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ABSTRACT

Inductionofapoptosisrelatedtocaspasesby

extractofZanthoxylum schinifolium Siebold&

ZuccinKBhumanoralsquamouscarcinoma

cells

Cho,YoungSeung

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

DepartmentofDentistry,

GraduateSchoolofChosunUniversity

Sancho(Zanthoxylum schinifolium)Siebold& Zucc(inKorean)isa

deciduousshrubbelongtotheSanchospeciesoftheRutaceaefamily,

andisdistributedinKorea,China,andJapan.Ithasbeenwidelyused

inKoreanotonlyascondiment,butalsoasamedicinalmaterialfor

thetreatmentofvomiting,diarrhea,abdominalpain,ascariasis,and

dermaldiseasesforalong time.However,theanticancereffectof

Zanthoxylum schinifolium hasnotbeenstdied.Inthepresentstudy,

weinvestigatedforanticanceractivityinKB humanoralsquamous

carcinomacelltreatedwithZanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc

extract.WeanalyzedtheeffectsofZanthoxylum schinifolium Siebold

& Zuccextractonproliferationandonexpressionofcellapoptosis
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relatedcaspasedependentmoleculesinKBcells.Cellproliferationtest

was performed by MTT assay,the treatments of Zanthoxylum

schinifolium Siebold& Zuccextractsignificantlyreducedcellviabilities

inadose-dependentmanner(IC50value:423μg/ml)inKBcells,but

not in normal cells.To verify the apoptosis processing,DNA

fragmentation assay,caspase activation and FACS analysis were

performedbytreatmentofZanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc

extractinKBhumanoralsquamouscarcinomacells.Theformationof

aDNAladderwasobservedstartingatthe24htreatment.Inwestern

blottinganalysis,theZanthoxylum schinifolium Siebold& Zuccextract

induced the proteolytic processing of caspase-3,-9,and PARP.

Furthermore,theFACSanalysisbyanAnnexinV-PIstainingshowed

thattheZanthoxylum schinifolium Siebold& Zuccextractinduced85%

ofcelldeathafter24htreatedcells.Theseresultssuggestthatthe

extractform Zanthoxylum schinifolium Siebold & Zuccispotential

candidatefororalsquamouscarcinomacellstherapyandthatcaspase

familiesarethekeysignallingmoleculesintheextract-inducedcell

deathinKBcells.
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I. 서  론

구강암은 입안의 혀,밑바닥,볼 점막,잇몸,입천장,입술,위아래 턱뼈

등에 발생하며 이를 총칭하여 구강암이라고 한다.구강암의 종류로는 편

평 상피세포암종이 (squamousepidermalcarcinoma)87% 로 가장 흔하

고 그 밖에 침샘에서 발생하는 선양낭성암 (adenoidcysticcarcinoma),

점액표피양암 (mucoepdermoidcarcinoma),선암 (adenocarcinoma)등이

있다(1). 원인인자로는 흡연, 음주,만성적 자극, human papilloma

virus(HPV)감염 등이 있으며,음주와 흡연을 함께 할 경우에는 정상에

비해 1.5배 높은 구강암 발생률을 보이고 있다 (2).최근 발표된 중앙암등

록본부 자료에 의하면 2009년도에 192,561건의 암이 발생되었는데,그 중

구강암은 남녀를 합쳐서 연 1,401건으로 전체 암 발생의 0.7%를 차지하였

고 남녀의 성비는 1.8:1로 남자에게서 더 많이 발생되었다고 보고 하였

다.

