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Purpose: In a previous study, we have shown that anticancer agents inhibiting topoisomerases improve survival 
of tumor cells under hypoxic condition. In the present study, we evaluated whether and how cell survival effect 
of the anticancer agents under hypoxic conditions could be eliminated by the addition of nitroimidazoles, a class 
of bioreductive agents.
Methods: Human hepatocellular carcinoma cells (HepG2) were incubated with different combinations of pimonida-

zole (1∼1,000μg/ml) and doxorubicin (0.1 or 1μg/ml) concentrations under different O2 concentrations [1, 
3, 5, 10 and 21 O2]. Then cell numbers, glucose concentrations and lactic acid concentrations in the medium 
were measured, and DNA fragmentation assay was performed. Finally, different combinations of nitroimidazoles, 
such as pimonidazole, misonidazole, etanidazole, tinidazole, metronidazole, ornidazole or dimetridazole, and 
anticancer agents, such as doxorubicin, campothecin, epirubicin, dactinomycin, etoposide or mitomycin C was 
added to the cell culture medium under hypoxic conditions (1% O2).
Results: Pimonidazole at a concentration of 100μg/ml eliminated cell survival effect of doxorubicin at the concen-

trations of 0.1 and 1μg/ml under hypoxic condition (1% O2) by promoting apoptosis. Almost all the cells died even 
after 24 hours of incubation for all the oxygen concentrations at a combination of 100μg/ml pimonidazole and 1μg/ml 
doxorubicin. Finally, pimonidazole at a concentration of 100μg/ml, and misonidazole or etanidazole at a concentration 
of 1,000μg/ml eliminated cell survival effect of all the anticancer agents tested under hypoxic condition.
Conclusion: Combination therapy of doxorubicin (adriamycin) with pimonidazole can maximize dororubicin effi-
cacy by eliminating cell survival effect of doxorubicin under hypoxic conditions in treating solid tumors, such 
as breast cancer. (J Korean Surg Soc 2009;76:337-347)
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서      론

  암은 세포들이 정상적인 세포성장 기능을 잃어버리고 과

잉으로 자라서 발생하기 때문에 기존에 사용되는 많은 항

암제들은 빨리 성장하는 암세포를 죽이는 것을 목표로 한

다. 하지만 이러한 항암제를 이용한 치료효과를 감소시키

는 요인 중의 하나로 고형암에서 발생하는 저산소 지역이 

있다. 우선, 고형암에서는 종양세포가 빠르게 자라면서 산

소공급이 충분하지 못한 지역이 발생하게 되고,(1) 이를 해

소하기 위해 혈관신생에 의해 새로운 혈관이 생성된다. 그

런데 정상조직은 혈관이 균일하게 분포되어 있어 산소의 

공급이 충분한데 반해 고형암 조직에서는 생성된 혈관의 

분포가 불규칙하고 꾸불꾸불하거나 또는 일시적으로 혈관

이 막혀 저산소 지역이 발생하게 된다.(2) 이렇게 저산소 지

역이 발생하게 되면 종양세포의 성장이 느려지므로 성장하

는 세포를 표적으로 하는 항암제의 치료효과가 줄어들거

나,(3) 혈관으로부터 종양세포가 멀리 떨어져 항암제의 침

투가 어려워지거나(4) 또는 이러한 열악한 조건에 적응한 

더 강한 종양세포들이 살아남게 되므로(5) 방사선 요법, 화

학요법 및 호르몬 요법을 어렵게 할 뿐만 아니라 전이도 

촉진하여 그 치료를 더욱 어렵게 한다.(6,7) 고형암에서의 

저산소지역이 항암제의 치료를 어렵게 하는 기존의 결과에 

덧붙여 본 논문의 저자들은 위상이성질화효소 저해제

(topoisomerase inhibitor)로 작용하는 항생제인 퀴놀론(quino-

lone)이 저산소와 저포도당 조건인 허혈조건에서 세포의 생

존을 개선시키는 것을 발견하였으며,(8,9) 이를 근거로 동일

한 기전에 의해 암을 치료하는 독소루비신(doxorubicin) 등 

안트라사이클린(anthracycline) 계열의 항암제들도 허혈조건

에서 세포자살을 억제하여 세포의 생존을 개선시키는 것을 

확인하였다.(10) 이러한 결과는 독소루비신을 유방암 등 고

형암의 치료에 적용할 경우 이에 대한 치료효과를 떨어뜨

릴 수 있으므로 이를 해결할 필요성이 있게 되었다. 이를 

위해서는 저산소 조건에서 특이적으로 세포에 대해 독성을 

나타내는 생체환원성약물(bioreductive drug)이 그 후보가 될 

수 있다.(11) 이 중의 하나로 저산소 조건에서 자유기를 생

성함으로써 정상산소 상태에서는 세포에 대해 손상을 입히

지 않는 반면에 저산소 상태에서는 세포를 죽이는 화학물

질인 니트로이미다졸(nitroimidazole)이 있다.(12) 니트로이

미다졸은 저산소 조건에서 환원효소에 의해 전자 하나씩을 

받음으로써 독성을 나타내게 되는데 니트로이미다졸의 이

러한 성질을 고형암의 치료에 단독 또는 다른 항암제와 복

합(13)으로 시도되었다.

