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염색체 취약부위는 절단의 감수성이 높은 염색체상의 특정부

위로, 특수한 화학물질에 노출되었거나 특정 배양조건하에서 세

포배양 시 세포의 중기염색체에 절단 또는 간극이 일어나 염색
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이 안 되는 부위이다
1)
. 지금까지 세포유전학적으로 알려진 취약

부위는 약 100 부위 넘게 보고되어 있다
1)
. 그러나 현재도 새로

운 배양조건에서 각종 배양세포를 작용기전이 다른 화학물질에

노출시킴으로써 취약부위의 발현율을 높이기 위한 실험적 시도

가 되고 있으며, 또한 새로운 부위를 찾기 위한 연구가 진행되

고 있다. 최근에는 분자생물학적 실험기법의 발달에 힘입어 취약

부위에 대한 분자수준에서의 접근이 시도되고 있다. 이러한 연구

가 많이 이루어진 취약부위는 몇몇 부위가 알려져 있다. 대표적

으로 알려진 부위로는 항엽산 제제인 fluorodeoxyuridine 및
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Purpose : Fragile sites are points on chromosomes which tend to break non-randomly when ex-

posed to specific chemical agents or conditions of tissue culture. The chromosomal break induced by

the antineoplastic drug, 1-β-D-arabinofuranosyl-cytosine(Ara-c), was investigated to study the labo-

ratory conditions in which the incidence of chromosomal break could be enhanced. Besides, the

fragile sites induced by Ara-C were investigated and compared to the already known locations of

the specific chromosomal alterations observed in specific neoplasms.

Methods : T-lymphocytes from theree normal males and three females were cultured for 48 hours.

Cells from each individual were exposed to the Ara-C for an additional 24 hours. After the caffeine

was added during the last six hours culture, the metaphase chromosomes were prepared following

the conventional method. A site was considered fragile if it was found to break two or more per

100 chromosomal breaks in more than four of six individuals tested.

Results : Ara-C induced 252.1 chromosomal breaks per 100 mitotic cells and this result was signif-

icantly higher than that of the control, which induced 25.2 breaks(P<0.05). The incidence of the

chromosomal break by Ara-C was higher, if cultured in the MEM-FA, which has no folic acid, than

in the RPMI 1640 which contains enough folic acid(P<0.05). The most common break site by Ara-C

was 3p14.2(FRA3B). There were 20 fragile sites induced by Ara-C. Among these 20 fragile sites,

seven coincided with the locations of the mapped oncogenes, JUN, SKI, REL, N-MYC, FHIT,

MET, ETS-1, and FOS.

Conclusion : S phase specific chemotherapeutic agent, Ara-C, induced the expression of the chrom-

osomal fragile sites effectively using the T-lymphocyte in vitro. Some of the fragile sites by Ara-C

highly coincided with the oncogenes and neoplasm specific chromosome breakpoints. In this regard,

the fragile sites reported here could provide the unknown neoplasm related chromosomal alternation

points. (J Korean Pediatr Soc 2003;46:1186-1193)
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methotrexate에 의해 발현되며, 성염색체인 X염색체에 위치하는

FRAXA, FRAXE 및 FRAXF가 있다
2-4)
. 특히 FRAXA로 알려

진 엽산감수성 취약부위는 임상적으로 정신박약을 보이는 비교

적 흔한 유전성 질환인 fragile X 증후군과 관련이 있다
2)
. 또 다

른 엽산감수성 취약부위로는 FRA11B가 있는데, 이 부위는

CBL2 암유전자 부위와 동일하며
5)
, 11q-결손 증후군인 Jacob-

sen 증후군과 관련이 있다
6)
. 최근에는 distamycin A 감수성취

약부위인 FRA16B에 대한 positional cloning이 이루어져 이 지

역은 특징적으로 33 bp의 AT가 풍부한 minisatellite가 반복됨

이 알려져 있다
7)
. FRA3B(3p14.2)는 aphidicolin에 민감한 염색

체 취약부위로 인체게놈에서 가장 쉽게 취약부위 발현을 관찰할

수 있는 구역이다
8)
. 특히 이 구역은 세포유전학적으로 여러 종

류의 종양에서 염색체의 이상이 관찰되는 구역이며
9, 10)
, 신세포

암에서는 t(3;8)(p14.2;24.13)의 상호전좌가 가족력이 있는 경우

에 관찰된다
11)
. 최근에는 Ohta 등

12)
이 이 전좌에서 positional

cloning에 의해 암억제유전자로 생각되는 fragile histidine triad

gene(FHIT)을 cloning하였다.

