
- 325 - 

       :  30   4  2003 
Kor. J. Fertil. Steril., Vol. 30, No. 4, 2003, 12 
 

한국인 남성 불임 환자에서 5,10-Methylenetetrahydrofolate 
Reductase (MTHFR) 유전자의 1298번의 다형성과의 

관련성에 관한 연구 
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Objective: To investigate the association of genetic background between MTHFR A1298C genotype 
and male infertility. 

Materials and Methods: We compared 377 infertile males with 396 healthy fertile males with one 
or more offspring. Infertile males were classified into four subtypes (281 azoospermia, 26 
oligoasthenoteratozoospermia (OAT), 59 severe OAT and 11 remnants) by World Health Organization 
(WHO). Pyrosequencing analysis for MTHFR (methylenetetrahydrofolatereductase) A1298C variation 
was performed on polymerase chain reaction (PCR) product of study group. To validate pyrosequencing 
data of A1298C variation for randomly selected 50 samples, we compared the pyrosequencing result 
with the PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) result of MTHFR A1298C genotype. 

Results: We studied MTHFR A1298C variation by pyrosequencing. A1298C variation data (1298 
AC; p=0.2166 and 1298 CC; p=0.5056) of MTHFR gene was no significant difference in between 
fertile and infertile males. 

Conclusion: The genetic analysis in MTHFR gene didn't appear genetic difference in Korean fertile 
and infertile males. We require further study for MTHFR gene in infertile males. 
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MTHFR (methylenetetrahydrofolatereductase) 유전

자 (gene)는 11개의 exon과 전체 전사 부위 (coding 
region) 1,980 bp을 가지며 염색체 (chromosome) 1p- 

36.3에 위치해 한다.1,2 MTHFR는 5,10-methylenete- 
trahydrofolate에서 5-methyltetrahydrofolate로 전환을 
촉진시켜주며, 호모시스테인 (homocysteine)에서 메
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치오닌 (methionine)으로 전환될 때 보조인자인 B12

에 의존적인 재매탈화 (remethylation) 과정에 대한 
탄소 공여자 (carbon donor)가 되기도 한다. 또한 5-
methyltetrahydrofolate는 재메틸화 과정에서 메틸기 
공여자 (methyl donor)가 된다.3 MTHFR 유전자는 
알려진 다형성 (polymorphism)인 C677T를 가지고 
있으며, 최근에는 MTHFR 유전자의 두 번째 다형성

이 밝혀졌는데, 1298번의 exon 7에서 adenine이 cy- 
tosine으로 치환 (substitution)된다. MTHFR A1298C
의 다형성은 glutamic acid (E)에서 alanine (A)으로 
치환하여 효소의 활성 (enzyme activity)을 저하시킨

다.4 
호모시스테인 대사 과정 (homocysteine metabolism)

에서 MTHFR의 다형성으로 인해 MTHFR의 활성

이 감소되면 메치오닌의 양이 줄게 되어 S-adono- 
sylmethionine (SAM)에 대한 S-adenosylhomocysteine 
(SAH)의 비율이 감소하게 되어 DNA 저메틸화 (hy- 
pomethylation)를 일으키게 된다.5 MTHFR의 효소의 
기능이 떨어지면 5-methyltetrahydrofolate의 양이 줄
어 들어 호모시스테인에서 메치오닌으로 전환이 제
대로 일어나지 않기 때문에 이전 까지는 고호모시

스테인혈증 (hyperhomocysteinemia)을 일으키는 원

인으로써 보고되었다. 호모시스테인 대사 과정에서 
필수적인 요소 중 하나인 엽산 (folate)은 dihydrofo- 
late로 전환되어 MTHFR 효소를 거쳐 결국 호모시

스테인이 메티오닌으로 전환될 수 있도록 도와 주
는 역할을 한다. 이러한 엽산과 DNA 합성에 연관

된 아연 (zinc)을 처리한 결과 생식능력이 떨어지는 
남성에게서 정자의 수가 늘어 난다는 연구 보고가 
있다.6 

A1298C는 C677T와 함께 신경관 결손 (neural tube 
defect), 급성 림프구성 백혈병 (acute lymphocytic leu- 
kemia) 등을 일으키는 요인으로 연구되어 졌다.7~10 

