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1. 연구배경

 동물을 이용한 발암성 독성시험은 대규모, 장기간의 시험을 요구하기 

때문에 동물 윤리 및 시험의 효율성을 고려하여 화학물질의 발암성을 

스크리닝하기 위한 생체 내 시험 등이 지속적으로 연구되고 었다. 

 또한 발암성 시험의 스크리닝을 위해 최신의 발암성 관련 기전 정보 탐

색 및 증거가중치 등의 적용을 함께 고려할 필요가 있으며, 이를 위해 

발암성 관련 연구사항의 최신화가 필요하다.

 발암성 관련 연구 중에서 전암성 병변을 확인하는 것은 발암성의 명백

한 증거로 인정되고 있으며, 랫의 간에서 유전자 분석 및 면역 염색 등

을 통해 Glutathione S-transferase P-form (GST-P)를 확인하는 것

이 종양 이전의 전암 병변의 마커로 이용되고 있다.

 이를 통해 기존의 헤마톡실린 및 에오신 염색을 통해 확인하기 어려운 

소규모 또는 초기의 전암 병변에 대해 확인 가능하여, 이번 연구에서 

GST-P의 면역조직화학 염색법 적용을 통하여 전암 병변을 파악할 수 

있는 실험적 요건을 확립하고, 정량 분석을 실시 및 기존 진단과 비교

하여 전암 병변의 조기 파악 가능성을 탐색하고자 하였다.
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 이 연구를 통해 화학물질을 이용한 흡입독성시험에서 확인할 수 있는 

전암성 병변을 조기에 탐색 및 발암성 시험의 스크리닝에 적용 가능한 

기반을 마련하고자 한다.

2. 주요 연구내용

1) 기존 발암성 독성시험에서 화학물질에 의한 발암성 관련 가이드

라인 및 연구 사항 등 최신화

 IARC 모노그래프를 중심으로 문헌 탐색을 통해 발암성 스크리닝을 위

해 고려되어야 할 유전적, 비유전적 지표(암 특성)를 탐색하였다.

 그룹 1~2B의 직업관련 화학물질에 대해 암 특성에 따라 관련 발암관련 

기전을 분류한 결과 가장 많은 빈도를 보이는 기전은 유전독성 관련 특

성으로 나타났으며, 그 외 세포 증식, 사멸 또는 영양 공급의 변화와 

(대사적으로 활성화된) 전자친화성 관련 특성이 확인되었다.

2) 실험동물의 생체 시료를 활용한 흡입독성시험자료의 전암 병변 

관련 마커 분석

 흡입독성연구센터에서 실시한 기존 실험의 시료로 보존된 랫과 마우스

의 간 조직을 활용하여 일반 HE 염색을 실시하여 정상조직, 전암 병변 

및 종양 조직 등을 살펴보고, 전암 병변 마커(GST-P)와 세포 증식 마

커(PCNA)를 이용하여 면역조직화학염색을 실시하였다. 

 마우스의 경우 두 가지 마커 모두 2년 동안 Tetrachloroethylene에 

노출해 HE 염색 상 종양 또는 foci/hyperplasia가 확인된 개체의 시

료에서 다량 발현이 되었고, 90일간 시험물질을 노출시켰지만 정상으로 

확인된 시료에서도 정상 시료보다 많은 양이 발현되었다. 랫의 경우 2



요약문

iii 

년 사육한 정상동물의 간 시료 중 HE 염색에서 foci/hyperplasia가 

확인된 경우 GST-P 양성 foci 형성 개수가 증가하였고, 90일간 

Heptan-1-ol에 노출한 간 시료에서 foci는 형성하지 않았으나, 소규

모의 양성 발현 부위가 증가하였다. 이를 통해 HE 염색에서 확인하지 

못한 초기 전암 병변의 파악 가능성을 확인했다.

3) 화학물질, 의약품 등의 발암성 관련 최신 연구를 고려한 기관 내 

발암성 스크리닝 방식의 제고

 흡입독성 발암성 시험의 효율적 운용을 위해 스크리닝(시험물질의 선정 

관련)을 위한 적용 방식을 추가 탐색하였다. 문헌 조사를 통해 유전독성 

양성 결과 등의 발암 관련 MOA와 효력을 포함하여 최종 세 가지의 분

류를 고려할 것을 제안하였다.

3. 연구 활용방안

 향후 발암성 스크리닝 연구를 추가해 발암성 확인을 위한 흡입독성시험

의 효과적인 물질 선정을 위한 자료로 활용

 기존 흡입독성시험의 잔여 시료를 이용한 추가 실험을 통해 화학물질에 

의한 독성 데이터의 보조적 생산 및 응용

4. 연락처

- 연구책임자 : 산업안전보건연구원 흡입독성연구센터 연구위원 조은상
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Ⅰ. 서 론

1. 발암의 연구

1) 암 연구의 변화

(1) 분자생물학과 암 연구

암(Cancer)에 대한 연구가 시작된 이래 분자생물학의 발전과 함께 암에 대

한 연구 방식이 급격하게 진행되어 왔다. 암세포를 이용한 동물모델 실험을 

통해 처음 암과 관련된 유전자가 발견된 이후 암 연구는 유전자의 변화에 절

대적으로 영향을 받는 것으로 인지되었다(Bishop and Weinberg, 1996). 

또한 대부분의 포유류 세포와 동일하게 사람에서의 종양 발생도 정상의 세포

가 고도로 분화되는 악성 신생물로 변환하도록 유도되는 유전적 변화를 동반

하는 다단계의 과정이라고 알려져 있다(Hanahan and Weinberg, 2000). 

그러나 많은 연구에도 불구하고, 암은 정상적인 세포 증식과 항상성의 조절 

이상으로 발생하는 복합적 질환이므로 각 장기나 아형(subtype)에 따른 다양

성은 방대한 복잡성(complexity)을 지니고 있어 기전 간 연결고리를 확인하

기가 쉽지 않다.

(2) 암 특성(Cancer hallmark)의 개념

이에 따라 Hanahan 등의 연구자는 암 연구에 대한 복잡성을 인지하고 총

괄적으로 암세포로 성장하게 되는 6가지의 필수적인 암특성(Cancer hallmark)

을 정의하였다(Hanahan and Weinberg, 2000). 자가성장 가능(self sufficiency 

in growth signals), 증식억제 이상(Insensitivity to anti-growth signals), 
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세포 자가사멸의 회피(evasion of programmed cell death), 제한 없는 복

제력(limitless replicative potential), 지속적인 혈관신생(sustained 

angiogenesis), 조직 침습 및 전이(tissue invasion and metastasis)로 대

표되는 생체의 생리학적 변화들은 암 방어 기전의 무력화를 뜻한다. 또한 이

외 보조적 특성(Enabling charateristics)으로 유전체 불안전성이 알려져 있

다(Hanahan and Weinberg, 2000). 신체에서 유전체를 유지관리하기 위해 

작동하는 모니터링 및 복구 효소 등의 작용으로 사실상 수명 내 돌연변이가 

발생할 가능성은 낮으나, p53 종양 억제 단백질 경로 기능의 이상 등으로 정

상적인 DNA 손상 복구 과정(세포주기 정지 또는 세포자멸 유도)에 오류가 생

기는 경우 결과적으로 돌연변이 세포의 생성을 허용하게 된다(Lengauer et 

al., 1998; Levine, 1997).

위의 6가지 변화와 유전체 불안전성에 의해 암이 되는 과정은 다양하고 가

변적이다. 특정 종양 유전자 또는 억제 유전자의 돌연변이는 종양 발생 단계 

중 초기나 후기 어디에서나 발생할 수 있고, 6가지 특징이 종양의 특정 진행

단계에 발생한다고 설명하기 어렵다. 또한 각 특징은 동일한 유형의 종양이라 

하더라도 다를 수 있고 서로 다른 특징에 영향을 미칠 수 있다(Hanahan 

and Weinberg, 2000). 그럼에도 불구하고, 다양한 분자생물학적 연구를 통

해 세포의 성장과 관련된 여러 신호체계가 공유되고, 형성된 암세포와 암 조

직을 구성하는 다양한 세포 유형(섬유아세포, 면역세포, 내피세포 등)의 협력 

관계가 중요하다는 것이 알려지게 되었다(Hanahan and Weinberg, 2000).

해당 연구자들은 이후로 세포 내 에너지대사의 통제해체(Deregulating 

cellular energetics) 및 면역세포(T/B 림프구, 대식세포, NK 세포)에 의한 

파괴회피(Avoiding immune destruction)를 추가로 발표하였고, 지난 연구

에서 소개되었던 유전체의 불안전성과 변이 및 종양 촉진 염증 또한 논의되었

다. 또한 다양한 세포 유형에 종양줄기세포(tumor stem cell, CSC)가 추가

되어 종양미세환경(tumor microenvironment)의 개념이 정립되었다(Hanahan 

and Weinberg 2011).
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그러나 연구자들은 2022년 새로운 연구를 통해 지난 연구의 개념을 망라

하여 새로운 암특성을 제안하였다(그림 I-1). 새로운 네 가지 암특성 및 보조

적 특성은 표현형 가소성 해제(Unloncking phenotypic plasticity), 비변이 

후생재프로그래밍(Nonmutational epigenetic reprogramming), 다형성 

마이크로비옴(Polymorphic microbiomes), 노화세포(Senescent cells) 로 

정의되었다(Hanahan, 2022).