구강암은 다른 부위에 발생하는 암과는 달리 대부분 육안으로 판별이

가능하며 조기진단이 비교적 다른 암에 비해 용이하며 화학방사선요법

혹은 유전자 치료법의 대상으로 훌륭한 모델이 될 수 있음에도 불구하고

그 발생기전 등 분자생물학적 접근이 되어있지 않은 암 중의 하나로 알려

져 있다 (3).현재까지 구강암 치료는 방사선요법과 5-fluorouracil,

cisplatin,bleomycin등의 항암제를 병행하여 치료하고 있으나 소화기계

합병증,면역력 저하,골수기능저하등과 같은 심각한 부작용이 나타나고

있다 (4-6).최근 들어,각종 질병의 예방 및 치료용 천연생리활성 물질을

약용식물에서 찾고자 하는 노력이 전 세계적으로 활발하게 이루어지고 있

는 가운데 자국의 약용작물 보호와 맞물려 새로운 천연생리활성 물질의

탐색 및 활용을 위한 연구개발 노력이 급격히 증대되고 있다.
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이에 따라 최근에 정부 및 산하기관에서는 우리나라에 자생하는 많은

약용식물에 대한 효능 연구에 많은 투자를 하고 있으며 체계적인 연구에

의해서 암세포에서 약용식물의 효능을 발표하고 있다 (7).그러나 현재까

지는 국내에 자생하는 약용식물을 다양한 용매를 이용하여 추출한 후 기

초적인 효능 연구에만 집중하고 있어 약용식물이 암세포에서 어떠한 분자

적 기작에 의해 나타나는지에 대한 연구가 미흡하다 (8).따라서 이를 단

순한 효능의 분석에 그치지 않고 정확한 분자적 기전 연구를 바탕으로 한

임상적용 및 현 시장에서 바로 산업적으로 적용될 수 있는 연구가 필요할

시기라고 사료된다 (9-13).

산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)는 운향과에 속

하는 낙엽관목으로 높이가 3-4m에 달하고 줄기와 가지에 탁엽이 변해서

된 가시가 불규칙하게 나 있고 잎은 13-21개 정도의 잔잎으로 이루어진

겹잎형태로 이루어져 있으며 잎에서 특유의 향기가나고 잎 가장자리에는

톱니형태의 돌기가 나있다.(14)산초나무는 열매에서 추출한 정유물질은

주로 식.약용으로 사용하고 있다.주성분으로 alpha-pinene,beta-selinene,

limonene,citronellal,beta-phellandrene,cineol,그리고 auraptene과 같

은 성분 등이 보고되어 있다 (15).이러한 성분들은 이미 민간요법에서 기

침,가래,천식을 치료하며 살균작용,구충작용,소염작용을 하는 것으로

알려져 있으며 특히 auraptene은 항염증작용,항산화작용,암세포증식을

억제하는 효과가 있는 것으로 알려져 있다 (16)

진핵세포에서 세포사멸은 일반적으로 우리 몸 안에 입력되어 있는 생체

프로그램으로 비정상세포,손상된 세포,노화된 세포가 체계적인 분자 신

호전달 체계에 의해 세포가 스스로 자살해 사멸하거나 화상과 타박,독극

물 등의 자극에 의해 일어나는 세포의 죽음이 있고,세포의 사고사 또는

돌연사에 의해 세포 밖에서 수분이 유입됨으로써 세포가 팽창하여 죽은
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세포괴사의 두 가지 형태로 구별 되어진다 (17).세포사멸은 세포치사를

억제하는 단백질 또는 반대로 세포치사를 유도하는 단백질들의 활성의 변

화에 의해 일어나며,이러한 단백질들의 활성변화 중 에서 기본적으로 알

려져 있는 것으로 caspases단백질이 존재한다 (18).건강한 세포에서 세

포사멸의 외형적 형태로는 초기 염색사의 응축과 더불어 세포막 안쪽으로

노출되는 phosphatidylserine(PS)막지질이 세포막 바깥쪽으로 노출되며

이는 annexin-V와 같은 염색약을 세포에 직접 처리하여 유세포 분석기를

통해 세포치사를 확인할 수 있다 (19).또한 chromosomalDNA가 분해되

지 않는 단일한 형태를 뛰는 정상세포에서 와는 달리 세포치사가 일어난

세포에서는 chromosomal DNA 가 laddering 되기 때문에 세포의

genomicDNA 를 뽑아 아가로즈상에서 전기영동을 수행하여 세포치사

여부를 확인 할 수 있다 (20).

