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1. 연구배경

암은 공중보건의 중요한 문제로 전 세계적으로 주요 사망 원인이며 향후 더욱 

증가할 것으로 예측되고 있다. 이로 인하여 경제적인 부담도 증가될 것으로 예측

된다. 암의 발생은 복잡한 과정으로 원인을 이해하거나 치료방법을 찾는 것은 

매우 어려운 일이다. 그러나 암 발생의 위험 요소를 회피하거나 예방할 수 있으며 

조기에 발견하면 치료도 가능 할 수 있다.

암은 다양한 환경적인 원인에 의해 발생한다. 잠재적인 발암원성을 확인하기 

위해서는 실험적으로는 랫드와 마우스를 이용하는 장기 생물분석이 수행되고 

있으나 비경제적이며 동물 윤리적인 문제가 있다. 그래서 대규모 스크리닝 

프로그램에 사용하데 어렵다.

암의 발생은 화학물질이 체세포 돌연변이를 통해 발생된다는 것이 지배적

이고, 이러한 생각은 암 연구와 사전 스크리닝 전략에 영향을 주었다. 화학물질의 

규제와 관련해서는 in vitro 분석으로 박테리아 돌연변이 시험을 수행한 후 

in vitro 포유동물 세포를 이용한 시험을 수행하고, 이후 동물에서 발현되는지 

여부를 평가하기 위해 단기 in vivo 연구를 수행한다. 그러나 유전독성 화학물질은 

이러한 사전 스크리링 전략으로는 확인되지 않을 수도 있고, 비유전독성 발암

물질은 모든 유전독성 검사에서 음성이므로 확인되지 않고 있다. 그러나 비유
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전독성 발암물질은 국제암연구소인 IARC 발암물질 분류에서 상당히 존재하고 

있으며 그와 관련된 잠재적인 위험을 포함하고 있다. 더욱이 가까운 미래에는 

유전독성 물질 대비 비유전독성 물질의 비율은 더욱 증가 할 것으로 예측되고 

있다.

최근에는 많은 동물의 희생이 따르는 설치류를 이용한 생물 검정을 회피

하기 위해 세포형질전환 검정(CTA)이 다시 각광을 받고 있다. 생체 내 신생물 

발생 과정의 여러 단계를 모방하는 in vitro CTA는 가능한 비유전독성 물질을 

검출하는 데 유용한 것으로 보고되어 있다. 특히 Bhas 42 세포를 이용하는 

CTA는 개시제 없이도 촉진제 활성을 확인할 수 있다. 많은 연구에서 비유전

독성 물질의 작용 방식은 DNA 메틸화의 변형, 히스톤 변형, 비암호화 RNA 

및 염색질 재형성을 포함하는 후생 유전학적 변형을 포함하고 있어 후생 유

전학적 조절 장애는 거의 모든 사람에서 암의 특징이다. 이러한 변형 중에서 

DNA 메틸화는 명백히 유전적이며 후생유전학적 마커로 평가되고 있다. 이러한 

변형된 DNA 메틸화에 따른 유전자 발현 패턴은 다양한 암과 관련이 있다.

본 연구는 산업화학 물질인 Anisol, 2-methoxyethanol, 1,2-dichlorobenzene이 

세포 형질전환을 유도하는 동안 메틸화 특성에 관한 정보를 분석하여 발암 

관련 후생유전학적 평가를 위하여 수행하였다.

2. 주요 연구내용

1) 시험물질

본 연구에서는 작업 환경내에서 노동자들에게 노출이 가능하고 유전독성

시험의 결과가 음성이며 발암성 평가가 필요한 산업화학물질인 Anisol, 

2-methoxyethanol, 1,2-dichlorobenzene을 시험물질로 선정하였다. 또한, 

음성대조물질로는 0.1% DMSO (Dimethylsulfoxide)를, 양성대조물질로는 

TPA(12-O-tetradecanoyl phorbol 13-acetate)를 선정하였다.
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2) 세포주 및 세포배양

본 연구에 사용한 세포주는 특별히 발암 잠재력이 있는 화학물질에 반응하여 

형질 전환되어 비교적 높은 형질전환 빈도를 유도하고, 반응 잠복기가 비교적 

짧으며, 화학물질의 발암 가능성 평가에 필요한 배양 용기를 적게 사용하는 장점이 

있는 Bhas 42 세포주를 사용하였다.

마스터 셀 스톡과 워킹 셀 스톡 위한 세포의 배양은 10% FBS(M10F)가 보충된 

MEM(Minimum Essential Medium) 배지를 이용하여 배양하였다. 시험물질을 

처리하기 3일 전에 세포를 DMEM/F12(Dulbcco’s Modified Eagle Medium)에 

5% FBS가 보충된 DF5F에서 유지관리 및 세포 계대 배양하였다. 세포는 37℃, 

5% CO2 및 95% O2 하에 가습된 배양기에서 배양하였다. 

3) 세포형질전환시험을 통한 메틸화 분석

선정된 산업화학물질의 후생유전학적 평가를 위한 일환으로 염색체내 메틸화 

분석을 수행하기 위하여 산업화화학물질을 세포형질시험(촉진시험)을 수행하고  

Illumunina사에서 제안한 시험방법에 따라 DNA을 추출하여 Illumina Infinium 

Mouse Methylation BeadChip로 >285K CpGs 부위에 대해 메틸화 분석을 

조사하였다. 

분석결과 모든 시험 노출군에서는 주로 Hyper CpGs 구역에서 메틸화가 높게 

관찰되었으나, Anisol과 1,2-dichlorobenzene 노출군은 대조군과의 메틸화는 

유사한 차이를 보였고, 2-methoxyethanol 노출군은 다소 높은 메틸화 경향을 

보였다. 메틸화된 기능적 위치는 TSS1500 및 TS200 프모모터 부위와 염색체의 

Body 위치였으나 대조군과 각 시험물질 노출군간의 평균 beta-value의 절대

값이 주로 0.2 이내 낮은 범위의 관계를 보였다. 

이러한 결과로부터 선정된 산업화학물질은 CpG 구역에서 대조군간에 유의한 

메틸화 차이를 보이지 않았고, 세포형질전환 시험에서 모두 음성의 결과를 보여서 

메틸화 변화에 의한 후생유전학적 변화를 유발지하지 않는 것으로 판단된다.
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3. 연구 활용방안

산업화학물질(Anisol, 2-methoxyethanol, 1,2-Dichlorobenzene)에 대한 

기전기반 후생유전학적 정보를 제공함으로써 산업화학물질의 발암성 평가를 

위한 기전기반 연구를 위한 증거 가중자료로 활용될 수 있으며, 추후 산업화학

물질의 통합적시험 평가를 통한 발암원성 평가에 활용될 수 있을 것으로 판단

된다.

4. 연락처

- 연구책임자 : 산업안전보건연구원 산업화학연구실 연구위원 서동석

   ▪ ☎ 042) 869. 8514

   ▪ E-mail seods@kosha.or.kr
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Ⅰ. 서 론

1. 배경

암은 전 세계적으로 주요 사망 원인이며 여전히 공중보건의 중요한 문제로 

전 세계적으로 연간 약 800만명이 암으로 사망하고 있으며 향후 20년 동안 

약 70% 증가할 것으로 예상되고 있다.1,2) 2010년에는 암으로 인한 연간 경제적 

비용은 1조 1600억 달러로 추정되고 있어1) 경제적 부담 또한 증가될 것으로 판단

된다. 수십 년 동안의 암 연구에도 불구하고 그 기전에 대한 연구는 여전히 수행

되고 있다. 이는 효과적인 치료방법의 개발 및 예방을 위해서 매우 중요하다. 암은 

다양한 인자와 다단계의 과정으로 100가지 이상의 명확한 암의 유형과 다른 

기관에서 발견되는 종양의 하위 유형이 존재한다.3) 이러한 복잡성으로 인해 질병의 

기원을 이해하거나 치료 방법을 찾는 것은 매우 어렵다. 암의 30% 이상은 

위험 요소를 회피함으로써 예방할 수 있고 나머지는 조기에 발견하거나 정확하게 

치료할 수 있다.2) 

화학적 발암 기전에 대한 연구와 효율적인 예방 전략 및 조치의 설계는 인간의 

건강을 보호하기 위해서 매우 중요하다.4,5) 암은 본질적으로 주로 환경적(화학

물질의 노출, 생활방식, 음식 및 작업)인 원인이다: 암에 대한 다양한 유형의 

증거에서 약 80%가 환경 구성 요소이다.4,6-10) 암에 대한 잠재적인 발암성 

영향을 확인하기 위하여 실험적으로 랫드와 마우스를 이용하는 장기 생물 검정을 

설계하여 수행되고 있다. 그러나 이러한 생물 검정은 시간과 비용이 많이 소요

되고 많은 동물의 희생이 요구된다. 이러한 이유로 대규모 스크리닝 프로그램에 

실제로 사용할 수 없다. 이러한 여러 이유로 화학적 발암성은 단기 생물분석11-13)

에서 이론적 모델(즉, 구조-활성관계)에 이르기 까지 예측 모델을 만드는 것이 

목표였다.5,14,15) 

암 발생의 체세포 돌연변이 이론은16) 화학물질이 암을 유도한다는 것이 
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지배적이었고, 암에 대한 대부분의 연구와 사전 스크리닝 전략에 영향을 주었다.12,13,17) 

화학물질의 규제와 관련하여서는 화학물질의 유형 및 용도에 따라 크게 다르다. 

