
1) 

서     론 

세포 혹은 개체가  소량의  변이유발소에 미리  노출된  경우에  

대량의 같은 물질에  다시  노출되면 , 이 물질의 독성 작용에  대

한 저항성이 이전보다 증가하는 현상이 관찰되며 ,1, 2) 이러한  현

상을  adaptive response라고  한다. 방사선은  대표적인  변이유발소

로서 저선량의 방사선에 대한  adaptive response가  존재함이  밝혀

졌고,3, 4) 본 연구자들도 이미 정상  세포주와 간암세포주에서  이 

현상을 확인하여  보고한 바 있다 .5 , 6) 생체내에서 저선량의 방사

선이  미치는 영향은  정상  조직과  종양  모두에서  임상적으로  중

요성이 있다. 즉 종양을 방사선 치료하는 기간 중  진단적 x -선 

촬영을 시행하는  경우가 많으며  이것이 종양에  미치는  영향은 

효과적인  암치료를  위해서 확실하게 규명되어야  할 필요가 있다. 

그러나  생체를  대상으로  하는  실험적  연구로는  그간  보고된  연
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구가 매우 제한된 정보에  국한되고 , 사실 이 현상의 존재 여부

에 대해서도  논란이  일고  있는 실정이다.7)  또한 그  기전에  있어

서도 몇 가지 가설은 있으나7 ) 아직 확실히  정립된 것은  없는  상

태이다.  

본 연구에서는 apoptosis 유도에  있어서  저선량 방사선에 의한  

adaptive response 현상이  관계되는지를 생체내에서  관찰하고자 

하였다. 마우스 종양에서 저선량  방사선에 의한 adaptive response 

현상이 나타나는지, 나타난다면 방사선 감수성과  관련성은  없는

지, 또한 관련되는 기전에 관하여 연구하였다. 

대상 및 방법 

1. 마우스 동종암의 이식 

실험 동물은  주령 8∼10주되는 C3H/HeJ 웅성 마우스를 사용

하였다.  마우스는 SPF (specific  pathogen  free) 상태로 공급  및 

사육되었고 온도 22℃ , 습도 55%가  일정하게 유지되는 사육환경

에서 상자  당 5마리씩  사육하였다 . 종양세포들을 마우스 대퇴부

에 이식하여 종양을 성장시켰으며 종양 세포의 이식과정은 다음

과 같이 하였다. 즉, 종양세포는 괴사가 없는 부분을 기계적으로 
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목 적 : 방사선에 의한 apoptosis 유도에 저선량 방사선이 미치는 영향을 관찰하여 adaptive response 현상이 관계되는지

를 마우스 종양에서 분석하고 관련되는 기전에 관하여 연구하고자 하였다.  
대상 및 방법 : 마우스 동종암인 HCa-I, OCa-I에서 저선량 (0.05 Gy) 방사선 조사 후 고선량 (25 Gy)을 조사하여 이로부터 
일정시간 후 종양에서 유도된 apoptosis 수준을 비교분석하였다. 또한, apoptosis의 조절 물질인 p53, Bcl-2, Bax, Bcl-X 등

의 발현을 Western blotting으로 분석하여 관련된 기전을 연구하였다.   
결 과 : OCa-I에서 0.05 Gy 를 전처치 후에 25 Gy 를 조사한 군에서 apoptosis의 유도 수준은 세포 1000개당 229로서 예상

되는 값인 324 에 비하면 약 30%정도 감소된 결과로 나타나서( p<0.05) 저선량의 방사선에 의하여 apoptosis의 유도 수

준이 감소한  것으로  나타났다. 반면 HCa-I에서는 예상된 apoptosis수준과 실제  관찰치간에 변화가 없었다. 유전물질의 발

현에서 p53은 두 종양 공히 0.05 Gy 조사군, 25 Gy 조사군 및 0.05＋25 Gy 조사군에서 발현이 증가되었다. Bcl-2와 Bax는 
두 종양 모두 발현 수준의 등락이 현저하지는 않았으나 OCa-I의 0.05＋25 Gy 조사군에서 Bcl-2의 발현이 Bax를 상회하는 
결과를 보였다. Bcl-X는 HCa-I에서 0.05 Gy 정도의 저선량에서부터 높은 상승을 보인 반면, OCa-I에서는 전혀 발현되지 않
았다. 
결 론 : 마우스 종양의 일부에서 0.05 Gy 의 저선량이 고선량 방사선에 의한 apoptosis 유도에 대하여 adaptive response를 
보이는 것으로 나타났다. 이는 Bcl-2, Bax의 발현 수준과 Bcl-X 등이 관련되는 것으로 보였다. 본 연구는 방사선에 의한  
apoptosis에서 adaptive response의 관련성이 일정치 않다는 것을  마우스 종양에서 보여주었다.  
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로 통과시켜 , 단일 부유화된  종양세포만 얻었다. 종양세포액을 

