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서    론

  임상적으로 종괴를 형성한 대부분의 고형암에는 산소 운

반능과 산소 소비량의 차이 그리고 혈관의 구조나 기능상

의 결함으로 인해 저산소(hypoxia) 분획이 존재하며 이는 

방사선 치료 실패의 주요 원인이다.
1) 자궁경부암, 두경부

암, 폐암 등 많은 종류의 암에서 방사선 치료 전 저산소 상

태가 치료 실패나 전이와 관련이 있음이 보고되었다.
1∼4) 

그래서 저산소 세포의 방사선에 대한 저항성을 극복하기 

위해 고압 산소 요법(hyperbaric oxygen therapy)을 사용하거

나 산소와 비슷한 기능을 할 수 있는 물질인 hypoxic cell 

sensitizer를 투여하여 방사선 감수성을 높이는 시도가 진행

되고 있다.
5,6)

  저산소 세포가 산소가 충분한 세포보다 방사선에 더 저

항을 보이는 사실은 오래 전부터 알려졌다.
7)
 지금까지 알

려진 기전은 oxygen fixation hypothesis로 산소 분자가 방사

선에 의해 생긴 DNA의 free-radical damage에 빠르게 반응

하여 organic peroxide를 형성하여 DNA damage를 고착시켜 

cell death를 유도한다.
8) 세포는 저산소 상태에서는 대사 활

동이 저하되고 세포 내 여러 가지 신호 전달 물질의 변화

도 동반되는데, 아직까지 저산소 세포가 방사선에 저항을 

보이는 기전을 이러한 신호 전달 체계로는 이해하지 못한 

상태다.

  저산소 상태에서는 세포내 hypoxia inducible factor 1 

(HIF-1)이라는 전사 단백질이 증가하고 이 단백질이 저산

소라는 스트레스로부터 세포 자신을 보호할 여러 단백질 

발현을 유도한다.
9) HIF-1은 HIF-1α와 HIF-1β라는 두 

subunit이 heterodimer를 형성하고 있다. HIF-1α는 세포질내

에 존재하면서 normoxic 상태에서는 급격히 분해되고, 저

산소 상태에서는 안정화되어 농도가 증가한다. 반면 HIF-1
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β는 산소농도의 영향을 받지 않고 세포질 내에 존재한다. 

저산소 상태에서 증가된 HIF-1α가 HIF-1β와 dimer를 형성

하여 세포질에서 핵내로 이동하게 되어 promotor로 작용한

다. 이 중 전사 능력이 있는 것은 HIF-1α로 종양의 성장과 

분화에 관여하는 단백질 발현을 돕는다.
9)
 Aebersold 등

10)
은 

두경부암에서 HIF-1α가 많이 발현될수록 근치적 방사선 

치료 후 국소 제어와 생존율이 떨어지고 림프절 전이가 많

았다고 보고했다. 이러한 결과는 HIF-1α나 그에 의해 유

도된 물질이 저산소 세포의 방사선 저항에 직접 관여하여 

국소 제어와 생존율 저하를 초래했을 가능성을 시사했다. 

또한 Zaman 등
11)
은 desferrioxamine (DFX)와 cobalt chloride

와 같은 iron chelator가 신호 전달 체계를 활성화하여 

HIF-1과 그 표적 유전자 발현을 유도하여 oxidative stress- 

induced death를 억제한다고 보고했다. 이는 HIF-1과 그 표

적 유전자가 oxidative stress의 일종인 방사선에 의한 cell 

death도 억제하는 데 관여할 것으로 생각된다.

  저자는 저산소증이 방사선 저항성을 야기하는 과정에서 

HIF-1α의 역할을 규명하고자 본 연구를 시작했다. 쥐의 

간암 세포주인 hepa1c1c7와 HIF-1β가 결손되어 HIF-1α의 

기능이 억제된 hepa1C4 세포에다 세포내의 free iron을 비

활성화하여 인위적으로 저산소증과 유사한 상태를 만드는 

물질인 DFX을 처리하여 HIF-1α 발현을 유도한 뒤 방사선

을 조사하여 세포 생존율과 apoptosis 정도를 관찰하였고, 

이를 HIF-1α의 발현 정도와 비교하여 HIF-1α가 방사선 

감수성에 미치는 영향을 평가하였다.