본 연구에서는 산초나무(Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)가

급성림프구암세포 및 유방암세포의 세포성장 억제효능이 있는 것으로 보

고되어진 바구강암세포에서도 세포성장 억제효능을 확인 및 그에 대한 기

전을 규명 하고자 하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험재료

세포배양에서 사용한 Dulbecco'sModifiedEagles"sMedium은 Gibco/BRL

(Gaitherburg, MD, USA)에서 구입하였다. Fetal bovine serum(FBS),

(penicillin-streMD,USA)에서 구입하였다.N-methylthiotetrazole(MTT)은

Sigma(StLouis,MO,USA)에서 구입하여 사용하였으며,ECLdetection

kit는 Amersham BiosciencesCorp.(Piscataway,NJ,USA)에서 구입하여

사용하였다.anti-caspase-3 anti- caspase-7,anticaspase-9,PARP

(Poly (ADP-ribose) polymerase) 및 anti-β actin은 CellSignaling

Technology,Inc.(Danvers,MA,USA)에서 구입하여 사용하였으며,기타

분석시약들은 analyticalgrade를 구입하여 사용하였다. 

2. 산초나무 추출물의 제조

실험에 사용한 산초나무(Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)는

전남 구례 야생화연구소에서 분양받아 사용하였으며 분쇄하여 가루로 만

들어 0.1㎏ 에 2L의 메탄올을 첨가하여 추출 하였다.그 후 2회 반복 시

행하여 얻은 추출물은 여과지로 여과하고 감압 농축하여 총 3g의 추출

물을 얻어 사용하였다.

3. 세포 배양

사람의 구강점막에서 조직을 채취하여 primary culture한 정상세포

(human fibroblastcell)와 구강암세포(KB,ATCC No,CCL17)는 10%

fetalbovineserum(FBS,GibcoBRL,Rockville,MD,USA)및 항생제
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(100 ㎍/㎖ penicillin, 100 Unit streptomysin)가 함유된 37℃의

Dulbecco's Modified Eagles Medium(DMEM,Gibco BRL,Rockville,

MD,USA)과 F-12배지가 3:1로 혼합된 성장배지를 사용하였다.

4. MTT assay

산초나무(Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추출물에 의한 세

포성장 억제효과를 관찰하기 위해 37℃의 성장배지 하에서 배양된

Humanfibroblast정상세포와 KB 구강암세포를 수집하여 12wellplate

에 접종하고,12시간 후 산초나무(Zanthoxylum schinifolium Siebold&

Zucc)추출물을 여러가지 농도 (100∼500㎍)로 24시간 동안 처리하여 세

포성장 억제효과를 MTT 분석으로 측정하였다.MTT 분석은 KB세포에

MTT 용액을 37℃에서 4시간 처리한 후,MTT 용액을 제거하고 0.04N

HCl이 함유된 isopropanol로 세포를 용해하여 570nm에서 흡광도를 측정

하여 시행하였다.

5. DNA fragmentation assay

구강암세포에 420㎍/㎖의 산초나무(Zanthoxylum schinifolium Siebold

& Zucc)추출물을 24시간 처리하여 세포를 수집한 후 lysisbuffer(100

mM NaCl,10mM EDTA,300mM Tris-HCl,200mM sucrose,0.5%

SDS,0.5㎎/㎖ proteinaseK,pH7.5)에 현탁 하고 원심분리 하여 상층액

을 수집하였다.여기에 동일 양의 phenol/chloroform/isoamyalcohol(PCI)

을 첨가하여 DNA를 순수분리 한 후,에탄올을 이용하여 DNA를 침전 시

켰다.이 후 DNase-freeRNase를 첨가하여 한 시간 동안 방치하여 RNA

를 제거 시키고 1.5%의 agarose에 전기영동하여 확인하였다.
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6. Western blot analysis

