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Components of dental resin-based restorative materials are reported to leach from the filling materials

even after polymerization. Hydroquinone (HQ) is one of the major monomers used in the dental resin and

is known as a carcinogen. Thus, carcinogenic risk of HQ leaching from the dental resin becomes a public

health concern. The present study attempted to examine the carcinogenic potentials of HQ on the human

epithelial cell, which is the target cell origin of the most of oral cancers.

Cytotoxicity of HQ was observed above 50μM as measured by LDH assay, indicating a relatively low toxi-

city of this substance in human epithelial cells. The parameters of neoplastic cellular transformation such

as cell saturation density, soft agar colony formation and cell aggregation were analyzed to examine the

carcinogenic potential of HQ. The study showed that 2-week exposure of HQ showed the tendency of

increase in the saturation density and the significant enhancement of soft agar colony formation at the

highest dose, 50 μM only. It is suggested that HQ has a weak potential of carcinogenicity. When cells were

treated with HQ and TPA, a well-known tumor promoter, the parameters of neoplastic cellular transforma-

tion was significantly increased. This result indicates that the potential risk of carcinogenicity from HQ is

largely dependent upon the presence of promoter. 

Exposure of 50 μM HQ increased the time-dependent apoptosis as measured by the ELISA kit. This con-

centration coincides with a dose of neoplastic transformation, indicating a possible link between apoptosis

and HQ-induced cellular transformation. Hydroquinone generated Reactive Oxygen Species (ROS) which

was evidenced by the treatment of antioxidants such as trolox and N-acetyl cysteine and the GSH deplet-

ing agent, BSO. 

Antioxidants blocked the generation of ROS and the GSH depleting agent, BSO dramatically increased

the ROS production. Since HQ is known to increase ROS production thru activation of transcriptional fac-

tor such as c-Myb and Pim-1, it is speculated that ROS generation by HQ plays a role in the activation of

oncogene, which may lead to neoplastic transformation. In addition, ROS is involved in the alteration of

signal transduction, which regulates the apoptosis in many cellular systems. 

Thus, ROS-mediated apoptosis may be involved in the HQ-induced carcinogenic processes. Protein kinase

C (PKC) is known to play pivotal roles in neoplastic transformation of cells and its high expression is often

found in a variety of types of tumors including oral cancer. PKC translocation of PKC-αwas observed fol-

lowing HQ exposure. Altered signaling system may also play a role in the transformation process. 
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Ⅰ. 서 론

치과용으로 사용되는 합성수지는 오랜 기간에 걸쳐 구강

내로 유출되며 이러한 유출 현상은 구강내의 pH, 타액의 성

분 및 타액량 등에 의해 향을 받는다.1-4) Hydroquinone

(HQ)은 치과용 합성수지를 구성하는 중요한 성분으로 지

금까지 치과용 재료 역에서 널리 사용되고 있으며 비록

폴리머형태를 유지하더라도 구강내에서 유출이 일어나는

것으로 확인된 바 있다.5) HQ를 비롯한 치과용수지 성분들

은 세포독성, 유전독성 및 에스트로겐 활성 등을 일으키는

것으로 알려져 왔지만,6) 구강내에서 HQ의 실질적인 유출

이 일어난 것이 확인된 것은 최근의 일이기 때문에 HQ의

구강내 독성에 관한 연구는 매우 미흡하다. 따라서 HQ의

장기적이고 지속적인 노출에 의한 구강내 상피세포에 한

독성연구가 시급한 실정이다. 

HQ는 DNA와 쉽게 adduct를 형성하여 유전독성을 일으

키는 표적인 벤젠 사물질로 알려져 있다.7) HQ에 의한

c-Myb, Pim-1 과 같은 전사인자(transcriptional factor)

의 과다 발현은 발암화와 접한 관계를 가지고 있으며 활

성기 산소의 생성 및 증가에도 관여한다.8-10) 그 밖에도 HQ

는 면역체계 활성을 억제하고 세포사멸화(apoptosis)에

향을 주며 세포 간의 신호전달 기작 변화에도 관여하는 것

으로 알려져 있다.11) 특히 gap junction protein간의 신호

전달 억제는 암을 일으키는 중요한 기전의 하나로 추정된

다.12)

HQ에 한 발암성 연구는 매우 다양하나 부분은 조혈

기관과 관련된 것이며 고형암에 한 연구는 매우 빈약한

실정이다.13) 부분의 구강암은 편평상피세포암(squamous

cell carcinoma)과 같은 고형암이며 구강점막층을 구성하

고 있는 상피세포가 주효 표적이다. 따라서 HQ에 의한 구

강암 관련성을 연구하기 위해서는 편평상피세포암의 기원

이 되는 상피세포 모델을 이용한 연구가 요구된다. 그러므

로 본 연구에서는 인체 피부조직에서 유래된 각질형성세포

(keratinocyte) 모델을 사용하 다. 인체 피부조직 유래 상

피세포는 치과용 재료의 생물학적 향을 평가하는데 사용

되고 있을 뿐만 아니라 구강 각질형성세포 모델과 유사점이

많은 동시에 취급이 용이해 구강세포모델의 용으로도 활

용되고 있다.14,15) 본 연구에서 사용된 불멸화 인체상피세포

모델은 정상적인 세포 특성을 유지하면서도 지속적으로 배

양이 가능하여 지금까지 화합물의 발암잠재력을 평가하는

데 다양하게 활용되었을 뿐만 아니라,16,17) 또한 치과용 합성

수지의 구강 내 유출과 같은 장기적인 노출에 의한 발암성

을 효율적으로 평가하는데 유용하게 사용될 수 있는 세포모

델이다.