  본 연구에서는 독소루비신이 허혈조건에서 세포자살을 

억제함으로써 세포생존을 개선시키는 효과를 다양한 니트

로이미다졸 계열의 약제들이 줄일 수 있는지를 인간간암세

포주를 이용하여 조사하였으며, 이로부터 독소루비신과 니

트로이미다졸의 복합제제를 고형암의 치료에 사용할 수 있

는 가능성에 대해 조사하였다.

방      법

1) 연구 대상

  사람의 간암세포주인 HepG2 (ATCC HB 8065)세포는 우

태아 혈청(fetal bovine serum, FBS)이 10% 첨가된 최소필수

배지(Minimum Essential Medium, MEM)(Gibco BRL, NY, 

USA)에서 배양되었다. 포도당 농도가 1 g/L인 배지는 2∼3

일에 한번씩 교체를 하였으며, 바닥 면적의 70∼80%를 차

지하였을 때 새로운 배양 접시로 옮겨주면서 계대 배양을 

시행하였다. 항암제들이 저산소 조건에서 세포의 생존을 

개선시키는 실험은 다음과 같이 시행되었다. 60 mm 배양 

접시에 2.0×105개의 HepG2 세포를 10% FBS가 첨가된 

MEM 배지에서 2일 동안 37°C, 5% CO2, 95% 대기 상태(정

상 산소 조건)로 부착되도록 두었고, 그 이후에 새 배지로 

교체한 다음 공기 내의 산소 농도를 조절할 수 있는 저산소 

배양기(Vision Scientific Co. LTD., Seoul, Korea)를 이용하여 

온도와 이산화탄소의 농도는 일정하게 유지하면서 실험 목

적에 따라 산소 분압을 1% (저산소 조건)에서 21% (정상산

소조건)까지로 변화시키면서 실험을 시행하였다. 

2) 연구 방법

  (1) 실험 재료: 위상이성질화효소 저해 항암제로는 독소루

비신(doxorubicin) (일동제약, Korea), 에피루비신(eporubicin) 

(일동제약, Korea), 에토포사이드(etoposide) (동아제약, Ko-

rea), 캄포테신(camptothecin) (Sigma, USA), 닥티노마이신

(dactinomycin) (한국엠에스디, Korea)을 사용하였다. 또한 

마이토마이신 C (mitomycin C) (한국유나이티드제약, Ko-

rea)도 사용하였다. 그리고 니트로이미다졸 계열로는 미소

니다졸(misonidazole) (National Cancer Institute, USA), 피모

니다졸(pimonidazole) (National Cancer Institute, USA), 메트

로니다졸(metronidazole) (근화제약, Korea), 오르니다졸(or-

nidazole) (근화제약, Korea), 에타니다졸(etanidazole) (Sigma, 
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USA), 티니다졸(tinidazole) (Sigma, USA), 디메트리다졸(dimet-

ridazole) (Sigma, USA)을 사용하였다. 이 때 투여된 각 항암제

들은 0.1, 0.5, 1, 10μg/ml의 농도로, 니트로이미다졸 계열은 

1, 10, 100, 1,000 g/ml의 농도로 새로운 배지에 넣어 주고 각 

산소 조건마다 세포의 생존이 어떻게 변화되는지 조사하였다.

  (2) 세포 생존율 측정: 항암제 및 니트로이미다졸의 영향

을 측정하기 위한 방법 중 하나인 세포의 생존율 측정은 

트리판 블루 염색법(trypan blue exclusion)을 사용하였다. 이

를 위해 배지를 제거한 후에 먼저 인산염 완충 식염수(phos-

phate-buffered saline, PBS)로 한 번 씻어내고 트립신(trypsin) 

처리를 하였다. 세포를 포함하는 이 용액을 원심 분리를 하

여 세포를 모은 다음 새로운 배지를 더해 세포 혼탁액을 

만들었다. 그리고 0.4% 트리판 블루 용액(Gibco BRL, NY, 

USA)과 세포 혼탁액을 동량으로 섞어서 5분이 지난 뒤에 

혈구계(hemocytometer)를 사용하여 살아 있는 세포의 수를 

측정하였다. 이러한 세포 수의 측정은 동일 배양접시로부

터는 2회를 측정하여 평균을 구하고, 이러한 것을 3개의 다

른 배양접시에 대해 구한 다음 이 3개의 배양배지에 대한 

세포수의 평균과 표준편차를 구하였다.

