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서      론

  세포는 포도당 등 여러 가지 영양분과 산소가 공급되면 

효율적으로 에너지를 얻어 살아 갈 수 있다. 이 때 산소공

급이 줄어들거나 끊어지게 되면 세포들은 혐기성 해당작

용(anaerobic glycolysis)에 의해 포도당의 소모가 증가하게 

되어 영양분인 포도당이 고갈되거나 또는 젖산이 너무 많

이 생성되어 죽게된다. 이러한 저산소 조건에서 세포의 생

존을 개선시키는 새로운 방법으로 대장균의 ribosome 중 

30S subunit의 억제제로 작용하여 단백질의 합성을 억제함

으로써 그 항균작용을 나타내는 aminoglycoside계열의 항생

제인 제네티신(geneticin)(1-3)이 발견되었다.(4,5)

  유방암 등의 고형암에서도 종양이 일정한 크기에 도달

하면 종양의 중앙 부위에 저산소 조건이 발생하며, 그 부

위의 세포에서는 혐기성 해당과정을 통해 결국 괴사가 일

어난다.(6) 저자들은 저산소 조건에서 세포의 사멸을 억제

한다고 알려진 제네티신이 유방암 세포인 MCF-7의 생존

을 개선시키는 지를 조사하고 이것이 일어나는 기전을 밝

히는 연구를 하였다. 즉 항생제 사용이 유방암 치료에 영

향을 미칠 수 있는 지 여부에 유의하며 이를 확인하기 위

한 기초 조사로서 이 실험을 하였다.
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Purpose: In solid tumor, there is a region where oxygen 
supply is insufficient. Under this hypoxic condition, cancer 
cells became more resistant than normal cells. In this study, 
we found that one of the aminoglycoside antibiotics, 
geneticin, made a human breast cancer cell, MCF-7, even 
more resistant to hypoxia.
Methods: On normoxic (21% O2) condition, MCF-7 cells (1.5
×106 cells/60 mm culture dish) were grown in low glucose 
(1 g/l) MEM (with 10% FBS) supplemented with 0, 1, 10, 
100, and 1000μg/dl geneticin, respectively, for one day. 
Then, the cells were transferred to hypoxic (1% O2) incubator 
and grown for 3 days. We examined the viability of cells, 
the concentration of glucose and lactate and DNA frag-
mentation assay in each groups.
Results: When the cells were grown in low glucose medium 
under hypoxia (1% O2), all the cells became dead after 2 
days of culture in the absence of geneticin whereas the cells 
still survived even after 3 days of culture in the presence 
of geneticin (10μg/ml). In the presence of geneticin, the cells 
survived despite of consumption of all glucose in the 
medium, whereas the cells became dead once all glucose 
was consumed in the absence of geneticin. In this case,
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geneticin made cells survive by suppressing apoptosis, 
which was proved by DNA fragmentation assay.
Conclusion: The results might have some implications in 
treating solid tumor; if cancer patients should be treated for 
infection with antibiotics, aminoglycoside antibiotics can 
aggravate the patient's condition by making cancer cells 
more resistant to hypoxia. Therefore, the results strongly 
suggest that we should be careful in choosing antibiotics 
when they are used for cancer patients. (Journal of Korean 
Breast Cancer Society 2002;5:279-283)
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방      법

    1) 실험재료

  동물세포 배양에 사용한 Minimum Essential Medium 

(MEM), fetal bovine serum (FBS), geneticin (G418) 및 peni-

cillin/streptomycin은 Gibcco BRL (Gaithersburg, MD, USA)로

부터 구매하였다.

    2) 세포주 및 세포배양

  사람의 유방암 세포인 MCF-7은 10% FBS, 100 Units/ml 

penicillin, 100μg/ml streptomycin이 들어있는 저농도 포도

당 (1.0 g/l) MEM 배양배지에 geneticin 각각 0 ug/ml, 1 

ug/ml, 10 ug/ml, 100 ug/ml 및 1,000 ug/ml 를 넣고 5% CO2 

incubator, 37
oC에서 배양하였다.

    3) 저산소 조건에서의 실험

  세포들을 1.5×10
6개/60 mm culture dish로 계산하여 정상

산소 조건(normoxia)에서 1일 배양한 후 새 배지로 교체하

여 질소를 불어 넣어 산소농도를 조절할 수 있는 hypoxia 

incubator (Vision Scientific Co., LTD, Korea) (37
oC, 5% CO2)

에 넣어 배양기 내에서의 산소 분압을 1∼21% (대기에서

의 산소분압은 21%)로 유지하여 실험하였다.

    4) 살아있는 세포수의 결정

  Cell viability는 trypan blue exclusion 방법으로 다음과 같

이 측정하였다. 0.4% trypan blue와 cell suspension을 1：1로 

섞어 10∼15분이 지난 후 hemocytometer로 푸르게 염색되

지 않는 세포들을 살아있는 세포수로 집계하였다.