 

[그림 Ⅰ-1] 암특징(Hallmarks of cancer)의 변화

(출처 : Hanahan, 2022)
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(3) 발암원(Carcinogen)과 키 매커니즘

국제암연구기관(International Agency for Research on Cancer, 

IARC)에서 분류한 Group 1 발암물질은 대부분 25년 전에 검토된 것으로 알

려져 있다(Smith et al., 2016). 그러나 이후의 많은 연구들을 통해 기존의 

분류된 발암물질들이 다른 장기 또는 별도의 노출 시나리오를 통해 암을 유발

한다는 사실이 알려지게 되었다(Cogliano et al. 2011). 또한 IARC는 보고

서(100A-F)를 통해 Group 1 발암물질에 대한 새로운 리뷰 및 업데이트를 

실시하였다. 해당 업데이트를 통해 암 유해성 결정을 위해 시스템적 방식이 

전반적으로 이용되지 않았고, 기존의 발암 물질들이 공통적인 특성을 공유한

다는 것이 알려졌다. 많은 사람 발암 물질들은 발암의 각 과정에서 다양한 생

물학적 변화를 일으키는 매커니즘을 갖는데, 기존의 발암 과정에 대한 연구들

은 initiator, promoter를 특정한 화학물질 자체로 설명해 왔다. 또한 발암

의 단계별 발달에서 관찰되는 형태학적 변화가 유전적 변화와 관련 있는 것으

로 확인되었다. 그러나 최근 연구되는 암의 특징은 이와 달리 특정 화학물질

이나 형태학적 변화에 의한 구별이 아닌, 유전자 발현과 세포 내 신호전달 체

계의 변화로 귀결되고 있다(Hanahan and Weinberg, 2011). 화학물질의 

특성에 의해 종양 세포와 신생물이 특징이 관련될 수 있지만 이것이 꼭 암을 

뜻하는 것은 아니고, 또한 전산독성학 연구에 의하면 암을 유발한다고 알려져 

있는 화학물질이 표적 또는 경로를 변경하는 발암 기전을 갖는다는 것이 연구

되었다(Kleinstreuer et al. 2013). 

최근 IARC에서 개최된 워크샵을 통해 Group 1 발암물질에 의한 암생성 

메커니즘들이 논의되었고 현재 알려진 발암물질은 해당 10가지 매커니즘 중 

적어도 한 개 이상의 특징을 보인다고 알려지게 되었다(Smith et al., 2016). 

또한 IARC 모노그래프를 통해 논의된 몇몇 물질들은 이러한 매커니즘적 분

류를 적용하여 작성되었다(Loomis et al., 2015). 아래 표를 통해 논의되었

던 발암원의 주요 특징을 정리하였다 <표 I-1>.
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특  징 예  시

1. 전자친화성(Electrophilic) 
또는 대사적 활성화

 전자친화적 구조(에폭시드, 퀴논 등)
 DNA 및 단백질 부가물을 형성할 수 있는 

모화합물이나 대사산물

2. 유전독성
 DNA 자체의 손상, 삽입
 유전자 돌연변이
 세포유전학적 변화

3. DNA 복구과정의 변경 또는 
유전체 불안전성 유발

 DNA 복제 또는 수리과정의 변경

4. 후생유전적 변화 유발
 DNA 메틸레이션
 히스톤 변형
 microRNA의 발현

5. 산화적 스트레스 유발
 산소라디칼
 산화적 스트레스
 DNA나 지질 등의 고분자에 대한 산화적 손상

6. 만성 염증 유발
 백혈구 증가
 Myeloperoxidase 활성
 Cytokine 또는 chemokine 생성 변화

7. 면역 억제력
 면역감시(immunosurveillance)의 감소
 면역체계기능 장애

8. 수용체 매개 효과의 조절
 수용체의 비활성화/활성화
 호르몬 등 내인성 리간드의 변화

9. 불멸화(Immrtalization)의 
원인

 노화(senescence) 억제
 세포 전환(transformation)

10. 세포 증식, 사멸 또는 영양 
공급의 변화

 세포증식 증가
 세포사멸 감소
 성장인자 변경
 세포 복제/주기 조절 관련 에너지/신호경로 변경 

<표 Ⅰ-1> 발암원(Carcinogen)의 알려진 특징

* 출처 : Smith et al., 2016
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2) 발암원의 분류

IARC, UN(GHS), EU 등 다양한 국제기구에서 발암물질 또는 의심물질에 

대해 지속적으로 분류하여 발표하고 있다. 이 중 IARC는 monograph 130

권을 통해 발암 기전적 증거의 적용에 대한 우선적(색칸) 판단법을 아래 표와 

같이 별도로 공개하였다(IARC, 2022).

증거의 종류 (Stream of evidence)
증거의 강력함에 

기반한 분류사람
발암성 증거

실험동물 
발암성 증거

기전적 증거

충분(Sufficient) 불필요 불필요
사람에 발암성 있음

(Group 1)제한적/불충분
(Limited/Inadequate)

충분
강력(b,1)

(사람 노출)

제한적 충분
강력(b,2-3)

제한적/불충분
사람에게 암을 

유발할 개연성이 
높음

(Group 2A)

불충분 충분
강력(b,2)

(사람 세포/조직)

제한적 덜 충분 강력(b,1-3)

제한적/불충분 불필요
강력(a)

(기전적 분류)

제한적 덜 충분 제한적/불충분

사람에게 암을 
유발할 가능성이 

있음
(Group 2B)

불충분 충분
강력(b,3)

제한적/불충분

불충분 덜 충분 강력(b,1-3)

제한적 충분
강력(c)

(사람에서 작동안함)

불충분 충분
강력(c)

(사람에서 작동안함)
사람에의 발암성을 

분류할 수 없음

<표 Ⅰ-2> IARC 분류의 기준

* 사람에서의 발암이 가장 큰 증거가 됨

** 실험동물에서의 종양 부위가 충분히 사람과 관련이 없다는 근거가 있어야 실험동물에서 종양이 

확인되었으나 사람과 관련이 없다는 증거로 인정받을 수 있음.
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또한 해당 표에 따른 판단을 위하여 고려해야 할 기전적 증거에 대한 별도

의 해설을 표시하였다. 특히 강한(Strong) 에 해당하는 효력 및 증거의 강도

와 관련하여 다음과 같이 설명하고 있다. “여러 시스템을 이용한 실험의 결과

가 일관적이거나, 주요 기전의 억제를 통해 종양이 억제된다는 실험적 증빙이 

존재하거나, 한 종류 이상의 포유류에 대한 다양한 끝점 확인 연구가 포함된

다. 정량적 구조활성, 사람이 아닌 포유류 세포 실험, 비포유류 실험은 자체로 

강력한 증거라 할 수 없지만 여러 종의 다른 시스템을 이용한 일관된 시험 결

과는 강력한 증거로 볼 수 있다.”(IARC, 2022)

이러한 기전적 분류는 세가지 세부 항목(a~c)으로 다시 분류되는데, 위의 

표에서 a로 표기된 부분은 해당 물질이 포함된 정량적 구조활성을 공유하는 

화학물질군(class)에서 group 1 또는 2A로 확인된 물질이 존재하는 경우를 

말한다. b로 표기된 부분은 발암원의 특징을 확인할 수 있는 강력한 증거들을 

말하며, b.1은 인간에게 노출되어 특정 유형의 암으로 나타난 경우, b.2는 인

간 유래의 세포/조직 또는 ex vivo로 노출된 사람의 시료에서 발암의 증거가 

확인된 경우, b.3은 인간 유래의 세포/조직을 이용하여 실험을 통해 증거를 

획득한 경우를 말한다. c로 표기된 부분은 실험동물에서 발암성의 기전이 확

인되었지만 사람에서는 작동하지 않는 기전을 포함하는 경우를 말한다(IARC, 

2022). 

제한적(Limited) 또는 불충분한(Inadequate) 증거에 대한 설명도 함께 수

록되어 있는데, 제한적 증거는 연구의 범위, 실험의 종말점, 종차에 대해 좁은 

범위의 연구가 이뤄졌을 경우이거나, 동일한 실험 설계에 대한 비일관적인 결

과가 존재하는 경우를 말한다. 불충분한 증거는 자료가 거의 없거나, 실험의 

설계나 결과의 완성도가 적절하지 않은 경우를 말한다(IARC, 2022).
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2. 간의 발암과 전암 병변의 확인

1) 간암의 과정과 전암 병변

사람에서 간의 암종은 바이러스 감염, 지속적인 알콜 섭취 및 만성 염증성 

간질환과 밀접하게 연관되어 있다. 특히 만성 염증성 간질환에 의한 상처-치

유 반응의 반복을 통해 섬유화 또는 간경변이 유발되는 것으로 알려져 있다 

(Farazi and DePinho, 2006). 간의 암종을 유발하는 대표적인 화학물질은 

알콜(Alcohol)로, 지속적인 알콜 섭취는 단핵구의 활성화를 통해 염증성 사이

토카인의 생성을 유발하고, 내독소의 농도를 증가시켜 간세포의 생존에 영향

을 미치는 다양한 케모카인 및 사이토카인을 방출하는 쿠퍼세포를 활성화 시

키는 것으로 알려져 있다(McClain et al., 2002). 이 외 다양한 원인에 의하

여 간암이 발생하지만 발생되는 매커니즘은 일반적으로 아래 [그림I-2]를 따

르는 것으로 알려져 있다.

 

[그림 Ⅰ-2] 간암 발생 과정의 기전

(출처 : Parazi and DePinho, 2006)



Ⅰ. 서론

11

또한 간암 발생의 형태학적 모식에 따르면 지속적인 간세포 손상 및 재생

이 반복되며 만성적 간질환을 초래하게 된다. 재생을 위해 형성되는 과형성 

결절은 정상적 간세포의 특성을 갖고 있으나 어떠한 원인에 의해 비정상적인 

세포 특성(clear cell change, nuclear crowding)을 갖는 악성 이형성 결절

로 진행될 수 있으며, 이는 간 지주(trabecular)의 비후로 연결되어 비정상적

인 간 구조를 형성하게 된다. 이러한 이형성 결절은 명백하게 간암으로 진화

할 수 있고 주변 섬유질 기질 또는 혈관을 침범하여 때때로 전이되기도 한다

(Farazi and DePinho, 2006). 사람 간암에서 주요 유전체적/비유전체적 변

화는 TP53, Beta-catenini, ErbB 수용체군, MET 및 HGF, p16(INK4a), 

E-cadherin, cyclooxygenase 2(COX-2)를 포함하는 주요 종양유전자 및 

종양 억제유전자의 조절실패를 포함한다(Farazi and DePinho, 2006; 

Okuda, 2000).

