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  To identify mutagenicity of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) which are not 
indentified by ICH (Internation Harmonization of Technological Requirements for Reg-
istration of Pharmaceuticals for Human Use) guideline-recommended standard genoto-
xicity test battery; Ames test, chromosome aberrration assay, moues lymphoma tk+/- 
assay, in vivo micronucleus assay. the in vitro micronucleus assay (MN) was chosen. 
The in vitro MN using MCF-7 cells was useful to indentify mutagenicity of bisphenol 
A and di (2-ethyhexyl) phthalate (DEHP). In this study, we found that TCDD induced 
MN formation significantly. Further to investigate the relationship between MN formation 
and estrogen receptor (ER), we comparatively assessed MN formation of TCDD in 
different human breast cells; MCF-7 cells (ER positive) and in MCF-10A cells (ER 
negative), MDA-MB-231 cells (ER negative). TCDD induced MN formation in MCF-7 
cells (ER positive) but not or little induced MN formation in MCF-10A cells (ER 
negative) and MDA-MB-231 (ER negative). We also have examined the effect of 
estrogen inhibitor, tamoxifen, against TCDD induced MN formation. Tamoxifen inhibited 
TCDD-induced MN formation up to 47.3% in MCF-7 cells. We concluded the in vitro 
MN using MCF-7 cells is a good test method for detecting nongenotoxic carcinogen and
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identifying the genotoxicity of endocrine distruptors which are not identified by standard 
genetic toxicology test battery and additive endpoints should be included.
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서      론

  발암물질은 유전독성 발현여부에 따라 유전독

성 발암물질(genotoxic carcinogen)과 비유전독성 

발암물질(nongenotoxic carcinogen)로 나눌 수 있

다.1～4) 유전독성 물질은 그 위해성을 유전독성시

험법을 이용하여 쉽게 검색할 수 있으며
5～8)

 그 

위해성을 예측하여, 사용을 규제하거나 독성을 경

감시킬 수 있는 방법을 모색할 수 있다.9～11) 그러

나 비유전독성 발암물질은 의약품등록의 국제적 

합의를 위한 협의체(ICH: International Conference 

on Harmonization of Technological Requirements for 

Registration of Pharmaceuticals for Human Use) 등

에서 제시하는 표준 유전독성시험법에서는 발견

이 되지 않아 그 위해성을 예측하기 위한 새로운 

시험법이 요구되고 있다.

  본 연구에서는 기존에 비유전독성 발암물질로 

알려진 물질이며, 내분비계 장애물질들 중에서 

ICH가 권유하는 표준 유전독성 시험법 즉 미생물

을 이용한 복귀돌연변이,12～14) 포유류 배양세포를 

이용한 염색체이상시험,15) 마우스 림포마 유전자 

돌연변이시험,
16,17)

 생체내 소핵시험
18)

에서 모두 음

성을 나타낸 2,3,7,8-teterchlorobenzo-p-dioxin (TCDD)

을 선정하였으며, 사람 유래 에스트로젠 수용체 

(estrogen receptor; ER) 양성인 MCF-7세포를 이용

한 생체외 소핵시험은 사용되는 세포의 조직특이

성에 따라 비유전독성물질을 검색할 수 있는 방

법으로 나타났기 때문에,
19,20)

 MCF-7 세포를 이용

한 생체외 소핵형성능을 연구하였다. 또한 사람유

방 유래의 ER 존재여부에 따른 소핵형성능과의 

관련성을 연구하기 위하여 사람 유방 유래의 ER 

negative MCF-10A세포, MDA-MB-231세포를 이용

하여 ER 유무와 세포의 status에 따른 소핵형성능

의 차이를 살펴보았다.

  Tamoxifen은 ER 억제제로 알려져 있으며, 유방

암 치료제로 임상 적용되고 있다. ER 관련성을 

confirm하기 위하여 ER inhibitor인 tamoxifen을 처

리하여 억제효과를 연구하였다.

재료 및 방법

    1) 재료

  TCDD (Cas. no. 1746-01-6), MTT (Sigma, M- 

2128)를 Sigma Aldrich에서, Eagle's minimal essen-

tial medium (EMEM), Dulbecco's modified Eagle's 

medium (DMEM), F12K modification Kaighn's me-

dium, RPMI 1640 medium와 Fetal Bovine Serum 

(FBS), Donor Calf serum (DCS)은 미국의 Gibco 

BRL사에서 구입하였다.

