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ABSTRACT

Apoptoticeffectofaqueousextractfrom Angelica

decursivainFaDuheadandnecksquamouscell

carcinoma

Shin,Sueng-Min

Advisor:Prof.Su-GwanKim,Ph.D.

DepartmentofDentistry,

GraduateSchoolofChosunUniversity

Recently,biologically activity from wild plants used in herbal

medicinehavebeenthecenterofinterest.　Angelicadecursivaisa

commonwildplantthatisindigenoustochina,JapanandKorea.The

roots ofAngelica decursiva Fr.EtSav (Umbelliferae)havebeen

frequently used in traditional medicine as anti-inflammatory,

antitussive,analgesicagentsand expectorant,especially fortreating

cough,asthma,bronchitis and upper respiratory tract infections.

However,ithasbeenunknowntheanti-cancereffectoftheAngelica

decursivainoralcancercells.

Inthisstudy,toexploreitsanti-cancereffectonFaDuheadand

necksquamouscellcarcinoma,weexaminedwhetheraqueousextract

ofAngelicadecursivacouldinhibitethecellproliferationinFaDuhead

and neck squamouscellcarcinoma.Tounderstand whetheritscell
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death is related with apoptosis pathway, we performed DNA

fragmentation,westernblotanalysis.TheaqueousextractofAnglica

decursiva induced apoptotic celldeath in FaDu head and neck

squamouscellcarcinomainadoes-dependentmanner,asdetermined

byMTT assayandDNA fragmentationanalysis.Theformationofa

DNA ladderwasobserved by treatmentoftheaqueousextractof

Anglicadecursiva.

Inaddition,westernblotanalysisshowedthataqueousextractof

Anglica decursiva decreased the pro-caspase 9,pro-caspase 7 and

activatedcleavedPARP.

Takentogether,theseresultssuggestedthattheaqueousextractof

Anglica decursiva induced cellapoptosis in FaDu head and neck

squamouscellcarcinomaandmayhaveutilityasafutureanti-cancer

therapy.
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I.서 론

최근 천연물로부터 항암제를 포함한 새로운 약물들의 개발로 의학에 대

한 관심이 세계적으로 커지고 있으며,안전성이 검증된 여러 약용식물 및

식품,야채,과일 등과 같은 천연물을 이용하여 의약품 또는 기능성 식품

으로 개발하려는 노력이 활발하게 진행되고 있다(1-3).천연물은 의약으

로서 이미 오래전부터 임상적으로 사용되어 왔기 때문에 그 안전성과 효

능에 대한 정보가 이미 어느 정도 확보되어 있고,기존의 의약품 개발에

비해 성공 가능성이 높으며,개발기간과 비용을 헌신적으로 감축시킬 수

있다는 이점이 있어 이미 선진 국가에서는 고부가가치의 천연물 산업 분

야의 연구개발에 역점을 두고 있는 추세이다(4,5).그 예로 미국의 경우,

국립 암 연구소에서 카레의 노란 색소 성분인 커큐민,콩의 이소플라본,

토마토의 라이코펜 등을 암의 예방제로 개발되어 대장암,유방암,전립선

암에 대한 임상시험을 진행하고 있으며(6),Taxol,Captothecin과 같은 약

품들이 개발되어 암의 치료제로서 가능성이 있는 것으로 보고되고 있다

(7).

우리나라에서 오래전부터 의약품으로 사용되어져 온 전통 약제 중 하나

인 바디나물(Angelicadecursiva)은 쌍떡잎식물 산형화목 미나리과의 여

러해살이풀로 대한약전 외 한약(생약)규격에 기재된 전호의 기원 식물이

다.바디나물(Angelicadecursiva)은 일본,중국 뿐만 아니라 우리나라의

강원도 등 전국 각지의 산과 들에 습기가 많은 곳에서 자라며 가장자리가

깊게 패어 들어간 톱니모양으로 꽃은 짙은 자주색이나 흰색으로 줄기와

잎 사이에 피는데 잎은 향과 맛이 뛰어나 이른 봄에 나물로 쓰이고 뿌리

는 오래전부터 전통적인 한방 치료제로 사용되고 있다(8,9).바디나물

(Angelicadecursiva)의 성분으로 뿌리에 courmarin유도체의 decursin,

nodakenin이 함유되어 있고, α-pinene,4-vinylguaiacol,spongesterol,

mannitol등의 정유성분이 함유되어 있다고 보고되고 있다(10).바디나물
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(Angelicadecursiva)의 약리작용으로 관상 동맥의 혈류량을 증가시키며,