그러나 지배적인 트렌드는 1단계에서 in vitro 분석으로 박테리아 돌연변이

(예, Ames 시험) 시험을 먼저 수행한 다음 in vitro 포유동물 세포를 이용한 

시험(유전자 돌연변이 또는 염색체 이상 감지)을 수행한다. 2단계에서는 1단계 

in vitro 단계에서 검출된 돌연변이 가능성이 실제로 전체 동물에서 발현되는지 

여부를 평가하기 위하여 단기 in vivo 연구(일반적으로 골수 세포유전학 분석)를 

수행한다. 따라서 in vitro 시험의 음성 결과는 일반적으로 돌연변이가 없음을 

나타내기에 충분한 것으로 고려된다. 반면 in vitro 시험의 양성의 결과는 

화학물질이 돌연변이 유발 가능성을 나타내기에는 충분하지 않는 것으로 간주

된다(즉, 거짓 또는 허위일 수 있음).18∼23) 

30년 이상 축적된 유전독성시험의 결과는 발암물질에 대한 사전 스크리닝 

전략으로 과학적 가설의 결론을 도출할 수 있게 한다.17) Ames 시험은 DNA 

반응성 화학물질에 대한 발암성을 가장 잘 예측하는 것으로 보인다. 살모넬라

균에서 음성이지만 다른 in vitro 분석(예, 염색체 이상)에서는 양성인 화학물질의 

경우 발암성과 상관관계가 없다는 예측력은 분명하지 않다(다른 in vitro 분석에서는 

과도한 비율의 위양성 결과가 생성됨).13,24) 다른 가설은 in vitro 분석이 양성인 

경우 in vivo 유전독성 분석을 통해 확인 되어야한다. 그러나 기존의 in vivo 

시험은 민감하지 않고, 유전독성이 분명한 많은 발암물질에 대해 대부분 위음성 

결과를 제공한다는 것이 입증되었다.20,25) 결과적으로 유전독성 화학물질은 현재의 

사전 스크리링 전략으로는 탐지되지 않을 수 있다.

또 하나의 중요한 문제는 후생유전 또는 비유전독성 발암물질을 확인하는 

것이다. 비유전독성 발암성은 더 파악하기 어렵고, 더 적게 연구되고 있으며, 

때로는 인간에 대한 위해성(risk)이 적절히 평가되지 않고 있다.24∼26) 전통적으로 

비유전독성 발암물질은 설치류 2년 발암성 생물검정에서 검출되었지만,29,30) 

새로운 규제 정책은 새로운 발암성 생물검정 수를 크게 줄이고31) 유전독성의 

엔드포인트에 의존하고 있다. 그러나 비유전독성 발암물질은 모든 유전독성 
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검사에서 음성이므로 확인되지 않는다. 비유전독성 발암물질을 검출하기 위한 

대체법을 개발하는 정당성은 인체에서 알려진 발암물질(국제암연구소인 IARC의 

발암물질 구분1에서 최대 25%) 중에서 상당히 존재하고 그와 관련된 상당한 

잠재적인 위험을 포함하고 있다.32) 또한 DNA 반응성(구조경보 포함)에 대해 

산업화학자들은 과학적 지식을 통해 새로운 디자인을 설계할 수 있기 때문에 

환경에서 유전독성 발암성 물질 대비 비유전독성 물질의 비율이 가까운 미래에는 

증가 할 가능성이 있다.

또한, REACH에 따라면 주요 시험 배터리가 유전독성이기 때문에 비유전독성 

발암물질은 검출되지 않는다. REACH 이전에는 대부분 비유전독성 발암물질은 

랫드와 마우스에 대한 90일 아만성독성시험, 독성동태 및 분포 연구, 랫드와 

마우스 모두에 대한 2년 발암성 생물검정을 포함하는 다양한 시험을 사용하여 

확인되었다. 설치류 생물 검정을 대규모로 사용하는 것을 회피하기 위해 채택된 

사전 스크리닝 방법의 결함으로 세포형질전환 검정(CTA)이 다시 각광을 받게 

되었다. 이는 비유전독성 발암물질을 평가하기 위해 수년 동안 제안되었지만 

과학계 내에서는 여러 차례 호불호를 받았다. CTA는 생체내 다단계 과정의 일부 

단계를 모방하고 있다. 세포형질전환은 발암성 세포의 특징인 배양된 세포에서 

특정표현의 변형을 유도하는 것으로 정의된다.33) 이러한 표현형의 변형은 포

유동물 세포를 발암물질에 노출시켜 유도 될 수 있다. 악성 세포의 특성을 획득한 

형질전환 세포는 감수성 동물에서 종양을 유도하는 능력이 있다.34,35) 최근 발

암성 사전 스크리링에 대한 CTA의 기여가 재검토 되었다. 경제협력개발기구

(OECD)는 CTA를 재고하고 상세한 보고서를36,37) 발표했고 ECVAM (European 

Center for Validation of Alternative Methods)는 CTA의 사전 밸리데이션을 

수행하였다.38,39)

비유전독성의 발암물질은 발암 과정에서 DNA의 손상 없이 다양한 기전을 

통해 종양을 유도한다. IARC 그룹 1, 2A 및 2B 발암물질의 12% (45/371)는 

유전독성이 없는 것으로 보고되어 있다.40) 생체 내 신생물 발생 과정의 여러 

단계를 모방하는 in vitro CTA는 가능한 비유전독성 물질을 검출하는 데 유용한 
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것으로 보고되어 있다.41,42) 특히 Bhas 42 세포를 이용하는 CTA는 개시제 없이도 

촉진제의 활성을 확인할 수 있으며 BALB/c 3T3 CTA 및 다른 CTA 보다 우수

하다(밸리데이션 연구 보고서).43,44) 최근 몇 년 동안 Bhas 42 CTA는 여러 

포괄적인 국제 검증 연구43,45,46)를 거쳤으며 현재 OECD 지침문서47)로 되어있다.

최근에는 비유전독성 물질의 위해성 평가에서 기전기반 접근 방식의 중요성이 

높아졌다. 그러나 현재 CTA는 비유전독성 물질의 발암 과정의 주요 분자 이벤트에 

대한 정보를 제공하지 않는다. 실제로 비유전독성 물질은 후생 유전학적 변화, 

종양 촉진, 내분비 조절, 면역 억제 및 염증 반응을 포함하여 다양한 작용 방식을 

가지고 있다.48∼50) 이러한 다양성으로 인해 하나의 시험방법으로 모든 비유전

독성 물질를 감지하는 것은 불가능하다.40) 아마도 비유전독성 물질의 모든 작용 

방식을 포함하는 시험 배터리의 수행은 시간이 많이 소요되고 복잡하다. 많은 

연구에서 비유전독성 물질의 작용 방식은 DNA 메틸화의 변형, 히스톤 변형, 

비암호화 RNA 및 염색질 재형성을 포함하는 후생 유전학적 변형을 포함하고 

있다.51,52) 그래서 후생 유전학적 조절 장애는 거의 모든 사람에서 암의 특징이다.53) 

이러한 변형 중에서 DNA 메틸화는 명백히 유전적이며,54) DNA 메틸화를 표준 

후생유전적 마커55)로 간주된다. 또한, 변형된 DNA 메틸화에 따른 유전자 발현 

패턴의 변화는 다양한 암과 관련이 있다.56) 

특히, DNA CpG 섬에서 시토신 염기의 메틸화는 장기 발달, 노화 및 다양한 

질병 상태에서 중요한 후생유전학적 조절기전이다.57) 종양 억제 유전자의 프로모터 

영역에 위치한 CpG 섬의 과메틸화는 암에서 유전자 조절을 위한 가장 일반적인 

기전 중 하나로 확고하게 확립되어 있다.58,59) 따라서 CpG 섬의 DNA 메틸화 

상태에 대한 고처리량 프로파일링은 후생유전학적 영향을 이해하는 데 중요하다.60∼62) 

Microarray 기반 Illumina Infinium 메틸화 분석은 높은 처리량, 높은 정확도, 

작은 샘플 요구량 및 상대적으로 경제적이므로57) 최근 후생유전학 연구에 널리 

사용되고 있다.63∼65)
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2. 목표

본 연구는 작업 환경내에서 노동자들에게 노출이 가능하고 유전독성시험 

결과가 음성으로 발암성 규명이 필요한 산업화학물질(2-methoxyethanol, 

Anisol, 1,2-dichlorobenzene)의 발암 기전과 관련된 후생유전학적 평가의 

일환으로 염색체내 메틸화을 분석하기 위하여 수행하였다. 따라서 산업화학 

물질인 Anisol, 2-methoxyethanol, 1,2-dichlorobenzene이 세포 형질전환을 

유도하는 동안 메틸화 특성에 관한 정보를 분석함으로써 암 관련 후생유전학적 

평가를 수행하였다.
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Ⅱ. 연구방법

1. 시험물질

1) 2-methoxyethanol(CAS No. 109-86-4)

(1) 물리·화학적 특성

글리콜에테르 부류에 속하는 2-Methoxyethanol(또는 methyl cellosolve)는 

주로 용매로 사용되는 유기 화합물로서 다음과 같은 물리·화학적 특성을 가지고 

있다.

