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Abstract

Ⅰ. 서 론

암은 화학적, 물리적, 생물학적, 유전적 손상의 결과로 발생한

다. 이러한 암의 발생을 유 발 시킬 수 있는 특이한 외부적 요인

으로는 흡연, 직업성이거나 환경에서 유래된 화학물질, 방사선,

음식물 속에 함유된 특이 성분 및 바이러스 등이 포함된다1). 스

테로이드성 성호르몬과 같은 내인성 화합물은 호르몬에 반응을

보이는 조직(유방, 난소, 전립선 및 자궁내막)에서 암 촉진제로

작용하기도 하며2,3), 또한 유전인자들은 암 발생에 대한 각 개인

의감수성에중대한영향을주기도한다.

암예방(chemoprevention)이란 비세포독성 영양물질(noncy-

totoxic nutrients)이나 약물을 사용하여 암세포의 돌연변이 클론

(mutant clone) 생성이나 진행을 방지하므로써 암 발생과정을 역

행하거나진행을억제하는것으로정의하였다4,5). 암이단순히한

가지역치(threshold)에의해야기되는것이아니라다단계적으로

일어나는 분자생물학적, 세포학적 과정이라는 사실을 인식하게

되어 암을 예방하기 위한 보다 다양한 접근이 시도되었으며, 암

의 개시단계에서 병이 침윤성이며, 전이성인 단계로의 진행은

그기간이몇년이걸릴지모르는특징을가지고있어서, 암진행

과정 중에 약물을 이용하여 더 이상의 진행을 억제할 수 있으리

라생각되었다6,7). 

암발생과정이유전자수준에서변화가일어나는암개시단계,

암 촉진단계 및 악성으로 진행되기 위한 암 진행단계 등, 다단계

로 되어 있기 때문에 암 발생 초기단계 뿐만 아니라 후기단계에

서도 암 진행을 막을 수 있는 기회가 있다1,8-10). 일반적으로 암 발

생과정의억제물질들은이들이효과를나타내는암발생단계에

따라크게세가지로구분되는데8), (1) 발암물질의형성이나흡수

를 억제하는 물질, (2) 세포내 목적물과 반응하거나, 목적물에의
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Carcinogenesis is a multi-stage process that generally consists of at least three steps; initiation, promotion, and progression. If one of
these carcinogenic steps were suppressed or delayed, the cancer could be prevented. Cancer chemoprevention is defined to be inhibi-
tion or reversal of the carcinogenic process by the specific chemical agents and is a novel approach to cancer management alternative
to conventional chemotherapy. Chlorophylln(CHL), a water-soluble derivative of chlorophyll, containing sodium and copper, has been
known to be strong antimutagen in several test systems, but its mechanism of antimutagenic action is unknown.

In the present experiment, the possibility of CHL as chemopreventive drugs on 7,12-dimethylbenz[a]anthracene(DMBA)-induced ham-
ster buccal pouch carcinogenesis was investigated by mutagenicity test, carcinogenicity test, and frequency or spectrum of H-ras muta-
tions in the both of DMBA-induced and chlorophylln-pretreated-DMBA induced tumor by polymerase chain reaction and non-isotopic
restriction fragment length polymorphism.

The treatment of CHL reduced the yields and multiplicity of the 0.5% DMBA-induced tumor, 86% to 62.5% and 3.7±0.6 to 1.4±0.3,
respectively. The occurrence of histidine revertant by 20μmole DMBA was inhibited 25.6 to 81.7% by 1 to 5μM CHL in a dose-depen-
dent manner. The mutation rates of H-ras gene in DMBA-induced and CHL-pretreated-DMBA induced tumor were 96%, 94% of which
the most mutations were in codon 12/13. 

These results suggest that CHL inhibits the carcinogenic action of DMBA by the formation of complex between CHL and DMBA or
the inhibition of the activation of DMBA in vivo.  But CHL did not affect the mutation rates or its spectrum in already formed tumor.
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도달을 억제하는 차단제(blocking agents) 및 (3) 발암물질에 노출

된 세포가 신생물로 나타나는 과정을 억제하는 억제제(suppress-

ing agents)로 분류되며, 어떤 억제물질은 차단제와 억제제의 기

능을 다 가지기도 한다8,11). 암예방 후보물질들에 대한 원천, 화학

구조 및 생리학적 효과, 또한 비타민과 같은 미량 영양소(folic

acid, Vitamin A, C, E), 광물질(selenium, molybdenum 및 calcium),

자연산물(carotenoids, isothiocyanates 및 flavonoids), 합성 화합물

(vitamin A 및 E 유도체들, 2-difluoromethylornithine[DFMO] piroxi-

cam, tamoxifen, 및 oltipratz) 등, 다양한방면의연구가있었다12-21).