항궤양 작용,항경련 작용,항알레르기 작용,피부진균 등에 일정한 항균

효과가 있으며 풍열에 의한 두통,신진대사 촉진,피로회복,식욕증진,근

육경련,호흡곤란,거담작용,폐열 및 담열 제거,발한작용,각막 혼탁 제

거,진해제,진통제,해열제,혈당감소,관절염 치료,계절의 변화에 의해

발생 하는 유행성 바이러스의 치료 등에 효과가 있다고 보고되어 있으나

(11,12)항암효과에 관한 연구는 미흡한 실정이다.

암의 발생은 노령화로 인해 계속해서 증가하고 있으며,장기별 암 발생

기준으로 7위,남자 환자 기준에서는 5위를 차지하고 있는 구강암 중 두

경부 암은 타액선,인두,후두를 포함 하며 상피세포암종(squamous

epidermalcarcinoma)이 87%로 가장 흔하고 그 밖에 침샘에서 발생하는

선양낭성암(adenoid cystic carcinoma), 점액표피양암(mucoepdermoid

carcinoma),선암(adenocarcinoma)등이 있다(13).두경부 암은 다른 암에

비해서 그 발생 기전 등 분자생물학적 접근이 되어 있지 않은 암 중 하나

로 원인인자로는 흡연,음주,만성자극,인간 유두종 바이러스 감염,식습

관과 영양결핍,유전적 감수성이 거론되고 있으며 음주와 흡연을 동시에

할 경우 정상에 비해 1.5배 높은 발생률을 보이고 있다(14).치료법으로

는 수술적 치료와 항암화학요법,방사선 치료 등이 있으나 소화기계 합병

증,면역력 저하,골수기능저하등과 같은 심각한 부작용이 나타나며(15,

16)다른 부위의 암과는 달리 대부분 육안으로 판별이 가능하며 조기진단

이 비교적 다른 암에 비해 용이하여 최근에는 천연 물질이나 합성물질을

사용하여 암의 성장을 제한하는 연구가 많이 되어 있음에도 불구하고 다

른 암에 비해 구강암에서의 세포사멸을 유도하는 화학적 요법에 대한 연

구가 부족한 실적이기 때문에 구강암 예방에 많은 연구가 필요한 것이 현

실이다.최근에는 지금까지 이용되고 있는 화학요법의 부작용을 줄이기

위한 노력의 일환으로 진통,이뇨 강장,거담,해열 또는 항염 효과가 있

다고 알려진 약용식물의 성분을 추출,정제하여 두경부 암 세포주에 처리

하여 항암 활성효과를 확인하는 연구들이 활발히 진행 중이며(17),기존의
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화학요법에 사용되어왔던 항암제와 함께 이러한 약용식물을 병용하여 항

암활성 효과 증강 및 부작용 억제효과들이 보고되고 있다.

본 연구에서는 여러 가지 자생식물 중에서 오래전부터 여러 가지 약리

효과로 인해 민간요법으로 사용하는 약제 중 하나인 바디나물(Angelic

decursiva)을 메탄올을 이용하여 추출하여 얻은 수용성 추출물로 FaDu

두경부 암세포에서 암세포 성장 억제 효과와 세포성장 억제 기전을 밝히

고자 하며,아울러 단순한 효능의 분석에 그치지 않고 암세포 사멸에 대

한 정확한 발생기전을 연구하여 구강암 치료의 효율성을 제시하고자 한

다.
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II.재료 및 방법

1.실험재료

바디나물(Angelicadecursiva)을 ㈜동의한방제약에서 구입하여 100% 메

탄올로 24시간 추출하였다.추출 후 용매분획 하여 수용성층을 동결건조

시켜 물에 녹여 세포 배양액에 희석하여 사용하였다.pro-caspase-9,-7,

PARP(CellSignalingTechnology,Beverly,MA)와 actin(abcam)을 구

입하여 사용하였으며,기타 분석시약들은 analyticalgrade를 구입하여 사

용하였다.