    5) 포도당(glucose)과 젖산(lactic acid) 측정

  세포의 대사 과정을 확인하기 위하여 대표적인 에너지

원인 포도당의 소비와 대사 산물인 젖산의 농도를 측정하

였다. 저산소 상태나 정상산소 상태에서 세포를 배양하고 

일정 시간마다 샘플을 채취해서 각각의 경우에 포도당과 

젖산의 농도를 측정하였다. 각 샘플들은 일정한 상태가 유

지되는 전체 기간에 -70
oC에서 냉동보관(Forma Scientific 

Inc., Marietta, OH, USA)되었다가 전체 샘플이 다 모여지면 

분석(assay)을 실시하였다. 포도당은 아산테크 GLU II 자동

분석기용(Hitachi 747; Japan) 시액을 사용하여 농도를 측정

하였고, 젖산의 농도는 LAC Slides (VITROS) (Ortho- 

Clinical Diagnostics Inc., USA)를 사용하여 Ektachem 750 

(Rochester, NY, USA)로 측정하였다.

    6) DNA fragmentation assay

  Culture dish에 배양된 세포들로부터 배양액을 제거한 후 

lysis buffer [0.5% Triton buffer, 5 mM Tris buffer (pH 7.4), 

20 mM EDTA]를 넣은 다음 생긴 lysate를 eppendorf tube에 

모았다. 이것을 원심분리하여 얻은 상등액을 protease K로 

처리한 후 phenol-chloroform-isoamylalcohol 용액을 이용하

여 상등액을 얻었다. 이 상등액에 들어있는 DNA를 ethanol 

침전법을 이용하여 얻은 후 1.5% agarose gel에 전기영동을 

실시하였다.

결      과

    1) 산소농도가 세포의 생존에 미치는 영향

  사람의 유방암 세포인 MCF-7 세포가 세포배양기 내의 

산소농도에 따라 그 생존이 변화되는 과정을 알아보기 위

해 여러 다른 산소농도에서 실험을 하였다(Fig. 1). 정상 

산소상태에서의 세포 수는 평균적으로 하루에 2배씩 증

가하였으나, 산소농도가 낮아질수록 증가하는 세포의 수

가 감소하였다. 특히 1% 산소 농도에서는 일시 증가하다

가 배양 2일만에 세포들이 모두 죽었다. 이를 근거로 하

여 저산소 조건에서의 실험은 1% 산소 농도에서 시행되

었다.

    2) 저산소 조건에서 제네티신이 세포의 생존에 미치는 

영향

  저산소 조건에서 제네티신이 세포의 생존에 미치는 영향

을 알아보기 위해 저산소 조건(1% 산소농도)에서 제네티

신의 농도에 따른 세포의 생존율을 조사하였다(Fig. 2). 제

Fig. 1. Effect of oxygen concentrations on the cell viability. 
Human breast cancer cells (MCF-7) were grown under 
normoxic condition (21% oxygen concentration) before 
transferred to 21 (▽), 10 (▼), 5 (○), and 1% (●) oxygen 
concentrations. The Y axis, Ratio, indicates the number 
of viable cells at a specific culture day divided by the 
number of viable cells at day zero. Error bars represent 
the standard deviation of at least three samples taken from 
a single run.
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네티신을 투여하지 않은 대조군에서는 Fig. 1에서와 같이 

세포들이 배양 2일만에 모두 죽었으며, 제네티신의 농도가 

1μg/ml까지는 약효가 없어 대조군과 유사한 형태로 세포

들이 죽었다. 하지만 제네티신을 10μg/ml 이상을 투여한 

경우에는 저산소 조건에서 배양 3일까지도 세포들이 살아 

있었다. 이러한 결과는 제네티신이 저산소 조건에서 세포

의 생존을 개선시킬 수 있다는 것을 나타낸다.

    3) 정상산소 조건에서 제네티신이 세포의 생존에 미치

는 영향

  저산소 조건에서 제네티신이 세포의 생존을 개선시키는 

것이 세포의 성장을 억제시킴으로써 에너지의 소모가 줄

어들어 생긴 현상인지를 알아보기 위해 정상산소 조건에

서 제네티신이 세포의 성장에 미치는 영향을 조사하였다

(Fig. 3). 투여된 제네티신의 농도가 1,000μg/ml 이상일 때

는 약의 독성에 의해 세포의 성장을 억제하였다. 뿐만 아

니라 제네티신의 농도가 10∼100μg/ml인 경우에는 제네티

Fig. 3. Effect of geneticin concentrations on the cell viability under 
normoxic condition. Human breast cancer cells (MCF-7) 
were grown under normoxic condition (21% oxygen 
concentration) with 0 (●), 1 (▲), 10 (▼), 100 (◆) and 1,000 
(○) μg/ml geneticin in the medium. Error bars represent 
the standard deviation of at least three samples taken from 
a single run.