대상 및 방법

1. 세포 및 세포 배양

  Hepa1c1c7과 MCF7은 American type of culture collection 

(ATCC,USA)으로 구입하였고, hepa1c1c7에서 HIF-1β가 결

손된 hepa1C4는 Hankinson으로부터 얻어 사용하였다. 10% 

fetal bovine serum (Hyclone, USA)과 penicillin (100 units/ 

ml)/streptomycin (100μg/ml) (Gibco BRL, USA)이 포함된 

RPMI 1640 배양배지(Gibco)를 사용하여, 37
oC에서 5% CO2

가 공급된 조건에서 배양하였다.

2. 약물 처리 및 방사선 조사

  대수 증식기의 세포를 배양배지에 희석하여 2×104 

cells/ml이 되게 하여 96 well 세포 배양판의 각 well에 200

μl씩 넣어 24시간 배양하여 세포를 안정시킨 후 260μM 

desferrioxamine (DFX, Sigma, UK)을 각 well에 넣은 뒤 6시

간 후에 방사선 조사를 했다. 방사선은 6-MV X-Ray 

(Mevatron 67, Siemens, USA)을 이용하여 100 cGy/min의 선

량율로 상온에서 조사했다. HIF-1α의 발현과 apoptosis의 

정도를 관찰하기 위해 25 Gy의 방사선량을 한번에, 세포 

생존 분획을 구하기 위해 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy, 8 Gy, 10 Gy의 

방사선량을 단계별로 조사했다.

3. Immunoblot assays

  방사선조사 후 6시간 후에 세포를 회수하여 인산 완충액

(PBS, pH 7.4)으로 3회 세척한 후 5분간 5,000 x g에서 원

심 분리한 후 상층액은 버리고 세포 침전물을 얻었다. 침

전물의 4배에 해당하는 ice-cold hypotonic lysis buffer (10 

mM HEPES [N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic 

acid, pH 7.9], 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 

1 mM dithiothreitol (Sigma Chemical Co., St Louis, MO), 0.5 

mM phenylmethylsulfonyl fluoride (Sigma)) 넣어 가볍게 부

유시킨뒤 얼음에 15분간 두었다. 최종 농도가 0.2%가 되게 

NP-40을 넣어 5분간 강하게 vortexing했다. 4
oC에서 5분간 

3,000 x g에서 원심 분리하여 상층액은 버리고 침전물을 

얻어 침전물의 4배의 ice-cold extraction buffer (10 mM 

HEPES [N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid, 

pH 7.9], 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM 

dithiothreitol, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride)로 부유시

켰다. 4
oC에서 15분간 혼합시킨 뒤 31,000 x g에서 원심 분

리한 뒤 상층액을 얻었다. 얻은 단백질 용액은 SDS- 

polyacrylamide gel에서 100 volt로 1시간 동안 전기 영동시

킨 후 nitrocellulose membrane으로 이동시켰다. 이를 5% 탈

지유와 0.1% tween-20를 포함하는 PBS (blocking 액)에 2시

간 동안 방치하고 anti-HIF-1α 항체(Novus Biologicals, 

USA)를 2시간 반응시켰다. 다시 PBS로 세척하고 horsera-

dish peroxidase가 결합되어 있는 항 토끼 항 IgG 항체(Santa 

Cruz Biotechnology Inc., USA)로 1시간 반응시킨 다음 ECL 

Western Blotting Detection System (Amersham, USA)을 사용

하여 x-선 필름상에 나타나는 band의 농담으로 단백질 발

현을 조사하였다.

4. MTT assay

  세포의 생존율은 microtetrazoline (MTT) (Sigma) assay를 

이용하였다. 방사선 조사 후 72시간이 경과된 뒤 배양기에

서 96 well 세포 배양 판을 꺼내어 MTT 용액(5 mg/ml in 

PBS)을 최종 농도가 100μg/ml이 되도록 넣어 주었다. 

MTT 처리 후 4시간에 10% sodium-dodesyl sulfate (SDS)가 

포함된 0.01 N HCl 용액을 200μl/well씩 첨가하여 살아 있

는 세포에 의해 생성된 불용성의 보라색 formazan을 용해
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시킨 다음 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 분

석기(Molecular Devices, USA)로 540 nm의 파장에서 흡광

도를 측정하였다.

