
ISSN 0377-9556 (PRINT) ISSN 2383-9457 (ONLINE)

약학회지 제 59권 제 5호 201~206 (2015)
Yakhak Hoeji Vol. 59, No. 5
DOI 10.17480/psk.2015.59.5.201

201

Human Liver Microsomes과 HepG2 세포를 이용한
약물유래 간독성 평가 방법의 최적화
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The Optimization of Method for Prediction of Drug-Induced Liver Injury
Using HepG2 Cells Cultured with Human Liver Microsomes
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Abstract—The aim of the present study was to optimize in vitro method for the prediction of drug-induced liver injury

using human liver microsomes (HLM). Cytotoxicity test of cyclophosphamide and acetaminophen in HepG2 cells cultured

with HLM showed that the newly established condition using 0.375 mg/ml HLM for 24 hr incubation was comparable or

more sensitive than the previously established condition using 0.75 mg/ml HLM for 12 hr incubation. Although the cytotoxic

effect of troglitazone was completely attenuated by 0.75 mg/ml HLM, it was augmented by 0.375 mg/ml HLM in the pres-

ence of the NADPH-generating system. The cytotoxic effect of chlormezanone, a withdrawn drug due to hepatotoxicity in

human, was increased by HLM in the presence of the NADPH-generating system. In contrast, the cytotoxic effect of metha-

pyrilene, a withdrawn drug due to hepatotoxicity in rats, was decreased by HLM in the presence of the NADPH-generating

system. The present study suggests that the optimized in vitro method using HLM can be useful for the prediction of drug-

induced hepatotoxicity.
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신약 개발에서 약물유래 간독성에 대한 연구는 약물의 안전성

을 확보하기 위한 필수적인 과정으로 인식되고 있다.1,2) 약물유

래 간독성의 기전은 다양하지만 대사 활성화는 약물유래 간독성

의 주요한 원인 중 하나이다.3)

신약 개발에서 약물유래 간독성을 예측하기 위해 다양한 in

vitro assay가 개발되어 왔다. 일차 배양 인간 간세포는 phase I

효소와 phase II 효소가 발현되어 약물유래 간독성의 평가에서

흔히 사용하는 in vitro 세포 모델이다.4) 하지만, 일차 배양 인간

간세포는 불안정한 in vitro 표현형, 개체차, 조작의 어려움, 고비

용 등의 이유로 그 사용에 한계를 가진다.5) 이러한 한계를 극복

하기 위해 일차 배양 인간 간세포를 대체할 수 있는 여러 가지

세포주와 유전자 조작된 세포 모델들이 연구되었다.4,6-9) 이 모델

들은 안정한 표현형, 실험의 재현성 등의 장점이 있지만, 대체로

대사 활성화를 매개하는 주요한 효소인 cytochrome P450(CYP)

의 활성이 낮고, in vivo 실험과의 불일치, 특허 침해 등으로 사

용에 제한이 된다.

선행 연구에서 약물유래 간독성을 예측하는 새로운 모델로서

human liver microsomes(HLM)과 함께 배양한 HepG2 세포 모

델을 개발하였다.10) HLM의 활용은 CYP 등의 대사능이 낮은

HepG2 세포 모델에 대사효소를 간접적으로 부여함으로써 약물

의 독성 평가에서 대사 활성화와 무독화 그리고 HLM 단백질 결

합 등의 독성 기전을 규명하기 위해 사용되었다. 하지만, HLM과

독성물질의 반응시간이 12시간으로 실험 수행에서 불편함이 있고

자체 독성의 발현에도 한계가 있었다. 이러한 문제점을 보완하고

자 본 연구에서는 실험의 편의와 자체 독성 발현의 가능성을 증

진하기 위해 HLM의 반응시간과 농도 조건을 최적화하는 실험을
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수행하였다. 이를 위하여 cyclophosphamide와 acetaminophen을

대표 물질로 선정하고 선행 연구에서 보고된 조건과 새로운 조

건을 비교하여 연구 방법을 최적화하였다. 추가적으로 최적화된

조건에서 간독성이 관찰되어 시장에서 퇴출된 약물인 troglitazone,

chlormezanone과 methapyrilene의 독성평가를 수행하였다.

