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ABSTRACT 

Background and Objectives：Aminoglycoside antibiotics are ototoxic. Understanding of the molecular mechanisms underlying 
the drug-induced ototoxicity, however, has been hampered by limited cell availability. Recently, HEI-OC1 cells, which are of an 
immortalized cochlear cell line sensitive to ototoxic drugs, have been derived from the auditory sensory organ. This study was 
performed to confirm whether cultured HEI-OC1 cells can be used to evaluate aminoglycoside-induced ototoxicity and the effect 
of antioxidants against aminoglycoside-induced colchlear cell damage. Materials and Method：Gentamicin was administered 
for 3 days in the media containing HEI-OC1 cells. Results：Cell viability was decreased by gentamicin in a dose-dependent 
manner. The cell number was decreased by 50% 3 days after the exposure to 2 mM gentamicin. Penicillin did not have any 
significant effect. Flow cytometric analysis revealed that sub G1 arrest representing cellular apoptosis was accelerated by genta-
micin treatment but not by penicillin. Expression of p27Kip1, the cyclin-dependent kinase inhibitor, was exclusively increased by 
gentamicin. Reactive oxygen species were also increased by gentamicin when compared with those of the control or when 
penicillin was used. Caspase-3 activity became increased according to the elevation of gentamicin concentrations. N-acetyl 
cysteine, but not vitamin E or vitamin C, ameliorated cell survival dose-dependently against gentamicin. Conclusion：The 
present study reveals that the HEI-OC1 cell line is a good model to evaluate gentamicin-induced ototoxicity. The results suggest 
that gentamicin-induced apoptosis may be, at least partially, linked to the overproduction of a reactive oxygen species called. N-
acetyl cysteine, a free radical scavenger, that decreases the gentamicin ototoxicity. (Korean J Otorhinolaryngol-Head Neck 

Surg 2009;52:207-14) 
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서     론 

 

미로내의 유모세포(hair cell)는 머리의 움직임, 균형, 그

리고 음파를 감지하는 내이에 있는 기계적 수용기(mecha-
noreceptor)이다. 포유동물의 감각 유모세포는 출생 후에

는 재생되지 않는다.1) 그러므로 이들 수용기들의 상실은 

포유동물의 영구적인 청각 소실과 균형감각 장애를 초래한

다. 의미 있는 청각 소실이 전 인구의 10%에서 나타난다. 

청각 손상의 발생이 높게 나타나는 경우에는 아미노글리코

시드(aminoglycoside) 항생제, 헨리계제 이뇨제들(loop 

diuretics)과 항종양성 약제들(antineoplastic agents)과 같

은 치료용 약제들 그리고 노화, 감염, 소음성 장애에 의한 

유모세포 손상이 관련 된다.2) 

겐타마이신(gentamicin) 같은 아미노글리코시드는 신장 

독성(nephrotoxicity)과 내이독성(ototoxicity)이라는 2가

지 중요한 부작용을 가지고 있다. 아미노글리코시드 항생

제에 의한 내이독성의 발생률은 사용량과 사용기간에 비례

하며, 사용자의 10~63%에 이른다. 여러 연구에 의하면, 내

이세포의 항산화 방어 능력을 초과하는 활성 산소종(reac-
tive oxygen species)과 유리 라디칼의 형성이 유모세포

의 손실을 초래할 수 있다고 알려져 있다.3,4) 

아미노글리코시드에 의한 내이독성의 병리생리학적 지

식을 발전시킨 많은 연구가 있었음에도, 아미노글리코시드

에 의한 청각소실을 회복시킬 수 있는 결정적인 내이 보호 
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방법은 현재까지 없다. 그것의 가장 큰 이유 중 하나는 유

모세포는 순수하게 생체로부터 분리 배양하기 어렵기 때문

에 실험에 제약이 있다. 이로 인해 내이의 독성 기전에 대한 

광범위한 평가가 제한되어 왔다. 이러한 제한점을 해결하

기 위해 유전자 도입 마우스(Immortomouse)의 와우각 세

포의 장기 배양에서 유래되어 HEI-OC1(House Ear Insti-
tute-organ of Corti 1)으로 명명된 새로운 세포주가 개발

되었다.5) 이 세포주는 인터페론-감마 유도성 프로모터 요

소(promoter element)가 통제하는 SV40 large T-anti-
gen(Tag) 유전자의 열-민감성 돌연변이를 가지고 있기 

때문에, 인터페론-감마가 있는 배지로 33℃에서 배양하면

(permissive conditions), Tag 단백질의 발현이 시작된다. 

