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  Gradual loss of telomere ends limits the growth capacity of primary cells whereas 
telomerase reactivation facilitates telomere maintenance and immortal cell growth in over 
85% of human cancers. While telomerase activity is not detectable in most human somatic 
cells, inhibition of telomerase activity is thought to be a potential target for anticancer 
therapies. Here we show that telomerase inhibition has a profound effect on cell growth 
in mouse embryonic fibroblasts (MEFs) derived from telomerase-deficient mice. Telomere 
dysfunction exemplified by the formation of chromosomal end-to-end fusions was found 
to be an important factor of the growth impairment in telomerase-deficient cells. 
Multi-chromosomal fusion after exposure to doxorubicin is a typical characteristic of 
chromosomal abnormality. These findings indicate that chromosomal end-to-end fusion 
is a critical factor for the impairment of cell growth in telomerase-deficient cells and 
multi-chromosomal fusion might be one mechanistic basis of doxorubicin in conjunction 
with telomere function.
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서      론

  Telomere는 chromosome의 말단에 치하고 있

는 핵단백 복합체1)로 선형 chromosome의 말단을 

분해, 재조합  fusion 등으로부터 보호함으로써
2)

 

chromosome 구조의 안정성 유지에 요한 역할을 

하는 것으로 밝 져 왔다.3) 정상 체세포에서는 불

완 한 DNA 복제로 인하여 세포 분열 시 마다 

지속 으로 telomere의 길이가 감소하게 된다. 이

로 인하여 세포는 극도로 짧은 길이의 telomere를 

갖게 되며 senescence 는 crisis 과정에 들어가게 

된다4～6)

  이와 같이 세포 분열 시 마다 짧아지게 되는 

telomere는 telomerase에 의하여 합성되어지며, cata-

lytic subunit인 telomerase reverse transcriptase (TERT)

와 RNA subunit인 telomerase RNA component 

(TERC)로 이루어져 있다. 이러한 telomerase의 활

성은 부분의 암 세포들에서 발견되어지고 있으

며,7,8) 세포의 immotalization 과정에 있어서 필수

인 요소로 알려지고 있다.
4,9)

 이러한 측면에서 

볼 때 telomerase의 활성 억제는 선택 인 암 치료를 

한 새로운 방법 의 하나로 제안되어지고 있다.

  Telomerase의 in vivo 역할을 규명하기 하여 

개발된 telomerase knockout mouse는 교배를 통하

여 1 세 (G1)에서 6 세 (G6)까지 얻을 수 있으

며,
10,11)

 이들은 telomerase의 활성이 결핍되어 있기 

때문에 세 를 거치면서 진 으로 짧은 길이의 

telomere를 지니게 된다. 특히 G4～G6 세 에서는 

chromosome 말단간의 end-to-end fusion 등 telomere

의 기능 손실 상이 나타나게 된다.10,11) 따라서 

이 마우스 모델로부터 telomere의 길이가 길고 

telomerase의 활성을 갖는 세포(mTERC+/+), 

telomere의 길이는 길지만 telomerase의 활성이 결

핍된 세포(G1- G2 mTERC-/-), 그리고 telomere

의 길이가 짧고 telomerase의 활성이 결핍 된 세포

(G4- G6 mTERC-/-)를 얻게 되고, 이와 같은 특

징을 갖는 마우스는 telomerase와 telomere 기능의 

상 인 역할을 연구하는데 요하게 이용되고 

있다.

  따라서 본 연구에서는 telomerase와 표 인 암 

억제 유 자인 p16
INK4a

를 동시에 knockout 시킨 

마우스의 embryonic fibroblast (MEF)로 부터 얻은 

세포에서 telomere의 길이와 telomerase의 활성이 

세포 성장에 미치는 향을 조사하 고 chromosome

의 안정성과의 상  계를 밝히고자 하 다. 

재료  방법

    1) Telomerase가 결핍된 MEF 세포의 trans-

formation  세포배양

  mTERC 유 자와 INK4a 유 자가 모두 결핍되

어 있는 마우스12,13)로부터 얻은 mTERC-/-

INK4a-/- MEF와 mTERC+/+ INK4a-/- MEF 

세포에 Myc/ H-RasG12/Bluescript KS (+) control 

vector 는 Myc/ H-RasG12/mTERC plasmid DNA를 

calcium phosphate precipitation 방법으로 cotrans-

fection 하 다.13,14) Transfection 시키기 24시간 

에 8×105의 MEF 세포들을 10 cm dish에 심고 배

양한 뒤 각각 2μg의 plasmid를 cotransfection 시켰

다. 14일 뒤에 형성 된 foci들로부터 형질 환된 

클론들을 얻었으며, 이들 개별 클론에 하여 

TRAP assay를 수행하여 telomerase 활성을 확인하

다.7) 10% FBS를 포함한 Dulbeco's modified 

Eagle's medium 배지를 사용하여 수행하 다.

