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Background: Immunoglobulin heavy chain (IgH) gene rearrangement has been known to be a useful 
marker for determining the clonality as well as detecting minimal residual disease in B cell malignancies. 
This study was performed to establish single polymerase chain reaction (PCR) methods for the detection 
of IgH gene rearrangements in formalin-fixed, paraffin-embedded tissue of patients with B cell lymphoma 
and determine the type of JH segments used.
Methods: We obtained formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections of 44 patients diagnosed with 
B cell lymphoma at Ajou University Hospital from January 2005 to January 2007 and reviewed medical 
records retrospectively. After the extraction of DNA, PCR was performed using VH3 and JHPST primers 
to detect the third complementarity determining region (CDR3) gene of IgH. Sequence analysis of the 
PCR products was also done in 23 patients.
Results: The CDR3 gene rearrangements were detected in 26 (59%) out of 44 patients with B cell 
lymphoma. Sequence analysis of the amplified CDR3 gene was successful in 16 (70%) of 23 patients. 
JH3, JH4, JH5, and JH6 segments were used for CDR3 gene rearrangements in 3 (25%), 4 (33%), 1 
(8%), and 4 (33%) patients with diffuse large B cell lymphoma, respectively.
Conclusion: Although there are some limitations due to a low sensitivity less than 60%, single PCR 
using consensus primers could be an effective tool for the detection of CDR3 gene rearrangements in 
routine laboratory settings. Furthermore, sequence analysis of the CDR3 PCR products will provide basic 
information necessary for further studies. (Korean J Hematol 2007;42:361-366.)
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서      론

  악성 림프계 질환의 98% 이상에서 면역글로불린 혹

은 T세포 수용체 유전자의 클론성 재배열을 보인다.
1) 

B세포 악성 종양은 한 가지 종류의 면역글로불린 유전

자 재배열을 보이는 단클론성 B세포로 이루어져 있는

데, 이와 달리 다클론성 B세포는 수십만 가지의 서로 

다른 면역글로불린 유전자 재배열을 보인다. 각각의 

면역글로불린 유전자 재배열은 variable (V), diversity 

(D), joining (J) 영역 유전자 분절의 재조합에 의해 일

어난다.
2,3)

 이러한 유전자 재배열의 다양성은 재조합 

과정에서 불특정 염기가 추가되기도 하고 삭제되기도 

하는 the third complementarity determining region 

(CDR3)에서 가장 뚜렷하다. 결과적으로 특유의 CDR3 

염기서열은 각각의 악성 B세포 클론의 분자적 특성을 

결정한다. 이 CDR3 염기서열의 검출은 B세포 악성 종

양의 진단이나 치료 후 추적관찰에 사용될 수 있고, 특

히 최소잔류질환(minimal residual disease)의 존재 여부

에 대한 확증이 될 수 있다.
4)

  분자생물학적으로 클론성을 확인하기 위한 검사로

는 Southern blot이 표준방법이지만 오랜 시간과 고도

의 기술이 필요하고, 고품질의 DNA가 다량 필요하다

는 단점 때문에 널리 사용되지 않는다.
5)
 반면에 중합

효소연쇄반응법(polymerase chain reaction, PCR)은 시

간이 적게 들고 소량의 DNA를 필요로 하며 DNA의 

질이 조금 떨어져도 검사가 가능하기 때문에 파라핀 

조직처럼 보관된 검체를 사용할 수 있다는 장점이 있

다.
6)

  저자들은 일반 검사실에서 쉽게 적용할 수 있도록 

파라핀 조직에서 CDR3 유전자 재배열 검출 방법을 확

립하고, B세포 림프종에서 최소잔류질환 검출을 위한 

기초자료로 활용하기 위해 중합효소연쇄반응법을 이

용하여 CDR3 유전자 재배열 양성률을 구하고자 하였

다. 또한 각 환자의 CDR3 유전자 염기서열을 분석하

여 JH 유전자형의 분포를 알아 보고, 클론 특이 시발체

(clone specific primer)의 제작을 위한 기초자료로 사용

하고자 하였다.