1980년 Lai 등22)은 녹색 채소류가 benzo[a]pyrene으로 유발된 돌

연변이성을 억제한다고 보고하였으며, 이러한 항돌연변이성은

추출물 속에 들어 있는 엽록소의 함량과 밀접한 관련이 있다고

하였다. 그러나 수용액에서 엽록소는 불용성이기 때문에 수용성

유도체로 sodium -copper 염을 가지고 있는 chlorophyllin(CHL)이

엽록소 대신에 실험에 자주 사용되었으며, 엽록소와 마찬가지로

CHL은다환성방향족탄화수소(polycyclic aromatic hydrocarbons),
23,24) heterocyclic amines25-27), aflatoxin B128,29), 무기화합물30,31), 이온화

방사선32), 다양한환경공해산물들33-37)과같은다양한종류의환경

발암물질의 유전 독성이나 DNA 결합능을 억제한다. 이러한 항

돌연변이성은 방향성 돌연변이 물질들이 CHL과 불활성 복합체

(inactive complex)를 형성하기 때문이며38-40), 이와는 달리 non-pla-

nar한 돌연변이 물질들에서는 CHL의 항돌연변이성 효과가 떨어

진다39). 최근연구에서 benzo[a]pyrene의최종친전자성대사발암

물질인 benzo[a]pyrene-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxide(BPDE), ure-

thane의 최종 친전자성 대사산물인 vinyl carbamate epoxide, 4-

nitrophenyl vinyl ether의 최종 친전자성 대사산물인 2’-(4-nitro-

phenoxy)oxirane의돌연변이성, 발암성및 DNA 결합능도 CHL에

의해억제되었는데, 이는 CHL이 BPDE의활성부위와직접결합

하는 것을 시사한다41-43). 이처럼 CHL은 다양한 종류의 발암물질

이나 이들의 최종 친전자성 대사산물에 대하여도 항돌연변이성

이나 항발암성 및 DNA adduct 형성 능력을 억제하는 것으로 보

고되고있다.  

구강에 발생되는 암종은 정상조직으로부터 암종으로 이행되

기까지 여러 단계의 변화 과정을 거치는 데, 암으로 진행되기 전

에전단계병소인구강점막의백반증으로시작되는경우가많기

때문에 암의 조기발견이 가능하다. 백반증은 4.4 내지 17.5%에서

편평상피세포암종으로 이행되며, 백반증에 조직학적으로 이형

성(dysplasia)이동반된경우에는암발생률이훨씬높아 36%에이

른다44). 또한 구강점막의 백반증은 신체 내부 장기에 발생되는

전암병소에 비하여 임상적으로 찾아내기가 용이하기 때문에 암

예방 연구의 초점이 되고 있으며, 선진 각국에서는 암예방 연구

의 모델로 구강점막의 백반증을 많이 연구하는 추세이다. 그러

므로본연구에서햄스터협낭에 DMBA를처리하여협낭암을유

발하였으며, CHL을 전 처리하여 암예방 여부를 관찰하였고,

7,12-Dimethylbenz[a]anthracene(DMBA)의 돌연변이성을 CHL이 억

제하는 지와, 암예방제 처리가 유전자 돌연변이 발생률이나 양

상에 어떤 영향을 미치는 지에 대해 실험하였다. 즉, 본 실험의

목적은 DMBA로 유발된 햄스터 협낭암에 대한 CHL의 암예방제

로서의가능성을보는데있다. 

Ⅲ. 연구재료 및 방법

1. 실험동물 및 재료

1) 실험동물

동일한 조건에서 표준 고형사료와 물을 주어 사육한 3-4주 된

특정 무균의(specific pathogen free) Cricetulus larabensis계의

Chinese hamster 암컷을 구입하여 2주간 실험 동물실에서 적응

기간을거쳐 6주된것을실험에사용하였다.