    2) 세포 성장 측정

  12-well plate에 2.5×104/well이 되도록 세포를 

심은 후 지정된 시간에 세포를 10% formalin으로 

10분간 고정시켰다. 증류수로 세척한 뒤 0.1% 

crystal violet으로 30분간 염색하고 증류수로 여러 

번 세척한 뒤 건조시켰다. 세포에 침착된 염색약

을 10% acetic acid로 추출한 뒤 증류수로 4배 희

석하고, 96-well microtiter plate에 옮겨 590 nm에

서 흡 도를 측정하여 세포 성장률을 구하 다.

    3) Metaphase 분석

  활발히 자라는 세포에 100μl/10 ml media 농도

로 colcemid (Gibco-BRL, USA)를 처리한 뒤 1시간 

동안 배양시켰다. 세포를 trypsin 처리하여 단일 

세포 상태의 pellets으로 얻은 뒤 0.075 M potassium 

chloride 용액을 넣고 37oC에서 20분간 반응시켰

다. 고정 용액 (methanol：acetic acid=3：1 vol/vol)

을 넣어 실온에서 10분간 고정시키고 이들을 유
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Fig. 1. Growth curve of Myc/Ras-transformed mTERC

-/-INK4a-/- MEFs in culture. The growth chara-

cteristics of Myc/Ras transformed G5 mTERC-/-

INK4a-/- MEF cultures were measured for 4 days 

in individually isolated clones with (clone 6～9) or 

without mTERC-reconstitution (clone 1～5).

리 슬라이드에 하하여 세포를 부착시켰다. 실온

에서 overnight 동안 건조한 뒤 55～60oC dry oven

에 넣고 2～3시간 동안 굽고 Gimsa-staining을 하

여 metaphase 상태의 chromosome을 염색하 다. 

이와 같이 비한 metaphase를 학 미경으로 

찰하여 chromosome간의 fusion 개수를 측정하 다.

    4) Fluorescence in situ hybridization (FISH)

  Telomere의 signal이 손실된 free ends 측정을 

하여 FISH를 다음과 같이 수행하 다.13) Metaphase 

분석을 해 비한 슬라이드를 4% formaldehyde/ 

PBS로 고정하고 1 mg/ml pepsin/10 mM HCl (pH 

2.0)으로 20분간 37oC에서 처리한 뒤 4% form-

aldehyde/PBS로 반복 고정하 다. PBS로 세척한 

뒤 70%, 85%  100% ethanol을 순차 으로 처리

하여 수분을 제거하고 건조 시켰다. Cy-3로 표지

된 (CCCTAA)3 PNA probe를 80oC에서 3분간 그리

고 37
o
C에서 overnight으로 hybridization 반응을 시

켰다. 70% formamide/10 mM Tris (pH 7.0)와 0.05% 

triton X-100/PBS 순으로 세척한 뒤 4', 6-diamidino- 

2-phenylindole로 조 염색하 다. 이와 같이 염

색된 metaphase로부터 형  미경을 이용하여 chro-

mosome상의 free ends 수를 측정하 다.

결      과

    1) Telomerase 결핍에 의한 transformation된 

MEF 세포의 성장 억제

  mTERC 유 자가 결핍된 마우스들간의 지속

인 교배는 진 으로 짧은 길이의 telomere를 갖

는 마우스들을 만들게 되며,10,13) INK4a 유 자가 

결핍된 MEF 세포는 oncogene에 의한 transformation

을 쉽게 한다.
15)

 따라서 INK4a와 mTERC 유 자

가 동시에 결핍된 마우스들간의 지속 인 교배를 

통해 얻은 마우스들은 transformation된 세포에서

의 telomere의 길이와 telomerase의 활성이 미치는 

여러 가지 향들의 연구를 쉽게 할 수 있다.13,16) 

