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ABSTRACT

  

  We report the pro-apoptotic activity of the ginseng saponin metabolite, 

Compound K (20-O-D-glucopyranosyl-20(S)-protopanaxadiol, IH901) in 

various human leukemia cell lines. The pro-apoptotic effect of Compound 

K was most prominent in U937 cells, a human monocytic leukemia cell 

line among the tested cells lines. Compound K-treated U937 cells 

showed characteristics of apoptosis like as an exposure of 

phosphatidylserine from the inner cell membrane to the outer cell 

membrane, the formation of apoptotic bodies and DNA fragmentation. 

Compound K also up-regulated Bax, disrupted the mitochondrial 

membrane potential, and activated caspase-9 and caspase-3. Therefore, 

the present study suggest that Compound K inhibits U937 cell growth by 

inducing apoptosis through the up-regulation of Bax and caspase 

activation.
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Ⅰ. 서    론 

  인삼(Panax ginseng CA Meyer)은 두릅나무과(Araliaceae)에 속하는 다년생 

반음지성 숙근초로서 우리나라를 비롯하여 중국, 아시아 극동지역에 분포하고 

있다. 인삼은 예로부터 보혈강장 및 불로장생의 영약으로 한방에서 널리 애용되

어 왔으며, 많은 한방의서에 수록되어 소화기계, 신경계, 순환기계 등의 기능조

절 및 체력증강, 피로회복을 위하여 단독 또는 복합처방의 구성 생약으로 활용

되어 왔다(남기열 최신고려인삼 1996). 한방효능에 근거하여 인삼의 성분과 효

능에 관한 많은 연구가 수행되었고, 근래에는 동양뿐만 아니라 서양에서도 강장

제, 건강식품 및 대체의학 관점에서 인삼에 대한 관심이 증가하고 있다(Smith, 

M. et al. 1999). 인삼은 항산화, 항암, 항염증, 항스트레스, 항비만, 노화방지, 항

알러지 효과와 (Choi,  et al. 1985 ; Shin, et al. 2000) 조혈세포의 증식 및 보

호, 간염예방, 뇌 손상에 대한 보호, 위 보호, 정신안정, 피로회복 등의 작용도 

알려져 있다(Ga et al. 2003 ; Kwon et al. 2003 ; Lee et al. 2003 ; Shi et al. 

2003).

  이러한 인삼의 대표적인 성분으로는 사포닌, 페놀성 화합물 (Wee et al. 

1989), 단백질 (Yoon et al., 2002), 산성 다당체 등이 있는데, 특히 인삼의 다양

한 약리 활성은 주로 사포닌(일명 ginsenoside)에 기인한다고 보고되었다. 인삼 

사포닌의 주요성분은 triterpene 계 saponine 으로서 tetracyclic dammarane 골

격구조를 지니고 있는 것이 특징적이며(Karikura et al.1991) 이러한 

ginsenoside는 크게 protopanaxadiol과 protopanaxatriol 두 가지 그룹으로 대별

하고 있다. Protopanaxadiol계로는 주로 ginsenoside Ra, Rb1, Rb2, Rc 그리고 

Rd가 속하며 protopanaxatriol계로는 ginsenoside Rg1, Re, Rf 그리고 Rg2가 이

에 속한다. 이들 그룹들은 항암작용, 항당뇨, 항고혈압 및 항스트레스의 작용을 

나타내지만 (Okuda et al. 1990 ; Yun et al. 2001), 한편으로는 서로 길항작용

을 나타내기도 한다. 즉, protopanaxadiol계는 진정, 항경련, 진통, 해열, 항염증 

작용을 나타내는 반면에 protopanaxatriol계는 흥분 및 항피로 작용을 나타낸다.  