MTHFR 두 가지 다형성은 서로 다른 domain에 
존재하면서 효소의 활성에 영향을 미치고 있다. 
MTHFR 677 다형성은 효소의 N-terminal catalytic 
domain에 존재하지만, MTHFR 1298번의 다형성은 
C-terminal regulatory domain내의 exon 7에 위치하면

서 1298 다형성이 C-말단 부위에 결합하는 MTHFR
의 입체성 저해제 (allosteric inhibitor)인 SAM의 작
용을 통해 MTHFR 효소 조절 기능에 영향을 주게 

된다.11 위에서 언급한 바와 같이 다형성으로 인해 
효소의 기능이 저하되어 호모시스테인의 축적이 일
어나게 되고 그로 인해 해로운 반응 산소 대사물 
(reactive oxygen metabolite)인 H2O2 (hydrogen pero- 
xide)를 발생을 유도하여 반응 산소 대사물은 DNA 
손상 (damage)을 일으키고, 결국 DNA 손상은 남성 
불임 (male infertility)을 일으킬 수 있다.12~14 

위와 같은 가능성에도 불구하고, 지금까지 MTHFR 
활성을 저하시키는 다형성 중 하나인 A1298C의 연
구에 대한 정보는 현저히 부족하며 특히, 남성 불임 
환자에게서 1298 다형성의 연구 결과는 국내외 적으

로 발표된 바가 없다. 따라서, 본 연구에서는 한국인 
남성 불임 환자들을 대상으로 하여 MTHFR 유전자

의 MTHFR 1298 다형성이 불임의 유전적 원인이 될 
수 있는지에 대한 연구를 시행하였다. 

 
연구 대상 및 방법 

1. 연구 대상 

본 연구에서는 2000년 1월부터 2002년 8월 동안 
포천중문의대 강남 차병원에서 불임으로 진단받은 
남성들 중 연구에 동의한 377명의 불임인 남성들과, 
정상인 중에서 자녀를 1명 이상 낳은 396명의 출산 
경험이 있는 남성들을 대조군으로 하여 실시하였다. 
이들의 평균 나이는 각각 33.3세 (age range, 26~47)
와 42.7세 (age range, 26~72)이다. 환자군에 대한 
정액 검사 (semen analysis)는 Kruger15와 세계보건

기구16에 의해 네 가지 집단 (281명의 비폐쇄성 무
정자증 (non-obstructive azoospermia), 26명의 희소무

력기형정자증 (oligoasthenoteratozoospermia (OAT)), 
59명의 심각한 희소무력기형정자증 (severe OAT), 11 
remnants)으로 분류하였으며, 또 다른 분류방식으로 
염색체 이상과 Y 염색체 결실을 가진 (chromosome 
disorder and Yq deletion) 환자군 즉, 원인을 알 수 
있는 환자군과 원인이 밝혀지지 않은 (unexplained 
males) 환자군으로 두 가지 집단으로 분류하여 분

석하였다. 

2. 연구 방법 

Cytogenic 분석은 림프구 (lymphocyte)를 배양해

서 유사분열중기 (metaphase)가 전개 (spread)될 때 
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Figure 1. The pyrosequencing and PCR-RFLP re-
sults from fertile males and infertile males. The pyro-
sequencing analysis of the A1298C Polymorphism of 
MTHFR gene was carried out on all samples for 
MTHFR (a) 1298 AA type, (b) 1298 AC type and (c)
1298 CC type. The y axis of the bar graph in the pyro-
sequencing figures (a, b and c) is scaled such that the 
value of one nucleotide was 0.5. (d) The 138-bp of 
MTHFR 1298 AA undigested by Fnu4H I (Lane M, 1 
Kb PLUS DNA ladder; Lane 1, 138-bp PCR product 
as control; Lane 2, MTHFR 1298 AA type (138 bp); 
Lane 3, MTHFR 1298 AC type (138 bp and 119 bp); 
Lane 4, MTHFR 1298 CC type (119 bp)). 
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수행한다. DNA는 불임인 남성과 정상인 남성의 말
초혈액에서 추출한 백혈구로부터 분리하였고, 또한 
하나의 SRY와 12개의 서열 표지 부위들 (Sequence 
Tagged Sites (STSs)) (AZF-a region: sY 84, sY 86, AZF- 
b region: sY 134, sY 138, MK5, AZF-c region: sY 152, 
sY 147, sY 254, sY 255, sPGY1, sY 269, sY 158)을 포
함하는 13가지 부분을 Y 염색체에 대한 시발체 (pri- 
mer)를 사용하여 multi-PCR에 의해 증폭시켰다.17,18 

