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명 세 서

청구범위

청구항 1 

구강암 진단 예측을 위한 유전자조합 발굴 방법에 있어서,

MMP1, SOCS3, ACOX1, RUNX2, MTERFD2, FAP, MTAP, LAMB1, RYK, ESD, FCER1A, C10orf128 및 MARVELD3로 구성되

는 유전자군에서 선택되는 3종의 유전자를 포함하여 구성되는 적어도 하나 이상의 유전자조합을 포함하는 유전

자조합 후보군을 구성하는 단계;

상기  유전자조합  후보군을  구성하는  유전자조합  후보에  대하여,  하기  식  1에  따라  각  유전자의  발현을

계산하고, 상기 유전자조합 후보군의 민감도, 특이도 및 정확도를 검증하는 단계; 및 

상기 단계에서 검증된 유전자조합 후보군에 대하여, 구강암 발병 환자군과 정상군에서 상기 유전자조합 후보군

의 발현 패턴을 비교하여 오분류율(OOB error)이 낮은 유전자조합을 구강암 진단 예측 능력이 우수한 유전자조

합으로 판정하는 단계를 포함하는, 구강암 진단 예측을 위한 유전자조합 발굴 방법:

[식 1]

유전자조합의 발현= w1g1 + w2g2 + w3g3 

상기 식에서,

w1, w2, w3 는 유전자들의 가중치이며, 

g1, g2, g3는 유전자들의 발현양을 나타낸다.

청구항 2 

제1항에 있어서,

유전자조합 후보군을 구성하는 단계는 유전자군을 구성하는 개별 유전자에 대하여, 오분류율(OOB error)과 독립

적인 t-검정을 실행하여 예측력과 유의성여부를 판단하고, 예측력이 가장 높은 유전자와 유의성이 높은 유전자

를 각각 채택하고, 나머지 2종의 유전자들을 임의로 채택하여 3종의 유전자조합을 구성하는 것인, 구강암 진단

예측을 위한 유전자조합 발굴 방법.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서,

유전자조합은 MMP1+SOCS3+ACOX1 조합, 또는 MMP1+RUNX2+MTERFD2 조합 중 어느 하나인 구강암 진단 예측을 위한

유전자조합 발굴 방법.

청구항 4 

구강암과 전암병소(dysplasia)의 분류 진단 예측을 위한 유전자조합 발굴 방법에 있어서,

PTPRJ, NEK6, SLC44A1, FAM176A 및 KLHL8로 구성되는 유전자군에서 선택되는 3종의 유전자를 포함하여 구성되는

적어도 하나 이상의 유전자조합을 포함하는 유전자조합 후보군을 구성하는 단계;

상기  유전자조합  후보군을  구성하는  유전자조합  후보에  대하여,  하기  식  1에  따라  각  유전자의  발현을

계산하고, 상기 유전자조합 후보군의 민감도, 특이도, 정확도를 검증하는 단계; 및 
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상기 단계에서 검증된 유전자조합 후보군에 대하여, 구강암 발병 환자군과 전암병소군에서 상기 유전자조합 후

보군의 발현 패턴을 비교하여 오분류율(OOB error)이 낮은 유전자조합을 구강암과 전암병소의 분류 진단 예측

능력이 우수한 유전자조합으로 판정하는 단계를 포함하는, 구강암과 전암병소의 분류 진단 예측을 위한 유전자

조합 발굴 방법:

[식 1]

유전자조합의 발현= w1g1 + w2g2 + w3g3 

상기 식에서,

w1, w2, w3 는 유전자들의 가중치이며, 

g1, g2, g3는 유전자들의 발현양을 나타낸다.

청구항 5 

제4항에 있어서,

유전자조합 후보군을 구성하는 단계는 유전자군을 구성하는 개별 유전자에 대하여, 오분류율(OOB error)과 독립

적인 t-검정을 실행하여 예측력과 유의성여부를 판단하고, 예측력이 가장 높은 유전자와 유의성이 높은 유전자

를 각각 채택하고, 나머지 2종의 유전자들을 임의로 채택하여 3종의 유전자조합을 구성하는 것인, 구강암과 전

암병소의 분류 진단 예측을 위한 유전자조합 발굴 방법.

청구항 6 

제4항 또는 제5항에 있어서,

유전자조합은 EVA1A+NEK6+KLHL8 조합을 포함하는 구강암과 전암병소의 분류 진단 예측을 위한 유전자조합 발굴

방법.

청구항 7 

구강암으로 진단된 대상의 암세포를 포함하는 생물학적 샘플에서,

APLP2, MFN2,  IGF1, PTP4A1,  RELA,  ZFAND3, SLC7A6, TAF6, HEATR1, CTTN, CDC27, LGMN, RNF139, RAB3GAP2,

ZMYND10, ARL3, COMMD8, CEP68 및 L3MBTL로 이루어진 군에서 선택된 2 이상의 유전자 발현 패턴을 측정하는 단

계; 

상기 단계에서 결정된 유전자 발현 패턴과 림프절 전이 여부에 대해 기설정된 유전자 발현 패턴을 비교하여 림

프절 전이 여부를 진단 예측하는 단계를 포함하는, 구강암으로 진단된 대상에서 림프절 전이를 진단 예측하는

방법. 

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 림프절 전이 또는 구강암 진단에 특이적인 유전자조합을 복합적으로 사용하여 진단 능력을 높일 수[0001]

있는 림프절 전이 또는 구강암 진단용 유전자 발굴 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

림프절 전이는 구강암의 중요한 예후인자이며, 림프절 전이가 있는 환자들은 림프절 전이가 없는 환자들에 비해[0002]

예후가 안 좋은 것으로 알려져 있다. 림프절 전이가 있는 환자들의 5년 생존율은 25-40%인데 반해, 림프절 전이
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가 없는 환자들의 생존율은 90% 정도에 이른다.