반면, 배양온도를 39℃까지 올리고 인터페론-감마가 없는 

배지에서 세포를 배양하면(non-permissive conditions), 

Tag 단백질이 변성되고 불활성화되기 때문에, 결국 증식이 

억제되고 세포는 유사분열 이전으로 돌아가게 된다. 그러

나 HEI-OC1 세포주가 실질적으로 아미노글리코시드의 독

성을 잘 반영하는지에 대해 다른 여러 조건의 실험실에서 

완전히 검증된 적이 없으며, 실제 내이세포로 실험한 in 
vitro 및 in vivo 실험과 어떤 특징적 차이점을 가지는지 연

구된 바가 적은 실정이다. 따라서 본 실험은 HEI-OC1 

세포주를 사용하여, 실제 내이세포에서 일어나는 약물독성

을 반영할 수 있는지를 평가하고자 하며, 이것을 생체의 

청각기관에서 얻은 것 보다 복합적인 결과들과 비교하고자 

하였다. 

  

재료 및 방법 
  

시  약  

겐타마이신, 페니실린(penicillin), cisplatin, 그리고 인터

페론-감마(interferon-γ)는 Sigma사(St. Louis, MO, 

USA)에서 구입하였다. 겐타마이신, 페니실린, cisplatin은 

증류수에 녹인 후 여과하여 멸균하였고, 인터페론-감마는 

1 M phosphate-buffered saline(PBS, pH 8.0)에 녹인 

후 여과하여 멸균하였다.  

  

세포 배양 

HEI-OC1 세포주는 House Ear Institute(Los Angeles, 

CA, USA)에서 공급받아 사용하였다. HEI-OC1 세포는 

10% fetal bovine serum과 25 U/mL 인터페론-감마가 

포함되었지만, 항생제는 없고, 고농도(25 mM)의 포도당

이 들어있는 Dulbecco’s modified Eagle medium에서 배

양하였다. 이 실험에서 HEI-OC1 세포는 항상 33℃, 10% 

CO2의 permissive condition(Kalinec 등 2003) 하에서 

배양하여 분화되지 않고 계속적 증식이 가능하게 하였다. 실

험약물은 실험의 종류에 따라 적정한 세포수를 정한 후 처

리하였으며, 약물투여 3일 후에 지표변화를 측정하였다. 

  

Trypan blue 염색에 의한 생존세포수 산정 

세포 생존율은 trypan blue 염색법에 의해 생존세포수를 

측정하였다. 약물 투여 3일 후 세포에 트립신을 처리하여 

배양액에 부유시킨 후 동량의 0.4% trypan blue 염색약

(Gibco Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA)을 첨가하여 

부드럽게 섞어 주고 실온에서 3분간 방치하였다가 hemocy-
tometer를 사용하여 세포수를 산정하였다. Trypan blue

는 세포내 유입 후 살아있는 세포들에 의해서는 세포외 유

출이 가능하나, 죽은 세포에서는 세포외 유출이 가능하지 

않아 세포를 푸르게 염색시킨다. 따라서 생존세포수 산정

시 푸르게 염색된 세포는 배제하였고, 세포 윤곽이 명확한 

염색되지 않은 세포를 살아있는 세포로 간주하였다.  

  

세포 주기의 분석 

약물들의 투여나 항산화제의 추가 공급이 세포의 생존율

에 영향을 미친다면, 세포 주기에도 변화가 올 것이다. 이

러한 세포 주기의 변화양상을 분석하기 위하여, 세포를 

60 mm 세포배양용기에서 배양하였으며, 배양용기당 5×

105 세포의 밀도로 분주하였다. 약물 투여 3일 후 배양용

기에 부착된 세포에 트립신을 처리하고, 1,000 rpm으로 3

분간 원심분리하였다. 침전물에 PBS를 첨가하여 한차례 

씻은 후 PBS를 100 μL 다시 첨가하여 부유시켰다.  

지속적으로 교반하면서 100% 에탄올 1 mL를 천천히 

첨가하고 4℃에서 1시간 동안 방치하여 세포를 고정하였다. 

