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ABSTRACT

6-Gingerol induces Apoptosis through increase of

Endoplasmic Reticulum Stress in the Prostate cancer cells

Cho, Hee-Young

Advisor : Prof. Myung-yul Lee Ph.D.

Major in Nutrition Education

Graduate School of Education, Chosun University

Six-gingerol, one of the ginger (Zingiber officinale)

compounds, has been shown to cause anti-tumor effects in a

variety cancer cells including non-small cell lung cancer cells.

Also, it previously reported that 6-gingerol inhibits cell

proliferation in human breast cancer cells. Apoptosis is a major

mechanism to eliminate cancer cells. The activation of caspase family

and endoplasmic reticulum (ER) stress-mediated apoptotic pathway in

the key step in apoptosis. The accumulation of unfolded or misfolded

protein in ER can induce ER stress. To combat the deleterious effects

of ER stress, cells have evolved various protective strategies, activate

signal transduction pathways that trigger a complex transcriptional and

translational response known as the unfolded protein response (UPR).

In this study, cells were treated with the doses of

6-gingerol for a variety time. 6-gingerol induced time

-dependent reduced of cell viability in DU145 cells. Expression

of cleaved caspase-3, capspase-4, and PARP protein involved

in apoptotic cell death were increased in cell treated with 10μM

6-gingerol and shown to the typical apoptotic morphology of

fragmentation and condensation after staining with Hoechst 33342.
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Also, GRP78, p-eIF2 ,α and CHOP expression were increased in

DU145 cells. caspase-3 and NF- B activity was significantlyκ

increased time-dependent in cell treated with 6-gingerol.

Apoptosis-related protein, ER stress-related protein, caspase-3,

and NF- B activity were decreased expression in cell treatedκ

with PBA.

In conclusion, cells have shown that 6-gingerol induces

apoptosis through ER stress in DU145 prostate cancer cells.
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서 론.Ⅰ

최근 노년인구의 증가와 환경의 급격한 악화 등으로 세계적인 암

발생률이 매년 이상 증가하고 있으며 매년 암으로 인한 사망률이5% ,

증가되는 추세이다 우리나라에서 현재 사망원인 위는 암이 차지하고. 1

있으며 최근에는 대장암 전립선암 유방암 자궁암의 발병이 증가하, , , ,

고 있다 암의 발병에는 환경적인 요인이 작용하며 그 중에. 80~90% ,

서도 식생활이 중요한 요인으로 보고되고 있다 현재 암 치료는(1, 2).

외과적 수술 방사선요법 광요법 화학요법 천연물을 포함한 생물요, , , ,

법 등의 단독 혹은 병용치료로써 이루어지고 있으나 아직까지는 부작,

용이나 내성 또는 재발이 없는 이상적이고 완벽한 항암제가 없는 실

정이다 음식문화가 다른 지역에 따라 암 발생률이 각기 차이가 있는.

것도 암과 음식과의 관련성을 뒷받침해 주며 최근 연구에 따르면 과,

일 및 채소 등의 섭취가 특정 암의 발생률과 반비례한다는 증거들이

발표되고 있다(3).

생강 (Zingiber officinale Roscoe 은 생강과에 속하는 다년생 식물의)

근경으로 아열대와 열대지역에서 자라며 한의학에서는 건위제(4, 5), ,

구토 복통 설사 등의 치료제 및 살균제로 이용되고 있다 생강의, , (6).

약리효능에 관한 연구로는 생강추출물인 의 손상 억제gingerol DNA

작용 종양억제 및 소염 작용 체내 지질저하 효과 항산화(7), (8, 9), (6),

제로서의 작용 및 항균작용 등이 보고되어 있다(10) .

생강의 성분에는 비휘발성의 매운맛 성분인 인oleoresin gingerol,

등을 함유하고 있다 이 중에 은shogaol, dehydrogingerone . gingerol

추출물 유도체로o-methoxy phenolic 6-gingerol, 8-gingerol,

등이 존재한다 지금까지 이 암에 미치는10-gingerol (11). 6-gingerol

효과에 대하여 보고된 것들을 살펴보면 변형 이 발현된 췌장암, P53

세포의 증식을 억제한다고 보고되었다 그 밖에도 위암 세포의(12).

에 의한 생존율 감소 와 이 결장암 세포의6-gingerol (13) 6-gingerol

증식을 억제하고 세포 사멸을 유도한다고 알려졌다(14).

세포 죽음 의 과정은 형태적 생화학적으로 세포사멸(cell death) ,

과 세포괴사 로 나뉠 수 있다 세포사멸은 세(apoptosis) (necrosis) (15).
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포가 계획된 순서에 따라 죽는다는 의미로(programmed cell death),

이는 세포의 다양한 신호전달 경로에 의해 전달된다 이러한 세포(16).

사 멸의 신호 전달 과정의 마지막 단계가 Caspa se

의 활성단계이다 핵단백질이나(cystein-aspartyl-specific-protease) .