5. DNA 분절화

  방사선 조사 후 6시간 후에 세포를 회수하여 0.5 ml 추

출용액(0.5% triton X-100, 10 mM EDTA, 10 mM Tris pH 

7.4)으로 얼음에서 20분간 반응시켜 용해하였다. 용해성 부

분을 포함한 저 분자량의 DNA를 포함한 상층액을 10분간 

15,000 x g에서 원심 분리한 후, 페놀과 클로로포름으로 3

회 추출하고 에탄올 침전을 시킨 후 20μg/ml RNase A를 

넣은 pH 8.0 Tris/EDTA에 녹인 후 37
o
C에서 1시간 동안 반

응시켰다. DNA는 ethidium bromide로 염색한 뒤 2% 

agarose gel에 전기 영동하였다.

6. Propidium iodide (PI) nuclear staining

  Propidium iodide (Sigma, P4170)를 증류수에 녹여 8×10
-5 

M이 되게 하여 빛이 차단된 곳에 4
oC 이하 되는 곳에 보

관 사용하였다. 방사선 조사 6시간 후에 PI 보관 용액을 배

양된 세포에 넣고 생리식염수로 최종 농도가 4μM이 되게 

하여, 빛이 없는 실온에서 10분간 배양했다. 그 후 생리식

염수로 2회 세척한 다음 형광현미경으로 붉은 형광을 관찰

하였다.

7. Apoptosis의 정량적 분석

  Apoptosis의 정량적 분석을 위하여 apoptotic cell death 

detection ELISA kit (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN)

을 사용하였다. 방사선 조사 6시간 후에 세포를 회수하여 

lysate를 만든 후 mouse anti-histone antibody (clone H114)를 

흡착시킨 microtiter plates에서 배양하여 endonuclease에 의

한 DNA 파괴에 의해 유리된 DNA oligonucleosome을 결합

시켰다. Plate를 세척하고 blocking buffer로 비특이적 결합

을 억제하였다. 결합된 nucleosome을 anti-mouse DNA 

monoclonal antibody (MCA-33)와 결합시킨 후 peroxidase로 

conjugation하였다. 결합된 peroxidase의 양은 기질로 2.2'- 

azino-di-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) (ABTS)를 사용하

여 측정하였고 ELISA reader로 405 nm에서 측정하였다.

8. 세포 생존 분석 및 통계 처리

  세포 생존 곡선은 linear-quadratic model을 사용하여 추정

하였다. 이 모델은 lnS=-αD-βD
2
로 생존분획 S는 방사

선량 d Gy에서 흡광도로 구했으며, 이를 표준 선형 회귀 

방법을 사용하여 생존 분획에 적합시켰다.
12)
 만약 β의 추

정 값이 음수이면 β를 0으로 하고 lnS =-αD에 대해 회

귀분석을 하고, α의 추정 값이 음수이면 α를 0으로 하고 

lnS=-βD
2
에 대해 회귀분석을 했다. 각 실험 군별로 2 Gy 

(SF2)와 8 Gy (SF8)에서의 생존 분획을 계산했다. 

  방사선 민감도를 종합적으로 평가하기 위해 mean inacti-

vation dose (MID)를 사용하였으며, 이는 추정한 linear 

quadratic parameter를 사용하여 생존 곡선을 적분하여 계산

하였다.
13)

  실험 군 간의 차이는 unpaired student's t-test를 이용하여 

검정하였으며, 유의성 수준을 0.05로 하였다.

결    과

1. 방사선에 의한 HIF-1α 발현 변화

  실험 대상 세포의 특성을 확인하기 위해 hepa1c1c7, 

hepa1C4 그리고 MCF7에 DFX 처리 후 immunoblot assay를 

시행했는데 그 결과 hepa1c1c7와 MCF7 세포에서는 DFX에 

의해 HIF-1α이 증가했으며, HIF-1β가 결손되어 HIF-1α의 

핵 내로의 이동이 이루어지지 않는 hepa1C4 세포에서는 

DFX처리에 의해 HIF-1α가 증가되지 않았다. 이들 세포에 

25 Gy의 방사선만을 조사했을 때는 HIF-1α의 증가가 없었

으나, DFX를 전처치한 뒤 같은 양의 방사선을 조사했을 

때는 DFX만 단독 처리했을 때보다 HIF-1α가 더 많이 발

현되어 방사선이 DFX에 의한 HIF-1α의 발현을 증강시켰

다(Fig. 1).