림프절 전이는 치료방법을 결정하는데 중요한 요인인데, 림프절 전이를 정확하게 진단하는 것이 어려워서 많은[0003]

환자들이 적절하지 못한 치료를 받기도 한다. 그러나 림프절 전이를 예측하는 바이오마커의 부족으로 부정확한

진단으로 환자들의 예후가 안 좋은 경우가 발생하고 있다. 따라서 림프절 전이를 정확하게 진단할 수 있는 바이

오마커의 선별이 필요하다.

또한, 유전체학의 추세는 의미 있는 개별적인 유전자 선별보다는 연관성이 있는 유전자 셋(set)을 선별하려는[0004]

경향을 보여오고 있다. 더군다나 유전자의 조합이 특이 암환자의 분류를 더 정확히 한다고 알려졌다. 따라서 구

강암의 조기진단을 위해서도 유전자조합에 의한 바이오마커 선별이 필요하다.

선행기술문헌

비특허문헌

(비특허문헌 0001)   Chen et al. Biomarkers Prev. 17 (2008) pp. 2152-2162 [0005]

(비특허문헌 0002)   Ye et al. BMC Genomics 9(2008) pp. 69 

(비특허문헌 0003)   Pyeon et al. Cancer Res, 67(2007) 4605-4619 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 구강암 진단에 특이적인 바이오마커를 복합적으로 사용함으로써 유전자조합에 의한 구강암 진[0006]

단 능력을 높인 구강암 진단용 유전자 발굴 방법을 제공하는 것이다. 

본 발명의 다른 목적은 구강암과 전암병소 진단에 특이적인 바이오마커를 복합적으로 사용함으로써 유전자조합[0007]

에 의한 구강암과 전암병소 진단 능력을 높인 구강암과 전암병소 진단용 유전자 발굴 방법을 제공하는 것이다. 

본 발명의 또 다른 목적은 림프절 전이 진단에 특이적인 바이오마커를 이용하여 구강암에서 림프절 전이를 진단[0008]

예측하는 방법을 제공하는 것이다. 

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 구강암 진단 예측을 위한 유전자조합 발굴 방법에 있어서, [0009]

MMP1, SOCS3, ACOX1, RUNX2, MTERFD2, FAP, MTAP, LAMB1, RYK, ESD, FCER1A, C10orf128 및 MARVELD3로 구성되[0010]

는 유전자군에서 선택되는 3종의 유전자를 포함하여 구성되는 적어도 하나 이상의 유전자조합을 포함하는 유전

자조합 후보군을 구성하는 단계;

상기  유전자조합  후보군을  구성하는  유전자조합  후보에  대하여,  하기  식  1에  따라  각  유전자의  발현을[0011]

계산하고, 상기 유전자조합 후보군의 민감도, 특이도 및 정확도를 검증하는 단계; 및 

상기 단계에서 검증된 유전자조합 후보군에 대하여, 구강암 발병 환자군과 정상군에서 상기 유전자조합 후보군[0012]

의 발현 패턴을 비교하여 오분류율(OOB error)이 낮은 유전자조합을 구강암 진단 예측 능력이 우수한 유전자조

합으로 판정하는 단계를 포함하는, 구강암 진단 예측을 위한 유전자조합 발굴 방법을 제공한다:

[식 1][0013]

유전자조합의 발현= w1g1 + w2g2 + w3g3 [0014]

상기 식에서,[0015]

w1, w2, w3 는 유전자들의 가중치이며, [0016]
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g1, g2, g3는 유전자들의 발현량을 나타낸다.[0017]

본 발명은 또한 구강암과 전암병소(dysplasia)의 분류 진단 예측을 위한 유전자조합 발굴 방법에 있어서,[0018]

PTPRJ, NEK6, SLC44A1, FAM176A 및 KLHL8로 구성되는 유전자군에서 선택되는 3종의 유전자를 포함하여 구성되는[0019]

적어도 하나 이상의 유전자조합을 포함하는 유전자조합 후보군을 구성하는 단계;

상기  유전자조합  후보군을  구성하는  유전자조합  후보에  대하여,  상기  식  1에  따라  각  유전자의  발현을[0020]

계산하고, 상기 유전자조합 후보군의 민감도, 특이도, 정확도를 검증하는 단계; 및 

상기 단계에서 검증된 유전자조합 후보군에 대하여, 구강암 발병 환자군과 전암병소군에서 상기 유전자조합 후[0021]

보군의 발현 패턴을 비교하여 오분류율(OOB error)이 낮은 유전자조합을 구강암과 전암병소의 분류 진단 예측

능력이 우수한 유전자조합으로 판정하는 단계를 포함하는, 구강암과 전암병소의 분류 진단 예측을 위한 유전자

조합 발굴 방법을 제공한다. 

본 발명은 또한 구강암으로 진단된 대상의 암세포를 포함하는 생물학적 샘플에서,[0022]

APLP2, MFN2,  IGF1, PTP4A1,  RELA,  ZFAND3, SLC7A6, TAF6, HEATR1, CTTN, CDC27, LGMN, RNF139, RAB3GAP2,[0023]

ZMYND10, ARL3, COMMD8, CEP68 및 L3MBTL로 이루어진 군에서 선택된 2 이상의 유전자 발현 패턴을 측정하는 단

계; 

상기 단계에서 결정된 유전자 발현 패턴과 림프절 전이 여부에 대해 기설정된 유전자 발현 패턴을 비교하여 림[0024]

프절 전이 여부를 진단 예측하는 단계를 포함하는, 구강암으로 진단된 대상에서 림프절 전이를 진단 예측하는

방법을 제공한다. 

