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서     론

메트포르민 (metformin)은 현재 전 세계에서 제2형 당뇨병 

(type II diabetes mellitus) 환자들에게 가장 많이 처방되고 있

는 약제이다. 메트포르민은 여러 과정의 대사조절을 통해 과

도하게 증가되어 있는 혈중 포도당 농도를 낮춘다.1) 메트포

르민은 AMP-stimulated protein kinase (AMPK)를 활성화시

켜서 간세포에서의 포도당신생 (gluconeogenesis)을 억제하고 

반대로 근육세포에서의 포도당흡수를 증가시킨다.2) 메트포르

민은 인슐린수용체의 발현을 증가시키거나 수용체의 티로신

인산화효소의 활성을 자극하여 제2형 당뇨병환자에서 나타나

는 인슐린저항성을 극복하는 데 기여하기도 한다.3) 최근의 연

구결과들은 메트포르민의 새로운 약리활성들에 주목하고 있

는데 그중에서도 메트포르민의 항암활성이 실제 암환자들에

서 기존 항암요법의 대체 또는 보완요법으로 도입될 수 있는

지에 대한 관심이 높아지고 있다.4-7) 실제 여러 후향적 연구들

에서 제2형 당뇨병환자 그룹에서의 암발생률이 정상인에 비

해 높게 나타난다.8-11) 세포수준에서의 작동기전으로는 메트

포르민은 직접 세포사멸 (apoptosis)을 일으키거나 세포증식 

(proliferation)을 억제하는 방법으로 항암활성을 유도할 수 

있는데, 실제로 메트포르민은 AMPK 활성이나 mammalian 
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Abstract	 Metformin, a predominantly prescribed anti-diabetic drug for decades, has gained new insights for its 
anti-tumor activity in a variety of cancer cells. Our previous studies also showed the obvious pro-apoptotic activity 
of metformin and the underlying action mechanisms in hepatocellular carcinoma cells. Together with apoptosis, 
autophagy is a crucial intracellular process to determine the survival or death of cells under some stressful 
environments. The present study aimed to determine the role of autophagy in metformin-induced death of H4IIE 
hepatocellular carcinoma cells. Metformin blocked the formation of autophagosome and the expression of LC3A, 
generally described as a biomarker of autophagy. Inhibition of AMPK reversed the metformin-induced blockade of 
autophagy. Antioxidant (NAC) suppressed the metformin-induced cell death but not affected LC3A. The inhibition 
of protein kinase C totally restored the metformin-suppressed expression of LC3A. In summary, our present study 
suggests that autophagy is an anti-apoptotic player in metformin-induced apoptosis in H4IIE cells.
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target of rapamycin (mTOR)의 활성에 변화를 일으켜 세포증

식이나 단백질합성에 영향을 미칠 수 있으나 여러 관련 연구

들에도 불과하고 아직 메트포르민이 어떻게 암세포의 사멸을 

유도하거나 증식을 억제하는지에 대한 자세한 작동기전은 아

직 분명하게 밝혀져 있지 않다. 본 연구자들 또한 이전의 연

구결과들에서 메트포르민이 간암세포의 포도당대사를 과도

하게 증가시키는 과정에서 활성산소의 생성이 증가하여 이로 

인한 산화스트레스가 세포사멸을 유도하는 중요한 요인으로 

지목한 바 있다.12,13) 세포의 증식 또는 죽음에 영향을 미치는 

또 다른 조절요인은 세포의 자가포식 (autophagy)의 작동이다. 
자가포식의 역할에 대해서는 서로 다른 견해들이 있는데, 세
포가 스트레스를 받는 환경에서 죽지 않고 생존하기 위한 수

단이라는 주장과 함께, 세포사멸의 한 과정이라는 상반된 견

해도 있다.14,15) 이런 견해들로부터, 자가포식은 주어진 생리

적, 병리학적 환경에 따라 서로 다른 역할을 담당하는 소위 양

날의 검과 같은 세포활성으로 이해하여야 하므로 실제로 살

아있는 각각의 세포들이 처해있는 환경이나 질병조건에 따라 

서로 다른 활성이 나타나는 특이성을 이해하고 그에 따르는 

작동기전을 규명하여야 한다. 본 연구는 배양 중인 간암세포

에서 메트포르민이 세포사멸을 유발하는 과정에서 나타나는 

자가포식의 바이오마커가 어떻게 변화하는지를 관찰하고 이

러한 자가포식 현상이 세포사멸의 유발에 따른 현상인지, 아
니면 세포사멸을 회피하기 위한 생존수단인지를 확인하기 위

해 수행되었다. 

