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Background : Phospholipase D (PLD) is a widely distributed enzyme that hydrolyzes phos-

phatidylcholine, a major phospholipids in the cell membrane, to form phosphatidic acid (PA)

which acts by itself as a cellular messenger. PLD can also be transformed by PA phospho-

hydrolase into diacylglycerol (DAG), which is essential for the activation of protein kinase C

(PKC). PLD has been shown to induce the proliferation of T cells and to activate by Der p 1

in peripheral blood mononuclear cells from atopic dermatitis. Single nucleotide polymorphism

(SNP) has recently served as a key marker to discover the genetic mechanism of special chro-

nic diseases.

Methods : One hundred eighteen children with atopic dermatitis were recruited, and graded

as 23 mild (<25), 48 moderate (25-50) and 47 severe (>50) by measuring SCORAD index.

Genomic DNA were purified from blood and made into PCR primers attaching GC-Clamp, and

26 exons of PLD were amplified by PCR-DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis).

Results : Polymorphism was found in four subjects. Of them, three PLD1 cSNP (Exon23:

G2658A, T2664A, G2684A) were detected in exon 23 of 26 exons of PLD1. Four cases among 118

subjects had cSNP of G2658A (3.4%), two T2664A cases (1.7%), one G2684A case (0.8%). There

were no significant correlations between IgE and detected cSNP.

Conclusion : Three PLD1 gene cSNPs (G2658A, T2664A, G2684A) were detected in the

blood of children with atopic dermatitis. Among them, G2658A polymorphism seems to be

correlated to the serum IgE level, but PLD1 cSNP does not appear to contribute to the patho-

genic processing of atopic dermatitis. [Pediatr Allergy Respir Dis(Korea) 2007;17:173-182]
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있으며, 현재 단일염기 다형성(single nucleotide

polymorphism, SNP)을 분석 표식자로 활용하여

특정질병에 관여하는 유전자를 밝히는 연구가 많

은 연구기관에서 수행되고 있다. SNP는 인간유전

체내에 평균적으로 1 kb 간격으로 하나 이상 존재

하고 총 3백 만개 이상의 SNP가 존재할 것으로

추정되고 있으며 이처럼 많은 수의 SNP가 인간

유전체내에 존재하기 때문에 효율적인 분석 표식

자로써 질병을 유발하는 유전자를 밝히는 데 활용

되고 있다. 따라서 국내에서도 SNP를 이용한 한

국인 고유의 유전자 특성에 관한 연구가 활발히

진행되고 있는 상태이다.1)