4℃에서 1500 rpm으로 원심분리시켜서 침전물만 얻어 이를 다시 

재부유화시켰다. 재부유화된  세포액  10 μl에  trypan blue 염색약 

990 μl를  섞고  이중  10 μl만  취하여 100배 현미경하에서 

hemocytometer로  활성  세포수만 계수하였다 . 계수된  세포수를 기

준으로 5× 105 개의 세포를 마우스 대퇴부에 주사하였다. 종양의 

성장은 주  2∼3회 caliper로  측정하여 관찰하였으며 평균직경  10 

mm 에 도달하였을 때 실험을 시작하였다. 

2. 실험 대상 종양의 특성 

종양은 난소암인 OCa-I, 간암인 HCa-I로서 이들은 PCR- SSCP 

검사상 p53이  둘다  자연형인  종양들이다 . 방사선에  대한  감수성

은  매우  대조적이어서  OCa-I과  HCa-I의  TCD50 검사  결과가  각

각  52.6 Gy 및  80 Gy 이상이고,8)  25 Gy 조사시  종양성장지연도 

각각 12.7일, 0.3일에  이르고 있다 .9)  25 Gy 조사시 방사선에 의한 

apoptosis의 유도  수준(apoptotic index) 역시 , 최대치가 각각  12.9%, 

1.1%으로  보고된 바 있다.10) 즉, OCa-I은  방사선에 민감한 종양

으로, HCa-I는 내성 종양으로 뚜렷이 대별되고 있다.   

3. 방사선 조사 및 시료의 채취 

방사선 조사는 cobalt-60 방사선 조사기(선량율 0.73 Gy/ min)를 

이용하여  전신 방사선 조사를  시행하였다 . 전처치 조사량으로 

0.05 Gy를  조사하고  4시간 후에  치료량으로 25 Gy를 역시  전신 

조사하였다. 치료량으로 25 Gy를 선택한  것은 방사선에 내성이 

높은 HCa-I을 고려한 결과로서 동일선량에서 그간  많은  연구  결

과가 축적된 바 있다 .9 , 10) 25 Gy 조사 후  4시간째에  마우스를 경

추 탈구사시킨 후 종양조직을 채취하였다. 

4. Apoptosis의 평가 

채취한 조직의  일부를 고정액에 고정시켜서 파라핀에  포매하

고  4 μm 절편을  만들어 hematoxylin eosin 염색을  시행하였다. 

이미 보고된 apoptosis의 형태학적 특징에  따라 ,11)  마우스의 조직

표본에서  apoptosis의  수준을 평가하였다. Apopto1sis의  평가는 

400배 광학  현미경하에서 시행하며 , 1000개의 세포당 apoptosis를 

구하였다. 

 