  (3) 포도당과 젖산 농도의 측정: 세포의 대사 과정을 확인

하기 위하여 대표적인 에너지원인 포도당의 소비와 포도당 

대사 산물인 젖산의 농도를 측정하였다. 저산소 상태나 정

상 산소 상태에서 세포를 배양하고 일정 시간마다 샘플을 

채취해서 각각의 경우에 포도당과 젖산의 농도를 측정하였

다. 각 샘플들은 일정한 상태가 유지되는 전체 기간 동안 

−70°C에서 냉동 보관(Forma Scientific Inc., Marietta, OH, 

USA)되었다가 전체 샘플이 다 모여지면 분석을 실시하였

다. 포도당은 hexokinase법을 이용하는 아산테크 GLU II 자

동분석기용(Hitachi 747; Roche Diagnostics, Germany) 시액

을 사용하여 농도를 측정하였고, 젖산의 농도는 LAC Slides 

(VITROS) (Ortho-Clinical Diagnostics Inc., USA)를 사용하여 

Ektachem 750 (Rochester, NY, USA)로 측정하였다.

  (4) DNA 분절 분석(DNA fragmentation assay): 배양 접시

에 배양된 세포들로부터 배양액을 제거한 후 용해 완충액 

[0.5% Triton buffer (Sigma Co., MO, USA), 5 mM Tris buffer 

(pH 7.4)(Boehringer Ingelheim, Germany), 20 mM EDTA (Sig-

ma Co., MO, USA)]을 넣은 다음 생긴 용해질을 eppendorf 

tube에 모았다. 이것을 원심 분리하여 얻은 상등액을 pro-

tease K (Gibco BRL, NY, USA)로 처리한 후 phenol-chloro-

form-isoamyl alcohol 용액을 이용하여 상등액을 얻었다. 이 

상등액에 들어있는 DNA를 에탄올 침전법을 이용하여 얻은 

후 1.5% 에가로즈 젤에 전기 영동을 실시하였다.

  (5) 통계학적 분석: Window 용 SPSS (version 12.0) 프로그

램을 이용하여 독립변수 t-test로 실시하였고 통계학적 유의

수준은 P＜0.05로 정의하였다.

결      과

1) 피모니다졸 단독으로 세포의 생존에 미치는 영향

  (1) 저산소 상태에서 피모니다졸이 세포의 생존에 미치는 

영향: 독소루비신과 같이 저산소 상태에서 세포의 생존을 

개선시키는 항암제의 효과를 니트로이미다졸 계열의 생체

환원성 약제들이 없앨 수 있는지를 조사하기에 앞서 피모

니다졸 자체가 저산소 상태에서 세포의 생존에 미치는 영

향을 먼저 조사하였다(Fig. 1). 저산소 상태에서는 피모니다

졸의 첨가유무에 상관없이 모든 세포들이 배양 1일 후에 

죽었다(Fig. 1A). 하지만 포도당의 소모와 젖산의 생성에 있

어서는 그 차이를 나타내었다. 피모니다졸이 없는 경우에

는 포도당이 모두 소모되면서 이것이 일부분이 젖산으로 

되는 반면에 피모니다졸의 농도가 100μg/ml 이상인 경우에

는 포도당의 소모는 감소하고 이에 따라 젖산의 생성도 감

소하였다(Fig. 1B, C).

  (2) 정상산소 조건에서 피모니다졸이 세포의 생존에 미치는 

영향: 정상산소 조건에서 피모니다졸이 독성을 나타내는지

를 알아보기 위해 정상산소 조건에서 실험을 실시하였다

(Fig. 2). 정상산소 상태에서는 피모니다졸이 10μg/ml까지

는 세포의 성장, 포도당의 소모 및 젖산의 생성 및 소모에 

별 영향을 미치지 않는 것을 알 수 있다. 하지만 이 농도가 

100μg/ml일 때는 세포의 성장에는 별 영향을 미치지 않지

만 포도당의 소모와 젖산의 생성에는 약간의 영향은 미치

는 것으로 나타나고, 1,000μg/ml일 때는 세포들이 포도당의 

소모나 젖산의 생성도 없이 완전히 죽었다. 이는 정상산소 

상태에서 피모니다졸의 농도가 100μg/ml까지는 세포에 독

성을 크게 나타내지 않는 것을 의미한다. 이는 저산소 조건

에서 피모니다졸을 100μg/ml까지 넣어 독소루비신의 효과

를 없앨 수 있으면 독소루비신의 부작용을 없앨 수 있다는 

것을 나타내어, 독소루비신과 피모니다졸의 조합에서는 피

모니다졸 농도 100μg/ml를 이용하여 조사하였다.