따라서 본 연구에서는 불멸화 인체상피세포에 치과용 합

성수지에서 구강 내 유출이 확인된 HQ를 노출시켜 HQ의

발암 잠재력을 평가하고 그 작용기전을 확인하고자 세포사

멸화, 활성기 산소 생성, 신호전달기작, 염증관련인자 등의

관련성을 연구하 으며, 또한 치과용 재료에 한 위해성

평가의 기초 자료를 제공하고자 하 다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 사용 시약 및 재료

Hydroquinone (HQ), hydroquinone monoethyl ether

(MEHQ), TPA, agarose, 및 기타 시약들은 Sigma-

Aldrich사 제품을 사용하 고 DMEM 등 세포배양관련 시

약은 Gibco BRL사, Reactive oxygen species의 평가와

관련된 시약은 Promega사를 이용하 다.

2. 인체 상피 세포배양

세포 배양 조건은 37℃의 5% CO2 incubator 에서 배양

하고 배양액 DMEM에 EGF, FBS, 하이드로코티존(5 μg/

ml), 항생제 등을 넣어 사용하 다. 세포가 confluence를

이루는 시점에서 1:3으로 계 배양하 다. 본 연구에는

Ad12-SV40에 의한 인체불멸화 상피세포(RHEK-1)의

passage-94를 사용하 다.
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Taken together, HQ leached from the dental resin does not pose a significant threat as a cancer causing

agent, but its carcinogenic potential can be significantly elevated in the presence of promoter. The mecha-

nism of HQ-induced carcinogenesis involved ROS generation, apoptosis and altered signaling pathway.

The present study will provide a valuable data to estimate the potential risk of HQ as a carcinogen and

understand mechanism of HQ-induced carcinogenesis in human epithelial cells. 

Key words: Hydroquinone, Carcinogenicity



3. LDH assay (HQ 및 MEHQ의 인체세포독성 시험)

세포에 HQ 및 MEHQ를 24시간 처치하고 원심 분리하

여 세포와 세포배양액을 분리하 다. 분리된 세포는 Triton

X-100을 최종 1%의 농도로 가하고 30분간 방치하여 용해

시켰다. 세포배양액과 세포 용해체 각각에 4.6 mM pyru-

vic acid 100 μl와 0.4 mg/ml β-NADPH 100 μl를 넣고

혼합하여 340 nm에서 흡광도를 측정하 다. Lactate

dehydrogenase (LDH) 유리는 세포배양액과 세포 용해체

에서 측정한 각각의 LDH 활성도를 용량으로 보정하여 총

LDH에서 유리된 LDH의 백분율로 나타내었다.  

4. 화학물질의 처리

70% confluence를 보이는 인체상피세포에 hydro-

quinone (1, 5, 10, 30, 50 μM)을 함유하는 배양액을 14

일간 단독 처리하거나 TPA (100 ng/ml)와 함께 처리 하

다. 세포가 100% confluence를 이루는 시점에서 1:3의

비율로 계 배양하 다. 그 후 Passage에 따라 세포 발암

성을 분석하 다. 세포사멸화 측정에는 hydroquinone을

12, 24, 48시간 처리하 으며 활성기 산소 생성, 염증인자

변화 분석에는 hydroquinone을 24시간 처리하 다.

5. Cell density 측정

세포의 contact inhibition의 변화를 측정하기 위해 5 ×

103 cells/cm2를 용기에 넣고 배양하 다. 배양액은 3일마

다 새롭게 갈아주고 세포가 confluence한 상태에 도달하

을 때 단위 면적당 세포 수를 계산하 다.19)

6. Soft agar colony formation.

Noble agar 1.2 g에 dH2O 35 ml을 넣고 30분간 고압멸

균 소독한 다음 15 ml의 dH2O와 FBS 25 ml, 2X EMEM

50 ml을 넣어 0.9% agar base를 만들었다. 5 ml의 agar

base를 Petri dish에 넣은 다음 밤새 37℃ incubator에 두

었다. 0.9 g Noble agar에 dH2O 50 ml을 넣어 30분간 고

압멸균 소독한 다음 dH2O 7.2 ml, FBS 7.2 ml 2X

EMEM 14.4 ml을 넣어 0.36% top agar를 만들었다. 준

비된 base agar에 1 × 104 cells/dish를 포함하는 top

agar용액을 2 ml씩 Petri dish에 넣었다. 그 후 colony형

성의 크기가 0.3 mm이상인 colony수를 측정하 다.19)

7. Cell aggregation 측정

Soft agar assay와 같은 방법으로 Base agar를 만들어

5 ml 씩 Petri dish에 넣었다. 밤새 37℃ incubator에 둔

다음, 10% FBS를 포함한 배양액에 105 cells/dish로 세포

를 접종한 후 4일이 지난 시점에서 배양액상에 성장하는 1

mm이상 크기의 colony 크기 및 숫자를 측정하 다.19)

8. Apoptosis 분석

Cell death detection ELISA Plus kit (Roche,

Germany)을 이용하여 세포사멸을 측정하 다. 50 μM의

HQ를 24시간 노출시킨 후 배양액을 걷어내고 lysis buffer

로 30분간 세척시킨 후 1.5 ml의 Effendorf tube에 옮기고

200 g로 10분간 원심 분리하 다. oligonucleosome을 포

함하고 있는 상층액을 취한 후 microplate reader로 405

nm에서 DNA fragmentation을 측정하 다.