Rb1, Rb2, Rc, Re 등과 같은 intact ginsenosides는 in vitro에서 암전이 억제 효

과를 거의 보이지 않은 반면(Wakabayashi et al. 1997), Rh2와 Rg3같은 

protopanaxadiol 사포닌들은 암세포들의 증식과 성장을 억제하는 것이 발견되었

다 (Kikuchi et al. 1991; Tode et al. 1993). 그리고 암세포의 분화와 apoptosis

(세포사멸)를 유도하고 (Lee et al. 1996; Park et al. 1997), in vitro 와 in vivo

에서 암세포의 침윤과 전이를 억제하였다(Shinkai et al. 1996; Iishi et al. 

1997). 과거부터 한국, 중국, 일본 등에서 인삼은 전통적인 약제로 투여방법은 
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인삼을 열수추출하여 그 엑기스를 경구투여하여 왔다. 그러나 이들 성분들은 사

람의 소화효소 등에 의해서 대사 되지 않고, 장내 세균에 의해 대사되어 흡수되

는 것으로 밝혀져 있다. 최근, 장내 세균에 의한 인삼 사포닌 대사체들의 형태

는 흰쥐와 사람에서 인삼 추출물을 경구 투여한 연구들에서 확인되었다 

(Hasegawa et al. 1996). Rat에게 인삼 전체 사포닌 즉 protopanaxadiol계 

ginsenoside인 Rb1, Rb2, Rc는 장내세균에 의해 20-O-(β

-D-glucopyranosyl)-20(S)-protopanaxadiol (일명 Compound K, IH-901; Fig.1)

로 전환되며 이 대사체에 의해 매개된 ginsenoside의 암전이 억제효과를 in 

vivo에서 증명하였다 (Hasegawa et al. 1997). Compound K 는 암세포에 의한 

당 흡수를 억제하고(Hasegawa et al. 1995a), 암세포에서 다중약제 저항을 줄이

는 것(Hasegawa et al. 1995a)으로 알려졌다. 그것은 또 한 화학적 발암물질, 항

원독성과 항돌연변이성에 반대하는 화학 방어 활성 효과를 지녔다 (Lee et al. 

1998).

  인체의 모든 기관은 수많은 세포로 구성되어 있으며 이 세포들은 위치와 기

능에 따라 여러 종류로 나누어지지만 하나의 수정란에서 기원하고 있기 때문에 

동일한 유전 정보를 가지고 있으며 일정한 세포주기를 가지고 분화하고, 성장하

고, 사멸한다. 예를 들어 혈액세포인 적혈구의 경우 골수에서 생성되어 약 120

여일 후 비장에서 자연 소멸하게 되고, 신경세포의 경우 일생에 한 번만 생성되

는데 사망과 동시에 사멸하게 된다. 그러나 이러한 자연적인 세포주기에 이상이 

생겨 세포가 정상적으로 분화하지 않고, 어느 정도 분화한 후에는 성장을 멈추

어야 하는데도 불구하고 계속 성장하는 것을 종양(tumor)이라 하며 종양에는 

양성종양과 악성종양이 있다. 이중 악성종양을 암이라고 한다. 암은 기본적으로 

세포의 조절되지 않는 과잉성장, 즉 억제되지 않는 계속적인 세포 분열에 의해 

형성된 변형된 세포의 집단이다. 암의 발생은 매우 복잡한 기전에 의해 발생한

다. 그러므로 발암 과정을 간단히 정의하기가 쉽지 않지만 간단히 정의하자면 

인체 내 세포들의 증식과 세포사 사이의 균형에 교란이 생기기 때문이라 할 수 

있다. 

  세포사는 크게 괴사 (Necrosis) 와 세포사멸 (apoptosis) 로 구분된다. 괴사는 

직접적으로 독성이 있거나 물리적 상해 등 갑작스런 외부환경의 변화에 의해 

유발되는 수동적 과정으로 이해할 수 있다. 반면, 세포사멸은 programmed cell 

death로서, 대부분의 다세포 구조물의 발달과 기관의 퇴화, 그리고 암을 포함한 
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대부분의 질병에서 필수적인 세포 증식과 세포사이에 균형을 능동적으로 조절

