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서     론 

방사선에 의한 세포 사망의 기전에는 DNA 이중나선구조의 

손상에 의한 유사분열사(mitotic death)와 아직 정확한 기전은 

밝혀져 있지 않지만 유사분열 과정 없이 세포의 손상을 인지하

여 핵농축, 세포질의 응축, 핵붕괴 등과 같은 과정을 거치는 세

포예정사(programmed cell death)가 있다. 방사선 노출 후 몇 

차례의 유사분열 후에 발생하는 유사분열사에 비해 세포예정사

인 세포고사(apoptosis)는 방사선 노출 후 비교적 조기에 발생

한다. 방사선조사후  모든 세포에서 세포고사가 발생하는 것은 

아니지만, 방사선에 민감한 human promyelocytic leukemia cell

인 HL-60 세포주는 방사선에 의한 세포 사망의 기전에서 세포
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고사가 차지하는 비중이 매우 높아서 세포고사와 관련된 연구들

에서 많이 이용되고 있다. 

세포고사의 기전은 아직 완전히 알려져 있지는 않지만, 

TNF(tumor necrosis factor) 수용체의 일종인 CD95 (Fas)와 같

은 세포사망수용체의 활성화,1-3) 방사선이나 항암약물들에 의

한 DNA 손상,4,5) 또는 IL-3, erythropoietin과 같은 생존 신호

를 전달하는 cytokime의 결핍 등에 의해 발생하는 것으로 알려

져 있다.6) 이처럼 세포고사를 유발하는 원인들과 초기 반응들

은 다양하지만, 세포고사가 실행되는 단계에서는 caspase 계열

의 단백분해효소들이  주된 역할을 한다. Caspase가 활성화되는 

경로는 세포사망수용체에 ligand가 결합하여 접합단백질

(adaptor protein)인 FADD, TRADD 등이 결합하고7) 이러한 

반응에 의해 caspase-8 (FLICE)의 활성화를 시작으로 다른 

caspase들이 단계적으로 활성화되는 것과,8) 여러 가지 자극들

에 의해 미토콘드리아로부터 cytochrome c가 분비되면 접합단

백질인 Apaf-1이 결합하여 caspase-9 활성화되는 것등이 알려

져 있으며, 최종적으로는 caspase-3가 활성화되어서  세포고사

가 유도된다.1,2,4,9) poly (ADP-ribose) polymerase(PARP)는 
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목 적 : 방사선에 의한 세포고사의 경로와 방사선보호제의 일종인 cysteamine (β-mecraptoethylamine)

이 방사선에 의한 세포고사에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 

대상 및 방법 : HL -60 세포주를 대상으로 대조군, 방사선조사군, cysteamine 전처치군(1 mM, 10mM) 

으로 나누어서 실험을 하였다. 방사선은 6 MV로 10 Gy 일회 조사하였고, cysteamine은 방사선조사 1시

간 전에 처치하였다. 세포고사의 경로를 알아보기 위하여 대조군과 방사선조사군에서 caspase-8의 활

성도를 측정하였고, 세포고사에 대한 cysteamine의 영향을 알아보기 위하여 방사선조사 후 1.5,3,6,24

시간에서 각 실험군의 생존 세포 수, caspase-3의 발현과 활성도, poly(ADP-ribose) polymerase 

(PARP)의 발현 등을 측정하여 비교하였다. 

결 과 : 세포사망수용체에 의한 세포고사의 발생과 관련이 있는 caspase-8의 활성도는 방사선조사에 

영향을 받지 않았다(P>0.05). 생존 세포 수 는 방사선조사 6시간 후부터 감소되었는데(p>0.05), 1mM 

cysteamine 전처치군에서는 감소되지 않고 대조군과 비슷하게 유지되었다. 세포고사의 실행 단계라고 

알려진 caspase-3의 발현은 각 실험군들 사이에 차이가 없었으나, 활성도는 방사선조사 후에 증가되

었고(p>0.05) 1mM cysteamine 전처치에 의해 증가가 감소되는 경향이었다. Caspase-3의 활성에 의해 

발생되는 PARP 분해산물(24 kD)의 발현이 방사선조사 후에 관찰되었는데, 1mM cysteamine 전처치군

에서는 발현의 감소가 관찰되었다. 