Flow cytometry 분석을 하기 전에 세포를 PBS로 한차례 

다시 씻고, 50 g/mL RNase A, 50 g/mL propidium iodide, 

0.1%(w/v) sodium citrate, 그리고 0.1%(v/v) NP-40

이 들어있는 차가운 propidium iodide 용액 1 mL로 부유

시켰다. 그리고 37℃의 어두운 곳에서 30분간 반응을 시

킨 후, flow cytometer(FACS Caliber, Becton Dickinson, 

San Jose, CA, USA)와 Cell Quest software로 분석을 

수행하였으며, 각 조건마다 10,000개 정도의 세포가 분석에 

사용되었다. Propidium iodide는 레이저 조사에 의해 발광

하는 형광성질을 가지며, 세포의 DNA에 흡착되어 DNA

의 양을 간접적으로 표현해 준다. 세포분열 과정에 들지 못

하는 세포는 DNA의 양이 적으며, 크기도 줄어들고, 이것

이 subG1 phase 세포들로 분류된다. SubG1 phase 세포

비율이 증가한다는 것은 주어진 실험조건 하에서 세포사가 
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증가한다는 것을 알 수 있다. 

  

활성 산소종 측정 

약물에 의한 세포 생존율의 변화가 활성 산소종의 생성과 

연관되는 지를 관찰하였다. 활성 산소종의 생성은 6-car-
boxy-2’, 7’-dichlorofluorescein diacetate(DCFH-DA)

를 기질로 사용하여 flow cytometry 분석을 통해 측정하

였다. DCFH-DA는 형광을 가지며, 활성 산소종과 반응할 

때 많은 형광을 발산한다. 약물 투여나 항산화제의 투여가 

활성 산소종의 발생에 어떤 영향을 주는지 알고자 하였다. 

약물 투여 3일 후 각 배양 용기당 DCFH-DA가 20 μM

이 되도록 첨가하여 37℃의 어두운 곳에서 20분간 반응시

킨 다음 세포를 모아 PBS로 씻고 PBS 1 mL당 1×106 세

포가 되도록 부유시켰다. 그리고 FACS caliber flow cyto-
meter로 측정한 10,000개 세포의 DCF fluorescence in-
tensity(FL-1, 530 nm)를 통해 활성 산소종의 생성을 확

인하였다.  

  

Caspase 활성도 

약제에 의해 유도된 caspase-3 활성은 ac-DEVD-pNA 

enzymatic cleavage 분석법을 이용하여 측정하였다. 이 방

법은 caspase-3 효소의 기질을 일정하게 투여하여 효소

반응 결과물의 흡광도를 측정하여, 그 효소의 활성을 비교, 

관찰하는 것이다. 약물 투여 3일 후 세포를 얼음 위에서 

lysis buffer{50 mM Tris(pH 7.5), 0.03% NP-40, 1 

mM DTT}와 30분 동안 반응시켜 파괴하였고, 원심분리

하여 상층액을 Bradford assay(Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA)로 정량하였다. 단백질 추출물(20 μg)을 전체 부피

가 0.1 mL가 되도록 0.2 mM ac-DEVD-pNA(Calbio-
chem, San Diego, CA, USA)와 반응시킨 다음 405 nm

에서 흡광도를 측정하였고, 분석은 2회 반복하여 평균 흡

광도로 나타내었다.  

  

사용된 항체, 단백질 추출 및 Immunoblotting  

세포 생존율이나 세포주기에 변화가 생긴다면, 세포 분열

을 조절하는 세포주기 조절단백들의 발현에 변화가 생길 수 

있으므로, 그 중 대표적인 단백들의 발현을 비교하고자 하

였다. Anti-p27, anti-p16, 그리고 anti-p21(Santa Cruz, 

Santa Cruz, CA, USA)은 1：1,000으로 희석하여 사용하

였다. Anti-β actin antibody(Sigma)는 1：2,000으로 희

석하여 사용하였다. 약물 투여 3일 후 세포를 차가운 PBS

로 씻고, lysis buffer{10 mM Tris-Cl(pH 7.4), 130 mM 

NaCl, 5%(v/v) Triton X-100, 5 mM EDTA, 200 nM 

aprotinin, 20 μM leupeptin, 50 μM phenanthroline, 

280 μM benzamidine-HCl}와 4℃에서 20분간 반응시

켜 세포성 단백질을 추출하였다. 세포 파쇄액은 원심분리로 

정제하였고, 단백질은 sodium dodecyl sulfate-polyacryl-
amide gel 전기영동을 통해 분리한 다음 Immobilion-P 

membrane(Millipore, Billerica, MA, USA)으로 옮겼다. 