산초나무(Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추출물에 의한 세

포성장 억제기전을 확인하기 위해 westernblot을 시행하였다.10cm 배양

접시에 KB세포를 접종하고 추출물을 처리하여 세포를 수집하였다.세포를

4℃의 PBS로 2회 세척한 후,4℃의 lysisbuffer(1% TritonX-100,0.5

mM EDTA,1mM phenylmethylsulfonylfluoride,5ug/mlaprotinin,5

㎍/㎖ leupeptin)에서 30분간 반응 시켰다.세포 용해물을 14000✕ g에서

20분간 원심분리 한 후,단백질 시료를 정량하여 SDSsamplebuffer(60

mM Tris-HCl, pH 6.8, 4% SDS, 25% glycerol, 14.4 mM

20mercaptoethanol,0.1% bromopfenolblue)에 넣고 100℃에서 5분 동안

변성 시킨 후, SDS-polyacrylamide gel에 전기영동을 실시하여

nitrocellulosemembrane으로 이동시켰다.이 후 Membrane을 5% skim

milk에서 2시간동안 반응 시키고 TBST buffer를 이용하여 15분간 3회

세척 하였다.일차 항체로 anti-caspase3antibody(1:2000),anti-caspase

7 antibody(1:2000), anti-caspase 9 antibody(1:2000), anti- PARP

antibody(1:2000)및 anti-β-actinantibody(1:2000)을 사용 하였으며,이

차항체로는 horseradishperoxidaseconjugatedanti-rabbitIgG(1:5000)를

사용하여 ECLdetectionkit와 함께 LASimagingsystem으로 western

blot을 수행하였다.

7. Annexin V/propidium iodide (PI) double staining flow 

cytometry

AnnexinV는 phosphatidylserine(PS)과 높은 결합력을 갖는 칼슘의

존성 인지질 결합 단백질로서 세포외막의 PS노출에 대한 민감한 표시제

이기 때문에 apoptosis측정에 매우 유용하게 사용된다.또한 annexinV
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와 PI을 동시에 처리하면 세포사멸에 대한 apoptosis와 necrosis여부

를 판단할 수 있으므로,본 실험에서는 annexinV와 PI을 KB세포에 동

시에 처리하였다.

8. 실험자료의 통계학적 검정

모든 실험성적은 mean±SEM으로 나타내었고,각 실험은 3회 이상

반복하여 수행하였다.
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Ⅲ. 결  과

1. 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold & Zucc) 

추출물이 구강암 세포 KB의 세포성장 억제에 미치는 영향

산초나무(Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추출물에 의한 구

강암세포 KB의 세포성장 억제효능을 확인하기 위해 MTT assay를 실행

하여 분석 하였다.산초나무(Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)

추출물이 정상세포에서 세포독성을 나타내는지 확인하기 위해 정상세포

인 humanfibroblast세포에 100,150,200,250,300,350,400,450및 500

㎍/㎖의 농도로 추출물을 처리한 결과 세포 성장률 변화가 거의 없음을

보여주었다.이러한 결과 정상세포에서는 추출물의 세포독성이 없음을 확

인하였다 (Fig.1A).반면 구강암세포에서 추출물의 세포성장 억제를 확

인하기 위해 100,150,200,250,300,350,400,450및 500㎍/㎖의 농도

로 24시간동안 KB세포에 처리한 후 MTT assay를 수행한 결과 산초나

무(Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추출물을 처리하지 않은

대조군과 비교하였을 때 250㎍/㎖의 농도까지 처리한 세포는 세포성장에

영향을 미치지 못하였으나 400,450및 500㎍/㎖ 추출물을 처리한 세포

는 각각 60,40및 20%의 세포성장률을 확인하였다 (Fig.1B).이러한 결

과는 KB세포가 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추

출물의 농도 의존적으로 세포성장 억제 효과가 있음을 보여준다.
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Figure1.Concentration-Dependentinhibitionofcellviabilityby