2.바디나물 추출물의 제조

바디나물(Angelicadecursiva)500g분쇄기를 이용하여 분쇄하여 가루

로 만든 후 4ℓ의 100% 메탄올을 넣어 24시간 동안 추출 하였다.같은

방법으로 2회 반복 추출 후 여과지로 여과한 뒤 감압 농축하여 50g을

얻었다.위에서 얻은 바디나무 추출물 50g을 400㎖의 증류수로 현탁 한

후 동량의 n-hexane,ethylacetate,n-butylalcohol순으로 각각 3회 용

매 분획하여 수용성 층을 동결건조 하여 10g의 수용성 추출물을 얻었다.

수용성 추출물은 다시 증류수에 현탁하여 실험에 사용 하였다.용매분획

추출방법은 Figure1에 나타내었다.

3.세포 배양

두경부 암세포(FaDu,ATCC No,CCL17)는 10% fetalbovineserum

(FBS,GibcoBRL,Rockville,MD,USA)및 항생제(100㎍/㎖ penicillin,

100Unitstreptomysin)가 함유된 Dulbecco'sModifiedEaglesMedium

(DMEM,GibcoBRL,Rockville,MD,USA)을 사용 하였다.
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4.바디나물 수용성 추출물의 High-performanceliquidchromatography

(HPLC)분석

바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물 1g을 증류수 5㎖에 녹

인 후 0.45㎛ syringefilter로 filter하여 분석에 사용하였다.분석시스템

은 Agilent1100seriesHPLC system(AgilentTechnologies,PaloAlto,

CA,USA)를 이용하여 CAPCELL PAK C18 AQ[10 mmI.D.x 250

mm(SHISEIDOInc,Tokyo,Japan)]컬럼을 사용하였다.HPLC이동상 용

매로 solventA는 water,solventB는 100% methanol을 사용하였고,이

동상의 조건은 2.5㎖/min의 유속으로 0-20min까지 5%,50min까지

50%,55min까지 95%,65min까지 5% methanol조건으로 총 65min동

안 분석을 수행하였다.HPLC에 분리된 성분은 210nm,230nm,254nm,

280nm의 UVdetector에서 검출하였다.

5.MTT assay

바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물에 대한 FaDu두경부 암

세포의 생존율을 조사하기 위하여 12wellcultureplate에 3×105cells/well

세포를 seeding하고 12시간 후에 바디나물(Angelicadecursiva)로 부터

용매 분획(n-hexane,ethylacetate,n-butylalcohol)하여 얻은 추출물과

수용성 추출물을 다양한 농도로 (10㎎/㎖,μg,20㎎/㎖,30㎎/㎖,40

㎎/㎖,50㎎/㎖)1㎕씩 각각 처리하였다.24시간 후 처리한 12well

plate에 있는 배양액을 제거 한 후 950㎕ DMEM 배양액과 50㎕의

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2(MTT)용액을 첨가하였다.MTT용액이

첨가된 12wellplate를 37℃의 5% CO2배양기에서 4시간 반응시켰다.배

양액을 제거하고 DMSO 1㎖ 첨가하여 녹인 후 96wellcultureplate에

100 ㎕를 분주 하고 phosphate buffer saline을 100 ㎕를 희석하여

Microplate AutoreaderELISA (Bio-Tek Instruments Inc.,Winooski,

VT)를 사용하여 570㎚에서 흡광도를 측정하여 세포 생존률을 확인하였

다.
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6.DNA fragmentationassay

DNA 분절 현상을 조사하기 위해 3×105 FaDu 두경부 암세포를 12

wellplate에 배양하여 12시간 후 바디나물(Angelicadecursiva)수용성

추출물을 다양한 농도로 (10㎎/㎖,20㎎/㎖,30㎎/㎖,40㎎/㎖,50㎎/

㎖)1㎕씩 각각 처리하여 24시간 후 1500rpm으로 5분 동안 원심분리

하여 세포를 수집 하였다.수집된 세포를 500㎕ lysisbuffer로 용해시켜

57℃ incubator에 1시간 동안 반응 시킨 후 12,000rpm으로 5분 동안

원심분리 하여 상층액을 새로운 튜브에 옮겨 동량의 phenol:chloroform:

isoamylalchol(25:24:1)solution을 넣고 상온에서 5분 동안 반응 한 뒤 원

심분리 하여 genomicDNA을 분리하였다.분리한 genomicDNA를 2배의

100% ethanol과 1/10의 3M sodium acetate를 넣어 –20℃에서 1시간 반응

한 뒤 원심분리 하여 genomicDNA를 농축시켰다.GenomicDNA를 70%

ethanol로 1회 wash한 후 원심분리 하여 genomicDNA에 3차 증류수로

용해시켜 ethidium bromide가 포함된 1.5% agarosegel을 이용하여 100

voltage에서 1시간 전기영동 하여 UV transilluminator (Spectronics

CorporationWestbury,NY,USA)하에서 genomicDNA 분절을 관찰하였

다.