새로운 염색체 취약부위의 분석은 염색체이상에 의해 발생하

는 여러 질환을 이해하는데 도움이 될 것이다. 특히, 염색체 취

약부위의 상당부분이 이미 염색체상에 암유전자가 위치하는 것

으로 알려진 부위와 일치하며, 또한 세포유전학적으로 악성종양

시 변이가 있는 부위와도 일치한다
13)
. 이러한 사실은 염색체 취

약부위는 악성종양의 형성과정을 밝히는데 하나의 단서가 될 수

있음을 시사한다. 세포주기 특이성 항암제인 1-β-D-arabino-

furanosyl-cytosine(cytarabine, 이하 Ara-C로 표기)은 DNA

합성이 일어나는 S기에 DNA복사에 지장을 주어 항암 작용을

하는 nucleoside로 임상적으로 주로 급성백혈병 및 림프종에 사

용된다
14)
. Ara-C는 종전에는 DNA polymerase의 작용을 억제

하여 항암작용을 하는 것으로 알려졌으나, DNA에 직접 합병되

어 측색신장(chain elongation)을 방해하는 것이 Ara-C의 주된

항암작용으로 생각되고 있다
15)
. 이런 약리작용은 DNA 합성에

장애를 주어, Ara-C를 배양세포에 노출시키면 염색체의 절단

및 간극을 초래할 것으로 추측된다.

이에 저자는 Ara-C에 의한 염색체파열을 관찰하기에 알맞은

실험실 조건 및 새로운 염색체 취약부위를 알아보기 위하여 본

실험을 시행하였다. 한편으로, Ara-C에 의해 유도되는 취약부위

와 종양형성에 관여하는 암유전자 및 종양특이 염색체변이 부위

와의 상관관계를 조사하여 취약부위와 암형성 과정과의 상관관

계를 알아보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 연구 재료 및 검체처리 방법

정상 성인 남녀 각각 3명의 말초혈액 내 T-림프구를 아래의

시약 준비과정을 걸쳐 만들어진 Ara-C에 노출시켰다. 먼저

stock solution을 다음과 같이 만들었다. 배양액으로 엽산이 부

족한 Earle's minimum essential medium(MEM-FA, GIBCO)

으로 상품화된 분말을 3차 증류수 950 mL에 넣어 완전히 녹이

고, NaHCO3를 첨가하여 농도가 7.5%가 되게 한 뒤 1N NaOH

와 1N HCl로 pH가 7.2 되게 조절했다. 또 다른 배양액으로 엽

산이 2 mg/L 들어있는 RPMI 1640(GIBCO)도 위와 같은 방법

으로 pH가 7.2 되게 조절했다. Ara-C의 희석과정에 사용한

Hank's balanced salt solution(HBSS, GIBCO)은 NaHCO3

0.35 gm을 넣은 것 이외에는 MEM-FA와 동일한 방법으로 준

비했다. Caffeine(1,3,7-trimethylxanthine, Sigma)은 HBSS로

용해시켜 2.0 mM 되게 농도를 조절하여 저장용액을 만들었다.

염색체의 검출방법은 크게 5단계로 나눌 수 있는데 다음과 같다

(Fig. 1).

① 세포배양 단계

② 중기에서 세포분열을 정지시키기 위한 colcemid 처리 단계

③ 저장 염류용액으로 세초를 팽창시키는 저장처리 단계

④ 팽창된 세포를 고정하는 고정처리 단계

⑤ 표본제작 및 염색단계

1) 세포배양 단계

배양에 사용한 working solution은 다음과 같이 만들었다.

MEM-FA stock solution에 20% fetal bovine serum(GIBCO),

2.0% penicillin-streptomycin(GIBCO)과 2.0% L-glutamine

(GIBCO)을 용해시켰다. Supplemented media 5 mL에 헤파린

(GIBCO)을 한 방울씩 첨가하고, T-림프구를 자극하여 세포분

열을 유도하기 위하여 phytohemagglutinin M(GIBCO) 200 µL

씩을 첨가한 뒤 대상검체의 말초혈액을 다섯 방울씩 넣고 충분

히 섞어 주었다. 엽산이 충분한 RPMI 1640 배지에도 위와 동일

한 방법으로 세포부유액을 만들었다. 배지는 CO2 항온기를 이용

하여 48시간 배양한 뒤 Ara-C를 2.0 µg/mL의 농도로 MEM-

Fig. 1. Procedure of chromosome analysis for the study of
chromosome break. MEM-FA : minimum essential medium
without folic acid, FBS : fetal bovine serum, Pen-Strep : Peni-
cillin-streptomycin, PHA : phytohemagglutinin, Ara-C : cytosine
arabinoside.
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FA 세포부유액에 분주했다. 이들을 다시 CO2 항온기에서 24시

간 배양시켰다. 대조군은 Ara-C를 첨가하지 않고 72시간 연속

하여 배양시켰다. 배양이 끝난 세포부유액은 원심분리한 뒤

MEM-FA 10 mL을 첨가하여 세포를 재부유시켰다. HBSS로

희석시켜 만들어 놓은 2.0 mL 농도의 caffeine을 첨가한 뒤 다

시 37℃ 항온기에서 6시간 동안 배양하였다. 농도 0.05 µg/mL

의 colcemid(GIBCO)를 첨가하고 마지막으로 10분 동안 37℃에

서 반응시킨 뒤 수획단계로 넘어갔다.