결 론 : 방사선에 의한 세포고사는 세포사망수용체 의한 세포고사와는 다른 경로를 거치고, 1 mM 

cysteamine 전처치는 방사선조사에 의한 세포고사의 발생을 억제하는 경향이 있는 것으로 생각된다. 

 

핵심용어 : 방사선, 세포고사, Cysteamine 
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DNA 손상을 복구하는 효소로서 apoptotic endonuclease를 억

제하는 작용을 하지만,10) 세포고사가 발생하면 caspase-3에 

의해서 113 kD의 단백질이 89 kD과 24kD으로 나누어져서 기

능이 소실된다.2,11~13) 그러므로 caspase-3가 활성화되고 이에 

의하여 PARP가 분해되는 것을 확인함으로써 세포고사의 발생 

및 정도를 알 수가 있다. PARP 외에 DNA-PK, protein kinase 

Cδ, protein kinase Cθ 등도 caspase-3에 의하여 기능의 변화

가 발생된다. 14~17) 

방사선 손상을 감소하기 위한 보호제로 sulfhydryl기를 가진 

아미노산들이 많이 연구되었는데, 이러한 sulfhydryl 기 화합물

들은 방사선에 의해 발생되는 유리기(free redical)가 산소와 반

응하여 DNA 손상을 유발하기 전에 산소와 경쟁적으로 자굥하

여 유리기를 제거함으로써  방사선 보호효과를 갖는다. 

Sulfhydryl기 방사선보호제들 중에서는 thiolamine이 가장 활성

도가 높고, 이에는 cysteine, cysteamine, glutathione, 

WR-2721등이 포함되는데, 생체 내에서 thiolamine은 종양조직

에 비하여 정상조직으로의  흡수 및 분포가 항진되어 있어서 방

사선에 의한 정상조직의 손상은 억제하지만 종양의 치료효과에

는 부정적인 영향을 미치지 않는다. 18) 지금까지는 thiolamine

이 방사선에 의한 유사분열사를 억제하여 방사선 보호효과를 갖

는 것으로 알려져 왔으나, 방사선에 민감한 세포들에서는  세포 

사망 중에서 유사분열사보다 세포고사의 비중이 높으므로 이에 

대한 연구가 필요하다. 

이 연구에서는 방사선에 의한 세포고사와 세포사망수용체의 

활성화에 의한 세포고사와의 연관성을 알아보기 위하여 HL-60 

세포주를 대상으로 방사선조사 후에 caspase-8의 활성도를 측

정하였고, 방사선보호제의 하나인 cysteamine (β

-mercaptoethylamine)이 세포고사에 미치는 영향을 알아보기 

위하여 방사선조사 전에 cysteamine을 처지한 다음, 방사선조

사 후의 생존 세포 수를 측정하였고 세포고사의 실행 단백질인 

caspase-3의 발현 및 활성도와 caspase-3가 활성화되어 생성

되는 PARP 분해산물의 발현을 측정하여 비교하였다. 

 

재료 및 방법 

 

1 .  세포 배양 

사람의 promyelocytic leukemia cell에서 유래된 HL-60 세

포주를 10% FBS (fetal bovine serum)를 함유하는 RPMI 1640 

세포배양액을 사용하여 37oC, 5% CO2 환경에서 배양하였다.  

2 .  방사선조사 및 c y s t e a m i n e  처지 

 실험군을 아무런 처치를 하지않은 대조군과 방사선조사군 , 

cysteamine 전처치군(1 mM, 10 mM)으로 나누었으며, 6 MV 선

형가속기를 이용하여 선원축간거리를 100cm로 유지하고 분당 

500 cGy의 선량율로 위, 아래 방향으로 일회에 10 Gy의 방사선

을 조사하였다. 균일한 방사선량의 분포를 위하여 배양용기의 

위, 아래에 5 cm씩 조직등가물질을 놓았따. Cysteamine은 방사

선조사 1시간 전에 처치하였다. 

3 .  세포 생존능 

 방사선조사 후 1.5,3,6,24시간에 각 실험군의 세포를 0.4% 

trypan blue와 1:1로 섞은 후 혈구계(hemocytometer)에 넣고 

1분 후 생존 세포 수를 세어 비교하였다. 

4 .  C a s p a s e - 8  및 c a s p a s e - 3 의 활성도 측정 

방서선조사로 세포고사가 유발된 세포(106 ~107 )를 1,500rpm

으로 10분간 원심분리하여 발생한 pellet을 50~500 μL의 차가

운 cell lysis buffer로 재부유시킨 다음 얼음에 10분간 두었다. 