    2) 세포주 및 세포배양

  사람 유방 유래 세포로서 human breast cancino-

ma, estrogen receptor positive MCF-7 cells, human 

breast carcinoma esgtrogen receptor negative MDA- 

MB-231 cells, human breast normal, immortal MCF- 

7A cells을 사용하였다. MCF-7 cells 및 MDA-MB- 

231 cells의 배양액은 10% fetal bovine serum (FBS)

과 1%의 penicillin-streptomycin을 포함한 Dulbecco's 

modified Eagle's medium (DMEM)을 사용하였으

며, MCF-10A는 DMEM/F12, 10μg/ml insulin (bo-

vine), 100 ng/ml cholera toxin, 0.5μg/ml hydrocor-

tison, 20 ng/ml fungizone, 2 mM L-glutamine, 100 

ug/ml penicillin/sterptomycin mixture, 5% horse se-

rum이 함유된 배지를 사용하였다. 매 3～4일마다 

계대배양하였으며 자연발생적인 돌연변이의 생성

을 최소화하고자 구입 후부터 10번 미만으로 계
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Fig. 1. Cytotoxicity of TCDD for 24 hrs in human breast 

estrogen receptor positve MCF-7 cells.
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대배양한 세포만을 실험에 사용하였다. 포화 습도 

하에서 5% CO2를 공급하는 37oC의 Dual CO2 

incubator (Shel-lab 1845 TC, USA)에서 배양하였다.

    3) 시험물질의 처리

  시험물질을 24시간 처리하였으며, 시험물질 처

리 후 24시간째에 표본 슬라이드를 제작하였다.

    4) 농도설정을 위한 세포독성시험

  Mitochondrial dehydrogenase의 활성지수를 나타

내는 MTT [3(-4,5-dimethylthiazol-2-yl-)2,5,-diphenyl-

tetrezolium bromide] 비색환원분석법을 수행하였

다. Mossman21)의 방법을 변형하여 96 well plate에 

각 well (n=4)당 50,000개의 세포를 24시간 동안 

37
o
C, 5% CO2 조건 하의 incubator에서 배양한 후 

시험조건과 동일하게 24시간 처리하였다. 처리시

간이 지나면 PBS로 충분히 씻어주고 배지를 교환

하여 각 well당 10μl의 MTT 용액(5 mg/ml)을 첨

가하여 37oC, 5% CO2 조건 하에서 4시간 동안 노

출시켰다. 상층액을 제거하고 dimethylsulfoxide 

(DMSO) 150μl를 넣은 다음 10분간 잘 혼합하여 

침전물을 용해시킨 후 microplate reader (E-max, 

Molecular Device, USA)를 사용하여 540 nm 및 

570 nM에서 홉광도를 측정하였다. 모든 시험결과

는 세포를 배양하지 않은 well에서 측정된 흡광도

에 대하여 보정하였으며, 홉광도는 시험물질이 처

리되지 않은 대조군과 비교하여 생존율로 변환하

였다. 또한 hemocytometer를 이용한 trypan blue ex-

clusion assay도 수행하였다.

    5) 생체외 소핵시험

  최고용해도를 기준으로 하여 예비시험의 최고

농도를 결정하였으며, 공비 10을 적용하였다. 또

한, 용매대조군으로 DMSO 처리군과 기지의 양성

대조군으로 염색체 구조이상 유발물질인 mitomy-

cin C (0.1μg/ml)와 염색체 수적이상 유발물질인 

DES (2.1μg/ml)을 각각 처리하여 시험하였다. 세

포를 직경 60 mm의 petri dish에 1×105/ml 되도록 

파종하여 1일간 배양한 후, 각각 시험물질과 양성

대조물질 등을 함유하는 배양액으로 교환하여 24

시간 배양하였다. 0.25% trypsin-EDTA로 세포를 

모은 후 4
o
C의 저장액 (0.075 M KCl) 4 ml에 현탁 

시킨 다음 바로 원심분리하였다. 고정액(methano

l：acetic acid=3：1)으로 2회 고정시킨 후 50% 질

산 전처리하여 냉장보관된 슬라이드에 세포침전

액을 떨어뜨려 염색체 표본을 만들고, 공기 건조

법으로 슬라이드를 제작하여, 5% Giemsa 염색액

으로 30분간 또는 Acridine oragne 염색액를 이용

하여 염색한 후 광학현미경 또는 형광현미경 

(×400～×1,000)으로 관찰하였다.