재료 및 방법

실험재료

우태아혈청 (fetal bovine serum, FBS)을 제외한 세포배양 및 

분석실험에 필요한 시약들은 씨그마-알드리치 (Sigma-Aldrich 
Chemical Corp., Sigma, St. Louis, MO, USA)에서 구입하였고 

FBS는 Life Technologies (Rockville, MD, USA)로부터, poly 
ADP ribose polymerase (PARP), cleaved caspase-3, LC3A, 
β-actin 다중/단일클론항체는 Cell Signaling Technology 

(Denvers, MA, USA)로부터 구입하였다. Horseradish peroxi
dase-conjugated 이차항체는 Santa Cruz Biotechnology (Santa 
Cruz, CA, USA)로부터 구입하였고 전기영동과 Western blot 
분석에 필요한 시약들은 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)으로

부터 구입하였다. 이외의 일반 시약들은 씨그마-알드리치로부

터 구입하여 사용하였다. 

세포배양

흰쥐의 간세포암 (hepatocellular carcinoma) 세포주인 H4IIE 
세포는 한국세포주은행 (Korea Cell Line Bank, Seoul, Korea)
으로부터 구입하여 실험에 사용하였다. 기본배양액으로는 

10% 우태아혈청 (fetal bovine serum, FBS)이 포함되어 있는  

Dulbecco’s minimal essential medium (DMEM, 5.5 mM glu
cose)를 세포의 계대배양에 사용하였다.

MTT 활성분석

세포의 생존 정도 (viability)는 MTT[3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] 활성을 측정하여 비

교분석하였다.16) 요약하면, H4IIE 세포를 계대배양 시에 10% 
FBS를 포함하고 있는 24-well 배양접시에 옮겨 70~80% 밀
도에 도달할 때까지 배양한 후 FBS가 제외된 배양액에서 24
시간 더 배양하여 FBS에 의한 잔존 증식유발 요인을 회피 

(serum-starvation)하였다. 시료 처리가 끝난 세포는 MTT 

(0.5 mg/mL)를 포함한 Dulbecco’s Phosphate-buffered Saline 

(D-PBS)에서 30분간 배양하여 생성된 formazan product를 

0.5 mL isopropyl alcohol로 녹인 뒤 570 nm 파장에서의 흡광

도를 측정하였다. 

Western blotting 분석

Serum-starvation 후 시료처치가 끝난 배양세포를 저온 

의 균질완충액 (ice-cold lysis buffer; 50 mM Tris-HCl, 
1% nonidet P-40, 0.25% sodium deoxycholate, 150 mM 
NaCl, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM NaF, 1 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM aprotinin, 1 mM 
leupeptin, and 1 mM pepstatin A)에 넣어 균질화시키고 4℃, 
10,000 × g에서 15분간 원심분리하여 상층액을 얻고 단백

질의 농도를 측정하였다. 동일한 양 (20 mg protein)의 시료

를 4~12% polyacrylamide gel에서 전기영동하고 PVDF 
filter로 옮긴 뒤 Western blotting에 사용하였다. PVDF filter
를 blocking buffer (5% nonfat dry milk in Tris-buffered 
saline [TBS]-0.1% Tween-20 [TBS-T])에 넣어 상온에서 1
시간 동안 반응시키고 난 뒤 1,000~2,000으로 희석한 1차

항체 TBS-T 완충액에 넣어 10시간 이상 반응시켰다. 이
어 horseradish peroxidase (HRP)가 결합되어 있는 이차항

체 (10,000배 희석) 완충액에서 30분간 반응시키고 난 뒤 

enhanced chemiluminescence (ECL) detection system (Intron, 
Seongnam, Korea)를 사용하여 x-ray film에 노출시킨 뒤 현상

하였다.

https://wcms.jejunu.ac.kr/medsci/index.jsp
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H33342-acridine orange 염색

세포사멸 biomarker인 세포핵의 응축은 세포막투과성  

DNA 형광염색제인 H33342 (bisBenzimide H33342 trihydro
chloride)로 염색하여 관찰하였다. 배양과 시료처치가 끝난 뒤 