2) 저산소 상태에서 피모니다졸이 독소루비신의 세포 생

존개선 효과를 없애는 정도와 그 작용기전의 조사

  (1) 저산소 상태에서 피모니다졸이 독소루비신의 세포 생존
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Fig. 1. Effect of pimonidazole concentrations on the cell viability un-

der hypoxic conditions. Human hepatocellular carcinoma cells 

(HepG2) were grown in 4 ml of MEM culture medium at 

2.5×10
5 cells/60 mm culture dish under normoxic condition 

for 48 hours before transferred to fresh culture medium with 

different pimonidazole concentrations under hypoxic con-

ditions. Cell viability (A), glucose concentrations (B) and lac-

tic acid concentrations in the medium (C) were measured dur-

ing cell culture. The Y axis, Ratio, in (A) indicates the num-

ber 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 sin-

gle run. 
‡, † and * represent P＜0.001, P＜0.01 and P＜0.05, 

respectively.

개선 효과를 없애는 정도: 저산소 상태에서 독소루비신이 세

포의 생존을 개선시키는 효과를 피모니다졸이 상쇄시킬 수 

있는지를 조사하기 위해 피모니다졸 100μg/ml와 이미 선행

연구에서 허혈조건에서 세포의 생존을 개선시키는 것으로 

밝혀진 독소루비신 0.1 및 1μg/ml 농도(10)의 조합에 대해 

실험을 실시하였다(Fig. 3). 이미 Fig. 2에서 보인 바와 같이 

저산소 조건에서 아무 것도 첨가하지 않은 경우와 피모니

다졸만을 첨가한 경우에는 24시간 만에 세포들이 모두 다 

죽었다(Fig. 3A). 한편, 독소루비신만을 0.1과 1μg/ml를 첨

가한 경우에는 이미 보고한 바와 같이(10) 세포들의 생존을 개

선시켰다. 반면에 여기에다 피모니다졸을 100μg/ml를 더 첨가

한 경우에는 독소루비신이 세포생존을 개선시키는 효과를 피

모니다졸이 없애어 최소한 배양 24시간 만에 세포들이 모두 

죽었으며,(Fig. 3A) 이 때 포도당의 감소 정도와 젖산의 생성 

정도는 피모니다졸만 투여한 경우와 유사하였다(Fig. 3B, C).

  (2) 저산소 상태에서 피모니다졸이 독소루비신의 세포 생존

개선 효과를 없애는 기전: 피모니다졸이 저산소 상태에서 독

소루비신의 효과를 없애는 기전을 알아보기 위해 DNA 분

절분석을 실시하였다(Fig. 4). 저산소 상태에서 피모니다졸

만을 100μg/ml를 넣은 경우에는 세포들이 세포자살에 의해 

24시간까지만 나타나고 그 이후에는 세포들이 모두 죽어 

DNA 사다리가 나타나지 않았다(Fig. 4A). 한편, 독소루비신

에 피모니다졸을 첨가한 경우에도 예상된 바와 같이 피모니

다졸만 넣은 경우와 동일한 경향을 나타내었다(Fig. 4B, C).

3) 정상산소 상태에서 피모니다졸이 독소루비신의 세포 

생존개선 효과를 없애는 정도와 그 작용기전의 조사

  선행연구로부터 정상산소 상태에서 독소루비신을 0.1μg/ml 

투여하면 세포의 생존을 억제하였으며 1μg/ml 투여하면 세포

자살에 의해 세포의 사멸을 유도하였다.(10) 이 때 독소루비신

으로 고형암을 치료할 때 피모니다졸을 첨가하면 피모니다

졸이 독소루비신이 세포의 생존을 억제하는 효과를 상승적
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Fig. 2. Effect of pimonidazole concentrations on the cell viability un-

der normoxic conditions. Human hepatocellular carcinoma 

cells (HepG2) were grown in 4 ml of MEM culture medium 

at 2.5×10
5 cells/60 mm culture dish under normoxic condition 

for 48 hours before transferred to fresh culture medium with 

different pimonidazole concentrations under normoxic 

conditions. Cell viability (A), glucose concentrations (B) and 

lactic acid concentrations in the medium (C) were measured 

during cell culture. The Y axis, Ratio, in (A) 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. 
‡, † and * represent P＜0.001, P＜0.01 and P

＜0.05, respectively.