2) 실험재료

7,12-Dimethylbenz[a]anthracene(DMBA)은 Sigma Chemical

Company(St. Louis, MO, U.S.A.)로부터 구입하였으며, chloro-

phyllin(CHL)은 Aldrich Chemical Company(Milwaukee, WI, U.S.A.),

나머지 시약과 제한효소(Promega, U.S.A.)들도 최상급으로 국내

시약대리점을통하여구입하였다.

2. 연구방법

1) 실험군

실험군은 크게 실험군 당 30마리로 5군으로 나누어 아무런 처

치도 하지 않은 1) 정상 대조군, 2) 발암물질을 녹이는 유기용매

(mineral oil)만을 처리한 실험 대조군, 3) 발암물질인 DMBA를 도

포한 종양유발군, 4) DMBA 처치 10분전에 CHL을 처리한 군, 5)

CHL만을처리한군으로나누어실험하였다.

2) 암유발실험

종양유발은 0.5%가되게 DMBA을 mineral oil에녹여햄스터협

낭편측에일주일에두 번씩실험전기간(22주)에걸쳐도포하여

종양을유발하였다. 

3) 암예방물질의투여

암예방물질은 발암물질을 바르기 10분전에 증류수에 녹인

0.1% CHL 용액을햄스터협낭편측에국소도포하였다.

4) 돌연변이성억제실험

돌연변이성 조사는 Maron과 Ames의 liquid preincubation

method를 사용하였다45). 시험균주로는 Salmonella typhimurium

TA98(ATCC, U.S.A.)을 사용하였고 DMBA는 10㎕ dimethyl sulfox-

ide에 녹여 사용하였다. 하룻밤 배양하여 3×109cell/ml로 키운

Salmonella typhimurium TA98과 DMBA를 37℃에서 30분간 prein-

cubation하여 그 혼합물에 soft agar를 넣고 혼합하여 minimal glu-

cose agar plate에 부어주고, 48시간 더 배양하여 histidine+ rever-

tant(His+)의 수를 세었다. CHL의 돌연변이 억제를 보기 위하여

preincubation시 DMBA와 함께 CHL을 처리하여 그 반응 효과를

관찰하였다.
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5. 암유전자돌연변이분석

정상세포가 암세포로 형질 전환 시 CHL이 암유전자의 변이에

대한 효과를 알아 보기 위하여, 발암원 처리로 형성된 유두종양

과암예방물질로형질전환이억제된상태에서발생된유두종양

에서 암유전자를 polymerase chain reaction(이하 PCR이라 함)을

이용하여 제한효소 절편길이 다형화 현상[restriction fragment

length polymorphism (이하 RFLP이라 함)]으로 분석하였으며, 세

포의암유전자로는 H-ras 유전자를대상으로하였다. 

a. DNA 추출

정상적인협낭조직과협낭종양조직에서 genomic DNA를추출

하기 위하여 세포용해 완충용액(50mM Tris-HCl, pH8.0, 0.2M

NaCl, 0.1M EDTA, 1% SDS) 0.5ml에 proteinase K를 0.4μg/ml의농도

로넣고조직을잘게잘라 37℃ shaking water bath에서 16시간동

안 배양하였다. 그 다음 phenol/chloroform으로 3번 반복 처리한

후 absolute ethanol로 DNA를 침전시키고 원심 분리하여 vacuum

oven에서 10분 동안 에탄올을 증발시킨 후 적당량의 TE 완충용

액(10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH8.0)에녹여두었다.