9. ROS (Reactive Oxygen Species) assay

DCFH-DA는 지질 친화성 물질로서 세포내에 잘 침투되

며 침투된 이 화합물은 세포내에서 ROS 등에 의해 형광물

질인 DCF로 변화된다. 따라서 DCF의 측정을 통해 세포내

ROS의 활동을 측정하는 방법으로 널리 사용되고 있다.

12-well culture plate의 세포에 hydroquinone을 24시간

노출시킨 후 lock’s buffer로 세척하고 형광물질인 DCFH-

DA를 15분간 암실에서 처리한 후 다시 세척하고 NaOH를

넣어 cell lysis한 다음 luminescence spectrometer를 사

용하여 excitation 488 nm, emission 525 nm에서 측정

하 다. 그 밖의 자세한 절차는 Fonnum18)의 방법을 적용

하 다.

10. Immunoblot assay

PKC isoform의 세포내 단백질 수준을 측정하기 위해 원

심분리기로 membrane fraction과 cytosolic fraction으로

분리한 다음 PKC isoform 각각의 antibody를 사용하 다.

세포 용해체(20 μg)를 전기 동한 다음 Nitrocellulose

paper를 semi-dry cell (Bio Rad)에 넣고 15V로 30분 동

안 blotting하 다. blot이 끝난 paper에 PKC isoform

antibody를 적정비율로 희석한 용액으로 반응시킨 후 2nd

antibody를 처리한 후 Pierce사의 Superfluoro system으

로 측정하 다.

11. RT-PCR

total RNA를 추출한 다음 1 μg의 total RNA에 oligo d

(T) primer를 넣고 60℃에서 5분간 두어 poly A+를 얻었

다. 30 μl RT mix (0.1 M DTT, RNA guard, RT-buffer,
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dNTP, dH2O, RT)를 각 sample에 넣은 다음 37℃에서

60분, 70℃에서 10분 둔 다음 얼음위에 두었다. cDNA과

정이 끝나면 2.5 μl of cDNA에 47.5 μl of PCR mix

[PCR-buffer, dH2O, Taq.pol, 5’-primer, 3’-primer,

dNTP-mix를 넣은 다음 primer에 따라 Annealing temp

및 cycle 수를 최적정 수준으로 정하 다. 10% PAGE에

전기 동하고 gel dryer로 말린 후 X-ray cassette에 넣어

하 75℃ 보관 후 현상하 다.

12. 성적 검증

유의성 검증은 Student’s t-test로 실시하며 유의도는 P

< 0.05로 하 다.

Ⅲ. 성 적

1. HQ 및 MEHQ의 인체세포 독성 평가

Monoethyl ether hydroquinone (MEHQ)은 치과용 합

성수지의 안정제로 사용되는 monomer로서 HQ와 유사한

용도로 사용된다. 따라서 HQ와 MEHQ의 세포독성 평가를

통하여 본 실험에 가장 적합한 물질과 실험용량을 선택하고

자 LDH assay를 실시하 다. HQ의 경우 0.01 μM부터

200 μM에 걸쳐 24시간 노출 후 LDH를 측정한 결과 50 μM

부터 200 μM까지 유의한 수준의 증가를 나타내었다(Fig

1). 0.1 μM에서 200 μM의 MEHQ를 24시간 노출 후

LDH를 측정한 결과 HQ와 유사한 반응을 나타내었다(Fig

2). 본 연구에서는 HQ와 MEHQ간의 세포독성 차이가 현

저하게 차별화 되지 않음으로 발암성에 한 연구가 비교적

잘 이루어져 있는 HQ를 실험물질로 선정하 다. 이 결과를

바탕으로 인체 세포에 치명적인 향을 주지 않으면서 발암

성 등을 관찰 할 수 있는 1, 5, 10, 30, 50 μM HQ를 실험

노출 용량으로 설정하 다. 

2. 인체세포 발암화 평가

세포독성이 없는 용량 내에서 나타나는 인체 세포의 발암

화를 평가하기 위해 세포 발암화의 지표로서 cell satura-

tion density, soft-agar colony formation 및 cell aggre-

gation의 분석을 사용하 다. 이들 지표는 contact inhibi-

tion, anchorage independence, cell adhesion 등의 발암

세포 특성을 각각 나타냄으로 세포의 발암화를 예측하는 방

법으로 널리 사용되고 있다.17)

본 실혐에서는 HQ를 14일간 투여한 후 Saturation

density, Soft-agar Colony formation 및 Cell aggrega-

tion 분석을 실시하 다. Saturation density의 경우 용량

에 따른 변화가 미미하 는데, 50 μM에서는 유의한 수준은

아니었으나 높게 나타나는 경향을 나타내었으며 Soft agar

colony formation의 경우 용량 의존적인 반응을 나타내지

않았으며 50 μM에서 2.75배의 유의한 증가를 나타내었고

Cell aggregation 의 경우, 전체 용량 범위 내에서 유의할

만한 colony 형성 변화를 관찰할 수 없었다(Table 1).

14일간 HQ를 처리한 후 세포를 passage하는 정도에 따

라 나타나는 foci의 발현정도를 측정하 다. foci는 손상된
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Fig. 1. LDH assays for the cytotoxicity of hydroquinone (HQ)
exposed to human epithelial cells in culture. The cells were
incubated with HQ for 24hours, after which LDH activity
was measured at 340 nm by spectrophotometer as
described in materials and methods. Values represent the
mean ± SD of triplicate determinations.