세포질 내 단백질을 분해하는 는 실제 세포사멸을 수행하는caspase

중요 단백질 분해효소로서 단백질 내 특정한 곳을 인지하여 바로 다,

음의 아미노산 결합을 방해 단절하는 효소이다 또한, (17, 18). NF- Bκ

는 전사인자 로 작용하여 여러 가지 세포사멸에(transcription factor)

관련된 유전자에 영향을 미친다고 보고되고 있다(19).

와 상호 작용을 하는Caspase poly(ADP-ribose) polymerase

는 핵에서 손상된 를 인지하여 활성화된 후 여러 단백질(PARP) DNA ,

을 이라는 과정을 통해 손poly(ADP-ribose)ation post-translation

상을 복구하려고 하는 인자로 알려져 있다 그러나 손(20, 21). DNA

상이 너무 심하여 의 활성이 과다하게 높아지면서 급격한 에너PARP

지의 소모로 세포사멸을 유도한다 가 의 의 결. Caspase-3 PARP DNA

합 부위와 활성 부위를 분리하여 의 활성을 막고 세포사멸을 일PARP

으키는 것으로 알려져 있다(22).

소포체 는 핵막으로부터 뻗어 나와 가(endoplasmic reticulum, ER)

지를 친 것 같은 막성분의 구조로서 세포 내 단백질의 약 이 전령, 1/3

에서 단백질로 번역 후 수정RNA(mRNA) (posttranslational

즉 폴딩 과 조립 당화modification) , (folding) (assembly), (glycecation)

및 이황화결합 등의 과정을 통해 활성형 단백질 구조(disulfide bond)

가 된다 또한 지질과 스테롤의 합성장소이며 칼슘저장소로 세포(23). ,

내 칼슘 농도를 조절하는데 중요한 역할을 한다(24, 25). 그러나 생리

적 혹은 병리적 환경에 의해 소포체가 처리할 수 있는 능력 이상의 미성숙

단백질이 소포체 내로 유입이 되거나 소포체 내 칼슘이 고갈되면 소포체 기

능에 장애가 발생하는데 이러한 상태를 소포체 스트레스 라고 한(ER stress)

다 또한 소포체는 소포체 내 칼슘이온 저장소로서(25~27 ).

sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+ 를 통해 소포-ATPase (SERCA)

체 내로 칼슘이온을 펌핑하거나 와, inositol 1,4,5-triphosphate receptor

에 의해 소포체에서부터 칼슘이온을 배출함으로서 칼슘ryanodine receptor

이온 항상성을 유지하는데 중요한 역할을 한다 소포체 내의 높은(28, 29).

칼슘이온의 농도는 신생 단백질의 폴딩과 이황화결합 형성과 같은 소포체 기
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능에 필수적이다 왜냐하면 와 단백질 이황화 이성화. calreticulin, calnexine

효소와 같은 몇 가지 소포체 샤페론 의 기능이 고농도의(ER chaperones)

칼슘이온에 의존적이기 때문이다 그러므로 소포체에서 칼슘이온 항상성이.

파괴되면 소포체 기능이 저하된다(29).

소포체 스트레스가 발생할 경우 세포는 소포체 스트레스를 극복하

기 위해 다음과 같은 네 가지의 반응이 일어난다 첫 번째로 리보좀에.

서 로부터 단백질로 번역되는 것을 억제mRNA (translational

하여 소포체 내로 새로운 단백질이 유입되는 것을 감소시attenuation)

킨다 두 번째로 단백질을 폴딩 시키는데 필요한 과 같(30). GRP78/Bip

은 소포체 샤페론 의 발현을 유도하여 소포체의 폴딩 능력(chaperon)

을 향상시킨다 세 번째 반응은 소포체 스트레스 관련 분해(31, 32).

로 소포체에서 폴딩되지(ER stress-associated degradation, ERAD)

않거나 잘못 폴딩된 단백질을 세포질 내 시스ubiquitin-proteasome

템을 통해 분해하여 제거하는 과정이다 마지막으로 소포체 스트(33).

레스가 위의 세 가지 반응으로 극복이 되지 못할 정도로 심각하게 되

고 소포체가 제 기능을 회복할 수 없을 때는 세포사멸 경로가 활성화

되어 손상된 세포를 제거한다(25, 34).

여러 다양한 암 세포들에서 의 항암효과에 대한 연구는6-gingerol

많이 보고되어 있지만 전립선암 세포에서는 그 연구가 매우 미흡한,

실정이다 전립선이란 남성의 생식기관 중 하나로 정액을 구성하는 액.

체 성분을 만든다 그러나 전립선암의 원인이 명확하게 밝혀진 것은.

아니지만 연령 인종 가족력이 가장 중요하다 유전적 소인 외에도, , , .

호르몬 식이습관 제초제와 같은 화학약품 등도 발병에 중요한 요인, ,

으로 작용한다 서양의 경우 전립선암은 남성암 중 가장 흔한 암으로.

높은 발생 빈도를 보인다 우리나라의 경우도 최근 전립선암의 빈도가.

급격히 증가하고 있다 따라서 본 연구에서는 식생활에서 또는 약용으.