b. 유전자돌연변이검출

H-ras 유전자의 codon 61을 포함하는 exon 2 부위를 증폭시키

기 위하여 다음과 같이 PCR을 시행하였다. PCR 반응은 50mM

KCl, 10mM Tris-HCl(pH9.0), 0.1% Triton X-100, 200μM dNTPs, 2mM

MgCl2, 1unit Taq DNA polymerase(Promega)로 구성된 반응액에

0.01μM Ras 4 primer와 0.01μM Ras 2 primer(Table 1), genomic DNA

0.5μg을 혼합하여 총 10㎕로 맞춘 후 DNA Thermal Cycler 9600

(Perkin Elmer Cetus)를이용하여 95℃에서 3분간 denaturation시킨

후, 1차 PCR (95℃ 30sec denaturation, 55℃ 1min annealing,  72℃

1min, extension, 10cycle)을 수행하였다. 1차 PCR 반응액에 0.5μM

Ras 4 primer와 0.5μM Ras 3 primer를넣어 총부피를 20㎕로 하고,

반응액 중의 MgCl2를 1mM로 맞추어 2차 PCR (95℃ 30sec, 55℃

1min, 72℃ 1min, 30 cycle)를 실시하였다. 이 PCR 산물을 ethidium

bromide (EtBr)가 들어있는 2% agarose gel에 2 ㎕씩 loading하여

100Volt에서 30분간 전기영동한 후, ultraviolet(UV)하에서 band를

확인하였다. 이와 동시에 genomic DNA를 넣지 않고 동일하게

PCR을 수행하여 전기영동함으로써 DNA의 오염 여부도 확인하

였다. Codon 61의돌연변이검출은 PCR을이용한비방사능제한

효소 절편길이 다형화 현상[non-isotopic restriction fragment length

polymorphism (RFLP)]을 이용하였다. Ras 2, Ras 3, Ras 4를 이용하

여 증폭시킨 PCR 산물을 각각 Mse I(NEB, 0.2unit/㎕), Taq I(NEB,

0.5unit/㎕), Xba I(BM, 0.5unit/㎕)로 37℃에서 2시간동안 digestion

시켜 12% polyacrylamide gel에서 200Volt로 3시간 전기 영동하여

EtBr로 염색한 후 UV하에서 RFLP 형태를 관찰하는 것으로 돌연

변이의여부를관찰하였다.

Codon 12/13의 돌연변이는 제한효소 Mnl I을 이용하여 조사하

고, codon 13의 돌연변이는 Hinf I을 이용하여 다형화 현상을 조

사하였다. Rex 1과 Rex 2 primer (Table 1)을 이용하여 152bp의

DNA 산물을 얻을 수 있으며, 이 산물을 Mnl I(NEB, 0.25unit/㎕),

또는 Hinf I(NEB, 0.5 unit/㎕)으로 37℃에서 2시간 동안 반응 시켜

RFLP 형태를관찰하여돌연변이여부를확인하였다. 

RFLP에서 발견된 돌연변이는 다시 염기서열을 확인하여 돌연

변이 양상을결정하였다. 염기서열을알아보기 위해먼저 PCR을

수행하였으며, 그 조건은 10mM Tris-HCl (pH9.0), 0.1% Triton X-

100, 200μM dNTPs, 2mM MgCl2, 1unit Taq DNA polymerase로 구성

된반응액에 Ras 1 primer와 Ras 2 primer 및 genomic DNA 0.5μg을

넣고, 95℃에서 3분간 denaturation하고, 95℃에서 30초간 denatu-

ration, 55℃에서 1분간 annealing, 72℃에서 1분간 extension을 30

번 반복하고, 72℃에서 10분간 extension시켜 219bp의 PCR 산물

을얻었다. 이산물을 Sequence PCR products sequenceing kit(USB)

를 사용하여 정제과정 없이 직접 염기서열을 분석하였다. 먼저

PCR 산물 5㎕에 exonuclease I과 alkaline phosphatase를 각각 1㎕

씩 넣고 37℃에서 20분간, 85℃에서 15분간 배양하여 여분의

primer와 dNTP를제거하였다. 이렇게처리한 PCR product DNA에

10pmole의 Ras 3 primer를 넣고 100℃에서 2분간 denaturation한

후, 반응완충용액, 0.1M dithiothreitol, 1：5 diluted labeling mix. α-35

S-dATP, sequenase로 labeling 반응을 실시한다. Termination mix-

ture 즉, G, A, T, C에 α-35S-dATP로 labeling된 DNA를 넣고 37℃에

서 10분간 배양하고 stop solution을 넣어 denaturation하였다. 이

반응산물을 6% urea acrylamide gel에 전기영동하고, autoradi-

ogram을얻어염기서열을분석확인하였다.