이동을 끝낸 Immobilion-P membrane은 실온에서 1시

간 동안 Tris-buffered saline-0.05% Triton X-100 

(TBS-T)-4%(w/v) milk와 반응시켜 비특이적인 결합

을 억제한 다음 4℃에서 TBS-T 4%(w/v) milk로 희석

한 일차 항체와 밤새 반응시켰다. 그리고 TBS-T로 씻은 

후 TBS-T 4%(w/v) milk로 희석한 horseradish pero-
xidase 이차 항체(1：5,000；Santa Cruz)와 다시 반응시

키고 TBS-T로 씻은 후, 결합한 항체를 enhanced chem-
iluminescence(Amersham Biosciences, Little Chalfont, 

UK)로 검출하였다.  

  

항산화제들의 효과 관찰 

N-acetyl cysteine(NAC, 100~500 μM, Sigma), vi-
tamin E(50~500 μM, Sigma) 또는 vitamin C(56~840 

μM, Sigma)를 HEI-OC1 세포주에 1 mM 겐타마이신과 

함께 처리하였다. 약제를 처리하고 3일 후에 trypan blue 

염색을 통해, 살아있는 세포의 수를 확인하고, 대조군과 서

로 비교하였다.  

  

통  계 

통계적인 유의성은 마이크로소프트사의 엑셀 소프트웨

어를 이용한 Student’s t-test를 통해 평가하였는데, p-

value가 0.05보다 작은 것을 유의한 것으로 간주하였다.  

  

결     과 
  

겐타마이신에 의한 HEI-OC1 세포주 손상의 형태학적 

증거 

33℃에서 인터페론-감마가 포함된 배지로 HEI-OC1 세

포주를 배양하였을 때 36시간의 복제주기를 가졌으며, 방

추형의 전형적인, 신경세포와 유사한 형태를 가지고 있었

다. 계속적인 증식이 이루어지는 상태로써 분화를 끝낸 세

포와는 특성상 차이가 있을 것으로 생각되었다. 겐타마이

신을 처리하고 3일 후, 투여된 겐타마이신 농도에 비례하

여 세포수가 감소하였고, 겐타마이신 처치군의 살아있는 세

포들도 납작해지고 무딘 모양으로 변형되었다. 또한 200 

μM cisplatin을 처리하였을 때는 세포사가 심하게 관찰되
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었으며, 신경돌기들이 더 많이 소실되었다(Fig. 1). 유의한 

세포사는 100 μM의 겐타마이신 처리 후에 관찰되었고

(81±11%), 2 mM의 겐타마이신을 처리하였을 때, 58±

6.1%의 세포만이 살아있었다(Fig. 2). 

이와 같은 현저한 세포사는 치료 용량 범위의 페니실린 

처리 실험에선 관찰되지 않았으며, 이것은 HEI-OC1 세포

주가 잘 알려진 내이독성 약물에 특이적으로 반응하고 있

다는 사실을 보여주었다.  

  

겐타마이신과 Cisplatin에 의한 활성 산소종의 증가 

겐타마이신과 cisplatin에 의한 HEI-OC1 세포주의 세포

사멸 과정에 활성 산소종의 관련성을 확인하기 위해 겐타

마이신, cisplatin 또는 페니실린을 처리한 세포들간의 세

포내 활성 산소종의 농도를 비교하였다(Fig. 3). 활성 산소

종의 농도는 약물을 처리하고 72시간 후에 측정하였는데, 

활성 산소종의 농도가 증가할수록 형광이 증가하여 도표는 

오른쪽으로 편이를 보인다. 겐타마이신, cisplatin을 처리한 

HEI-OC1 세포들에서 활성 산소종의 농도가 증가된 것을 

확인할 수 있었다. 예상했던 것처럼 페니실린의 경우에는 

활성 산소종의 농도가 증가되지 않았는데, 이것은 겐타마

이신이나 cisplatin에 의해 유도되는 세포사멸은 아마도 활

성 산소종에 의해 매개될 것이라는 것을 암시하였다. 