발명의 효과

본 발명은 구강암 진단에 특이적인 바이오마커를 복합적으로 사용하여 유전자조합을 통해 구강암, 구강암과 전[0025]

암병소의 진단 예측 능력을 높일 수 있다.

또한, 본 발명은 구강암 진단 환자에서 바이오마커 발현 패턴을 비교함으로써 림프절 전이 여부를 진단 예측할[0026]

수 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 구강암 진단 예측을 위한 유전자조합을 생성하기 위한 유전자 셋의 선별 과정을 도시한 것이다.[0027]

도 2는 구강암 진단 예측을 위한 유전자의 유의미성과 예측력 간의 관계를 도시한 것이다.

도 3은 구강암 진단 예측을 위한 유전자조합의 구성 유전자 개수에 따른 오분류율을 나타낸 것이다.

도 4는 구강암 진단 예측을 위한 데이터 셋 GSE6791에서 유전자조합 3개의 발현패턴 비교 결과로, (A)는 MMP1,

SOCS3, ACOX1 조합, (B)는 FAP, MTAP, C10orf128 조합, (C)는 MMP1, RUNX2, MTERFD2 조합의 결과이다. 여기서,

CN은 자궁경부암의 정상군, CC는 자궁경부암의 암환자, HNN은 두경부암의 정상군, HCC은 두경부암의 암환자를

의미한다.

도 5는 구강암 진단 예측을 위한 조합된 유전자를 이용한 전암병소단계와 암환자간의 발현패턴 비교 결과이다.

도 6은 림프절 전이 진단 예측을 위한 공용 데이터베이스에서 확보된 데이터 셋의 처리 과정을 도시한 것이다.

도 7은 림프절 전이 여부에 따른 유전자 발현 패턴 비교 결과이다.

도 8은 림프절 전이 진단 예측을 위한 2개의 데이터 셋에서 선별된 유전자 셋의 발현패턴을 비교한 결과이다.

도 9는 림프절 전이 진단 예측을 위한 병합된 데이터 셋에서 선별한 유전자를 검증용 데이터에서 발현패턴을 확
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인한 결과이다.

도 10은 림프절 전이 진단 예측을 위한 각 데이터 셋에서 선별된 유전자의 분류정확성을 비교하기 위한 OOB

error 비교 결과이다. 

도 11은 림프절 전이 진단 예측을 위한 각 데이터 셋에서 선별된 유전자 셋의 다른 데이터 셋에서의 일치도 비

교 결과이다.

도  12는  림프절  전이  진단  예측을  위한  병합된  데이터  셋에서  선별된  유전자들의  발현패턴을  보여주는

결과이다.

도 13은 림프절 전이 진단 예측을 위한 MFN2와 CTTN, ZFAND3와 SLC7A6과의 상관관계, MAPK7과 ARL3, LGMN과의

상관관계를 보여주는 유전자 발현패턴이다.

도 14 내지 17은 림프절 전이 진단 예측을 위한 선별된 유전자들의 전체 염색체 상에서의 분포된 발현패턴을 나

타낸 것이다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명의 구성을 구체적으로 설명한다.[0028]

본 발명은 구강암 진단 예측을 위한 유전자조합 발굴 방법에 있어서,[0029]

MMP1, SOCS3, ACOX1, RUNX2, MTERFD2, FAP, MTAP, LAMB1, RYK, ESD, FCER1A, C10orf128 및 MARVELD3로 구성되[0030]

는 유전자군에서 선택되는 3종의 유전자를 포함하여 구성되는 적어도 하나 이상의 유전자조합을 포함하는 유전

자조합 후보군을 구성하는 단계;

상기  유전자조합  후보군을  구성하는  유전자조합  후보에  대하여,  하기  식  1에  따라  각  유전자의  발현을[0031]

계산하고, 상기 유전자조합 후보군의 민감도, 특이도 및 정확도를 검증하는 단계; 및 

상기 단계에서 검증된 유전자조합 후보군에 대하여, 구강암 발병 환자군과 정상군에서 상기 유전자조합 후보군[0032]

의 발현 패턴을 비교하여 오분류율(OOB error)이 낮은 유전자조합을 구강암 진단 예측 능력이 우수한 유전자조

합으로 판정하는 단계를 포함하는, 구강암 진단 예측을 위한 유전자조합 발굴 방법에 관한 것이다:

[식 1][0033]

유전자조합의 발현= w1g1 + w2g2 + w3g3 [0034]

상기 식에서,[0035]

w1, w2, w3 는 유전자들의 가중치이며, [0036]

g1, g2, g3는 유전자들의 발현량을 나타낸다.[0037]

본 발명은 또한 구강암과 전암병소(dysplasia)의 분류 진단 예측을 위한 유전자조합 발굴 방법에 있어서,[0039]

PTPRJ, NEK6, SLC44A1, FAM176A 및 KLHL8로 구성되는 유전자군에서 선택되는 3종의 유전자를 포함하여 구성되는[0040]

적어도 하나 이상의 유전자조합을 포함하는 유전자조합 후보군을 구성하는 단계;

상기  유전자조합  후보군을  구성하는  유전자조합  후보에  대하여,  상기  식  1에  따라  각  유전자의  발현을[0041]

계산하고, 상기 유전자조합 후보군의 민감도, 특이도, 정확도를 검증하는 단계; 및 

상기 단계에서 검증된 유전자조합 후보군에 대하여, 구강암 발병 환자군과 전암병소군에서 상기 유전자조합 후[0042]

보군의 발현 패턴을 비교하여 오분류율(OOB error)이 낮은 유전자조합을 구강암과 전암병소의 분류 진단 예측

능력이 우수한 유전자조합으로 판정하는 단계를 포함하는, 구강암과 전암병소의 분류 진단 예측을 위한 유전자

조합 발굴 방법을 제공한다.