7.Westernblotanalysis

3×105 FaDu 두경부 암세포를 12 wellplate에 배양 후 바디나물

(Angelicadecursiva)수용성 추출물을 다양한 농도로(10㎎/㎖,20㎎/㎖,

30㎎/㎖,40㎎/㎖,50㎎/㎖)1㎕씩 각각 처리하여 24시간 후 1500rpm

으로 5분 동안 원심분리 하여 세포를 수집 한 후 phosphatebuffer

saline로 두 번 세척하고,proteinlysisbuffer를 이용하여 단백질을 분리

한 후 BCA ProteinAssayKit(Pierce,Rockgord,IL,USA)을 이용하여

정량하였다.20㎍ 단백질을 12% SDS-PAGE gel에 loading한 후 150

voltage에서 1시간 동안 전기영동 하였다.Gel상에서 분리 된 단백질은

westernblotanalysis을 수행하기 위해 polyvinylidenefluoride(PVDF)
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membrane 에 transfer한 후,blocking solution (5% BSA in TBS

containing0.1% Tween-20)을 이용하여 1시간 동안 blocking하였다.1차

항체 pro-caspase-7,-9,PARP (CellSignaling Technology,Beverly,

MA)과 actin(Abcam,Inc)을 TBST (TBScontaining0.1% Tween-20)

를 이용하여 1:1000비율로 희석한 후 4℃ 에서 16시간 동안 반응하였다.

TBST(TBScontaining0.1% Tween-20)를 이용하여 세 번 세척 후 2차

항체 anti-rabbit(Amersham Biociences,UK)는 TBST (TBScontaining

0.1% Tween-20)를 이용하여 1:1,000비율로 희석하여 1시간 반응 후

ECLkit(Amersham LifeSciences,ArlingtonHeights,IL,USA)을 이용

하여 westernblotanalysis를 수행하였다

8.실험자료의 통계학적 검정

모든 실험성적은 mean±SEM으로 나타내었고,각 실험 군 간의 유의

성 검정은 ANOVA 후에 Student'st-test를 하였으며,pvalue가 0.05미

만 (p<0.05)의 경우에서 통계적 유의성이 있는 것으로 간주하였다.
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Ⅲ.결 과

1.바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물 추출 과정

바디나물(Angelicadecursiva)500g을 분쇄하여 가루로 만든 후 4ℓ

의 100% 메탄올을 넣어 24시간 동안 추출 하였다.같은 방법으로 2회 반

복 추출 후 여과지로 여과한 뒤 감압 농축하여 50g을 얻었다.위에서 얻

은 바디나무 추출물 50 g을 400 ml의 증류수로 현탁 한 후 동량의

n-hexane,ethylacetate,n-butylalcohol순으로 각각 3회 용매 분획하여

수용성 층을 동결건조 하여 10g의 수용성 추출물을 얻었다(Fig1).

Figure1.Partitioningschemeofn-hexane,ethylacetate,n-butyl

alcoholandaqueousfractionobtainedfromthecrudemethanolextract

ofAngelicadecursiva.
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2.바디나물(Angelicadecursiva)용매 분획별 추출물이 FaDu세포 성장

억제에 미치는 효과

FaDu두경부 암세포에 바디나물 (Angelicusdecusiva)메탄올 추출물

로부터 n-hexane,ethylacetate,n-butylalcohol을 이용하여 용매 분획

한 추출물과 분획 후 수용성 추출물에서의 세포성장 억제 효과를 확인하

기 위해 추출물을 다양한 농도 (10㎎/㎖,20㎎/㎖,30㎎/㎖,40㎎/㎖,

50㎎/㎖)를 각각 1㎕씩 처리하여 24시간 후 MTT assay을 수행하였

다.그 결과 n-hexane,ethylacetate,n-butylalcohol용매 분획 추출물에

서 세포성장이 10㎎/㎖ 처리한 well에서부터 세포성장이 50% 이하로 감

소됨을 확인 할 수 있었으며,수용성 추출물에서도 농도 의존적으로 세포

성장이 감소됨을 확인하였다.n-hexane용매 분획 추출물에서 세포성장

이 가장 많이 감소되었고,그 다음 ethylacetate,n-butylalcohol용매 분

획 추출물 그리고 수용성 추출물 순으로 세포성장 억제 효과가 있음을 확

인하였다(Fig.2).
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Figure2.Thedose-dependenteffectofthen-hexane,ethylactetate,