가) 화학식 : C3H8O2

나) 몰 질량 : 76.09 g/mol

다) 외형 : 무색 액체

라) 냄새 : 에테르류66)

마) 밀도 : 0.965 g/cm3

바) 녹는점 : -85 ℃(-121 ℉, 188 K)

사) 용해도 : 물에 섞일수 있음66)

아) 증기압 : 6 ㎜Hg(20 ℃)66)

(2) 용도

가) 2-Methoxyethanol은 다양한 유형의 화합물을 용해하고, 물 및 기타 

용매와 혼합되고 유명한 glycol ethers 용매 부류에 속한다.

나) 2-Methoxyethanol은 바니시, 염료, 수지 등 다양한 용도의 용매로 

사용되고, 비행기 제빙 용액의 첨가제로도 사용된다.
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다) 유기금속 화학에서는 일반적으로 carbonylchlorohydridotris 

(triphenylphosphine)ruthenium (II)와 같은 Vaska 착물 및 관련 

화합물 합성에 사용된다. 이런 반응 동안 알코올은 수소화물과 일산

화탄소의 공급원으로 된다.

(3) 독성 정보

가) 2-Methoxyethanol은 생체내에서 다양한 증식 조직에 독성영향이 

있다. 특히 조혈 및 림프기관, 고환의 정세관 상피 및 자궁의 배아 

및 태아 조직이 영향을 받으며, 고환의 손상을 유발한다.67)

나) 고농도에 노출된 근로자는 과립구 감소증, 거대적혈구 빈혈, 정자 과

소증 및 무정자증의 위험이 있다.67)

다) 2-Methoxyethanol은 알코올 탈수소효소에 의해 Methoxyacetate로 

산화되어 소변으로 배설되고, methoxyacetate는 2-Methoxyethanol 

관련 독성의 주된 원인으로 보고되어 있다.68-71)

라) Salmonella 균주에 대한 돌연변이 유발성에서는 점 돌연변이를 일으킬 

수 있다는 증거는 없다.72)

마) 인간 섬유아세포에서 DNA 복구 증가를 유도하지 않았다. 생체 대사체가 

없는 경우 DNA 합성이 약간 억제되었다.72)

바) 랫드을 이용한 우성 치사시험에서 돌연변이 유발 증거는 없었다.72)

사) 랫드의 골수에 대한 세포유전학적 연구에서 염색체 손상의 증거는 나타

나지 않았다.

아) Drosophila melanogaster에서 성 관련 열성 치사시험 결과 재현할 

수 없는 유전독성 효과가 나타날 수 있어 확실히 배제할 수 없었다.

자) 수컷 랫드에 대한 우성 치사시험에서 고농도 흡입 노출시 불임이 발생

하였다.72)
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(4) 노출규정

가) 우리나라와 ACGIH의 경우 허용기준(8시간-TWA)을 5 ppm으로 설정

하고 있다.

나) OSHA(1989)에서는 Permissible Exposure Limits(PEL)을 8시간

-TWA로서 25 ppm으로 설정하고 있다.

다) 2-Methoxyethanol의 생식장애 및 성장 건강장애를 예방하기 위해 

1993년에는 PEL을 0.1 ppm으로 낮출 것을 제안되었다.73) 

2) Anisol(CAS No. 100-66-3)

(1) 물리·화학적 특성

Anisol 또는 methoxybenzene은 주로 합성으로 만들어지며 다른 합성 

화합물의 전구체이며 에테르로 다음과 같은 물리·화학적 특성을 가지고 있다.74)

가) 화학식 : C7H8O

나) 몰 질량 : 108.14 g/mol

다) 외형 : 무색 액체

라) 냄새 : 아니스씨를 연상시키는 냄새

마) 밀도 : 1.30 g/cm3

바) 녹는점 : -17.03 ℃(

사) 용해도 : 0.991

아) 증기압 : 2.42 ㎜Hg(25 ℃)

(2) 용도

가) Anisol은 실용적이고 교육적으로 가치가 있는 표준시약이다.78)

나) Anisol은 향수, 곤충 페로몬 및 의약품의 전구체이다. 예로 합성 

anethole은 anisol로 부터 제조된다.
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(3) 독성 정보

가) Anisol은 3개의 노출경로에서 유해지 않다.75)

   ­ 랫드 경구 LD50 3700 mg/kg bw

   ­ 마우스 경구 LD50 2800 mg/kg bw

   ­ 토끼 피부 LD50 >5000 mg/kg bw

   ­ 랫드 gmqdlq LC50 >6.51 mg/L

나) 주요 유해성은 가연성이다.76)

다) 유전독성시험인 in vitro 복귀돌연변이시험(Ames 시험), 유전자 돌연변이

시험(마우스 리포마 L5178Y 세포), 염색체이상시험에서 모두 음성이다.76)

(4) 노출규정

국내 및 외국법에 의한 규제는 “해당없음”이다.76)

3) 1,2-dichlorobenzene(CAS No. 95-50-1)

(1) 물리·화학적 특성

1,2-dichlorobenzene 또는 orthodichlorobenzene은 인접한 2개의 염소 

원자로 구성된 벤젠의 유도체로써 다음과 같은 물리·화학적 특성을 가지고 있다.

가) 화학식 : C6H4Cl2

나) 몰 질량 : 147.0 g/mol

다) 외형 : 무색 액체

라) 냄새 : 나프탈렌

마) 밀도 : 1.30 g/cm3(25 ℃)

바) 녹는점 : -17.3 ℃(1.35 ℉, 256.12 K)

사) 용해도 : 155.8 mg/L(25 ℃)

아) 증기압 : 2.08 hPa(25 ℃)
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(2) 용도

가) 1,2-dichlorobenzene는 주로 농약 합성의 중간체인 1,2-dichloro-

4-nitrobenzene의 전구체로 사용된다. 그리고 다용도의 고비점 용매로도 

일부 사용된다.

나) 풀러렌(fullerenes)을 용해하고 작업하는 데 선호되는 용매이다.

다) 이것은 흰개미, 메뚜기 천공충을 위한 살충제이며, 역사적으로는 미국 

산림청에서 널리 퍼진 껍질 딱정벌레 발생을 퇴치하기 위해 사용 했다.

라) 금속 표면의 탄소기반 오염을 제거하는 데 사용된다.

(3) 독성 정보

가) 1,2-dichlorobenzene의 사람 노출 자료를 따르면 100 ppm 농도가 

눈과 호흡기에 산발적인 자극을 유발하는 것으로 보고되어 있다.77)

나) 복귀돌연변이시험 결과 돌연변이성은 관찰되지 않았다.78)

다) 마우스 림포마 분석 결과 대사체가 있는 경우 양성인 결과를 보였다.79-81)

라) 소핵시험 결과 전체적으로 음성으로 평가되었다.80,82)

마) 사용 가능한 자료, WoE 평가, 노출 평가 및 용도에 대한 문서를 업

데이트한 후 전문적인 사용이 예상되지 않으므로 인체 노출이 중요하지 

않다는 사실을 기반으로 평가 회원국은 1,2-dichlorobenzene은 

돌연변이를 유발하지 않으며 돌연변이에 대한 우려가 제거되었다고 

결론지었다.83)

(4) 노출규정

OSHA와 NIOSH는 8시간-TWA를 50 ppm으로 설정했다.77)
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4) 대조물질

가) 음성대조물질로는 시험물질의 용매인 DMSO(Dimethylsulfoxide), 

Anhydrous (invitrogenTM, Ca No. D12345)를 사용하였다. 배지의 

최종 용매 농도는 0.1%로 하였다.