5. Western blotting 

채취한 조직의 다른 일부는 western blotting 을  이용하여 

apoptosis와 관련된 유전물질의 발현을 분석하였다. 채취한 조직 

약 1 mm3 를  잘게 부수어  인산 완충액(PBS, pH 7.4)으로 3회 세척

한 후  0.5% NP40, 1 μl/ml dithiothereitol (Sigma Chemical Co., St 

Louis, MO), 10 μl/ml of PMSF (Sigma), 20 mM Tris-hydrochloride (pH 

7.6), 150 mM sodium chloride, 5 mM EDTA 등을  포함하는 냉각 완

충액에서  1시간  처리하였다 . 이를 4℃에서  20분간 원심분리하여 

단백질이  용해되어  있는 상층액을 얻었다. 얻은  단백질  용액은 

polyacrylamide gel에서  100 volt로  1시간  동안  전기영동시킨  후 

nitrocellulose membrane으로 이동시켰다. 이를 5% 탈지유와  0.1% 

tween-20를  포함하는 PBS (blocking 액)에  2시간  동안  처리하고 

분석하고자 하는  각  유전자에 대한  1차  항체로  2시간  처리하였

다. 사용한 1차 항체로는 p53 (Ab 7, Oncogene Science, Manhassett, 

NY), Bcl-2 (Ab 7, Oncogene Science), Bax (p-19, Santa Cruz 
Biotechnology Inc., Santa Ctuz, CA), Bcl -X (Ab 1, Oncogene Science) 
등으로 생산  회사가 추천하는  농도를  사용하였다. 다시  PBS로  

세척하고  horseradish peroxidase 가 접합되어 있는 항양 또는 항

토끼 항 IgG 항체 (Santa Cruz Biotechnology Inc.)로 1시간  처리한 

후  ECL Western Blotting Detection System (Amersham, Arlington 

Heights, IL)을  사용하여 x-선 필름상에 나타나는  band 의  농담으

로  유전물질의 발현을  조사하였다. 발현  수준의  평가는 

densitometry (CSC chemiluminiscence detection module, Raytest, 

Straubenhardt, Germany)를 이용하여 분석하였다. 

6. 통계적 분석 

Apoptosis 수준의 비교  분석은  Student t-검정을  이용하여 유의

성을 조사하였다. 

결     과 

1. 0.05 Gy 전처치에 의한 apoptosis 유도 수준의 변화 

OCa-I에서 방사선 조사 후  4시간 째에 보이는 apoptosis 의 유

도  수준은  0.05 Gy, 25 Gy 단독  조사시 세포  1000개당  각각  41, 

292로 나타났다. 0.05 Gy를 전처치하고 4시간 후에 25 Gy를 조사

한 경우에는  세포  1000개당 229였다(Fig. 1A). 0.05 Gy 및 25 Gy에 

의하여 예상되는  apoptosis 수준은 두 경우의  apoptosis 수준의 합

에서 대조군의  apoptosis 수준을 제한 값인 324에  비하면 약 30%

정도  감소된 결과이며  유의한  차이로 나타났다 ( p<0.05). 반면 

HCa-I에서는 예상된  apoptosis수준과  실제 관찰치가 일치하는  결

과를 보이고 있다(Fig. 1B). 즉 , OCa-I에서는 저선량의 방사선에 

의하여 apoptosis의  유도  수준이 감소하였으나 HCa-I에서는  저선

량의 방사선에 의한 영향이 관찰되지 않았다(Table 1). 
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2. Apoptosis 조절 물질 발현의 변화 

 

Apoptosis의 조절에  관여하는 유전 물질의 발현  양상을  

Western blotting을 통하여 분석하였다. p53, Bcl-2, Bax, Bcl-X 등이 

분석되었다. OCa-I에서 p53은 대조군에  비하여 , 0.05 Gy 조사군 , 

25 Gy 조사군 및 0.05＋25 Gy 조사군에서 각각  0.8, 1.5, 2.0 배의 

증가를 보였다. 즉 , 0.05 Gy의 전처치가 25 Gy 조사 후에 p53 의 

유도 수준을 올린 것으로  보인다. Bcl-2와 Bax는  발현 수준의  등

락이 현저하지는 않았으나 0.05＋25 Gy 조사군에서  Bcl-2의  발현

이 Bax를  상회하는  결과를  보였다. Bcl-X는  전혀  발현되지 않았

다(Fig 2 A, B). 

HCa-I에서 p53은 대조군에 비하여, 0.05 Gy 조사군, 25 Gy 조사

군 및 0.05∼25 Gy 조사군에서 각각 0.9, 2.1, 2.6배의 증가를 보여

서 OCa-I의  경우와 유사한 증가  양상을 보였다. Bcl-2와 Bax는  

발현 수준에 있어서 거의 변화를 나타내지 않았다. 반면 Bcl-X

는 0.05 Gy 정도의 저선량에서도 2.7배로 상승하였고 25 Gy 조사

군 및 0.05＋25 Gy 조사군에서 각각 3.2, 

 3.3배로 상승 수준을 유지하였다(Fig 3. A, B). 