Fig. 2. LDH assays for the cytotoxicity of monoethyl ether
hydroquinone (MEHQ) exposed to human epithelial cells in
culture. The cells were incubated with MEHQ for 24hours,
after which LDH activity  was measured at 340 nm by spec-
trophotometer as described in materials and methods.
Values represent the mean ± SD of triplicate determinations.
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세포군이 동종 세포확장(Clonal expansion)을 통해 군집

을 이루는 세포군으로서 이것의 출현은 발암성이 높을수록

빠른 passage에서 나타난다. Foci의 첫 출현은 계 배양

후 48일이 지난 passage-7에서 나타났으며 농도는 10 μM

와 50 μM이었다. 62일이 경과한 passage-9에서는 모든

용량에서 foci가 출현했으며 고용량인 50 μM에서 foci의 크

기 및 숫자가 뚜렷이 증가하 다. 이렇게 고용량에서만 세

포발암성의 증가를 나타낸 것은 saturation density, soft

agar colony formation 실험의 결과인 낮은 발암화 패턴과

유사하여 HQ의 미약한 세포발암성을 보여주었다(Table

2).

HQ의 발암성에 발암촉진제(promoter)로 잘 알려진

TPA가 미치는 향을 관찰하 다. 

Saturation density의 경우 HQ를 단독 처리하 을 때는

유의한 수준의 증가가 없었으나 TPA와 병용 투여시는 조

군에 비해 30 μM에서는 1.41배, 50 μM에서는 2.11배의

유의한 증가를 보 다. 또한 soft agar colony formation에

서는 10 μM, 30 μM 및 50 μM에서 2.57배, 3.42배, 4.42

배의 증가를 각각 보 다. 이러한 결과 역시 HQ를 단독으

로 투여시보다 더 낮은 용량에서 더 큰 폭으로 증가하여

HQ와 TPA사이에 상호작용이 존재함을 알 수 있었다

(Table 1, 3).

HQ와 TPA의 상호작용을 passage별로 측정하기 위하여

passage에 따른 foci의 출현을 관찰하 다. Foci의 출현은

노출 후 40일이 경과한 passage-6의 30 μM부터 시작되었

으며 44일이 경과 한 passage-7에서는 TPA가 노출된 전

용량에서 foci가 발현하 으며 고용량에서 foci의 크기 및

숫자는 다소 증가하 다. 54일이 지난 passage-9에서는
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Table 1. Carcinogenic potentials of human epithelial cells after 14 day-treatment of Hydroquinone

Dose (μM) Saturation density (× 105/cm2) Soft agar colony formation (%) Cell aggregation ( > 1 mm)�

Control 3.2 ± 0.02 0.08 ± 0.02 -

1 3.1 ± 0.04 0.08 ± 0.01 -

5 3.5 ± 0.08 0.12 ± 0.04 -

10 3.8 ± 0.07 0.13 ± 0.06 -

30 3.8 ± 0.06 0.11 ± 0.04 -

50 5.2 ± 0.12 0.22 ± 0.08* -

*: P < 0.05 as compared to control cells
�; +: > 5 colony, ++: > 10 colony

The data are mean ± SD with 3 different counts.

Table 2. Morphological alteration of human epithelial cells treated with Hydroquinone by passage levels

Passage
Cumulative no. of days in Dose (μM)

culture after transfection Control 1 5 10 30 50

1 14 ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙

3 21 ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙

5 38 ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙

6 42 ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙

7 48 ∙ ∙ ∙ + ∙ +

9 62 + + + + + ++

+: moderate, ++: severe

Table 3. Carcinogenic potentials of human epithelial cells after 14 day co-treatment of Hydroquinone and TPA (100  ng/ml)

Dose (μM) Saturation density (× 105/cm2) Soft agar colony formation (%) Cell aggregation ( > 1 mm)�

Control 3.4 ± 0.06 0.07 ± 0.02 -

TPA only 3.8 ± 0.02 0.09 ± 0.01 -

1 3.8 ± 0.07 0.10 ± 0.01 -

5 3.7 ± 0.04 0.09 ± 0.02 -

10 4.2 ± 0.09 0.18 ± 0.03* +

30 4.8 ± 0.12 0.24 ± 0.04* +

50 7.2 ± 0.10* 0.31 ± 0.03* ++

*: P < 0.05 as compared to control cells
�; +: > 5 colony, ++: > 10 colony

The data are mean ± SD with 3 different counts.



control을 포함한 모든 용량에서 foci가 나타나 세포발암성

의 한계 지점에 도달하 다. 이 결과는 TPA와 동시 노출시

foci의 출현 시기가 앞당겨 지는 것을 확인함으로써 TPA와

HQ 사이의 세포 발암화 상호작용이 있음을 입증하 다

(Table 4).

3. 세포사멸화(apoptosis)에 미치는 향

인체상피세포의 발암화기전은 정상적인 세포의 사멸화과

정을 억제하여 발암세포에 상 적으로 증식에 유리한 환경

을 제공하는 것이 포함되어 있다. 따라서 HQ처리시 나타나

는 세포사멸화 관련 인자의 분석을 통하여 발암화에 미치는

향을 분석하고자하 다. DNA-histone 항체를 이용한

ELISA분석을 통하여 DNA fragmentation을 평가하 다. 

HQ를 12, 24, 48시간 노출 후 용량별 및 시간별 DNA

fragmentation변화를 측정한 결과 1 μM에서는 아무런 변

화가 나타나지 않았으나 10 μM부터 50 μM까지는 노출 시

간 의존형의 증가를 나타내었다. 특히 50 μM에서는 48시

간 노출 후 1.88배의 증가를 나타내었다(Fig. 3). 이러한

결과는 HQ가 50 μM이라는 다소 높은 농도에서 노출시간

의존적 세포사멸 효과를 일으킴을 입증하는 자료로서 HQ

에 의한 용량 및 시간에 따른 반응 관계를 설정하는데 중요

한 자료가 될 것으로 사료된다.