이와 같이 Myc/Ras oncogene으로 transformation된 

INK4a-/-mTERC-/- MEF 세포는 세포 배양시 

빠른 속도로 자라며 SCID 마우스에서 종양을 형

성한다.13) 따라서 본 실험에서는 mTERC-/-INK4a

-/-인 마우스로부터 얻은 MEF 세포를 Myc/Ras 

유 자로 transformation한 뒤 이들 세포에서의 

telomere의 길이와 telomerase의 활성이 세포 증식

에 미치는 향을 조사하 다. Telomere의 길이가 

짧고 telomerase의 활성이 결핍 된 G5 mTERC-/-

INK4a-/- MEF 세포에 Myc/Ras/Bluescript KS 

(+) DNA를 cotransfection시켜 transformation 된 

클론들을 얻었으며 동시에 Myc/Ras/mTERC DNA로 

cotransfection시켜 telomerase의 활성을 다시 복구

시킨 transformation 된 클론들을 비하 다. 이들 

클론들을 상으로 하여 telomere의 길이가 짧은 

상태에서 telomerase 활성의 존재 유무가 세포 성

장 속도에 미치는 향을 측정하 다(Fig. 1). 그 

결과 telomerase의 활성이 결핍된 5개 클론들 에 

1번, 2번  3번의 3개 클론들의 경우 mTERC로 

telomerase의 활성을 복구 시켜서 실험에 사용된 4

개 클론(6번, 7번, 8번  9번) 모두에 비교하여 세

포 성장 속도가 감소하 다. 그러나 telomerase의 활

성이 결핍된 4번  5번 클론들의 경우는 telo-

merase의 활성을 복구 시켜  클론들과 비슷한 

세포 성장 속도를 나타내었다. 한편 G1 세 에서 

얻은 클론들의 경우 telomerase 활성 복구와 상

없이 동일한 수 의 세포 성장률을 보여 주었다

(data not shown). 따라서 telomerase의 활성보다는 
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Fig. 2. Increased chromosomal instability in mTERC-/-INK4a-/-MEFs. (A) The frequency of cromosomal 

end-to-end fusions and (B) Telomere fluorescence of metaphase chromosomes. Myc/Ras-transformed G5 mTERC-/-

INK4a-/- MEFs were hybridized with Cy3 labeled (CCCTAA)3 PNA probe. Arrow indicate telomeres without 

detectable TTAGGG (white) and chromosomal end-to-end fusions (black).

Fig. 3. Increased chromosomal free ends in mTERC-/

-INK4a-/-MEFs. The number of telomeres without 

detectable TTAGGG repeats (free end chromosome) 

per metaphase were measured in the individual clones 

of Myc/Ras transformed G5 mTERC-/-INK4a-/- 

(clone 1～5) and G5 mTERC-/-INK4a-/-[+mTERC] 

(clone 6～9) MEFs.

telomere의 길이가 세포 성장에 큰 향을  수 

있음을 알 수 있었으며, telomere의 길이가 짧은 

클론들간에 세포성장에 미치는 향이 다양함을 

알 수 있었다.

  2) Telomerase 활성이 결핍된 세포에서의 chro-

mosomal end-to-end fusion과 세포 성장의 

상 계

  정상 세포나 telomerase의 활성을 억제시킨 암 

세포의 경우 세포 분열시 마다 지속 인 telomere

의 손실을 일으킨다. 이로 인한 telomere의 마모는 

telomere repeat를 갖지 않는 chromosome, end-to- 

end fusion과 같은 비정상 인 chromosome  세

포내의 aneuploidy의 증가를 수반하며 이러한 

상들은 chromosome의 안정성을 감소시킨다.17～19) 

G5 mTERC-/-INK4a-/-인 마우스로부터 얻은 

Myc/Ras 유 자로 transformation된 MEF 세포는 

chromosome간의 end-to-end fusion을 나타내며, 

mTERC를 복구 시켜  경우 이와 같은 fusion이 

해됨으로써 telomere의 기능이 복구되어진다.
13)

 

이와 같이 telomere의 길이가 짧은 G5 세 에서 

transformation된 MEF 세포는 telomerase의 활성이 

chromosome 말단의 fusion에 큰 향을 미치는 것

을 알 수 있다.

  Telomerase의 활성이 결핍된 클론 간에 세포 성

장이 차별 으로 나타난 상이 chromosome의 안

정성과 상  계를 갖고 있는지 조사하기 하

여 이들 클론들을 상으로 하여 chromosome 간

의 end-to-end fusion의 수와 chromosome 말단에 

telomere의 signal을 갖지 않는 free ends chromosome
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Fig. 4. Loss of telomere function increases chromosomal end-to-end fusions and multiple chromosomal fusions 

toward doxorubicin. Chromosomal stability of Myc/ Ras- transformed G5 mTERC-/-INK4a-/- MEF cultures 

with and without mTERC-reconstitution and Myc/Ras- transformed mTERC+/+INK4a-/- MEF cultures were 

measured by the frequency of (A) cromosomal end-to-end fusions and (B) multiple chromosomal fusions after 

exposure to doxorubicin.