재료 및 방법

시약

Cyclophosphamide, acetaminophen, troglitazone, dimethyl

sulfoxide(DMSO), glucose 6-phosphate(G6P), glucose 6-phos-

phate dehydrogenase(G6PDH), 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-

2,5-diphenyltetrazoliumbromide(MTT), NADP+, phenacetin,

coumarin, dextromethorphan, bupropion, carbamazepine, tolbu-

tamide, chlorzoxazone, testosterone은 Sigma-Aldrich(St. Louis,

MO, USA)에서 구입하였다. Dulbecco’s modified Eagle’s medium

(DMEM), PenStrep, trypsin-EDTA은 GIBCO(Grand Island, NY,

USA)에서 구입하였다. Fetal bovine serum(FBS)은 HyClone

(Logan, UT, USA)에서 구입하였다. Pooled human liver

microsomes(BD UltraPool HLM 150), S-mephenytoin은 BD

Gentest(Woburn, MA, USA)에서 구입하였다. Chlormezanone과

methapyrilene은 Santa Cruz Biotechnology(Santa Cruz, CA,

USA)에서 구입하였다. Midazolam은 부광 약품(서울)에서 구입

하였다. 모든 시약은 분석용 또는 HPLC용 등급을 사용하였다.

세포배양 및 세포생존율 측정

간암세포주인 HepG2는 한국 세포주은행(Korea Cell Line

Bank, Seoul, Korea)에서 구입하여 사용하였다. HepG2 세포는

10% FBS와 항생제(100 U/ml penicillin, 100 µg/ml strepto-

mycin)가 포함된 high-glucose DMEM 배지에서 5% CO2, 37
oC

의 환경을 유지시켜 배양하였다. 세포생존율을 측정하기 위하여

MTT assay를 사용하였다.11) 배지를 제거한 후, 각 well에 100 µl

MTT용액(0.5 mg/ml)을 첨가하였다. 세포생존율은 임의대로 100%

로 표시한 대조군에 대하여 백분율로 나타내었다.

HLM을 이용한 세포독성 평가

HLM을 serum-free DMEM에 5배 희석하고 0.2-µm syringe

filter로 여과하여 사용하였다. HLM mixture(최종부피: 1 ml)는

여과된 HLM 210 또는 420 µl(0.375 또는 0.75 mg/ml), 100

mM NADP+ 20 µl, 1M G6P 12.7 µl, G6PDH(100 U/ml) 20 µl,

80 mM MgCl2 50 µl, 150mM KCl 41 µl, supplemented DMEM

646.3 또는 436.3 µl로 구성되었다. HepG2 세포는 96-well plate

(1.5×104 세포/well)에서 24시간 동안 배양하였다. 각 well의 배

양 배지를 제거하고 시험물질이 희석된 DMEM 배지 50 µl를 세

포에 처리하였고, 즉시 HLM mixture 50 µl를 첨가하였다. 12 또

는 24시간 동안 배양한 후, 배지는 serum-free DMEM 200 µl로

교환하였고, 36 또는 24시간 동안 배양하였다. 세포생존율 측정

은 MTT assay를 사용하였다. 열에 의해 불활성화된 HLM은

45oC에서 30분간 반응하고 0.2-µm syringe filter로 여과하여 사

용하였다.

열에 의해 불활성화된 HLM의 CYP 활성 평가

열에 의해 불활성화된 HLM의 CYP 활성은 이전에 보고된 방

법을 토대로 측정되었다.12) 반응 용액은 최종 농도 0.2 mg/ml

human microsomal protein, 0.1 M phosphate buffer(pH 7.4),

1 mM NADPH와 다양한 CYP isoform의 CYP isoform-specific

개별 기질의 혼합액(A set: phenacetin, coumarin, S-mephenytoin,

dextromethorphan, 및 midazolam; B set: bupropion, tolbu-

tamide, chlorzoxazone, 및 testosterone)에 의해 최종 부피 200 µl

로 구성되었다. 기질은 각각의 Michaelis-Menten constant(Km)