4. 활성기 산소(ROS)의 생성

HQ는 벤젠의 사물질 형태로서 활성기 산소 발생이 발

암화의 주요기전으로 추정되고 있다.10) 그러나 부분의 연

구는 조혈세포 모델 등에서 이루어진 반면 편평상피세포암

과 같은 고형암에서 ROS 생성은 잘 확인되어 있지 않다.

따라서 ROS의 생성과 발암화 기전을 분석하기위해 ROS의

생성을 화학적으로 분석하 다. 10 μM이하에서는 유의한

수준의 ROS생성 증가가 나타나지 않았으나 30 μM와 50 μM

에서는 1.78배 및 2.20배의 증가를 각각 보 다(Fig. 4).

ROS의 생성은 다른 요인에 의해서도 일어날 수 있으므로

본 결과에서 나타난 증가가 HQ의 노출에 의한 것인지를 확

Hydroquinone이 인체 상피세포의 발암화에 미치는 향

223

Table 4. Morphological alteration of human epithelial cells treated with Hydroquinone and TPA (100 ng/ml) by pas-

sage levels

Passage
Cumulative no. of days in Dose (μM)

culture after transfection Control TPA only 1 5 10 30 50

1 14 ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙

3 21 ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙

5 36 ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙

6 40 ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ + +

7 44 ∙ + + + + ++ ++

9 54 + + + + + ++ ++

+:moderate, ++: severe

Fig. 3. Apoptotic effects of human epithelial cells following
50 μM hydroquinone exposure for 12, 24, 48hrs. Apoptotic
cells were measured by the cell death detection ELISA Plus
(Roche, Mannheim, Germany). Values represent the mean
± SD of triplicate determinations.

Fig. 4. Effects of ROS generation with exposure to hydro-
quinone for 24hrs. DCFH-DA was measured by lumines-
cence spectrometer as described in materials and methods.
Values represent the mean ± SD of triplicate determinations.
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인 할 필요가 있다. 따라서 ROS의 차단제인 trolox, N-

acetyl cysteine (NAC) 전처리 한 후 ROS의 생성이 억제

되는지를 분석하 다. 50 μM HQ 단독 처리 시 2.05배의

증가를 보 으나 trolox 및 NAC 전처리 시 ROS증가는 억

제되었다. 또한 ROS의 생성이 HQ에 의한 것임을 확인하

기 위해 GSH의 고갈 인자인 buthionine sulfoximine

(BSO)를 처리시 ROS생성은 HQ단독 처리보다 1.77배 증

가하 다(Fig. 5). 이러한 결과는 HQ가 인체 상피 세포내

에서 ROS의 생성 및 증가를 일으키는 증거로 판단된다. 

5. 신호전달체계에 미치는 향

HQ의 발암화 기전에는 gap junction protein의 억제와

같은 신호전달기작이 관여하고 있다.12) 본 연구에서는 pro-

tein kinase C (PKC)에 관한 향을 분석하여 HQ가 인체

세포에 미치는 향을 규명하고자 하 다. PKC는 제2차

신호전달물질의 변화에 따라 민감하게 활성의 변화를 나타

내며 이를 통하여 세포간의 신호전달기작 조절에 중요한 역

할을 하는 효소이다. 본 연구에서는 immunoblot 방법을

이용하여 각각의 PKC 이성질체의 활성을 측정함으로써

HQ가인체세포의신호전달기작에미치는 향을분석하 다.

PKC-α의 경우 cytosol fraction에서는 변화가 없었으나

membrane fraction에서는 50 μM 노출에서 PKC 단백질

의 증가가 나타났다. 이는 PKC 단백질이 cytosol에서

membrane 쪽으로 이동하여 DAG등과 결합하는 활성형으

로 전환되었음을 의미함으로 30, 50 μM 노출에 의한
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Fig. 5. Effects of ROS inhibitors and enhancer following
exposure to hydroquinone for 24hrs. Trolox, N-Acetyl
Cysteine (NAC) and BSO were treated 1 hr prior to hydro-
quinone exposure. DCFH-DA was measured by lumines-
cence spectrometer as described in materials and methods.
Values represent the mean ± SD of triplicate determinations.

Fig. 6. Western blot analysis of PKC isozymes following
hydroquinone exposure. Representative immunoblot pro-
files of PKC-a and -betaⅡ in cytosolic and membrane frac-
tions were presented. Each band was quantified by densit-
ometric analysis and the corresponding histogram was
constructed as % of control. The values are means ± SD
from three separate experiments. Statistical significance
was set to *P < .05.

Table 5. Experimental conditions of RT-PCR analysis

Gene Primer Sequence 5’→ 3’ T (℃) Number of cycle

IL-1
F: ATGGCGAGAAGTACCTAAGCT

58 28
R: ACACAAATTGCATGGTGAAGT

IL-6
F: ATGAACTCCTTCTCCACAAGCGC

62 25
R: GAAGAGCCCTCAGGCTGGACTG

TNF-α
F: ATGAGCACAGAAAGCATGATC

60 30
R: TACAGGCTTGTCACTCGAATT

GAPDH
F: GCACAGTCAAGGCCGAGAAT

58 25
R: GCCTTCTCCATGGTGGTGAA
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PKC-α의 활성증가를 나타낸다. PKC-βII의 경우 cytosol

및 membrane fraction에서 HQ 노출에 의한 변화가 관찰

되지 않았다(Fig. 6).