로 널리 쓰이고 있는 생강의 성분 중에서 항산화력과 항염증 효과가

뛰어난 이 이들 암 세포에서의 증식 및 사멸 조절에 미치6-gingerol

는 효과를 관찰하고자 하였고 소포체 스트레스에 의한 세포죽음 경로,

를 통한 과정에서 중요한 역할을 하는 단백질의 수준에도mRNA

이 영향을 미치는지 실험하였으며 세포사멸의 마지막 단계6-gingerol ,

인 의 활성도를 측정하였다 이러한 연구를 통하여 종전의caspase-3 .

항암 화학요법제와는 다른 천연물을 이용한 항암제로 암을 예방하고
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치료할 수 있는 새로운 약물을 개발하는데 유용한 기초 자료를 제공

하고자 한다.
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재료 및 방법.Ⅱ

재료1.

생강 추출물인 분자량 의 순도 을294.39g 6-gingerol ( : 95%)

에서 구입하여 사용하였다Biomol (Plymouth, USA) .(Figure 1.)

은 에 로 을 만들어 냉동고에6-gingerol ethanol 10 mM stock -20℃

보관하여 사용하였다 실험에 필요한 항생제. RPM I-1640,

(antibiotics), trypsin-ethylenediaminetetraacetic acid ( 및 우EDTA)

태아 혈청 은 사(fetal bovine serum, FBS) GIBCO BRL (Grand

에서 구입하였다 용액Island, USA) . Crystal violet , ER Tracker

용액 및Blue-White DPX , 4-phenyl butyric acid (PBA) Hoechst

는 사 제품을 사용하였고33342 Sigma (St. Louis, USA) , caspase-3

의 기질인 는 사 로protease DEVD-pNA Calbiochem (San Dicgo, USA)

부터 구입하였고, caspase-4, PARP, glucose-regulated protein

(G 에 대한 항체는 사RP78/Bip), beta-actin Santa Cruz (San Dicgo,

및USA) caspase-3, phosphorylated eukaryotic initiation factor 2

(eIF2) 및, C/EBP homologous protein ( 는 사CHOP) Cell signaling

(Beverly 로부터 구입하였다 또한, USA) . anti-IgG conjugated

와horse-radish peroxidase enhanced chemiluminescence kit(ECL

는 사 에서 구입하여 사용kit) Amersham (Buckinghamshine, England)

하였다.

Figure 1. Chemical structure of 6-gingerol.
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방법2.

세포배양1)

인간 전립선암 세포주 는DU145 America Type Culture

에서 구입하였다Collection (ATCC, Rockville, USA) . 세포DU145

는 37 , 5% CO℃ 2 배양기에서, 10% fetal bovine serum (FBS), 100

이 포함된units/ penicillin, 100 / streptomycin RPMI-1640㎖ ㎍ ㎖

배양액으로 배양하였다(Gibco/BRL, USA) . 세포가 정도 증식80~90%

하면 으로 번 씻어내고, phosphate buffered saline solution (PBS) 2

를 처리하여 세포를 모은 후 계대배양하고 배지는 일마다trypsin-EDTA 2~3

교환하였다.

세포독성실험2) (Clonogenic assay)

세포를 각각DU145 1×103 이 되도록 에cells/ 60-well plate㎖

분주하여 시간 배양 후 을 시간별로 처리한 배양액에서48 6-gingerol

및 시간 동안 각각 배양하고 난 후 새 배양액으로 교환한12, 24, 48 ,

후 주 동안 배양기에서 배양을 하였다 그 후 로 두 번 세척한2 . PBS

후 용액에서 분간 고정시켰다, 100% methanol 20 . 1% crystal violet

용액으로 염색한 후 로 여러번 세척하여 상온에서 건조한 후PBS , 1%

용액으로 을 세포에서sodium dodecyl sulfate (SDS) crystal violet

용해하여 에서 흡광도를 측정하였다540 nm .

세포사멸과 관련된 단백질 발현 검증3) (Western blot

analysis)

에 세포를 배양하여 을100 mm culture dish DU145 6-gingerol

10 μ 의 농도로 및 시간 처리한 후에 로 세척하여 스M 12, 24 48 PBS

크랩퍼를 이용해 세포를 모았다 의. 300 lysis buffer (㎕ 50 mM Tris,

pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.5% Igepal, 2 mM EDTA,

10 mM NaF, 2 mM Na3VO4, and 0.01% protease inhibitor cocktail 를)
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이용하여 에서 분 동안 용해시켰다 에서 분간 원4 30 . 14,000 rpm 15℃

심분리한 후 상층액을 모아 시료로 사용하였다 단백질 정량 후, . ,

에서10~15% gradient sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel

단백질을 분리한 후 에 하였다, nitrocellulose membrane transfer .

의 은 가 함유된Membrane blocking 5% skim milk tris-buffered saline

tween-20 (TBST) buffer (20 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl, 0.1%

로 실온에서 시간 반응한 후 알아보고자 하는Tween 20, pH 7.4) 1

단백질의 항체를 에서 시간 동안 반응시켰다 다시 세척 후4 18~20 .℃

차 항체가 포함된 에 넣어 차 항체와 결합하도록 실온2 TBST buffer 2

에서 시간 반응시켰다 를 처리한 후 필름에 노출하여 현상1 . ECL kit

하였다.