나) 양성대조물질로 TPA(12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate) 

(Sigma-Aldrich, CAS No. 16561-29-8)을 0.1% DMSO를 이용

하여 최종농도 50 ng/ml로 처리 하였다.

2. 세포주 및 세포배양

1) 세포주

Bhas 42 세포주(Japanese Collection of Research Bioresources Cell 

Bank No. JCRB0149)는  v-Ha-ras 종양 유전자를 BALB/3T3 A31-1-1

(Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank No. JCRB0601) 

세포주에 안정적으로 형질 감염시켜 형성된 클론으로 유도되었다.84)모 BALB/

3T3 A31-1-1 세포와 유사하게 형질 전환되지 않은 Bhas 42 세포는 밀도 

의존적 접촉에 의해 억제되는 단일 세포층을 형성하며 융합될 때까지 성장시킨 

세포를 분리하여 누드 마우스에 피하 이식할 경우 비종양성이다. 그러나 발암성 

물질에 자극 노출된 세포는 형태학적으로 변형되고 융합성 단층위에 형질전환된 

병소가 별개의 콜로니로 형성된다. 이러한 변형된 병소는 생체내에서 종양을 

형성할 수 있다.85) 형질전환 빈도는 형태학적 기준을 사용하여 발암성 손상을 

받은 Bhas 42 세포 중 형질 전환된 병소의 매개변수를 열거하여 정량화할 수 

있다.
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2) 세포배양

(1) 세포보존

Bha 42 세포를 주의하여 세포의 밀도가 적절히 유지되도록 3회 계대 배양 하였다.

가) 세포는 100 mm dish에서 10% FBS(M10F)와 함께 세포 밀도가 

70% 초과하지 않도록 배양하였다.

나) 그런 다음 적절한 동결 보존제(5% 디메틸 설폭사이드)를 포함하는 

M10F에 5×105 cells/ml의 세포 밀도로 현탁하여 0.5 ml 분취량으로 

동결 보존되는 마스터 셀 스톡을 만들었다.

다) 한 개의 스톡 마스터 세포를 해동하여 두 번째 동결보존 전에 M10F에서 

2회 계대 배양하였다.

라) 이러한 세포 집단으로 부터 약 20개의 워킹 셀 스톡을 동결 보존하였다

(2.5×105 cells/0.5 ml).

(2) 세포배양

마스터 셀 스톡과 워킹 셀 스톡 위한 세포의 배양은 10% FBS(M10F)가 보충된 

MEM(Minimum Essential Medium) 배지에서  배양하였다. 컴플런트 세포의 

60∼70%만 계대 배양하였다. 세포는 5% CO2 및 95% O2 하에 가습된 배양기에서 

배양하였다. 시험물질을 처리하기 3일 전에 세포를 DMEM/F12 (Dulbcco’s 

Modified Eagle Medium)에 5% FBS가 보충된 DF5F에서 유지관리 및 세포 

계대 배양하였다.

(3) 세포주의 적절한 플레이팅 효율(PE, Plating efficiency)

형질전환 분석에 적합한 FBS 로트를 확인하기 위하여 하나의 워킹 스톡 세포를 

이용하여 사용하는 6 well 플레이트에 웰당 100개의 세포를 플레이팅하여 10일간 

배양하여 자발적인 세포 변형이 유발되지 않는 것을 확인하였다.
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3. Cell growth assay

Cell growth assay은 각 시험물질의 적절한 처리 농도를 결정하기 위해 

형질전환 분석 전에 수행하였다. 아래의 그림과 같이 수행하였다.

Mother culture Cell growth assay

Day-7 -3   0 1 4 7

M10F DF5F Chemical treatment

△  △      ▲

cell seeding cell seeding Medium change with chemical

[그림 Ⅱ-1] Time line of the cell growth assay component of the promotion test

1) 처리농도

Cell growth assay를 위한 각 시험물질 별 처리농도는 아래의 표와 같이 

처리하였다.

시험물질 처리농도

DMSO 0.1%

TPA 50 ng/ml

Anisol 2.0, 1.0, 0.5, 0.25, 0.13, 0.06, 0.03 ㎕/ml

2-methoxyethanol 2.0, 1.0, 0.5, 0.25, 0.13, 0.06, 0.03 ㎕/ml

1,2-dichlorobenzene 2.0, 1.0, 0.5, 0.25, 0.13, 0.06, 0.03 ㎕/ml

<표 Ⅱ-1> 시험물질별 처리농도
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2) 시험절차

(1) 세포 해동: Day –7

Day –7에 워킹 스톡 셀을 빠르게 해동하여 0.5 ㎖(2.5×105 cells)을 10 ㎖ 

M10F가 담긴 100 mm culture dish에 넣고 CO2 배양기에서 3일간 배양하였다.

(2) 세포 계대: Day –3

Day –3에 배양 중인 세포에서 배지를 제거하고 0.25% Trypsin-EDTA 1 ㎖을 

넣고 CO2 배양기에서 약 2분간 처리하고, PBS 9 ㎖를 넣고 회수하여 냉장 

상태에서 5분간, 3,000 rpm으로 원심 분리하여 상층액을 제거하였다. 그런 

다음 세포를 재부유시켜 100 mm culture dish에 10 ㎖ DM5F가 들어있는 

2개의 dish에 dish당 1.0×105 cells를 계수하여 넣고 CO2 배양기에서 3일간 

계대 배양하였다.

(3) 세포 파종: Day 0

Day 0에 배양 중인 세포에서 배지를 제거하고 0.25% Trypsin-EDTA 1 ㎖을 

넣고 CO2 배양기에서 약 2분간 처리하고, PBS 9 ㎖를 넣고 회수하여 냉장 

상태에서 5분간, 3000 rpm으로 원심 분리하여 상층액을 제거하였다. 그런 다음 

세포를 재부유시켜 96 well plate의 각 well에 200개의 세포를 0.01 ㎖ 

DM5F로 파종하였다.

(4) 시험물질 처리: Day 4

Day 4에 배양중인 세포에서 배지를 제거하고 시험물질별 각 농도를 포함한 

배지를 각 well 당 0.01 ㎖ 넣고 3일간 처리하였다.
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(5) 생존률 분석: Day 7

Day 7에 세포 생존률은 WST-8(Quanti-MaxTM WST-8 Cell Viability 

Aassay Kit)를 이용하여 다음의 절차에 따라 분석하였다.

가) 시험물질의 처리가 종료된 96 well 플레이트에 각 well에 Quanti-MaxTM 

10 ㎕ 넣고 배양기에서 0.5∼4시간 반응 시켰다.

나) 1분간 가볍게 흔든 후 450 nm에서 플레이트 리더를 이용하여 흡광도를 

측정하였다.

4. Cell transformation assay; Promotion assay

Promotion assay의 시험 절차는 아래의 그림과 같이 수행하였다.

Mother culture Promotion assay

Day-7 -3 0 1     4     7    11           14          21

M10F DF5F DF5F DF5F

△ △     ▲    ▲    ▲           △

cell seeding cell seeding Medium change with chemical   Medium change

[그림 Ⅱ-2] Time line of the promotion test

1) 처리농도

Cell transformation assay를 위한 각 시험물질 별 처리농도 Cell growth 

assay 결과를 기반으로 Anisol과 2-methoxyethanol은 1.0과 0.5 ㎕/ml를, 

1,2-dichlorobenzene는 0.2와 0.1 ㎕/ml를 처리하였다. 또한, 음성대조물질인 

DMSO는 0.1%, 양성대조물질인 TPA는 50 ng/ml를 처리하였다. 각 시험물질의 

노출일은 세포 파종 후 4∼14일 동안 노출하였으며 노출하는 동안 4, 7, 11일에 

시험물질을 교체하며 처리하였다.
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2) 시험절차

(1) 세포 해동: Day –7

Day-7에 워킹 스톡 세포 0.5 ml을 빠르게 해동하여 10 ㎖ M10F 배지에 

넣고 원심분리한 후 10 ㎖ M10F 배지 담긴 100 mm 배양 dish에 넣었다

(2.5×105 cells).

(2) 세포 계대: Day -3

Day -3에 배양 중인 세포를 Trypsin-EDTA로 처리하고 10 ㎖ DF5F 배지에 

넣고 원심분리한 후 10 ㎖ DF5F 배지 담긴 2개의 100 mm 배양 dish에서 

배양하였다(1.0×105 cells/dish).

(3) 세포 파종: Day 0

Day 0에 배양 중인 세포를 Trypsin-EDTA로 처리하고 6웰 플레이트의 각 

웰당 4,000 cells/2 ㎖로 파종하였다.