  

겐타마이신 또는 Cisplatin에 의한 세포성 세포자멸사(ap-
optosis) 

내이독성 약물로 처리하였을 때 살아있는 HEI-OC1 세

포들의 수가 감소하는 것이 세포자멸사와 관련이 있는지 

확인하기 위해 세포주기 분석을 수행하였다(Fig. 4). 세포 

분열주기로 들어가지 못하는 세포들은 DNA 함량이 적어 

그림의 M4 분획을 증가시킨다. 실험 결과, 겐타마이신 또

는 cisplatin을 처리한 세포들에서는 subG1-phase(M4) 

세포의 비율이 늘어난 반면, 페니실린을 처리한 세포들에

서는 세포주기 각 단계의 세포 비율이 변하지 않는 결과를 

얻었다. 그리고 약물 처리 3일 후에 caspase-3 활성도를 

기질당 발생물질의 흡광도로 확인하였을 때, 약물처리를 하

지 않은 대조군의 활성도에 비해 겐타마이신 처리군에서는 

농도에 비례하여 그 활성이 증가하였고, 500 μM 겐타마

이신과 200 μM cisplatin 처리 세포군에서 caspase-3 활

성도가 각각 2배와 8배 증가함을 관찰하였다(Fig. 5).  

  

겐타마이신 처리에 의한 Cyclin-dependent kinase in-
hibitor(CDKi)들의 발현 변화  

겐타마이신에 의한 세포자멸사에 CDKi가 관련되어 있

을 것으로 가정하고, p16, p21, 그리고 p27의 단백질 발

Fig. 1. Light microscopic findings. HEI-OC1 cells treated with gen-
tamicin and cisplatin for 3 days (×100).  

Control Gentamicin (10 μM) 

Cisplatin (200 μM) Gentamicin (100 μM) 

Fig. 2. Effect of treatment with gentamicin (A) and penicillin (B)
on viability of HEI-OC1 cells. Cell count was performed 3 days 
after the drug treatment. Data were normalized as percentage 
of the cell count from untreated control. Data represent mean 
±SE from three independent experiments. *p<0.05 compared 
to control untreated with the drug.  
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현 수준을 측정하였다(Fig. 6). 흥미롭게도 p27 단백질이 

겐타마이신 투여에 의해 발현이 증가하는 양상을 보였다. 

하지만, p16과 p21 단백질 발현은 반복된 실험에서도 겐

타마이신에 의해 변화하지 않았다. 

NAC에 의한 세포사 보호 효과  

겐타마이신에 의한 세포사멸로부터 항산화제의 단독처리

로 HEI-OC1 세포를 보호할 수 있는지 확인하기 위하여, 

항산화제들을 겐타마이신과 함께 처리하였다. 약물 처리 3

Fig. 3. Effect of treatment with gentamicin, penicillin, and cisplatin on generation of reactive oxygen species of HEI-OC1 cells. Flow 
cytometric analysis was performed 3 days after the drug treatment. The presented data were chosen among three independent
experiments. 
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analysis was performed 3 days after the drug treatment. The presented data were chosen among three independent experiments. 
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일 후, 세포 생존율이 NAC에 의해 다소 증가된 것을 확인

하였다(Fig. 7). 하지만 비타민 E와 비타민 C에 의해서는 

세포 생존율이 현저한 변화를 보이지 않는 것으로 나타났

다. 또한 NAC의 처치에 의해 겐타마이신에 의해 증가한 

p27의 발현도 감소됨을 관찰하였다(Fig. 8). 

  

고     찰 
 

이 연구에서 HEI-OC1 세포주는 페니실린에는 반응하지 

않고, 알려진 내이독성 약물에 의해 세포내 활성 산소종이 

증가되고 이로 인해 세포사가 유도되는 특성을 잘 가지고 

있음을 확인하였다. 본 실험에서 겐타마이신 1 mM을 3일 

동안 처리하였을 때, caspase-3 활성은 2~3배 증가하였

는데, 이것은 겐타마이신 처리 12시간 후 현저한 caspase-

3 활성화가 나타나며, 24시간 후에 최고의 활성을 보이다

가 48시간 후에 감소한다는 이전의 보고와 일치하였다.5) 

그 보고에 의하면, 1 mM 겐타마이신 처리 24시간 후에 

caspase 활성도는 대조군에 비하여 5배 증가하였다. 이 실

험에서 200 μM ciplatin을 처리하였을 때 caspase-3 활

성이 8~9배 증가한 것 역시 선행 보고에서 활성도가 8배 

증가하였다는 것과 일치한다.5) 

겐타마이신에 의한 내이독성의 정확한 기전에 대해서 완

전하게 알려져 있지 않음에도 불구하고, 아미노글리코시드

에 의한 청력 소실의 중심에는 활성 산소종의 생성이 있다

는 증거들이 많이 보고되고 있다.6) 아미노글리코시드에 의

한 활성 산소종의 생성은 철(Fe2+)과 관련이 있는 것으로 보

Fig. 6. Effect of treatment with gentamicin on expression level of
p27, p16 and p21 protein of HEI-OC1 cells. Western blot was
performed 3 days after the drug treatment. 