대상 및 방법

1. 환자 및 DNA 추출

  2005년 1월부터 2007년 1월까지 25개월 동안 아주

대병원에서 B세포 림프종으로 진단된 환자 44명을 대

상으로 보관되어 있던 파라핀 조직을 4μm 두께로 잘

라 슬라이드에 붙여서 DNA를 추출하였다. 본 연구는 

아주대병원 의학연구윤리심의위원회(institutional re-

view board)의 승인을 받고 환자의 동의서를 받아 진행

하였다. DNA 추출 부위는 림프종 세포가 90% 이상인 

부위를 병리학 전문의 1인이 현미경으로 확인하여 선

택하였고, 추출 방법은 다음과 같았다. 크실렌(xylene)

을 슬라이드가 덮일 정도로 올려주고 5분간 방치한 후 

75% 에탄올로 세척하여 공기 중에 건조시켰다. 

Proteinase K 용액(1×SSCE 90μL+10% SDS 10μ

L+2.5μg/μL proteinase K 0.8μL)을 조직 위에 올려

놓고 yellow tip의 끝으로 조직을 긁어서 micro-

centrifuge tube로 옮기고 55
o
C에서 2시간 항온하였다. 

이것을 다시 98
o
C, 15분 항온하여 proteinase K를 불활

성화시킨 후 얼음에 넣어 식히고, QIAquick PCR puri-

fication kit (QIAGEN sciences, Maryland, USA)를 사용

하여 DNA를 정제하였다. 필요한 경우 proteinase K 처

리 후 󰠏20oC에 보관하였다가 사용하였다.
7)

2. 중합효소연쇄반응법

  추출한 DNA에서 면역글로불린 중쇄유전자 재조합 

부위 즉, CDR3 유전자를 증폭하기 위해 V 영역에 해

당하는 VH3 시발체(5’-ACACGGCCGTATATTACTGT- 

3’)와 J 영역에 해당하는 JHPST 시발체(5’-ACCTGC-

AGGAGACGGTGACC-3’)를 사용하여 중합효소연쇄

반응법을 시행하였다. 반응액은 AccuPowerⓇ Hotstart 
PCR Premix solution (바이오니아, 대한민국)을 사용하

였고, 최종 반응액의 부피는 20μL였다. 반응조건은 

우선 hotstart Taq을 활성화하기 위해 95oC 15분 항온

한 후 94oC 15초, 55oC 15초, 72oC 45초로 50회 반복하

였다. 중합효소연쇄반응 장비는 MyGenie32 Thermal 

Block (바이오니아, 대한민국)을 사용하였고, 증폭 산

물은 ethidium bromide가 첨가된 2% agarose gel로 

100V, 25∼30분 동안 전기영동한 후 UV 투과조명기

(transilluminator)에서 띠(band) 유무를 관찰하였다. 70

∼150bp 크기의 뚜렷한 띠가 한 개 또는 두 개 보이는 

경우를 양성으로 판정하였다. 양성 대조는 염기서열 

분석으로 IgH 유전자 재배열 양성이 증명된 B세포 림

프종 DNA를 사용하였고, 음성 대조는 정상 헌혈자의 

말초혈액 단핵구 DNA를 사용하였다.

3. Sequencing

  CDR3 유전자의 염기서열을 알기 위해 70∼150bp 

크기의 뚜렷한 띠 한 개를 보인 중합효소연쇄반응법의 
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Fig. 1. 2% agarose gel electro-
phoresis of the PCR product 
amplified for CDR3 gene. M, 
size marker (100bp ladder); 1, 
positive control; 2∼4, positive 
samples; 5∼7, positive sam-
ples with one or more non-
specific bands; 8, negative con-
trol; 9, negative sample.

Table 1. Results of single PCR for the detection of CDR3 
gene rearrangement in patients with B cell lymphoma

Diagnosis Positive Negative Detection rate (%)

DLBCL 20 13  61
MZL  3  3  50
FL  1  2  33
Burkitt lymphoma  2  0 100

Total 26 18  59

Abbreviations: DLBCL, diffuse large B cell lymphoma; MZL,
marginal zone B cell lymphoma; FL, follicular lymphoma.

Table 2. Frequencies of JH segment used for CDR3 gene
rearrangement in patients with B cell lymphoma

Diagnosis JH3 JH4 JH5 JH6

DLBCL 3 4 1 4
MZL 1 2 0 0
FL 0 1 0 0

산물 23개의 염기서열 분석을 외부 기관(마크로젠, 한

국)에 의뢰하였고, 검사방법을 요약하면 다음과 같다. 