[그림 Ⅰ-3] 간암 발생과 진행의 조직병리학적 모사

(출처 : Parazi and DePinho, 2006)
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2) 간암(Hepatocellular carcinoma) 확인을 위한 다양한 모델

In vitro 시험의 경우, 다양한 종류의 사람 및 동물 유래 간암세포주가 이

용되고 있다(Blidisel et al., 2021). 기존에 가장 많이 이용되었던 HepG2 

세포주를 비롯해 C3A, HepaRG 및 Hepa1-6 세포주 등이 각 세포주의 특

징에 따라 이용되고 있다. 최근 3차원-모델(3D-model)이 개발되어 기존 

2D-모델에 비해 다양한 생체 내 조건, 진행 프로세스 및 미세 환경 조성 등

에서 실제의 암조직과 비슷한 보존력을 가져 다양하게 이용되고 있다. 이러한 

3D-모델은 co-culture, 스페로이드, 오가노이드 등을 포함하며 특징에 따라 

다양한 독성 및 약물 효능 연구에 이용되고 있다(Blidisel et al., 2021).

[그림 Ⅰ-4] HCC 연구를 위해 개발된 in vitro 모델

(출처 : Blidisel et al., 2021)
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동물을 이용한 In vivo 모델은 대부분 설치류를 이용하여 제작되고 있고, 

특히 마우스는 종양 발생 및 성장 과정의 생물학적 이해, 항암과 관련된 치료

제의 임상 전 평가 및 간암 발생의 연구를 위해 다양하게 이용되어 왔다(Yim 

et al., 2020). 이 과정에서 마우스의 종(strain)이 많은 영향을 미치게 되는

데 C3H, CBA, DBA/2 마우스 종의 경우 자연적 또는 화학적으로 발생시키

는 간암에 민감하게 반응하는 반면, C57/BL6, BALB/c, A/J 등의 마우스 종

은 더 저항성을 갖는 것으로 알려져 있다(Maronpot, 2009).

대표적으로 화학물질을 이용하거나 암세포이식(Xenograft model)을 이용

한 방법등이 알려져 있는데, 이 중 화학적인 방식은 Diethylmitrosamine, 

DEN), Aflatoxin, Carbon tetrachloride, Dimethylmitrosamine 및 

Thioacetamide를 이용하여 HCC를 유발하며, 암의 유도에 오랜 시간이 걸

리지만 오히려 이를 통해 염증성 반응과 섬유조직의 자극을 통한 미세환경 조

성이 촉진되는 장점이 있다(Macek Jikova et al., 2019). 또한 각 화학물질

의 카테고리에 따라 DNA의 구조적 변경을 유발하는 유전독성형(genotoxic)

과 DNA 변화를 유도하는 능력은 없으나 간독성에 이어 간암 형성을 유도하

는 프로모터(promotor) 타입으로 분류되기도 한다(Heindryckx et al., 

2009).

3) 암과 전암 병변의 단계적 진행과 탐색

(1) 간암 병변의 조직병리학적 특징

사람의 HCC는 이질적(Heterogeneous) 특성을 갖고, 일반적으로 국소적

인 비정상/미성숙 간세포의 부위는 1mm를 기준으로 초점(foci) 또는 결절

(nodule)로 구별되며, 세부적으로 세포 크기 및 이형성의 정도에 따라 다시 

구별된다(Schlageter et al., 2014). 설치류의 HCC는 대체로 사람에서의 형

태와 비슷하나 랫의 경우 대체로 지주형(Trabecular) 성장 패턴을 보이며, 

대부분 출혈, 괴사, 색소 침착, 혈관확장 및 지방 변성을 동반한다(Toolen et 
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al., 2010). 아래와 같이 비임상 독성시험에서 확인되는 랫 및 마우스의 전암 

병변과 암의 형태학적 특징도 잘 알려져 있다.

[그림 Ⅰ-5] 간 전암 병변 및 암 병변의 형태(랫, 마우스)

(출처 : Thoolen et al., 2010)

또한 설치류의 간암에서 간 지주를 구성하는 형태는 낮은 정도의 악성을 

나타내고, 많은 유사분열상과 핵의 이형태, 낭포성 변화 및 괴사 부위에 따라 

악성도가 달라지는 것으로 알려져 있다(Becker, 1982; Thoolen et al., 

2012). 치료제 연구 목적의 마우스 전암 병변 및 HCC의 형태는 잘 구분되어 

있으며, 간암 모델 마우스의 전암 병변과 암의 형태학적 특징도 잘 알려져 있

다(Henderson et al., 2018) [그림 I-5]
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[그림 Ⅰ-6] 화학적으로 유도된 마우스 간암의 형태학적 특징

(출처 : Henderson et al., 2018)

(2) 전암 병변의 탐색

전암 병변의 탐색을 위해 연구되고 있는 다양한 효소(enzyme) 또는 이소

효소(isoenzyme) 중 글루타티온 S-전이효소(Glutatione-S -transferase, 

GST)는 단일단량체 또는 이형단량체로 구성된 효소로, 아미노산 서열의 유사

성, 유전자 구조 및 면역 교차 반응에 따라 7개의 서브클래스를 갖는다

(Strange et al., 2000; Morel et al., 2004). 일반적으로 GST는 조절 관련 

키나아제(kinase)과 밀접하게 연관되어 세포 증식, 분화 및 죽음에 관여하는 

수많은 경로를 조절하여 세포 보호 및 조절 기능을 통해 암세포의 증식 또는 

죽음에 중요한 역할을 한다(Vasieva, 2011; Pajaud et al., 2015; Cui et 

al., 2020). GST의 서브클래스 중 하나인 GST-P는 정상 성체 랫의 간 조직

에서 거의 존재하지 않으나, 전암병변 및 종양세포에서 극적으로 증가하여 화

학물질을 이용한 중기 발암성 시험에서 중요한 발암 관련 마커로 활용되고 있

다(Sato et al., 1984; Marche-Cova et al., 1995; Satoh and 

Hatayama, 2002; Tsuda et al., 2003; Uda et al., 2006; Tsuda et al., 

2010; Qian et al., 2013). 지난 연구들에 의해 다양한 비유전적 또는 유전
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적 기전을 갖는 화학물질 또는 수술적 절제에 의해 랫의 간조직에서 단일 세

포, 몇 개 또는 몇십개의 세포덩어리(focus~foci) 수준 및 간의 전체 엽에 

GST-P가 발현되는 것이 확인되어 연구에 활용되어 왔다. [그림 I-7]

또한 화학물질에 의한 간암 발생 시 epoxide hydrolase, GST 및 

UDP-glucuronyltransferase 등 phase II 관련 간효소의 변화를 동반한다

고 알려져 있다. 따라서 GST-P는 유영한 전암 병변의 형성을 확인할 수 있

는 발암성의 확인 및 발암원 또는 발암원에 의한 변화를 스크리닝 할 수 있는 

도구로 이용될 수 있다(Ito et al., 1996; Tsuda et al., 2010).
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[그림 Ⅰ-7] 다양한 화학물질에 의한 간 전암 병변(foci 및 nodule)의

GST-P 발현 양상

(출처 : Marche-Cova et al., 1995; Satoh and Hatayama, 2002; Tsuda et al., 

2003; Tsuda et al., 2010; Qian et al., 2013)
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3. 연구 필요성 및 목표

1) 연구 필요성

랫 및 마우스 등 동물을 이용한 발암성 독성시험은 장기간의 시험기간을 

요구하기 때문에 실험 인력, 시간, 자본 등의 제한 요소가 있다. 이에 화학물

질의 발암성을 용이하게 스크리닝하기 위한 생체 내 시험 등이 계속 연구되어 

왔고, 그 중 일부 장기에서 전암성 이벤트를 확인하는 것이 발암성의 명백한 

증거로 인정되고 있다.

이 중 간에서의 전암 병변 바이오 마커로 glutathione S-transferase 

P-form (GST-P)이 연구되어 유전자 분석 및 면역 염색 등을 통해 종양 이전 

전암 병변 단계를 확인 가능하게 하였으며, 중단기 발암성 시험에서도 활용되

고 있다. 또한 기존의 설치류를 이용하는 발암성 독성시험에서 소규모 또는 

초기의 전암 병변은 헤마톡실린 및 에오신 염색을 통해 현미경으로 확인이 어

려울 수 있으나, GST-P의 발현 여부을 통해 이를 확인할 수 있다.

따라서 GST-P를 적용한 면역 염색을 통하여 화학물질 발암원에 의한 정량

적 분석을 실시 및 기존 진단과 비교하여 발암 물질의 조기 파악 가능성을 확

인할 필요가 있다.

이 연구를 통해 흡입독성시험에서 확인할 수 있는 화학물질에 의한 간 병

변을 조기에 탐색할 수 있도록 기반 마련을 하고자 한다.

2) 연구 목표

흡입독성센터 내 생체 내(in vivo) 독성시험 자료 분석을 통한 간의 전암 

병변 조기 발견 가능성 탐색 : 1건
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Ⅱ. 연구 방법

1. 발암성 스크리닝 관련 최신화 연구 조사

1) 사람 발암원의 특징

기존 알려진 문헌 중 사람 발암원의 10가지 특징(Key characteristics, 

KCs)을 고려하여 IARC 모노그래프에서 논의되었던 발암성 물질 등을 재분

석했던 문헌을 중심으로 재분석 기준과 분류 방식을 탐색하였다. 기존 연구를 

통해 IARC 100F-118까지 chemical agents and related occupation에 

대한 분석이 실시된 바가 있다(Krewski et al., 2019). 이를 참고하여 IARC 

monograph(119-130)에서 리뷰되었던 직업성 요인을 갖는 화학물질을 추

가하여 발암원의 특징에 따라 분류하였다. 또한 발암원인 화학물질을 분류 시 

아래의 사항을 고려하여 실시하였다.
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고려점 설명

1. 발암원 
카테고리 
판정 자료의 
상태

 IARC monograph에서 분류된 발암원 중 재분류 시 카테고리가 
변화하는 경우가 있음.
 보편적으로 group 1,2A의 경우 해당 발암원의 특징이 잘 분류되어 

있거나, 많은 연구를 통해 문헌이 다량 존재함.
 Group 2B, 3의 경우 상대적으로 자료가 빈약하여 판단의 충분한 

근거로 부족하다고 판단되는 경우가 빈번하므로 고려 필요.