6. 염증인자 및 성장관련인자의 변화

HQ에 의한 세포독성 이외의 염증 및 성장관련성을 평가

하기 위하여 RT-PCR을 통한 interleukin-1, -6 및 TNF-

α의 mRNA 변화를 분석하 다. 고용량인 50 μM의 경우에

서만 IL-6의 변화가 나타난 반면 다른 용량과 인자에서는

변화를 보이지 않아 상 적으로 HQ의 염증유발 효과는 낮

은 것으로 추정되었다(Fig. 7). 

Ⅳ. 고 찰

치과용 합성수지를 구성하는 성분들은 시간이 지남에 따

라 구강내로 유리될 수 있으며 유리된 물질들은 점막 자극,

상피 세포 증식, 구강 과민 반응 등을 나타내는 것으로 알려

져 있다. 특히 치과용 합성수지의 중요한 성분으로 널리 사

용되고 있는 Hydroquinone (HQ)은 최근의 분석보고서를

통해 구강 내로 유출되고 있음이 확인되었다.5) 따라서 HQ

의 구강내 위해성에 한 우려가 현실화되고 있다. 치과용

합성수지 구성성분의 구강내 유출은 오랜 시간을 두고 서서

히 일어날 수 있기 때문에 장기간 노출에 따른 구강암 등과

같은 질병 발생이 우려된다. HQ는 발암성이 있는 물질로

알려져 있지만 지금까지는 주로 혈액암 등에 국한되어 연구

되어 왔고 구강암과 같은 고형암에 한 관련성은 알려져

있지 않다. 본 연구는 HQ에 의한 구강암 가능성을 인체상

피세포를 이용하여 분석하고 이와 관련된 기전을 밝힘으로

써 구강암 발생원인 규명과 이해력 향상에 기여하고자하

다. 

본 연구결과 saturation density, soft agar colony for-

mation 및 cell aggregation의 측정에서 saturation den-

sity 경우에는 50 μM에서 약 1.62배의 증가를 보이며, soft

agar colony formation에서 50 μM에서만 유의한 수준의

증가를 나타내었고, cell aggregation에는 향을 주지 않

았다. 또한 HQ의 인체세포 발암성을 판단하기 위해 세포

계 배양에 따른 foci의 출현 시기를 관찰한 결과 50 μM의

passage-7에서 처음 나타나기 시작하 다. saturation

density에서와 마찬가지로 foci의 출연시기도 고농도에서만

관찰 되었다. passage-9에서는 모든 용량에서 foci가 나타

났는데 이러한 현상은 foci의 출현이 발암성을 가름할 수 있

는 한계를 초과한 것을 의미한다. 따라서 고용량을 제외한

낮은 농도에서는 세포발암화의 지표에 증가를 보이지 않아

HQ의 인체상피세포에 한 발암력은 낮은 것으로 판단된

다. 또한 본 실험에 사용된 농도가 합성수지에서 유리 될 것

으로 추정되는 용량보다 훨씬 높다는 점에서 일상적인 구강

내 HQ의 노출에 따른 발암성은 매우 낮을 것으로 추정된

다. 그러나 구강 내 노출이 오랜 시간을 두고 지속적으로 일

어난다는 점에서 발암 가능성이 없다고 추론하기에는 부족

한 점이 많으며 고용량에서 발암성을 보인 것은 주변 환경

에 따라 발암성의 변화가 올 수 있음을 암시한다.

HQ와 같은 화학적 발암물질은 다단계 과정을 거쳐서 암

을 일으키는 것으로 알려져 있다.20) 따라서 발암을 일으키는

물질이 DNA의 손상을 주면 이러한 손상된 유전자 정보를

다음 세 의 세포로 전달되는 과정을 촉진시키는 발암 촉진

제의 역할이 매우 중요한 것으로 알려져 있다. 따라서 본 연

구에서는 HQ의 발암성이 매우 낮으나 주변환경에 존재하

는 발암촉진제 등과 함께 노출 시 HQ에 의한 발암화가 증

가 될 수 있는 지를 확인 하고자 하 다. 이를 위하여 발암

촉진제로 잘 알려진 TPA를 동시에 노출 시키고 발암화 지

표를 분석한 결과 모든 지표에서 상승이 일어나 발암촉진제

에 의한 상승작용이 존재함이 확인되었다. 특히 발암성의

상승은 LDH assay에서 세포독성을 나타낸 50 μM에서 더

욱 뚜렷하 는데 이것은 세포독성과 관련성이 있을 것으로

추정된다. 따라서 고용량에 의해 손상된 세포가 TPA와 같

은 발암 촉진 물질에 의해 지속적으로 증식되어 세포 발암

화 지표의 상승을 가져온 것으로 추정된다. 따라서 본 연구

를 통하여 HQ자체의 발암력은 매우 미약하나 그 발암성을

촉진 시킬 수 있는 주변 환경의 물질에 의해 예상 밖의 발암

력을 발휘 할 수 있음을 암시하고 있다. 특히 페놀류 화합물

과 HQ 사이에는 발암력의 상승작용이 있는 것으로 알려져

있으며 구강세척제 등 일부 치과 역에서 사용되고 있는

제제의 성분에 따라 HQ의 발암성에도 향을 미칠 수 있음
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Fig. 7. RT-PCR analysis of interleukin-1, -6 and TNF-a fol-
lowing hydroquinone exposure. RT-PCR analysis was per-
formed as described in materials and methods. The repre-
sentative bands of each gene following the triplicate experi-
ments were presented. 
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을 의미한다.21,22) 따라서 앞으로 치과 역에서 사용되는 재

료 중 HQ와의 상호작용이 있는 물질을 확인하여 구강암 등

을 예방하기 위하여 HQ와 병용사용을 금지하여야 할 것으

로 사료된다.