β-actin 

p21

p16

p27

Control         100        250          500          1,000 

Gentamicin (μM) 

Fig. 8. Effect of treatment with gentamicin and NAC on expres-
sion level of p27 protein of HEI-OC1 cells. Western blot was per-
formed 3 days after the drug treatment. 
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Fig. 5. Effect of treatment with gentamicin and cisplatin on ca-
spase-3 activity of HEI-OC1 cells. The activity was performed 3
days after the drug treatment. Data represent mean±SE from
three independent experiments. *p<0.05 compared to control
untreated with the drug.  
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인다.6) 아미노글리코시드는 phosphatidylinositol-(4, 5)-

bisphosphate와 아라키돈산을 포함하는 세포막 지방 성분

과 철의 3중 복합체를 형성하는 것으로 알려져 있다. 이 

복합체는 산화되어 과산화 음이온을 생산하며, 이들은 다

른 중요한 세포 구성 성분들과 반응할 수 있다. 또한 내이 

조직에서 아미노글리코시드는 유도성 산화질소 합성효소

(inducible nitric oxide synthase)를 활성화하여 산화질소

의 증가를 자극한다. 이런 조건 하에서, 과산화물과 이용 가

능한 산화질소가 반응하여 더욱 파괴적인 peroxynitrite 

라디칼을 형성하거나 직접적으로 세포사 유도를 개시할 수 

있다.  

이와 같은 관점에서, 항산화제는 다양한 내이독성 약물로

부터 와우각 유모세포를 보호할 것으로 생각되어 왔다.8) 이 

실험에서, NAC은 겐타마이신으로부터 세포의 생존율을 

개선할 수 있었지만, 비타민 E와 C는 보호효과가 없었다. 

다른 연구들도 이 실험과 일관되게 NAC은 내이 유모세포

에서 내이독소에 대하여 보호 특성을 가지고 있다고 보고

하고 있다.8) 최근의 보고에 의하면, 아미노글리코시드는 주

로 코르티 기관의 유모세포 외측면에 손상을 입힌다.12) 이

것은 세포 내부에서 만들어지는 항산화제이며, NAC의 최

종 산물인 클루타티온의 수준이 코르티 기관에 있는 다른 

종류의 세포들의 수준에 비해 유모세포 외측면에서 낮다는 

보고와도 잘 일치한다.13) 그러므로 NAC은 글루타티온의 

제공자이기도 하기 때문에 겐타마이신에 대해서 다른 항산

화제보다 더 효과적인 내이보호제일 수 있다고 생각된다. 하

지만 비타민 E는 Hartley albino guinea pig에서 cisplatin-

유도 청력 소실의 보호에 효과가 적기 때문에 tiopronin과 

동시에 투여하여야 청력보호에 유용하다는 보고가 있다.3,9) 