 

 
Fig. 1. Radiation induced apoptosis in murine tumors, OCa-I (A) and HCa-I (B). Tumor-bearing animals 
were given 0.05 Gy pretreatment alone (pr), 25 Gy challenging radiation alone (ch), or 0.05 Gy followed 
by 25 Gy (pr＋ch). Shown are numbers of apoptosis per 1000 cells in mean±SE. Significant difference 
was seen between observed and expected level in OCa-I (A) at p<0.05 by Student's t-test.  

Table 1. Effect of 0.05 Gy Pretreatment on 25 Gy-induced Apoptosis in Murine
Tumors 

0.05 Gy＋25 Gy 
       Control 0.05 Gy 25 Gy 

expected  observed 
observed/ 
expected 

HCa-I   9      15         14   20        21      1.05 
OCA-I 9  41       292     324        229      0.70 

 

Fig. 2. Expression of apoptosis regulating molecules in OCa-I. 
Tumor-bearing animals were given 0.05 Gy pretreatment alone (pr), 25 
Gy challenging radiation alone (ch), or 0.05 Gy followed by 25 Gy (pr
＋ch). Shown are Western blotting of p53, Bcl -2, Bax, and Bcl-X (A). 
These are quantitated by densitometry and plotted for p53 (●), Bcl-2 
(▲), and Bax (■) (B). 
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고안 및 결론 

저선량의  방사선에  대하여  다수의  포유류  세포에서  adaptive 

response가 나타나는 것이 확인된 바  있고 ,12 ∼ 1 5 ) 인간 세포에서도 

adaptive response가 보고되고 있다 .1 , 2, 4) Olivieri 등 3) 은 임파구에 방

사선을 조사한  후  chromatid breaks를  관찰하는  실험에서  흡수된 

tritiated thymidine ([3 H]-dThd)에서부터  방사된 저선량의 방사선에 

미리 노출된 경우에 , 뒤이어 조사된 고선량의 X-ray에 대한 

chromatid breaks가 감소하였음을  보고하였다 . 그외에도 인간의 

embryonic fibroblast,1 6 ) VH-10,17)  keratinocyte,1 8 ) human embryonic 
cell1 9 ) 그리고 폐 상피세포20) 등에서 adaptive response가 관찰되었

다. 저자들도  인간의 정상세포주와 ataxia telangiectasia (AT) 

homozygote 세포주  그리고 AT heterozygote 세포주에서 모두  동

일한 정도로 방사선에 대한  adaptive response가  나타남을  확인하

였다5 ). 종양  세포에서도 마찬가지로 adaptive response 가  유도됨

이  알려졌고 ,1 9 ,  2 1 ∼ 24)  본  저자들도 간암 세포주를  이용한  실험을 

통하여 이를 확인한  바  있다 .5, 6) 그러나  마우스 비장세포에서는 

시험관내 , 생체내 공히 이 현상이 관찰되지 않았다 .25) 즉 , 저선량

의 방사선에 대한  adaptive response는  대부분의  다양한 세포에서 

관찰되는 고유의 반응으로 생각되나 실험 모델에 따라서 

 예외도 있을 수 있는 것으로 생각된다.  

생체내 환경에서 adaptive response에 관한 연구는  대부분이 실

험 동물의  정상  조직에  국한되어왔다. 닭의  배자 ,26)  토끼의 체세

포 및 배아 세포,1 2 ) 마우스의 임파구27) 등에서 adaptive response가 

관찰되었고, 마우스의 피부 ,28) 신장 ,29)  폐장 3 0 ) 등에서 저선량의 

방사선 자체에 세포가 과민하여지는 이른바 low 

dose-hypersensitivity가  나타남도  보고된 바  있다. low 

dose-hypersensitivity는  adaptive response와  현상학적인 결과는  상

반되지만  일종의 손상복구체계에  관련된다는 같은 기전을 공유

하는 것으로  생각되고  있다 .7)  생체내  종양에서는 흰쥐의 횡문근

육종에  대하여  다분할  방사선 조사를  시행한  것이  유일한  연구

이다.3 1 ) 이 연구는  adaptive response보다는 low dose-hypersensitivity

가  나타나며 이로  인하여  저선량  다분할  조사방식이 종양의  치

료에 유리할 것이라고  제시하고 있다 . 따라서 in vivo 종양에서 

저선량 방사선에 대한 adaptive response가 존재하는지조차 규명

되지 않은 상태이다. 