2. 발암원 
카테고리 
판정 시 특정 
기전 중심 
유무

 IARC monograph에서 현재 분류된 카테고리 2A중 
tetrabromobisphenoa A 등은 분류 시 기전연구 방식에 기반하여 
분류
 최근 발간된 미국독성프로그램(NTP) 리포트에서 Antimony trioxide 

및 Haloacetic acid 의 발암성 카테고리 분류 시 기전 중심으로 판단

3. 관련 기전의 
복합성 또는 
단일성

 화학물질 발암원은 물질에 따라 단일 기전과 관련되거나 여러 기전에 
동시에 관련되기도 함.
 Tetrabromobisphenoa A은 체내 수용체 조절능을 가지며 그 외 다른 

특징과도 관련되어 있음. Ethylene oxide의 경우 유전독성물질로 
알려져 있고, TCDD는 단일 수용체 조절, Etoposide는 DNA 리페어 
과정 변화시키는 단독 기전으로 알려짐. 발암 유발 바이러스에 의한 
경우 세포불멸화 단일 기전이며, 특정 약물의 경우 태생적으로 면역억제 
기전을 가짐.

4. 비발암원과의 
연관성

 직접적인 발암 기전이 아니더라도 발암 기전의 일부를 유도하는 
비발암원과의 조합에 의하여 발암 기전이 발생할 수 있음

5. 참고자료의 
중요도

 발암원의 카테고리 판단을 위한 문헌 검색 시 여러 기전에 대한 조사 
결과가 나올 경우 기전의 우선순위는 존재함. 산화적 손상, 생체 내 
만성 염증, 면역 억제, 세포 증식/사멸/영양공급 관련 기전은 
보편적으로 중요도를 높게 가져감

<표 II-1> 발암원 분류 시 고려점

참고 : Guyton et al., 2018A/B
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2. 생체 시료를 활용한 시험 조건의 확립 및 분석

1) 시험군의 구성

시험군은 단일 성별(수컷)의 정상 및 양성대조군 랫/마우스의 간조직을 시

험 기간에 따라 분류한 후 해당 군 별 3~4개체를 확보하여 시험군을 구성하

였다.

군
노출 물질
(노출농도)

기존 진단
(HE 염색)

시험종/시험기간

MC-2y 없음 정상조직 마우스/1.5년

MT-2y
Tetrachloroethylene

(400 ppm)
종양조직 마우스/1.5년

MT-2y-F
Tetrachloroethylene

(400 ppm)
foci/hyperplasia 마우스/1.5년

MT-90
Tetrachloroethylene

(400 ppm)
정상조직 마우스/90일

RC-2y 없음 정상조직 랫/2년

RC-2y-F 없음 foci/hp 랫/2년

RC-90 없음 정상조직 랫/90일

RT-90A
Diethylbenzene

(160 ppm)
정상조직 랫/90일

RT-90B
Heptan-1-ol

(90 ppm)
정상조직 랫/90일

<표 II-2> 시험군 구성 설명
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2) 일반 조직병리 검사

기존 연구과제에서 실시했던 방법과 동일하게 일반 조직병리 검사를 위한 

슬라이드를 제작하였다(조은상 외., 2019). 기존 시험이 종료된 후 파라핀으

로 덮어 표면이 보호된 파라핀 블록을 사용하여 유리 슬라이드를 제작하였다. 

파라핀 블록의 상태가 양호하지 않은 경우, 10% NBF (Normal buffered 

formalin)에 보관되어있던 랫 또는 마우스의 간 조직을 이용하여 흡입독성연

구센터 내 표준작업지침에 따라 제작하였다. 먼저 수세 후 조직전처리기

(Tissue processor, Leica, Germany) 및 포매기(Tissue embedding 

center, Leica, Germany)를 이용하여 파라핀 블록을 제작하였다. 이후 미세

박절기(Tissue microtome, Leica, Germany)를 이용해 3~4um의 두께로 

박절 후 유리 슬라이드에 올려 건조하였다. 건조된 슬라이드는 자동염색봉입

기(Automatic stainer, DAKO, Denmark)를 이용하여 Hematoxylin 및 

Eosin 염색 및 봉입을 실시하였다.

3) 면역 조직화학 염색을 이용한 마커 확인

기존 연구과제에서 실시했던 방법에 약간의 수정을 하여 면역 조직화학 염

색을 위한 슬라이드를 제작하였다(조은상 외., 2019). 면역 조직화학 염색을 

위해 5~6um의 두께로 파라핀 블록을 미세 박절 후 유리 슬라이드에 알콜 및 

자일렌 대체제를 처리하고 항원 복원(Antigen retrieval)을 실시하였다. 이후 

3% 과산화수소 용액을 이용해 내재성 효소를 억제한 후 1차 항체

(Anti-GST-P / Anti-PCNA antibody)에 반응 후 ABC complex 방식을 

이용하여 2차 항체 및 발색효소(peroxidase substrates)를 사용해 면역염색

을 실시하였다(Vectastain ABC kit, Vector laboratories, Burlingame, 

CA, USA). 또한 1차 항체를 처리하지 않은 음성 대조를 통해 실험이 적절하

게 진행되었음을 확인하였다. 면역 조직화학 염색을 위해 이용된 항체 및 시

약의 상세 정보는 아래 표로 정리하였다.
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시약명 제조사/품번 기타

Anti-GST-Pi
Abcam

(ab138491)
1:100-200
 dilution

Anti-PCNA antibody
Abcam

(ab92552)
1:200-500
 dilution

Antigen retrieval buffer
Vector

(h-3300)
100x dilution

Vectastain ABC kit
Vector laboratories

(PK-6200)
-

DAB substrate kit
Vector laboratories

(SK-4105)
-

<표 II-3> 이용 시약 및 항체 상세 정보

* 항체 등의 희석은 전용 버퍼 또는 PBS를 이용

4) 이미지 분석과 발현 정량화

염색된 일반염색 및 면역 조직화학 슬라이드에 대해 슬라이드스캐너

(AxiScan Z1, Carl Zeiss, Germany)를 이용하여 전체슬라이드이미지

(Whole slide image, WSI)를 획득하였다. 면역 조직화학 슬라이드의 분석

을 위해 WSI 파일을 그림파일로 변환 후, Image J 프로그램(National 

Institutes of Health, Maryland, USA)를 이용해 색상의 intensity 및 면적

을 정량하였다. 또한 랫의 경우 기존 문헌을 참고하여(Satoh and 

Hatayama, 2002) 추가적으로 GST-P에 대해 10개 이상의 세포수를 기준으

로 foci를 카운트하여 간 조직 면적 대비 분석하여 기존의 이미지 분석과의 

차이를 살펴보았다.

데이터는 평균±표준편차로 표시되었다. 발색 정도의 통계학적 분석은 엑

셀 프로그램을 이용하여 분산의 동질성을 검정한 후, unpaired t-test 를 실

시하여 군간 평균의 차이 유무를 검증하였다.
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3. 시험대상 화학물질의 스크리닝을 위한 분류

1) MOA 및 WoE를 고려한 발암성 탐색 방안

화학물질에 있어 발암원 여부의 평가는 현재도 여러 규제에서 일관되게 제

시되고 있지 않다. UN의 화학물 분류에서는 인간에서 발암을 유발하는 화학

물질에 대해 설치류를 이용한 시험법을 기반으로 하여 화학물질 자체의 특성

으로 취급하고 있으나, 그와 함께 사용법, 약동, 종간 차이, 용량 및 MOA를 

함께 참고할 것을 제안하고 있다.

따라서 효율적인 스크리닝을 위하여 기존 문헌 및 EU의 CLP criteria 

guidance 등을 참고하여 설치류를 이용한 장기 시험에 적합하고, 스크리닝

이 용이한 방식의 학물질 분류 또는 범주를 탐색하였다.
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Ⅲ. 연구 결과

1. 화학물질 발암원 관련 연구 최신화

1) 화학물질 발암원과 주요 메커니즘

최근 발간된 IARC monograph (Volume 119 ~ 130)를 중심으로 발암원

으로 확인 또는 연구되었으며, 직업적으로 사용되는 것이 확인된 화학물질의 

분류(Group)를 확인하였다. 해당된 monograph에서 리뷰되었던 발암원 중 

화학물질 및 비화학물질을 포함하여 사람에게 암을 유발하는 것으로 확인된 발

암원(Group 1)은 Opium 및 Benzene, Group 2A는 1,1,1-Trichloroethane 

(CAS number 71-55-6)을 포함하여 11개, Group 2B는 Diphenylamine 

(CAS number 122-39-4)를 포함하여 35개로 확인되었다. 이 중 직업적으

로 관련이 있고, 두 번 이상 리뷰되는 과정에서 관련 발암원에 대한 기전적 

연구 또는 사람에서의 암과 관련된 증거가 확인되어 카테고리가 변경된 화학

물질은 15개로 아래의 표로 정리하였다.
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CAS number 화학물질명 기존 그룹 변경 그룹 관련 정보

71-55-6
1,1,1,-Trichloroet

hane
3 2A

Volume 71 and 
130

924-42-5
N-Methylolacryla

mide
3 2B

Volume 60 and 
130

107-02-8 Acrolein 3 2A
Volume 63, 65 

and 128

4170-30-3 Crotonaldehyde 3 2B
Volume 63, 65 

and 128

62-53-3 Aniline 3 2A
Volume 27 and 

127

90-04-0 ortho-Anisidine 2B 2A
Volume 73 and 

127

91-23-6 ortho-Nitroanisole 2B 2A
Volume 65 and 

127

100-00-5
4-Chloronitrobenz

ene
3 2B

Volume 65 and 
123

88-73-3
2-Chloronitrobenz

ene
3 2B

Volume 65 and 
123

103-11-7
2-Ethylhexyl 

acrylate
3 2B

Volume 60 and 
122

96-33-3 Methyl acrylate 3 2B
Volume 39 and 

122

108-78-1 Melamine 3 2B
Volume 73 and 

119

110-86-1 Pyridine 3 2B
Volume 77 and 

119

57018-52-7
1-tert-Butoxypro

pan-2-ol
3 2B

Volume 88 and 
119

75-35-4
Vinylidene 
chloride

3 2B
Volume 39, 71 

and 119

<표 Ⅲ-1> 직업적으로 사용되는 화학물질의 분류 변경 사항(IARC monograph 119-130)
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또한 그룹 1~2B의 각 화학물질 관련 발암관련 메커니즘을 분류한 후, 알려

진 유발 기전 중 증거의 강함(strong)으로 표기된 내용을 중심으로 화학물질

에서 주요 발암 기전을 도식화 하였다.