Zanthoxylum schinifolium Siebold& ZuccextractinKBcells.The

cellsweretreatedwithvariousZanthoxylum schinifolium Siebold&

Zucc extractconcentrations in KB cells,and is expressed as a

percentageofthecontrol cellgrowthintheuntreatedZanthoxylum

schinifolium Siebold& Zuccextract.Eachdatapointrepresentsthe

mean±SEM forthreeexperiments.
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2. 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold & Zucc) 

추출물에 의한 KB세포 DNA의 분절화

세포사멸의 대표적인 기전인 DNA의 분절화를 확인하기 위해 KB세포

에 420㎍/㎖의 산초나무(Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추

출물을 24시간 동안 처리 하고 핵 내의 genomicDNA를 추출하여 전기

영동을 통하여 확인하였다.그 결과 산초나무 추출물을 24시간 처리한 세

포에서 DNA의 분절화 현상이 나타남을 확인하였다.이는 산초나무

(Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추출물이 KB세포의 세포사

멸을 유도 할 수 있음을 확인 하였다(Fig.2).
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Figure2.ApoptosisinducedbyZanthoxylum schinifoliumSiebold&

ZuccextractinKBcells.FragmentationofinternucleosomalDNAby

treatmentofZanthoxylum schinifolium Siebold& Zuccextract.The

cellsweretreatedwith420㎍/㎖ ofZanthoxylum schinifolium Siebold

& ZuccextractfortheindicatedtimeperiodsandnuclearDNA was

subjectedtoagarosegelelectrophoresis.(M :1kbDNA marker;P:

parental)
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3. 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold & Zucc) 

추출물에 의한 caspase family 단백질 활성화

산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추출물이 KB세

포의 성장억제를 일으키는 기전을 확인하기 위해 세포사멸에 가장 중요한

인자로 알려져 있는 활성화 caspase의 변화를 확인하였다.KB세포에 420

㎍/ml의 산초나무 추출물을 24시간 처리하고 세포를 수집한 후 caspases

항체를 이용하여 westernblot을 수행하였다.그 결과 추출물을 처리한

24시간 후에 활성화된 caspase-9,7,3가유도됨을 확인 하였다 (Fig.3A).

또한 이러한 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추출

물에 의한 caspase의 활성에 의해 PARP의 cleavage됨을 확인하였다.이

것은 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추출물이 미

토콘드리아 의존적 세포치사 기전을 통해 세포의 증식을 억제하는 것으로

나타났다 (Fig.5).
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Figure 3.Proteolytic cleavage caspase-3,7,9 and PARP by

Zanthoxylum schinifolium Siebold& ZuccextracttreatmentinKB

cells.Zanthoxylum schinifolium Siebold & Zuccinducedactivity of

procaspase-3,7,9(A)andPARPcleaved(B)wasmeasuredinthe

KB cells.The cells were treated with 420 ㎍/㎖ ofZanthoxylum

schinifolium Siebold& Zuccextractfortheindicatedtimeperiods.
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4. 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold & Zucc) 

추출물에 의한 apoptosis 유도

KB세포에서 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추

출물이 세포사멸에 영향을 미치는지 annexinV/PI염색을 통해 확인하였

다.KB세포에 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추

출물 420㎍/㎖을 24시간 처리하여 배양하였다.AnexxinV/PI염색을

통한 세포사멸 확인 실험에서 추출물을 처리한 KB 세포에서 early

apoptosis(lowerrightquadrant)가 정상세포와 DMSO 를 처리한 세포

보다 26% 증가함을 확인하였고 lateapoptosis(upperrightquadrant)도

정상세포와 DMSO를 처리한 세포보다 약 57% 증가함을 확인하였다.이

를 통해 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추출물이

구강암세포의 성장을 억제 하는데 탁월한 효과가 나타남을 확인하였다

(Fig.4).
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Figure4.ZanthoxylumschinifoliumSiebold& Zuccextractinduced

apoptosisinKBcells.Cellsweretreatedwith420㎍/㎖ ofextractfor

24h.ThecellsstainedusingAnnexinV/PI.Theapoptoticcellswere

then analyzed by FACS analysis.This was determined by FACS

analysisshowingthepercentageofearly(lowerrightquadrant)and

late(upperrightquadrant)apoptoticcells.
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Ⅳ. 고  찰