본 연구에서 조사한 두 마우스 종양 중 OCa-I에서만  apoptosis

와 관련하여 adaptive response가 관찰되었다 . 이는 생체내 종양에

서 adaptive response의 발현이 다양할  것이라는 것을 암시하는 것

으로 생각되나 , 더 많은 수의 다양한 종양에 관하여 연구가  필

요하다. 이  두 종양은 p53이 동일한 자연형이면서 방사선에 대

한 민감도가 민감형, 내성형으로 대별되어 방사선에 대한  반응

을  분자생물학적으로  설명할 때 , p53과  무관한  독립적인 작용경

로를  암시하는 좋은  예이기도 하다.1 0 )  방사선에 민감한  OCa-I에

서만 adaptive response가 보인다는  것을  설명하기에는 현재  축적

된  자료가  많지 않다 . Joiner 등은  시험관내  실험에서 방사선  내

성이 높은 세포주에서 low dose-hypersensitivity가 두드러지고  방

사선 민감세포주에서는 low dose-hypersensitivity가 나타나지  않았

다고  보고하였다.7)  아직까지  adaptive response 및  low 

dose-hypersensitivity의 작용기전의  의문이  완전히 풀리지 않은  상

태에서 앞서 언급된 연구 결과를  연계시키기는 무리일지 모르나, 

low dose-hypersensitivity는 adaptive response와  일종의 손상복구체

계에  관련된 같은  기전을  공유하는  것으로  생각되고 있다는  점

을 고려할 때, 본 연구  결과는 종양에 있어서 방사선 감수성과 

adaptive response가 관련이 있으리라는 또하나의 자료일 수  있을 

것이다.  

Adaptive response의 기전에 대하여서도 아직까지 많은  논란이  

일고 있다. 전처치 선량을 조사하면 새로운 단백질 혹은 

transcript들이  생성되어 방사선에  의한  유전자 손상 수리에  관여

 

Fig. 3. Expression of apoptosis regulating molecules in HCa-I. 
Tumor-bearing animals were given 0.05 Gy pretreatment alone (pr), 
25 Gy challenging radiation alone (ch), or 0.05 Gy followed by 25 Gy 
(pr＋ch). Shown are Western blotting of p53, Bcl-2, Bax, and Bcl-X 
(A). These are quantitated by densitometry and plotted for p53 (●), 
Bcl-2 (▲), Bax (■), and Bcl-X(◆) (B). 
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할  것도  가능한 기전이다.32 ∼ 34) 이에  관여하는  물질은 poly 

(ADP-ribose) polymerase,35)  protein kinase C의  활성화 및  그  다음 

단계  유전  물질(NF-kB와  c-fos)의  유도36)  등이  관찰되었다. 세포

분열주기의 변동으로 adaptive response의  기전을  설명하려는 시

도는 여러 가지  상반된  결과들이  나오고  있다 .3 7 ∼ 40)  또는 저선량

의  방사선에 의하여  scavenging enzyme이  유도되어  직접적으로 

초기의 유전자 손상 정도를 감소시킬 가능성도 있다.41, 42)  

Adaptive response와  apoptosis의  관련성에 대하여도  많은  논란

이  일고 있다 .7 , 43)  Adaptive response에는  poly (ADP- ribose) 

polymerase (PARP)가  매우  중요하게  관여하는 것으로 알려져  있

는데,3 5 ) 이  효소는  apoptosis의 마지막 단계에  관여하며 이는 

apoptosis의 유도와 adaptive response와의 관련성을 암시한다. 최

근 박  등 4 4 )은 adaptive response의  기전의  일부분이 apoptosis의  저

하에 기인함을 보고하여, 본 연구에서  저선량의  방사선에 의하

여 그 뒤  고선량  방사선에 의한 apoptosis가 저하된다는 결과와 

일치하고 있다.  