ABI PRISM BigDye
TM
 terminator cycle sequencing kit 

(Applied Biosystems, USA)와 VH3 시발체를 사용하여 

PTC-225 Peltier thermal cycler (MJ Research Inc., 

Canada)로 중합효소연쇄반응법을 시행한 후 에탄올로 

정제하였다. 정제된 중합효소연쇄반응 산물을 3차 증

류수에 녹인 후 ABI PRISM 3730XL Analyzer (Applied 

Biosystems, USA)로 분석하였다.

결      과

1. 중합효소연쇄반응법을 이용한 CDR3 유전자 

재배열 검출

  44명의 환자 중 광범위B대세포림프종(diffuse large 

B cell lymphoma, DLBCL) 33명, 변연부B세포림프종

(marginal zone B cell lymphoma, MZL) 6명, 여포림프

종(follicular lymphoma, FL) 3명, 버킷림프종(Burkitt 

lymphoma) 2명이었고, 평균연령은 54±15.3세, 남녀 

비는 1.3：1이었다. 조직의 종류는 림프절 26예, 편도 

3예, 대장 3예, 소장 2예, 연부조직 2예, 뇌 2예였고, 흉

막, 위, 폐, 유방, 이하선, 갑상선이 각각 1예씩이었다.  

  증폭산물의 크기는 70∼150bp였고, 44명의 환자 중 

26명(59%)에서 CDR3 유전자 재배열이 검출되었다

(Table 1, Fig. 1). CDR3 유전자에 해당하는 한 개의 띠

만 보인 경우는 25예, 두 개의 띠를 보인 경우는 1예였

고, 넓은 띠를 보여 음성으로 판독된 경우는 18예였다. 

CDR3 유전자 재배열 양성인 26예 중 9예(35%)에서는 

크기가 300bp 이상인 비특이 띠가 한 개 이상 추가로 

관찰되었다.

2. CDR3 염기서열 분석

  염기서열 분석을 시행한 23예 중 16예(70%)에서만 

CDR3 영역의 염기서열 결과를 얻을 수 있었고, CDR3 

유전자 재배열에 사용된 JH segment의 분포는 Table 2

와 같았다. 

고      찰

  여포림프종 환자에서 자가 골수 이식 후 골수에서 

bcl-2 재배열 중합효소연쇄반응 음성 여부는 환자의 

예후를 예측하는 데 중요하다.8-10) 또한 비호지킨 림프

종에서 면역글로불린 재배열이 중합효소연쇄반응법으

로 음성이면 자가 골수 이식 후 재발을 줄일 수 있다고 

알려져 있다.11) 국내에서는 Park 등이 8종의 시발체를 

사용하여 소아 급성림프구성백혈병 진단 시 30예 중 

28예(93.3%)에서 IgH 유전자 재배열을 검출하였고, 완

전관해 시 IgH 유전자 재배열이 검출된 환자의 26%가 

재발하거나 사망하였으며, IgH 유전자 재배열이 검출

되지 않은 환자에서는 7.1%만 재발하였다고 보고하였

다.12) 또한 Cho 등은 35명의 B세포 림프종 환자를 대상으

로 FR3A-LJH/VLJH 시발체를 이용한 semi-nested PCR을 
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시행하여 35명 전원(100%)에서 IgH 유전자 재배열을 

검출하였다.
13)

  IgH 유전자 재배열은 CDR3 영역을 증폭시키는 여

러 종류의 시발체를 이용하였을 때 예민도가 56∼97%

로 매우 다양한데, 이러한 차이는 중합효소연쇄반응의 

결과가 림프종의 조직 유형과 시발체에 따라 예민도가 

달라질 뿐 아니라 조직의 두께, 고정액의 종류, 조직 

고정 시간, proteinase K 처리 시간, 조직의 분석전 보관 

기간, 중합효소연쇄반응 억제인자의 존재 등에 따라 

영향을 받기 때문이다.
6,13,14)

 또한 파라핀 블록의 보관 

기간이 2년 미만인 경우 가장 좋은 결과를 얻을 수 있

으므로,
15)
 본 연구에서도 보관 기간 2년 내외의 조직만 

사용하였다.

  VH 공통 시발체와 JH 공통 시발체를 사용한 CDR3 

중합효소연쇄반응 산물의 크기는 일반적으로 80∼
120bp이다.