n-butylalchoholandaqueousfractiononthegrowthofFaDuhead

andnecksquamouscellcarcinoma.Cellsweretreatedwithvarious

concentrationofFaDuheadandnecksquamouscellcarcinoma.Cells

viabilitiesweredeterminedbytheMTT assay.Thepercentageofcell

viabilitywascalculatedasarationof570nm.Resultswereexpressed

aspercentofthecontrol.

3.바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물을 HPLC분획

바디나물(Angelica decursiva)수용성 추출물 200 ㎎/㎖을 water와

methanol두가지 이동상 용매를 이용하여 2.5㎖/min의 유속으로 65min

분석한 결과 210nm,230nm,254nm,280nm의 UV에서 다양한 성분의

peak가 확인되었다(Fig3).
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Figure3.DetectionofaqueousextractofAngelicadecursivaby

Agilent1100seriesHPLCsystem.TheagilentHPLCchromatogramof

theaqueousextractofAngelicadecursivawasdetectedat210nm(A),

230nm(B),254nm(C),280nm(D).Separationoftheaqueousextract

wasachievedat45°C on aCAPCELL PAK C18AQ column with

dimensions10mm.x250mm usingaonesteplineargradientand

flow rate of2.5 ml/min.Mobile phase A (water)and B (100%

Methanol)ratiowherechangedruntimewas65minutes.



- 12 -

4.바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물이 FaDu세포 성장 억제에

미치는 효과

FaDu두경부 암세포에 바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물에

의한 IC50및 세포성장 억제 효과를 조사하기 위해 수용성 추출물을 다양

한 농도 (10㎎/㎖,20㎎/㎖,30㎎/㎖,40㎎/㎖,50㎎/㎖)를 각각 1㎕

씩 처리하여 24시간 후 MTT assay을 수행하였다.그 결과 FaDu두경

부 암세포에서 바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물이 농도의존

적으로 세포성장을 감소함을 확인하였으며 50㎎/㎖ 농도에서 1㎕처리한

세포에서 약 50% 정도 세포성장이 감소함을 확인 한 결과 바디나물

(Angelicadecursiva)수용성 추출물의 IC50 반수치사량이 50㎎/㎖임을

확인하였다(Fig4).
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Figure4.EffectoftheaqueousfractionextractofAnglicadecursiva

oncellviabilityinFaDuheadandnecksquamouscellcarcinoma.Cells

weretreated with various concentration oftheaqueous extractof

AngelicadecursivainFaDuheadandnecksquamouscellcarcinoma.

CellsviabilitiesweredeterminedbytheMTT assay.Thepercentage

ofcellviabilitywascalculatedasarationof570nm.Resultswere

expressedaspercentofthecontrol.Eachdatapointrepresentsthe

mean±SEM for three experiments.*P < 0.05,**P < 0.01 as

determinedbytheStudent’st-testcomparedtothecontrol.
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5.바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물에 의한 FaDu두경부 암

세포 genomicDNA의 분절화 및 세포변화

바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물에 의한 FaDu두경부 암

세포의 세포성장 억제 기전인 apoptosis의 형태학적 변화 DNA

fragmentation및 세포 형태 변화를 확인하기 위해 다양한 농도 (10㎎/

㎖,20㎎/㎖,30㎎/㎖,40㎎/㎖,50㎎/㎖)를 각각1㎕씩 처리하여 24시

간 동안 배양 한 후 세포를 수집하여 genomidDNA를 추출하여 전기영

동으로 확인한 결과,수용성 추출물을 처리하지 않은 대조군에서는 DNA

fragmentation현상을 볼 수 없었으나,수용성 추출물을 10㎎/㎖ 처리 한

것에서 부터 50㎎/㎖까지 처리한 것에서 DNA fragmentation현상을 확

인 할 수 있었으며(Fig5A),농도 의존적으로 세포의 형태가 변화함을 육

안으로 확인할 수 있었다(Fig5B).
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Figure5.(A)Fragmentationofinter-nucleosomalDNAbytheaqueous

extractofAngelicadecursivatreatmentinFaDuheadandneck

squamouscellcarcinoma.(B)cellmorphology.Fragmentationof

internucleosomalDNA and cellmorphology by aqueous extractin

FaDuheadandnecksquamouscellcarcinoma.Thecellsweretreated

with various concentration of the aqueous extract of Angelica

decursivafor24h and nuclearDNA wassubjected to agarosegel

electro-phoresis.
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6.바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물이 capase의존성에 의한