2) 수획단계

Colcemid 처리 후 세포부유액을 원심분리한 후 세포층을

MEM-FA 10 mL을 첨가하여 재부유시켰다. 이 세포부유액에

0.075 M KCl 8 mL를 넣어 충분히 섞어준 뒤 CO2 항온기에서

10분간 반응시켰다. 반응 후 5분간 다시 원심분리하여 세포층

위 상층액 0.1 mL만 남겨놓고 나머지 상층액은 모두 제거했다.

3) 세포고정단계

상층액 제거 후 남은 세포층에 메탄올과 초산으로 이루어진

고정액을 한 방울씩 첨가하여 2 mL가 될 때까지 계속 흔들어

주었다. 그 후 고정액 4-5 mL를 더 첨가하고 섞은 뒤 파라필림

으로 시험관을 단단히 막아 20분간 실온에서 방치한 뒤 원심분

리하였다.

4) 슬라이드 제작과정

원심분리하여 얻어진 세포층에 고정액을 1 : 3의 비율로 섞어

세포 부유액을 재부유시켰다. 이 부유액을 슬라이드에 2-3방울

떨어뜨리고 신속하게 건조시켰다. 슬라이드 내 염색체의 trypsin

효과를 높이기 위해 16-24시간 동안 65℃ 건조기에서 재건조

시킨 뒤 슬라이드 염색을 하였다.

5) 슬라이드 염색과정 및 염색체 관찰

슬라이드를 56℃로 미리 가온한 phosphate buffer(pH 6.8)가

들어 있는 수조에 8분간 담갔다가 꺼내서 증류수로 헹구고 공기

건조 시켰다. Giemsa시약을 이용하여 8분간 염색한 다음 현미

경 관찰을 하였다. 염색체파열 유무와 위치의 표기방법은 ISCN

(International System for Human Cytogenetic Nomenclature,

1981)
16)
에서 채택한 규정에 따랐다.

2. 염색체파열의 정의 및 자료의 분석

염색체 길이가 짧아서 대의 수가 적을 때(200 band stage 이

하)는 정확한 파열 위치를 정하기 어렵고, 대의 수가 많은 경우

(1,000 band stage 이상)에는 염색체가 서로 중복되거나 가장자

리가 불분명하게 보이므로 판독 대상에서 제외했다. 즉 반수체

염색체당 200에서 1,000 band stage의 염색체만을 대상으로 하

여 중심체 근처에서의 파열은 제외하고 염색체의 절단 및 간극

이 있는 경우에 염색체의 파열로 정의하였다. 평균적으로 100개

의 염색체 파열당 염색체상의 일정부위에서 2회 이상의 파열이

6명 중 4명 이상에서 관찰되는 확률은 통계학적으로 의미 있게

적기 때문에
17)
, Ara-C에 의해 염색체상의 일정부위에서 100개

의 염색체파열 당 2회 이상의 염색체파열이 6명 중 4명 이상에

서 발견 시 취약부위라고 정의하였다.

실험치들의 분석은 chi-square에 의해 분석하였고, 통계학적

으로 유의한 차이는 P<0.05인 경우로 하였다.

결 과

1. 염색체파열의 유도효과

정상 성인 남녀 각각 3명의 염색체분석 결과 1례를 제외하고

는 각 개인간의 분열세포의 수 및 염색체파열의 빈도에는 차이

가 없었다. MEM-FA 배양액에서 Ara-C를 2.0 µg/mL로 처리

한 경우에 각 검체마다 정확히 관찰할 수 있는 30개 내외의 분

열세포를 조사하여 전체적으로 169개의 분열세포에서 426개의

염색체파열을 관찰할 수 있어 100개당 252.1개의 염색체파열이

있었다. MEM-FA 배지에서 Ara-C 없이 배양시킨 대조군에서

각 검체마다 정확히 관찰할 수 있는 20개 내외의 분열세포를 조

사하여 전체적으로 115개의 분열세포에서 29개가 관찰되어 100

개당 25.2개의 염색체파열을 관찰할 수 있어 Ara-C를 처리한

경우에 염색체파열이 의미있게 많았다(P<0.05).