11)
 비호지킨 림프종 검체에서 추출한 DNA

는 단클론성인 암세포 DNA뿐만 아니라 다클론성 정

상 B세포 DNA도 포함하고 있는 경우가 많고, 공통 시

발체를 사용할 경우 동시에 증폭될 수 있다. 이렇게 오

염된 정상 B세포의 중합효소연쇄반응 산물은 염기서

열 분석을 할 때 중대한 영향을 줄 수 있다.
16)
 정확한 

염기서열을 아는 것이 클론 특이 시발체와 탐색자

(probe)를 디자인하는 데 필수적이지만, 단클론성 CDR3 

DNA와 오염되어 있는 다클론성 CDR3 DNA를 분리하

는 것이 어려운 경우가 많다.
17)
 본 연구에서도 2예에서 

단클론성 띠 외에 다클론성 띠가 함께 관찰되었다. 또

한 뚜렷한 한 개의 띠가 관찰되어 외부 검사기관으로 

염기서열 분석을 의뢰한 23예 중 16예만 성공적으로 

염기서열을 확인할 수 있었던 것으로 보아 다클론성 

띠의 존재는 더 빈번한 것으로 추측할 수 있다.

  T세포 림프종에서 면역글로불린 유전자 재배열이 

있거나 B세포 림프종에서 T세포 수용체 유전자 재배

열이 있는 것을 lineage infidelity 또는 lineage pro-

miscuity라고 한다. T세포 림프종이나 백혈병에서 면역

글로불린 유전자 재배열 양성률은 Southern blot으로 

검사했을 때 약 30%, 중합효소연쇄반응법으로 검사했

을 때 약 40%에 달한다. 저자들도 T세포 림프종/백혈

병 환자 5명 중 3명(60%), 만성골수증식성질환 환자 

2명 중 1명(50%)에서 IgH 유전자 재배열을 검출할 수 

있었으나, 정상 헌혈자 5명은 모두 음성이었다(미제시 

자료). 즉, IgH 유전자 재배열 유무는 질환의 clonality

를 결정하는 데 도움을 줄 수 있지만, lineage를 결정하

는 데는 오히려 혼란을 줄 수 있음을 명심해야 한다.

  또한, 조직에 B세포가 너무 적게 포함되어 있는 경

우 이 세포의 유전자가 중합효소연쇄반응에 의해 증폭

되어 하나 혹은 소수의 띠로 관찰될 수 있는데 이를 

pseudoclonality 혹은 oligoclonality라 부르고, 위양성의 

원인이 될 수 있다.
6,18)

 본 연구에서는 B세포 림프종 진

단 당시의 조직으로 90% 이상의 림프종 세포가 관찰되

는 부위에서 DNA를 추출하였기 때문에 pseudoclon-

ality의 가능성은 배제할 수 있으리라 생각한다. 그러

나, T세포 림프종이나 T세포 백혈병처럼 B세포가 감

소되어 있는 경우는 결과 해석 시 주의가 필요하다.

  비특이 띠는 시발체가 비특이적인 부위에 가서 부착

하여 생기거나 germline fragment가 증폭되어 생길 수 

있다. 본 연구에서도 9예에서 비특이 띠가 관찰되었지

만 띠 크기의 범위가 CDR3 특이 띠와 완전히 달라서 

결과를 해석하는 데 영향을 주지는 않았다.

  위음성의 원인으로는 공통 시발체(consensus primer)

의 사용이나 somatic hypermutation으로 인한 시발체의 

부착 오류, 정상 다클론성 B세포의 오염으로 인한 예

민도 저하 등이 있다. 세 종류의 FR 유전자에 해당하

는 표준화된 시발체를 복합하여 multiplex PCR을 하면 

시발체 부착 부위의 somatic hypermutation으로 인한 

위음성률을 크게 낮출 수 있다. 유럽의 BIOMED-II는 

표준화된 중합효소연쇄반응법의 프로토콜을 제안하였

는데, 총 21종의 시발체를 이용한 multiplex PCR을 시

행함에 있어 최종 부피를 50μL, template DNA의 양을 

100ng 사용할 것을 권장하였고 중합효소연쇄반응 용

액의 조성, 반응조건에 대해서도 상세히 기술하였다.
6)