(4) 시험물질 처리: Day 4, 7, 11

Day4, 7, 11에 배양중인 배지를 제거하고 시험물질별 각 농도를 포함한 새로운 

배지로 교환하여 세포를 재노출 시켰다.

(5) 배지 교환: Day 14

Day14에 처리 중인 배지를 제거하고 시험물질이 함유되지 않은 새로운 

배지로 교체하였다.
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(6) 세포 수거: Day 21

Day 21에 배양 중인 세포를 PBS 2 ㎖로 세척한 다음 Trypsin- EDTA 200 ㎕로 

3분간 처리하고 PBS 2 ㎖을 넣어  회수하여 냉장 상태에서 5분간, 3000 rpm

으로 원심 분리하여 펠렛 형태로 세포를 수집하여 DNA을 추출하기 전까지 냉동

(-70℃)보관 하였다.

5. DNA Methylation assay

DNA 메틸레이션의 분석은 다음과 같은 절차에 따라 다양한 메틸롬 영역에서 

285K 이상의 CpGs의 특성을 갖는 Infinium Mouse Methylation BeadChip 

kits(Illumina Inc., San Diego, CA)를 이용하여 ㈜마크로젠(서울특별시 강남구 

테헤란로 238)에서 수행하였다.

[그림 Ⅱ-3] Infinium Methylation Array Procedure
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1) DNA 추출

세포로부터 DNA의 추출은 QIAwave DNA Blood & Tissue Kit (QIAGEN 

Inc., Germany)을 이용하여 다음의 절차에 따라 수행하였다.

(1) 냉동 보관된 세포을 해동한 다음 PBS를 추가하였다. 세포수가 적절한(최대 

5×106)지 확인하고 4 ㎕ RNase A(100 mg/㎖)를 추가한 다음 마이크로 

튜브를 밀봉하고, 볼텍스로 혼합하고 실온에서 5분간 배양하였다.

(2) 각 샘플에 에탄올이 추가되지 않은 Buffer AL 200 ㎕를 추가하였다.

(3) 마이크로 튜브를 적절하게 밀봉하고 마이크로 튜브의 렉 위에 투명 커버를 

놓고 렉을 15초 동안 위아래로 강하게 흔든 다음 원심분리기가 3000 rpm에 

도달하도록 한 다음 원심분리기를 중지하였다. 그런 다음 배양하는 동안 

캡 위에 무게를 올려놓고 56℃에서 10분간 배양하였다.

(4) 캡을 조심스럽게 제거하고 각 샘플에 200 ㎕ 에탄올을 추가하고 캡으로 

마이크로 튜브를 밀봉하였다. 마이크로 튜브 렉위에 투명한 덮개를 놓고 

15초 동안 렉을 위아래로 세게 흔들었다.

(5) S-Block 위에 DNeasy 96 플레이트를 놓고 마이크로 튜브에서 캡을 

제거하고 용해 혼합물(최대 900 ㎕)를 DNeasy 96 플레이트의 각 well로 

조심스럽게 옮겼다.

(6) AirPore 테이프 시트로 DNeasy 96 플레이트를 밀봉하고 6000 rpm에서 

4분 동안 원심분리하였다. 원심분리 후 모든 용해물이 각 well에 있는 

막을 통과했는지 확인하고, well에 남아있는 경우에는 추가로 4분 동안 

원심분리하였다.

(7) 테이프를 제거하고 각 샘플에 Buffer AW1 500 ㎕를 조심스럽게 추가

하였다. 새로운 AirPore 테이프 시트로 각 DNeasy 96 플레이트를 밀봉

하고 6000 rpm에서 2분간 원심분리하였다.
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(8) 테이프를 제거하고 각 샘플에 Buffer AW2 500 ㎕를 조심스럽게 추가

하였다. AirPore 테이프 시트로 DNeasy 96 플레이트를 밀봉하지 않고 

6000 rpm에서 15분간 원심분리하였다.

(9) 새로운 Elution Microtubes RS의 새로운 렉에 DNeasy 96 플레이트를 

올바른 방향으로 놓았다. DNA를 용출하기 위하여 각 샘플에 200 ㎕ 

Buffer AE를 추가하고 DNeasy 96 플레이트를 새로운 AirPore 테이프 

시트로 밀봉한 다음 실온에서 1분 배양하고 6000 rpm에서 4분 동안 

원심분리하였다.

(10) DNA의 수율을 높이기 위하여 9번 단계를 반복한 다음 사용하기 전까지 

보관을 위하여 Elution Microtubes RS를 새로운 캡으로 밀봉하여 보

관하였다.

2) DNA 품질관리

펠렛 형태의 세포로 부터 DNA을 추출하여 DNA 량 및 품질에 대해서 다음과 

같은 방법으로 확인하였다.

(1) DNA량 측정

synergy HTX를 이용한 picogreen (Promega, cat. #E2670) 방법으로 

수행하였다. 일반적인 오염물질이 있는 경우에도 dsDNA를 특이적이고 정확

하게 정량하는 형광기반의 정량화로 DNA 량을 정량화 하였다.

(2) DNA 순도 분석

DNA 량을 측정은 NanoDrop 장비를 이용하여 수행하였다. 260 nm에서 

흡광도를 측정하여 DNA를 정량화하였다. 순도가 1.7∼2.0 값은 비교적 DNA의 

순도가 높은 것으로 간주하였다.
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(3) DNA 상태 평가

샘플에서 DNA의 상태는 겔 전기 영동법을 이용하여 확인하였다. 세제나 

단백질과 같은 불순물은 DNA 밴드가 번지게 보일 수 있다. 260 nm 판독을 

방해하는 RNA는 종종 젤 바닥에서 보일 수 있으며, 목표 밴드 아래의 사다리 

또는 번지게 보이면 DNA에 흠집이나 다른 손상이 있을 수 있음을 나타낼 수 있다.

3) BCD(bisulfite-converted DNA) 제작 (Pre-AMP)

게놈 DNA 샘플을 메틸화되지 않은 시토신을 우라실로 전환시키지만 메틸화된 

시토신은 변환되지 않도록 중아황산염(bisulfite)을 처리하였으며 다음과 같은 

절차로 수행하였다.

[그림 Ⅱ-4] Bisulfite conversion

(1) DNA Methylation Kit의 시험방법에 따라 DNA를 변성시키고 전환 시

약을 추가하였다.

(2) 16 사이클 동안 95℃에서 30초, 50℃에서 1시간 조건으로 thermal 

cycler에서 배양하였다: 
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(3) DNA를 정제될 때까지 4℃에서 10분간 유지하였다.

(4) 중아황산염으로 변환된 BCD 샘플을 BCD 플레이트로 옮겼다.

(5) 플레이트를 가열 밀봉하고 –25∼–15℃에 보관하였고, 분석하기 전에 

플레이트를 완전히 해동하고 내용물을 볼덱스로 혼합하였다.

4) BCD 플레이트 준비

(1) BCD 샘플을 실온에서 해동하였다.

(2) BCD 샘플을 TCY 플레이트의 각 well에 10 ㎕씩 넣었다.

5) MSA4 플레이트 제작(Pre-AMP)

(1) MA1 20 ㎕를 MSA4 플레이트에 추가 후 4 ㎕의 BCD 샘플을 추가하였다.

(2) 4 ㎕의 0.1N NaOH를 첨가하여 BCD 샘플을 변성시켰다.

(3) RPM 시약으로 BCD 샘플을 중화시켰다.

(4) 마지막으로 MSM(Multi-Sample Amplification Master Mix)을 플레이트에 

추가하였다.

6) MSA4 플레이트 배양(Post-Amp)

MSA4 플레이트를 Illumina Hybridization Oven에서 37°C에서 20-24시간 

동안 배양하여 DNA의 샘플 량의 수천배 균일하게 등온 증폭시켰다.
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7) DNA 단편화(Post-Amp)

DNA를 효소로 단편화시켰고, dNTP, 프라이머 및 효소로 정제하여 에레이에 

적용하였다. 과정은 엔드포인트 조각화를 사용하여 과잉으로 조각화 되는 것을 

방지하였다.

8) DNA 침전(Post-Amp)

이소프로판올(isopropanol) 침전 후 4°C에서 원심분리하여 단편화된 

DNA를 수집하였다.

9) DNA 재현탁(Post-Amp)

단편화되고, 재현탁된 DNA 샘플을 BeadChip에 분배하였다.

10) BeadChip에 Hybridization(Post-Amp)

(1) 침전된 DNA를 Illumina Hybridization 오븐에서 BeadChip을 배양하여 

BeadChip에 Hybridization시켰다.