2. 방사선이 세포 생존 분획에 미치는 영향

  HIF-1α 발현 유무가 방사선 감수성에 미치는 효과를 관

찰하기 위해 DFX에 HIF-1α이 증가하는 hepa1c1c7 세포와 

Fig. 1. Up-regulation of HIF-1α protein level by irradiation 25 
Gy (IR) in DFX treated cells. HIF-1α protein levels in nuclear 
extracts of hepa1c1c7 cells (A), hepa1C4 cells (B), and MCF7 
cells (C).

DFX - - + +
IR - + - +

HIF-1α

HIF-1α

HIF-1α

A

B

C



Fig. 3. Radiation induced apoptosis in hepa1c1c7 cells and 
hepa1C4 cells treated with (+) or without (-) DFX after 25 
Gy radiation. Genomic DNAs extracted from cells were 
analyzed in 2% agarose gel.

DFX - -+
Hepa1C4 Hepa1clc7

+- -+ +
IR 25 Gy - -- -+ ++ +
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그렇지 않는 hepa1C4 세포에 DFX 처리한 그룹과 처리하

지 않은 그룹으로 나누어 방사선 조사를 하여 세포 생존 

분획을 조사하고 SF2, SF8 그리고 MID를 계산했다. 

hepa1c1c7 세포에서는 SF8과 MID이 p＜0.05로 두 그룹 사

이에 통계학적 유의한 차이를 보였으나, hepa1C4 세포에서

는 SF2, SF8, 그리고 MID 모두에서 두 그룹 사이에 통계학

적 유의한 차이를 보이지 않았다(Table 1). 이를 세포 생존 

곡선을 그려 분석했을 때 hepa1c1c7 세포에서는 DFX를 처

리함으로써 방사선 감수성이 크게 감소하는 것을 볼 수 있

으나, hepa1C4 세포에서는 DFX를 처리했을 때 방사선 감

수성이 약간 감소하는 정도로 두 그룹 간에 DFX 처리에 

따른 방사선 감수성의 차이를 보였다(Fig. 2).

3. DFX가 radiation-induced apoptosis에 미치는 효과

  Hepa1c1c7 세포와 hepa1C4 세포를 DFX을 전처치하지 

않은 그룹과 전처치한 그룹으로 나누어 각각 방사선 조사

를 한 뒤 DNA 분절화 방법으로 apoptosis를 관찰하였다. 

hepa1c1c7 세포에서는 DFX를 처리하지 않은 그룹에서는 

Fig. 2. Effects of DFX on radiation-induced cytotoxicity of hepa1c1c7 cells (upper panel) and hepa1C4 cells (lower panel). The cells 
were irradiated with ionizing radiation at the indicated doses. The cytotoxicity was measured by MTT assay after 3 days. Data 
represent the mean and SE for three independent experiments.

Table 1. Radiosensitivity Parameters for Hepa1c1c7 and Hepa1C4 Cells

ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ
Hepa1c1c7 Hepa1C4

Cell ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
SF2 (CVM) SF8 (CVM) MID (CVM) SF2 (CVM) SF8 (CVM) MID (CVM)

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Control  0.93 (0.06) 0.23 (0.04)  5.92 (0.31) 0.92 (0.08) 0.43 (0.12)  7.54 (0.21)
DFX  0.92 (0.13) 0.74 (0.11) 21.64 (0.43) 0.92 (0.05) 0.60 (0.14) 11.11 (0.23)
P values  0.546 ＜0.01 ＜0.01 0.698 0.132 0.084
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
SF2: (geometric mean of) surviving fraction at 2 Gy, SF8: (geometric mean of) surviving fraction at 8 Gy, CVM: coefficient of variation 
of the mean, MID: mean inactivation dose (Gy)



권병현: HIF-1α가 방사선저항성을 초래함

- 221  -

apoptosis가 관찰되었으나 DFX를 처리한 그룹에서는 apopto-

sis가 일어나지 않았으며, hepa1C4 세포에서는 DFX 처리 

유무에 관계 없이 apoptosis가 일어났다(Fig. 3).