본 발명의 구강암 진단 예측을 위한 유전자조합 발굴 방법은 구강암의 조기진단의 진단 능력을 높이기 위한 것[0043]

으로, 우선, 구강암의 판별력을 향상시킬 수 있는 조합형 바이오마커를 선별하였다. 가장 정확한 분류력을 유지

하기 위해서 몇 개의 유전자를 조합하는 것이 가장 적절한지 결정하는 과정을 진행하고, 정해진 유전자 개수만
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큼 유의한 유전자를 선별하는 단계에서, 최초의 유전자는 가장 유의한 유전자를 선택하였고 추가되는 유전자는

조합하였을 때 가장 분류의 오류를 작게 하는 유전자를 선별하여 유전자 셋을 구성하였다. 미리 정해진 개수의

유전자 셋이 확보되면, 유전자조합을 정의하기 위한 각 유전자의 가중치를 계산하였다. 이를 위하여 주성분 분

석(PCA, Principal Component Analysis)을 사용하였다. 이 과정을 진행하기 위해 공용 마이크로어레이 데이터베

이스로부터 세 개의 데이터 셋을 확보하여 사용하였다. 이들은 유전자조합의 선별과 선별된 유전자조합의 검증

을 위하여 사용하였다. 검증을 위한 척도로는 오분류율을 나타내는 OOB error(out of bag error)를 사용하였다.

개별적으로 유의미한 유전자만이 분류의 정확성이 좋은 것은 아니므로, 본 발명자들은 유의미한 유전자와 유의

미하지 않은 유전자를 조합함으로써 높은 분류의 정확성을 보여주는 유전자조합을 찾을 수 있었다. 

본 발명의 구강암 진단 예측을 위한 유전자조합 발굴 방법을 단계별로 설명하면 다음과 같다.[0044]

제1단계는 공용 마이크로어레이 데이터베이스에서 3개의 데이터 셋을 확보하고, 두 개의 데이터 셋은 유전자조[0045]

합을 발굴하는데 사용하고, 나머지 데이터 셋은 발굴한 유전자조합을 검증하는데 사용한다.

유전자조합을 발굴하기 전에 조합할 유전자의 적정 수를 결정하기 위해 1 내지 5개의 유전자를 임의로 샘플링하[0046]

여 다음과 같이 오분류율(OOB error)을 계산한다.

(1) 동일한 데이터 셋에서 반복을 허용하여 n 개의 bootstrap samples {B1,B2,...,Bn} 을 추출한다.[0047]

(2)  추출된 표본 중  Bk  를  사용하여 Tree  classifier  Tk  를  생성하고 이를 사용하여  Bk  이외의 표본들을[0048]

prediction 한다. 이것을 out-of-bag(OOB) 표본(samples) 이라고 한다.

(3) 최종적인 예측력은 모든 bootstrap samples에 대한 out-of-bag estimators의 평균으로 하고, 이를 overall[0049]

classification error(OOB error) 라고 한다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 최적의 유전자조합 수는 3개인 것으로 확인되었다.  [0050]

유전자조합의 적정 수가 결정되면, 주성분분석(Principal Component Analysis, PCA)에 의해 각 유전자의 가중치[0051]

를 계산한다. PCA는 많은 요인을 포함하는 복잡한 데이터 셋에서 타당한 정보를 찾아내기 위해 사용할 수 있는

비모수적인 통계적 분석 방법으로, 상대적으로 적은 데이터 셋에서도 사용이 가능하다. 또한, PCA는 연관성이

있는 요인들을 서로 독립적인 요인으로 바꾸기 위하여 직교변환을 사용하는 방법으로, 직교변환에 의해 새로 생

성된 독립적인 요인을 주성분(Principal component, PC)라고 하며, 이것이 조합된 유전자가 된다. 

조합된 유전자의 발현은 상기 식 1과 같다.[0052]

조합된 유전자의 효율성은 민감도(sensitivity),  특이도(specificity), 정ㅎ확도(accuracy)에 의해 측정하고,[0053]

이는 프로그램 R(version 2.13.0)으로 작성할 수 있다.

유전자의 조합은 개별 유전자들에 대해 예측력과 유의성 여부를 확인하여 결정하고, 예측력은 OOB error로, 유[0054]

의성 여부는 독립적인 t-검정을 실행하여 확인한다.

확인 결과, 예측력이 가장 높은 유전자와 유의성 여부가 가장 높은 유전자를 제1유전자로 선정하고, 나머지 2개[0055]

의 유전자에 대해서는 임의로 선택하여 3종의 유전자로 구성된 유전자조합 후보를 결정한다.

각 유전자조합 후보들은 상술한 데이터베이스에서 확보한 검증용 데이터 셋에 대하여 민감도, 특이도, 정확도를[0056]

계산하여, 구강암 환자군와 정상군을, 전암병소와 구강암을 분류할 수 있는 유전자조합을 검증한다.

상기에서 검증된 유전자조합 후보군에 대하여 구강암 발병 환자군과 정상군, 구강암 발병 환자군과 전암병소군[0057]

에서, 상기 유전자조합 후보군의 발현 패턴을 비교하여 오분류율(OOB error)이 낮은 유전자조합을 구강암 진단

예측 능력이 우수한 유전자조합 또는 구강암과 전암병소의 분류 진단 예측 능력이 우수한 유전자조합이라 판정

한다.