하는 생리적인 과정이다. 특별한 유전자들이 세포죽음과 연관된 신호들에 의해 

활성화 또는 억제되기 때문에 결과적으로 형태학적 그리고 생화학적인 변화가 

나타난다. 세포사멸은 유전적으로 보존된 관련 유전자에 의해 이루어지며, 조절

이 가능한 능동적 세포죽음 과정으로 이 과정은 형태적으로 세포의 비중감소, 

세포막의 변형, 염색체의 응축, DNA 분절, caspase로 알려진 cysteine protease

의 활성 등으로 특징 지워지고, 활성된 세포내부의 물질들이 사멸체 (apoptotic 

body)라는 포낭을 형성하면서 식세포작용을 거치는 작용과 함께 진행된다. 이러

한 과정을 거친 적절한 세포의 죽음은 생체의 발생 및 항상성 유지에 매우 중

요하게 작용한다. 이는 개체로 하여금 세포 숫자와 조직의 크기를 유지하며 세

포내의 항상성을 위협하는 자극으로부터 자신을 보호하는 역할을 한다. 또한 부

적절한 세포죽음은 치매, 허혈, 파킨슨병 등의 퇴행성 질병들과 자가면역 질환, 

그리고 암의 유발과 관련되어 있다. 예를 들면, 세포사멸의 억제는 일반적으로 

인간의 악성종양의 발달에 도움을 주는 것이 관찰되었다 (Que and Gores 

1996). 또, 최근 화학적 암치료법에 쓰이는  약리학적 효과는 세포사멸을 유발하

여 세포사를 일으키는 것으로서, 암세포에서 세포사멸의 유도는 암치료의 중요

한 연구 대상(Kim et al. 1999; Ahmad et al. 1997)으로서, 이에 관한 연구들이 

활발히 진행되고 있다. 

세포사멸 의 유발에 종양억제 유전자 p53이나, Bcl-2밑 Bax와 같은 유전자가 

관여한다는 사실이 알려지면서 세포사멸와 연관된 분자적 기전이 많이 밝혀지

고 있다 (Nagata et al. 1997 ; Chiarugi et al. 1994 ). 따라서 세포사멸 과정과 

조절관련 기전에 대한 이해는 암 치료나 퇴행성 질환, 면역 질환들의 치료에 응

용될 수 있다. 

  이에 본 연구는 인삼 사포닌 성분인 ginsenoside Rb1을 장내 세균을 이용하

여 전환시킨  대사체 Compound K의 항암활성을 사람 단핵구 백혈암 세포주인 

U937에서 관찰하고 Compound K의 세포독성 기전을 세포사멸측면에서 연구하

였다.
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Ⅱ. 재료  및  방 법

1. 재료

  

  인삼 사포닌 ginsenoside Rb1과 Compound K는 경희대학교 약학대학 미생물

학교실 김동현 교수로부터 제공받았다. Compound K는 DMSO에 녹여 최종 농

도를 0.02 %를 넘지 않게 하였다.

2. 세포 배양

  

  U937 (인간 단핵구 백혈병 세포주), Molt-4, H9, Jurkat 그리고 CEM-CM3 

(인간 T림프구 백혈병 세포주)들은 American Type Culture Collection (ATCC)

로부터 분양받았고, 100 unit/ml penicillin-streptomycin 과 10 % Fetal bovine 

serum (FBS)이 함유된 RPMI 1640 배지 (Gibco BRL, Gaitherburg, MD)를 사

용하여 37 ℃, 5 % CO2 배양기에서 배양하였다. 

3. 세포 생존률 측정

  

  MTT assay(Carmichael  et al. 1987)를 통하여 다양한 백혈병 세포주의 생존

률을 측정하였다. 세포들은 각 well당 10
4

-10
5 

cell로 조절한 후 180 ㎕씩 96 

well에 각각 분주하였다. 그 후에 인삼전구체 와 그 대사체인 Compound K를 

여러 dose로 처리한 후 4 일 동안 37 ℃, 5 % CO2 배양기에서 배양하였다. 배

양 4일후,2㎎/㎖ 의 MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) 시약을 50 ㎕ 씩 각 well (0.1 mg/ well) 에 처리하였다.  4 시간동안 