2. 배양 배지에 따른 염색체파열의 빈도

배지에 따른 차이점을 보기 위하여 모든 배양조건은 동일하지

만, 엽산이 부족한 MEM-FA와 엽산이 충분한 RPMI 1640 두

종류의 배지에 정상 성인 남녀 3명의 혈액을 분주하여 배양한

뒤 각 검체마다 정확히 관찰할 수 있는 15개 내외의 분열세포를

조사하여 전체적으로 100개의 분열세포를 검사하여 염색체파열

을 조사하였다. 분열세포 100개당 염색체파열 빈도는 MEM-FA

의 경우 30개, RPMI 1640의 경우에는 12개로 유의하게 MEM-

FA 배지에서 발현빈도가 높았다(P<0.05, Table 1).

3. Ara-C에 의해 파열된 염색체부위 및 취약부위

MEM-FA 배양액에서 Ara-C에 의한 염색체파열은 101대에

서 일어났으며, 가장 많이 일어난 염색체는 3번 염색체로 107개

의 염색체파열이 있어 100개의 분열세포당 63.3개였다(Fig. 2).

가장 적게 일어난 염색체는 19, 20, 21, 22번으로 한 대에서만

Table 1. Comparison of Chromosome Break Incidence in
MEM-FA vs. RPMI 1640 Medium

No. of chromosome
break

No. of mitotic cell
culture media P-value

MEM-FA RPMI

0

1

2

3

Total

73

25

1

1

100

89

10

1

0

100

<0.05

MEM-FA : minimum essential medium without folic acid

RPMI : Roswell Park Memorial institute
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있었다. 가장 염색체파열이 많이 일어난 부위는 3p14.2로 100개

의 분열세포당 49.7개의 염색체파열이 있었다(Fig. 3). 취약부위

는 1p31.2, 1q21.3, 1q44, 2p24.2, 2q32.12, 3p14.2, 3q21, 6q25.3,

7q31.2, 9q12, 9q13, 10p13, 10q22.1, 11q21, 11q23.3, 14q24.11,

14q24.3, 16p11.2, 16q22.1, 16q23.2였다.

4. 취약부위와 암유전자 및 악성종양과의 관계

Ara-C에 의한 취약부위 20 부위 중 1p31.2(JUN), 1q21.3

(SKI), 2p24.2(REL, N-MYC), 3p14.2(FHIT), 7q31.2(MET),

11q23.3(ETS-1), 14q24.3(FOS)의 7부위는 염색체상의 위치가

알려진 암유전자의 위치와 일치하였다. 취약부위 중 15부위는

기존에 악성종양 시 염색체이상이 있는 것으로 알려진 부위와

일치하였다. 이러한 악성종양으로는 급성림프구성백혈병, 급성골

수성백혈병, 만성림프구성백혈병, 골수이형성증 및 악성림프종

등 혈액계종양이 대부분이었고, 고형종양으로는 악성흑색종, 신

경모세포종, 소세포폐암, 난소암, 유전성 신장암 및 혼합성 지방

육종이었다.

고 찰

염색체의 특정 부위는 세포를 특정의 화학물질에 노출시키거

나 특수한 배양조건에서 배양시 쉽게 파열되는데 이 부위를 취

약부위라고 한다. 취약부위는 Dekaban
18)
이 처음 기술하였으며,

유전성 취약부위와 통상적 취약부위로 나누기도 한다
19)
. 현재 취

약부위는 100부위 넘게 보고되었으며
1)
, 새로운 배양조건 또는

각종 돌연변이물질 및 발암물질을 이용한 새로운 취약부위를 찾

기 위한 연구가 진행되고 있다. 취약부위는 구조적으로는 DNA

양의 부족으로 염색체로의 전입(packing)이 안 되어 나타나는

현상으로 볼 수 있으며, 분자수준에서는 구조유전자보다는 RNA

복사가 시작되는 바로 측면의 유전자 조절구역에서 발생하는 것

으로 생각되고 있다
20)
. 한편으로 이 부위는 암유전자나 악성종양

시 이상이 있는 부위와 일치하는 경우가 많아 취약부위와 악성

종양은 밀접한 관계가 있어
13)
, 이에 대한 많은 연구가 시행되고

있다. 취약부위의 분류는 Sutherland
21)
에 의한 분류가 가장 보

편적으로 받아드려지고 있으나 이 분류에 포함되지 않은 많은

취약부위가 조건을 달리한 여러 배양조건 및 여러 화학물질에

의해 발현되고 있다.