값에 맞게 다음과 같이 농도를 설정하였다: phenacetin 50 µM,

coumarin 10 µM, bupropion 50 µM, tolbutamide 100 µM, S-

mephenytoin 100 µM, dextromethorphan 5 µM, chlorzoxazone

50 µM, midazolam 5 µM, 및 testosterone 50 µM. 모든 실험에

사용된 기질은 acetonitrile에 녹여 계열 희석하였다. 반응에 사

용된 기질에 포함된 acetonitrile의 조성은 최종 1.0%(A set) 및

0.5%(B set)이 되도록 설정하였다. 45oC에서 30분간 HLM을 불

활성화한 후에, 최종농도 1 mM NADPH를 가하여 반응을 시작

하였다. 반응 용액은 10분간 37oC 진탕배양기를 이용하여 반응

하였다. 200 µl 부피의 ice-cold 반응 종결액(내부 표준물질로 100

nM carbamazepine을 포함한 acetonitrile)을 가하여 반응을 종결

하였다. 각 반응액을 4oC, 3,000 rpm에서 20분간 원심분리한 후,

각 샘플 반응액(A, B set)을 96 well에 1 : 1로 희석하고, LC-MS/

MS로 분석하였다.

통계 분석

실험결과에서 얻은 모든 값은 평균±표준편차 또는 평균±%CV

로 나타내었다. 통계적 유의적 차이의 정도는 Student’s t-test 또

는 Dunnett’s test for multiple comparison를 사용하여 P<

0.05, P< 0.01, P< 0.001인 값에 대해 유의적인 것으로 처리하

였다.

실험결과 및 고찰

본 연구에서는 선행 연구에서 구축된 HLM을 이용한 약물유

래 간독성 예측 평가방법에서 실험의 편의성과 독성발현 가능성

증진을 위해 HLM 반응시간 및 농도 조건을 최적화하는 실험을

수행하였다.10) HepG2 세포에 0.75 mg/ml의 HLM을 가하고 24
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시간 반응하였을 때, 세포생존율이 20% 감소하였다(Fig. 1). 반

면 0.188 또는 0.375 mg/ml의 HLM을 가한 반응한 조건에서는

세포 독성이 유발되지 않았다(Fig. 1). 대사체의 형성을 최대화하

고 HLM 자체의 독성이 없는 조건을 최적으로 조건으로 판단하

여 이후 연구에서는 0.375 mg/ml의 HLM으로 24시간 반응 또는

0.75 mg/ml의 HLM으로 12시간 반응을 선택하여 실험하였다. 대

사 독성을 유발하는 물질인 cyclophosphamide와 acetaminophen

을 대표 물질로 선정하고 HLM을 0.375 mg/ml 농도에서 24시간

반응하는 조건과 선행 연구에서 구축한 조건인 HLM 0.75 mg/

ml 농도에서 12시간을 반응하는 조건에서 이들 물질의 세포독성

을 평가하였다(Fig. 2). HLM에 존재하는 NADPH 의존성 약물

대사효소의 반응을 유발하기 위해 NADPH-generating system

이 있는 조건에서 HLM을 세포 배양액에 추가하였다. Cyclo-

phosmamide의 독성은 0.75 또는 0.375 mg/ml의 HLM 첨가에

의해 현격히 증가하였다. Acetaminophen의 독성은 40 mM의 농

도에서만 0.75 mg/ml의 HLM에 의해 증가하였으며 반면 0.375

Fig. 1 − Evaluation of cytotoxicity of HLM in HepG2 cells. HepG2

cells were treated with the NADPH-generating system in

the presence of 0, 0.188, 0.375 or 0.75 mg/ml HLM. After

incubation for 24 hr, cell viability was determined by the

MTT assay. Each value represents the mean±SD for four

separate samples. **Significantly different from the control

at P<0.01 (Student’s t-test).

Fig. 2 − Evaluation of cyclophosphamide- and acetaminophen-induced cytotoxicity in HepG2 cells cultured with HLM. HepG2 cells were

treated with cyclophosphamide (A) or acetaminophen (C) in the presence of the NADPH-generating system and 0.75 mg/ml HLM.