(2) 증폭되고 단편화된 DNA 샘플은 Hybridization 되는 동안 유전자좌 특이적 

50 mer(1개의 비드에 공유적으로 결합됨)에 어닐링(annealing)된다.

(3) Infinium Ⅰ분석에 대한 각 CpG 유전자좌에 해당하는 두가지 비드 유형: 

한 비드 유형은 메틸화(C)에 해당하고 다른 비드 유형은 CpG부위의 메틸화

되지 않은(T) 상태에 해당된다. 하나의 비드 유형은 Infinium Ⅱ분석에 

대한 각 CpG 유전자좌에 해당된다.
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11) BeadChip 세척(Post-Amp)

Hybridization되지 않은 DNA와 비특이적으로 Hybridization된 DNA는 

세척되고 BeadChip은 염색 및 확장을 준비하였다.

12) BeadChip 확장 및 염색(XStain)(Post-Amp)

칩은 모세관을 통과한 챔버에서 확장 및 염색되었다. 캡처된 DNA를 주형으로 

하여 BeadChip의 올리고의 단일 염기 확장은 BeadChip의 감지 가능한 레이블을 

통합하고 쿼리 CpG 사이트의 메틸화 수준을 결정한다.

13) 이미징 BeadChip

비드에 있는 단일 염기 확장 제품의 형광단을 여기 시키기 위해 레이저를 

사용하는 Illumina iScan scanner을 이용하여 BeadChip을 표준 Illumina 

절차에 따라 스캔하였다. 스캐너로 형광단에서 방출되는 빛의 고해상도 이미지를 

기록하였다.

14) 자료 분석

스캔한 분석 자료의 내보내기 및 분석은 Illumina GenomeStudio v2011.1

(Methylation Module v1.9.0) 및 R3.6.0을 이용하여 수행되었다. Methylation 

자료는 먼저 QC 및 색상 균형 검사를 한 후 모든 프로브의 평균을 기반으로 

배경을 수정하고 크기를 조정 하였다. Beta-value 및 M-value 통계를 산술하였다. 

전처리는 Bioconductor lumi 패키지에 포함된 방법으로 수행되었다.
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1. Cell growth assay

Cell transformation assay(Promotion assay)에 처리용량을 설정하기 위

하여 Cell growth assay를 수행하였다. Cell growth assay의 결과는 아래의 

<표 Ⅲ-1>, [그림 Ⅲ-1]과 같다. Cell transformation assay를 위한 처리농도

는 메틸화 분석을 위한 DNA 추출량을 감안하여 Anisol과 2-methoxy- 

ethanol은 1.0과 0.5 ㎕/ml를, 1,2-dichlorobenzene은 0.2와 0.1 ㎕/ml로 

설정하였다<표 Ⅲ-2>.

처리
농도

(ng/ml)

TPA
(%)

처리
농도

(㎕/ml)

Anisol
(%)

처리
농도

(㎕/ml)

2methoxy
ethanol 

(%)

처리
농도

(㎕/ml)

1,2dichloro
benzene 

(%)

6.25 118.59 0.03 105.10 0.03 94.90 0.03 102.59

12.5 103.53 0.06 98.67 0.06 87.69 0.06 97.18

25.0 127.53 0.13 103.84 0.13 102.12 0.13 101.80

50.0 130.67 0.25 104.16 0.25 103.53 0.25 76.08

100.0 142.75 0.50 91.45 0.50 91.29 0.50 0.47

200.0 156.39 1.00 93.96 1.00 95.84 1.00 0.47

400.0 152.00 2.00 35.45 2.00 70.43 2.00 0.16

<표 Ⅲ-1> 시험물질 별 세포 생존률
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[그림 Ⅲ-1] 시험물질별 세포 생존률

시험물질 처리농도

DMSO 0.1%

TPA 50 ng/ml

Anisol 1.0, 0.5 ㎕/ml

2-methoxyethanol 1.0, 0.5 ㎕/ml

1,2-dichlorobenzene 0.2, 0.1 ㎕/ml

<표 Ⅲ-2> 시험물질별 처리농도 설정

2. DNA Methylation assay

1) DNA의 QC 결과

수집한 세포로부터 DNA를 추출하여 DNA의 량 및 품질을 확인한 결과 아래와 

같이 모든 DNA가 기준에 적합하였음을 확인하였다.
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시험물질 처리농도
순도

(A260/
A280)

순도
(A260/
A230)

농도
(ng/㎕)

부피
(㎕)

총량
(㎍)

결과

DMSO 0.1% 1.87 1.59 80.26 40 3.21 적합

TPA 50 ng/ml 1.85 1.54 54.58 40 2.18 적합

Anisol 1.0 ㎕/ml 1.85 1.90 86.97 40 3.48 적합

Anisol 0.5 ㎕/ml 1.86 1.96 111.20 40 4.45 적합

2-methoxy
ethanol 1.0 ㎕/ml 1.87 2.05 100.82 40 4.03 적합

2-methoxy
ethanol 0.5 ㎕/ml 1.87 1.94 91.49 40 3.66 적합

1,2-dichloro
benzene 0.2 ㎕/ml 1.87 1.62 74.17 40 2.97 적합

1,2-dichloro
benzene 0.1 ㎕/ml 1.89 2.00 94.13 40 3.77 적합

QC Criteria >1.5 >1.0 13 - >0.5

<표 Ⅲ-3> QC Result of DNA

[그림 Ⅲ-2] Electrophoresis image of DNA for each samples
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2) 자료의 전처리

자료를 수정, 필터링, 변환 및 정규화를 통해 통계적으로 잘못된 결론을 회

피하기 위한 체계적 편향을 줄이기 위해 전처리하였다.

(1) 배경 보정 및 염료 바이어스 평준화

라이브러리(ENmix)는 BeadChip 강도 데이터를 6개로 분할하고 메틸화 및 

비메틸화 강도, 2가지 색상 채널 및 2가지 프로브 유형별로 모델링하였다.

(2) Filtering criteria

가) 검출된 P 값에 의한 각 샘플에 대한 검출된 CpG의 수

나) 검출된 P 값 <0.01 및 <0.05에서 아래의 그림에서와 같이 평균적으로 

약 283807.5와 284192.3 CpG가 검출되었다.

[그림 Ⅲ-3] Number of detected CpGs by detection P value for each samples

다) 모든 샘플의 25%이상 검출된 P 값이 ≥0.05인 CpG를 제외하였다.

다) 분석할 283180 CpG를 남겨두고 BMIQ 정규화를 위해 각 샘플에서 

적어도 하나 이상의 NA 값을 가진 CpG는 아래의 그림에서 보는 바와 
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같이 DMSO 0.1% 노출 샘플은 292개, TPA 50 ng/ml 노출 샘플은 

293개, Anisole 1.0 ㎕/ml 노출 샘플은 345개, Anisole 0.5 ㎕/ml 

노출 샘플은 429개, 2-methoxyethanol 1.0 ㎕/ml 노출 샘플은 585개, 

2-methoxyethanol 1.0 ㎕/ml 노출 샘플은 590개, 1,2-dichlorobenzene 

0.2 ㎕/ml 노출 샘플은 496개, 1,2-dichloro benzene 0.1 ㎕/ml 

노출 샘플은 278개를 제외하였다.

[그림 Ⅲ-4] Distribution of failure CpGs with detection P-vale ≥0.05

(3) BMIQ(Beta Mixture Quantile) normalization

BMIQ.R을 이용하여 분석 편양을 줄이기 위해 beta-mixture 분위수 정규화 

방법으로 아래의 그래프에서 보는 봐와 같이 정규화 하였다.86) 각 시험물질에 

노출된 모든 샘플의 그래프는 유사했다.

               DMSO (0.1%)                           TPA (50 ng/ml)
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             Anisol (1.0 ㎕/ml)                       Anisol (0.5 ㎕/ml)

            2-methoxyethanol(1.0 ㎕/ml)                 2-methoxyethanol (0.5 ㎕/ml)

               1,2-dichlorobenzene (0.2 ㎕/ml)              1,2-dichlorobenzene (0.1 ㎕/ml)

[그림 Ⅲ-5] Check BMIQ for each test chemical treatment samples



Ⅲ. 결과 및 고찰

37

(4) 자료변환(Data transformation)

가) Beta-value는 메틸화된 프로브 강도(intensity)와 전체 강도(메틸화 

프로브 강도와 비메틸화의 프로브 강도의 합)의 비율이다.

Betai =

max(yi,methy,0)
max(yi,unmethy,0)+max(yi,methy,0)

+α

나) M-value는 메틸화된 프로브 대 비메틸화된 프로브 강도의 log2 비로 

계산하였다.87)

Mi =log2 ( max(yi,methy,0)+α )max(yi,unmethy,0)+α

다) Beta-value는 보다 직관적인 생물학적 해석을 갖지만, M-value는 

메틸화 수준의 차이를 분석하는데 통계적으로 더 유효하다.

