 분석이 가능하고 분석 과정을 실시

간으로 확인할 수 있기 때문에 노동력과 시간을 절

약할 수 있다. 또한 모든 실험 과정이 자동화되어 있

어 분석 결과의 재현성이 뛰어나다. 정제 과정을 거

치지 않은 PCR 산물을 자동 시료 주입기(auto sampler)

에 장착하면 syringe에 의해 컬럼으로 주입되어 적절

한 이동상의 gradient로 분리하면 DNA 단편의 돌연

변이 유무에 의해 단일 염기 다형성을 검출할 수 있다.

우선 컬럼의 재현성과 이동상 완충용액의 상태를

확인하기 위해서 mutant standard를 5 μL씩 3번 주입

하여 분석하였다(Fig. 1). 다음으로 PCR 산물을 5 μL

주입하여 단일 피크과 돌연변이 피크로 나오는지 확

인하였다. 결과의 정확성을 판단하기 위해 direct

sequencing을 통해 최종 확인하였다(Fig. 2). 이와 같

은 결과는 PCR-DHPLC로 분석한 결과와 동일함을

보였다.

결 론

단국대학교 병원에서 당뇨환자로 진단받은 11명과

당뇨와 상관없는 환자 20명을 대상으로 genomic DNA

를 추출하여 PCR 방법을 이용해 분석하고자 하는 부

위의 DNA 단편을 증폭하고, 돌연변이에 기초한 PCR-

DHPLC로 확인하는 방법으로 GCK 유전자와 HNF-1α

의 유전자 단일염기 다형성을 분석하였다. 그 결과

GCK gene은 exon 1에서 1개의 돌연변이가 검출되

었고 HNF-1α 유전자에서는 exon 1에서 1개, exon 7

에서 1개 그리고 intron 8 지역에서 1개의 유전자 다

형성이 검출되었다.

한국인의 제 2형 당뇨환자와 정상인에서의 GCK

유전자와 HNF-1α의 유전자 다형성과 연관성을 연구

하였으나 연관성은 찾아볼 수 없었고 두 유전자들의

높은 빈도의 다형성은 관찰 할 수 있었다. 

또한 본 연구진은 단일 염기 분석 방법에 가장 많

이 사용되는 direct sequencing 방법과 PCR-DHPLC

방법의 정확성을 비교 분석하였으며 두 실험방법의

결과가 일치함을 알 수 있었다. 최근 단일 염기 다형

성 연구에 사용되어지고 있는 PCR-DHPLC 방법은

1996년에 Underhill와 Oefner에 의해서 처음으로 보

고되었으며 분석할 시료인 PCR 산물을 정제하지 않

고도 분석이 가능하며 그리고 그 크기가 200~1000 bp

정도에서도 95~100% 가까운 정확도를 나타내고 시

료 당 분석에 걸리는 시간이 5~7분 내외로 다량의

시료를 분석하는데 매우 유용한 방법으로 알려져 있

다.25

본 연구를 통하여 당뇨 질환관 관련된 MODY family

유전자 뿐만 아니라 여러 종류의 인체 질환에서 나

타나는 유전자 돌연변이 검출에 보다 빠르고 정확한

단일 염기 다형성 검출 도구로 PCR-DHPLC 분석 방

법이 상당히 유용할 것으로 생각되며 향후 size

Fig. 1. Chromatograms produced DHPLC analysis of mutant

standard.
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detection, primer extension과 같은 새로운 단일 염기

다형성 검출 방법에 DHPLC를 도입하여 겔 상에서

판단하기 힘든 하나의 염기 크기 차이도 빠르고 정

확하게 검출할 수 있는 방법을 모색해야 할 것이다.

이 연구는 2005년도 단국대학교 대학연구비 지원

으로 연구되었음.
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