취약부위의 유도에 주로 사용되는 세포들은 PHA 자극을 받

은 helper T-림프구
17)
가 주로 사용되고, 그 외에 골수세포

22)
,

Epstein-Barr 바이러스 변형 B-림프구
23)
및 피부 섬유모세포

24)

가 실험적으로 이용되고 있다. 또한 각 세포마다 취약부위의 발

현 빈도와 발현 위치에 차이가 나타나며, 일반적으로 림프구에서

발현이 잘 된다
21)
. 각 세포마다 이러한 차이가 나는 것은 각기

세포마다 다른 DNA 복사 빈도의 차이, DNA 구조의 차이 또는

유전인자 활성도의 차이 등으로 설명하고 있으나
25)
, 정확한 기전

은 아직 모르고 있다. 염색체파열의 빈도는 배양조건 및 유도체

로 사용하는 화학물질에 따라 차이가 있다. 배양배지에 엽산이

부족하면 염색체파열의 빈도가 높아지는 것이 대표적으로 잘 알

려져 있다. 즉, 엽산이 부족한 배지에서 세포를 배양하거나, thy-

midylate synthetase 억제제인 FUdR
26)
또는 dihydrofolate re-

dutase 억제제인 methotrexate
27)
를 세포배양 시 첨가하면, thy-

Fig. 3. The most common fragile site 3p14.2 induced by Ara-
C was compared with diagrammatic drawing chromosome ac-
cording to ISCN(1981)(600 band stage, ×1,000).

Fig. 2. G-banded metaphase of the chromosome in the MEM-
FA medium, using caffeine as an enhancer and treated with
Ara-C, revealed 6 breaks(600 band stage, ×1,000).
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전인상 : In vitro에서 1-β-D-arabinofuranosyl-cytosine의 염색체 파열 유도

midine대사 과정에 장애를 일으켜 취약부위의 유도 또는 발현을

상승시켜 준다. 본 연구에서도 엽산이 부족한 MEM-FA 배지에

서 엽산이 충분한 RPMI 1640에 비해 염색체파열이 의미 있게

많았다(P<0.05). 이러한 현상은 엽산의 부족은 thymidine의 부

족을 초래하여 나타나는 현상으로 생각된다
28)
. Thymidine 부족

이 취약부위의 발현 및 타유도체의 발현율을 DNA합성이 저하

되고 그 결과 DNA pool이 부족하게 되어 세포분열시 염색체내

로 전입이 안 되어 염색체파열이 되는 것으로 생각된다
17)
. 둘째

는 DNA의 구조적 이상이 관여하는 것으로 thymidine의 부족으

로 DNA 합성과정 중 thymidine의 자리에 uracil이 붙어, ura-

cil이 붙은 수복 endonuclease의 기능을 항진시키거나 DNA

methylation을 저하시켜 염색질붕괴를 초래하여 염색체파열을

초래하는 것으로 생각된다
29)
.

본 실험에서는 염색체파열을 유도하는 화학물질로는 많이 사

용되는 Ara-C를 사용하였는데, Ara-C가 염색체 파열을 유도하

는 기전으로는 DNA합성 장애로 DNA양이 부족하게 되어 염색

체내로 전입이 안 되어 염색체 파열이 초래되는 것으로 생각된

다. 즉, 세포주기 특이성 항암제인 Ara-C는 S기에 특이하게 작

용하는 pyrimidine 길항적 항대사물로 pyrimidine nucleoside의

일종이다. 구조적으로는 5 탄당인 deoxyribose 위치에 유사체인

arabinose가 붙어 있는 물질이며, 생리적 nucleoside인 cytidine,

deoxycytidine과 유사하다
30)
. Ara-C는 nucleoside 전달계를 통

해 체내로 흡수된 뒤 세포내 활성제에 의해 삼단계의 인산화를

거쳐 활성이 있는 cytosine arabinoside triphosphate(Ara-

CTP)로 된다
31)
. Ara-CTP가 바이러스, 미생물, 유핵세포에서

DNA 합성의 장애를 일으키는데 그 기전에는 두 가지 가설이 있

다. 첫 번째는 Ara-CTP가 deoxycytidine triphosphate(dCTP)