  위와 같은 방법으로 DFX 처리 후 방사선 조사를 한 뒤 

PI nuclear staining을 하여 형광 현미경으로 apoptosis 유무

를 관찰했을 때 hepa1c1c7 세포에서는 DFX 전 처치함으로 

방사선에 의한 apoptosis가 감소하였으나 hepa1C4 세포에서

는 DFX 전 처치 유무에 따라 apoptosis 발현 정도에 차이

를 보이지 않아 DNA 분절화 방법에 의한 결과와 유사하게 

DFX가 radiation-induced apoptosis를 억제했다(Fig. 4).

  Apoptotic cell death detection ELISA kit를 이용하여 

apoptosis를 정량적으로 분석하였다. Hepa1c1c7 세포에서는 

DFX만 처리한 그룹에서는 대조 그룹보다 apoptosis가 5%, 

방사선만 조사했을 때는 37%, DFX 처리 후 방사선 조사를 

했을 때는 16% 증가하였다. 반면 hepa1C4 세포에서는 

DFX만 처리한 그룹에서는 대조 그룹보다 apoptosis가 4%, 

방사선만 조사했을 때는 35%, DFX 처리 후 방사선 조사를 

했을 때는 31% 증가하였다. 방사선만 조사한 세포 그룹과 

DFX를 전처치하고 방사선 조사를 한 그룹 간의 apoptosis 

정도 차이를 통계학적으로 분석했을 때 hepa1c1c7 세포에

서는 유의한 차이가 있었고(p=0.03), hepa1C4 세포에서는 

차이가 없었다(p=0.95)(Fig. 5).

고안 및 결론

  암 조직과 같이 세포 증식이 왕성한 경우 암 세포의 증

가 속도에 비해 혈관 생성이 따라가지 못해 혈관으로부터 

150μm 이상의 거리에 있는 세포는 저산소 상태에 빠지며, 

이는 종괴의 크기가 1∼2 mm
3
 이상으로 성장하면 거의 모

든 고형암에서 볼 수 있는 현상이다.
14) 이러한 상태에서 자

신의 대사 과정을 바꾸거나 저산소에 대한 저항성을 획득

하지 못한 많은 암세포는 괴사 또는 apoptosis로 소멸되기

도 한다.

  이러한 과정에서 저산소 상태를 극복하고 생존하기 위

해 여러 신호 전달 물질을 생성 분비한다. 저산소에 의한 

신호는 HIF-1α 단백질을 증가시켜 산소 운반을 높이거나 

산소 소비를 줄이는데 관여하는 여러 유전자를 발현시키

며, HIF-1α 단백질이 저산소에 의한 유전자 발현의 조절

Fig. 4. Propidium iodide (PI) nuclear staining of hepa1c1c7 
cells (A, B, C, D) and hepa1C4 cells (E, F, G, H) analyzed by 
fluorescence microscopy. Cells were incubated without (A, C, 
E, G) or with (B, D, F, H) 260μM DFX for 6 h, and then some 
group (C, D, G, H) were irradiated with 25 Gy. Cells were 
stained with PI after 48 h.

DFX

- +
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IR

IR

Hepa1c1c7
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Fig. 5. Changes in apoptotic activity in hepa1c1c7 cells and 
hepa1C4 cells after treatment with 260μM DFX and/or 25 Gy 
radiation (IR). The percentage change in apoptotic activity was 
calculated by using the respective absorbance in the treated 
cells divided by the untreated cells.
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에 핵심 역할을 하고 있다.
15,16)

  여러 보고에서 종양내의 산소 농도와 방사선 치료 후 성

적과 밀접한 관련이 있음을 밝혔다.
2∼4)
 Hockel 등

17,18)
은 종

양 내의 저산소 상태는 자궁 경부암의 수술 후 치료 실패

와 관련이 있음을 관찰했고 종양의 생물학적 악성도와도 

관련이 있다고 하였다. 또한 HIF-1α는 인간의 여러 종류

의 종양에서 증가되어 있음이 확인되었다.
19)
 악성도가 높

은 악성 신경 교종(malignant glioblastoma)에서는 HIF-1α가 

강하게 발현되어 HIF-1α의 발현 정도와 종양의 악성도와 

관련이 있음을 시사했고, 특히 괴사 주변부에서 많이 발현

되고 있어 만성 저산소 지역과 HIF-1α 발현 지역이 일치

하고 있음을 보였다.
20)

  HIF-1α의 발현과 예후와의 관계에 대한 연구에서 

Haugland 등
21)
은 자궁경부암에서 HIF-1α의 발현 정도와 

무병생존율, 전이 그리고 종양의 크기를 비교하였을 때 통

계학적 유의한 차이를 발견하지 못했으나, Birner 등
22∼24)

은 

조기 자궁경부암, 상피성 난소종양, oligodendroglioma, 그리

고 림프절 전이가 있는 유방암에서 HIF-1α의 과발현은 나

쁜 예후 인자라고 했다.

