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----    ABSTRACT    ----  
Background and Objectoves：Telomerase is a marker of cell proliferation in malignant tissues and also can 
be expressed in benign disease such as cholesteatoma. There are two opposite opinions about the expression 
of telomerase in cholesteatoma. The purpose of this study is to evaluate whether telomerase is expressed in 
expreimentally induced cholesteatoma. Materials and Methods：Cholesteatoma was induced by ligation of 
EAC of ten Mongolian gerbils. The telomerase activity was detected by the telomerase repeat amplification 
protocol (TRAP) assay method in both cholesteatoma and normal control retroauricular skin. Results：10 of 
10 (100%) cholesteatoma cases expressed telomerase activity, whereas 3 of 10 (30%) retroauricular normal 
skin detected telomerase activity. Conclusions：The high expression of telomerase in experimentally induced 
cholesteatoma suggests activation of telomerase may be related to the proliferative nature of cholesteatoma as 
in human tissues. (J Clinical Otolaryngol 2004;15:250-255) 
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서     론 
 

Telomeres는 eukaryotic chromosomes의 말단에 

위치하는 특수화된 구조로 단순한 뉴클레오티드의 반복

되는 sequence로 구성되어 있다(TTAGGG in humans). 

Telomeres의 주요기능은 염색체 말단을 capping하는 

것인데 이것을 통해 DNA strand break에 의해 야기되

는 DNA 손상이 활성화를 막는 역할을 한다. 따라서 telo-

mere는 DNA의 안정성을 유지한다고 할 수 있다.1) 세

포의 노화나 분열 등에 의해 telomere의 길이가 짧아지

게 되면 mitotic clock에서처럼 세포노화나 고사를 초래

하게 된다.2) Telomerase는 ribonucleoprotein 효소로

서 새로운 telomere 말단을 합성할 수 있다. Telome-
rase는 정상 체세포에서는 발현되지 않고 악성으로 변환

된 세포에서 높은 비율로 발현되는 것으로 알려져 있다. 

따라서 telomerase는 악성종양의 진단 및 예후를 판단

할 수 있는 표식자로 유용하게 사용될 수 있다.3)  

최근에 Belair 등4)은 생리주기의 증식기와 정상상피

세포이 증식기에 telomerase가 발현되는 것을 보고하였

다. 따라서 telomerase가 악성변화보다는 세포증식의 

생체표식자가 될 수 있다는 가설을 생각해 볼 수 있다.  

진주종은 각화세포층의 축적으로 특징되는 질환이다. 
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진주종의 원인에 대하여는 여러 가지 이론이 개발되어 

왔지만 진주종형성의 가장 기본적인 기전에 대해서도 아

직까지 완전히 밝혀지지는 않고 있다. 양성질환을 알려

져 있기는 하지만 진주종이 주변 골구조를 파괴하거나 

이소골의 미란이 생기고 수술후에도 자주 재발하는 것은 

진주종이 종양의 성질을 가지고 있다는 것을 시사한다. 

또한 진주종은 임상적특징이 종양과 유사할 뿐 아니라 

세포증식율과 같은 분자생물학적 특성에 있어서도 종양

과 유사한 특성을 가지고 있다.  

진주종에서 발현되는 telomerase의 특성에 관해서는 

두가지 견해가 있다. 저자들은 이미 중이진주종 환자 22

명의 조직중 17예(77.3%)에서 telomerase가 발현하며 

이는 정상후이개부 조직의 15예 모두에서 발현되지 않

아(0%) 중이진주종에서 telomerase가 높게 발현됨을 

보고한 바 있다.5) 이에 반해 Rudolph 등6)은 29예의 진

주종 중 1예(3.4%)에서만 telomerase가 발현되어 편

평상피암의 9예 중 6예(66.7%)와 의의있는 차이를 보

인다고 하여 telomerase의 발현은 진주종보다는 악성세

포의 성장에 특징적인 요인이라고 하였다.  