분석 결과 강한 연관성을 갖는 기전 중 가장 많은 빈도를 보이는 기전은 유

전독성형으로 나타났으며, 그 외 세포 증식, 사멸 또는 영양 공급의 변화와 

(대사적으로 확성화된)전자친화성을 갖는지가 빈도수가 높았다. 또한 단순히 

기전이 제안되었거나, 중간 또는 약한 관련성을 갖는 기전이 알려진 화학물질

의 경우, 마찬가지로 유전독성형이 가장 많은 빈도를 나타내었다.

[그림 Ⅲ-1] 화학물질의 발암 특징에 따른 기전적 증거 분류

(IARC monograph 119-130)
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2. 생체시료를 활용한 전암병변 탐색 시험 결과

1) 마우스 시료를 이용한 시험 결과

(1) 일반 HE 염색 결과

마우스 간조직의 생체 시료를 미세절편으로 제작하여 일반적으로 이용되는 

HE 염색을 실시하였다. 마우스의 군 별 대표 이미지 및 전체 시료 이미지를 

[그림 Ⅲ-1,2]에 나타내었다. 군 별 이미지에서 MT-2y 및 MT-2y-F 군은 종

양(화살표) 또는 foci/hyperplasia(네모칸) 로 진단된 부분을 현미경하에 확

인 가능하였다.

[그림 Ⅲ-2] 마우스 간 시료의 HE 일반 염색 대표 이미지

(A: MC-2y, B: MT-2y, C: MT-2y-F, D : MT-90, Hematoxylin and eosin staining, 

Whole slide imaging)
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[그림 Ⅲ-3] 마우스 간 시료의 HE 일반 염색 전체 이미지

(A: MC-2y, B: MT-2y, C: MT-2y-F, D : MT-90, Hematoxylin and eosin staining, Whole 

slide imaging)
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(2) 면역조직화학염색(GST-P)을 이용한 결과

면역조직화학염색을 이용하여 GST-P의 마우스 간시료에서의 발현을 확인

하였다. 정상 시료의 경우 혈관과 담관 주변을 중심으로 발현되었으나 종양 

또는 foci/hyperplasia가 있는 시료에서는 혈관, 담관뿐 아니라 주변의 간세

포에도 무작위로 발현된 모습을 보였다.

[그림 Ⅲ-4] 군 별 마우스 간 시료의 면역조직화학염색(GST-P) 결과

A: MC-2y, B: MT-2y, C: MT-2Y-F, D : MT-90, Bar=500um
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(3) 면역화학염색(PCNA)을 이용한 결과

세포증식마커로 알려져있는 PCNA를 이용하여 마우스 간시료에서의 발현

을 확인하였다. 정상 시료의 경우 드물게 세포단위의 발현을 보였으나 종양 

시료에서는 종양 부위 뿐만 아니라 일반 부위에서 세포단위의 발현을 나타냈

다. 또한 foci/hyperplasia가 있는 시료에서도 여러 곳에서 세포단위의 발현

을 나타내었다.

[그림 Ⅲ-5] 군 별 마우스 간 시료의 면역조직화학염색(PCNA) 결과

A: MC-2y, B: MT-2y, C: MT-2Y-F, D : MT-90, Bar=500um
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(4) 면역조직화학염색의 이미지 분석

면역조직화학염색을 이용하여 마우스의 간 시료에서 GST-P 및 PCNA의 

발현을 수치화 하였다. GST-P는 일반 HE 염색에서 정상으로 확인된 시료보

다 종양 또는 foci/hyperplasia가 존재하는 시험물질(Tetrachloroethylene, 

TCE) 노출 시료에서 통계적으로 유의하게 발현이 많이 되었고, 90일간 TCE

를 투여하였지만 일반 HE염색에서 소견을 보이지 않았던 간 시료에서도 정상 

시료보다 많은 양이 발현되었다. PCNA는 통계적 유의성을 보이지 않았지만 

정상으로 확인된 시료보다 시험물질에 노출되고 종양 또는 foci/hyperplasia

가 존재하거나, 90일 노출 시료에서도 발현이 증가했다.

[그림 Ⅲ-6] 마우스 간 시료에서 군 별 마커 발현의 정량 분석
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2) 랫을 이용한 확인 결과

(1) 일반 HE 염색 결과

랫 간조직의 생체 시료를 미세절편으로 제작하여 일반적으로 이용되는 HE 

염색을 실시하였다. 랫의 군 별 대표 이미지 및 전체 시료 이미지를 [그림 Ⅲ

-1,2]에 나타내었다. 랫의 경우 군 별 이미지에서 RT-2y-F군은 

foci/hyperplasia(네모칸)로 진단된 부분을 현미경하에 확인 가능하였다. 해

당 군을 제외한 나머지 RC-2y, RC-90, RT-90A, RT-90B에서는 별다른 병

변을 확인하지 못하였다.
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[그림 Ⅲ-7] 랫 간 시료의 HE 일반 염색 대표 이미지

(A: RC-2y, B: RC-2y-F, C: RC-90, D : RT-90A, E : RT-90B, Hematoxylin and eosin 

staining, Whole slide imaging)
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[그림 Ⅲ-8] 랫 간 시료의 HE 일반 염색 전체 이미지

(A: RC-2y, B: RC-2y-F, C: RC-90, D : RT-90A, E : RT-90B, Hematoxylin and eosin 

staining, Whole slide imaging)
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(2) 면역조직화학염색(GST-P)을 이용한 결과

면역조직화학염색을 이용하여 GST-P의 랫 간 시료에서의 발현을 확인하

였다. 과거 연구를 참고하여(Satoh and Hatayama, 2002; Quin et al., 

2013) GST-P 양성 foci의 기준을 열 개의 세포 이상으로 정하여 foci를 형

성한 시료와 foci를 형성하지 못한 단일~소수 세포 기준의 GST-P 양성 부분

을 각각 확인하였다.

아래 그림과 같이 시험 물질 노출 없이 2년 동안 실험을 실시한 시료에서 

갈색으로 표현된 GST-P 양성 foci (화살표)가 일부 확인되었고, 이에 비해 

90일간 실험을 실시한 시료에서는 양성 foci가 거의 관찰되지 않았으나, foci 

기준(10 cells) 이하의 소수 세포(화살표머리)에서 발현이 다수 확인되었다. 또

한 마우스와 달리 foci/hyperplasia 병변 부위가 아닌, HE 염색을 통해 정상

으로 확인되었던 부위에서 GST-P 양성 foci가 형성된 것을 확인하였다.



Ⅲ. 연구 결과

41

[그림 Ⅲ-9] 군 별 랫 간 시료의 면역조직화학염색(GST-P) 결과

(A: RC-2y, B: RC-2y-F, C: RC-90, D : RT-90A, E,F : RT-90B, Bar=500um)
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(3) 면역화학염색(PCNA)을 이용한 결과

세포증식 마커로 알려져 있는 PCNA를 이용하여 랫 간 시료에서의 발현을 

확인하였다. 모든 시료에서 드물게 세포단위의 발현을 보였고, 발현량이 적어 

실험 기간의 차이 또는 실험 물질에 따른 변화는 확인되지 않았다.

[그림 Ⅲ-10] 군 별 랫 간 시료의 면역조직화학염색(PCNA) 결과

(A: RC-2y, B: RC-2y-F, C: RC-90, D : RT-90A, E : RT-90B, Bar= 500um)



Ⅲ. 연구 결과

43

(4) 면역조직화학염색의 이미지 분석 결과

면역조직화학염색을 이용하여 랫의 간 시료에서 양성으로 나타난 GST-P 

및 PCNA의 발현을 수치화 하였다. GST-P의 경우 문헌에 따라 일정 개수 이

상의 세포가 모여 foci를 형성한 경우 foci를 카운트하여 군별 차이를 확인하

였다. 2년 동안 실험을 실시했던 시료는 정상 시료에 비해 foci/hyperplasia

가 일반 HE 염색에서 관찰되었던 시료에서 GST-P 양성 foci가 많이 발현되

었다. 또한 일정 기준의 세포수를 갖지 못하는 개별 염색 세포 또는 소규모 

foci가 90일 실험 시료에서 다수 발견되어 이러한 양성 부위의 군 별 차이를 

확인하기 위해 면적 대비 intensity 분석을 실시하였고, 2년 시험 시료에 비

해 90일 시험물질 미노출 시료에서 intensity가 감소되었으나, 90일 실험 시

료 중 Heptan-1-ol을 노출시켰으나 정상으로 확인되었던 시료에서 GST-P 

양성 발현 부위가 증가하였음을 확인하였다. PCNA의 경우 양성 발현이 전체 

면적에 비해 적어 군 별 차이를 확인하지 못하였다.
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[그림 Ⅲ-11] 랫 간 시료에서 군 별 마커 발현의 정량 분석

A: MC-2y, B: MT-2y, C: MT-2Y-F, D : MT-90
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3. 발암성 시험 물질의 스크리닝 방식 제고

1) 스크리닝을 위한 첫 번째 범주

흡입독성 화학물질의 설치류 실험을 위해 실험물질을 스크리닝 하는 목적

은 효율적이거나 시사점이 있어야 한다. 화학물질을 관리하는 목적이 아니기 

때문에 해당 화학물질이 발암원인지 아닌지 이분적인 판단은 스크리닝 시점

에서는 불가능하다. 따라서 추후의 판단을 위해 최대한 명확한 기전을 제시하

는 것이 시험 물질 스크리닝의 효율성이라 할 수 있다. 