  면역글로불린 재조합에 사용되는 JH segment는 정

상 B세포에서는 JH4가 가장 흔하고, FL에서는 JH6가 

가장 흔한 것으로 알려져 있는데,
19)
 JH4：JH5：JH6 

비율이 정상 B세포에서는 41：7：38%,
20)
 외투세포림

프종(mantle cell lymphoma, MCL)에서는 25：19：

39%,
21)
 FL에서는 15：8：70%

22)
였다. 본 연구에서는 

DLBCL에서 JH4：JH5：JH6 비율이 33：8：33%로 정

상 B세포나 MCL과 유사하였고, MZL, FL, Burkitt lym-

phoma는 증례 수가 너무 적어 알 수 없었다. 흥미로운 

것은 DLBCL에서 JH3 비율이 25%로 높아서 림프종 분

류 혹은 인종 간에 차이가 있을 가능성을 시사하였으

나, 본 연구의 대상 환자 수가 적어서 단정지어 말할 

수 없다. 그러므로, 여러 기관이 참여하여 증례 수를 

늘리고, JH segment 분포에 따른 혈액병리적 특징, 임

상적 특징, 예후 등의 차이가 있는지에 관한 추가적인 

연구가 필요할 것으로 생각한다.

  결론적으로, 공통 시발체를 사용한 단일 중합효소연

쇄반응법을 이용하여 B세포 림프종 환자의 파라핀 조
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직에서 면역글로불린 중쇄 유전자 재배열(CDR3)을 

쉽게 검출할 수 있었고, 그 산물의 염기서열을 분석하

여 각 환자의 특징적인 CDR3 염기서열 및 재배열에 

사용된 JH segment의 종류를 알 수 있었다. 그러나, 약 

60%의 환자에서만 중합효소연쇄반응 양성으로 나오

는 제한점이 있으므로 BIOMED-II의 권장안처럼 시발

체의 종류를 늘리면 검출률을 높일 수 있으리라 생각

한다. 

요      약

  배경: 면역글로불린 중쇄 유전자 재배열은 림프종, 

백혈병, 다발성 골수종과 같은 악성 B세포 질환에서 

최소잔류질환을 검출하는 데 뿐만 아니라 질환의 클론

성을 결정할 때 유용하다. 본 연구에서는 B세포 림프

종 환자의 파라핀 조직에서 면역글로불린 중쇄 유전자 

재배열 검출을 위한 단일 중합효소연쇄반응법을 확립

하고, CDR3 유전자 염기서열을 분석하여 재배열에 사

용된 JH segment의 종류를 알아보고자 하였다.

  방법: 2005년 1월부터 2007년 1월까지 아주대병원

에서 B세포 림프종으로 진단된 환자 44명으로부터 얻

은 파라핀 조직을 대상으로 하였고, 각 환자의 의무기

록은 후향적으로 검토되었다. 조직 절편으로부터 DNA

를 추출한 후 면역글로불린 중쇄 유전자의 CDR3 영역

을 증폭할 수 있는 VH3 및 JHPST 시발체를 사용하여 

단일 중합효소연쇄반응법을 시행하였다. 또한 23명의 

환자에 대해서는 중합효소연쇄반응 산물의 염기서열 

분석을 실시하였다.

  결과: B세포 림프종 환자 44명 중 26명(59%)에서 면

역글로불린 중쇄 유전자(CDR3) 재배열을 검출하였다. 

염기서열 분석을 실시한 23명 중 16명(70%)에서만 증

폭된 CDR3 유전자 염기서열을 알 수 있었고, 재배열

에 사용된 JH segment의 종류를 분류할 수 있었다. 

DLBCL 환자에서 JH3, JH4, JH5, JH6가 각각 3명

(25%), 4명(33%), 1명(8%), 4명(33%)에서 나왔다.

  결론: 60% 이하의 양성률을 보이는 낮은 예민도 때

문에 제한점이 있기는 하지만 공통 시발체를 사용한 

단일 중합효소연쇄반응법은 일반적인 임상검사실에서 

CDR3 유전자 재배열 검출을 위한 검사로서 유용하게 

쓰일 수 있다. 또한 CDR3 유전자의 염기서열 분석을 

함으로써 추후 연구의 기초 자료로 활용할 수 있을 것

으로 기대된다.
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