본  발명에  따르면,  구강암  진단  예측  능력이  우수한  유전자조합은  MMP1+SOCS3+ACOX1  조합,  또는[0058]

MMP1+RUNX2+MTERFD2 조합일 수 있다.

본 발명에 따르면, 또는 구강암과 전암병소의 분류 진단 예측 능력이 우수한 유전자조합은 EVA1A+NEK6+KLHL8 조[0059]

합일 수 있다.

본 발명은 또한 구강암으로 진단된 대상의 암세포를 포함하는 생물학적 샘플에서,[0060]
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APLP2, MFN2,  IGF1, PTP4A1,  RELA,  ZFAND3, SLC7A6, TAF6, HEATR1, CTTN, CDC27, LGMN, RNF139, RAB3GAP2,[0061]

ZMYND10, ARL3, COMMD8, CEP68 및 L3MBTL로 이루어진 군에서 선택된 2 이상의 유전자 발현 패턴을 측정하는 단

계; 

상기 단계에서 결정된 유전자 발현 패턴과 림프절 전이 여부에 대해 기설정된 유전자 발현 패턴을 비교하여 림[0062]

프절 전이 여부를 진단 예측하는 단계를 포함하는, 구강암으로 진단된 대상에서 림프절 전이를 진단 예측하는

방법에 관한 것이다.

본 발명의 구강암으로 진단된 대상에서 림프절 전이를 진단 예측하는 방법에 따르면, 림프절 전이를 정확하게[0063]

진단하기 위해, 공용데이터베이스에서 림프절 전이와 관련된 마이크로어레이 데이터를 확보하여 림프절 전이 여

부를 예측하는데 활용할 수 있는 유전자를 선별하였다. 유전자 선별을 하기 위한 충분한 표본수를 확보하기 위

하여 확보한 데이터 셋을 병합하는 방법도 사용하였다. 선별된 유전자 셋은 공용데이터베이스에서 확보한 검증

용 데이터 셋을 사용하여 검증하였다. 검증에는 OOB error를 사용하였다. 병합한 데이터 셋에서 선별한 림프절

전이 관련 유전자 셋은 검증용 데이터 셋에서 림프절 전이 여부를 더욱 정확하게 분류함을 확인하였다.

본 발명은 기존의 림프절 전이 예측을 위한 연구 결과의 일치도가 상당히 낮았다. 이것은 각 연구의 결과는 실[0064]

험조건에 강하게 의존적이기 때문이다. 본 발명은 공용 마이크로어레이 데이터베이스에서 동일한 목적으로 실험

된 여러 개의 마이크로어레이 데이터를 확보하고, 이를 병합한 데이터를 사용함으로써 좀 더 안정적인 유전자

셋을 선별할 수 있었다.

본 발명의 구강암으로 진단된 대상에서 림프절 전이를 진단 예측하는 방법을 단계별로 설명하면 다음과 같다.[0065]

우선, 공용 마이크로어레이 데이터베이스에서 3개의 데이터 셋을 확보하고 림프절 전이와 관련된 유전자를 선별[0066]

하고, 선별된 유전자를 검증하는데 사용하였다.

독립적인 두 개의 데이터 셋으로부터 각각 림프절 전이와 관련된 유전자를 선별하기 위하여 Mann-Whitney  U[0067]

test를 사용하고, , 이들을 병합한 후 림프절 전이 관련 유전자를 선별하기 위하여 유전자 발현정보를 범주화한

값을 사용한다. 선별된 유전자 셋을 검증하기 위한 척도로는 OOB error와 다른 선별된 유전자들의 다른 셋에서

의 일치도를 사용한다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 2개의 데이터 셋에서 선별된 림프절 전이 관련 유전자들의 발현 패턴을 비교한[0068]

결과, 공통적으로 선별할 수 있는 유전자군이 발견되지 않아, 데이터 셋을 조합하여 유의한 유전자를 선별하였

다.

병합한 데이터 셋에서 림프절 전이 관련 유전자를 선별하고, 발현 패턴은 클러스터와 TreeView를 사용하여 탐색[0069]

한다.

선별된 유전자의 분류 정확성은 OOB error를 사용하여 비교하여 분류의 정확도와 안정성을 확인한다.[0070]

상기에서 정확도와 안정성이 우수한 유전자를 상술한 유전자 셋에서 OOB error를 사용하여 오류율이 낮은 유전[0071]

자를 선정한다.

상기에서 선별된 유전자들은 염색체상에서 발현 패턴을 탐색하고, 상술한 데이터 셋에서 검증한다.[0072]

본 발명에 따르면, APLP2,  MFN2, IGF1,  PTP4A1,  RELA, ZFAND3,  SLC7A6, TAF6, HEATR1, CTTN, CDC27, LGMN,[0073]

RNF139, RAB3GAP2, ZMYND10, ARL3, COMMD8, CEP68 및 L3MBTL로 이루어진 군에서 선택된 유전자들의 발현 패턴

을 비교하여 구강암에서 림프절 전이 여부를 진단 예측할 수 있다.

이하, 본 발명을 실시예에 의해 상세히 설명한다. 단, 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본 발명의[0074]

내용이 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다. 

<실시예 1> 구강암 진단[0075]

(데이터 확보)[0076]

본 연구를 위하여 공용 마이크로어레이 데이터베이스로부터 세 개의 데이터 셋을 확보하였다. 사용한 데이터 셋[0077]

은 표 1에 정리하였다. GSE30784 는 Chen et al. (Biomarkers Prev. 17 (2008) pp. 2152-2162)에 의해 발표되
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었고, 이것은 유전자조합을 찾는데 사용하였다. 다른 두 개의 데이터 셋은 발굴한 유전자조합을 검증하는데 사

용되었으며,  Ye  et  al.(GSE9844)(BMC  Genomics  9(2008)  pp.  69)과  Pyeon  et  al.(GSE6791)  (Cancer  Res,

67(2007) 4605-4619)에 의해 발표된 데이터이다.