의 수의 변화를 찰하 다(Fig. 2, 3). 그 결과 

telomerase의 활성이 결핍된 클론  세포 성장 속

도가 감소되었던 1번, 2번  3번 클론들의 경우 

chromosome 간의 end-to-end fusion의 수가 meta-

phase 당 각각 2.8, 4.3  4.1개로 측정되어(Fig. 

2A, Fig. 3) mTERC로 telomerase 활성이 복구된 5

번, 6번, 7번  8번 클론들의 각각 0.4, 0.3, 0.9  

0.4개 보다 월등히 fusion이 증가하 음을 알 수 

있었다. 한 (CCCTAA)3 PNA probe를 이용하여 

FISH를 수행한 결과에서도 telomerase의 활성이 

결핍된 클론들의 경우 telomerase가 복구된 클론

들보다 free ends chromosome의 수가 많이 존재함

을 알 수 있었다(Fig. 3). 반면 telomerase의 활성이 

결핍되었지만 세포 성장 속도에 별다른 향을 

받지 않은 4번  5번 클론들의 경우 chromosome 

말단 간의 fusion의 수가 각각 0.7개  1.1개로 매

우 낮은 수 을 유지하고 있었으며 한 free ends 

chromosome도 거의 측정되지 않았다. 이와 같은 

결과로부터 telomere의 길이가 짧은 상태에서 telo-

merase의 존재가 chromosome의 말단을 보호함으

로써 telomere의 안정성을 유지시키며 세포의 성

장 속도를 유지시키는데 요한 역할을 할 수 있

다는 사실을 알 수 있다.

   3) Telomere 기능 손실 세포에서 doxorubicin

에 의한 multi-chromosomal fusion의 증가

  항암 요법에 의한 암 치료에 있어서 가장 요

한 문제  의 하나는 정상 세포에 한 독성을 

최소화하고 암세포에 한 선택  치료를 가능하

게 할 수 있는 항암제  치료 방법의 개발이다. 

Telomerase의 활성이 정상의 체세포에서는  

없으나 부분의 암 세포에서는 발견된다는 에

서7,8) telomerase의 활성 억제를 이용한 암 치료 요

법은 선택 인 암 치료를 한 새로운 방법 의 

하나로 제안되어질 수 있다.

  따라서 본 실험에서는 DNA double-strand break

를 일으키는 표 인 항암제 의 하나인 doxo-

rubicin 처리 시 transformation된 MEF 세포에서 

telomere의 길이와 telomerase 활성에 따른 chromo-

some의 안정도 변화를 조사하여 telomerase의 활

성 억제가 chromosome의 안정도를 선택 으로 감

소시킬 수 있는가를 조사하 다. Myc/Ras 유 자

로 transformation된 G5 mTERC-/-INK4a-/- 

MEF 세포로부터 얻은 클론  telomerase의 활성

이 결핍된 클론과 활성을 복구 시켜  클론 그리고 

Myc/ Ras 유 자로 transformation된 mTERC+/+

INK4a-/- MEF 세포를 상으로 doxorubicin의 
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농도에 따른 chromosome 간의 fusion 수와 multi- 

chromosomal fusion 수의 변화를 측정하 다(Fig. 4). 

그 결과 telomerase의 활성이 결핍된 클론은 meta-

phase 당 fusion의 수가 처리  6.8개에서 0.5μM 

농도로 처리 시 11개로 증가됨을 보 으며(Fig. 4A), 

doxorubicin의 농도를 증가시킴에 따라 chromosome

들 간의 반복 인 fusion 발생에 의한 multi-chromo-

somal fusion의 수가 비례 으로 증가함을 나타내

었다(Fig. 4B). 이러한 연구 결과는 telomere의 길

이가 짧고 telomerase의 활성이 결핍되어 telomere

의 기능이 손실된 세포에 하여 doxorubicin 처리 

시 multi-chromosomal fusion에 의하여 chromosome

의 안정도를 더욱 크게 떨어뜨릴 수 있음을 의미

한다. 반면에 telomerase의 활성을 복구 시켜  클

론의 경우 fusion의 수  multi-chromosomal fusion

의 수에 거의 변화를 나타내지 않았으며 Myc/Ras

로 transformation된 mTERC+/+INK4a-/- MEF

와도 비슷한 수 을 나타내었다(Fig. 4A, B). 이러

한 결과로부터 동일한 농도의 doxorubicin 처리 시 

telomere의 기능이 손실된 세포의 경우 multi-chro-

mosomal fusion에 의하여 chromosome의 안정도가 

크게 감소하며, 이는 telomere 기능 결핍 세포에서 

doxorubicin에 한 민감도 증가의 원인이 됨을 알 

수 있었다.