Ⅳ. 연구성적

1. CHL의 암억제 실험

DMBA로햄스터협낭암을유발시켰으며, 암예방물질인 CHL을

전 처리시에 협낭에 발생된 유두종양은 암예방물질을 처리하지

않았을 때에 비하여 현저히 감소되었다. 즉, 유두종양을 가지고

Table 1. H-ras Amplification and Sequencing primers

Ras 1 2 Sense CTAAGCCTGTTGTTTTGCAGGAC

Ras 2 2 Antisense GCTAGCCATAGGTGGCTCACCTG

Ras 3 2 Antisense TACTGATGGATGTCCTCGAA

Ras 4 2 Sense ACTGGACATCTTAGACACAGCAGTT

Rex 1 1 Sense TGTGCTTCTCATTGGCAGGTG

Rex 2 1 Antisense CTCGTCCACAAAGTGGTTCTGG

Name Exon DNA strand DNA sequence 5′→3′
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있는 실험동물의 비율을 나타내는 종양발생률(tumor yield)과 실

험동물 당 가지고 있는 유두종양의 평균 개수를 나타내는 종양

생성률(tumor multiplicity)을 비교하였는데, DMBA로 종양을 유발

한 경우에 실험동물 중 86%에서 1개 이상의 유두종양이 나타났

으며, 종양생성률은평균 3.7개이었으나, CHL을처리한경우에는

종양발생률은 62.5%로 감소되었으며, 종양생성률도 1.4개로 감

소되었다. 실험에 사용한 유기용매나 암예방물질 자체는 종양발

생에아무런영향을주지않았다(Table 2).

2. CHL의 돌연변이 억제 실험

DMBA가 생체내에서 발암성을 나타내려면 먼저 생체내 대사

에 관여하는 여러 가지 효소에 의해 최종 친전자성 대사산물로

전환된 후, DNA와 결합하여 adduct를 형성하고, 세포분열시에

DNA 복제를거치는과정중에돌연변이를일으킴으로써암발생

을 유발한다. 그러므로 CHL의 암예방 가능성을 보기 위하여는

돌연변이성억제정도를보는데, 본실험에서 DMBA에의해유발

되는돌연변이성은 plate 당 histidine+ revertant수가평균 317개이

었으나, 1μmole CHL을 전 처리 시에 239개, 5μmole CHL 전 처리

시에는 58개까지억제되었다(Table 3) .

3. CHL의 H-ras 유전자 돌연변이 분석

협낭 유두종양에서 H-ras 유전자의 codon 61의 돌연변이는 종

Table 2. Effects of Chlorophyllin on Tumor yield and

Tumor mutiplicity of DMBA-induced Hamster

buccal pouch Tumor 

Normal(No treatment) 0 0

Solvent only (Mineral oil) 0 0

DMBAa 86.0 3.7 ± 0.6c

CHLb + DMBA 62.5 1.4 ± 0.3

CHL 0 0

a 0.5% 7,12-Dimethylbenz[a]anthracene in mineral oil (twice/week topical

application)
b 0.1% chlorophyllin in water was treated 10min before DMBA topical application.
c All animals were sacrified at 22week.

Experimental Groups Tumor Yield Tumor Multiplicity

(%) (Mean ± Std. Error)

Table 3. Effect of Chlorophyllin on the Mutagenicity of

DMBA

DMBA(20μmole/plate) 317 ± 32

DMBA + 1μmole CHL 239 ± 27 25.6

DMBA + 3μmole CHL 154 ± 31 51.7

DMBA + 5μmole CHL 58 ± 11 81.7

Treatment Histidine revertant positive % inhibition
(His+)/plate

Fig. 1. Strategy for analysis of H-ras activating point mutations at codon 61 by a PCR-based, non-isotopic restriction fragment length polymorphism(RFLP)
method. A. Sequence codon 61 in exon 2 and location of primer(Ras 2, Ras 3, and Ras 4) used for H-ras mutation analysis. Amplification of the

sequence around codon 61 was performed as described in material and methods. B. Mutation profile of codon 61 of H-ras. Mutation of the first

base of codon 61 from C to A would give rise to Mse I site. Mutation of the middle base of codon 61 from A to T would give rise to an Xba I

site. Mutation of the middle base of codon 61 from A to G would give rise to a Taq I site. 
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양조직에서얻은 genomic DNA를 PCR를이용하여 codon 61을포

함하는 exon 2부위를 증폭시켜 132bp의 DNA 절편을 얻고, 여기

에 Mse I, Xba I, Taq I으로 처리하여 RFLP 형태를 보았다. Codon

61의 CAA가 그대로 있는 wild type의 경우는 Mse I, Xba I으로 잘

랐을 때 132bp의 절편을 나타내나, 돌연변이가 있는 경우에는

Fig. 1에서와같이다양한종류의절편을나타낼수있다. 즉, CAA

의 첫번째 염기인 C가 A로 변환된 경우에는 Mse I site를 갖게 되

어 107bp의절편을나타내고, codon 61의두번째염기인 A가 T로

변환된 경우에는 Xba I site를 갖게 되어 105 bp의 절편을 보인다.