  한 시험 농도당 1,000개의 세포를 광학현미경

(Karl Zeiss, ×400～×1,000) 또는 형광현미경(Nikon, 

×400～×1,000) 하에서 판독하여 small MN, large 

MN, multi MN으로 구분하여 관찰하였다.
22)

 소핵

을 하나 가지는 세포는 소핵의 직경＜⅓이면 

small MN으로, ⅓＜MN의 직경＜½이면 large MN

으로 구분하였으며, 소핵을 두 개 이상 가지는 세

포는 multi MN으로 구분하였다. 통계학적으로 유

의성 있게 용량 의존적으로 증가하거나 하나 이

상의 용량단계에서 재현성 있게 양성반응을 나타

낼 경우를 양성으로 하였다.

결      과

    1) TCDD의 세포독성

  (1) MCF-7 세포에서의 세포독성: MCF-7 세포에

서의 TCDD의 세포독성시험 결과, 0.01 pM～10 

nM까지의 전 농도에서 유의성있는 세포독성을 나

타내지 않았다(Fig. 1). 반면 대조군에 비해 TCDD

로 처리한 각 군에서 세포증식이 10～20% 증가된 
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Fig. 3. Cytotoxicity of TCDD for 24 hrs in human breast 

estrogen receptor negative MCF-10A cells.
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Fig. 2. Micronuclei formation of TCDD for 24 hrs in 

human breast estrogen receptor positve MCF-7 cells. 
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Fig. 5. Cytotoxicity of TCDD for 24 hrs in human breast 

estrogen receptor negative MDA-MB-231 cells.
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Fig. 4. Micronuclei formation of TCDD for 24 hrs in 

human breast estrogen receptor negative MCF-10A cells. 

*p＜0.05

N
o 

of
 c

el
l w

ith
 M

N
/1

00
0 

ce
lls

0
TCDD (nM)

100.001
0

40

30

0.0001 0.01 1

20

10

0.1

*

양상을 보였다.

  (2) MCF-10A 세포에서의 세포독성: MCF-10A 

세포에서의 TCDD의 세포독성시험 결과, 0.1 pM～

10 nM까지의 농도에서 세포독성을 유의적으로 

나타내지 않았다(Fig. 3).

  (3) MDA-MB-231 세포에서의 세포독성: MDA- 

MB-231 세포에서의 TCDD의 세포독성시험 결과, 

TCDD는 0.1 pM～10 nM까지의 농도에서 유의성

있는 세포독성을 나타내지 않았다(Fig. 5).

    2) TCDD의 생체외 소핵시험

  (1) MCF-7 세포에서의 소핵시험: MCF-7 세포에

서의 생체외 소핵시험 결과, TCDD는 음성대조군

에 비해, 0.01 pM, 1 pM, 0.01 nM 농도에서 유의

적인 차이를 보였다(p＜0.01)(Fig. 2).

  (2) MCF-10A 세포에서의 소핵시험: 에스트로

젠 수용체 유무에 따른 영향을 보기 위하여 MCF- 

10A 세포에서의 생체외 소핵시험에서 TCDD는 

0.1 pM～10 pM까지의 농도에서 약한 소핵형성을 

유발하였다. 1 pM농도에서는 음성대조군에 비해 

유의적으로 높은 소핵형성을 나타내었다(p＜0.05) 

(Fig. 4).

  (3) MDA-MB-231 세포에서의 소핵시험: MDA- 

MB-231 세포에서의 생체외 소핵시험에서 소핵형

성을 유발하지 못하였다(Fig. 6). 각 세포들과의 

비교는 다음과 같다(Fig. 7).
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Fig. 6. Micronuclei formation of TCDD for 24 hrs in 

human breast estrogen receptor negative MDA-MB-231 

cells.
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Fig. 7. Comparative evaluation of micronuclei formation 

of TCDD (0.1 pM) for 24 hrs in MCF-7, MCF-10A, and 

MDA-MB-231 cells.
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Fig. 8. Cytotoxicity of tamoxifen in human breast MCF-7 

cells.
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Fig. 9. Micronuclei formation of tamoxifen in human 

breast MCF-7 cells. *p＜0.05, †p＜0.01
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    3) Tamixifen의 생체외 소핵시험 및 TCDD유

도 소핵형성 억제효과

  (1) MCF-7 세포에서의 tamoxifen의 세포독성: 

Tamoxifen의 억제효과를 보기 위하여 우선 ta-

moxifen 자체의 세포독성과 소핵형성능을 수행하

였다. MCF-7 세포에서의 tamoxifen의 세포독성시

험 결과, 0.01 nM～100 nM 농도에서는 음성대조

군에 비해 80% 이상의 생존율을 보였으나, 1,000 

nM, 1,000 nM에서는 40% 이하의 생존율을 나타

냈다(Fig. 8).