이에 저자들은 진주종에서의 telomerase 발현의 양상

을 알아보기 위한 단계의 일환으로 gerbil에서 실험적으

로 유도된 진주종에서 telomerase의 발현양상을 대조

군과 비교하여 보았다.  

 

대상 및 방법 
 

연구대상 

체중 65~70 g인 10마리의 Mongolian gerbils를 대

상으로 하였다. Ketamine(40 mg/kg)과 Rumpun(8 

mg/kg)을 각각 복강내 주사하여 마취하고 우측 이개 뒤

쪽에 곡선의 절개선을 넣어 4~0 silk로 봉합하여 진주

종을 유도하였다. 반대편 귀의 피부를 대조군으로 사용

하였다. 3개월후 봉합한 외이도를 열어 형성된 진주종을 

확인하고 telomerase 분석을 시행하였다.  

 

연구방법 

 

TRAP법에 의한 telomerase 활성 측정 및 결과 분석 

Telomerase 활성은 Kim 등7)에 의한 TRAP assay

를 이용한 TRAPEZETM Telomerase Detection Kit 

(Oncor Co., USA)를 사용하여 측정과 분석을 시행하였

다(Fig. 1). 실험 과정은 제작사의 지침에 따라 조직 추

출, primer에 방사선 동위원소 부착, TRAP 반응, poly-
acrylamide gel 전기영동, phosphorimager에 의한 결

과 분석 등의 과정으로 실시하되 다음과 같이 일부 변경

하였다.  

조직 추출 단계는 보관중인 조직을 해동하는 즉시 얼

음에 담아 4℃를 유지하면서 모든 조작을 실시하였다. 

50~100 mg의 조직을 microcentrifuge tube에 넣고 

100 μl의 1× CHAPS lysis buffer(10 mM Tris-HCl, 

pH 7.5, 1 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 0.1 mM benza-
midine, 5 mM β-mercaptoethanol, 0.5% CHAPS, 

10% Glycerol)를 첨가하여 예리한 가위로 잘게 자르고, 

멸균된 일회용 pestle을 장착한 Pellet pestle motor 

(Kontes Co., USA)가 부착된 세포 파쇄기를 이용하여 

약 10초간 세포를 파쇄시켜 균질액을 만들었다. 조직 

Fig. 1. TRAP assay. 

AATCCGTCGAGCAGAGTT   ag ggttag ggttag ggttag ggttag-3’ 
AATCCGTCGAGCAGAGTT   ag ggttag ggttag ggttag ggttag ggttag-3’ 
AATCCGTCGAGCAGAGTT   ag ggttag ggttag ggttag ggttag ggttag (ggttag)11-3’ 

TS Telomeric repeats 

TS 

RP 

5’- 

TS telomerase products 

STEP 1. Addition of telomeric repeats by telomerase 

STEP 2. Amplification of TS-telomerase products by PCR 
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균질액을 30분간 얼음에 둔 후, 5417R microcentri-
fuge(Eppendorf Co., Germany)로 4℃를 유지하면서 

12,000×g에서 20분간 원침하였다. 상층액 약 80 μl를 

새 tube에 옮겨 모아서 단백질 농도 측정 kit(Biorad 

Co., U.S.A.)로 정량 측정 한 뒤 1× CHAPS lysis bu-
ffer로 희석하여 1 μl/μl가 되도록 하였다.  

TRAP 반응에 사용될 TS primer(5’-AATCCGT-
CGAGCAGAGTT-3’)의 5’-말단 labeling은 다음

과 같이 실시하였다. 20 μl의 반응액은 γ-32P-ATP 

(3000 Ci/mmol, 10 uCi/ml) 2.5 μl, TS primer 10.0 

μl, 10× kinase buffer 2.0 μl, T4 polynucleotide 

kinase(10 units/μl) 0.5 μl 및 증류수 5.0 μl로 구성

되게 하였다. 이 반응액을 37℃에서 20분간 반응시킨 

후 85℃에서 5분간 가열하여 효소를 불활성시켜 반응

을 중지시킨 후 4℃에 보관하였다. 