또한 Taq I으로 잘랐을 때는 증폭된 DNA 중에 codon 61 부위 외

에 또 다른 Taq I site가 있어 wild type은 115bp, 돌연변이가 있는

경우에는 89bp를나타낸다. 본실험에서는 codon 61 부위의돌연

변이는 거의 관찰되지 않았으며, 단지 Mse I에 의한 107bp의 절

편만관찰할수있었다(Fig. 2) .

Codon 12/13의 돌연변이는 제한효소 Mnl I을 이용하여 조사하

였고, codon 13의돌연변이는 Hinf I을이용하였다.  Rex 1과 Rex 2

primer(Table 1)를이용하여 152bp의 DNA 절편을얻었으며, 이산

물을 Mnl I 또는 Hinf I으로 37℃에서 2시간 동안 반응 시켜서

RFLP 형태를 codon 61과 같은 방법으로 관찰하였다. 즉 Mnl I을

처리한 경우에 PCR로 얻은 152bp내에는 이 제한효소에 의한 절

단부위가존재하여 86bp와 66bp의절편을얻을수있으나, 이제

한효소에 의한 절단부위(GAGG)중 어느 하나라도 돌연변이가

Fig. 3. A strategy for detection of Mnl I restriction fragment length polymorphisms created by mutations in codon 12 or 13 of  H-ras-1. Wild type

Mnl I restriction sites (●) near the first exon are indicated. The position of the polymorphic Mnl I site (GAGG) relative to the sequences of

the normal codon 12 (GGA) and codon 13 (GGC) is shown.

Fig. 2. Restriction fragment length polymorphism of DMBA-induced or CHl-DMBA-induced hamster buccal pouch tumor.

132 bp

107 bp

152 bp

GAGG

3′

GGA GGC

5′

86 bp

152 bp
Mutant

Normal

86 bp

66 bp
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일어난 경우에는 이 절단부위가 인식되지 않으므로 152bp만 관

찰된다. 본 실험의 경우에는 이 제한효소에 의하여 거의 모든 유

두종양에서절편없이 152 bp가인식되는것으로보아거의모든

유두종양에서돌연변이양상이 12/13 codon에나타남을알수있

었다(Fig. 3). 또한 Hinf I(GGAGT)으로 절단 시에는 13번 codon의

경우에 두번째 염기가 G에서 T로 돌연변이가 일어난 경우에만

인식됨으로 wild type의 경우에는 절단되지 않고 돌연변이가 일

어난경우에만인식이되어 97bp와 55 bp절편이발견될수있다.

본 실험에서 12/13 codon에 돌연변이가 나타난 경우 중 많은 경

우가 이 제한효소에 의해 절단이 되는 것으로 보아 12/13 codon

돌연변이의 대부분은 13번codon에서 G가 T로 돌연변이가 일어

났음을알수있었다(Fig. 4).

DMBA로 유발된 협낭암에서는 H-ras 유전자의 돌연변이가 거

의 나타났으며, 주로 codon 12/13에서 발견되었으나, codon 61에

서 CAA가 AAA로돌연변이된경우도있었으며, CHL을전처리한

유두종양의경우에도돌연변이발현빈도나양상에큰차이가없

었다(Table 4).

Ⅴ. 고 찰

CHL에대한다양한돌연변이물질의활성은생체내25-27,30-33) 또는

시험관실험29,34-36,38)을통하여연구되었으나항발암성에대한실험

Fig. 4. A strategy for detection of Hinf I restriction fragment length polymorphisms created by mutation at codon 13 of H-ras. PCR amplification of

DNA using Rex-1 and Rex 2 gives rise to a 152 bp containing exon 1. Mutation of the middle base of codon 13 from G to T would give

rise to a new Hinf I site within 152 bp, generating mutation-specific fragments of 97 and 55 bp.

Table 4. Frequency and Profile of Activating H-ras Mutations at the Codon 12/13 and 61 in DMBA-induced Hamster

buccal pouch Tumor.