10000 X g로 1분간 원심분리하여 상층액을 새 시험관으로 옮긴

후 얼음에 두었다. 단백질 함량을 측정한 후, 50μL cell lysis 

buffer에 100~200 μg의 단백질이 포함되도록 희석하고 10 

mM DTT가 함유된 2x reaction buffer를 50 μL 첨가하였다. 

Caspase-8 활성도 측정을 위해서는 5 μL의 4mM IETD-pNA 

기질을 첨가하였고 caspase-3의 경우에는 4 mM DEVD-pNA 

기질을 첨가하여 37 o C에 1~2시간 반응시킨 후 400 또는 405 

mm에서 분광광도계(spectrophotometer)를 이용하여 흡광도를 

측정하였다. 

5 .  W e s t e r n  b l o t  법 

세포고사와 관련이 있는 caspace-3, PARP의 변화를 관찰하

기 위하여 방사선조사 후에 SDS-PAGE로 전기영동을 하고 

Western blot 법을 시행하였다. 먼저 proteinase inhibitor 

cocktail을 함유한 lysis buffer를 이용하여 세포를 용해시킨 후, 

원심분리하고 상층액을 취하여 BioRad사의 단백질 정량 kit를 

이용하여 정량하였다. SDS-PAGE를 이용하여 단백질들을 분리

하고 nitrocellulose 종이로 electrotransfer하여 5% blotto 용

액에서 진탕하였다.  1차 항체(Santa Cruz Biotechnology)가 함

유된 용액에서 2시간 반응시킨 후, TBS -T 용액으로 세척하고 

2차 항체(Santa Cruz Biotechnology)가 함유된 용액에서 1시간

동안 반응시켰다. 이를 다시 TBS-T 용액으로 세척하고 

enhanced chemiluminescene (ECL, Amersham)를 이용하여 단

백질 발현을 확인하였다. 

6 .  통계 분석 

 방사선조사 전후의 caspace-8 활성도의 변화를 분석하고, 방

사선조사 및 cysteamine 전처치에 의한 생존 세포 수와 

caspase-3 활성도의 변화를 비교하기 위하여 각 실험군들 사이

에 paired T-test를 하였다. 

 

결      과 

 

1 .  C a s p a s e - 8 의 활성도 

세포고사의 경로를 알아보기 위하여 측정한 caspase-8의 활
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성도는 대조군과 방사선조사군 사이에 차이가 없었고, 특히 방

사선조사에 의해 생존 세포 수의 감소가 관찰되엇던 6시간 및 

24시간에서도 현저한 변화는 없었다.(Fig. 1, p>0.05) 

2 .  세포 생존능 

방사선조사하기 전에 1.68*106 /mL이던 세포 수가 대조군에

서는 24시간 후에 1.73X106 /mL로 다소 증가되었으나, 방사선

조사군에서는 방사선조사 6시간 후부터 감소가 관찰되어 24시

간에는 1.50 X 6 /mL로 감소되었다.(p>0.05). 1mM cysteamine을 

전처치한 실험군에서느 세포 수가 감소되지 않고 대조군과 비슷

하게 유지된 반면, 10 mM crysteamine 전처치군에서는 방사선

조사 3시간 후부터 세포 수의 감소가 관찰되었고 6시간 후 부

터는 급격히 감소되는 경향이 관찰되었으나 통계적으로 유의하

지는 않았다.(Fig. 2, p>0.05). 

 

 

 

3 .  C a s p a s e - 3 의 발현과 활성도 및 P A R P  분해산물의 생성 

Cysteamine이 방사선에 의한 세포고사에 미치는 영향을 알

아보기 위하여 caspase-3와 PARP를 측정하였는데, 방사선조

사 후 6시간에 측정한 caspase-3의 발현 정도는 대조군과 방

사선조사군 사이에 뚜렷한 차이가 없었다.(Fig. 3.) 그러나 

caspase-3의 세포내 활성도는 방사서조사 6시간 후부터 증가

가 관찰되었고(p>0.05), 이러한 활성도의 증가는 1mM 

crysteamine 전처치에 의해 억제되는 경향을 보였다.(Fig. 4, 

P>0.05), 세포고사가 발생할 때에 caspace-3가 활성화되어 생

성되는 PARP 분해산물의 발현을 방사선조사 6시간 후에 측정

한 결과, 24 kd의 PARP 분해산물이 대조군에서는 발현되지 않

았으나 방사선조사군에서 발현되어서, 방사선조사에  의해 세포

고사가 발생하였음을 알 수 있었고, PARP 분해산물의 발현이 

방사선조사군에 비하여 1mM crysteamine 전처치군에서는 다소  
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감소되는 양상을 보였고, 10 mM crysteamine전처치군에서는 오

히려 더 증가되는 것이 관찰되었다.(Fig.5.) 