활성 측정4) Caspase-3

세포사멸을 유도하는 는 로Caspase-3 cystein proteinase family

써 활성화되어 기질 결합체인 를 분해하므로 이러한 성질DEVD-pNA

을 이용하여 의 푸른빛으로 활성 정도를 측정할 수 있다pNA .

을 처리하여 배양한 세포를6-gingerol DU145 2×106 로 맞추cell/㎖

어 으로 원심분리하여 얻은 세포에 차가운1,500 rpm lysis buffer 50

씩 첨가하여 분간 얼음 위에 방치시킨 후 으로10 4 , 1,500 rpm㎕ ℃

원심분리하여 상층액을 취한 후 씩 에 담아50 96 well plate㎕

2×reaction buffer/dithiothreitol ( 용액을 첨가하여DTT) 37 , CO℃ 2

배양기에서 분간 배양하였다 분 후에 기질을 첨가하30 . 30 caspase-3

여 시간 동안 다시 배양기에서 배양한 후 기에서 파장1 , ELISA 405

로 흡광도를 측정하여 실험군의 활성을 대조군에 대한 상대적인 활nm

성정도로 표시하였다.

및5) Hoechst 33342 염색Immunofluorescent

세포핵의 형태학적 변화를 조사하기 위해 시약 처리한 세포를 4%

포름알데히드 용액 에서 분간 고정시킨 후 로(formaldehyde) 20 PBS

회 세척하고 을 분간 처리하여 세포막을 변화2 0.2% triton X-100 10

시킨 후, 1% bovine serum albumin ( 로 상온에서 시간 동안BSA) 1
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하였다 항체를 시간 동안 반응시킨 후blocking . RelA 2 , TBST

로 번 세척한 후 항체buffer 3 , fluorescence-conjugated secondary

를 시간 동안 반응하였다 염색약을 생리식염수에1 . Hoechst 33342

희석하여 분 염색한 후 다시 생리식염수에 희석하여 형광현미경10

(Zeiss axiovert LSM510 microscope, Germany 으로 관찰하였다) .

6) 소포체만 선택적 염색 (ER Tracker Blue-White DPX staining)

를 이용하여 살아있는 소포체만 선택적으ER Tracker Blue-White DPX

로 염색하는 시약을 이용하였다 전립선암 세포에 시간 동안. 48 6-gingerol

에 방치한 후 배지를 제거하여 새로운 배지에, ER Tracker Blue-White

DPX 1 μ 을 첨가하여 에서 분간 배양하였다 로 회 씻어준 후M 37 30 . PBS 2℃

포름알데히드 용액으로 상온에서 고정시킨 후 형광현미경을 이용하여 측4%

정하였다.

프로모터 활성 측정7) (Luciferase assay)

프로모터를 에 클로닝을NF- B pGL-vector (Invitrogen, USA)κ

하였다 세포에 를(http://www.genomatix.de). DU145 0.8 DNA㎍

으로 한 후lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA) transfection ,

을 시간 동안 처리한 후6-gingerol 24 , 100 lysis buffer (1%㎕

triton X-100, glycylglycine, MgSO4 첨가하여, EGTA) 1,500 rpm

으로 분간 원심분리하여 상층액을 취한 후 씩10 20 96 well plate㎕

에 넣어 프로모터 활성을 측정하였다.

분리 및8) mRNA Reverse transcription-polymerase chain

reaction (RT-PCR)

시약 을 이용해서 세포를 수확한 다음TRIZOL (Invitrogen, USA)

전체 분리하였다 에 를 추가하RNA . TRIZOL 1 chloroform 200㎖ ㎕

여 혼합하였다 시료를 에서 분간 원심분리하여 새로운. 14,000 rpm 20

시험관으로 옮겼다 상층액만 취한 후 을 섞어서. , 500 isopropanol㎕
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에서 시간 보관하였다 에서 분간 원심분리한 다음4 1 . 14,000 rpm 30℃

상층액을 제거하고 70% ethanol/diethylenePyrocarbonate ( 용액DEPC)

으로 세척한 후 건조시켰다 를 이용하. cDNA kit (Fermentas, USA)

여 를 합성한 후 를 이cDNA Ex Taq polymerase (TaKaRa, Japan)

용하여 을 수행하였다 구성은 다음과 같다RT-PCR . Primer .

Primer Forward sequence Reverse sequence

GRP78
5'-GCTCGACTCGAATTCCA

AAG-3'

5'-TTTGTCAGGGGTCTTTC

ACC-3'

CHOP
5'-CAACTGCAGAGAATTCA

GCT-3'

5'-ACTGATGCTCTAGATTG

TTC-3'

XBP1
5'-CCTTGTAGTTGAGAACC

AGG-3'

5'-GGGGCTTGGTATATATG

TGG-3'

-actinβ
5'-GTTTGAGACCTTCAACA

CCC-3'

5'-GTGGCCATCTCCTGCTC

GAA-3'

통계처리9)

본 연구의 실험은 독립적으로 번 이상 실시하였으며 얻어진 결과는3 ,

프로그램을 이용하여 각 실험군의 평균과 표준편차로 기술하였다SAS .