아토피피부염은 심한 가려움증과 특징적인 피

부 발진으로 진단하는 알레르기 질환으로서 기관

지 천식, 알레르기 비염 및 안과적인 질환이 동반

되어 나타난다.2) 최근 들어 산업이 발달하고 공해

문제가 심각한 사회적인 문제로 대두되면서 아토

피피부염의 발생률은 점점 증가하고 있고, 성인이

되어서도 계속적으로 피부염을 가지고 있게 되면

서 점차 심각한 질병으로써 인식되고 있다. 그러

므로 아토피피부염의 발병인자를 규명하는 것은

아토피피부염의 예방과 치료에 매우 중요하다. 아

토피피부염과 같은 알레르기 질환은 면역 계통의

수많은 요소들이 관여하며 유전적 소인과 더불어

후천적인 여러 가지 요인들에 따라 변화되는 면역

학적인 불균형 상태에 의해 발생 하는 복잡한 다

인성 유전질환이라고 판단되고 있다.3) 최근 들어

알레르기 질환에서 사이토카인(cytokine) 및 수용

체 유전자들 조절 부위의 유전자 다형성에 대한

연구들이 많이 보고되고 있으나 이러한 연구들이

특정 변이만을 찾아내는 선별검사로 행해지고 있

어 유전자의 전역에 걸쳐 분포하는 것으로 알려져

있는 질환 원인 유전자에서의 밝혀지지 않은 새로

운 변이를 찾는 것이 불가능하다.4-6) 또한 특정 유

전자 다형성은 인종간에 상당한 차이를 나타내므

로 한국 소아에 유용한 유전자 다형성을 발굴하기

위해서는 서양인을 중심으로 발굴된 유전자 다형

성을 한국 소아를 대상으로 선별검사하는 접근법

보다는 특정 유전자를 scanning하는 접근법을 통

하여 한 유전자에 나타나는 모든 변이, 즉 알려지

지 않은 새로운 변이를 찾아내는 방법이 더욱 유

용할 것이라고 판단된다. 따라서 알레르기 질환에

서의 면역반응유도 신호전달체계에 중요한 역할

을 한다고 보고된 Phospholipase D (PLD)의 유

전자 다형성 연구7, 8)와 접목을 시킨다면 아토피피

부염에 대한 유전적인 영향과 환경적 요인과의 관

련성을 이해하는 데 도움을 주게 될 것이다.

Phospholipase D (PLD, phosphatidylcholine

phosphodiesterase)는 여러 형태의 생리학적 진

행 과정에서 세포막에 존재하는 글리세롤 인지질

(glycerophospholipid)의 terminal diester 결합

을 가수분해하여 phosphatidic acid (PA)와 결합

되어있던 head group을 분해시키는 효소이다.9,

10) PLD의 활성산물인 PA는 phospholipase A2

(PLA2)라는 효소에 의하여 lyso-PA로 바뀌거나

PA phosphohydrolase에 의하여 diacylglycerol

(DAG)로 전환된다. 이러한 PLD는 세포에서 다

양한 생리․생화학적 신호전달에 관여하고 있으

며 세포 내에 널리 분포되어 있다. 현재까지 PLD

는 세포 내 각종 면역반응 및 염증반응에 중요하

게 작용한다고 보고되고 있으며 PLD의 활성은

면역계와 식세포의 표면 수용체에 의해 가장 두

드러지게 활성화되고 T세포 및 B세포에 존재하

는 항원 수용체들과 단핵구 및 비만세포에서도

활성화되는 것으로 보고되고 있다.10-12) 그리고 앞

서 본 연구실에서는 사람의 T세포에서 Der f 2와

같은 알레르겐에 의하여 protein kinase C-alpha

(PKC-α)의 인산화를 거쳐 PLD가 활성화 되고

알레르겐 관련기전에서 중요한 역할을 한다는 것

을 이미 보고한 바 있다.7, 8) 그러므로 알레르기

질환과 발생기전에 직접, 간접적으로 관련이 깊은

PLD의 유전자 다형성은 아토피피부염의 발병에

영향을 미칠 것으로 생각되나 이에 대한 연구는

매우 미진한 상태이다.

따라서 본 연구에서는 이 유전자의 다형성을

발굴하기 위해 Genomic DNA추출, primer의 구
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축, 각 엑손(exon) 지역의 PCR 및 DGGE분석,13)

PCR 산물을 이용한 염기서열 결정과 분석으로

확인하는 과정을 거치는 일련의 체계를 구축하고

유전자 다형성을 발굴 후 아토피피부염의 위험인

자로 쓰여지는 임상적 지표들과의 관계를 밝혀

궁극적으로 아토피피부염 진단지표로서의 사용

가능성을 검토하였다.

대상 및 방법

1. 대 상

아토피피부염 진단기준에 합당한 만 18세 이하

의 환자 118명을 대상으로 하여 임상 기록을 작성

하고 보호자의 동의를 얻은 후 검사를 시행하였

다.(Table 1) 모든 아토피피부염 환아는 SCORAD

지수를 이용하여 중증도를 분류하였다. 다른 알레

르기 질환이나 감염성 질환이 있는 경우는 대상에

서 제외하였으며 각 대상들은 UniCap을 이용하여

혈청 IgE치를 측정하였다.

임상적 자료를 바탕으로 혈청 IgE치와 SNP의

상관 관련성 및 아토피피부염의 원인 유전자의

기능을 분석하였다. 건강 대조군 20명은 알레르기

병력과 선별검사에서 알레르기가 없는 정상으로

판명된 경우를 포함시키도록 하였다.