 

고안 및 결론 

 

Caspase-8은 세포사망수용체의 활성화에 의한 세포고사의 

발생과 관련이 있는데, 세포의 종류에 따라서는 세포사망수용체

와는 무관하게 방사선에 의해서도 활성화된다고  한다. 1 9 ) 

Caspase-8이 결핍된 세포에서는 세포사망수용체에 의한 세포

고사 유도에 내성이 관찰되었고, caspase-8을 발현시켰을 경우 

세포사망수용체에 의한 세포고사가 다시 유도되었다는 보고도 

있으며,2 0 ) caspase-8의 억제가 세포사망수용체에 의한 세포고

사의 발생에는 영향을 주지 못하였다는 보고도 있었다. 21~23) 이 

연구에서도 caspase-8의 활성도가 방사선조사에 의하여 변화

되지 않았으므로, caspase-8은 방사선에 의한 세포고사의 발생

에는 주된 역할을 하지 않는 것으로 생각되며, 방사선에 의해 

발생하는 세포고사는 세포사망수용체의 활성화와는 관련이 없는 

것으로 생각된다. 

활성산화물(reactive oxygen intermediate)은 일련의 반응을 

거쳐서 세포고사를 유발하고, 또한 항산화제제(antioxidant)에 

의해 활성산화물이 제거되거나 중화되면 세포고사가 억제되므로 

활성산소 자극이 세포고사를 일으키는 중요한 매개체이다. 2 4 ) 자

외선이나 약물 등에 의해 발생하는 세포고사도 여러 가지 항산

화제제에 의해 감소된다는 보고도 있다. Cysteamine은 

sulfhydry1기를 가지고 있는 aminothiol 계 방사선 보호제로서 

방사선조사 시에 발생되는 유리기가 산소와 결합하여 활성산화

물이 생성되는 것을 억제하여서 방사선 보호효과를 가지는 항산

화제제의 일종이며, 그 농도가 1  mM에 이를 때 자외선과 과산

화수소수에 의한 세포고사의 발생을 가장 현저하게 억제하였다

고 한다. 2 5 ) 이 연구에서도 통계적으로 유의하지는 않았지만 방

사선조사 후에 생존 세포 수의 감소가 관찰되었는데,  1  m M  

crysteamine 전처치군에서는 세포수가 감소되지 않고 대조군과 

비슷하게 유지되어서, 1 mM crsteamine 전처치는 방사선조사에 

의한 세포의 사망을 억제하는 경향이 있는 것으로 생각된다. 

여러 연구들에서 방사선조사 후 세포고사가 발생할 때에 

caspase-3가 활성화되고, caspase-3의 억제제를 투여하면 세

포고사가 감소됨을 보고하고 있으므로, 방사선에 의한 세포고사

의 발생에서는 caspase-3가 중요한 역할을 한다. 26,27) 또한 

caspase-3가 세포고사의 최종 실행효소라고  인지되고 있고 

caspase-3가 활성화되면 PARP의 파괴가 발생된다고 알려져 

있으므로, 여러 인자들에 의해 발생하는 세포의 사망이 세포고

사에 의한 것인지는 caspase-3의 활성도와 PARP의 파괴를 조

사함으로써 유추할 수 있다. 이 연구에서는 caspase-3의 발현

과 활성도, PARP 분해산물의 발현 정도를 측정하였다. 세포질 

내에 존재하는 caspase-3의 발현 정도는 방사선조사에 의하여 

세포의 사망이 발생되었음에도 불구하고 대조군과 비교하여 뚜

렷한 차이가 없었지만, caspase-3의 활성도는 방사선조사 후에 

증가되는 양상이 관찰되었고, 대조군에서는 발현되지 않았던 

PARP 분해산물이 방사선조사 후에 발현되어서, 방사선조사에 

의한 세포의 사망이 세포고사에 의한 것임을 알 수 있었다. 