으로 증가시키는지를 조사하였다(Fig. 5). Fig. 1에서와 마찬

가지로 정상산소 조건에서 100μg/ml의 피모니다졸 단독으

로는 세포의 성장에 큰 영향을 미치지 않은 것으로 나타났

다. 한편, 독소루비신 0.1 및 1μg/ml에 100μg/ml의 피모니

다졸을 추가로 첨가하여 복합적으로 투여하여도 그 생존능

은 독소루비신만 첨가된 경우와 비교하여 별 차이가 없이 

나타났다(Fig. 5A). 한편, 이러한 결과의 기전을 밝히기 위

해 DNA 분절분석을 실시한 결과 Fig. 6에서 보는 것처럼 

DNA 사다리가 나타나는 양상은 피모니다졸을 넣지 않고 

독소루비신만 첨가하여 얻은 선행 연구결과(10)와 비교하

여 큰 차이를 나타내지 않았다.

4) 산소농도에 따른 피모니다졸의 효과

  이제까지의 결과에서는 정상산소 상태(21% 산소농도)에

서는 독소루비신이, 저산소 상태(1% 산소농도)에서는 피모

니다졸이 세포생존을 억제시키는 효과가 관찰되었다. 이러

한 산소농도에 따른 독소루비신과 피모니다졸이 미치는 영

향을 조사하기 위해 1% 이외에 3, 5 및 10% 산소농도에서 

독소루비신(0.1 및 1μg/ml)과 피모니다졸(100μg/ml)의 조

합에 대해 실험을 하였다(Table 1). 독소루비신이 세포를 살

리는 효과를 보면 독소루비신만 0.1μg/ml로 첨가한 경우에

는 산소농도가 3%까지는 대조군에 비해 세포를 살리는 효

과가 더 강하게 나타나고, 10% 이상에서는 독소루비신이 

세포를 죽이는 효과가 더 강하게 나타났다. 또한, 독소루비

신만 1μg/ml로 첨가한 경우에는 산소농도가 1%에서만 대

조군에 비해 세포를 살리는 효과가 더 강하게 나타나고, 3% 

이상에서는 죽이는 효과가 더 강하게 나타났다. 한편, 피모

니다졸이 저산소 조건에서 세포를 죽이는 효과를 보면 피

모니다졸만 100μg/ml로 첨가한 경우에는 산소농도가 10% 

이하에서는 세포를 죽이거나 생존을 억제하는 효과가 나타

났으며, 산소농도가 21%에서만 대조군과 비슷하였다. 그리

고 독소루비신과 피모니다졸을 혼합한 경우에 대해서는 독
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Fig. 3. Effect of pimonidazole concentrations on the cell viability in 

the presence of doxorubicin under hypoxic conditions. Human 

hepatocellular carcinoma cells (HepG2) were grown in 4 ml 

of MEM culture medium at 2.5×10
5 cells/60 mm culture dish 

under normoxic condition for 48 hours before transferred to 

fresh culture medium with different combinations of pimoni-

dazole and doxorubicin concentrations under hypoxic 

conditions. Cell viability (A), glucose concentrations (B) and 

lactic acid concentrations in the medium (C) were measured 

during cell culture. The Y axis, Ratio, in (A) 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. 
‡, † and * represent P＜0.001, P＜0.01 and P

＜0.05, respectively.

소루비신 0.1μg/ml에 피모니다졸을 100μg/ml로 첨가한 경

우에는 산소농도 10%까지는 피모니다졸만 100μg/ml를 넣

은 경향을 따르고, 21% 산소농도에서는 독소루비신만 0.1

μg/ml로 넣은 경향을 따른다. 또한, 독소루비신 1μg/ml에 

피모니다졸을 100μg/ml로 첨가한 경우에는 산소농도가 

1%까지는 피모니다졸만 100μg/ml를 넣은 경향을, 산소농

도가 5% 이상에서는 독소루비신만 1μg/ml를 넣은 경향을 

따르고 산소농도가 3%에서는 독소루비신과 피모니다졸을 

각각 따로 넣은 것보다 세포를 죽이는 효과가 더 강하게 

나타났다. 한편, 피모니다졸을 항암제와 함께 투여한 경우

에는 모든 산소농도에서 어떠한 약물을 투여하지 않은 대

조군에 비해 세포를 죽이는 효과가 높게 나타났다. 그러나, 

첨가된 독소루비신의 농도가 높을수록 세포를 죽이는 효과

가 더 낮은 산소농도까지 나타났다.  