TRAP 반응은 2 μg의 단백질이 25 μl의 반응액에

서 반응하도록 조성을 맞추되 시료를 제외한 모든 반응

액의 성분들은 함께 섞어서 분주함으로써 각 반응 검체

간에 반응액 조성의 차이가 없도록 하였다. 각 반응액은 

10× TRAP buffer(200 mM Tris-HCl, pH 8.3, 15 

mM MgCl2, 630 mM KCl, 0.5% Tween 20, 10 mM 

EGTA, 0.1% BSA) 2.5 μl, 50× dNTPs Mix(25 mM 

each dATP, dTTP, dGTP and dCTP) 0.5 μl, 32P-

TS primer 1 μl, TRAP primer mix(RP primer, K1 

primer, TSK1 template) 0.5 μl, Taq polymerase(5 

units/μl, Takara Co., Japan) 0.2 μl 및 증류수 18.3 

μl와 검체(1 μg/μg) 2 μl로 구성되어 총 25 μl가 되

게 하였다. 고온에서 반응 도중에 증발을 방지하기 위하

여 반응액에 mimeral oil 20 μl을 중층하였다. 반응액은 

PCR heating block(Mastercycler 5330, Eppendorf 

Co., Germany)에서 30℃에 30분간 반응시켜 검체 속

에 포함되어 있다고 생각되는 telomerase가 반응하도록 

한 후 94℃에서 30초간 가열하여 반응을 중지시킨 다음 

94℃에서 30초, 60℃에서 30초를 한 단위로 하는 증폭 

반응을 30회 반복하였다. 그리고 증폭된 산물은 전기영

동시까지 4℃에 보관하였다.  

반응액의 10분의 1에 해당하는 loading dye(0.25% 

bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol, 50% gly-
cerol, 50 mM EDTA, pH 8.0)를 섞어서 12.5% poly-
acrlyamide gel(acrylamide：bis-acrylamide=19：

1)과 0.25× TBE buffer에서 20 V의 일정전압으로 3

시간 분리하였다. 그후 gel을 건조시켜서 autoradio-
graphy를 시행하거나 phosphorimager(Molecular Dy-
namics Co., USA)로 화상 분석을 실시하여 결과를 분

석하였다. 모든 TRAP 반응액에는 PCR 반응시 Taq 

polymerase 억제제의 존재 여부를 확인하기 위한 내부 

표준 기질이 포함되어 있으므로, 검체로서 10× CHAPS 

lysis buffer만 사용한 음성 반응액에서와 같이 36 bp

의 band만이 보이는 경우는 음성으로 판정하고, 36 bp 

뿐만 아니라 50, 56, 62, 68 등의 6 bp 단위로 길어지

Fig. 2. Telomerase ex-
pression in expreim-
entally induced cho-
lesteatoma. A：con-
trol group, Three of 10
(No. 4, 6, and 8) sho-
wed telomerase ac-
tivity. B：cholestea-
toma group. Ten of
10 expressed telom-
erase activity. 

Neg  Pos  1  2  3  4  5  6  7   8  9  10  TSR8 Neg Pos  1  2   3  4  5  6  7  8  9  10  TSR8 

AAAA BBBB 
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는 TRAP 산물이 함께 나타나야만 양성으로 판정하여 

검체에 telomerase가 있는 경우로 해석하였다. 모든 검

체에서 85℃에서 5분간 가열하거나 RNase를 전처치

한 후 TRAP 반응을 실시한 결과와 비교하여 차이를 

각 검체에서의 순수한 telomerase 활성을 반영하는 것

으로 판단하였다. 

 

결     과 
 

실험에 의해 유도된 진주종에서 telomerase 발현은 총 

10예 중 10예(100.0%) 모두에서 발현되었고(Fig. 2), 

정상 외이도내 피부조직은 10예 중 3예(30%)에서 양성

소견을 보였다.  