FaDu세포 사멸 유도

바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물이 FaDu두경부 암세포의

성장억제를 일으키는 분자적 기전을 확인하기 위하여 세포사멸에 중요한

인자로 알려져 있는 caspase의 활성화를 확인 하였다.Caspase-9,

caspase-7 및 PARP는 세포 apoptosis의 지표가 되므로 바디나물

(Angelicadecursiva)수용성 추출물을 24시간 처리한 FaDu두경부 암세

포에서 procaspase-7및 procaspase-9의 발현분석을 위해 westernblot을

시행하였으며,농도 의존적으로 procaspase-7,procaspase-9의 단백질 가

수분해 되는 것을 확인 할 수 있었다.그리고 caspase활성화가 유도됨으

로서 PARP의 절단이 일어나 세포가 사멸되는 것을 알 수 있었다(Fig6).
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Figure6.Theexpressionlevelsofcaspasedependentproteinsbythe

aqueousextractofAngelicadecursivain FaDu headandneck

squamouscellcarcinoma.Cellswereseededat3×10
5
andthentreated

with various concentration of the aqueous extract of Angelica

decursivafor24h.Caspase-9,-7andPARP,cleavedPAPR were

determinedbywesternblotanalysis.Wholelysateswereseperatedby

12% SDS-PAGE.Theamountofproteinnormalizedbyacomparison

withtheactinlevels.
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Ⅳ.고 찰

최근,각종 질병과 암의 예방 및 치료용 물질을 천연물에서 찾고자 하

는 노력이 전 세계적으로 활발하게 이루어지고 있는 가운데 우리 주변에

서 자생하는 천연물로부터 다양한 생리활성 효과와 항암제를 포함한 약물

들의 개발로 동양의학에 대한 관심이 세계적으로 커지고 이에 따른 연구

가 활발히 진행되고 있으며(1-5)기초적인 효능 연구에 집중되고 있다.

그 중 화학요법제는 암세포에서 다양한 세포성장 억제 효과 및 세포사멸

기전을 통해 암세포 독성을 유발하는 것으로 알려져 있다(19,20).암 세

포 성장 억제 기전은 세포의 종류와 자극의 종류에 따라 중요한 역할을

담담하고 있으나 기존에 천연항암제 및 합성항암제의 단점으로 알려진 암

세포의 내성 발현과 환자에 대한 부작용을 극복하기 위해 많은 실험을 수

행하고 있다.그러나 이러한 천연물을 기원으로 하는 추출물 중에서도 일

부 식물의 경우 낮은 효율과 약물의 세포독성 때문에 개발이 제한되고 있

다(21,22).그러나 차후 연구방법은 최소한의 부작용으로 암세포를 사멸

시킬 수 있으며 단순한 효능의 분석에 그치지 않고 정확한 기전 연구를

바탕으로 한 임상 적용 및 시장 유통이 될 수 있는 산업적 적용이 가능한

연구가 필요하다.두경부 암의 90% 이상이 상피세포 암이며,발생기전은

신체의 다른 부위에서 발생되는 상피세포암 과 유사하나 정확하게 암 발

생기전이 알려져 있지 않다(23).임상적으로 국소적 침윤 및 경부 임파절

전이를 하며 과거에는 수술이나 방사선과 같은 국소요법이 치료의 근간을

이루어왔다.현재에는 암 치료에 있어 수술 및 방사선을 이용하여 치료함

과 동시에 항암제를 투여하여 치료하는 복합 치료요법이 개발되었다.또

한 면역요법으로 interferon,interleukin등이 보고되고 있으나 비싼 비용

과 그 에 따른 결과도 만족스럽지 못해 구강암에는 이용되지 못하고 있

다.