  본 연구에서는 쥐의 간암 세포주인 Hepa1c1c7 세포와 유

방암 세포주인 MCF7 세포에 DFX를 처리하고 방사선을 

조사했을 때 DFX만 처리했을 때보다 HIF-1α가 더 증가함

을 관찰했다. 이는 저산소증의 유무에 따라 방사선에 의한 

HIF-1α의 발현 정도가 차이가 있을 수 있음을 보여주었다

(Fig. 1).

  또한 Hepa1c1c7 세포와 HIF-1β가 결손되어 HIF-1α의 

기능이 억제된 세포주인 Hepa1C4 세포에 DFX 처리하여 

HIF-1α의 발현을 유도한 뒤 방사선을 조사하여 방사선량

에 따른 세포 생존율과 apoptosis를 HIF-1α 발현 유무에 따

라 비교하였다. Hepa1c1c7 세포의 경우 DFX를 처리하여 

HIF-1α를 유도한 군이 그렇지 않은 군보다 세포 생존율이 

높고 apoptosis가 적게 일어나 DFX에 유도된 HIF-1α가 방

사선 저항성을 유발한 것으로 생각되었으나 Hepa1C4 세포

의 경우는 DFX 처리를 해도 HIF-1α가 증가하지 않았고 

DFX 처리에 따라 세포 생존율과 apoptosis의 변화도 없어 

DFX가 방사선 민감도에 영향을 미치지 못한 것으로 생각

되었다. 그 기전으로 iron chelator인 DFX가 hydroxyl radical 

(OH․) 형성과 oxidative stress를 감소시켜 방사선에 의한 

apoptotic cell death를 억제하였다고 생각할 수 있으나,
25,26) 

HIF-1β의 결핍으로 HIF-1α의 기능이 억제된 Hepa1C4 세

포에서는 DFX의 이러한 apoptosis 추가 억제 효과는 관찰

되지 않았고 방사선에 의해 DFX에 의한 HIF-1α의 발현이 

증가한 점을 미루어 HIF-1α와 그 표적 유전자가 radiation 

induced apoptotic cell death를 억제하는 데 관여했을 것으로 

생각된다. 이러한 결과는 iron chelator가 HIF-1와 ATF-1/ 

CREB 전사 인자를 유도하고 해당과정에 관여하는 효소, 

p21
waf1/cip1

, 그리고 erythropoietin 유전자의 발현을 증가시켜 

oxidative stress에 대해 세포보호 작용을 한다는 Zaman 등
11)

의 주장과 유사하다.

  Apoptosis에 대한 HIF-1의 역할에 대해서는 현재로서는 

HIF-1이 apoptosis를 증가시킨다는 주장과 apoptosis를 억제

한다는 상반된 주장이 있다.
27)
 저산소 상태에서 Bcl-2 

family의 pro-apoptotic member인 Nip3가 증가하는데 HIF-1

α가 결핍된 세포에서는 증가하지 않았고,
28,29)
 HIF-1α는 

DNA damage에 대해 cell death 혹은 growth arrest에 중요한 

역할을 하는 p53 종양억제 단백질을 안정화시켰으며 이는 

HIF-1α의 축적과 평행하게 이루어지고 HIF-1β가 결핍된 

세포에서는 이러한 것이 관찰되지 않았는데 이러한 결과

는 HIF-1가 pro-apoptotic effect가 있음을 시사했다.
30,31)
 그러

나 몇몇 저자는 저산소 상태가 apoptosis를 억제하는 것으

로 보고하고 있다. Dong 등은 저산소증이 staurosporine- 

induced apoptosis에 대해 콩팥의 근위 세뇨관 세포를 보호

했으며, 이때 anti-apoptotic protein인 Mcl-1이 증가함을 보

고했다.
32) 또한 저산소증은 serum deprivation-induced 

apoptosis를 억제했으며 이때 Bax/Bcl-2 ratio가 감소했다는 

보고도 있다.
33) 또한 Akakura 등34)은 췌장암 세포에서 

HIF-1α가 과발현 됨으로 저산소증이나 영양 결핍에 대해 

apoptosis가 적게 일어남을 보고하였다. 그러나 아직 HIF-1

의 어떤 표적 유전자가 apoptosis를 억제하는지는 밝혀지지 

않았다.