와 경쟁적으로 DNA polymerase에 부착됨으로써 이 효소를 억

제하여 DNA 합성을 방해한다는 가설
32)
로 종전에는 Ara-C의

주된 항암작용으로 생각되었다. 그러나 Ara-CTP는 deoxythy-

midine triphosphate, deoxyadenosine triphosphate, deoxygu-

anosine triphosphate의 합병에는 영향을 미치지 못하여 DNA

polymerase의 기능에는 이상이 없고
30)
, 본 약물의 약동약물학

연구결과, Ara-CTP는 DNA polymerase의 경쟁적인 억제작용

은 미약하여 DNA의 합성의 장애를 줄 정도는 아닌 것으로 알

려졌다
30)
. 두 번째 가설로는 Ara-CTP가 DNA가닥에 합병되어

DNA합성을 방해하여 항암작용을 한다는 것이다
33)
. 합병된 Ara-

C는 말단 3-hydroxy1의 활성도를 변형시켜, 측쇄종결자로써

DNA합성에 장애를 준다. Ara-C-DNA의 합병체의 양은 DNA

합성의 억제작용과 비례하며, 이 양은 세포의 생존기간과는 반비

례하여 Ara-C-DNA의 합병은 Ara-C의 주된 항암작용으로 생

각되고 있다. 이러한 약리작용에 의해 Ara-C를 배양세포에 노

출시키면 염색체의 절단 및 간극을 유도할 것으로 생각된다. 한

편, caffeine은 DNA 복사과정 중 DNA 수복에 방해를 하여 염

색체파열의 빈도를 높여준다
17)
. Caffeine이 통상적 취약부위의

발현율을 높여주는 것은 확실하지만 유전성 취약부위의 발현율

을 상승시키는 것에 대해서는 논란이 많다. 즉, Glover 등
34)
에

의하면 caffeine은 유전성 취약부위인 fragile X 부위의 발현에

는 영향을 미치지 못하여, 통상적 취약부위와 유전성 취약부위는

각기 다른 기전에 의해 발현된다고 하였다. 본 연구의 경우에는

MEM-FA 배양배지에서 pH를 7.2로 유지하며 T-림프구를 배

양하였으며, 발현율을 높이기 위하여 caffeine을 처리하였다. 이

러한 상태에서 Ara-C는 100개의 분열세포당 252.1개, 대조군에

서는 100개의 분열세포 중 25.2개만 관찰되어 Ara-C를 처리한

경우에 염색체 파열이 의미 있게 많았다(P<0.05). Ara-C의 경

우 100개의 분열세포당 252.1개의 염색체파열 빈도가 관찰된 결

과는 Yunis 등
21)
의 보고와 유사하였는데, 이 화학물질은 염색체

파열 유도상승효과를 갖고 있는 caffeine과 같이 작용하여 염색

체파열을 더 많이 유도한 것으로 생각된다. 즉 caffeine의 유도

상승효과는 여러 유도물질을 같이 사용하여 DNA의 손상이 많

은 경우 크게 나타나며 이러한 현상은 caffeine의 DNA 수복과

정의 방해가 상승효과를 유발하는 것을 설명 해 준다. 그러나

MEM-FA 배지에서 2.0 mM의 caffeine을 처리하고 유도 화학

물질로 Ara-C를 넣지 않은 대조군의 경우 100개의 분열세포당

25.2개의 염색체파열이 관찰된 것은 caffeine이 염색체파열 유도

상승효과를 얻지 못한 것으로 생각되며, 이것은 2.0 mM의 농도

의 caffeine으로는 엽산 결핍만 있는 배양배지에서는 유도상승효

과를 가져오지 못한 것으로 생각되나 이것이 검체처리과정의 차

이에 의한 것인지는 추후조사가 필요하다.

인체에서 가장 흔한 통상적 취약부위는 3p14.2(FRA3B)인데
8)
,

본 연구에서는 MEM-FA에서 Ara-C에 의해 100개의 분열세포

당 49.7개의 염색체파열이 있었다. 이 결과는 Glover 등
35)
이

RPMI-FA 배지에 aphidicolin을 써서 보고한 22.6개, Yunis 등
17)
이 MEM-FA배지에 FUdR, caffeine을 써서 보고한 71.4개와

유사하였다. FRA3B가 가장 잘 발현되는 기전은 아직 알려진

바 없다. 현재 분자생물학적 실험기법의 발달에 의해 종전에는

세포유전학적으로 현미경 수준에서 관찰할 수 있었던 사실들을

분자수준에서 이해할 수 있게 되었다. 염색체 취약부위에 대한

분자생물학적 연구가 이루어진 예는 엽산감수성 취약부위로 정

신박약의 원인 질환으로 Down증후군 다음으로 흔한 유전성 질

환인 fragile X 증후군이 있다
36)
. X염색체상에는 전형적인 frag-

ile X증후군에서 관찰되는 취약부위 FRAXA 이외에도 경증의

정신박약을 동반하는 경우에 주로 관찰되는 취약부위 FRAXE가

있으며
3)
, 또 다른 취약부위로 임상적인 특징이 없는 FRAXE가

위치한다
4)
. 이들 이외의 다른 엽산감수성 취약부위로는 FRA11B

가 있는데, 이 부위는 CBL2 암유전자가 위치하는 부위
5)
로

Jacobsen증후군과도 관련이 있다
6)
. 한편 이들 취약부위에 대한

분자생물학적 수준에서 구조가 알려져 있다. 즉 취약부위의 염기

배열은 특징적으로 FRAXE, FRA16A 및 FRA11B의 경우에는

삼염기 배열인 CCG가 정상에 비하여 반복되는 횟수가 수십 배

에서 수백 배에 이른다
5, 37-39)