바디나물(Angelicadecursiva)는 오래전부터 우리나라에서 전통 민간
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요법제로 사용되어 왔으며(9,10)항궤양 작용,항경련 작용,항알레르기 작

용,항균 효과 및 진해제,진통제,해열제 등에 여러 약리작용으로 질병에

효과가 있다고 보고되어 있으나(11,12)항암효과에 대해서는 알려진 것이

전혀 없다.따라서 본 연구에서는 국내에 자생하고 있는 바디나물

(Angelicadecursiva)을 FaDu두경부 암세포에 처리하여 세포성장 억제

와 세포 사멸에 의한 항암효과 및 분자적 기전을 밝히고자 연구하였다.

기존에 실험에 사용된 바디나물 추출물은 다양한 용매로부터 분획하여 정

제 한 용매 추출물을 사용 하였으나(24),본 연구에서는 기존의 방법인 용

매 분획으로부터 분획 한 후 수용성 추출물을 사용하여 이에 따른 세포

성장 억제효과 및 세포성장 억제기전을 밝혔다(Fig1).바디나물(Angelica

decursiva)수용성 추출물의 세포성장 억제효과를 조사하기 위하여 용매

분획 추출과정을 거쳐 얻은 수용성 추출물을 FaDu두경부 암세포에 처리

후 MTT assay기법을 이용하여 세포성장 억제효과를 확인하였다.바디

나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물은 농도 의존적으로 FaDu두경

부 암세포의 성장을 억제시켰으며,50㎎/㎖에서 세포의 성장을 약 50%

정도 억제시키는 효과를 보였다(Fig4).이는 농도 의존적으로 암세포의

성장을 억제시키는 항암효과를 지닌 여러 추출물에서의 연구결과와 일치

하는 것으로(25,26)더욱이 다른 추출물과 비교 하였을 때 용매 추출물이

아닌 수용성 추출물로 FaDu두경부 암세포의 성장을 억제 하였다는 점에

서 특이적인 효과를 가지고 있다는 것으로 시사할 수 있다.Apoptosis는

세포성장과 사멸 사이에 있어 항성성을 유지시켜주는 중요한 역할을 하며

(27),암세포에서 천연물을 이용한 apoptosis의 유도는 항암제 개발에 가

장 유용한 전략이며 많은 연구에서 천연물을 이용한 암세포의 apoptosis

를 유도하는 연구를 시행 하고 있다.본 연구에서도 바디 나물(Angelica

decursiva)수용성 추출물에 의한 FaDu두경부 암세포의 성장억제 효과

가 apoptosis에 의한 것인지 알아보기 위해 먼저 DNA 분절을 확인하였

다.DNA 분절 현상은 세포사멸의 대표적 현상으로 Ca2+ 의존성

endonuclease가 활성화 되어 chromatin의 linker DNA가 절단되어



- 20 -

nucleosomalDNA 분절을 이루게 된다.이러한 현상을 agarosegel에서

ladder형태로 관찰할 수 있다(28).바디나물(Angelicadecursiva)수용성

추출물을 FaDu 두경부 암세포에 처리하지 않은 군에서는 DNA

fragmentation현상을 볼 수 없었으나,10㎎/㎖에서부터 50㎎/㎖을 처리

한 군에서는 DNA fragmentation현상을 뚜렷한 ladder로 관찰 할 수 있

었다(Fig5A).이는 암세포의 성장을 억제시키는 항암효과를 지닌 여러

추출물들이 DNA fragmentation을 유도하는 apoptosis과정에 의해 암세

포 사멸 기전과 일치하는 것으로서(25,26,29),바디나물(Angelica

decursiva)수용성 추출물에 의해 유도되는 FaDu두경부 암세포 성장 억

제 과정도 apoptosis기전이 포함되는 것으로 확인되었다.이러한 결과를

통해서 바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물의 FaDu두경부 암

세포 성장 억제가 전형적인 apoptosis의 사포사멸에 의한 결과임을 확인

하기 위해 apoptosis의 분자적 기전인 caspase라 불리는 세포내 cysteine

protease들의 활성을 western blot analysis를 수행하여 확인하였다.

caspase는 다양한 자극에 의해 유도된 apoptosis를 개시하고 실행하는데

중요한 역할을 하며 caspase중에 caspase-3,caspas-7및 caspase-9등

이 apoptosis에 의한 세포사멸의 effectorcaspase로 알려져 있다.본 연구

에서 proenzyme들의 발현을 확인하기 위해 wsternblotanalysis를 수행

한 결과,바디나물 수용성 추출물을 처리한 군에서 농도 의존적으로

procaspase-7,procaspase-9proteolyticcleavage현상을 확인 할 수 있었

다.더욱이 미토콘드리아 의존성 caspase기작에 의해 최종적으로 PARP

가 절단되어 FaDu세포 성장이 억제됨을 확인하였다(Fig6).위와 같은

결과를 토대로 바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물을 FaDu두

경부 암세포에 처리하면 apoptosis의 특징적 경로중 하나로 알려져 있는

미토콘드리아 caspasefamily의존성에 의해 세포성장 억제 및 세포사멸

과정을 유도하는 것으로 사료된다.