라) 메틸화의 차이를 분석하기 위해서 M-value을 사용하였고, 결과 보고에는 

Beta-value가 포함되었다.

마) 시험군과 대조군간의 평균 beta의 차이를 나타내는 delta- mean을 

산출하였다.

바) delta-mean을 M-value로 변환하여 대조군과 비교하여 비메틸화 

강도와 메틸화 강도의 비율을 측정하여 Odds Ratio를 다음과 같이 

산출하였다.

M value = log2 (
beta

)
1-beta

Log2OR (
Test

) = mean (Log2 (
Test beta

) - mean ( Log2 (
Control beta

))
Control 1-Test beta 1-Control beta

= mean (Log2 (Odds of Test ))- mean ( Log2 (Odds of Control))

 ∴ OR (
Test

) = 2
log2OR (

Test
)

Control Control
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사) 대조군과 시험물질 노출군간의 메틸화율의 비율을 나타내는 Fold 

Change을 다음과 같이 산출하였다.

L value = log2 ( beta)

Log2FC ( Test ) = mean (Log2 (Test beta)) - mean (Log2 (Control beta))Control

 
∴ OR (

Test
) = 2 log2OR ( Test )

Control

Control

3) 자료(Data)의 품질 검사

메틸화 분석을 위하여 분석한 자료에 대한 품질을 수행한 결과 모든 시험물질 

처리 샘플은 유사한 분포를 보여 적합한 것으로 판단되었다.

(1) Box plot

BMIQ 정규화 및 Data 변환 전후의 분포를 비교하기 위해 box plot을 그렸다. 

Beta-value는 각 CpG 부위의 메틸화 강도를 반영한다. 모든 시험군에서 유사한 

형태의 분포를 보이는 것을 확인하였다. 

[그림 Ⅲ-6] Box plot to compare distribution of before/after BMIQ normalization 

and data transformation
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(2) Density plot 

BMIQ 정규화 및 자료 변환 전후의 분포를 비교하기 위해 density plot을 

그렸다. 모든 시험군에서 유사한 형태의 분포를 보이고 있다. 

[그림 Ⅲ-7] Density plot o compare distribution of before/after BMIQ normalization 

and data transformation

(3) 샘플간 재현성

M-value를 이용한 Pearsons의 상관관계를 사용하여 모든 시험군의 재현성의 

정도를 확인하기 위하여 level plot을 그렸다. 모든 샘플은 상관계수(r)이 +1에 

가까우며 양의 상관관계를 보이고 있다.

[그림 Ⅲ-8] Level plot using Pearson’s correlation coefficient
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[그림 Ⅲ-9] Correlation matrix for all samples

(4) Hierarchical clustering

각 시험물질 노출군의 M-value를 이용하여 Hierarchical 클러스팅 방법을 

사용하여 계층적으로 군집화된 dendrogram을 그렸다. 아래와 같이 3개의 

클러스트와 한 개의 싱글톤으로 그려졌다. 샘플간 군집화 패턴은 밀집된 군집을 

생성하는 경향이 있는 것으로 생각되며, TPA 노출군은 1,2-dichlorobenzene 

노출군과 좀 더 유사성이 높은 것으로 판단된다. 반면, DMSO 처리군은 시험

물질 처리군과는 다른 군집을 보이는 것으로 그려졌다.

[그림 Ⅲ-10] Hierachical clustering for all samples
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(5) MDS (Multidimensional scaling) plot

M-value를 이용하여 샘플간 데이터 포인트 간의 차이점을 시각적으로 표현하기 

위하여 2-D 그래픽을 그렸다.

[그림 Ⅲ-11] MDS (Multidimensional scaling) plot for all samples

위에서 보는 봐와 같이 각 시험물질 처리군은 시험물질 노출농도별 근접한 

거리를 두고 있으며 TPA 노출군은 1,2-dichlorobenzene 노출군과 좀 더 근접한 

포인트를 보이고 있다. DMSO 처리군은 시험물질 노출군과는 다른 거리를 두는 

것으로 보인다.

4) 메틸화(Methylation) 분석 결과

(1) 메틸화 수준(Methylation level) 분포

대조군을 포함한 모든 시험물질 노출군의 메틸화 수준의 분포를 분석한 결과 

다음과 같으며, 모든 시험물질 노출군의 메틸화 수준은 평균 beta-value가 0∼0.1 

및 0.9∼1.0에서 높은 수준을 보이는 유사한 형태의 분포를 보이고 있다. 대조군 
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대비 각 시험물질 처리군의 평균 beta-value의 차이는 DMSO 및 TPA 노출군 

대비 각 시험물질 노출군은 평균 beta-value가 0∼0.1에서는 메틸화 수준이 

조금 낮았으며 0.9∼1.0에서는 조금 높은 경향을 보이는 유사한 양상을 보였다. 

그리고 0.2∼0.6에서는 거의 차이를 보이지 않았다.

1.0 ㎕/ml                                 0.5 ㎕/ml
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[그림 Ⅲ-12] Distribution of methylation level for all samples

(2) 메틸화 수준(Methylation level)의 Scatter plot

다음의 메틸화 수준에 대한 산점도는 총 CpG 부위에서 DNA의 메틸화 수준을 

대조군인 DMSO와 TPA 대비 각 시험물질 노출군간 비교한 것이다. 대부분 

0.2 이하의 메틸화 수준을 보이고 있으며, 일부 파란색 산점도는 delta-mean이 

0.2∼0.3을 보여주고 있다. DMSO 대비 TPA 노출군에서는 delta-mean 0.3 

이상은 거의 없었다. DMSO 대비 2-mthoxyethanol과 1,2-dichlorobenzene 

노출군에서는 0.3 이상의 delta-mean를 갖는 산점도를 약간 보이고 있다. 
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반면, TPA 대비해서는 1,2-dichlorobenzene 노출군에서는 0.3 이상의 

delta-mean를 갖는 산점도를 보였다. 그러므로 각 시험물질 노출군은 모두 

전체적으로 낮은 메틸화 수준(0.5 이하)을 보인 것으로 평가되었다.

1.0 ㎕/ml                                 0.5 ㎕/ml
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0.2 ㎕/ml                                 0.1 ㎕/ml

[그림 Ⅲ-13] Scatter plot of methylation level for all samples

(3) Dela mean 히스토그램

다음의 그래프는 DNA의 메틸화 위치를 대조군인 DMSO와 TPA 대비 각 

시험물질 노출군간의 평균 beta-value를 비교한 것이다. 대부분 평균 beta-value이 

주로 절대값 0.2 이내 낮은 범위의 관계를 보이는 것을 확인할 수 있었다.

<표 Ⅲ-4> DMSO 및 TPA 대비 각 시험물질 노출군의 Delta mean

시험물질 처리농도
DMSO TPA

-0.3<X<-0.2-0.2<X<-0.1 -0.1<X<0.0 0.1<X<0.2 0.2<X<.0.3 0.3<X<0.4 -0.3<X<-0.2-0.2<X<-0.1 -0.1<X<0.0 0.1<X<0.2 0.2<X<.0.3 0.3<X<0.4

DMSO 0.1% - - - - - - 12 487 277538 5063 79 1

TPA 50 ng/ml 12 487 277538 5063 79 1 - - - - - -

Anisol 1.0 ㎕/ml 3 326 277107 5678 64 1 22 1172 279748 2211 26 0

Anisol 0.5 ㎕/ml 7 579 277427 5091 74 1 109 3267 277012 2727 63 1

2-methoxy
ethanol 1.0 ㎕/ml 11 297 263302 18722 752 75 11 914 275133 6892 208 20

2-methoxy
ethanol 0.5 ㎕/ml 6 227 243152 37960 1702 103 5 436 268503 13794 403 37

1,2-dichloro
benzene 0.2 ㎕/ml 1 244 269762 12773 367 32 4 323 279742 3050 61 0

1,2-dichloro
benzene 0.1 ㎕/ml 11 579 274799 7408 337 38 27 1691 278904 2470 82 5
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0.2 ㎕/ml                                 0.1 ㎕/ml

[그림 Ⅲ-14] Histogram of Delta mean for all samples

(4) Delta mean에 의한 Hyper, Hypo methylation CpGs의 수

고밀도(Hyper)와 저밀도(Hypo) CpGs 섬에서의 메틸화된 CpG 수를 확인

한 결과 모든 시험물질 노출군은 주로 고밀도 CpGs 섬에서 메틸화된 CpG 개

수가 약간 많았고, 2-methoxyethanol과 1,2-dichlorobenzene 노출군에서

는 고밀도 CpGs 섬에서 메틸화된 CpG가 약간 많은 경향을 보였으나 전체적

으로 메틸화된 CpG 개수는 미미한 수준으로 판단되었다.