H33342 (1 mg/mL in D-PBS)를 배양접시에 넣어 10분간 반

응시킨 뒤 디지털카메라 (DP-70, Olympus, Japan)가 장착되어 

있는 형광현미경 (IX70, Olymous, Japan)으로 관찰하고 촬영

하였다. 세포질 내부에 형성된 자가포식체 (autophagosome)는 

acridine orange를 사용한 가수분해소체 (lysosome) 형광염색으

로 관찰하였다. 배양과 시료처치가 끝난 세포를 acridine orange 

(1 mg/mL)이 포함된 2% acetone (in D-PBS) 염색액에서 15분

간 염색하고 세척한 뒤 디지털카메라 (DP-70, Olympus, Japan)
가 장착되어 있는 형광현미경 (IX70, Olymous, Japan)으로 관

찰하고 촬영하였다.

통계분석

각 실험결과는 평균값±표준오차 (mean±standard error)
로 표시하였다. 대조군과 실험군과의 통계적 유의성 검정은 

student’s t-test로 시행하였고 p<0.05의 범위에서 유의적 차

이를 부여하였다.

결     과

이전의 연구결과12,13)에서, 메트포르민이 H4IIE 세포의 생

존능을 감소시키고 세포사멸의 여러 바이오마커들을 자극한

다는 결과를 확인하였으나 자가포식에 어떤 영향에 미치는

지는 확인하지 못하였다. 이전의 실험에서와 동일한 배양 및 

처리 조건에서 메트포르민이 H4IIE 세포의 자가포식을 억

제 또는 자극하는지를 확인하기 위하여 자가포식의 대표 현

상인 자가포식체 (autophagosome)의 생성을 나타내는 지표

단백질인 LC3A 단백질의 발현 정도를 Western blot 분석으

로 확인하였고 동시에 자가포식체 형성과정에서 초기에 형성

되는 가수분해소체 (lysosome)의 생성이 실제로 세포질 안에

서 일어나는지를 acridine orange 염색으로 확인하였다. MTT 
assay 결과로부터, 메트포르민에 의해 감소한 세포의 생존도

는 AMPK 저해제인 compound C 처리에 의해 유의하게 증

가하였다 (Fig. 1A). 세포사멸의 대표적 바이오마커인 poly-
ADP ribosyltransferase (PARP)와 caspase-3의 가수분해가 메

트포르민 처리로 증가한 반면 LC3 단백질의 발현은 메트포르

민의 처리로 감소하였다가 AMPK 저해제인 compound C 처
리로 다시 증가하였다 (Fig. 1B). 세포사멸의 또다른 바이오마

A

B

C

Figure 1. Effect of metformin on the apoptosis and autophagy in H4IIE cells. Cells were serum-starved overnight then preincubated with 20 μM 
Compound C (CC) for 30 min before the additional treatment with metformin (Met, 1 mM) for 24 h. (A) The viability of cells were presented 
as a percentage of control (none) from results of MTT assay. Each bar represented the mean±S.E. (n = 4). aP<0.01 vs. the non-treated control, 
bP<0.01 vs. Met. (B) Each panel from Western blot analysis is a representative of duplicated experiments. (C) Cells were stained with H33342 

(blue), thereafter stained with acridine orange (yellow-green) as described in “Materials and Methods”.

https://wcms.jejunu.ac.kr/medsci/index.jsp
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커인 세포핵염색질의 응축과 세포사멸소체 (apoptotic body)
형성이 메트포르민의 처리로 증가하였는데 compound C 처
리로 감소하였다 (Fig. 1C). 자가포식체의 형성을 보여주는 