1mM cysteamine 전처군에서는 방사선 조사군에 비하여 

caspase-3 활성도의 증가가 감소되는 경향이었고(p>0.05), 

PARP 분해산물의 발현도 적게 관찰되었다. 방사선조사 후에 관

찰되었던 생존 세포 수의 감소와 caspase-3활성도의 증가가 통

계적인 유의성은 없었지만 1 mM crysteamine 전처치에 의해 

감소되는 것이 관찰되었음으로, 1 mM crysteamine 전처치가 방

사선에 의한 세포고사의 발생을 억제하는 경향이 있음을 알 수 

있었다. 그러나 cysteamine 농도가 1mM을 초과하는 경우에는 

세포고사가 유발된다는 보고가 있는데, 25,28) 이러한 현상은 이 

연구의 예비실험에서 고농도의 cysteamine 단독 투여로 세포독

성이 발생됨이 관찰되었고, 10mM cysteamine 전처치군에서  방

사선조사군보다 세포 수가 감소되었고(p>0.05) PARP 분해산물

의 발현도 증가되었으므로, 10mM cysteamine 전처치는 오히려 

방사선에 의한 세포고사의 발생을 항진시키는 경향이 있다고 생

각된다. 

이상의 결과들을 종합하면, 방사선에 의한 세포고사는 세포사

망수용체에 의한 caspase-8의 활성화와는 다른 경로를 거치는 

것으로 생각된다. 그리고 방사선조사에 의한 생존 세포수의 감

소, caspase-3 활성도의 증가 및 PARP 분해산물의 발현이 

1mM cysteamine 전처치에 의해 일관되게 억제되는 양상이 관

찰되었음으로, 1 mM crysteamine이 방사선에 의한 세포고사의 

발생을 억제하는 경향이 있다고 생각되고, 따라서 thiolamine 

계통의 방사선보호제는 기존에 알고있는 유사분열사 뿐만 아니

라 세포고사를 억제하여서 방사선 보호효과를 갖는 것으로 생각

된다. 
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Abstract  

  

THE Effects of Cysteamine on the Radiation-Induced Apoptosis 

Young Min Choi, M.D.*, Chang Gyo Park, M.D.†, Heung Lae Cho, M.D.* 

Hyung Sik Lee, M.D‡. and Won Joo Hur, M.D.‡ 

*Department of Radiation Oncology, College of Medicine, Inje University, Pusan, 
†Department of Pharmacology, College of Medicine, Konyang University, Nonsan, 

‡Department of Radiation Oncology, College of Medicine, Dong-A University, Pusan, Korea 

Purpose : To investigate the pathways of radiation induced apoptosis and the effect of cysteamine (β
-mercaptoethylamine), as a radioprotector, on it. 
Materials and Methods : HL-60 cells were assigned to control, irradiated, and cysteamine (1 mM, 10mM) 
pretreated groups, Irradiation was given in a single fraction of 10 Gy (6 MV x-ray) and cysteamine was 
administered 1 hour before irradiation. The activities of caspase-8 were measured in control and irradiated 
group to evaluate its relation to the radiation induced apoptosis. To evaluate the role of cysteamine in 
radiation induced apoptosis, the number of viable cells, the expression and activity of caspase-3, and the 
expression of poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) were measured and compared after irradiation the 
HL-60 cells with cysteamine pretreatment or not. 
Result : The intracellular caspase-8 activity, known to be related to the death receptor induced apoptosis, 
was not affected by irradiation(p>0.05). The number of viable cells began to decrease from 6 hours after 
irradiation (p>0.05), but the number of viable cells in 1 mM cysteamine pretreated group was not decreased 
afger irradiation and was similar to those in the control group. In caspase-3 analyses, known as apoptosis 
executioner, its expression was not different but its activity was increased by irradiation(p>0.05). However, 
this increase of activity was suppressed by the pretreatment of 1mM crysteamine. The cleavage of PARP, 
thought to be resulted from caspase-3 activation, occurred after irradiation, which was attenuated by the 
pretreatment of 1mM cysteamine. 
Conclusion : these results show that radiation induced apoptotic process is somewhat different from death 
receptor induced one and the pretreatment of 1 mM cysteamine has a tendency to decrease the 
radiation-induced apoptosis in HL-60 cells. 
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