표 1

[0078]

(통계적 방법)[0079]

유전자조합을 발굴하기 전에 조합할 유전자의 적절한 개수를 결정하기 위하여 1개의 유전자부터 5개 유전자까지[0080]

임의로 10,000번을 샘플링하여 오분류율(OOB error)을 계산하였다. 10,000번 반복하여 유전자를 샘플링한 것은

selection bias 를 최소화하기 위한 것이다. OOB error의 계산은 다음의 단계로 이루어졌다.

(1) 동일한 데이터 셋에서 반복을 허용하여 n 개의 bootstrap samples {B1,B2,...,Bn} 을 추출한다.[0081]

(2)  추출된 표본 중  Bk  를  사용하여 Tree  classifier  Tk  를  생성하고 이를 사용하여  Bk  이외의 표본들을[0082]

prediction 한다. 이것을 out-of-bag(OOB) 표본(samples) 이라고 한다.

(3)  최종적인  예측력은  모든  bootstrap  samples  에  대한  out-of-bag  estimators  의  평균으로  하고,  이를[0083]

overall classification error(OOB error) 라고 한다.

최적의 유전자 개수가 정해지고 유전자 셋이 선별되면, 주성분분석(Principal Component Analysis, PCA)에 의해[0084]

각 유전자의 가중치를 계산하였다. PCA는 많은 요인을 포함하는 복잡한 데이터 셋에서 타당한 정보를 찾아내기

위해 사용할 수 있는 비모수적인 통계적 분석 방법이다, 상대적으로 적은 데이터 셋에서도 사용이 가능하다.

PCA는 연관성이 있는 요인들을 서로 독립적인 요인으로 바꾸기 위하여 직교변환을 사용하는 방법이다. 직교변환[0085]

에 의해 새로 생성된 독립적인 요인을 주성분(Principal component, PC)라고 하며, 이것이 조합된 유전자가 된

다. 조합된 유전자의 발현량은 선택된 유전자들에 의한 함수식의 형태로 계산이 되면 공식은 다음과 같다:

[식 1][0086]

PC 또는 유전자조합의 발현 = w1g1 + w2g2 + w3g3 [0087]

상기 식에서,[0088]

w1, w2, w3 는 유전자들의 가중치이며, [0089]

g1, g2, g3는 유전자들의 발현양을 나타낸다.[0090]

조합된 유전자의 효율성은 민감도(sensitivity),  특이도(specificity), 정확도((accuracy)에 의해 측정하였으[0091]

며, 모든 프로그램은 R(version 2.13.0)으로 작성하였다.

도 1은 유전자조합을 생성하기 위한 유전자 셋의 선별 과정을 도시하고 있다.[0092]
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(유전자의 유의성과 예측력의 관계)[0093]

유의미한 유전자가 예측력이 높은지를 알아보기 위하여 데이터 셋의 모든 유전자의 유의성과 예측력을 계산하여[0094]

두 값 간의 관계를 살펴보았다. 모든 유전자 셋 중에서 임의로 1000개의 유전자를 선별하여 같은 작업을 실행하

였다.

도 2에 나타난 바와 같이, 전체 유전자 셋과 임의로 선별한 1000개의 유전자 셋에서 유의미한 모든 유전자가 예[0095]

측력이 높은 것은 아니라는 것을 확인했다. 전체적으로 볼 때, 유전자의 유의성과 예측력은 연관성이 없는 것으

로 나타났다. 그러므로, 예측력을 최대화하는 유전자조합을 유의한 유전자와 무의미한 유전자를 포함하여 선정

할 필요성이 있다.

(유전자조합을 구성하기 위한 적절한 유전자 개수)[0096]

유전자조합에 적절한 유전자 개수를 결정하기 위하여 유전자 개수를 1개부터 5개까지, 각 경우에 대하여 10000[0097]

번씩 반복추출한 유전자 셋의 오분류율(OOB error) 를 계산하여 가장 작은 오류율을 보여주는 수를 적절한 유전

자 개수로 정하였다.

도 3에 나타난 바와 같이, 유전자의 개수를 증가시킬수록 오분류율은 감소하는 것을 확인할 수 있었으며, 유전[0098]

자 개수가 3보다 큰 경우에는 오분류율은 조금 감소하나 변이가 증가하는 경향을 보였다. 따라서 적절한 유전자

의 개수를 3으로 결정하였다.

(유전자 셋을 구성하는 초기 유전자 선별: 유의성과 예측도를 고려함)[0099]

초기 유전자(seed genes)는 두 가지 기준 -유의성과 예측력-에 의해 선별하였다. 유의성과 예측력에 의해 선별[0100]

된 20개의 유전자는 표 2 및 3에 정리하였다.

표 2

[0101]
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표 3

[0102]

예측력은 OOB error로 대신하였고, 유의성여부는 독립적인 t-검정을 실행하였다. 이 단계에서는 모든 유전자를[0103]

대상으로 분석하였으며, 암환자와 정상군을 분류하는 경우에는 MMP1 은 가장 예측력이 높은 유전자였고 FAP는

가장 유의성이 높은 유전자였다.

전암단계의 환자와 암환자를 분류하는 경우에는 PTPRJ 와 EVA1A가 각각 예측력이 높고, 유의성이 높은 유전자로[0104]

선별되었다. 이 두 개의 초기 유전자(seed gene)로부터 시작하여 유전자조합을 정의하였다.