2. 방 법

1) Genomic DNA 분리

연구 대상에서 채취한 혈액으로부터 PUREGENE

DNA Purification kit (Gentra, Minnesota, USA)

를 이용해 total genomic DNA를 추출하였다. 먼저

연구대상자의 혈액을 EDTA가 포함된 시험관에

채취한 후 RBC lysis solution이 담긴 시험관에 옮

겼다. 상온에서 5분간 반응 시킨 후, 2,000 rpm에서

5분간 원심분리 하고 남아있는 pellet을 vortex 하

였다. 여기에 cell lysis solution을 넣고 protein

precipitation solution을 첨가한 후 2,000 rpm에서

5분간 원심분리 하였다. DNA가 포함된 상층액을

100% Isopropanol 이 담긴 시험관에 부은 후

DNA가 clump를 형성할 때까지 반응시켰다. 이후

2,000 rpm에서 3분간 원심분리 하고 DNA pellet

을 확인 후 상층액을 버리고 70% 에탄올로 DNA

pellet을 닦아내고 2,000 rpm에서 1분간 원심분리

하였다. 에탄올을 버리고 남은 pellet은 10-15분간

공기 중에서 말리고 DNA hybridization solution

을 첨가하여 65℃에서 1시간 동안 또는 상온에서

overnight으로 rehydration 시켰다 추출한 DNA

Table 1. The Characteristics of Subjects

Variables Subjects Controls

Age

Sex (M:F)

Serum IgE level (IU/mL)

Total Eosinophil Count

(/mm3)

6.16±3.2

65:53

213.5±158.7

423.6±331.4

5.50±2.1

13:7

63.5±58.6

123.6±231.4

P X P H
0(aa) 100

(300nt)

200
(600nt)

300
(900nt)

400
(1,200)

1074
(3,256)

500
(1,500)

600
(1,800)

700
(2,100)

800
(2,400)

900
(2,700)

① ②

Catalytic domain
463-928aa 

(1,417- 2,814nt )

③

1           2         3        4     5  6    7        8         9     10  11    12         13            14         15     16  17      18     19   20   21  22     23       24 25       26

Exon

※Legend
① Palmitoyl cystein
② PLD phosphodiesterase1
③ PLD phosphodiesterase2

*G
26

58
A

*T
26

64
A

*G
26

84
A

Fig. 1. Gene structure of PLD1 gene and variants containing SNPs found in this study.
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의 양을 260 nm의 파장에서 분광광도계(spectro-

photometer)를 이용하여 측정하였다.

2) GC-Clamp가 부착된 PCR primer 제작

PLD1은 26개의 엑손(exon)이 존재하는데(Fig.

1), GenBank (accession number AF, NIH, USA)

에 보고된 염기서열을 참고로 하여, 각 엑손에 대

해서 primer를 설계할 때 엑손 sequence를 전부

포함하면서, fragment size가 약 200-300 bp가 되

도록 설계 하였다. 그리고 primer 끝에 GC-rich

조각(GC-clamp)를 붙여주어 DNA 조각이 하나의

melting domain을 갖도록 함과 동시에 완전히 단

일 나선으로 melting 되는 것을 막아줌으로써

primer design의 유연성(flexibility)을 높여주었다.

각 primer의 sequence는 Table 2에 정리하였다.

3) PCR-DGGE (Denaturing Gradient Gel

Electrophoresis)

PCR을 통해 PLD의 26개 exon 부위를 증폭 합

성하여 확인한다. PCR의 조성은 DNA 1 µL,

dNTP 0.8 µL, 10×buffer 1 µL, Taq 0.6 µL, Pri-

mer F 0.2 µL, R 0.2 µL, D.W 6.2 µL로 총 10 µL을

만들어 최적의 조건에서 PCR 반응을 시킨다. PCR

조건은 Table 3에 정리하였다.

각각의 PCR을 수행한 후에 1.5% agarose gel

에서 PCR 생성물을 확인했다. 증폭된 각 PCR 생

성물을 DGGE 방법을 사용하여 SNP를 검출하였

고 실험 방법은 다음과 같다. 크기가 20 cm (W)