본 연구에서는 기존의 급성림프구암이나 유방암의 항암치료제로 보고되

어져 있는(21-25)국내에 자생하는 약용식물인 산초나무 (Zanthoxylum

schinifolium Siebold& Zucc)로부터 추출물을 확보하여 구강암에서 가

장 많이 발병하는 편평상피세포암종 (squamousepidermalcarcinoma)인

KB세포를 이용하여 추출물에 의한 세포성장 억제 효과 및 분자적 기전

확립을 위해 세포성장 억제에 관여하는 단백질의 발현 및 세포수준에서

세포치사에 의해 나타나는 형태 변화를 조사하였다. 산초나무

(Zanthoxylum schinifolium Siebold & Zucc) 추출물을 정상세포인

huamnfibroblast에 다양한 농도로 처리했을 때 세포독성의 변화가 없음

을 MTT assay 을 수행하여 확인하였다.반면에 KB구강암세포에서는

400㎍/㎖ 농도에서부터 세포성장이 확연히 억제됨을 확인하였다 (Fig.

1A,B).구강암세포의 증식억제는 세포주기의 진행억제 및 세포치사 유도

에 의해서 이루어진다.산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold&

Zucc)추출물에 의한 구강암세포 KB의 증식 억제가 세포치사에 의한 것

인지를 확인하기 위해 DNA fragmentationassay를 수행 하였으며,그 결

과 apoptosis의 대표적인 현상인 chromosomalDNA의 분절화 (Fig.2)

가 일어났다.또한 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)

추출물이 세포치사에 영향을 미치는지 annexin-V와 같은 염색약을 세포

에 직접 처리하여 유세포 분석기를 통해 세포치사를 확인 하였으며 (Fig.

4)이러한 결과를 토대로 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold&

Zucc)추출물은 세포치사에 의해 KB세포의 증식을 억제함을 알 수 있었

다.최근 연구보고에 의하면 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold

& Zucc)잎에서 methylenechloride용매를 이용하여 추출물을 얻은 후
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이를 급성 림프구암세포주인 JurketT 세포와 유방암 세포주인 MDA

361과 MDA438세포에 추출물을 처리 한 결과 세포증식이 억제됨을 확

인하였고 또한 미토콘드리아에서 cytochromeC 가 방출되고 caspase-3

가 활성화된 후 PARP를 절단하여 세포치사를 유도하는 분자적 기전을

보고하였다 (26-28).또한 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold

& Zucc)과피에서 dichloromethane과 멸균수를 이용하여 추출물을 얻어

이를 간암세포주인 HepG2세포에 추출물을 처리 한 결과 활성화 산소 증

가로 인해 세포치사가 유도됨을 보고 하였다 (29).이와 같이 산초나무

(Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)을 가지고 다양한 용매를 이

용하여 추출물을 얻어 이를 세포에 처리하였을 때 여러 가지 분자기전에

의해 세포치사가 유도 되었으며 이러한 실험결과를 토대로 본 실험에서는

caspase의존성 세포치사에 의한 실험을 수행하였다.