DMBA 48/50(96%) 47 1 0 0

DMBA + CHL 47/50(94%) 46 2 0 0

aAdenine, bCytidine, cGuanine, dThymine

Profile of H-ras mutation

Treatment ras mutation frequency Codon 12/13 Codon 61(CAA)

AAAa CbGcA CTdA

152 bp

97 bp

55 bp

55 bp97 bp

152 bp

12     13    14

GGA GGC GTG

12     13    14

GGA GGC GTG

Mutant

Normal
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결과는 많지 않았다. 최근 연구에서 Nelson46)은 CHL이 쥐에서

dimethylhydrazine으로 유도된 대장암의 발생을 촉진한다고 보고

하였으나, 이와는 달리 Imai 등47)은 aflatoxin B1으로 유발된 숭어

의 간암실험에서 CHL이 간암발생을 억제한다고 보고하였으며,

다양한 종류의 발암물질을 이용한 생쥐의 피부암 실험에서도

CHL은 유두종양 발생을 현저히 감소시켰다41). CHL은 구조 내에

pyrrole ring system을 함유하고 있어서 다양한 발암물질과 비공

유복합체를형성하는 interceptor molecule로작용하여암예방효

과를 나타내는 것으로 생각되며, 특히 planar aromatic ring struc-

ture를 갖는 발암물질에 가장 예방효과가 큰 것으로 알려졌다39).

또한 CHL은 non-planar한발암물질인 vinyl carbamate의발암성을

억제하는 사실로 미루어 또 다른 기전이 작용할 가능성이 있는

것으로보고있다41).

CHL은 여러 가지 발암물질에 의한 DNA adduct 형성을 억제한

다26,27,41,43). 본 실험에서도 CHL이 DMBA의 돌연변이성을 억제하는

것은 DNA adduct 형성을 억제하여 일어난 결과로 해석되는데,

CHL이 수용성이기 때문에 방향성 화합물들과 복합체를 형성하

면 지용성인 발암물질들을 쉽게 배설할 수 있기 때문이다. CHL

과 발암원 물질 사이의 복합체 형성은 발암물질의 활성화 과정

을 억제하며, CHL과 최종 친전자성 대사 활성 발암물질과의 결

합은수용액상태에서친전자성물질을분해함으로서이들발암

물질이생체내친핵성믈질인 DNA와결합하는것을감소시킨다
41-43). 이러한 반응은 ellagic acid가 발암물질과 결합하여 불활성인

복합체를 형성하는 것과 같은 양상이다48). 분자 포획(molecular

trapping)을 통한 발암물질의 비활성화 외에도 CHL은 발암원 물

질이 최종 친전자성 대사 활성물질로 변환되는 것에 영향을 줄

수 있다고 생각할 수 있다. 즉, CHL을 피하 주사시에 마이크로좀

에존재하는 aminopyrine N-demethylase와 aniline hydroxylase 효

소 활성이 감소되며, hexobarbital로 유발된 수면 시간을 연장시

킨다47). CHL에 의한 간장내 대사 관련 효소의 감소는 간장내

hemoprotein의 생합성을 감소시키며, 결과적으로 cytochrome의

양이 감소된다. Cytochrome 양의 감소는 발암물질의 대사활성에

관여하는 cytochrome P-450 효소를 감소시키므로 발암물질의 대

사 활성이 감소되게 된다. 최근 연구에서 CHL은 cytochrome

P450IA와 P450IIE1과 밀접한 관련이 있는 7-ethoxyresorufin O-

deethylase와 N-nitrosodimethylamine N-demethylase 효소활성을

억제하며, 특히 NADPH-cytochrome c reductase의 효소활성이 가

장 큰 영향을 받는다40). 또한 Yun 등49)은 CHL이 cytochrome P-450

효소활성을비특이적으로억제한다고보고하였다.