Table 3. PCR Conditions for Detection of SNPs in PLD1 Gene

Number Action PCR condition Cycles

Exon 1-14, 18, 20

Exon 15-17, 19, 21-26

Denaturation

Annealing

Polymerization

Hold

Denaturation

Annealing

Polymerization

Hold

94℃ 1 min

55℃ 1 min

72℃ 1 min

4℃ Holding

94℃ 1 min

60℃ 1 min

72℃ 1 min

4℃ Holding

30

30

Table 2. List of Primers for Detection of SNPs in PLD1 Gene

Exon
No

Direction Sequences
Exon
No

Direction Sequences
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×20 cm (H) 인 2장의 유리판 사이에 두께 0.5

mm의 polyacrylamide gel을 제작하고 lane 당 5

mm의 폭으로 사용하였다. DGGE gel (50×TAE

(BioRad:161-0773) 20 mL, 40% acrylamide/bis-

acrylamide siolution 37.5:1 (BioRad:161-0148)와

urea 336.34 g, 320 mL deionized formaide, D.W

600 mL)의 농도는 70%로 만들어 사용하였다.

DGGE gel running buffer는 1×TAE를 사용하고

유리판의 각각의 comb에 샘플을 부하하고 60℃에

서 4시간 동안 전기영동(electrophoresis)하였다.

전개가 끝난 gel은 ethidium bromide로 염색해서

다형성을 검출했다. DGGE를 통해 선별한 SNP이

있는 부위를 PCR 증폭하여 sequencing으로 확인

하였다. PCR-DGGE에 의해서 band shift를 보이

는 PCR 생산물의 sample을 다시 PCR한 후

direct sequencing을 실시하고 염기배열의 변화를

확인하여 다형성을 선별하였다.

4) 통계분석

통계적 검정은 SPSS (version 12.0)을 이용하

였다. 발견된 SNP과 성별, IgE항체 농도와의 상

관성을 비교할 때 χ2 검정(chi-square test)을

이용하였다. 각 위험인자간의 보정을 위해 logi-

stic regression 분석을 하여 교차비(odds ratio)

와 95% 신뢰구간(confidence interval)을 구하였

다. P값은 0.05 미만인 경우에 통계적 유의성이

있는 것으로 판단하였다.

결 과

1. 임상양상

대상 환아 118명은 남아가 65명이고 여아가 53

명 이였으며 SCORAD 지수로 분류한 결과 경증

47명(SCORAD 지수 <25), 중등증 48명(SCORAD

지수 25-50), 중증 23명(SCORAD 지수 >50)이었

다. 각각의 환아의 혈액을 채취한 후 혈청 IgE치를

측정하고 또한 임상적 분석을 시행하였다. 검사 당

시 연령의 중앙값은 6.16세이고 총 IgE 항체농도

의 중앙값은 648.46 IU/L 이였고 평균치는 213.5±

158.7 IU/L이었다(Table 1). 환자군에서 Unicap에

서 class 1 이상의 양성을 보이는 알레르겐은 D.f

(50.0%), D.p(48.3%), 계란 흰자(24.6%), 우유

(23.7%) 순으로 나타났다.(Table 4)

2. PLD1 cSNP의 검출

118명의 DNA 표본 중 DGGE 분석을 통해 4명의

표본에서 다형성을 발견하였으며,(Fig. 2) PLD1의

26개의 엑손 중 23 엑손에서 3개의 PLD1 cSNP

(Exon23: G2658A, T2664A, G2684A)를 검출하였

다.(Fig. 3) 발견된 각각의 cSNP 중 G2658A는

PLD1 엑손 상의 2658 위치가 Guanine에서 Ade-

nine으로 치환되었으며, T2664A는 2664번 위치가

Thymine에서 Adenine으로, G2684A는 2684번 위

치가 Guanine에서 Adenine으로 치환됨을 알 수 있

었다. G2658A의 경우는 Cysteine876이 Tyrosine

876으로 치환시키고, T2664A의 경우는 Leucine

878이 Histidine878로 치환시키고, G2684A 경우는

Table 4. Distribution of Common Allergens in Children with Atopic Dermatitis

Class D.p D.f Egg white Milk Wheat Peanut Soybean

Mild (n=47)

Moderate (n=48)

Severe (n=23)

Total (n=118)

22 (38.6)

18 (31.6)

17 (29.8)

57 (48.3)

25 (53.2)

23 (47.9)

11 (47.8)

59 (50.0)

13 (27.7)

9 (18.8)

7 (30.4)

29 (24.6)

11 (23.4)

9 (18.8)

8 (34.8)

28 (23.7)

7 (14.9)

8 (16.7)

5 (21.7)

26 (22.0)

4 ( 8.5)

9 (18.8)

4 (17.4)

17 (14.4)

11 (23.4)

9 (18.8)

6 (26.8)

26 (22.0)

Parenthesis express as percentage of allergen value of each class.
D.p : Dermatophagoides pteronyssinus, D.f : Dermatophagoides farinae
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Glutamate885가 Asparagine885로 치환시켰다.