이를 위하여 Harrison 및 Doe 등의 연구를 참고해 발암에 대한 MOA를 

중심으로 3단계로 분류 하였다(Harrison and Doe, 2021; Doe et al., 

2022). 아래 표와 같이 화학물질의 발암성을 탐색 시 기술적으로 이뤄져야 

할 과정을 정리하였고, 간략하게 일차적으로 타겟 화학물질이 발암 기전에 영

향을 미칠 수 있는지를 우선적으로 확인하여야 하며, 이 때 발암 기전 중 어

느 단계에 포함되는지 함께 고려해야 한다. 

이 범주에서는 직접 또는 간접 영향 여부에 따라 세 가지로 분류하였으며, 

독성 영향이 동반되는지도 추후에 고려해야 할 사항이라고 여겨진다.
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분류
Mode of 
Action

독성 
이벤트

설명/예시

1차
(직접)

Primary or 
Direct

종양 형성을 
유도하는 
돌연변이

(mutation) 
유발

독성 
여부 
무관

 화학물질 노출에 의해 세포가 신생물로 발달하는 
과정을 시작
 또는 발암 과정의 후기에서 작용하는 유전자의 

돌연변이를 증가
 독성이 없을 수 있음
 일반적으로 유전독성시험(Battery)에 의해 평가 

가능

2차
(간접)

Secondary 
or Indirect

발암 경로 
단계를 변경

독성을 
동반할 
수 있음

 화학물질 노출에 의해 간접적으로 돌연변이에 영향을 
미쳐 발생한 암의 비율을 증가
 예시: 세포분열 자극에 의한 줄기세포 분열 증가로 

수용체 활성화등의 돌연변이 세포 확률 증가, 복구 
기전의 억제, 종양 미세환경 변화
 독성이 중요하지 않음.
 in vitro/in vivo 연구를 통한 면역 억제, 세포 증식을 

유도하는 내분비 변화, 세포 증식, 조직병리학적 
변화에 기반하여 평가 가능
 유전독성이 없다는 증거가 있을 수 있음

3차
(부수적)

Tertiary or 
Collateral

발암 경로 
단계를 

변경하는 
독성 유발

독성이 
있음

 화학물질 노출에 의해 독성을 유발하여 발생한 암의 
비율을 증가
 예시 : 줄기 세포 분열의 증가 및 재생이 반복되는 

경우 등의 선택적 독성을 의미함
 in vitro/ in vivo 연구를 통해 세포 손상 및 교체에 

의한 독성 확인하여 평가 가능
 유전독성이 없다는 증거가 있을 수 있음 

<표 Ⅲ-2> MOA 중심으로 분류를 위한 첫번째 범주

* in vitro 결과 또는 고농도의 용량에서 유의미한 in vivo 결과는 증거로 사용하기 부적절함

** 참고 : Doe et al., 2022
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2) 효력의 고려

WoE의 결정을 위해 화학물질의 효력(Potency)를 고려하여야 한다. 이를 

위해 in vitro 시험의 데이터를 in vivo의 결과로 외삽하는 과정(In vivo 

concentration and related effects, IVIVE)이 필요하며, 특히 단기의 생체 

내 시험을 통한 세포 증식 등의 결과가 확인된다면 선량 반응 곡선을 도출해 

낼 수 있다(Doe et al., 2022). Doe 등은 EU CLP 지침(ECHA, 2017)의 동

등성 인자(Equivalency factor)를 이용하여 시작점(Point of departure)을 

중심으로 효력을 고/중/저 로 분류하였다. 문헌을 탐색하여 발암성에 대한 해

당 분류를 위해서는 경구 경로를 중심으로 판단하는 것이 좋다.

경로 고(High) 중(Medium) 저(Low)

경구
(mg/kg BW)

〈 1 1-100 〉100

경피
(mg/kg BW)

〈 2 2-200 〉200

흡입(가스)
(ppm, v/v)

〈 5 5-500 〉500

흡입(증기)
(mg/l, m/v)

〈 0.2 0.2-20 〉20

흡입(분진)
(mg/l, m/v)

〈 0.02 0.02-2 〉2

<표 Ⅲ-3> 노출 경로 별 효력치 적용 예시

* 시작점은 EU Specific Concentration Limits (EC 2019)을 기반으로 하였음.

** 참고 : Doe et al., 2022



GST-P를 활용한 화학물질에 의한 전암 병변 조기 탐색 연구 – 간을 중심으로 -

48

3) 복합 평가

Doe 등의 연구에 따르면 발암에 대한 MOA 및 효력을 포함하여 새로운 3

단계로 분류가 가능하다. A 범주의 물질은 제한적 사용 또는 엄격한 위험 관

리를 요구하고, B 범주의 물질은 발암원으로의 변경이 되지 않도록 관련된 건

강 기반 지침을 필요로 하며, C 범주의 물질은 반복투여 시험을 통해 확인되

는 특정대상 장기독성에 준한 관리 지침이 필요하다(Doe et al., 2022). 

기계적 분류가 어려울 수 있으나 MoA 분류는 간략하게 생체 내 유전독성 

양성 결과가 있다면 1차로 포함시키고, 유전독성이 확인되지 않은 화학물질에 

대해서 표적장기 독성이 종양과 관련 있다는 증거가 없다면 2차로 포함시킬 

수 있다. 효력의 분류시 문헌상 종양의 증가가 명시된 POD를 확인하거나, 종

양의 발생과 관련 또는 예측되는 효과 용량 유무가 판단의 기준이 될 수 있다.

해당 연구에 의한 아래 표는 발암성 화학물질의 사용 및 관리를 목적으로 

작성되었지만, 이를 참고로 하여 발암성 시험을 위한 스크리닝 시 획득된 참

고문헌 등의 자료를 활용하여 선정에 고려할 만하다.

Potency
MoA

고(High) 중(Medium) 저(Low)

1차
(직접)

A A B

2차
(간접)

A B C

3차
(부수적)

B C C

<표 Ⅲ-4> 발암성 평가를 위한 복합 평가 예시

** 참고 : Doe et al., 2022
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Ⅳ. 고찰

1. GST-P의 활용

이전의 연구들에서는 발암물질은 역치가 존재하지 않고, 아주 작은 농도에

서도 변이원성 및 DNA와의 상호작용에 의해 표적 장기 세포에서 비가역적인 

유전적 변화를 일으킬 수 있다고 알려져 왔다(Preussmann, 1984; Tomatis 

et al., 1997). 그러나 이 가설은 현재에 와서 발암물질이 일반적으로 유전독

성과 비유전독성의 두 가지 범주로 분류되고, 비유전독성 범주의 물질에서 후

성유전학적 방식으로 간접적 영향을 미칠수 있기 때문에 선량 임계치를 가질 

수 있다는 연구결과들에 의하여 상충되고 있다. 후자의 경우 선량-반응 곡선

의 모양은 저용량일 때 선형을 지니지 않는다는 다양한 비유전독성 물질의 발

암성 영향에 대한 임계치 개념을 보고한 많은 연구결과들이 존재한다

(Maekawa et al., 1992).

위의 경우들에 대해 다양한 화학물질과 기간의 모델을 이용한 연구에서 

GST-P가 활용되고 있다. 1985년 Satoh를 포함한 연구자 그룹은 GST-P를 

전암병변을 확인하기 위한 새로운 효소 마커로 소개하였고(Satoh et al., 

1984, 1985), Diethylnitrosamine을 비롯하여, 개시자로 알려진 다양한 화

학물질을 이용하여 기간별, 물질별 GST-P의 발현 세포 크기 및 형태를 확인

해왔다(Satoh, 2022). 또한 GST-P의 유전자 구조 분석을 통해 간의 nodule 

및 HCC에서의 초기 간암 발생 과정에서 inhancer에 의한 GST-P 발현의 

기전을 확인하였다(Muramatsu and Sakai, 2006). 그러나, GST-P의 발암

기전 연관에 대해 상반되는 연구 결과들이 존재한다. 과거에는 GST-P가 유

전독성적 기전을 갖는 화학물질에 의해 개시단계 전암 병변에서 명백하게 확

인된다고 알려져 왔으나, 최근의 다른 연구자들에 의하면 GST-P의 발현은 
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개시 단계 이후에는 유전적 기전보다 후생유전학적 기전과 관련있다고 알려

져 있다(Kopp-Schneider et al., 1998). 가장 최근의 연구에서 GST-P 양

성을 보이는 foci 또는 nodule의 형성에 세포 분열의 증거가 확인되지 않았

고, 세포의 괴사가 동반된 경우 발암원에 취약하다는 결과가 보고되었다. 이

러한 결과는 기존의 알려진대로 전암병변 세포가 종양세포의 전구체라는 것

과 일치하지 않고, foci 혹은 nodule에서 종양세포가 유도된다는 것이 최근

의 알려진 연구이다(Kojiro, 2004; Satoh, 2022). 위의 연구에 따르면, 만약 

개시자 이론(유전적 발암기전)에 따라 foci 또는 nodule에서 유전자 변화를 

통해 종양성 세포를 생성한다면, 간세포의 형태변화가 오직 foci 또는 

nodule 에서만 관찰되어야 하는데 실제와 맞지 않기 때문에 이론적으로 종

양성 형태 변화는 비유전성인 것으로 여겨진다고 주장하고 있다(Satoh, 

2022). 또한 자극에 의한 간세포(단일 GST-P 양성 세포)가 세포분열 없이 

작은 foci나 focus로 확장되면 담관의 증식과 관련되어 괴사세포를 포함하는 

nodule이 형성된다고 알려져 있다(Satoh, 2022). 