After incubation for 12 hr, the medium was changed to serum-free DMEM without the test compounds and HLM, and cells were

incubated for 36 hr. HepG2 cells were treated with cyclophosphamide (B) or acetaminophen (D) in the presence of the NADPH-

generating system and 0.375 mg/ml HLM. After incubation for 24 hr, the medium was changed to serum-free DMEM without the test

compounds and HLM, and cells were incubated for 24 hr. Cell viability was determined by the MTT assay. Each value represents the

mean±SD for four separate samples. *,**,***Significantly different between two groups treated with the same concentration of test

compound (P<0.05, P<0.01, or P<0.001, Student’s t-test).
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mg/ml의 HLM을 가하였을 때에는 20, 30 그리고 40 mM의

acetaminophen의 독성이 증가하였다. 이 결과는 HLM의 농도를

50%로 감소시키고 반면 반응시간을 2배로 증가시켰을 때 대사

활성화에 의한 세포독성이 이전 조건과 유사하거나 더욱 현격하

게 관찰됨을 시사한다.

본 연구에서 최적화된 HLM의 반응조건을 활용하여 간독성으

로 시장에서 퇴출된 약물 중 하나인 troglitazone의 독성 평가를

수행하였다. 이전에 구축한 조건에서는 HLM에 의해 troglitazone

의 독성이 완전히 억제되었다(Fig. 3A). HepG2 세포와 troglitazone

의 배양시간을 24시간으로 증가시켰을 때 세포 독성은 12시간 배

양했을 때에 비하여 증가하였으며(Fig. 3B), 0.375mg/ml의 HLM

과 NADPH-generating system이 있는 조건에서 troglotazone의

독성은 유의적으로 증가하였다(Fig. 3C). NADPH-generating

system 유무에 따른 troglitazone의 독성 비교를 통해 tro-

glitazone의 독성이 적어도 부분적으로 대사 활성화에 의해 매개

될 가능성을 시사한다. Troglitazone의 독성 양상을 정확히 규명

하기 위해 열을 가하여 불활성화된 HLM을 이용하여 독성 평가

를 수행하였다. HLM을 45oC에서 30분간 가열하였을 때,

Fig. 3 − Evaluation of troglitazone-induced cytotoxicity in HepG2 cells cultured with HLM. (A) HepG2 cells were treated with troglitazone in

the presence of the NADPH-generating system and 0.75 mg/ml HLM. After incubation for 12 hr, the medium was changed to serum-

free DMEM without the test compounds and HLM, and cells were incubated for 36 hr. (B) HepG2 cells were treated with troglitazone

for 24 hr. (C) HepG2 cells cultured with 0.375 mg/ml HLM were treated with troglitazone in the presence or absence of the NADPH-

generating system. (D) HepG2 cells were treated with troglitazone 30 µM, the NADPH-generating system, and heat-inactivated

HLM. After incubation for 24 hr, the medium was changed to serum-free DMEM without the test compounds and HLM, and cells

were incubated for 24 hr. Cell viability was determined by the MTT assay. Each value represents the mean±SD for four separate

samples. *,**,***Significantly different from the control at P<0.05, P<0.01, or P<0.001, respectively (Student’s t test for two-group

comparison and one-way ANOVA followed by Dunnett’s test for multiple comparison).

Table I − Determination of CYP activities in heat-inactivated HLM

using LC-MS/MS

CYP enzyme Heat-inactivated HLM (% of control)

1A2 8.2±1.5

2A6 3.1±0.2

2B6 2.3±0.1

2C8 2.1±1.3

2C9 1.2±0.7

2C19 1.3±0.0

2D6 1.1±0.4

2E1 5.7±5.0

3A4(M)* 0.6±0.5

3A4(T)** 0.5±0.2

CYP activities in heat-inactivated HLM were expressed as a
percentage of control value obtained from active HLM. Each data
represents the mean value±%CV of duplicate incubations. *M-
midazolam as a substrate, **T-testosterone as a substrate.
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CYP1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1과 3A4의 활성

이 정상적인 HLM에서의 활성에 비하여 10% 미만으로 감소하

였다(Table I). Troglitazone의 독성은 열에 의해 불활성화된

HLM을 가하였을 때 HLM의 농도에 의존적으로 약화되었다(Fig.

3D). 이러한 결과는 HLM에 의한 troglitazone의 무독화가

troglitazone과 HLM의 비선택적인 단백결합에 기인함을 시사한

다. 2형 당뇨 치료제로 사용되었던 troglitazone의 간독성 기전은

친전자성 대사체 형성, 미토콘드리아독성, bile salt export pump

(BSEP) 억제 등 매우 다양하며 정확히 밝혀지지 않았다.13,14)

HLM을 이용한 독성 평가 방법을 통해 troglitazone의 간독성에

대사 활성화가 부분적으로 관여함을 확인할 수 있었다.