(Table 5)

3. PLD1 cSNP의 빈도분석 및 임상지표와의
관계

각각의 cSNP 발생빈도는 전체 118명중 G2658A

가 4예(3.4%), T2664A가 2예(1.7%), G2684A가 1

예(0.8%)로 나타났다(Table 5). 발견된 3개의

cSNP 중 G2658A의 경우 4명의 환아 중 3명이 남

아, 1명의 여아에서 나타났고 G2684A, T2664A는

모두 남아에서 발견되었다. 그러나 P값으로 유의

성을 검정한 결과 P값이 0.05 이상으로 나타남으

로써 성별은 총 발견된 3개의 cSNP의 발생빈도엔

영향을 미치지 않는 것으로 나타났다. 측정한 IgE

의 농도는 200 IU/mL를 기준으로 두 단계로 나누

어 비교하였으나, 발견된 cSNP과 IgE와의 유의성

aat tac ata tca ttc tgt ggt ctt aga aca cat  gca gag  ctc gaa gga aac cta gta

aat  tac  ata  tca  ttc  tat  ggt  cat  aga  aca  cat  gca  aag  ctc  gaa  gga  aac  cta  gta

N     Y      I     S     F     C    G     L     R      T     H     A      E      L     E      G     N      L    V

N     Y      I     S     F    Y     G     H     R      T     H     A     D      L     E      G     N      L    V

2642

871

2642

871

*

G2658A
C876Y

*

T2664A
L878H

*

G2684A
E885D

Fig. 3. Partial sequence of the exon23 of the PLD1 gene.

Exon23 1st Agarose gel running

2nd DGGE (Denaturing Gradient Gel electrophoresis)

Control

Atopy

Control

Atopy

Fig. 2. PLD1 SNP discovery by DGGE.

Table 5. Summary of DGGE Analysis of
PLD1 Gene in Atopy

Nucleotide
position

Frequency
(%)

Exon Substitution

2658

2664

2684

3.4

1.7

0.8

23

23

23

TATTyr→TGTCys

CTTLeu→CATHis

GAGGlu→AAGAsp

Table 6. Polymorphisms in PLD1 Gene and
Clinical Variables in Atopy

Characteristics
Alleles

G2658A T2664A G2684A

Gender

Total IgE

0.415*

0.076

0.198

0.213

0.634

0.381

*Values express P value
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도 관찰할 수 없었다.(Table 6)

고 찰

아토피피부염은 소아기의 가장 흔한 염증성 피

부 질환으로 유전적 소인과 함께 여러 환경 요인

에 의한 항원 감작이 병의 경과에 상당한 영향을

주는 것으로 알려져 있다. 최근에 발표된 논문에

따르면 호흡기 감염과 관련된 전환성장인자

(TGF)14), 면역 반응이나 사이토카인 발현과 관련

된 IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 등에 존재하는

SNP가 질병을 유발하는데 영향을 미친다는 결과

를 보여주고 있다.15-17) 이처럼 다양한 아토피피부

염과 관련된 특정 유전자에서 SNP를 찾아낸다면

아토피피부염 기전을 규명하는 학문적 가치가 있

을뿐더러 환자 개개인의 유전자 진단 기준으로 즉

각 응용될 수 있고 세분화된 유전자형과 치료효과

와의 상관관계 분석에 응용되어, 환자 개개인에

대한 정확하고 신속한 임상치료 기준의 설정에 기

여하게 될 것이다. 따라서 저자들은 아토피피부염

환자에서 유전적 소인 분석을 위한 PLD1 cSNP

분석을 시행하였으며 이를 위해 genomic DNA

추출, primer의 구축 각 엑손 지역의 PCR및

DGGE 분석, 염기서열 결정으로 확인하는 과정을

거치는 일련의 검색 체계을 구축하였다.