Fig. 2. Effect of geneticin concentrations on the cell viability under 
hypoxic condition. Human breast cancer cells (MCF-7) 
were grown under normoxic condition (21% oxygen con-
centration) before transferred to 1% oxygen concentration 
with 0 (●), 0.1 (■), 1 (▲), 10 (▼), 100 (◆) and 1,000 (○) 
μg/ml geneticin in the medium. Error bars represent the 
standard deviation of at least three samples taken from a 
single run.

Fig. 4. Cell viability, glucose consumption and lactic acid pro-
duction under hypoxic condition. Human breast cancer 
cells (MCF-7) were grown under normoxic condition (21% 
oxygen concentration) before transferred to 1% oxygen 
concentration with 0 (■) and 10μg/ml (●) geneticin in the 
medium. Cell viability (top), glucose concentrations in the 
medium (middle) and lactic acid concentrations in the 
medium (bottom) were measured during culture. Error bars 
represent the standard deviation of at least three samples 
taken from a single run.
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신을 투여하지 않은 경우에 비해 배양 후반부에는 오히려 

세포의 생존율을 증가시켰다. 따라서 저산소 조건에서 제

네티신의 농도가 10∼100μg/ml 농도범위 내에서 세포의 

생존을 개선시키는 것은 세포의 성장을 억제시켜 일어나

는 것이 아니라 세포의 생존에 직접 영향을 미쳐 일어난 

현상임을 알 수 있다.

    4) 제네티신이 저산소 조건에서 세포의 생존을 개선시

키는 기전 연구

  제네티신이 저산소 조건에서 세포의 생존을 개선시키는 

기전을 알아보기 위해 우선 에너지원으로 쓰이는 배지 내 

포도당 농도와 배지 내에 생성된 젖산의 농도를 측정하였

다(Fig. 4). 이미 Fig. 2에서 보여 준 바와 같이 제네티신을 

투여하지 않은 대조군에서는 세포들이 배양 1일 후에 모두 

죽었으나 제네티신을 10μg/ml를 첨가한 실험군에서는 세

포의 생존이 개선되었다(Fig. 4-top). 제네티신을 투여하지 

않은 대조군에서 세포가 죽는 것은 에너지원인 포도당이 

모두 고갈되어 일어났다(Fig. 4-middle). 하지만 제네티신이 

투여된 경우에는 포도당이 모두 고갈되었음에도 불구하고 

세포가 살아있었다. 한편, 생성된 젖산은 제네투신의 투여

와는 상관없이 동일하였다(Fig. 4-bottom).

  이러한 결과로부터 제네티신이 세포의 생존을 개선시키

는 것은 포도당 소모 속도, 젖산 생성 속도와 상관없이 일

어나는 현상임을 알 수 있다. 에너지원인 포도당이 고갈되

면 보통의 경우에는 세포들이 죽는데도 불구하고 제네티

신이 세포를 살아있게 하는 원인을 찾기 위해 세포자살

(apoptosis)의 발생유무를 나타내는 DNA fragmentation assay

를 Fig. 4와 동일한 실험조건에서 실시하였다(Fig. 5). 제네

티신을 투여하지 않은 경우에는 저산소 조건에서 30시간 

이후부터 세포자살을 나타내는 DNA laddering이 뚜렷하게 

나타나는 반면(Fig. 5-left) 제네티신을 첨가한 경우에는 36

시간 후부터 서서히 나타나다가 72시간 후에 가장 뚜렷하

게 나타났다(Fig. 5-right). 이는 저산소 조건에서 포도당이 

떨어질 때 세포가 죽는 것은 세포자살이라고 보아야 하며, 

제네티신에 의해 세포의 생존이 개선되는 것은 세포자살

을 억제하여 일어나는 현상임을 알 수 있다.

고      찰

  본 연구에서는 항생제로 개발된 aminoglycoside 계열인 

제네티신이 저산소 조건에서 세포생존에 미치는 영향에 

대하여 사람의 유방암 세포를 이용하여 조사하였다. 본 실

험에서 제네티신을 10μg/ml 농도로 배양배지에 첨가하면 

정상 산소농도에서 세포의 생존에는 영향을 미치지는 않

으면서도 저산소 조건에서 세포의 생존을 개선시키는 것

이 확인되었다. 이렇게 세포의 생존을 개선시키는 기전은 

에너지원인 포도당이 고갈되었는데도 불구하고 세포자살

을 억제하여 일어났다.