(유전자조합의 발굴 및 검증)[0105]

초기 유전자로부터 유전자조합을 정의하고 PCA에 의하여 각 유전자의 가중치를 계산하였다. 각 유전자조합의 민[0106]

감도, 특이도, 정확도를 계산하여 표 4에 정리하였다.

표 4

[0107]

MMP1,  RUNX2  과  MTERFD2으로  구성된  유전자조합이  암환자군과  정상군을  분류하는데  가장  효과가  좋았다[0108]

(accuracy=0.981). EVA1A, NEK6 과 KLHL8으로 구성된 유전자조합은 전암병소와 암을 분류하는데 가장 효과가 좋

은 유전자조합이었다(accuracy=0.924). 전암병소와 암을 분류하는 경우에는. 전암병소를 암으로 분류하려는 경

공개특허 10-2015-0125030

- 12 -



향이 나타나서 정확도는 높았지만 특이도는 낮게 나타났다.

선별된 유전자조합의 기존의 연구 결과와 비교하였다 (Chen et al., 2008; Ye et al., 2008). [0109]

표 5

[0110]

조합된 유전자 셋의 효과를 Chen  et al.(2008)  연구 결과와 비교하기 위하여 검증용 데이터 셋 GSE30784 와[0111]

GSE9844를 사용하였다. 본 연구에서 선별한 유전자조합들이 두 데이터 셋 모두에서 민감도, 특이도와 정확도가

더 높았다. 

또한, 조합된 유전자 셋의 발현패턴을 GSE6791에서 탐색한 결과. 도 4에 나타난 바와 같이, 3개의 유전자조합[0112]

모두 자궁경부암의 암환자와 정상군, 두경부암의 암환자와 정상군 간에 명확한 발현의 차이를 확인하였다. 

검증용 데이터 셋 GSE30784에서 전암병소와 암환자군 간의 조합된 유전자 발현패턴을 살펴보았다. [0113]

도 5에 나타난 바와 같이, 가장 유의하거나 정확성이 높은 유전자 1개만을 사용하는 것보다 유전자조합을 사용[0114]

하는 것이 분류의 정확성이 높게 나타났다. 

1개의 유의하거나 정확성이 높은 유전자는 전암단계와 암환자를 정확하게 분류하지 못하였다. 유의성이 높은 유[0115]

전자 대부분이 50% 정도의 예측력밖에 보여주지 않았다. 그러나 2개 이상의 유전자를 조합하면서 예측력은 크게

향상되었다. 

검증용으로 사용한 데이터 셋에서 전암병소와 암환자의 표본수가 심하게 불균형이어서 전암병소의 표본수에 맞[0116]

춰서 100번 반복추출하여 매번 OOB error를 계산하고, 이 값들의 분포를 그림에 표시하였다.

<실시예 2> 림프절 전이 진단[0117]

(데이터 준비)[0118]

공용 마이크로어레이 데이터베이스로부터 데이터를 확보하였고, 이들은 림프절 전이와 관련된 유전자를 선별하[0119]

고, 선별된 유전자를 검증하는데 사용되었다. 확보된 데이터 셋들은 다른 실험환경에서 마이크로어레이 실험에

의한 것으로 유전자 발현량의 스케일이 달랐다. 
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표 6

[0120]

검증용으로 사용한 데이터 셋은 결측치가 포함이 되어 있어서 SKNN (sequential k nearest neighbor) 방법에[0121]

의하여 결측치를 추정해서 사용하였다.

(통계적 방법)[0122]

독립적인 2개의 데이터 셋으로부터 각각 림프절 전이와 관련된 유전자를 선별하기 위하여 Mann-Whitney U test[0123]

를 사용하였고, 이들을 병합한 후 림프절 전이 관련 유전자를 선별하기 위하여 유전자 발현정보를 범주화한 값

을 사용하였다. 선별된 유전자 셋을 검증하기 위한 척도로는 OOB error 와 다른 선별된 유전자들의 다른 셋에서

의 일치도를 사용하였다. OOB error의 계산은 상기 실시예 1과 같이 수행하였다. 

도 6에는 공용 데이터베이스에서 확보된 데이터 셋의 처리 가정을 도시하였다.[0124]

(림프절 전이 여부에 따른 유전자 발현 패턴 비교)[0125]

림프절 전이가 있는 환자의 유전자 발현량이 림프절 전이가 없는 환자에 비해 변이가 크게 나타난다(도 7).[0126]

(2개의 데이터 셋에서 선별한 유전자 셋의 발현패턴)[0127]

2개의 데이터 셋에서 림프절 전이와 관련된 유전자를 선별하고 발현패턴을 비교하였다. 유전자 선별은 Mann-[0128]

Whitney U test를 사용하고, 그림으로 표현하기 위하여 무료 프로그램인 클러스터와 TreeView를 사용하여 실행

하였다.

도 8에 나타난 바와 같이, 각 데이터 셋에서 선별된 유전자에 의해 서로 다른 실험군은 잘 분리되는 경향을 보[0129]

였다. 2개의 데이터 셋에서 공통으로 선별된 유전자는 FLJ12529였으며, 이것은 N+군에서 과발현하는 양상을 보

였다.

각 데이터 셋에서 선별한 유전자 셋의 공통부분이 거의 일치하는 않는다는 것은 유의한 유전자 선별이 사용하는[0130]

데이터 셋에 의존적임을 나타낸다. 따라서 좀 더 안정적인 유전자 셋을 선별하기 위하여 데이터 셋을 조합한 후

유의한 유전자를 선별하였다.