5) 니트로이미다졸들이 저산소 조건(1% 산소농도)에서 

세포의 생존을 개선시키는 항암제들의 영향을 상쇄시

키는 정도 

  피모니다졸 이외의 니트로이미다졸들인 미소니다졸, 에

타니다졸, 티니다졸, 메트로니다졸, 오르니다졸 및 디메트

리다졸이 저산소 조건(1% 산소농도)에서 세포의 생존을 개

선시키는 항암제들인 위상이성질화 억제 항암제들인 독소

루비신, 캄포테신, 에피루비신, 닥티노마이신 및 에토포사

이드뿐만 아니라 마이토마이신 C의 효과를 없앨 수 있는지

를 조사하였다(Table 2). 이를 위해 각 항암제들의 농도는 저

산소 조건에서 세포의 생존을 가장 잘 살리는 것으로 선행
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Fig. 4. Effect of pimonidazoe on the DNA fragmentation in the presence of doxorubicin under hypoxic conditions. Human hepatocellular 

carcinoma cells (HepG2) were grown in 4 ml of MEM culture medium at 2.5×10
5 cells/60 mm culture dish under normoxic condition 

for 48 hours before transferred to fresh culture medium with 100μg/ml of pimonidazole in the presence of 0 (A), 0.1 (B) and 

1μg/ml (C) doxorubicin concentrations under hypoxic conditions. 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 

(12), Lane 3 (24), Lane 4 (30), Lane 5 (36), Lane 6 (48), Lane 7 (72) hours of culture under normoxic condition).

연구에서 이미 밝혀진 농도로 하였으며, 각각 독소루비신은 

0.1μg/ml, 캄포테신은 1μg/ml, 에피루비신은 0.5μg/ml, 닥티

노마이신은 0.1μg/ml, 에토포사이드는 1μg/ml, 마이토마이

신 C는 0.1μg/ml이었다. 피모니다졸은 독소루비신뿐만 아

니라 생존을 개선시키는 다른 모든 항암제들에 대해서도 

100μg/ml 농도로 24시간 만에 세포들을 모두 죽이는 효과

를 나타내었다. 피모니다졸 이외에 미소니다졸과 에타니다

졸도 효과를 나타내었으나 그 농도가 1,000μg/ml에서 나타

났다. 이외의 니트로이미다졸 중에서는 오르니다졸이 1,000

μg/ml 농도에서 독소루비신, 캄포테신 및 닥티노마이신 D

에 대해서는 효과를 나타내었다. 이 외의 니트로이미다졸

은 효과가 없었다. 그리고, 특이하게도 닥티노마이신 D에 

대해서는 모든 니트로이미다졸이 효과를 나타내었으며, 특

히 혐기성 박테리아를 없애는데 사용되는 항생제인 메트로

니다졸도 100μg/ml 농도에서 효과가 나타났다. 

고      찰

  기존에 사용되고 있는 많은 항암제들은 빨리 성장하는 

암세포를 죽이는 것을 목표로 하고 있다. 본 연구자의 선행

연구에서 위상이성질화효소 저해제로 작용하는 항암제들 

예를 들면 독소루비신, 에피루비신, 에토포사이드, 캄포테

신, 닥티노마이신과 알킬화약물(alkylating agent)인 마이토마

이신 C (mitomycin C)가 0.1∼100μg/ml 농도범위에서 허혈

조건에서 세포생존을 개선시키는 효과가 관찰되었다.(10) 특

히 독소루비신은 정상산소농도에서는 농도의존적으로 간암

세포를 죽였으나, 저산소 조건(1% 대기 산소농도; 36 mmHg 

산소분압)에서는 독소루비신의 농도가 0.1∼10μg/ml 범위

에서 오히려 세포자살을 억제함으로써 세포의 생존을 개선

시키는 것이 관찰되었다. 실제로 정상조직의 산소분압이 평

균 50∼60 mmHg인데 반해 고형암 조직의 산소분압은 평균 

10∼20 mmHg 밖에 되지 않고,(2) 독소루비신으로 치료하는 

경우 15∼90 mg/m2의 농도로 일시주사를 하는 경우 초기 혈

중 농도는 0.15∼2.5μg/ml 농도 분포를 보이나(14) 대개의 

경우는 0.5∼1.0μg/ml 범위 내에 존재한다.(15) 따라서 실제 

치료에서 관찰된 조건(산소농도 10∼20 mmHg, 독소루비신 

혈중 농도 0.5∼1.0μg/ml)은 본 연구의 세포배양에서 관찰

된 독소루비신의 세포생존개선효과 조건(산소농도 36 

mmHg, 배양조건에서의 독소루비신 농도 0.1∼1.0μg/ml)과 

일치하므로, 고형암의 치료에서 독소루비신이 저산소 조건

하에 있는 종양세포를 살릴 가능성이 있다. 이러한 결과는 

독소루비신이 고형암의 치료에서의 효능을 낮출 가능성이 

있으므로 이를 없앨 수 있는 방법의 하나로 니트로이미다

졸이 고려되었다.