acridine orange 형광염색도는 대조군에서 관찰되지 않았으나 

compound C를 처리하였을 때 분명하게 증가하였는데 세포사

멸소체 형성이 억제됨과 동시에 자가포식체의 형성이 증가하

는 현상을 확인할 수 있었다. 
본 연구자들의 이전 연구에서 메트포르민이 포도당대사를 

과도하게 증진하는 동시에 활성산소종의 생성을 증가시켰기 

때문에 이러한 현상들이 세포의 자가포식에 어떤 영향을 미

치는지를 판별하기 위해 메트포르민의 작용에 항산화제의 처

리가 어떤 영향을 미치는지를 분석하였다. 항산화제인 NAC
의 전처리는 메트포르민에 의해 감소한 세포생존도를 다시 

유의하게 회복시켰다 (Fig. 2). 동일한 환경에서 메트포르민에 

의해 증가하는 caspase-3의 가수분해가 NAC에 의해 분명하

기 억제된 반면, 메트포르민에 의해 감소하였던 LC3A 단백질

의 발현이 NAC에 의해 회복되지는 못하였다. 이러한 결과로

부터 메트포르민에 의해 생성이 증가된 활성산소종이 최소한 

자가포식과정에서 자가포식체의 생성에 직접 영향을 미치는 

단계인 LC3A 단백질의 발현에는 직접 관여하지 않는 것으로 

추측할 수 있으나 자가포식의 여러 바이오마커를 복수로 확

인하지 못하였기 때문에 더 많은 타겟을 대상으로 한 연구가 

필요할 것으로 판단된다.
메트포르민이 H4IIE 세포의 사멸을 유도하는 과정에서 

AMPK의 활성을 필요로 한다는 사실이 확인되었으나 그 외

의 다른 어떤 세포 내 신호전달단백질 활성들을 필요로 하는 

지에 대해서는 잘 알려져 있지 않다. 따라서 본 연구에서도 세

포 내 신호전달단백질들에 대한 다양한 저해제들이 메트포르

민의 세포사멸 유도효과를 저해할 수 있는지를 검색하였고 

그중 protein kinase C 저해제 (PKCi) 가 유의하게 메트포르민

의 효과를 저해할 수 있음을 알 수 있었다 (data not shown). 따
라서 PKCi 처리가 메트포르민에 의한 자가포식 억제에 영향

Figure 2. Effect of NAC on metformin-induced changes in the degree of apoptosis and autophagy in H4IIE cells. Cells were serum-starved over-
night then preincubated with N-acetylcysteine (NAC, 4 mM) for 30 min before the additional treatment with metformin (Met, 1 mM) for 24 h. (A) 
The viability of cells were presented as a percentage of control (none) from results of MTT assay. Each bar represented the mean±S.E. (n = 4). 
aP<0.01 vs. the non-treated control, bP<0.01 vs. Met. (B) Each panel from Western blot analysis is a representative of duplicated experiments. 

A B

Figure 3. Effect of protein kinase C inhibitor (PKCi) on metformin-induced changes in the degree of apoptosis and autophagy in H4IIE cells. Cells 
were serum-starved overnight then preincubated with 200 nM PKCi for 30 min before the additional treatment with metformin (Met, 1 mM) for 24 h. 
(A) The viability of cells were presented as a percentage of control (none) from results of MTT assay. Each bar represented the mean±S.E. (n=4). 
aP<0.01 vs. the non-treated control, cP<0.05 vs. Met. (B) Each panel from Western blot analysis is a representative of duplicated experiments. 

A B

https://wcms.jejunu.ac.kr/medsci/index.jsp
https://wcms.jejunu.ac.kr/medsci/index.jsp


Autophagy in metformin-induced apoptosis

45

ht
tp

s:
//

w
cm

s.
je

ju
nu

.a
c.

kr
/m

ed
sc

i/
Th

e 
 Jo

ur
na

l  
of

  M
ed

ic
in

e 
 a

nd
  L

ife
  S

ci
en

ce

을 미치는지를 확인하였는데, PKCi는 메트포르민에 의해 억

제된 LC3A 단백질의 발현을 완벽하게 회복시켰다 (Fig. 3). 이
러한 결과로부터 메트포르민에 의해 증가된 PKC 활성이 세

포의 자가포식을 유도하는 주요 조절인자임을 확인할 수 있

었다. 