결론적으로,본 연구에서는 기존의 알려져 있는 천연물에서 유래된 천

연 항암제 및 합성 항암제의 단점으로 알려진 암세포의 내성 발현과 부작
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용을 극복하기 위해 여러 가지 항암제 보다 특이적으로 수용성 추출물이

라는 점에서 약물의 세포 독성을 감소시키고 항암 효과는 증대시키는 항

암 물질을 개발하기 위해 국내 자생하는 바디나물(Angelicadecursiva)수

용성 추출물을 이용하여 FaDu두경부 암세포에 적용하여 연구하였다.그

결과 FaDu두경부 암세포에 바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출

물을 처리하게 되면 미토콘드리아 caspasefamily의존성 세포사멸을 유

도하는 분자적 기전을 통해 구강암세포의 성장을 빠른 시간 내에 억제시

킬 수 있을 뿐 아니라 효과적인 천연 항암 후보물질이 될 수 있으며,구

강암에 특이적인 항암제로서 개발에 도움이 될 수 있을 것으로 사료된다.
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Ⅴ.결 론

바디나물(Angelicadecursiva)의 성분으로는 courmarin유도체의 decursin,

nodakenin이 함유되어 있으며,오래전부터 의약품으로 사용되어져 온 전

통 약제 중 하나로서 민간요법으로 진해제,진통제,해열제 또는 감기약

등으로 사용되어져 왔다(8-12).그러나 현재 암세포에 대한 세포성장 억

제에 대한 항암효과에 대한 연구는 미흡한 상태이다.본 연구에서 FaDu

두경부 암세포를 이용하여 바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물

의 세포 성장 억제에 미치는 효과와 세포사멸에 대한 분자적 기전을 규명

하고자 용매 분획 과정을 거쳐 수용성 추출물을 획득하고,이를 HPLC를

통해 성분 분획을 확인하고,MTT assay,DNA fragmentation,western

blot을 수행 한 결과 다음과 같은 결과를 확인 하였다.

Ⅰ.바디나물(Angelica decursiva) 메탄올 추출물을 n-hexane,ethyl

acetate,n-butylalcohol을 이용하여 용매 분획 한 것의 추출물과 수용성

추출물을 다양한 농도로 FaDu두경부 암세포에 처리하였을 때 용매 분획

추출물 10㎎/㎖에서 FaDu세포의 성장을 50% 이하로 억제 시켰으며 수

용성 추출물에서는 농도 의존적으로 세포 성장이 감소됨을 확인 하였다.

Ⅱ.바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물 내에 성분을 agilent

HPLCchromatogram을 이용하여 확인 하였으며,수용성 추출물을 50㎎/

㎖ 처리한 FaDu두경부 암세포에서 성장을 50% 억제함을 확인 하였다.

Ⅲ.바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물을 FaDu두경부 암세포

의 핵에 존재하는 genomicDNA를 분절화 시킴으로서 세포사멸을 유도

하였으며 세포 내 미토콘드리아 외막에 존재하는 apoptosis개시 단백질

의 활성화를 통하여 caspase-9,-7의 활성화를 유도하고 PARP의 절단에

의해 세포사멸이 유도됨을 확인하였으며 이러한 결과는 미토콘드리아 의
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존성 caspase신호전달과정에 의한 분자적 기전이 일어남을 확인하였다.

위의 결과로 토대로 바디나물(Angelicadecursiva)수용성 추출물을 이

용하여 FaDu두경부 암세포 성장억제에 대한 분자적 기전을 확인 하였

고,더 나아가 구강암세포에 항암활성을 갖는 단일 및 복합성분을 분리하

고 동물실험을 이용하여 기존에 알려져 있는 구강암 치료제 비하여 수용

성 추출물이라는 특이성을 가지고 약물의 세포 독성을 감소시키고 항암효

과를 증대시키는 새로운 천연 항암제 개발에 대한 기초 연구에 중요한 초

석이 될 것으로 사료된다.
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