실험군 간의 유의성 차이는 분석 후 수준에서ANOVA p<0.05 Duncan's

를 실시하여 검증multiple range test 하였다.
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결 과.Ⅲ

세포사멸 측정1.

전립선암 세포의 생존율 측정1-1.

에서와 같이 이 전립선암 생존율에 어떠한 영향Fig. 2 6-gingerol

을 미치는지 실험하였다 을 및. 6-gingerol 0, 5, 10, 20 μ 를 처리하M

였을 때 10 μ 에서 세포 생존율이 를 유지하여 모든 실험에는M 50%

10 μ 를 사용한다 세포에M (not shown data). DU145 6-gingerol 10

μ 을 및 시간을 처리하여 세포 생존율을 분석M 12, 24, 48 clonogenic

을 통하여 측정하였다 대조군은 만 사용하였다 전립선암 세포. DMSO .

에서 투여에 의하여 시간 의존적으로 세포 생존율이 감소6-gingerol

함을 볼 수 있었다.

Figure 2. Effect of 6-gingerol on the cell viability in DU145

cells. The cell viability was measured by clonogenic assay.



- 17 -

세포사멸에 관련된 단백질 발현 측정1-2.

세포사멸에 관련된 단백질 발현에 양을 측정하기 위해서 Western

분석을 실시하였다 세포에 을 및blot . DU145 6-gingerol 12, 24, 48

시간 처리하였을 때 그리고, cleaved caspase-3, caspase-4, PARP

단백질 발현이 시간 의존적으로 현저하게 증가하였다(Figure 3).

는 소포체 스트레스에 의해 유도되어진 세포사멸에 관련된Caspase-4

로서 중요한 역할을 한다고 알려져 있다caspase family . 6-gingerol

처리시 소포체 스트레스가 발생되어지고 이때 가 발현이caspase-4

되어 세포사멸을 유도되어진다 은 로 이용하. -actin loading controlβ

였다.

Figure 3. Time-dependent effect of 6-gingerol on caspase-3,

caspase-4 and PARP cleavage in DU145 cells. Western blot analysis

for the evauation of proteins involved in apoptotic cell death the

expression levels of caspase-3, caspase-4, and PARP cleavage.
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세포사멸에 관련된 활성 측정1-3. Caspase-3

세포사멸의 마지막 단계인 은 의 일종으로 세Caspase-3 cystein kinase

포사멸에 관여하는 종 중의 하나이며 세포사멸의 중요한caspase family 14

역할을 한다 이에 의 활성을 측정한 결과 을 처리해주. caspase-3 6-gingerol

었을 때 유의적인 증가를 보여 이 농도에서 세포사멸을 유도하는 것으로 나,

타났다(Figure 4).

Figure 4. Effect of 6-gingerol on caspase-3 activities in DU145 cells.
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세포사멸에 관련된 염색1-4. Hoechst 33342

세포사멸의 형태학적 관찰을 위해서 세포의 핵을 로 염, Hoechst 33342

색을 하였다. 을 처리한 군에서 핵이 여러 조각으로 분절된6-gingerol

형광절편이 관찰되었다(Figure 5).

Figure 5. The nuclei of the cells with 6-gingerol showing the typical

apoptotic morphology of fragmentation and condensation after staining

with Hoechst 33342.
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소포체 스트레스 측정2.

소포체 스트레스에 관련된 단백질과 발현 측정2-1. mRNA

이 전립선암에 소포체 스트레스를 유도하는지 실험하였6-gingerol

다 세포에. DU145 6-gingerol 10 μ 을 및 시간을 처리하M 12, 24, 48

여 소포체 스트레스에 관련된 단백질과 발현을mRNA Western blot

과 를 통하여 측정하였다 전립선암 세포에서 투RT-PCR . 6-gingerol

여에 의하여 과 단백질 및 유전자 발현이 시간GRP78 CHOP mRNA

의존적으로 증가됨을 볼 수 있었다(Figure 6).

Figure 6. Effect of 6-gingerol on the ER stress in DU145 cells.

The protein expression of cells was measured by Western blot

and RT-PCR.
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소포체만 선택적 염색2-2.

를 이용하여 살아있는 소포체만 선택적으ER Tracker Blue-White DPX

로 염색하는 시약을 사용하였다. 세포에 을 시간DU145 6-gingerol 48

처리하였을 때 대조군에 비해서 을 처리한 군에서, 6-gingerol ER

염색이 현저하게 증가하는 것을 볼 수 있었다Tracker Blue-White DPX

(Figure 7).

Figure 7. Immunofluorescent analysis of tubular cells with 6-gingerol

for 48 h using the fluorescent dye ER Tracker Blue-White DPX,

which specifically localizes inside the ER lumen.
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분할 측정2-3. XBP-1 mRNA

Inositol-requiring enzyme 1 (I 은RE1) X box-binding protein-1

를 분할 시켜 활성이 있는 단백질로 발현(XBP-1) mRNA (splicing) XBP-1

될 수 있도록 한다 은 단백질에 속하는 전사인자로 소(25~27). XBP-1 bZIP

포체 스트레스에 의해 발현이 증가하는 유전자의 전사촉진자 부(promoter)

위인 와 결합하여 전사활성을 유발한ER stress response element (ERSE)

다(25). 세포에DU145 6-gingerol 10 μ 을 및 시간 처리M 12, 24, 48

하였을 때, 를 분할 이 시간 의존적으로 증가함을 확XBP-1 mRNA (splicing)

인하였다(Figure 8).