비타민 C의 내이독소에 대한 유의한 내이세포 보호효과를 

나타낸다는 보고는 없어서 본 실험의 결과와 일치하는 소

견이다. 산화질소 저해제인 nitro-L-arginine methyl ester

는 겐타마이신에 의한 고주파 영역 청각 소실에 대해서는 

내이 보호제로 작용하지만, 중주파 혹은 저주파에 대해선 

보호 효과가 없다.10) 그러므로 유모세포를 내이독소로부터 

보호하는데 있어서 항산화제 요법만으로는 충분한 보호 효

과를 기대할 수 없을 것으로 보인다. 또 다른 보고에 의하

면, 겐타마이신은 폴리아민과 비슷한 특성을 가지며, 내이

의 유모세포에서와 마찬가지로 중추신경계 신경세포의 N-

methyl-D-aspartate(NMDA) 수용체도 직접적으로 조

절한다.7) 또한 NMDA 길항제가 겐타마이신에 의해 유도

된 내이독성을 감소시킨다.11) Glutamate 수용체를 통한 흥

분성 독성이 오직 활성 산소종의 생성에 기인한다고 할 수 

없기 때문에, 일부 활성 산소종 차단제가 겐타마이신에 의

한 와우각 유모세포의 손상에 현저한 보호 효과를 보이지 

못하는 것도 이해할 수 있다. 과도한 활성 산소종은 유모

세포를 세포자멸사와 세포 괴사로 유도하는 신호를 촉발시

키는 것으로 생각된다. 이 연구에서 겐타마이신-유도 세포

자멸사에서는 caspase-3의 활성화와 subG1기 세포분획 

증가가 현저하게 나타났다. DNA fragmentation과 chro-
matin의 응축과 같은 아미노글리코시드-매개 세포자멸사

의 다른 증거들은 이미 보고되어 있다.14) 

아미노글리코시드가 세포성 자멸과정을 촉발하면, CDKi

의 발현이 변할 수 있다. 세포주기는 다양한 cyclin들과 

CDKi에 의해 조절된다. 성장인자들은 이런 조절인자들의 

활성을 촉진시키는 반면, transforming growth factor-β

(TGF-β)는 세포 분열과 DNA 합성을 멈추기 위해 이런 

조절인자들의 활성을 저해한다. CDKi에는 2종류가 있는데, 

Cip/Kip(Cdk inhibiting protein/Kinase inhibiting protein) 

group과 Ink4(Inhibitors of Cdk4) group이 있다. p21Cip/Waf1, 

p27Kip1과 p57Kip2처럼 Cip/Kip group에 속하는 CDKi는 세

포주기의 진행을 광범위하게 저해하는 반면, Ink4 group에 

속하는 CDKi는 세포주기를 특이적으로 조절한다. 예를 들

어, p16INK4a는 cyclinD/CDK4 complex, phospho-Rb의 

인산화, 그리고 세포주기에서 G1기에서 S기로의 이행을 저

해한다. 현재까지 연구에서 p21Cip/Waf1과 p16INK4a 단백질의 

발현이 겐타마이신에 의해 유도된다는 증거는 없다. 일반적

으로 포유동물 성체의 와우각 지지세포들(supporting cells)

에서는 p27Kip1의 발현이 관찰되고, 유모세포에선 발현이 관

찰되지 않는 반면, 생후 재생이 가능한 조류의 유모세포에

선 p27Kip1이 발현된다.15) 정상 생쥐에서 배아기를 지난 후

에는 감각상피 조직에 새로운 세포가 추가되지 않는 것15,16)

은 아마도 지지세포에서의 p27Kip1의 발현이 증가하기 때

문에 감각상피조직으로의 세포 공급이 중지되기 때문이다. 

본 연구에서 사용된 생쥐 유래 HEI-OC1세포주는 지지세

포들에서만 관찰되는 nestin 같은 유전자들의 발현이 확인

된다.5) 마찬가지로 본 실험에서 보듯이 p27Kip1의 발현도 

관찰되는 바, 유모세포와 지지세포들의 성격을 모두 가지는 

성상을 보인다. 그런 의미에서 본 연구결과만으로 겐타마

이신-유도 세포사가 p27Kip1 발현의 증가와 연관되어 있다

고 단정적으로 말할 수는 없다. 또한 HEI-OC1 세포주의 

겐타마이신에 의한 세포사가 p27Kip1의 활성 증가와 연결

되어 있다고 말하기에는 본 실험의 결과만으로는 무리가 

있다. HEI-OC1 세포에서 활성 산소종의 과잉이 겐타마이

신의 독성에 어느 정도 관여할 것으로 생각되며, p27Kip1 발

현의 증가가 이와 동반되어 관찰되었다고 말할 수 있겠다. 

그럼에도 HEI-OC1 세포주는 아미노글리코시드 항생제의 
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독성과 그를 예방하는 약제 연구에는 유용한 도구로 사용

될 수 있다 하겠다. 즉, 세포분열을 야기하는 본 실험과 같

은 조건(33℃)에서는 미분화된 내이세포의 성상을 띄며, 만

일 세포분열을 억제하고 세포분화만을 유도하는 조건(39℃)

에서는 성숙되고 재생되지 않는 내이세포의 실험이 가능할 

수도 있다고 보인다. 
 

중심 단어：와우세포주·겐타마이신·Caspase-3·p27·

N-acetyl cysteine. 
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