LDH assay 결과 50 μM에서는 세포독성을 나타내었다.

본 실험에 사용된 용량 중 유일하게 세포독성을 나타내는

용량이다. 또한 이 용량은 HQ 단독 투여에 따른 발암성을

나타낸 유일한 용량이기도 하다. 따라서 이 결과는 세포독

성이 발암화 과정에서 매우 중요한 역할을 하고 있음을 입

증하는 자료이다. 조직 손상을 치유하는 과정에서 나타날

수 있는 보상 기전에 의한 세포 증식 및 손상되기 쉬운

DNA복제 과정 등은 발암 과정에서 핵심적인 부분으로 알

려져 있다. 클로로포름에 의해 간 조직이 손상되면 이를 보

상하기 위해 일어나는 세포 증식은 간암을 일으키는 발암기

전이 된다23). 즉 조직 손상을 보상하기 위한 세포분열의 비

정상적인 증가가 발암 위험을 증가시키는 DNA복제의 원인

이 될 수 있다. 따라서 본 연구에서 나타난 HQ의 세포 발암

화에는 세포독성에 의한 세포증식관련 발암기전이 관여하

고 있을 것으로 추정된다. 

세포사멸화(apoptosis)는 세포 증식과 균형을 이루며 정

상적인 조직의 활동을 보장하는 기능이다. 세포사멸화가 손

상된 발암 가능한 세포에서 일어나지 않을 경우 손상된 세

포가 상 적으로 정상적인 세포에 비해 증식에 유리한 위치

에 있게 된다. 따라서 세포사멸화의 변화는 암조직의 지속

적인 성장에 중요한 역할을 할 수 있다. 본 연구에서 세포사

멸화를 측정하여 본 결과 30 μM 과 50 μM에서 노출 시간

의존적인 증가가 나타났다. 따라서 HQ는 고용량에서 세포

발암화 지표의 변화와 함께 세포사멸의 변화에도 향을 주

는 것으로 판단된다.

성기산소(ROS)는 DNA adduct를 형성하는 등 DNA 손

상에 직접적으로 관여하여 발암화에 중요한 역할을 하는 것

으로 알려져 있다. 특히 ROS는 신호 전달 체계를 변환시켜

이에 따른 다양한 세포 조절의 변화를 가져오는 것으로 알

려져 있다. ROS는 ERK-1,-2, Jun NH2-terminal

kinase, MAPK 등의 신호 전달 체계의 활성화를 통한 세

포 사멸화에도 관여하고 있다.27) 본 연구는 HQ가 ROS의

생성에 관여하고 있음을 확인하 다. Trolox, NAC와 같은

항산화물에 의한 ROS의 차단 효과와 BSO와 같은 GSH

고갈 유발 물질에 따른 ROS의 급격한 증가는 HQ가 인체

세포에서 ROS를 효율적으로 생성함을 입증하는 결과로서

ROS생성이 인체세포 발암화 과정의 시발점이 될 수 있음

을 암시하고 있다. 또한 ROS의 생성은 세포사멸화(apop-

tosis)와도 접한 관계가 있으므로 HQ에 의한 세포사멸화

의 증가는 ROS와 관련성이 높을 것으로 추정된다.28) ROS

의 생성은 세포사멸화와 같은 세포의 후기 조절에 향을

줄 수 있으므로 HQ에 의한 ROS 생성이 신호 전달 체계의

변환을 일으키고 이에 따른 세포 조절의 변화가 세포사멸화

를 유발 시킬 가능성이 높다. HQ는 c-Myb 및 Pim-1 과

같은 전사인자의 활성을 증가시키고 이로 인하여 ROS 생

성이 증가되는 것으로 알려져 있다.8) 따라서 HQ에 의한

ROS의 생성 증가는 단순한 유리기(free radical)의 증가

뿐 만 아니라 c-Myb와 같은 종양인자(oncogene)의 과다

발현이 발암화에 관여 되어 있음을 의미한다. 하지만 이와

같은 현상이 인체상피세포에서도 일어나는지 확인 하기위

하여 앞으로 보다 정확한 ROS 억제제 등의 사용을 통해 입

증 되어야 할 것이다.

protein kinase C(PKC)는 인산화 과정을 통한 세포 증

식 및 종양 발생과 관련된 신호전달인자에서 중요한 역할을

한다. PKC는 특정단백질의 serine기와 threonine기를 인

산화 시키는 역할을 하며 세포 성장 및 분화와 같은 세포의

필수적인 기능을 조절한다.24) PKC는 11개의 subspecies로

구성되어 있고 활성특성에 따라 크게 3가지로 분류하는 데

classic PKC, new PKC 및 atypical PKC이다. classic

PKC는 α, βI, βII, γisoform으로서 Ca2+과 diacylglyc-

erol(DAG)에 의존적이며 new PKC는 δ, ε, η, θisoform

이 이에 속하며 Ca2+에는 의존적이 아니며 DAG에 의존적

이다. atypical PKC는 λ, μ, ζisoform이며 Ca2+, DAG 모

두에 의존적이 아니다. 이러한 PKC isozyme들은 세포내에

존재하는 부분의 분포 및 기능이 세포에 따라 서로 다르다.