배양한 후, plate를 800 x g에서 5 분간 원심 분리하여 상층액은 거둬내고 남은 

세포에 DMSO 150 ㎕ 씩 처리하여 녹였다. Spetrophotometer를 이용하여 540 

㎚에서 흡광도를 측정하였다. (Molecular Device Co., Sunnyvale, CA). IC50 값

은 성장률을 50 %로 억제하는 농도로 결정되었다. 세포 생존율은 또한 trypan 

blue 염색법에 의해서도 측정할 수 있었다 (Piao et al. 2001). 세포 100 ㎕에 동

량의 phosphate buffered saline(PBS)에 녹인 0.4 % trypan blue 시약을 넣고 

상온에서 5 시간동안 배양하였다. 살아있는 세포(trypan blue에 염색되지 않은)
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수를 hemocytometer를 사용하여 세었다. 모든 실험은 모두 3 번 반복하였다.

4. 형광 현미경 측정법

  

  48 시간 동안 Compound K (20 ㎍/ ㎖)가 처리된 세포(2 x 105/ ㎖)를 PBS로 

세척하고 5 분동안 4 % paraformaldehyde에 고정시켰다. 그리고 나서 세포들은 

Hoechst dye 33258 (8 ㎍/ ㎖) 에 5 분 동안 염색시켰다. PBS로 두 번 세척한 

후 밀봉하여 역형광현미경 Axiovert 100를 이용하여 핵을 관찰하였다.  

5. DNA 분절(Fragmentation) 분석

  

  48 시간 동안 Compound K (20 ㎍/ ㎖)가 처리된 세포를 (2 x 105cell/ ㎖) 수

확하여 세포의 DNA를 genomic DNA 추출 kit (Wako junyaku, Tokyo, japan)

를 이용하여 추출하였다. 배양된 세포 pellet에 1 ㎖씩 lysis buffer를 넣고 균질

화시킨 후, 10,000 x g에서 20 초 동안 원심분리하여 상층액을 제거하고 남은 

pellet에 protease가 있는 효소반응용액을 200 ㎕를 넣어 잘 섞어 37 ℃에서 1 

시간 동안 배양한 후 혼합액에 0.3 ml의 NaI 용액을 첨가하여 잘 혼합하였다. 

0.5 ml의 isopropanol을 첨가하고 10,000 x g에서 10 분 동안 원심분리 하였다. 

DNA pellet을 3 분 동안 진공상태에서 말려 4 ㎍의 DNA양을 0.1 ㎍/ ㎖ 

ethidium bromide가 포함된 1.8 % agarose gel에서 전기영동하여 ultraviolet 

light으로 분절현상을 확인하였다.

6. Phosphatidylserine 추출 측정

  

  6 시간 동안 Compound K (20 ㎍/ ㎖)가 처리된 세포 (2 x 10
5

cell/ ㎖)에 100 

㎕의 Annexin V-binding buffer(10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mM 

NaCl, 5 mM CaCl2)에 넣어 잘 섞어주고, Annexin V-FITC(Boehringer 

Ingelheim, Vienna, Austria)와 propidium iodide(PI)를 첨가하였다. 이때 최종 

농도를 5 ㎍/ ㎖ 로 맞추었다. 상온 암실에서 15 분간 배양한 후 Flow 

cytometric analysis를 위해 binding buffer를 300 ㎕ 넣어서 희석시켰다. 

Bivariate 분석은 아르곤 레이저 excitation 480 ㎚ 와 emission  BP 530/30 ㎚ 

(FITC) and BP 585/42 ㎚ (PI)으로 갖추어진  FACSCalibur (Becton 

Dickinson, Mountain View, CA)로 측정하였다. 데이터 분석은 standard Cell 

Quest software (Becton Dickinson, Mountain View, CA) 로 수행하였다. 
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7. 미토콘드리아 막 전위 측정

  

  미토콘드리아의 막 전위를 측정하기 위해 12 시간, 24 시간, 48 시간 동안 

Compound K (20 ㎍/ ㎖)가 처리된 세포 (2 x 10
5

cell/ ㎖)를 30 mM의 cationic 

lipophilic fluorochrom인 DiOC6(Molecular Probes, Eugene, OR)를 37 ℃에서 15 

분간 배양하고, flow cytometry로 측정하였다(Zamzami et al. 1995).