  (2) MCF-7 세포에서의 tamoxifen의 소핵시험: 

MCF-7 세포에서의 생체외 소핵시험에서 tamoxi-

fen은 음성대조군에 비해 100 nM, 1,000 nM 농도

에서 유의적으로 소핵형성을 증가시켰으며(p＜

0.05, p＜0.01), 10 nM 이하에서는 음성대조군과 

비슷하여 유사한 결과를 나타내었다. 따라서 병용

처리 시험에서의 최고농도는 10 nM로 결정하였

다(Fig. 9).

  (3) MCF-7 세포에서의 TCDD와 병용처리된 

zctamoxifen의 세포독성: MCF-7 세포에서의 TCDD 

1 pM과 병용처리된 tamoxifen의 세포독성시험 결

과, 음성대조군과 비교하여 전 농도에서 유의성 

있는 세포독성을 나타나지 않았다(Fig. 10).

  (4) MCF-7 세포에서의 TCDD와 병용처리된 

tamoxifen의 소핵시험: 소핵형성을 유발하지 않는 

10 nM을 최고 농도로 3단계의 농도를 결정하여 
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Fig. 10. Cytotoxicity of tamoxifen with TCDD (1 pM) in 

human breast MCF-7 cells.
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Fig. 11. Inhibitory effect of tamoxifen on TCDD (1 pM)- 

induced micronuclei formation in human breast MCF-7 

cells. 
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tamoxifen을 병용처리하였다. MCF-7 세포를 이용

한 생체외 소핵시험에서 tamoxifen은 1 nM, 10 

nM 농도 병용처리시 TCDD 유도 소핵형성을 각

각 30.9%, 47.3% 유의적으로 억제하였다(p＜0.01) 

(Fig. 11).

고      찰

  TCDD는 소각로 등에서 배출되는 다이옥신의 

일종으로서 가장 강력한 발암물질로 알려져 있다 

(IARC carcinogen Group 1).
23)

 그러나 ICH 가이드

라인에서 제시하는 미생물을 이용한 복귀연변이

시험(OECD471),12～14) 포유류 배양세포를 이용한 

염색체이상시험(OECD473),
15)

 마우스 림포마 유전

자 돌연변이시험(OECD476),16,17) 소핵시험18) 등의 

결과에서 음성의 결과를 나타내었다(자세히 정리

할 것). 또한 OECD 가이드라인 등에서 제시하

는 많은 유전독성 시험 즉, 생체내 염색체이상시

험 (OECD475),24～26) 자매염색분체교환시험(OECD 

479),
21,27,28)

 초파리를 이용한 열성치사시험(OECD 

477),29) mouse spot test (OECD484),30) 우성치사시

험((OECD478)31) 등의 연구에서도 음성의 결과를 

나타내었다. TCDD와 같은 대표적인 비유전독성 

발암물질은 ICH 가이드라인에서 제시하는 표준 

유전독성시험법에서는 발견이 되지 않아 그 위해

성을 예측하기 위한 새로운 시험법이 요구되고 

있다.

  본 연구에서는 사람 유래 ER 양성인 MCF-7 세

포를 이용한 생체외 소핵시험은 사용되는 세포의 

조직특이성에 따라 비유전독성물질을 검색할 수 

있는 방법으로 나타났기 때문에,21) MCF-7 세포를 

이용한 TCDD의 생체외 소핵형성능을 연구하였

다. 본 연구결과 TCDD의 MCF-7세포(ER positive)

에서 소핵형성을 유발하였으나, MCF-10A 및 MDA- 

MB-231세포에서는 음성의 결과를 나타내었다. 