그러므로 PKC의 역할을 입증하기 위해서는 PKC isozyme

특이적인 반응이 분석되어야한다. 특히 구강암의 경우 특정

한 PKC isozyme의 관련성이 있는 것으로 알려져 있으며

salivary adenoid cystic carcinoma (SACC)에서는

PKC-α, PKC-βII등의 활성이 감소하고25) oral cavity car-

cinoma의 경우 PKC-α, PKC-β, PKC-γ등이 증가한 것으

로 보고 된 바 있다.26) 본 연구결과 PKC-α의 경우 50 μM의

membrane fraction에서 PKC 단백질의 이동이 관찰되어

높은 용량의 노출시 PKC-α의 작용에 향을 주는 것으로

나타났다. 그러나 PKC-βII의 경우 PKC 단백질의 세포막

으로의 이동은 관찰 되지 않아 특정 isozyme의 특이적인

반응이 세포 발암화에 관여할 것으로 추정된다. 그러나

PKC isozyme의 기능은 세포의 형태나 실험 조건에 따라

매우 다양하므로 PKC의 역할 규명을 위해 다양한 조건과

실험체계에서 서로 다른 PKC isozyme에 한 연구가 앞으

로 필요 할 것이다. 

HQ의 독성에는 성장인자 및 염증인자가 관여하고 있다.

RT-PCR 분석 결과 고용량인 50 μM의 경우에서만 IL-6의

변화가 나타난 반면 다른 용량과 인자에서는 변화를 보이지

않아 상 적으로 HQ의 염증유발 효과는 낮은 것으로 추정

되며 앞으로 보다 다양한 사이토카인에 한 발현 연구가

요구된다. 

본 연구는 치과용 합성수지 구성성분의 유출에 따른 인체
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상피세포의 발암성을 과학적으로 평가할 수 있는 기틀을 마

련하 고 치과용 합성수지 사용의 적정성에 한 과학적인

판단을 할 수 있는 근거를 제공하 다. HQ의 발암력 자체

는 높지 않으나 발암촉진제 등 주변의 여건에 따라 발암력

이 증가할 수 있음을 입증함으로써 구강암 예방을 위한 과

학적인 접근 방법 및 기반 자료를 제시하 다. 또한 본 연구

결과는 새로운 치과용 합성수지 개발의 필요성 및 개선방향

을 제시 할 수 있는 근거로 활용될 수 있을 것으로 사료된다.

Ⅴ. 요 약

발암물질로 알려진 Hydroquinone (HQ)은 치과용 합성

수지를 구성하는 중요한 성분으로서 지금까지 치과용 재료

역에서 널리 사용되고 있으며 구강 내에서 HQ의 유출이

일어나는 것으로 확인 되었다. 따라서 구강암의 기원이 되

는 인체상피세포의 발암화에 HQ가 미치는 향을 평가하

다. HQ에 의한 인체세포 독성을 평가하기위해 LDH

assay를 실시하고 세포 독성이 높지 않은 용량을 실험 용량

으로 설정하 다. 

인체 세포의 발암화를 평가하기 위해 세포 발암화 지표로

서 cell saturation density, soft-agar colony formation

및 cell aggregation의 분석을 사용한 결과 고용량인 50 μM

을 제외한 모든 용량에서 발암화 지표의 변화를 나타내지

않아 HQ의 발암력은 매우 낮은 것으로 추정된다. 그러나

발암촉진제인 TPA와 함께 투여 시 발암력의 증가를 보여

주변 환경의 여건에 따라 발암력이 증가할 수 있음을 입증

하 다. 

HQ를 노출 후 세포사멸화를 측정하기 위해 DNA frag-

mentation변화를 분석한 결과 10 μM부터 50 μM까지 노

출 시간 의존형의 증가를 나타내었으며 50 μM과 같은 고용

량 농도에서는 노출시간 의존적 세포사멸 효과를 보 다.

따라서 세포 발암화를 일으킨 용량에서 세포사멸도 함께 일

어나 HQ에 의한 발암화에 세포사멸이 관여함을 보 다.

HQ는 ROS를 생성하 으며 Trolox, NAC와 같은 항산화

물에 의한 ROS의 차단 효과와 BSO와 같은 GSH 고갈 유

발 물질에 따른 ROS의 급격한 증가는 HQ가 인체세포에서

ROS를 효율적으로 생성함을 입증하는 결과이다. 

세포간의 신호전달기작 조절에 중요한 역할을 하는 효소

인 protein kinase C (PKC)를 immunoblot으로 분석한

결과 PKC-α의 활성이 증가 된 반면 PKC-βII의 향은 나

타나지 않았다. 따라서 특정 이성질체에 한 특이적인 효

소반응이 발암화에 관여할 것으로 추정된다. 

본 연구결과 치과용 합성수지 구성성분인 HQ 유출에 따

른 인체상피세포의 발암성은 매우 낮은 것으로 추정되나 발

암촉진제 등과의 상호작용에 의한 발암성 증가는 HQ의 구

강암 발생 평가에 고려되어야 할 사항이다. 따라서 본 연구

는 구강암의 예방을 위한 과학적인 접근 방법 및 기반 자료

를 제시하 고 치과용 합성수지사용의 적정성에 한 과학

적인 판단을 할 수 있는 근거를 제공 하 다. 또한 본 연구

결과는 새로운 치과용 합성수지 개발의 필요성 및 개선방향

을 제시 할 수 있는 근거로 활용될 수 있을 것으로 사료된다.
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