Figure 8. Effect of 6-gingerol on the ER stress in DU145 cells

and RT-PCR analysis of XBP-1 mRNA splicing.
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소포체 스트레스 경로 차단 후 효과 측정3. 6-gingerol

소포체 스트레스 차단 후 세포사멸에 관련된 단백질 발현 측정3-1.

병합요법에 의한 세포사가 세포사멸 기전에 의해 매개되었는지 여

부와 이러한 세포사멸에 소포체 스트레스가 관여하였는지 여부를 알

아보기 위해 세포사멸의 특징에 관련된 단백질 발현을 확인하였다.

는 화학적 샤페론으로써 소포체 폴딩을 향상시4-phenyl butyric acid (PBA)

켜주고 단백질 형태를 안정화시켜 준다고 알려져 있다 세포에(35). DU145

을 시간 전에 전처리한 후 을 시간 동안 처리하PBA 20 mM 1 , 6-gingerol 48

여 세포사멸에 관련된 단백질 발현을 으로 측정하였다Western blot (Figure

와 을 단독처리한 군에서는9A 9B). 6-gingerol caspase-3, caspase-4,

PARP, GRP78, p-eIF2α 그리고 단백질 모두 증가하였으나 병합요, CHOP ,

법시에는 세포사멸에 관련된 단백질 발현이 모두 감소함을 확인하였다.

Figure 9. The combination treatment of PBA and 6-gingerol induced

the cleavage of caspase-3, caspase-4, PARP, GRP78, p-eIF2α, and

CHOP in DU145 cells and Western blot analysis for the evauation of

proteins involved in apoptotic cell death.
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소포체 스트레스 차단 후 활성 측정3-2. Caspase-3

세포사멸의 마지막 단계인 활성도를 측정하였다 이에caspase-3 .

의 활성을 측정한 결과 을 처리해 주었을 때 유의적인caspase-3 6-gingerol

증가를 보였으나 병합요법시에는 단독요법시보다 감소함을 확인, 6-gingerol

하였다(Figure 10).

Figure 10. Effect of 6-gingerol on caspase-3 activities in DU145 cells

to combination PBA.
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소포체 스트레스 차단 후 전립선암 세포의 생존율 측정3-3.

와PBA 이 전립선암 생존율에 어떠한 영향을 미치는지6-gingerol

실험하였다 세포에. DU145 을 시간 전에 전처리한 후PBA 20 mM 1 ,

6-gingerol 10 μ 을 시간 처리하여 세포 생존율을 분M 48 clonogenic

석을 통하여 측정하였다 전립선암 세포에서 투여에 의하. 6-gingerol

여 시간 의존적인 세포 생존율이 감소함을 볼 수 있었으나 병합요법

시에는 증가함을 확인하였다(Figure 11).

Figure 11. Effect of 6-gingerol on the cell viability in human

prostate cancer cells to combination PBA. The cell viability was

measured by clonogenic assay.
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신호전달 측정4. NF- Bκ

4-1. 프로모터 측정NF- Bκ

세포사멸 과정에서 가 중요한 지표가 된다고 보고가 되어NF- Bκ

이 와 매개되었는지 여부를 확인하기 위해서6-gingerol NF- B NF-κ κ

프로모터 측정을 하였다B ( 세포에 을Figure 12). DU145 6-gingerol 5,

10 μ 을 시간 동안 처리하였다 농도 의존적으로M 48 . 프로모터 측NF- Bκ

정이 증가함을 확인하였다.

Figure 12. DU145 cells were transiently transfected with NF- Bκ

promoter/luciferase construct together with an increasing amount of

6-gingerol.
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소포체 스트레스에 의한 프로모터 측정4-2. NF- Bκ

소포체 스트레스에 의한 프로모터 측정에 관련성을 확인하NF- Bκ

기 위해서 를 시간 전에 전처리한 후 을 시간PBA 20 mM 1 , 6-gingerol 48

동안 처리하였다 병합요법에 의해 단독요법을 처리한 군보다 감소함을 확인.

하였다(Figure 13).

Figure 13. Effect of 6-gingerol on NF- B promoter/luciferaseκ

construct in DU145 cells to combination PBA.
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고 찰.Ⅳ

항암제에 의한 암세포의 사멸이 일부는 세포사멸에 의하여 매개됨이 밝혀

지면서 이에 대한 생화학적 그리고 분자생물학적인 접근이 활발히 이루어지,

고 있다 한편 식생활과 암발생률 등의 관계와 관련하여 전 세계적으로 식용. ,

이나 약용 및 향신료 등으로 널리 이용되고 있는 생강의 역할을 암과 관련하

여 추정해 볼 수 있다 실제로 암은 우리가 섭취하는 음식과 관련이 있으며.