 

고     찰 
 

Telomere는 진핵생물의 염색체 말단에 있는 특수구

조로서 단순한 뉴클레오티드가 연속된 구조를 가진다. 

telomere의 기능은 염색체 말단을 모자처럼 덮어서 DNA 

strand가 분열되면서 발생하는 DNA 손상을 방지하는 

역할을 한다. 세포의 노화나 분열이 일어남에 따라 telo-
mere의 길이는 짧아지게 되고 이것이 감수분열에서처럼 

세포의 노쇠를 촉진하게 된다.1) 

그러나 정상인의 태아 신장세포에 Simian Virus 40 

tumor antigen을 감염시킨 후 계속 배양하면 감염된 세

포는 분열하여 어떤 시점이 되면 대부분의 세포는 죽게

된다. 그러나 소수의 세포는 지속적으로 분열하게되는데 

이런 세포에서 telomerase의 활성이 관찰되고 telomere

의 길이가 유지된다. 그리고 죽은 세포에서는 telomerase

의 활성이 관찰되지 않고, telomere의 길이도 유지되지 

않는다.8) Telomerase는 이러한 telomere 말단을 합성

하는 능력을 가진 것으로 정상적인 체세포에서는 발현되

지 않고 악성종양에서 높게 발현되어 이러한 질환의 진

단이나 예후인자로서 알려져 있다. 태 등9)은 두경부암 

18예 중 16예(89%)에서 telomerase가 발현되는 것을 

보고하였다. Cheng 등10)은 비인강암 조직 중 85%에서 

telomerase가 발현되는 것을 보고하면서 임파절 전이가 

있는 경우에는 발현률이 100%로 임파절 전이가 없는 

경우(60%)에 비해 의미있게 telomerase의 발현률이 

높았다고 하였다. Mutirangura 등11)은 두경부암 16예 

중 14예에서 telomerase가 발현(87.5%)되었고, 구강

의 전 암 병변인 구강 백반증 및 적색반(erythroplakia)

에서는 38.5%에서 발현된다고 하였다. 그리고 조직학

적으로 과형성(hyperplasia)에서 보다 이형성(dysplasia)

에서 활성이 약 3배정도 증가되어 있다고 하였다. Ka-
nnan 등12)은 구강암 및 구강 백반증 중 75%에서 telo-
merase가 발현되었으며 정상적인 구강 점막에서도 telo-
merase가 발현된다고 하였다. 김 등13)은 후두 유두종

의 telomerase 활성에 대한 연구에서 후두유두종 8예 

중에서 7예에서 활성이 있었다고 보고하였다. 이 또한 

암이 아닌 조직에서 telomerase가 발현된 것이다.  

또한 Kyo 등14)은 월경 주기에 따라 정상적인 자궁내

막의 telomerase의 활성을 조사하면서 증식기(prolife-
rative phase)에 telomerase 활성이 95%로 증가하지

만 분비기(secretory phase)에는 발현이 42%로 감소

한다고 보고하였다. 최근 Belair 등4)과 Kyo 등14)의 연

구 결과 telomerase가 정상세포에서 암세포로의 형질변

환의 표식자 이라기보다는 세포의 증식능에 대한 표식자

라고 생각되며 이러한 결과는 본 연구와도 일치하는 소

견이다. 즉, 양성질환 중에서는 생리주기중 증식기에 발

현이 되고 정상상피나 비뇨기상피의 배양에서도 발현되

어 telomerase는 세포가 악성으로 변환하는 지표라기보

다는 세포증식의 생체지표로 생각되어질 수 있다. 

진주종은 PCNA, EGF, EGFR 등을 이용한 연구에서 

기저층 및 기저층 직 상부에서 증식능이 매우 증가되어 

있다.15)16) Shinoda 등17)의 연구에 의하면 세포의 증식

능을 의미하는 c-jun 유전자가 진주종의 기저층 및 기

저층직 상부에서 발현되나 과립층에서는 발현되지 않는

다. 세포의 증식능을 억제하는 기능을 가진 wide type 

p53은 기저층에서는 발현되지 않고 단지 과립층에서만 

발현되었다고 하면서 이러한 과립층에서 증가된 wide 

type p53이 진주종의 apoptosis와 연관성이 있다고 하

였다. 박 등18)은 진주종 상피에서 Fas의 발현 및 apop-
tosis 반응을 나타내는 세포가 정상 세포에 비해 월등히 

증가하는 것을 보고하였다. 즉 진주종 상피는 기저층에 

계속적인 세포의 과증식이 있으면서 과증식한 세포의 상

층부에서는 apoptosis가 활발하여 케라틴을 축적시킨는 

것을 특징으로 하고 있다. 
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Holly 등19)은 진주종의 증식능이 증가되어 있고 c-