  니트로이미다졸은 원래 방사선요법으로 고형암을 치료

할 때 저산소 지역에 존재하는 종양세포가 방사선요법에 
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Fig. 5. Effect of pimonidazole concentrations on the cell viability in 

the presence of doxorubicin under normoxic conditions. 

Human hepatocellular carcinoma cells (HepG2) were grown 

in 4 ml of MEM culture medium at 2.5×10
5 cells/60 mm cul-

ture dish under normoxic condition for 48 hours before trans-

ferred to fresh culture medium with different combinations of 

pimonidazole and doxorubicin concentrations under normoxic 

conditions. Cell viability (A), glucose concentrations (B) and 

lactic acid concentrations in the medium (C) were measured 

during cell culture. The Y axis, Ratio, in (A) 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. 
‡, † and * represent P＜0.001, P＜0.01 and P

＜0.05, respectively.

저항성을 나타내는 것을 극복하기 위한 방사선민감제(radi-

osensitizer)로 개발되었다.(16) 본 연구에서 조사된 피모니다

졸)(17-19) 미소니다졸,(20,21) 에타니다졸,(22) 메트로니다

졸(23)은 모두 방사선민감제로서의 가능성이 임상시험을 

통해 조사되었다.

  본 연구에서 피모니다졸은 정상산소 조건에서는 세포독

성을 크게 나타내지는 않았지만(Fig. 1), 저산소조건에서 독

소루비신이 세포자살을 억제함으로써 세포의 생존을 개선

시키는 효과(8)를 없앨 만큼 강하게 세포자살을 촉진함으로

써 세포를 사멸시키는 것이 확인되었다(Fig. 3, 4). 이러한 

현상은 다른 니트로이미다졸의 하나인 INO2가 정상산소조

건에서는 독성을 나타내지 않다가 저산소조건에서 세포자

살을 촉진함으로써 세포사멸을 촉진하는 것(24)과, 또 다른 

니트로이미다졸인 PR-000350이 저산소 조건에서 세포자살

을 촉진함으로서 방사선이 나타내는 세포사멸 효과를 극대

화시키는 것(25)에서 관찰되었다. 한편, 독소루비신은 정상

산소조건에서 세포의 사멸을 촉진하므로,(8) 피모니다졸과 

독소루비신을 복합으로 투여하면 낮은 산소농도에서는 피

모니다졸이, 높은 산소농도에서는 독소루비신이 종양세포

를 죽일 수 있게 되므로(Table 1), 복합치료로 모든 산소농

도에서 종양세포를 없앨 수 있는 장점을 가지게 된다. 이러

한 결과는 독소루비신을 이용한 고형암의 치료에서 피모니

다졸을 투여하면 그 치료효과를 극대화시킬 수 있다는 것

을 나타낸다.  

  본 연구에서 저산소 조건에서 종양세포의 생존을 개선시

키는 항암제들에 대해 가장 낮은 농도(100μg/ml)에서 이 항
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Fig. 6. Effect of pimonidazole on the DNA fragmentation in the presence of doxorubicin under normoxic conditions. Human hepatocellular 

carcinoma cells (HepG2) were grown in 4 ml of MEM culture medium at 2.5×10
5 cells/60 mm culture dish under normoxic con-

dition for 48 hours before transferred to fresh culture medium with 100μg/ml of pimonidazole in the presence of 0 (A), 0.1 (B) 

and 1μg/ml (C) doxorubicin concentrations under normoxic conditions. 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 (12), Lane 3 (24), Lane 4 (30), Lane 5 (36), Lane 6 (48), Lane 7 (72) hours of culture under normoxic condition.

Table 1. Effect of oxygen concentrations on the cell viability in the presence of different combinations of pimonidazole and doxorubicin 

concentrations

Oxygen concentrations 1% 3% 5% 10% 21%

Incubation time (Days)

Control

Doxorubicin 0.1μg/ml

Doxorubicin 1μg/ml

Pimonidazole 100μg/ml

Doxorubicin 0.1μg/ml＋Pimonidazole 100μg/ml

Doxorubicin 1μg/ml＋Pimonidazole 100μg/ml

1

▽

○

△

×

×

×

2

×

●

△

×

×

×

3

×

△

▽

×

×

×

1

●

●

▽

△

△

×

2

●

●

▽

▽

▽

×

3

▽

●

×

×

×

×

1

○

○

△

●

●

△

2

○

○

▽

△

△

▽

3

△

△

×

△

△

×

1

◎

●

△

△

△

△

2

○

●

▽

△

△

▽

3

△

△

Almost ×

△

△

×

1

◎

●

△

◎

●

△

2

◎

●

▽

◎

●

▽

3

○

△

Almost ×

○

△

×

Qualitative conditions of cell viability are represented in the order of ◎, ○, ●, △, ▽ and ×, where ◎ and × are the best and the 

worst, respectively.