암 발생률이 음식문화가 다른 지역에 따라 각기 차이가 있는 것도 음식과 관

련성을 뒷받침한다 음식에는 암 발생을 억제하는 물질들이 많이 들어 있으.

며 최근 연구들을 통해 특히 과일 및 채소 등의 섭취가 특정 암의 발생률과,

반비례한다는 증거들이 밝혀지고 있다(3, 36).

생강(Zingiber officinale Roscoe 은 생강과에 속하는 다년생 식물의)

근경으로 아열대와 열대지역에서 자라며 한의학에서는 건위제(4, 5), ,

구토 복통 설사 등의 치료제 및 살균제로 이용되고 있다 생강의, , (6).

약리효능에 관한 연구로는 생강추출물인 의 손상 억제gingerol DNA

작용 종양억제 및 소염 작용 체내 지질저하 효과 항산화(7), (8, 9), (6),

제로서의 작용 및 항균작용 등이 보고되어 있다 은 플라(10) . Gingerol

보노이드를 함유한 흰색 채소에 속하므로 폐경을 앞둔 갱년기 여성에

게 도움이 되며 여성들의 건강을 지키는데 큰 도움을 줄 수 있다고,

보고되었으며 로 유도된 마우스 피부의(35, 36), phorbol ester

발현에 대한 의 억제 기전 연구가 이루어져COX-2 6-gingerol

발현억제에 이 영향을 미치는 것이 알려졌다COX-2 6-gingerol (37).

생강의 성분에는 비휘발성의 매운맛 성분인 인oleoresin gingerol,

등을 함유하고 있다 이 중에 은shogaol, dehydrogingerone . gingerol

추출물 유도체로o-methoxy phenolic 6-gingerol, 8-gingerol,

등이 존재한다 지금까지 이 암에 미치는10-gingerol (11). 6-gingerol

효과에 대하여 보고된 것들을 살펴보면 변형 이 발현된 췌장암, P53

세포의 증식을 억제한다고 보고되었다 그 밖에도 위암 세포의(12).

에 의한 생존율 감소 와 이 결장암 세포의6-gingerol (13) 6-gingerol

증식을 억제하고 세포 사멸을 유도한다고 알려졌다 이와 같은 보(14).

고를 바탕으로 전립선암 세포에서 의 항암효과를 실험한6-gingerol
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결과 이 인간 전립선암 세포에서 시간에 의존적인 세포, 6-gingerol

사멸을 유도하여 항암효과를 일으킨다는 것을 본 연구에서 밝혀냈다

(Figure 2).

세포사멸 조절기전에 중요한 미토콘드리아에 대한 최근 보고에 의하면

단백질에 의해 조절되는 는 미토콘드리아에서Bcl-2 family cytochrome c

세포질로 방출되고 이어서 와의 결합을 통해 그 활성이, caspase-8 protease

조절되어 하부 를 활성화시켜 세포사멸 현상을 유도한caspase-3 protease

다 단백질 중 세포사멸을 억제하는 나(40, 41). Bcl-2 family Bcl-2 Bcl-xL

단백질 등은 세포사멸 촉진 단백질과 를 형성하거나 암세포에서heterodimer

항암제 처리시 인산화되어 그 기능을 상실하게 된다 그러나. Bax, Bak, Bid

등의 세포사멸 촉진 단백질은 미토콘드리아로 이동하여 를 방cytochrome c

출할 수 있는 세공 을 형성하기도 한다 에 의해서 발현과(pore) . Caspase-3

활성이 조절되는 는 손상이 적을 경우 핵에서 손상된 부위 주위PARP DNA ,

에 있는 단백질을 폴리머로 표지하여 손상을 복구하도록 도와 세포의PARP

생존에 관여한다 그러나 손상이 너무 심한 경우에는 의 활성이 과다하. PARP

게 높아져 기질을 급격히 소비하여 세포사멸을 유도한다 의 활성은 많. PARP

은 에너지를 소모하는 반응으로 세포 내의 생화학적 반응의 주요 원인 NAD

의 고갈은 해당 작용과 미토콘드리아의 산화적 인산화 과정을 저해하여 세포

내의 에너지 고갈을 불러와 에너지를 필요로 하는 많은 세포 내 기능이 정지

되고 가 되어 세포사멸이 유도된다고 알려져 있다, PARP cleavage (42).

본 연구에서 전립선암, 세포에 6-gingerol (10 μM)을 및12, 24,

시간을 처리하였을 때48 , cleaved caspase-3, cleaved caspase-4,

그리고 단백질 발현이 시간에 의존적으로 현저하게 증cleaved PARP

가하였다(Figure 2). 세포사멸의 마지막 단계인 은caspase-3 cystein

의 일종으로 세포사멸에 관여하는 종 중의 하나이kinase caspase family 14

며 세포사멸의 중요한 역할을 한다 이에 의 활성을 측정한 결과. caspase-3

을 처리해 주었을 때 유의적인 증가를 보여 이 농도에서 세포사6-gingerol ,

멸을 유도하는 것으로 나타났다(Figure 4).