화학물질을 이용한 암의 예방은 기존의 항암제에 의한 암세포

의 치료와는 전혀 다른 새로운 개념의 암 정복 전략으로서 최근

국내외에서 이에 관한 연구가 시도되고 있으며, 지금까지 연구

된 발암 억제물질들은 단순히 그 발암물질의 작용을 차단 또는

억제하는현상학적인결과에서얻은것으로그정확한작용기전

은 아직 밝혀지지 않았다. 현재까지 가장 광범위하게 연구되어

진 암억제물질은 비타민 A의 유도체인 retinoid인 데, 이는 발암

물질로유발된전암병소를보다분화가잘된상태로회복시키기

도 하며, 인터페론 알파 등과 병용하면 자궁경부와 피부에서의

암발생을 억제한다50,51). 암예방제의 검색이나 개발은 주로 시험

관내 또는 생체실험을 통해 이루어지며, 암발생을 억제하는 현

상학적인 것에 기초하므로, 그물질이 암발생을 억제하는 것은

알 수 있으나, 그 기전에 대해서는 잘 알려져 있지 않다. 암예방

제가 그 성격상 암발생 고위험군에서 장기간 사용을 필요로 하

므로이러한약물이종양유전자에미치는직접적인영향에대하

여연구할필요가있다. 

정상세포를 암세포로 변형시키는 암유전자 활성화 기전은 크

게 나누어 암유전자의 정성적 변화와 정량적 변화로 나눌 수 있

는데, 암유전자의 정성적 변화에 속하는 것은 H-ras 유전자 등의

변이로 codon 12, 13, 59, 61 등의돌연변이에따라아미노산의치

환이 따르고, 이에 따라 GTP 가수분해 활성이 현저히 감소하게

되고 결과적으로 G protein과 GTP가 계속적으로 결합하고 있기

때문에 p21의 활성화가 지속적으로 유지되어 암세포로 변형을

일으키게된다. 본실험에서사용된 CHL은이러한종양유전자의

정성적 변화에는 별다른 변화를 주지 않았다. 즉, CHL이 발암원

물질과 복합체를 형성하거나, 발암물질의 활성화를 억제하여 이

용 가능한 최종 친전자성 발암물질의 양을 감소시켜 친핵성인

DNA와의결합을감소시킨결과로유두종양과같은암발생빈도

는줄이게되나, CHL 자체가유두종양내종양유전자의돌연변이

발현빈도와양상에는영향을주지않음을알수있었다. 

Ⅵ. 결 론

본 실험에서는 암예방물질인 CHL이 종양 발생에 미치는 영향

과 돌연변이 활성에 미치는 영향을 보고, 종양 발생과정에서의

종양유전자의 정성적 변화에 주는 영향을 조사하고자 발암물질

로 알려진 DMBA로 햄스터 협낭에 유두종양을 유발하였으며,

CHL을전처리하여다음과같은결과를얻었다.

1. 0.5% DMBA로 종양을 유발시에 종양발생률은 86.0% 이었으

며, 종양생성률은 3.7±0.6 이었으나, CHL을 전 처리한 경우에

는 종양발생률이 62.5%로 감소되었으며, 종양생성률도 1.4±

0.3 으로현저히감소되었다.

2. 20μmole DMBA에 의한 돌연변이성을 검사한 결과 histidine+

revertant 수는 317±32이었으나 1�5μmole CHL 처리시에

dose-dependent 양상으로 25.6�81.7%까지돌연변이성이억제

되었다.

3. DMBA로 유발된 유두종양에서 암유전자인 H-ras 돌연변이는

96%, CHL 전처리한경우에는 94%로돌연변이가나타났으며,

두경우모두대부분 (DMBA 경우 47/48,  CHL 전처리시 46/47)

codon 12/13에돌연변이가나타났다.

이상의실험결과로 CHL은발암물질인 DMBA와복합체를형성

하여 DMBA의 활성화 과정을 억제하므로써 생체내 DNA와 결합

할 수 있는 최종 친전자성 대사 발암물질의 형성을 감소시키고,

따라서 이용 가능한 발암물질이 감소된 결과로 DMBA-DNA

adduct 형성이 감소되고, 이에 따라 돌연변이성이 억제되며, 돌

연변이의감소로인해암발생이감소된결과로암예방효과를나
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타내는 것으로 생각된다. 그러나 이미 형성된 유두종양 내에서

H-ras 유전자의 돌연변이의 발생빈도에는 영향을 주지 못하였으

며, 돌연변이 형태도 변화시키지 않는 다는 것을 알 수 있었다.

따라서 CHL은 구강암의 암예방제로서의 가능성을 알 수 있었으

며, 향후 구강암 발생 고위군에서 CHL의 임상적 적용에 대한 계

속적인연구가뒤따라야할것으로생각된다.  
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