8. 단백질 발현 측정 

  Compound K가 처리된 세포를 (2 x 10
5

cell/ ㎖) 각 시간대별로 수확하여 120 

mM NaCl, 0.1 % NP-40, 40mM Tris-HCl (pH 8.0)으로 구성된 lysis buffer를 

500 ㎕씩 넣어 세포를 lysis하였다. 이에 얻어진 lysate를(40 ㎍ of protein) 10 

% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel에서 전기영동하고 nitrocellulose 

membrane (BioRad, Hercules, CA)에 transfer시켰다. Membrane에 일차적으로 

mouse monoclonal anti-human caspase-3, caspase-9, poly ADP-ribosyl 

polymerase(PARP), Bcl2 와 Bax (Pharmingen, San Diego, CA) 항체들을 처리

하였다. 일차 항체 처리 후 세 번씩 washing과정을 거쳐 2차 항체인 

horseradish peroxidase가 결합된 goat anti-mouse immunoglobulin G를 처리한 

후, X-ray 필름에 노출시키고 chemiluminescence western blotting 측정 kit를 

사용하여 단백질 발현을 측정하였다.

9. 통계처리

데이터는 means ± standard error값으로 나타내었고, 실험군 사이의 통계적유의

성은 the paired Student's t-test를 사용하여 평가하였다.
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Ⅲ. 결         과

  1.  Compound K에 의한 인간 백혈병 세포주들의 성장 억제

  MTT실험을 이용하여 U937외에 다른 백혈병 세포주 Molt-4, H9, Jurkat, 

CEM-CM3 그리고 정상세포인 mouse spleen cell의 성장에 미치는 Compound 

K의 효과와 IC50값을 측정하였다. Compound K를 4일간 처리하였을 때, IC50의 

범위는 세포주에 따라 다양하였는데, U937에서는 20 ㎍/㎖, Jurkat에서는 26 ㎍/

㎖, CEM-CM3에서는 36 ㎍/㎖, Molt4에서는 44 ㎍/㎖, H9에서는 64 ㎍/㎖, 

splenocytes에서는 48 ㎍/㎖로 각각 나타내었다. (Table 1., Fig. 2A) 이상의 결

과로부터 Compound K에 가장 민감한 것으로 보여진 U937세포주가 이후의 실

험에 사용되었다. 다음으로 U937세포에서의 인삼 사포닌 ginsenoside Rb1 과 

그 대사체인 Compound K의 대한 세포생존율을 살펴보기 위해 ginsenoside 

Rb1 과 Compound K를 여러 용량으로 MTT실험을 하여 세포 증식 정도를 관

찰한 결과 Compound K는 용량 의존적으로 유의성 있게 죽는 반면, 

ginsenoside Rb1은 별 효과를 나타내지 않았다. IC50값을 비교하였을 때 

Compound K는 20 ㎍/㎖, ginsenoside Rb1이 90 ㎍/㎖ 이었다(Table 2, Fig. 

2B). 그리고 Compound K가 U937 세포성장 억제시키는 역학(kinetics)을 측정

하기 위해 trypan blue dye염색 실험을 시간대별로 실행하였다. Compound K를 

처리하여 12시간 후 세포성장 억제가 증가되었다. (Fig. 2C) 

Compound K 가 정상세포에서도 세포독성 효과가 있는지를 알아보기 위하여 

mouse의 비장세포에 Compound K를 농도별로 처리하여 MTT실험을 이용하여 

측정하였다. Compound K를 처리하여 4 일 배양 후  U937세포와 비교하였을 

때 비장세포가 IC50값이 훨씬 높다는 것을 알 수 있었다(Fig. 2D). 위 결과들은 

전구체인 ginsenoside Rb1보다는 대사체인 Compound K가 세포독성에 효과가 

있고, 다양한 백혈암 세포주의 증식을 억제하였으며 특히 U937 세포에서 가장 

뚜렷하였다.