세포치사를 유발시키는 세포 내 신호전달 기전에서 중요한 기전 중 하

나는 caspases의 활성화이다.Caspases단백질은 효소 활성부위에 모두

cysteine을 가지고 있는 단백질 분해효소로서 지금까지 14가지가 알려져

있다 (30-32). Caspase family 단백질은 세포내에서 불활성화 된

pro-enzyme으로 존재하다가 세포사멸 신호에 의해 스스로 또는 다른

caspases에 의해 활성화 된다.Caspase-9은 미토콘드리아에서 방출된

cytochromec에 의해 활성화 되고,cytochromec의 방출은 bcl-2family

단백질 변화에 의해 미토콘드리아 막 투과성이 증가 된다 (33,34).본 연

구에서도 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추출물이

caspase-9의 활성화를 증가시킴을 확인하였고,또한 활성화된 caspase-9

은 표적기질에 따라 아미노산 배열 중 DEVD를 인식해서 절단하는

CPP32-likecaspase로 알려져 있는 caspase-3를 활성화 시켰으며 활성

화된 caspase-3는 poly(ADP-ribose)polymerase(PARP)기능적 활성화
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에 의한 세포치사를 유도 하였다 (Fig.3).이러한 결과를 토대로 산초나

무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추출물에 의한 세포치사

는 미토콘드리아 의존성 신호전달과정에 의해서 세포치사가 일어나고 있

음을 유추할 수 있었다.

본 연구의 결과로 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold &

Zucc)추출물이 구강암세포의 증식을 효과적으로 억제할 수 있으며 또한

정상세포인 humanfibroblast에서 세포성장의 변화가 없음을 확인하였고

세포독성과 부작용이 적은 항암제를 개발할 수 있는 가능성을 제시하였

다.이러한 결과를 토대로 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold

& Zucc)추출물을 이용한 유효 단일성분 동정 및 동물실험 등의 연구수

행이 필요할 것으로 사료 된다.
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Ⅴ. 결  론

산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추출물은 주로

식.약용으로 사용하고 있다.주성분으로는 alpha-pinene,beta-selinene,

limonene,citronellal,beta-phellandrene,cineol,그리고 auraptene과 같은

성분 등이 보고되어 있다.이러한 성분들은 이미 민간요법에서 기침,가래,

천식을 치료하며 살균작용,구충작용,소염작용을 하는 것으로 알려져 있

다.특히 auraptene은 항염증작용,항산화작용,암세포증식을 억제하는 효

과가 있는 것으로 보고되었다.그러나 사람 구강암세포에 대한 세포성장

억제에 대한 연구는 전혀 이뤄지지 않은 바,본 연구에서는 사람 구강 편

평세포암종 KB세포를 이용하여 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium

Siebold& Zucc)추출물의 구강암세포 성장 억제에 미치는 효과와 암세포

성장억제에 대한 분자적 기전을 규명하고자 MTT assay, DNA

fragmentation,westernblot및 유세포 분석 (FACS)등을 수행하여 다음

과 같은 결과를 얻을 수 있었다.

1.산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추출물은 농도

의존적으로 구강암세포인 KB세포의 성장을 현저하게 억제 시켰다.

2.산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold& Zucc)추출물은 구강암

세포의 핵 내 존재하는 chromosomalDNA를 분절화 시킴으로서 세포치

사를 유도하였다.

3.구강암세포의 세포치사는 chromosomalDNA 의 분절화에 의해 세포

치사가 유도 되었으며 살아있는 세포내에서도 annexin-V와 같은 염색

약을 처리하여 유세포 분석 (FACS)으로 세포치사가 유도됨을 확인하

였다.
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4.구강암세포의 세포치사는 세포내 caspase-3,7,9의 활성화를 유도하고

PARP의절단되어 세포치사를 유도됨을 확인하였으며 이러한 결과는 미

토콘드리아 의존성 신호전달과정에 의해서 세포치사가 일어나고 있음

을 확인하였다.

위의 결과를 토대로 산초나무 (Zanthoxylum schinifolium Siebold&

Zucc)추출물을 이용하여 구강암세포 성장억제에 대한 분자적 기전을 확

인 하였고,더 나아가 구강암세포에 항암활성을 갖는 단일 및 복합성분을

분리하고 동물실험을 이용하여 구강암 치료제 개발에 대한 기반 연구에

중요한 초석이 될 것으로 생각한다.
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