  한편 방사선에 의한 cell death는 대부분 DNA의 double- 

strand break (DSB)에 의해 일어난다. 방사선에 의해 DSB이 

발생하면 세포 내에는 DNA-damage response가 일련적으로 

일어나며, 여기에 ATM 시스템과 ATR 시스템이 관여하는 

것으로 알려졌다. DSB는 homologous recombination (HR)와 

non-homologous end-joining (NHEJ) 두 가지 경로로 복구가 

되며, 여기에는 많은 단백질이 관여하고 있다.
35) 이들 DSB 

repair에 관여하는 단백질 발현에 결함이 있는 경우 방사선 

감수성이 증가하는 것으로 보고되고 있다.
36) 이중 세포의 

oxidative DNA damage의 repair에 DNA base excision repair 

(BER) pathway가 중요하며 AP endonuclease인 Ape1/ref-1이 

주요한 역할을 한다. 또한 Ape1/ ref-1는 redox factor로서의 

기능을 하여 Fos, Jun, HIF-1과 같은 암의 발달과 진행에 

관여하는 여러 전사 인자를 유지하는데 관여한다.
37)
 HIF-1

α의 방사선 저항성에 대한 기전을 연구하기 위해서는 이

들 단백질과 HIF-1α의 상호 작용에 대한 연구가 있어야 
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할 것이다.

  본 연구에서 HIF-1β가 결손되어 HIF-1α의 기능이 억제

된 세포와 그렇지 않은 세포에서 DFX로 HIF-1α를 유도하

여 방사선 조사 후 세포 생존 곡선과 apoptosis를 관찰한 

결과 유도된 HIF-1α에 의해 방사선 저항성을 나타냄을 관

찰했다. DFX를 사용하여 생리적인 저산소 상태와는 다소 

차이가 있을 것으로 생각되나 이러한 결과는 HIF-1α 혹은 

그 하위 신호 전달 물질이 방사선 저항성에 관여할 것으로 

생각된다. HIF-1α가 방사선 저항성에 관여하는 구체적인 

기전을 밝히는 연구가 필요하다.
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The E xpression  o f H ypoxia  Inducib le  Factor-1α by D esferrioxam ine
Induces R ad ioresistance in  M ouse H epatom a C ell L ine

Byung Hyun Kwon, M.D

Department of Radiation Oncology, Pusan National University School of Medicine, Busan, Korea

Purpose: It is well known that the radiosensitivity of tumor cells can be significantly reduced under hypoxic 
conditions. Hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α) plays a pivotal role in the essential adaptive responses to 
hypoxia. Therefore this study investigated the relationship between HIF-1α expression and radiosensitivity.
Materials and Methods: Mouse hepatoma cell line hepa1c1c7 and HIF-1β-deficient mutant cell line hepa1C4 
were used to analyze the role of HIF-1α on radiosensitivity. These cells were exposed for 6 h to desferrio-
xamine (DFX) before radiation. HIF-1α expression was examined by Western blot. Apoptosis was assessed by 
DNA fragmentation, propidium iodide staining, and apoptotic cell death detection ELISA kit. Radiation sensitivity 
was determined using MTT assay. The radiobiological parameters, surviving fractions at 2 Gy and 8 Gy, and 
mean inactivation dose (MID) from the linear-quadratic model were used to assess radiation sensitivity in the 
statistical analyses.
Results: The expression of HIF-1α was increased, whereas apoptosis was decreased, by radiation in the 
presence of DFX in hepa1c1c7, but not in hepa1C4. The radiosensitivity of hepa1C4 cells was not significantly 
affected by DFX treatment. The radiosensitivity of hepa1c1c7 cells was significantly decreased in the presence 
of DFX
Conclusion: The expression of HIF-1α by hypoxia-mimic agent DFX reduced apoptosis and radiosensitivity in 
mouse hepatoma cell line hepa1c1c7. These results suggested that HIF-1α could be induced by irradiation in 
hypoxic cells of tumor masses, and that this might increase radioresistance in hypoxic cells.
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