myc 암 유발유전자가 세포의 분화 및 성장에 연관성이 

많다는 것에 착안하여 진주종에 c-myc 암 유발 유전자 

산물이 증가된 것을 보고하였다. 조직학적으로 암세포의 

변화가 없는 진주종에서 telomerase가 비교적 높은 비

율로 발현되었다는 것은 telomerase의 발현이 암세포로

의 형질 변화의 표식자라기 보다도 세포 증식의 표식자

라는 Belair 등4)의 주장과 일치하는 것이다.  

진주종에서의 telomerase의 발현에 관한 임상연구는 

현재까지 두가지의 상반된 결과가 보고되고 있다. 진주

종의 특성이 악성종양과 유사하다는 점에 착안하여 연구

한 Goh 등5)의 결과에 따르면 중이진주종에서 정상피부

조직에 비해 telomerase가 더 높게 발현되어 이것이 정

상조직과는 다른 진주종의 성질에 기여한다고 하였다. 반

면 Rudolph 등6)은 편평상피암에 비해 진주종에서 telo-
merase는 발현빈도도 낮고 활성도도 낮다고 하였다. 이

러한 양상은 편평상피암보다 진주종에서 apoptosis가 현

저하게 낮게 측정되는 것과 일치하며 이러한 telomerase

의 부재가 진주종의 성장을 억제하여 진주종이 악성종

양과는 다른 특징을 갖게 한다고 주장하였다. Kojima 

등20)은 telomerase는 선천성진주종에서는 발현되지 않

고 후천성진주종과 정상피부조직에서 조금 발현된다고 

하여 이전의 두 연구와는 전혀 다른 결과를 보고하였다. 

선천성진주종에서의 telomere길이가 후천성 혹은 정상

피부조직에서보다 짧으며, 선천성진주종에서 telomerase

가 발현되지 않는 것은 선천성 진주종이 퇴화한 태아조

직에서 기원한다는 이론을 뒷받침한다고 하였다. 

본 연구의 결과에 의하면 실험적으로 유발된 진주종

에서 telomerase가 정상외이도 조직보다 높게 발현하여 

후천선 진주종 22예를 보고한 이전의 연구결과와도 일

치하였다. 이는 앞서 언급한데로 악성종양에서의 경우처

럼 진주종에서도 telomerase가 높게 발현되어 진주종

의 증식능을 유발시키는 원인의 하나로 생각할 수 있다. 

따라서 telomerase는 진주종에서 세포의 증식에 관계하

는 하나의 인자로 작용한다고 할 수 있다.  

 

결     론  
 

암세포에서 높게 발현되는 telomerase의 발현이 진

주종에서 어떻게 발현되는지에 대하여는 크게 두가지 

견해가 있다. 즉 진주종과 같이 증식성이 높은 경우에도 

telomerase의 발현이 증가한다는 것은 저자들이 이전의 

연구에서 밝힌바가 있고 반면 진주종과 편평상피세포암 

중 암에서 높게 발현되어 종양의 표식자로서 중요하다

는 주장도 있다.  

동물실험을 통한 본 연구의 결과 진주종에서 정상조직

에 비하여 telomerase의 발현은 증가되는 것을 알 수 

있었다. 이는 telomerase가 진주종과 같이 증식성을 가

진 질환에서 증가한다는 이전의 연구결과를 뒷받침하는 

것으로 telomerase는 진주종에서 증식능의 표식자 중 

하나로 이용될 수 있음을 뜻한다.  
 

중심 단어：Telomerase·진주종·동물실험. 
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