. FRAXE 및 FRAXF의 경우에도

특징적으로 삼염기인 CCG가 200회 이상 반복되는 특징이 있다
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40, 41)
. 이런 반복되는 삼염기는 유전자의 조절부위인 5’-부위에

위치하는 CpG island의 옆에 위치한다
42)
. 특히 정신박약을 동반

하는 FRAXE의 경우에는 이 p(CCG)n은 날인기전에 의해

methylation을 일으키게 하는 인지부위로 작용하여 그 주위에

있는 FMR1 유전자의 5’에 있는 CpG 부위를 methylation 시킨

다
43)
. 그 결과 FMR1 유전자는 전사과정에서 활성화되지 못하

여 fragile X증후군의 임상적인 특성을 유발하는 것이 알려져

있다
44)
. 최근에는 distamycin A 민감 취약부위인 FRA16B에

대한 분자유전학적 구조가 밝혀졌는데 이 부위는 특징적으로 33

bp의 AT가 풍부한 minisatellite가 반복됨이 알려져 있다
7)
. 다

른 취약부위로 분자생물학적 특징이 알려진 취약부위로는

FRA3B가 있다. 이 구역은 위에서 설명한 부위가 갖고 있는 반

복되는 삼염기구조나 minisatellite와 같은 특징적인 구조를 갖고

있지는 않으나, 이 부위는 여러 종류의 종양에서 염색체의 변화

가 관찰되는 구역이다
9-11)
. 특히 신세포암에서 가족적으로 발생

하는 경우에 t(3;8)(p14.2;24.13)이 많이 동반되는데
11)
, 이 부위에

서 positional cloning되었다
12)
. 이 유전자는 구조적으로 효모

Schizosaccharomyces pombe diadenosine tetraphosphate

(aph1) 유전자 및 Saccharonyces cerevisiae putativeaph 유전

자와 유사하다
45)
. 최근에 보고 된 바에 의하면 이 유전자는 폐암

중 소세포성형(small cell type)의 80%에서 비소세포성형(non-

small cell type)의 40%에서 이상이 있어, 이들에서 FHIT 유

전자의 RNA 전사의 이상이 관찰된다. 또한 폐암의 76%에서

FHIT allelles의 손실이 관찰된다
46)
. 그 외에도 여러 종류의 종

양에서 이 구역 염색체의 변화와 FHIT 유전자의 이상이 관찰

된다
47-49)
. FHIT는 취약부위에서 분자생물학적 기법에 의하여

처음으로 알려진 암유전자로, 여러 종양에서 이 유전자의 결손이

발견되는 점은 이 유전자가 암억제유전자임을 강력히 시사한다.