(병합된 데이터 셋에서 선별한 유전자를 검증용 데이터에서 발현패턴 확인)[0131]

병합한 데이터에서 림프절 관련 유전자를 선별하고, 발현패턴을 클러스터(cluster)와 TreeView를 사용하여 탐색[0132]

했다. 

도 9에 나타난 바와 같이, 선별된 유전자 셋에 의해 N+군의 일부분은 잘 분류되었으나, 다른 부분은 N-군과 섞[0133]

이는 경향을 보였다. 이것은 N+군은 발현량의 변동이 크게 나타났으므로 일부분은 N- 군과 유사한 발현 패턴을

갖는 것으로 해석된다.

데이터 셋 A 와 데이터 셋 A, B를 병합한 데이터 셋 AB에서 선별한 유전자 셋의 공통 유전자는 PTPN14, HEATR1,[0134]

GCS1, VPS24, LANCL1, LRP12, F8 였으며, 데이터 셋 B 와 병합된 데이터 셋에서 선별한 유전자 셋의 공통 유전
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자는 CEP68,  ZMYND10,  TIGD6,  PTP4A1,  CHRNA10,  COL2A1,  GPR68,  RAB11FIP3,  SLC7A6,  CAMTA2,  MRM1,  HELZ,

FBXL12, BBC3였다. 병합한 데이터 셋 AB에서 선별된 유전자 목록은 표 7과 8에 정리하였다.

표 7

[0135]
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표 8

[0136]

(OOB error 비교)[0137]

각 데이터 셋에서 선별된 유전자의 분류정확성을 OOB error를 사용하여 비교하였다. [0138]

도 10에 나타난 바와 같이, 데이터 셋 A 와 데이터 셋 B에서 선별된 유전자들에 비해 병합한 데이터 셋 AB에서[0139]

선별된 유전자들이 분류의 정확성이 높고 안정적이었다.

(검증용 데이터 셋을 이용한 분류의 정확성 비교)[0140]

검증용 데이터 셋은 결측치가 많이 포함되어 있어서 SKNN(sequential k nearest neighbors)에 의해 결측치를[0141]

추정해서 사용했다. 병합된 데이터 셋에서 선별한 유전자 셋이 오류율(OOB error)이 가장 낮았다. 이것은 각각

독립적인 데이터 셋에서 선별한 유전자 셋의 오류율과 유의한 차이를 보였다; 데이터 셋 A, 데이터 셋 B와의 유

의성은 p=5.009e-07, p=1.872e-05였다.

(각 데이터 셋에서 선별된 유전자 셋의 다른 데이터 셋에서의 일치도 비교)[0142]

선별된 유의한 유전자들의 발현패턴을 서로 다른 데이터 셋과 병합된 데이터 셋에서 비교하였다. 이것은 잘 선[0143]

별된 유전자 셋은 다른 데이터 셋에서도 발현이 유사한 패턴으로 유지되고 있을 것이라는 가정에 의한 것이다. 

도 11에 나타난 바와 같이, 유전자 셋 AB는 병합된 데이터 셋 AB에서 선별된 유전자들의 발현과 다른 데이터 셋[0144]

에서의 발현패턴의 상관계수를 보여준다. 이값이 클수록 유전자 셋이 잘 선별되었음을 말해준다. 병합된 데이터

셋에서 선별한 유전자들이 가장 상관계수가 높았으며, 이에 대한 p값은 가장 유의미하게 나타났다. 

도  12에서  다크그레이는  N-,  라이트그레이는  N+  를  나타낸다.  N+군의  발현은  변동이  N-군에  비해  크게[0145]

나타났다. 유전자에 따라 N+군의 일부가 N-의 발현패턴과 유사한 경우도 보였다. IGF1을 제외한 유전자들은 N+

군에서 과발현되는 경향을 보였다. 반면에 IGF1 은 N-군에서 과발현되는 패턴을 보여주고 있다.

두 개의 유전자 간의 발현패턴을 살펴본 결과, 도 13에서와 같이, 강한 양의 상관관계와 강한 음의 상관관계를[0146]

갖는 유전자들의 발현패턴을 보여준다. MFN2의 발현은 CTTN, ZFAND3, SLC7A6와 강한 양의 상관관계를 보였고,

MAPK7 은 ARL3, LGMN 과 강한 음의 상관관계를 보였다. 그러나, 이러한 상관관계는 N+군에서 나타났으며, N-군

에서는 나타나지 않았다.
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(염색체상에서 선별된 유전자의 발현패턴 확인)[0147]

병합한 데이터 셋에서 선별한 유전자들의 발현패턴을 염색체상에서 탐색하였다. 이를 위하여 사전연구로부터 확[0148]

보한 aCGH 데이터 셋을 사용하였다. 선별된 유전자들은 전체 염색체에 걸쳐 분포하고 있었으며, 림프절 전이 여

부를 명확하게 분류하고 있었다. 도 14 내지 17은 선별된 유전자 중 5번, 8번, X 염색체상에 분포한 유전자들의

발현패턴을 보여준다. 이것은 Agilent CGH analytical software (Agilent Technologies) 를 사용하여 작성하였

다. 

도 14 내지 17에서와 같이, 염색체 5번 상의 NR3C1은 N+군에서 과발현하였으며, PAIP1은 하향발현되었다. 8번[0149]

염색체와 X 염색체상의 LPR12와 F8은 N+군에서 과발현하였으며, 이 유전자들은 CNV region으로 보고된 영역이다

(http://projects.tcag.ca/variation/, Human genome assembly build 36-hg18 version).

도면

도면1
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도면2

도면3

도면4
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도면5

도면6

도면7
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도면8

도면9

도면10
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도면11

도면12

도면13
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도면14

도면15
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도면16

도면17
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