고     찰

본 연구로부터 메트포르민은 H4IIE 간암세포의 세포사멸

을 유도하는 반면에 세포의 자가포식을 억제한다는 사실을 

확인할 수 있었다. 또한 메트포르민 처리로 활성산소종의 생

성과 이로 인한 산화스트레스의 발생이 세포사멸을 유도하는 

주요한 요인들 중 하나인 것은 분명하지만 세포의 자가포식 

억제나 회복과정에는 중요하게 관여하지는 않을 것이라는 것

을 알 수 있었다. 따라서 적어도 H4IIE 간암세포에서는 자가

포식이 세포사멸을 유도하기 위한 동일선상의 작동기전은 아

닌 것으로 판단할 수 있다. 현재까지 알려진 사실들에 따르면 

세포의 생사는 자가포식-세포사멸, 두 기전의 작동여부에 의

해 조절된다. 특히 자가포식 활성은 칼의 양면과 같은 기능을 

갖는데, 세포 내 손상된 단백질, 소기관, 병인요인 (pathgens)
등을 적절히 제거하여 세포의 생존에 기여하는 반면에 과도

하게 세포 내 소기관을 가수분해하거나 파괴하여 세포사멸

을 유도하기도 한다.17,18) 이런 세포사멸-자가포식의 상호작용 

(interplay)은 대단히 복잡한 현상이다.19) 세포사멸과 자가포

식의 서로 상대활성을 증진하거나 반대로 억제할 수 있고 또 

각각 독립적으로 발생할 수도 있다.20) 따라서 자가포식의 양

면적 활성이 어느 조건에서 정교하게 조절되는지를 무엇보다 

중요하게 규명하여야 한다. 
본 연구의 실험조건에서 메트포르민에 의해 포도당대사

가 과도하게 증진되는 결과로 세포 내 산화스트레스가 누적

이 되고 이로 인해 증가하는 산화-손상된 단백질들을 일시적

으로 제거하기 위한 세포방어 작용으로서 세포자가포식이 일

어날 수 있다. 그러나 세포들이 24시간 이상 메트포르민에 지

속적으로 노출되어 산화적 손상 정도가 회복하기 어려운 수

준으로 증가하게 되면 결과적으로 세포사멸 활성이 증가되는 

방향으로 바뀌어질 수 있다. 결국 세포사멸-자가포식이 단순

하게 동반- 또는 반대 방향을 향해 수반되는 현상이라기보다

는 세포 내 손상의 강도와 지속시간의 정도에 따라 순차적으

로 일어나는 현상이라는 점을 이해하고 이를 구체적으로 확

인하기 위한 다양한 분석들이 치밀하게 수반되어야 할 것으

로 판단된다. 이를 위해 자극 (메트포르민)의 강도와 지속시간

을 세밀하게 분류하여 세포사멸-자가포식의 상대적 발생빈도

와 추이에 관한 결과들을 세밀하게 분석하면 두 현상의 임계 

(또는 전이) 시점과 그 시점에서의 세포 내 환경요인들을 파

악할 수 있을 것으로 기대된다. 
메트포르민에 의해 세포사멸이 유도되고 자가포식이 억제되

는 과정에서 PKC의 역할에 대해서는 현재까지의 연구결과들

이 분명한 증거들을 보여주고 있지 못하다. 본 연구에서, 메트

포르민의 작동기전 중에 PKC가 어느 단계에 개입하는가에 대

한 질문에 대답하기 위한 한 가지 가능성은 활성산소종의 생성

과 PKC의 역할 관계를 포함할 수 있다. 메트포르민은 미토콘

드리아의 complex I을 저해하여 활성산소 생성을 증가시킬 수 

있다.21) 실제로 대장암세포에서 메트포르민은 활성산소종 생성

을 증가시켜 세포의 증식을 억제하기도 한다.22) 미토콘드리아

를 제외하고 활성산소종의 또다른 생성요인은 NADP oxidases 

(NOXs)를 들 수 있다. 혈관세포에서는 포도당농도가 증가하면 

세포 내 diacylglycerol 생성이 증가하고 PKC가 활성화되어 활

성산소종 생산이 증가하는데 이 과정에서 PKC가 NOXs 활성

을 자극하는 것이 중요한 원인으로 알려져 있다.23) 실제로 간암

세포에서도 여러 종류의 NOXs가 발현된다.24) 이러한 이전 연

구결과들을 본 연구결과의 해석에 이용하면, 메트포르민의 포

도당대사 활성 자극으로 인해 세포 안으로의 포도당 유입이 증

가하고 이 과정에서 미토콘드리아 complex I뿐 아니라 PKC-
NOXs 활성을 통한 활성산소종의 증가가 세포사멸을 유도할 

수 있을 것이다. 다만 이 과정에서 자가포식 활성이 세포 내 활

성산소종 생성증가와 연관되어 있는지는 아직 불분명하고 추후 

계속 규명되어야 할 과제이다.
결론적으로 본 연구에서는 메트포르민이 H4IIE 세포사멸

을 유도하는 과정에서 자가포식이 억제되는 현상이 발견되었

고 이 과정에 PKC가 중요한 조절요인으로 작동한다는 사실

을 확인하였다. 이후의 연구에서는 메트포르민-자가포식-PKC
의 순차적 작동 기전이 어떻게 조절되는지를 규명할 것이다. 
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