TCDD가 ER과의 관련성을 확인하기 위하여 ER 

억제제로 잘 알려져 있는 tamoxifen을 이용하여 

소핵형성이 억제되는지를 관찰하였다. tamoxifen 

(10 nM)은 TCDD에 의해 형성된 소핵을 최고 

47.3%까지 억제하였다. TCDD에 의하여 생성된 

소핵은 ER과의 관련성이 있는 것으로 생각되어진

다. TCDD는 Hepa1C1C7 (AhR positive) cell를 이

용한 생체외 소핵시험에서 자체로는 소핵형성을 

유발하지 못하였지만, B[a]P 또는 담배연기 농축

물(cigarette smoke condensate)에 의한 AhR-의존성 

소핵형성을 증진시킨다고 보고되었다.32) 또한 

Wistar rat skin fibroblasts에서 two stage로 적용하

였을 경우 소핵형성능을 증진시켰다고 보고되었

다.33) 지금까지 TCDD는 AhR을 통한 발암기전이 

많이 알려져 있는데, 주요 기전 외에도 소핵을 형

성하는 기전은 ER을 통한 crosstalk이 이루어지는 

것으로 생각되어지며, 추후 계속적인 연구가 진행

되어져야 할 것으로 사료된다.

  TCDD에 대한 연구는 현재까지 많은 연구가 진

행되어져 왔으며, 아직도 많은 연구가 진행되어지

고 있다. TCDD를 검색하였던 시험법을 살펴보면, 
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DNA adduct를 형성하였고,34,35) yeast 및 mouse에

서 intra-chromosomal recombination을 유발하였으

며,
36)

 Saccharomyces cerevisiae에서 유전자돌연변

이를 유발하였으며,37) immortalized human kerati-

nocyte RHEK-1 cell에서 세포형질전환을 유발하였

으며,
38)

 mouse embyro fibroblast C3H10T1/2 cells, 

rat tracheal epithelial cells 등에서 일단계 세포형질

전환시험법에서는 세포형질전환을 유발하지 못하

였지만,
39)

 MNNG 등으로 전처리된 두 단계 세포

형질전환시험법에서 세포형질전환을 유발하였으

며,39～41) 또한 Syrian hamster embryo (SHE) 일차배

양 세포에서 세포 형질전환을 유발하였다.
42)

 비유

전독성 발암물질을 검출한다고 알려진 일차배양 

간세포 및 초기 패시지의 WB F344간세포에서 생

체외 gap junction을 통한 세포간 대화 억제(inhi-

bition of gap junctional intercellular communication, 

iGJIC)를 유발하였다.43)

  이상과 같은 ICH guideline에서 제시하는 표준

유전독성시험법으로서는 검색이 안되는 대표적인 

비유전독성 발암물질인 TCDD의 변이원성 및 그 

억제효과를 확인하였다. 이수성을 검출을 위한 in 

vivo 상태를 simulation 할 수 있는 사람유래의 세

포를 이용한 생체외 소핵시험, 세포형질전환을 검

색할 수 있는 SHE 세포를 이용한 세포 형질전환

시험, 생체외 gap junction을 이용한 세포간 대화

억제를 연구할 수 있는 iGJIC 등을 포함한다면 표

준유전독성시험법에서 검색이 되지 않는 TCDD

의 보다 더 정확한 위해성을 파악할 수 있으며, 

예방할 수 있을 것으로 사료된다. 또한 여러 적용

하는 시험계의 상이함으로 인해 상반된 결과에 

대한 해석이 쉽지 않았는데, 위에서 제시된 다양

한 지표를 포함하는 유전독성 다지표 평가법

(genotoxicity multi-endpoint assessment)을 개발하여 

DNA damage, DNA repair, apoptosis, cell cycle 

arrest를 포함하는 기전연구가 동시에 진행되어져

야 할 것으로 사료된다.

결      론

  1) TCDD는 MCF-7 세포(ER positive)를 이용한 

생체외 소핵시험에서 양성을 나타내었다.

  2) TCDD는 MCF-10A 세포(ER negative), MDA- 

MB-231 세포(ER negative)를 이용한 생체외 소핵

시험에서 소핵형성이 미미하거나 전혀 증가하지 

않았다.

  3) Tamoxifen 자체도 100 nM 이상에서는 소핵

형성능을 나타내었으나, 10 nM 이하에서는 소핵

형성을 유발하지 못하였다.

  4) TCDD에 의한 소핵형성은 에스트로젠 길항

제인 tamoxifen에 의해 최고 47.3%까지 억제되었다.
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