MTHFR 1298위치의 유전자형 분석은 파이로시퀀

싱 (pyrosequencing)을 실시하였으며, 파이로시퀀싱

의 원리는 DNA polymerase에 의해 뉴클레오티드 
(nucleotide)가 결합된 결과로 피로인산 (PPi; pyro- 
phosphate)이 떨어져 나오게 되는 효소의 연속적인 
반응을 통한 시퀀싱 방법의 하나이다. 분리된 피로

인산은 ATP sulfurylase에 의해 ATP로 전환되고 다
시 luciferase에 의해 빛이 방출되어 원하는 부분의 
서열 (sequence)을 찾아내는 원리를 이용하여 1298 
다형성에 대한 유전자형 (genotype)을 분석하였다. 

시발체 세트인 forward primer (5'-Biotin-TTT GGG 
GAG CTG AAG GAC TA-3')와 reverse primer (5'- 
TGG TTC TCC CGA GAG GTA AA-3')를 중합효소

연쇄반응 (PCR) (MJ research thermal cycler, Waltham, 
USA)으로 증폭시켰다. 위와 같은 중합효소연쇄반응

증폭 방법을 통하여 1298번의 증폭 단편은 141 bp가 
되도록 하여 생성물을 증폭하기 위해 어닐링 온도 
(annealing temperature)를 58℃로 정하며 이 과정을 
45회 반복하였다. 이 생성물들은 2% 아가로오스 겔 
(agarose gel)로 전기영동한 후 ethidium bromide로 
염색하여 증폭 상태를 관찰하였다. 바이오틴 (biotin)
이 붙어있는 생성물은 파이로시퀀싱을 수행하기 위

한 'sequence primer'인 5'-AAA GAC TTC AAA GAC 
ACT-3'을 이용하여 유전자형을 분석하였다.19 

파이로시퀀싱 실험 결과를 유효화 하기 위해서 
연구 대상 중 무작위로 50명의 DNA를 선정하여, 
중합효소연쇄반응을 통한 제한효소절편길이 다형성 
(Restriction Fragment Length Polymorphism)을 실시

하였다. 1298번의 다형성은 forward primer (5'-GGG 
AGG AGC TGA CCA GTG CAG-3')와 reverse primer 
(5'-GGG GTC AGG CCA GGG GCA G-3')를 사용하

여 중합효소연쇄반응 (MJ research thermal cycler, 
Waltham, USA)으로 138 bp 생성물을 증폭시키기 위
해 95℃에서 변성시키고, 61℃에서 30초 동안 프라

이머를 어닐링시킨 후, 72℃에서 30초 동안 프라이

머 연장 (extension) 반응을 시행하는 과정을 35회 
반복하였다. 1298 A→C 다형성을 인식할 수 있는 
제한효소 Fnu4H I (New England Biolabs, Beverly, 
MA, USA)으로 37℃에서 1시간 동안 처리하였다. 
glutimic acid 대립유전자에서 얻어진 단편은 분해되

지 않는 반면 alanine 대립유전자는 119 bp와 19 bp
로 분해된다.4 제한효소로 처리한 단편들은 3% 아가

로오스 겔로 전기영동한 후 ethidium bromide로 염
색하여 다형성 상태를 관찰하였다. 

3. 통계분석 

통계적 분석은 SAS 통계 소프트웨어 (SAS Insti- 
tute, Cary, NC)를 이용하여 카이제곱 (Chi-square) 검
정, 피셔 (Fisher's exact) 검정을 하였다. 남성 불임의 
비교 위험도를 측정하기 위하여 odd ratio 값 (odd 
ratio; OR)과 95% 신뢰구간 (95 percent confidence 
intervals, 95% CI)을 나타내었다. p값이 0.05 이하일 

Table 1. Distribution of the genotypes of MTHFR (methylenetetrahydrofolatereductase) A1298C in infertile and fertile 
males 

 Fertile males (n=396) Infertile males (n=377) OR (95% CI) P 

1298AA 67.93% (n=269) 63.40% (n=239)   

1298AC 28.03% (n=111) 31.83% (n=120) 1.22 (0.89~1.66) 0.2166 

1298CC 4.04% (n=16) 4.77% (n=18) 1.27 (0.63~2.54) 0.5056 

AC + CC 32.07% (n=127) 36.60% (n=138) 1.22 (0.91~1.65) 0.1843 

C allele 18.06% (n=143) 20.69% (n=156) 1.18 (0.92~1.52) 0.1899 

OR = odds ratio; CI = confidence interval 
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때, 통계적으로 유의적인 값을 가진다. 
 