고      찰

  본 연구를 통하여 telomere의 길이가 매우 짧고 

telomerase의 활성이 결핍되었을 경우 transformation

된 MEF 세포의 성장 속도가 감소되어짐을 알 수 

있었다. 한 세포 성장 속도의 감소를 나타낸 

이들 클론들의 경우 모두 chromosome들 간의 

end-to-end fusion 수의 증가와 free ends chro-

mosome 수의 증가를 수반하 고, 이는 이들 클론 

모두가 telomere 길이 감소에 따른 telomere의 기

능 손실을 나타내고 있음을 의미한다. 따라서 

telomere의 길이 감소와 telomerase의 활성 결핍에 

따른 telomere 기능의 손실은 chromosome들 간의 

end-to-end fusion을 일으킴으로써 chromosome의 

안정성에 감소를 일으키며 이로 인해 세포 성장

이 해됨을 알 수 있었다. 반면 telomere의 길이가 

짧고 telomerase의 활성을 갖지 않음에도 불구하고 

세포 성장 속도의 감소를 나타내지 않은 클론들

은 end-to-end fusion  free ends chromosome 수에 

변화를 나타내지 않아 지속 으로 chromosome의 

안정성이 유지되고 있음을 보 다. 이러한 일부 

클론에서의 지속 인 telomere 기능의 유지는 이

들 클론이 비록 짧은 길이의 telomere를 갖고 있

지만 아직은 그 기능을 손실할 정도에 이르지 못

한 결과이거나 telomerase 활성을 갖지 않는 암 세

포들에서 발견되어지는 ALT (Alternative lengthen-

ing of telomere)메카니즘, 즉 recombination을 통해 

telomere 기능을 유지하는 작용 메카니즘을 이용

하고 있기 때문이라고 설명할 수 있다.
20)

 한편 

telomerase의 활성을 복구 시켜  모든 클론에서 

나타난 정상 인 세포 성장과 chromosome의 안정

성은 telomerase의 활성이 매우 짧은 길이의 telomere

의 말단을 보호함으로써 chromosome의 안정성을 

지속 으로 유지시키는데 결정 인 역할을 하고 

있음을 나타낸다.
9,21)

  Transformation된 MEF 세포에 DNA double-strand 

break를 일으키는 doxorubicin을 처리한 결과 telo-

mere의 길이가 짧고 telomerase의 활성이 결핍된 

세포에서 chromosome의 안정성 감소를 나타내는 

chromosome end-to-end fusion 수  multi-chromo-

somal fusion 수의 격한 증가를 확인하 다. 반

면 telomerase 활성을 복구시켜  경우 chromosome 

상에 변화를 나타내지 않았으며 이러한 결과는 

telomerase의 활성이 doxorubicin에 의한 DNA 손

상으로부터 chromosome의 말단을 보호할 수 있음

을 의미한다. 따라서 부분의 암세포가 정상 세

포에 비해 telomere의 길이가 짧음에도 불구하고 

telomerase의 활성에 의해 chromosome의 말단을 

보호함으로써 그 기능과 안정성을 유지한다9,21,22)

는 사실은 암 세포의 선택  치료 효과를 높이는

데 telomerase 활성 억제가 요한 수단으로 이용

될 수 있음을 의미한다.

  이러한 결과들로부터 볼 때 telomere의 기능의 

유지에 따른 chromosome의 안정성 유지가 세포 

성장 능력 결정에 요한 역할을 함을 알 수 있

다. 특히 암 세포의 경우 일반 으로 telomere 길

이가 정상 세포에 비해 짧고 telomerase 활성을 갖

는다는 에서 볼 때22,7) telomerase 활성 억제를 

통한 암 세포 성장의 조 이 새로운 암 치료 수단



주연진 외 6인：Telomere의 기능 손실에 의한 Telomerase 결핍 세포의 성장 억제에 한 연구  167

으로 이용될 수 있을 것이란 가능성을 높여주는 

결과라고 말할 수 있다.
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