소포체 스트레스 반응으로 세포가 소포체 스트레스를 극복하지 못하면 세

포사멸 과정이 작동한다 소포체 스트레스가 발생하는 동안 여러 가지 세포.

사멸 경로가 활성화되는데 가족에 속하는C/EBP C/EBP homologous

유전자의 활성에 의한 세포사멸이 대표적인 예이다protein (CHOP) . CHOP

유전자의 전사활성은 소포체 스트레스 반응 시 나타나는 상위의 신호전달체
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계인 및 의 조절을 받는다 유전자가 결손PERK, ATF6 Ire1 . CHOP (CHOP

된 세포는 소포체 스트레스에 의한 세포사멸에 저항적 이knock out) (43, 44)

며 반대로 유전자를 과발현시키면 세포사멸이 촉진된다CHOP (45). CHOP

이외에도 소포체 막에 존재하는 시스테인 단백질 분해효소(ER-membrane

인 와proapoptotic cysteine protease) caspase-12 c-Jun NH2-terminal

경로가 소포체 스트레스에 의한 세포사멸을 유도하기도 한다kinase (JNK) .

전립선암에서 을 처리하였을 때6-gingerol , 대조군에 비해서 6-gingerol

을 처리한 군에서 염색이 현저하게 증가하ER Tracker Blue-White DPX

는 것을 볼 수 있다(Figure 7). I 은 를 분할 시켜RE1 XBP-1 mRNA (splicing)

활성이 있는 단백질로 발현될 수 있도록 한다 은XBP-1 (25~27). XBP-1

단백질에 속하는 전사인자로 소포체 스트레스에 의해 발현이 증가하는bZIP

유전자의 전사촉진자 부위인(promoter) ER stress response element

와 결합하여 전사활성을 유발한다 전립선암(ERSE) (25). 세포에

처리하였을 때6-gingerol , 분할 이 시간 의존적XBP-1 mRNA (splicing)

으로 증가함을 확인하였다 또한(Figure 8). , 세포사멸 과정에서 가NF- Bκ

중요한 지표가 된다고 보고가 되어 이 와 매개되었6-gingerol NF- Bκ

는지 여부를 확인하기 위해서 프로모터 측정을 하였다NF- B (κ Figure

전립선암 세포에 을 처리하였을 때 농도 의존적으로11). 6-gingerol , NF-κ

프로모터 발현이 증가됨을 확인하였다B .

본 연구에서는 이 인간 전립선암 세포에서 모두 정상상피 세6-gingerol

포보다 암 세포에서 의 처리 농도와 시간이 증가할수록 세포사멸6-gingerol

이 증가하는 것을 관찰하였으며 세포사멸을 유도하는 역시, caspase-3

에 의해서 발현이 증가하였다 의 활성이 증가함에 따6-gingerol . Caspase-3

라 세포사멸이 더욱 진행되면서 의 분절을 확인하였다 이러한 결과들PARP .

로 미루어 볼 때 인간 전립선암 세포에서 이 암세포의 사멸을 명, 6-gingerol

확히 유도하는 것으로 사료된다.
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결 론.Ⅴ

본 연구는 기존의 알려진 항암치료제가 많은 부작용을 지니고 있

어 효능이 탁월한 물질을 개발하고 그 기전을 확인하기 위해 새로운

식물추출물인 을 전립선암 세포에서 연구하였다6-gingerol . Cell

를 확인하기 위해서 결과 전립선암 세포에viability clonogenic assay

서 세포사멸을 유도하였고 그 기전을 확인하기 위해서, Western blot

으로 단백질이 발현됨을 확인하였다cleaved-caspase 3/4, PARP .

또한 소포체 스트레스 확인을 위해 소포체 스트레스 마커인 ER

염색을 통해 소포체가 발현이 되었음을 확인하였고Blue-White DPX

이 발현되었다 또한 소포GRP78, CHOP, p-eIF2 , splicing XBP-1 .α

체 스트레스를 개선시켜주는 처리시 소포체 스트레스 마커들이PBA

모두 줄어듦을 확인하였고 처리시 또한 증가하였, 6-gingerol NF- Bκ

으나 를 복합처리하였을 때 감소됨을 확인하였다PBA , .

식물추출물은 많은 장점을 가진 의약품 재료이다 개발에 있어서.

적은 시간을 투자하여 엄청난 경제적 부가가치를 창출해낼 수 있으며,

안전성이나 부작용면에서도 우수하다 또한 이용할 수 있는 식물 자원.

이 풍부하고 다양하다는 것도 장점이 될 수 있다 식물추출물을 이용.

한 의약품의 특허출원은 증가 추세에 있으며 암과 같은 난치병 치료,

제와 같은 분야에서 개발이 활발하게 이루어질 것으로 전망되고 있다.

이러한 경향으로 보아 등의 생강과 같은 천연물을 이용한6-gingerol

항암제 개발이나 항암제의 치료 보조제의 개발도 가능할 것이라 사료

되며 과 같은 식물추출물들의 여러 효능에 대한 연구가 지, 6-gingerol

속적으로 이루어져야 할 것이다.
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