Table 2. Effect of nitroimidazoles on the cell viability in the presence of different anticancer agents

Anticancer agents
Doxorubicin*

(0.1μg/ml)

Camptothecin

(1μg/ml)

Epirubicin

(0.5μg/ml)

Dactinomycin D

(0.1μg/ml)

Etoposide

(1μg/ml)

Mitomycin C

(0.1μg/ml)

Nitroimidazole (μg/ml)

  Pimonidazole

  Misonidazole

  Etanidazole

  

  Tinidazole

  Metronidazole

  Ornidazole

  Dimetridazole

  

 100
† (24 hr‡)

1,000 (24 hr)

1,000 (24 hr)

No effect

No effect

1,000 (72 hr) 1/2

No effect

 100 (24 hr)

1,000 (24 hr)

1,000 (24 hr)

No effect

No effect

1,000 (72 hr)

No effect

 

 100 (24 hr)

1,000 (24 hr)

1,000 (24 hr)

No effect

No effect

No effect

No effect

100

  1,000 (24 hr)

10∼100 (72 hr)

  1,000 (24 hr)

         10 (48∼72 hr)

  10∼1,000 (48∼72 hr)

    100 (24 hr)

 100∼1,000 (48∼72 hr)

 100∼1,000 (48∼72 hr)

 

 100 (24 hr)

1,000 (24 hr)

1,000 (24 hr)

No experiment

No experiment

No experiment

No experiment

 100 (24 hr)

1,000 (24 hr)

1,000 (24 hr)

No effect

No effect

No effect

No effect

*concentrations (μg/ml) of anticancer agents where the agents showed improvement of cell viability the most under hypoxic conditions 

(1% oxygen concentration); †concentrations (μg/ml) of nitroimidazole where improvement of cell viability by the respective anticancer 

agents was eliminated; 
‡numbers in the parenthesis of each column represent incubation time (hours) where the nitroimidazole effect occurs.
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암제들의 이러한 부작용을 없앨 수 있는 피모니다졸은 임

상시험에서 독성 때문에 단 회 투여에서는 0.75∼1.0 g/m2농

도 범위 내에서, 이것을 일주일에 3회씩 15회 투여하여도 

안전하였으며, 이 때 종양 내에서의 농도는 투여 30∼40분 

후에 60∼70μg/ml이었다.(16,17) 키가 170 cm이고 몸무게가 

68 kg인 사람으로 기준으로 하였을 때 그 표면적이 약 1.8 

m2이므로,(26) 이를 고려하면 사람 1인당 독성을 나타내지 

않는 0.38∼0.5 g/m2 농도로 피모니다졸을 투여하면 항암제

가 세포의 생존을 개선시키는 부작용을 없앨 수 있는 농도

인 100μg/ml를 얻을 수 있으므로 피모니다졸을 이용하여 

임상시험을 실시할 수 있을 것으로 생각된다. 그리고 혹시

라도 피모니다졸 단독으로는 효능이 낮게 관찰되면 다른 

니트로이미다졸과의 복합치료도 고려해 볼 수 있을 것이

다. 실제로 방사선을 이용한 치료에서 독성으로 인해 피모

니다졸을 투여할 수 있는 농도에 한계가 있으므로 이를 극

복하기 위해 그 작용기전이 다른 니트로이미다졸인 에타니

다졸과의 복합으로 치료가 시도되었다.(27,28)

결      론

  본 연구에서는 독소루비신을 포함한 위상이성질화효소 

억제제인 항암제들이 저산소조건에서 종양세포의 생존을 

개선시키는 부작용을 니트로이미다졸 그 중에서도 피모니

다졸이 정상산소조건에서는 세포독성을 나타내지 않으면

서 저산소조건에서는 독소루비신이 세포생존을 개선시키

는 효과를 없애는 것을 확인하였다. 따라서 독소루비신을 

이용한 간암과 같은 고형암의 치료시 피모니다졸과 같은 

니트로이미다졸을 복합제제로 사용함으로써 치료효과를 

높일 수 있을 것으로 사료된다. 특히 피모니다졸이 효능을 

나타내는 농도범위가 실제 임상시험에서 독성을 나타내지 

않는 농도범위에서 일어나 안전성이 어느 정도 확보되어 

있으므로 복합치료의 효능을 임상시험을 통해 확인해 볼 

수 있을 것으로 기대된다.
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