  이러한 결과는 임상적으로 여러 가지 의미를 가지게 된

다. 첫 번째로 유방암과 같은 고형암인 경우에 고형암 내

부에는 산소와 포도당의 공급이 줄어들어 산소와 포도당

이 부족한 부분이 조직 내에 존재한다.(6) 이 때 암을 치료

하기 위한 화학요법을 시행 중이거나 또는 감염을 방지하

기 위해 항생제를 사용하는 경우에 제네티신을 포함한 

Fig. 5. DNA fragmentation assay. Human breast cancer cells (MCF-7) were grown under normoxic 
condition (21% oxygen concentration) before transferred to 1% oxygen concentration with 0 
(left) and 10μg/ml (right) geneticin in the medium. At the indicated times, all the cells in 
the 60 mm dishes were lysed and chromosomal DNA was taken and loaded to 1.5% agarose 
gel. Lane M (100 bp DNA marker), Lane 1 (0), Lane 2 (24), Lane 3 (30), Lane 4 (36), Lane 
5 (48), Lane 6 (72 hours of culture under hypoxia).
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aminoglycoside 계열의 항생제를 사용하면 암의 특정한 부

위에서는 오히려 암세포를 살릴 가능성이 존재하므로 가

능하면 이러한 항생제의 사용은 억제하는 것이 좋으리라 

생각한다. 실제로 항생제로 직접 사용되고 있는 aminog-

lycoside 계열의 항생제들 중에서 젠타마이신(gentamicin)도 

비록 고농도(100∼1,000μg/ml)에서이긴 하지만 저산소 조

건에서 세포의 생존을 개선시키는 효과가 있었다.(4) 두 번

째로 제네티신이 저산소 조건에서 포도당이 고갈된 상태

에서도 세포의 생존을 개선시키는 것은, 혈관이 막혔을 때 

일어나는 허혈성 질병이 발생하는 조건과 동일한 조건에

서 세포의 생존을 개선시키는 것을 나타낸다. 따라서, 비록 

사용된 세포가 유방암 세포를 이용하였다하더라도 이러한 

결과는 제네티신이 허혈성 질병의 치료에 사용될 수 있다

는 것을 시사한다.(8)

  제네티신이 항균작용을 나타내는 것은 세균(bacteria)의 

30S subunit와 결합하여 translation에서의 elongation을 방해

함으로써 그 효과를 나타낸다. 제네티신이 항균작용 이외

에 세포의 대사에 영향을 미친다는 것은 최근에 Valera(9) 

등에 의해서도 보고되었다. 즉 제네티신(G418)에 저항성

을 가지는 neomycin resistance gene (neo
r)을 세포로부터 

발현시킨 후 이것을 G418로 처리한 경우 이 세포가 젖산

을 적게 분비한다는 것이 관찰되었다. 이 때 이러한 대사

에 영향을 미치는 것은 neo
r gene으로부터 발현되는 3’- 

glycosyl phosphotransferase 효소가 아니라 투여된 G418 자

체라는 것은 본 연구실에서의 또 다른 실험으로부터 밝

혀졌다.(4) 뿐만 아니라 세포배양 시 투여된 제네티신이 

glycosyl-phosphatidylinositol (GPI)-anchored alkaline phospha-

tase (AP)의 유전자 발현에도 영향을 미친다는 것이 밝혀졌

다.(10) 이는 제네티신이 항생제 효과 이외에 에너지대사 

뿐만 아니라 유전자의 발현에도 영향을 미치는 등 세포의 

생리에도 큰 영향을 미친다는 것을 알 수 있다. 이러한 결

과는 항생제들이 미생물을 죽이는 항생제 원래의 역할 이

외에도 다양한 효과를 나타낸다는 것을 보여주며 이것들

을 의학에 이용하고자 하는 연구가 보다 활성화되어야 할 

것으로 생각한다.

결      론

  항생제의 일종인 제네티신은 저산소 및 저포도당 농도

에서 유방암 세포 MCF-7의 생존율을 포도당이 고갈된 상

태에서도 증가시켰으며, 이러한 효과는 제네티신이 세포자

살을 억제하였기 때문이었다.

  이 결과는 생체 내에서 저산소 및 저포도당 농도가 일어

나는 고형암에서 항생제가 그 영향을 미치리라는 것을 암

시한다. 즉 저산소 및 저포도당 조건이 나타나는 고형암 

환자에서의 항생제 사용이 고형암 세포의 생존을 향상시

키는 부작용으로 작용할 가능성이 있음을 나타낸다. 반면

에 혈관이 막혀 혈액 공급이 되지 않음으로써 생기는 허혈

성 질병에 대해서는 세포의 생존을 증가시킴으로써 치료

제로 사용될 가능성이 있다. 따라서, 질병에 대해서 여러 

가지 영향을 미칠 것으로 예상되는 제네티신을 포함한 항

생제들에 대해 보다 심도 깊은 연구가 진행되어야 할 것으

로 생각한다.
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