PLD1은 여러 신호전달 물질과 사이토카인 등

과 관여하여 알레르기 면역반응에 중요한 영향을

미치고 있으며 아토피피부염과 같은 알레르기 감

수성 유전자로 유력하다. 본 연구실에서도 집먼지

진드기 특이 항원에 감작된 알레르기 환자를 대상

으로 알레르기 반응에 PLD가 관여하고 있음을

보고한 바 있으며7, 8) 또한 다양한 세포에서 PLD

활성이 T 세포나 B 세포에서 항원수용체가 세포

신호전달을 하는 데 있어 중요한 조절물질로써 작

용한다는 보고가 있다.18-20) 따라서 PLD1 유전자

의 유전적 변이는 아토피피부염과 같은 질환에 영

향을 미칠 것으로 생각된다. PLD1의 경우 DGGE

분석 방법으로 3개의 cSNP를 발굴하였다. 특히

엑손 23에서 3개의 cSNP (G2658A, T2664A,

G2684A)를 발견하였고 이들의 functional poly-

morphism의 기능이 있는 지 알아보기 위하여 아

토피피부염 환자군과 정상군에서 비교 분석 하였

다. 각각의 A allele의 빈도에서 환자군과 정상군

간의 유의적 차이는 없었다(자료는 제시하지 않

음). 이는 본 실험에 쓰여진 정상군(n=20)이 환아

군(n=118) 보다 훨씬 적은 수였기 때문에 정확한

빈도분석을 하는 데 있어 무리가 있었기 때문이

다. 하지만 발견된 3개의 각각의 cSNP 빈도 분포

로 보아 앞으로 대상군으로 더 많은 환자를 확보

하여 분석 한다면 유의성 있는 결과가 나올 것이

라고 예상된다.

DGGE profile에 따라 임상지표를 비교해 보면

여아와 남아간의 구분에서는 유의적 차이가 없었

다. 2004년 연구결과에 따르면 PLD1은 IgE 수용

체 조절에 중요한 역할을 한다고 보고되었다.21) 본

연구에서도 이와 같은 상관성을 알아보기 위하여

총 IgE의 수치를 200 IU/L 이하를 기준으로 두 개

의 군으로 구별하여 발견된 cSNP들과의 유의성

을 알아보았다. 그 결과 3개의 cSNP (G2658A,

T2664A, G2684A) 중 G2658A 다형성에서 P=

0.076으로 총 IgE치와 관련하여 유의성 있는 결과

를 확인 할 수 없었고 이 A allele를 가지고 있는

환자들은 중앙값(648.45 IU/L)보다 훨씬 적은 수

치의 63.67 IU/L를 나타냄을 알 수 있었다. 그 외

T2664A, G2684A의 A allele의 변이는 총 IgE치

와는 관련 없음을 알 수 있었다. 2006년에 보고된

독일인 대상 연구에서는 CMA1의 다형성과 IgE

와의 상관관계를 알아보았는데 CMA1 유전자가

발현되는 mast cells (MC)과 IgE의 수용체와는

밀접한 관련이 있음에도 불구하고 실제적으로 존

재하는 CMA1의 다형성과 IgE의 수치와는 서로

유의성이 없음을 보고한 바 있다.22) 또한 2001년

덴마크에서의 연구결과에 따르면 아토피피부염과

관련이 깊은 유전자인 IL-4 수용체 유전자와 아

토피피부염 발병과의 상관관계를 알아본 결과 기

대와는 다르게 IL-4 수용체 유전자 SNP는 직접



―Su-A Shin, et al. : Detection of SNP of Phospholipase D1 in Children with Atopic Dermatitis―