결  과 

 
본 연구의 대상이 되었던 불임인 남성들은 377명, 

정상인 남성들은 396명이었다. 파이로시퀀싱의 방법

을 통하여 분석된 1298 다형성에 대한 유전자형은 
RFLP방법을 통하여 확인되었으며 이 결과는 Figure 
1에 나타내었다. 

Table 1은 환자군과 대조군의 전체적인 유전자형

의 빈도율 (frequency)을 분석한 결과이다. 1298 A/C 
(p=0.2166)와 C/C (p=0.5056)는 환자군과 대조군에

Table 2. The frequency of MTHFR (methylenetetrahydrofolatereductase) A1298C genotype according to the subtype 
of infertile male group 

 1298AA 1298AC 1298CC 

Azoospermia (n=281) 61.21% (n=172) 33.10% (n=93) 5.69% (n=16) 

OR (95% CI) - 1.31 (0.94~1.83) 1.56 (0.76~3.21) 

P - 0.1139 0.2196 

OAT* (n=26) 61.54% (n=16) 34.62% (n=9) 3.84% (n=1) 

OR (95% CI) - 1.36 (0.58~3.18) 1.05 (0.13~8.43) 

P - 0.4714 0.9628 

severe OAT† (n=59) 74.58% (n=44) 23.73% (n=14) 1.69% (n=1) 

OR (95% CI) - 0.77 (0.41~1.46) 0.38 (0.05~2.95) 

P - 0.4256 0.3388 

Remnant‡ (n=11) 63.64% (n=7) 36.36% (n=4) - 

OR (95% CI) - 1.38 (0.40~4.82) - 

P - 0.6077 - 

Male control (n=396) 67.93% (n=269) 28.03% (n=111) 4.04% (n=16) 

*Oligoasthenoteratozoospermia (sperm count <20×106, progressive motility <50%, normal morphology <14%), 
†Severe oligoasthenoteratozoospermia (sperm count <0.5×106, progressive motility <10%, normal morphology <4%),
‡Retractile testis, oligozoospermia (sperm count <20×106), difficulty in ejaculation, OR = odds ratio; CI = confidence 

interval 

Table 3. The frequency of MTHFR (methylenetetrahydrofolatereductase) A1298C in infertile males according to 
cytogenetic analysis and Yq deletion analysis 

 1298AA 1298AC 1298CC 

Unexplained males (n=262) 61.83% (n=162) 33.21% (n=87) 4.96% (n=13) 

OR (95% CI) - 1.30 (0.92~1.83) 1.35 (0.63~2.87) 

P - 0.1303 0.4369 

Chromosome disorder and Yq deletion (n=115) 66.96% (n=77) 28.70% (n=33) 4.34% (n=5) 

OR (95% CI) - 1.04 (0.65~1.65) 1.09 (0.39~3.08) 

P - 0.8728 0.8681 

Male control (n=396) 36.62% (n=145) 50.50% (n=200) 12.88% (n=51) 

OR = odds ratio; CI = confidence interval 



- 330 - 

서 통계적으로 유의적인 차이를 보이지 않았다 (p> 
0.05). Table 1에서는 A/C와 C/C를 합친 빈도율 (A/ 
C+C/C)과 C 대립유전자 (allele)만의 통계적인 유의

성을 찾기 위해 C allele의 빈도율에 대한 통계 분석

을 실시하였지만, 이 두가지 사항도 환자군과 대조

군 사이의 유의적인 차이가 없었다 (p>0.05). 
Table 2에서는 정액분석과 염색체 검사를 통한 

네 가지 진단명에 따라 분류되는 환자군 유전자형의 
빈도수를 대조군과 비교하여 조사하였다. 무정자증, 
희소무력기형정자증, 심각한 희소무력기형정자증과 
remnant로 이루어진 네 가지 부분 환자 집단에서 
MRHFR 1298번의 다형성을 대조군과 비교시 의미

있는 결과는 나타나지 않았다 (p>0.05). 
Table 3에서는 MTHFR 1298의 다형성에 대한 또 

다른 분류 방법으로 환자군을 크게 두 가지로 나눠 
염색체 이상과 Y 염색체 결실을 가진 원인을 알 수 
있는 환자군과 원인이 밝혀지지 않은 환자군으로 
나눠서 분석을 하였다. 1298번의 A/C, C/C은 두 집
단 모두 통계적 유의적인 차이를 보이지 않았다 
(p>0.05). 