<표 Ⅲ-5> Delta mean에 의한 Hyper, Hypo methylation CpGs의 수

시험물질 처리농도 DMSO TPA
Hyper Hypo Hyper Hypo

DMSO 0.1% - - 80 12

TPA 50 ng/ml 80 12 - -

Anisol 1.0 ㎕/ml 66 3 27 22

Anisol 0.5 ㎕/ml 76 7 65 109

2-methoxy
ethanol 1.0 ㎕/ml 848 11 230 11

2-methoxy
ethanol 0.5 ㎕/ml 1835 6 442 5

1,2-dichloro
benzene 0.2 ㎕/ml 400 1 61 4

1,2-dichloro
benzene 0.1 ㎕/ml 382 12 88 27
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0.1 ㎕/ml

[그림 Ⅲ-15] Number of Hyper, Hypo methylation CpGs by delta mean

고밀도와 저밀도 CpGs 섬에서의 기능적 메틸화된 CpGs 수를 확인한 결과 

다음과 같으며 2-methoxyethanol 노출군에서 메틸화된 CpGs가 많은 경향을 

보였고, 그 다음으로는 1,2-dichlorobenzene 노출군에서 다소 많은 경향을 

보였다. 모든 시험군에서는 저밀도 CpGs 구역보다는 주로 고밀도 CpGs 구역의 

TSS1500과 TS200 프모모터 부위, 염색체의 Body 위치에 메틸화된 CpGs 

개수가 많은 것을 확인할 수 있었다. 

<표 Ⅲ-6> Delta mean에 의한 기능적 methylation CpGs의 수

시험물질 처리농도

DMSO TPA

Hyper Hypo Hyper Hypo

TSS1500 TSS200 Body TSS1500 TSS200 Body TSS1500 TSS200 Body TSS1500 TSS200 Body

DMSO 0.1% - - - - - - 3 5 45 2 0 6

TPA 50 ng/ml 3 5 45 2 0 6 - - - - - -

Anisol 1.0 ㎕/ml 6 7 33 1 1 1 3 1 15 6 2 7

Anisol 0.5 ㎕/ml 7 8 42 0 1 4 8 2 3 12 23 65

2-methoxy
ethanol 1.0 ㎕/ml 99 117 432 1 2 4 30 20 123 2 1 5

2-methoxy
ethanol 0.5 ㎕/ml 203 236 991 1 1 3 60 46 237 0 0 3

1,2-dichloro
benzene 0.2 ㎕/ml 58 45 209 0 0 0 8 3 34 0 0 0

1,2-dichloro
benzene 0.1 ㎕/ml 46 43 198 3 2 4 15 9 39 4 4 12
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(5) Hyper, Hypo methylation CpGs의 box plot

고밀도와 저밀도 CpG 섬에서의 대조군 대비 메틸화된 각 시험물질 노출군의 

Delta-mean은 고밀도 CpG 섬에서는 0.2, 저밀도 CpG 섬역에서는 –0.2의 

강도를 보이는 것을 확인되었다.
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[그림 Ⅲ-16] Box plot of Hyper, Hypo methylated CpGs by Delta mean

(6) Hyper, Hypo methylation CpGs에 대한 기능적 위치의 분포

고밀도와 저밀도 CpG 섬에서의 기능적 메틸화된 CpG 수를 확인한 결과이다. 

앞에서 언급했듯이 2-methoxyethanol 노출군에서 메틸화된 CpG 수가 약간 

많은 경향을 보였고, 그 다음으로 1,2-dichlorobenzene 노출군에서 약간 많은 

경향을 보였다. 모든 시험군에서는 주로 고밀도 CpG 섬의 TSS1500과 

TS200 프모모터 부위, 염색체의 Body 위치에서 메틸화된 CpG 개수가 많은 

것을 확인할 수 있었다. 
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[그림 Ⅲ-17] Distribution of functional location for Hyper, Hypo methylated CpGs
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(7) Cluster 분석: Hierachical clustering에 대한 Heat map

유의성있는 자료의 M-value를 이용하여 대조군 대비 각 시험물질 노출군간 

메틸화돤 CpG 거리 유사성에 대한 Hierachical clustering의 Heat map그렸다.
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[그림 Ⅲ-18] Heat map of the two-way Hierarchical clustering
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Ⅳ. 결론

본 연구는 발암성 규명이 필요한 산업화학물질인 Anisol, 2-methoxyethanol, 

1,2-dichlorobenzene에 대한 후생유전학적 평가의 일환으로 염색체내 메틸화 

양상을 조사하였다.

선정된 산업화화학물질을 Bhas 42 세포주에 노출한 다음 Illumunina사에서 

제공한 방법에 따라 DNA을 추출하여 Illumina Infinium Mouse Methylation 

BeadChip로 >285K CpGs 구역에서 메틸화 양상을 분석하였다.

분석결과 음성대조군 대비 모든 시험 노출군에서는 주로 고밀도 CpG 섬에서 

메틸화된 CpG 수가 많았다. Anisol과 1,2-dichlorobenzene 노출군은 음성

대조군과 양성대조군간의 메틸화된 CpG 개수의 차이와 유사한 차이를 보였고, 

2-methoxyethanol 노출군에서 약간 높은 경향을 보였고, 주로 메틸화된 구역은 

고밀도  CpG 섬의 TSS1500과 TS200 프모모터 위치, 염색체의 Body 위치였으나 

대조군과 각 시험물질 노출군 간의 평균 beta-value는 주로 절대값 0.2 이내 

낮은 범위의 관계를 보였다. 

이러한 결과로부터 선정된 산업화학물질은 CpG 구역에서 대조군과와 유의한 

메틸화 차이를 보인다고 생각되지 않는다. 세포형질전환 시험에서 각 시험물질들은 

음성의 결과를 보였다. 따라서 선정된 산업화학물질은 메틸화 변화에 의한 후

생유전학적 변화를 유발지하지 않는 것으로 판단된다. 또한, TPA는 C1 domain88,89)에 

직접 결합하여 신호 전달 효소 단백질 효소(PKC)를 활성화하는 작은 분자의 

물질이다. 일반적으로 TPA는 설치류의 피부 발암을 위한 종양 촉진제로 사용되며 

흑색종, 유방암 및 구강암과 같은 종양에서 악성 세포의 증식과 관련이 있다.90∼92) 

그러나 TPA로 처리된 림프종 세포에서는 대조군에 비해 세포 증식이 감소하였기 

때문에 TPA의 기능에 대해 논란이 있다.93∼94). 따라서 시험물질 노출군과 

유사한 메틸화 변화 양상을 보인 TPA 또한 Bhas 42 세포주의 형질전환은 

메틸화의 관련성은 낮을 것으로 생각된다.
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Abstract

Study on epigenetic carcinogenicity of 

industrial chemicals through methylation 

analysis

This study was conducted to investigate the methylation patterns of 

DNA as part of the epigenetic evaluation of Anisol, 2-methoxyethanol, 

and 1,2-dichlorobenzene, which are industrial chemicals requiring 

carcinogenicity.

After exposing the selected industrial chemicals to the Bhas 42 cell 

line, DNA was extracted according to the method provided by company 

Illumunina, and methylation was analyzed for >285k CpGs sites with 

Illumina Infinium Mouse Methylation BeadChip.

As a result of the analysis, all test chemical exposure groups had a 

higher number of CpGs methylated at the Hyper CpGs sites than the 

negative control group. Anisol and 1,2-dichlorobenzene exposure groups 

had similar differences in the number of methylated CpGs compared to 

the negative control group and the positive control group, but the 

2-methoxyethanol exposure group showed a slightly higher tendency. 

Methylated sites were mainly observed in the TSS1500 and TS200 promoter 

sites and body sites. However, the average beta-value of each test 

chemical exposure group showed a low-range relationship mainly within 

the absolute value of 0.2.
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From these results, the selected industrial chemicals did not show 

significant methylation differences from the control groups at CpGs 

sites, and the results of the cell transformation tests were also negative, 

so it is judged that they do not induce epigenetic changes due to 

methylation changes.

The industrial chemicals selected from these results did not show a 

significant methylation difference from the control group at CpGs sites, 

and all industrial chemicals were also negative as a result of the cell 

transformation test, so it is judged that epigenetic changes caused by 

methylation changes are not induced. In addition, TPA, which showed 

similar methylation patterns to the test chemical-exposed groups, is 

thought to have low methylation relevance to transformation in Bhas 42 

cell lines.

Key words : Anisol, 2-methoxyethanol, 1,2-dichlorobenzene, epigenetic, 

methylation
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