그 밖의 연구에서 동일 물질(Aristolochic acid)을 이용한 중/장기 시험 

분석을 통해 GST-P의 간 전암병변 마커 능력을 확인하였다(Liu et al., 

2021). 또한 GST-P 양성 foci에서 트랜스페린(Transferrin) 수용체, 

ceruloplasmin 및 metallothionein-1/2 의 변화가 확인되었고, 이는 프로

모터 단계에서 지질과산화 촉진을 포함하는 산화스트레스 반응과 관련이 있

다는 결과가 있었다(Mizukami et al., 2010). 그 외 F344 랫에 Aflatoxin 

B1을 투여한 연구에서 투여 용량 및 기간에 따라 GST-P 양성소의 발현이 차

이가 있으며, 이는 생화학적 변화를 동반한다고 연구되었다(Qian et al., 

2013). 

위의 연구들은 랫에서 이뤄졌으나 마우스 모델을 이용한 GST-P의 활용에 

대한 연구도 이루어졌다. 마우스에서 확인되는 GST의 형태중 II형의 경우 성

체 수컷 마우스에서 주로 발현되며 랫의 GST-P와 면역학적으로 관련있다고 

알려져 있다. 마우스의 성별간 연구에서 일반적으로 수컷에서 암컷보다 
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GST-P가 다량 존재한다고 알려졌고, 테스토스테론을 통해 마우스의 간에서 

GST-P의 발현이 조절될 수 있음이 확인되었으나(Hatayama et al., 1986), 

그러나 마우스에서의 GST-P를 활용한 간의 전암 병변 분석 연구는 찾아볼 

수 없었다.

이번 연구에서 마우스의 경우 간암을 유발하는 것으로 알려진 

Tetrachloroethylene을 이용해 90일 또는 1.5년 흡입 노출한 시료를 활용

하였다. GST-P의 경우 랫 모델에서의 발현은 잘 알려져 있지만 마우스는 참

고 문헌을 통한 사전 정보가 부족하였다. 면역조직화학 염색을 분석한 결과에

서 중심 정맥 주변으로 대조군 및 TCE 노출군에서 GST-P의 발현이 확인되

었다. 대조군에 비해 노출군에서 다량 발현되었고 노출군의 경우 중심 정맥을 

제외한 간 실질 부위에서도 무작위로 발현되었다. 그러나 전암 병변을 확인하

기 위한 목적으로 실시하였으나, 발현 정도 및 위치 확인을 통해 전암 병변과

의 관련성은 살펴보기 어려웠다. PCNA는 대조군과 비슷한 수준에서 세포 단

위로 드물게 발현되어 종양이 확인된 개체라 하더라도 연령 또는 TCE에 의

한 세포 분열의 증가는 확인되지 않았다.

랫의 경우 양성 화학물질군 없이 연령에 의한 확인 또는 종양 미확인 화학

물질에 의한 영향을 탐색하였다. 2년 동안 흡입 노출한 대조군 시료에서 기존 

문헌의 화학물질에 의한 foci또는 nodule과 같은 형태로 GST-P가 발현되는 

모습을 확인하였다. 해당 발현은 HE 염색을 통해 foci 또는 hyperplasia를 

확인한 개체군에서 증가하는 양상을 보였으나, 통계적으로 유의미하지 않았

다. 90일 시험의 시료에서는 일정 수 이상의 foci 형태로 발현되지 않고 단일 

또는 소수의 세포덩어리로 면역염색 된 모습을 확인하였는데, 이러한 소규모

의 발현은 90일 시험군 중 Heptan-1-ol 노출군에서 두드러지게 확인되어 

전암 병변의 초기 형성을 위한 세포 단위의 변화 가능성을 제안할 수 있다. 

그러나 모든 GST-P 양성 foci 또는 nodule이 악성 종양으로 발달하지 않는 

경우도 있어(Satoh, 2022), GST-P 양성 소견을 전암의 증거로 확정할 수 있

는지 추가의 실험이 필요하다. 그러나 이를 감안하더라도 GST-P의 발현 여
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부는 추후 시험 물질의 스크리닝을 위한 확인 사항 중의 한 분류로 활용 할 

수 있을 것으로 생각된다.

2. 동물 실험과 ESG 경영 노력

그동안 OECD에 등록된 TG451, TG453 및 TG452에 따라 화학물질 및 

의약품 등에 대한 규제 및 안전성 확인울 위해 설치류를 이용한 대규모의 발

암성 시험이 이용되어 왔다. 현재까지도 화학물질에 대한 발암의 평가에서 동

물을 이용한 장기 생체 내 시험은 여전히 유용하게 사용되고 있지만, 유럽연

합에서 REACH가 시행된 이후 사업장 등에서 사용되던 독성이 강한 화학물

질에 대한 기준과 보호가 강화됨과 동시에 기존의 화학물질을 대체 또는 우회

하기 위한 새로운 화학물질들이 계속해서 등록되고 있다. 또한 기술의 발전과 

더불어 화학물질에 의한 작업장 내 노출 방식도 지속적으로 변화하고 있는 상

황에서 현존 화학물질 또는 상황에 대한 실험을 실시하는 것은 불가능한 실정

이다. 

또한 기존에 있어왔던 발암성에 대한 동물을 이용한 시험의 과학적 타당성 

및 우려와 별개로, 최근 사회 각 계에 대해 ESG (Environment, Society, 

Government) 경영이 패러다임화 되고 규제 도입이 논의되고 있다. 이는 

2015년 UN에서 발표한 17개의 지속가능한 발전 목표(Sustainable 

Development goals)와 무관하지 않다. 이에 따라 기존의 3Rs 

(Replacemnet, reduction and refinement)을 통해 간접적으로 요구되었

던 실험 동물의 환경적, 사회적 영향 등에 대한 새로운 논의가 필요한 실정이

다. 대표적으로 미국 FDA는 신약 개발 시 필수적으로 요구하던 동물을 이용

한 실험 결과를 더 이상 필요로 하지 않고 이에 따라 제약 회사 등에서 유효

성 평가를 위해 사용하는 특수한 목적의 동물 사용을 줄이고, 실험동물의 숫

자를 감소시킴과 동시에 대체 시험법 등의 도입을 위해 간접적으로 노력하고 

있다(Wadman, 2023). 
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이러한 패러다임에 맞춰 과학적 증거의 손상 없이 동물 시험의 사용 동물

수를 감소 또는 기간의 단축을 위한 연구들이 지속되고 있고, 앞서 제시한 

GST-P를 전암성 병변의 마커로 활용하기 위한 연구도 이러한 노력의 일환으

로 볼 수 있다.

3. 발암성 동물 실험의 대체 및 기전 연구

또한 다양한 연구자 그룹에서 기존의 설치류를 이용한 대규모 발암성 시험 

대신 간접적으로 발암성의 기전을 확인하여 규제 등에 적용할 수 있는 방법을 

연구하고 있다. 최근 지놈 바이오마커를 이용하여 증거가중지 접근을 통해 화

학물질, 농약 및 의약품에 대해 기존의 시험법을 대체할 수 있다는 인식이 늘

어나고 있다. 이 방식은 단기 설치류 연구를 필요로 하지만, 장기 또는 대규

모의 실험 없이 발암에 대한 유전독성 및 비유전독성형 화하물질에 대한 발암 

유해성과 발암 유발 수준을 평가할 수 있고, 현재 미국 EPA 및 환경보건원에

서 팀단위의 연구를 통해 수행되고 있다고 설명한다(Corton et al., 2022).

또한 화학물질의 관리적 측면에서, 장기 설치류 시험의 사용을 줄이고 체외 

및 생체 내 연구를 모두 포함할 수 있는 새로운 접근 방법론 (NAM)에 기반한 

도구들이 우선적으로 채택되게 되었다(Wolf et al. 2019; Doe et al., 2022). 

이러한 방법론적(NAM) 접근에서, 암의 특징(Hanahan and Weinberg 

2000, 2011, 2022)에서 시작된 암의 주요 특성(Key Characteristic of 

cancer) 개념은 현재 발암성을 평가하기 위한 기전적 증거를 식별하기 위해 

다양하게 이용되고 있다(Smith et al. 2016; Guyton et al. 2018A/B; Tice 

et al., 2021). 그러나 발암성 평가를 위한 IATA 구축을 위해 암의 주요 특성

을 이용하려고 했던 연구자 그룹은 해당 개념이 암 외의 질병에도 관여되기 때

문에 발암에의 특수성이 부족함을 지적했고, 또한 암과 암의 주요 특성의 연관 

정도의 수치적 계량이 불명확하기 때문에 지속적으로 다른 정보와의 연계 확

인이 필요하다고 말한다(Madia et al, 2021; Jacob et al., 2020).
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이번 연구에서 암의 주요 특성에 착안하여 2019년 이후 발행된 IARC 