- 180 -

적으로 아토피피부염의 발생과는 상관이 없음을

보고하였으며23) 2005년 German Multi center

Atopy Study Group의 연구에서는 알레르기 염

증반응에 중요한 역할을 하는 히스타민 대사를 조

절하는 HNMT 유전자의 다형성과 기도과민반응

과의 관련성을 알아본 결과 이 SNP는 독일 환아

에게 나타나는 천식과 알레르기 과민반응에는 영

향을 미치지 않는다는 결과를 발표하였다.24) 이와

같은 연구 결과들이 시사하고 있듯 일반적으로 아

토피피부염과 같은 알레르기 질환과 밀접한 관련

이 있을 것이라 제시되는 여러 유전자의 다형성은

실제적으로 질병을 유발하는데 있어서는 직접적

연관은 없을 수도 있을 것이라 생각된다. 아마도

아토피피부염의 발병은 주위 환경, 알레르겐과 항

생제의 노출 정도 같은 후천적인 환경 요인들도

주된 원인이기 때문에 특정 유전자의 다형성만으

로 아토피피부염의 발생을 예측하기에는 부족한

부분이 있다고 판단하는 바이다.

본 연구에서는 한국인 118명 아토피피부염 환아

에서 3개의 PLD1 gene cSNP (G2658A, T2664A,

G2684A)을 최초로 발견하였다. 그 중 G2658A 다

형성은 IgE의 수치와 관련이 있을 것이라 판단되

나 PLD1 cSNP이 직접적으로 아토피피부염의 발

생에 기여하지는 않을 것으로 생각된다. 하지만 이

유전자들이 아직까지 확인되지 않은 다른 유전자

들과 관련되어 병적인 상태를 유발할 것으로 예측

되어 연관 유전자의 연구의 필요성을 제시하는 단

서가 될 수 있음을 시사하는 바이다.

요 약

목 적: Phospholipase D (PLD, phosphatidyl-

choline phosphodiesterase)는 여러 형태의 생리

학적 진행 과정에서 세포막에 존재하는 글리세롤

인지질(glycerophospholipid)의 terminal diester

결합을 가수분해하여 phosphatidic acid (PA)와

결합되어있던 head group을 분해시키는 효소이

다. PLD 유전자의 다형성을 발굴하기 위해 Ge-

nomic DNA추출, primer의 구축, 각 엑손(exon)

지역의 PCR 및 DGGE분석, PCR 산물을 이용한

염기서열 결정과 분석으로 확인하는 과정을 거치

는 일련의 체계를 구축하고 유전자 다형성을 발

굴 후 아토피피부염의 위험인자로 쓰여지는 임상

적 지표들과의 관계를 밝혀 궁극적으로 아토피피

부염 진단지표로서의 가능성을 검토하고자 하였

다.

방 법:아토피피부염 진단기준에 합당한 만 18

세 이하의 환자 118명을 대상으로 하여 임상 기

록을 작성하고 보호자의 동의를 얻은 후 검사를

시행하였다. 모든 아토피피부염 환아는 SCORAD

지수를 이용하여 중증도를 분류하였다. 채취한 혈

액으로부터 PUREGENE DNA Purification kit

(Gentra, Minnesota, USA)를 이용해 total ge-

nomic DNA를 추출하였다. PCR을 수행한 후에

1.5% agarose gel에서 PCR 생성물을 확인했다.

증폭된 각 PCR 생성물을 DGGE 방법을 사용하

여 SNP를 검출하였다.

결과:대상 환아를 SCORAD 지수로 분류한 결

과 경증 47명(SCORAD 지수<25), 중등증 48명

(SCORAD 지수 25-50), 중증 23명(SCORAD 지수

>50)이었다. 118명의 DNA 표본 중 DGGE 분석을

통해 4명의 표본에서 다형성을 발견하였으며,

PLD1의 26개의 엑손 중 23 엑손에서 3개의 PLD1

cSNP (Exon23 : G2658A, T2664A, G2684A)를 검

출하였다. 발견된 각각의 cSNP 중 G2658A는

PLD1 엑손 상의 2658위치가 Guanine에서 Aden-

ine으로 치환되었으며, T2664A는 2664번 위치가

Thymine에서 Adenine으로, G2684A는 2684번 위

치가 Guanine에서 Adenine으로 치환됨을 알 수 있

었다.

결 론: 118명 아토피피부염 환아 에서 3개의

PLD1 gene cSNP (G2658A, T2664A, G2684A)을

최초로 발견하였다. 그 중 G2658A 다형성은 IgE

의 수치와 관련이 있을 것이라 판단되나 PLD1

cSNP이 직접적으로 아토피피부염의 발생에 기여

하지는 않을 것으로 생각된다.
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