 
고  찰 

 
MTHFR 유전자는 심장혈관질환 (Cardiovascular 

disease),20 다운증후군 (Down's syndrome)9와 소아 
뇌졸중 (pediatric Stroke)21 등에 대하여 677번 뿐만 
아니라 1298번의 다형성에 대한 연구가 이루어져 
왔다. 그러나 현재까지 남성 불임에 대한 MTHFR 
유전자의 다형성에 대한 연구 보고는 거의 없었으

며, 독일 집단10에서 남성 불임과 MTHFR 677의 다
형성에 대한 유의성 있는 결과 (p=0.008)를 나타낸 
것 외에는 남성 불임에 대한 연구는 이루어 지지 
않았고, 불임 남성에게서 MTHFR 1298번 유전자 다
형성의 연구에 관한 보고는 더욱 더 연구되지 않았

다. MTHFR의 677뿐만 아니라 12984 다형성이 효

소의 활성을 저하시키므로 본 연구는 남성 불임에서 
MTHFR 1298 다형성의 관련성을 분석하고자 하였다. 

본 연구는 파이로시퀀싱의 방법을 이용하여 
MTHFR 1298 다형성에 대한 분석을 실시하였다. 파
이로시퀀싱은 라벨이 붙은 뉴클레오티드와 프라이

머를 사용하며, 네 가지 효소 (polymerase, ATP sul- 

furylase, apyrase, luciferase)를 사용하여 검출하므로 
전기영동이 요구되지 않으며, 짧은 시간과 실시간으

로 확인이 가능한 장점을 가지고 있어서 기존의 단
일 염기 다형성 (Single Nucleotide Polymorphism)에 
대한 방법보다 편리하고 정확하다.19 

남성 불임 환자에 대한 MTHFR 1298 다형성의 
결과를 진단명에 따른 집단 (Table 2)과 원인의 유무 
(Table 3)에 따라 세분화 하여 분류하였다. 

연구 결과 Table 1에서는 1298 A/C와 C/C에서 정
상인 남성 집단과 불임 남성 집단에서의 차이를 나
타내지 못했을 뿐만 아니라, Table 2에서의 진단명 
(무정자증, 희소무력기형정자증, 심각한 희소무력기

형정자증, remnant)에 따라 나타날 수 있는 1298의 
A/C, C/C의 특이적인 관련성에 대한 결과와 Table 3
에서 남성 불임 환자의 cytogenic 분석과 Y 염색체 
결실 검사를 통해 원인의 유무 (염색체 이상과 Y 염
색체 결실 집단, 원인을 알 수 없는 집단)에 따른 
두 집단을 정상 남성 그룹과 비교한 결과도 모두 유
의성 차이를 보이지 못했다. 따라서 MTHFR 1298 
다형성은 남성 불임의 유전적 원인이 될 수 없다. 

MTHFR 1298은 독립적으로 효소의 활성은 저하

시킬 수 있지만, 호모시스테인의 수치 증가와 낮은 
엽산의 수치에 대한 독립적인 요소가 아니라는 연
구 결과가 보고된 적이 있다.8 본 연구 결과를 바탕

으로 하여 1298 다형성과 호모시스테인 증가, 엽산

의 결핍과 관련이 있는 MTHFR 677 다형성의 복합

적인 작용이 남성 불임에 대한 유전적 요소가 될 가
능성도 배제할 수 없다. 677 변이뿐만 아니라 호모시

스테인 대사 과정의 CBS (cystathionine beta-synthase), 
MS (methionine synthase)와 같은 다른 유전자에 대
한 다형성 분석을 통하여 남성 불임에 대한 정확하

고 종합적인 판단이 필요하다. 
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