Apoptosis는 p53을 비롯하여 여러  유전  물질의 발현이  관련된

다.4 5 ∼47) 특히 p53이 활성화된 후 세포의  생사를 조절하는 과정

에서 Bcl-2는 생존 신호로, Bax는  사멸 신호로 알려져 있으며  최

근에는 Bcl-X의  아형인 Bcl-Xs, Bcl-XL도 각각 사멸 , 생존 신호로 

관계된다고 알려져 있다 .48) 본 연구에서 p53은 두종양 모두 유사

한 발현 양상을 보였으나 OCa-I의 0.05＋25 Gy군에서 Bcl-2가 

Bax에  비하여 상대적으로 상승하는 것은 같은 실험군에서 

apoptosis가 감소된  것과 무관하지  않아 보인다 . 흥미로운  것은 

Bcl-X가  OCa-I에서는 전혀 발현되지 않은 데 반하여 HCa-I에서

는 0.05 Gy군에서부터 현저하게 상승한 점이다 . 본 연구에서 

Bcl-X의  상승은 apoptosis의 유도와 관련된  것으로  보이며 이는 

Bcl-2 및 Bax의  발현  수준이 변화를 보이지 않은 HCa-I에서 저

선량의 전처치와  상관없이 apoptosis가  진행되게하여  결과적으로 

adaptive response가 발현되지 않은  것과  무관하지 않은 것으로 보

인다. 상기한  바와 같이  Bcl-X는  Bcl-Xs, Bcl-XL의  두  아형이  정

반대의 작용을  하는  것으로 알려져 있다 . 연구당시  마우스에  대

한 이들 아형의 적절한 항체가 시판되지  않은  상황이어서 HCa-I

에서 상승을  보인  Bcl-X가  어느 아형인지는 해석하기 어렵겠으

나, 본 연구 결과는 방사선에 의한  adaptive response에서 Bcl-X가  

매우 핵심적인  역할을  담당할  것이라는 것을  시사하고  있다 . 따

라서  향후  적절한  항체가  입수되는  대로  추가적인 연구를  시행

할 계획이다.  

Adaptive response에 대해서는  오래전부터 이  현상이 알려져  

있고 방사선 생물학적으로 유용성이 높은데도 불구하고 아직까

지  기전에  대해서는 확실하게  정립되지 못한  상태이다 . 이는  임

상적으로도 방사선치료시 항암 효과 또는  정상조직의 부작용에 

관여될 수 있고 또다른 mutagen 물질인 항암화학제와의 교차  내

성 혹은 교차 감수성에도 응용할 수 있는 가능성을 지니므로 향

후 집중적인 연구가 요망된다.  
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Abstract  

  

Effect of Small Dose of Radiation on Induction of  
Apoptosis in Murine Tumors 

Jinsil Seong, M.D., Hong Ryull Pyo, M.D., Eun Ji Chung, M.D.,  
Sung Hee Kim, B.S, and Chang Ok Suh, M.D. 

Department of Radiation Oncology, Yonsei University Medical College, Yonsei Cancer Center  

Purpose : To investigate the presence of adaptive response by low dose radiation in murine tumors in relation to 
radiation induced apoptosis as well as related mechanism.  
Materials and Methods : Syngeneic murine tumors, OCa -I and HCa-I, were given 0.05 Gy pretreatment fol lowed 
by therapeutic dose of 25 Gy radiation. Induction of apoptosis was analyzed for each treatment group. Regulating 
molecules of apoptosis, p53, Bcl-2, Bax, Bcl-X, were also analyzed by Western blotting. 
Results : In 0.05 Gy pretreatment group of OCa -I, 25 Gy -induced apoptosis per 1000 cells was 229, which was 
estimated at 30% lower level than the expected ( p<0.05). In contrast, this reduction in radiat ion induced apoptosis 
was not seen in HCa -I. In the expression of apoptosis regulating molecules, p53 increased in both tumors in 
response to radiation. Bcl-2 and Bax did not show significant change in both tumors however, the expression of 
Bcl-2 surpassed that of Bax in 0.05 Gy pretreatment group of OCa -I. Bcl - X was not expressed in OCa -I.  In HCa -I, 
Bcl-X showed increased expression even with 0.05 Gy.  
Conclusion : Adaptive response by low dose radiation is shown in one murine tumor, OCa -I, in relation to radiation 
induced apoptosis. Apoptosis regulating molecules including Bcl -2/Bax and Bcl -X, appear to related. This study 
shows an evidence that adaptive response is present, but not a generalized phenomenon in vivo.  
 
Key Words : Radiation, Apoptosis, Adaptive response, Murine tumor 
 

 

 
 

 
 

 

 

 