시장에서 퇴출된 약물들인 chlormezanone과 methapyrilene의

간독성에서 대사 활성화의 관여 가능성을 알아보고자 새로 구축

된 조건에서 독성 평가를 수행하였다(Fig. 4). Chlormezanone의

세포독성은 HLM이 없는 조건에서 2000 µM 이상의 농도에서 관

찰되었다(Fig. 4A). HLM이 가해진 조건에서 NADPH-generating

system 유무에 따른 chlormezanone의 LC50(95% 신뢰구간)은

각각 7724 µM(3874-15399)과 3781 µM(1571-9102) 이었다(Fig.

4A, B). 이 결과는 HLM이 있는 조건에서 chlormezanone의 독

성이 NADPH에 의존적으로 증가함을 시사한다. 근이완제로 사

용되었던 chlormezanone의 간독성 기전은 명확하지 않으나 본

연구를 통해 그 원인이 대사 활성화에 기인할 가능성을 제시한

다. NADPH-generating system 유무에 따른 methapyrilene의

LC50은 각각 515 µM(185-1434), 604 µM(316-1157)이었으며,

HLM에 의한 methapyrilene의 독성이 NADPH-generating

system에 의존적으로 감소하였다(Fig. 4C, D). 본 연구결과는

methapyrilene의 NADPH 의존성 대사가 무독화일 가능성을 시

사한다. Methapyrilene은 랫트에서 간암 및 간독성이 발생하여

시장에서 철수된 약물로서 인간에서는 간독성이 보고되지 않았

다. 이전 연구에서 랫트의 CYP 매개성 대사가 대사 활성화이며

결과적으로 독성대사체에 의한 간독성의 가능성을 제시하였다.15,16)

향후 종차를 확인하기 위한 CYP 매개성 methapyrilene의 대사

와 간독성의 상관성 연구가 필요할 것이다. 종합적으로 본 연구

에서 확립된 HLM을 이용한 간독성 예측 평가 모델은 대사 활

Fig. 4 − Evaluation of chlormezanone- and methapyrilene-induced cytotoxicity in HepG2 cells cultured with HLM. HepG2 cells were treated

with chlormezanone (A) or methapyrilene (C) for 24 hr. HepG2 cells cultured with 0.375 mg/ml HLM were treated with

chlormezanone (B) or methapyrilene (D) in the presence or absence of the NADPH-generating system. After incubation for 24 hr,

the medium was changed to serum-free DMEM without the test compounds and HLM, and cells were incubated for 24 hr. Cell

viability was determined by the MTT assay. Each value represents the mean±SD for four separate samples. *,**,***Significantly

different from the control at P<0.05, P<0.01, or P<0.001, respectively (Student’s t test for two-group comparison and one-way

ANOVA followed by Dunnett’s test for multiple comparison).
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성화 및 무독화를 모두 확인할 수 있는 방법으로써 신약 개발에

서 간독성 예측에 유용하게 활용될 것이다.

결 론

본 연구에서는 선행 연구에서 구축된 HLM을 이용한 독성평

가 방법을 최적화하는 실험을 수행하였다. Cyclophosphamide와

acetaminophen, troglitazone의 독성 평가를 통해 기존의 HLM

반응 조건보다 새로 확립된 조건이 독성에 더 민감함을 확인하

였고, 시험물질과 HLM의 24시간 반응은 실험의 편의성을 증가

시키고 HLM의 사용량을 감소시켰다. 새로 확립된 HLM 조건에

서 chlormezanone과 methapyrilene의 독성 평가를 통해 퇴출된

약물의 간독성에서 대사 활성화의 관여 가능성을 확인할 수 있

었다. Chlormezanone의 간독성은 NADPH 의존성 대사 활성화

그리고 methapyrilene은 NADPH 의존성 무독화의 가능성을 시

사한다. 최적화된 HLM 이용 in vitro 독성 평가 모델은 실험의

편의성과 간독성 예측력이 증진된 방법으로서 신약 개발에서 in

vitro 독성 스크리닝 시스템에 유용할 것으로 예상된다.
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