monograph를 분석하여 그룹1 및 그룹 2A, 2B로 알려진 작용물질들과 관련

된 발암 특징을 조사하였다. 가장 많은 관련성을 갖는 작용은 유전독성형으로 

나타났고, 그 외 세포증식 관련 및 전자친화성이 확인되었다. 또한 중간 또는 

약한 관련성 및 제안된 관련성에서도 유전독성형(genotoxic)이 가장 많은 연

관성을 갖는 것으로 나타났다. 이와 관련, 암의 주요 특성과 관련된 기존의 

연구에서 Krewski 등은 IARC monograph의 분석을 통해 사람에게 발암성

이 있는 것으로 확인된 Group1에 포함된 86개의 작용물질(agent)를 조사하

였다. 해당 연구를 통해 대부분의 그룹 1 작용물질이 다중적 특징을 가지며

(Krewski et al., 2019), 그룹 2B 또는 그룹3의 대다수 작용물질은 하나 이

하의 주요 특성이 알려져 있다고 연구했다(Guyton et al., 2018A). 또한 가

장 일반적인 주요 특성은 유전독성형으로, 대부분의 발암 작용물질이 해당 특

성을 갖고, 심지어 비 유전독성의 기전을 통해 작용하는 바이러스 등의 작용

물질조차 만성 염증 및 산화적 스트레스를 통한 2차 이벤트로 세포독성 및 

유전자 변이를 보인다고 주장하였다(Krewski et al., 2019). 또한 그룹 1 작

용물질을 판단하기 위한 증거 자료의 대부분이 사람 및 동물을 이용한 체내, 

체외의 다양한 실험을 통해 획득되었고. 동물과 사람 데이터의 일치성이 유전

독성과 관련된 많은 작용물질에서 확인되었다고 말한다(Krewski et al., 

2019). 또한 초기의 monograph 분석 연구에 비교해 최근의 그룹 1 작용물

질에서 후생유전학적 변화가 자주 확인되었고(Herceg et al., 2013), 이는 

기존의 유전독성형 작용물질의 확인데서 제외된 후생유전적 특성이 많이 연

구된 결과로 여겨지며, 작용물질에 대한 발암의 판단시 종합적인 독성학적 판

단과 증거 자료의 분석이 필요하다고 하였다(Krewski et al.,2019). 

최근 발암 관련 연구에서 기전적(mechanistic) 연구가 대다수를 차지하고, 

또한 규제적 측면에서도 기전 연구에 기반하여 시험법 등을 개정하고 있다. 

그러나 장기 설치류 실험은 일반적으로 최대허용량치(MTDs) 수준에서 수행

되며 대부분의 사람 발암성 물질에 반응하고. 대부분의 사람 비발암성물질에 



Ⅳ. 고찰

57

반응하지 않았기 때문에 기능적으로 유효하다는 주장이 있다. 또한 마우스를 

이용한 장기 시험이 랫 시험과 중복되어 수행될 필요는 없으나, 기존의 발암

성 물질을 판별한 시험의 15%는 마우스를 이용한 시험의 결과를 바탕으로 하

기 때문에 규제적 약리 또는 독성학적 측면에서 신중한 접근이 필요하다고 언

급되고 있다(Suarez-Torres et al., 2021). 또한 기존의 마우스 장기 생체 

내 시험을 대신하여 개량된 Tg rasH2 형질전환 마우스 및 설치류 발암 모델 

등은 여전히 혼합물질을 포함한 다양한 화학물질의 발암성 확인을 위해 이용

되고 있다(Morton et al., 2002; Chen et al., 2017; Rider et al., 2021).

따라서 장기 동물 실험을 통해 발암성을 확인하기 위해서는 시험 물질 선

정에 많은 스크리닝과 자료 조사 연구가 선행되어야 한다. 이를 위해 Doe 등

의 연구를 참고하여 발암 관련 MOA 및 효력치를 고려한 분류를 제안하였고

(Doe et al., 2022), 흡입독성 센터에서 수행하는 시험 결과에 영향을 미치

지 않고 추가적인 발암 관련 데이터를 확보할 수 있는 마커 및 기전을 소개하

였다. 이를 기준으로 발암성 시험을 위한 스크리닝 시 획득된 실험 결과 및 

참고 문헌 등의 자료를 분류하여 활용하는 방식에 적용할 수 있을 것이다.
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Ⅴ. 결론

랫 및 마우스 등 동물을 이용한 발암성 독성시험은 장기간의 중단없는 시

험을 요구하기 때문에 동물 윤리, 실험 인력, 시간, 자본 등의 제한 요소가 있

다. 이에 화학물질의 발암성을 용이하게 스크리닝하기 위한 생체 내 시험 등

이 계속 연구되어 왔고, 그 중 일부 장기에서 전암성 병변을 확인하는 것이 

발암성의 명백한 증거로 인정되고 있다.

간에서의 전암 병변 탐색을 위한 바이오 마커로 glutathione S-transferase 

P-form (GST-P)이 연구되어 유전자 분석 및 면역 염색 등을 통해 종양 이전 

전암 병변 단계를 확인 가능하게 하였으며, 랫을 이용한 중~단기 발암성 시험

에서도 활용되고 있다. GST-P를 적용한 면역 염색을 통하여 화학물질 발암

원에 의한 정량적 분석을 실시 및 발암 물질의 조기 파악 가능성을 확인할 필

요가 있으며, 이와 더불어 스크리닝을 위해 최신의 발암성 관련 기전 정보 탐

색 및 증거가중치 등의 적용을 함께 고려할 필요가 있다.

먼저 발암원의 특징을 고려하여 IARC monograph(119-130)에서 리뷰되

었던 직업성 요인을 갖는 화학물질에 대해 분석하였다. 결과로 강한 연관성을 

갖는 기전 중 가장 많은 빈도를 보이는 기전은 유전독성형으로 나타났으며, 

그 외 세포 증식, 사멸 또는 영양 공급의 변화와 (대사적으로 확성화된)전자친

화성 관련이 빈도수가 높았다. 또한 상대적으로 기전에 대해 약한 증거력으로 

알려진 기전도 유전독성형으로 나타났다.

또한 면역조직화학 염색을 통해 GST-P의 초기 발암 병변 탐색 가능성을 

실험적으로 탐색하였다. 시험군은 수컷의 대조군 또는 시험물질을 노출한 랫/

마우스의 간조직을 시험 기간에 따라 분류한 후 해당 군 별 3~4개체를 확보

하여 시험에 이용하였다. 마우스의 정상 시료에서 혈관과 담관 주변을 중심으

로 GST-P가 발현되고 종양 또는 foci/hyperplasia가 있는 시료에서 주변의 

간세포에도 무작위로 발현된 모습을 보였다. 상대적 비교를 위해 세포증식마
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커로 알려져 있는 PCNA의 발현을 확인한 결과 종양 시료 및 foci/ 

hyperplasia가 있는 시료에서 더 많은 세포단위의 발현 및 발현 강도를 나타

내었다. 랫의 간 시료에서 2년 동안 실험을 실시한 경우 HE 염색에서 정상으

로 확인된 부위에서 GST-P 양성 foci가 다수 확인되었고, 90일간 실험을 실

시한 시료에서는 양성 foci가 거의 관찰되지 않았으나, 소규모 세포단위의 발

현이 다수 확인되었다. 또한 Heptan-1-ol을 90일간 노출시켰으나 정상으로 

확인되었던 시료에서 GST-P 양성 발현 부위가 정상군보다 증가하였음을 확

인하였다. 

이와 더불어 흡입독성시험을 실시하기 위한 발암성 스크리닝의 방식을 제

고하기 위해 발암에 대한 MOA 및 시작점을 고려한 효력을 합산해 3단계로 

구분하여 시험 대상 물질 조사를 위해 취합된 실험 결과 및 자료의 분류에 참

고할 수 있을 것으로 여겨진다.

위의 연구를 통해 흡입독성 센터에서 수행하는 시험 결과에 영향을 미치지 

않고 추가적으로 최신의 발암 관련 데이터를 확보할 수 있는 마커 및 발암 관

련 기전을 제안하였다. 그러나 발암성 화학물질에 의한 GST-P의 전암 병변 

발현에 대한 별도의 실험이 추가적으로 필요할 것으로 여겨지나, 이번 연구 

결과를 바탕으로 발암성 시험을 위한 스크리닝 시 GST-P의 발현 여부를 보

조적 데이터로 사용 가능할 것으로 보인다. 또한 발암원의 주요 특성과 시험 

대상 물질의 3단계 구분을 고려하여 추후 시험을 위한 자료 분석 시 활용할 

수 있을 것으로 예상된다.
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Abstract

A Study on the pre-neoplastic lesions of 

liver using GST-P identification

Objectives

Carcinogenic toxicity tests using laboratory animals such as rats and 

mice require long-term tests, so there are restrictions such as animal 

ethics, manpower, time and goods. For animal ethics and efficient 

experiments, it is necessary to conduct quantitative analysis by 

chemical carcinogens through immunostaining applied with GST-P and 

confirm the possibility of early identification of carcinogens. In addition, 

it is necessary to consider the application of the recent 

carcinogenicity-related mechanisms and weights of evidences for 

screening.

Method

Occupational chemicals reviewed in IARC monographs were analyzed 

in consideration of the key characteristics of the carcinogen. In addition, 

the expression of GST-P and PCNA in the liver of rats and mice was 

experimentally studied through immunohistochemical staining. In 

addition, mode of action and efficiency were considered to enhance the 

method of carcinogenic screening for conducting inhaled toxicity 

studies.
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Results

As a result, the most frequent mechanistic evidence with strong 

relationship were found to be genotoxic, as well as changes in cell 

proliferation, death, or nutritional supply and metabolic activated 

electrophillic were indicated high frequency. In 2-year experimental 

specimen in rats, a number of GST-P positive foci were identified at 

the normal lesion in HE staining, and in the 90-day specimen, a few 

positive foci were observed, but a number of positive small cell units 

were identified. In addition, the GST-P positive expression focus was 

increased compared to the normal specimen due to exposure to 

Heptan-1-ol. Also it would be referred to in the classification of 

experimental results and data collected in three category for screening 

in investigation of the substance to be tested.

Conclusion

Through the study, markers and carcinogenic mechanistics that can 

confirm the recent carcinogenic data were proposed. Based on this, it 

is expected to be used as assistant data when screening for 

carcinogenicity studies and to analyze data.

Key words

Liver, Pre-neoplastic lesion, GST-P, Carcinogenicity, Screening test
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