한편, 이러한 사실에 기초하여 염색체 취약부위가 염색체이상을

초래하며, 그 결과 이 부위에 있던 암유전자나 암억제유전자들이

구조적 변화를 초래하거나 결손 되어 종양형성을 가져옴을 유추

할 수 있겠다. 최근에 9,000례의 악성종양에서 염색체이상을 분

석한 바에 의하면, 전체 염색체 329대 중 71대에서만 염색체이

상이 있었으며, 30개의 암유전자가 취약부위의 위치와 일치한다

는 사실에 비추어
50, 51)
, 염색체취약부위와 악성종양의 형성과는

밀접한 관계가 있음을 시사하고 있다. 본 연구의 경우에도 Ara-

C에 의해 유도된 취약부위는 1p31.2, 1q21.3 1q44, 2p24.2,

2q32.12, 3p14.2, 3q21, 6q25.3, 7q31.2, 9q12, 9q13, 10p13,

10q22.1, 11q21, 11q23.3, 14q24.11, 14q24.3, 16p11.2, 16q22.1,

16q23.2였다. 15부위는 급성림프구성백혈병, 급성골수성백혈병,

만성림프구성백혈병, 골수이형성증 및 악성림프종 등 혈액계종양

및 악성흑색종, 신경모세포종, 소세포성폐암, 난소암, 유전성 신

장암, 혼합성 지방육종시의 염색체이상이 있는 부위와 일치하였

다. 이것은 염색체 취약부위는 악성종양과 밀접한 관계가 있음을

시사하는 바 크다. 한편으로 이들 20부위 중 7부위는 JUN,

SKI, REL, N-MYC, FHIT, MET, ETS-1 및 FOS의 암유

전자가 위치하는 부위와 일치하였다. 결론적으로, 취약부위는 암

유전자 및 악성종양시 이상이 있는 특정 염색체의 부위와 일치

하는 경우가 많고 수종의 종양에서 염색체의 재배열이 발암 작

용과 밀접한 관계가 있음이 밝혀져 취약부위를 통한 발암기전의

이해 및 아직 밝혀지지 않은 암유전자를 찾거나 분석하는데 기

초적인 자료를 제공할 것이다. 더 나아가, 분자생물학적 실험기

술을 통한 취약부위에 대한 분자수준에서의 연구는 암형성과정

및 유전질환의 기본 기전을 밝히는 기본적 정보로 응용이 많이

될 것으로 사료된다.

요 약

목 적:염색체 취약부위는 세포를 특정의 화학물질에 노출시

키거나 특수한 배양조건에서 배양 할 때 쉽게 파열되는 염색체

상의 특정구역이다. 취약부위는 유전성질환 및 악성종양과 관련

이 있으며, 현재에는 분자생물학적 실험기법의 개발로 분자수준

에서 이해가 되고 있다. 새로운 취약부위 및 취약부위의 발현을

높이거나 쉽게 관찰할 수 있는 실험실적 조건을 알아보기 위하

여 항암제로 사용되는 Ara-C를 이용하여 염색체파열을 조사하

여 보았다. 한편 염색체 취약부위가 종양형성과 관련이 있다는

사실에 기초하여 Ara-C에 의해 발열되는 취약부위와 암유전자

가 위치하는 부위 및 종양에서 일정하게 염색체변이가 관찰되는

특정의 염색체 부위와의 상관관계도 알아보고자 하였다.

방 법:정상 성인 남녀 각각 3 명의 말초혈액 내 T-림프구

를 세포배양 후 Ara-C를 첨가하고 다시 caffeine을 처리한 뒤

종전에 시행했던 방법과 동일하게 검체 처리하여 염색체파열 부

위를 관찰하였다. 염색체 취약부위는 염색체상의 일정부위에서

100개의 염색체파열 당 2회 이상의 염색체파열이 6명 중 4명 이

상에서 관찰되는 경우로 정의하였다.

결 과:

1) T-림프구를 엽산이 부족한 MEN-FA 배지에서 배양 시

Ara-C는 100개의 분열세포 당 252.1개의 염색체파열을 유도하

였으며, Ara-C를 처리하지 않은 대조군에서 25.2개가 관찰되어

Ara-C를 처리한 경우에 염색체파열이 의미 있게 많았다(P<

0.05).

2) Ara-C에 의한 염색체파열은 엽산이 부족한 MEM-FA 배

지에서 엽산이 충분한 RPMI 1640 배지에서 보다 많이 되었다

(P<0.05). 한편, 2.0 mM 농도의 caffeine은 엽산만 부족한 배양

배지에서는 염색체파열을 상승시키지 못했으나, Ara-C와 병행

사용 시 상승시켰다.

3) Ara-C에 의해 가장 많이 파열된 부위는 3p14.2.이었으며,

발현된 취약부위는 20부위였다.

4) 발현된 취약부위 중 7 부위는 JUN, SKI, REL, N-

MYC, FHIT, MET, ETS-1, FOS의 암유전자가 위치하는 부

위와 일치하였으며, 15부위는 급성림프구성백혈병, 급성골수성백

혈병, 만성림프구성백혈병, 골수이형성성증, 악성흑색종, 신경모
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전인상 : In vitro에서 1-β-D-arabinofuranosyl-cytosine의 염색체 파열 유도

세포종, 소세포성폐암, 난소암, 유전성 신장암, 혼합성 지방육종

시 염색체상에 이상이 있는 부위와 일치하였다.

결 론: S기 특이성 항암제인 Ara-C는 정상성인의 T-림프구

를 엽산이 부족한 MEM-FA배지에서 배양시 염색체 파열을 대

조군에 비해 의미 있게 유도하였다. 한편으로 Ara-C 특이성 염

색체 취약부위는 암유전자가 위치하는 부위 및 특정 종양에서

관찰되는 특이한 염색체변이가 있는 부위와 상당 예에서 일치하

여 아직 알려지지 않은 암유전자를 찾거나 분석하는데 기초적인

자료를 제공할 뿐 아니라 염색체변화와 종양형성과정의 상관관

계를 이해하는데 도움이 될 것으로 사료된다.
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