2. U937세포에서 Compound K 로 유도된 세포사멸 현상

  Compound K로 인한 U937 세포죽음의 원인이 세포사멸현상의 유도인지를 다

양한 방법으로 조사하였다. 첫째로, 원형질막의 내막에서 외막으로의 

phosphatidylserine(PS)의 이동을 FITC-Annexin V binding assay로 측정하였

다. Fig. 3A에서 보여주듯이, Compound K를 처리한 U937세포에서 PS의 이동

이 관찰된 세포들(Annexin V에 양성이고 propidium iodide에 음성) 의 비율은 
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대조군 보다 증가되었다.

또한 apoptotic body 형성(Fig. 3B)이 관찰되었으며, DNA fragmentation또한 관

찰되었다(Fig. 3C). 이러한 결과들로부터 Compound K는 U937세포의 세포사멸

을 유도한다는 사실을 확인할 수 있었다(Chau et al. 1998).
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C e l l  I C 5 0  v a l u e s  [ u g / m l ]

U937 20

Molt-4 44

H9 64

Jurkat 26

CEM-CM3 36

splenocyte 48

 I C 5 0  v a l u e s  [ u g / m l ]

G i n s e n o s i d e  R b 1 90

C o m p o u n d  K 20

T a b l e  1 . I C 5 0  v a l u e s  o f  C o m p o u n d  K  o n  v a r i o u s  l e u k e m i a  c e l l  l i n e s  

         a n d  s p l e n o c y t e s . 

T a b l e  2 . I C 5 0  v a l u e s  o f  Panax  g i n s e n o s i d e s  R b 1  a n d  C o m p o u n d  K  

         o n  U 9 3 7  h u m a n  l e u k e m i a  c e l l s . 
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F i g u r e  2 . I C 5 0  v a l u e s  o f  C o m p o u n d  K  i n  v a r i o u s  l e u k e m i a  c e l l  l i n e s  

a n d  t h e  k i n e t i c s  o f  Panax  g i n s e n o s i d e s  R b 1  a n d  C o m p o u n d  K  c e l l  

g r o w t h  i n h i b i t i o n  o f  U 9 3 7  c e l l s .  H9, CEM-CM3, U937, Jurkat, and Molt4 

cells were incubated for 4 days in the presence of various amounts of 

Compound K, and their growth rates were determined by MTT test. IC50 

values were determined at the concentration showing the 50 % inhibition of 

cell growth (A).Cytotoxic effect of Panax ginsenosides Rb1 treated U937 was 

lower than Compound K(B). The kinetics of the cell growth of Compound K 

treated (20 ㎍/㎖) U937 cells was evaluated at the indicated times using the 

trypan blue exclusion method(C). However, significant cytotoxic effect of 

Compound K treated mouse spleen cells as normal cells was not shown in 

normal mouse spleen cells(D).  
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F i g u r e  3 . A p o p t o t i c  p a t t e r n s  i n  C o m p o u n d  K - t r e a t e d  U 9 3 7  c e l l s . 

U937 cells cultured with Compound K at 20 ㎍/㎖ were examined for 

apoptosis. (A) To determine the level of phosphatidylserine exposure, 

Compound K treated cells were harvested at 6 h and stained with Annexin 

V-FITC and propidium iodide. The stained cells were analyzed using a 
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FACSCalibur flow cytometer. (B) Micro photograph, showing apoptotic 

bodies after incubating with Compound K (20 ㎍/㎖) for 48 h. Compound 

K-treated cells were harvested at 48 h and stained with Hoechst 33258. 

Nuclei were observed using an Axiovert 100 inverted fluorescence 

microscope. (C) Gel electrophoresis was performed to detect DNA 

fragmentation after incubating with Compound K for 48 h. Genomic DNA 

was extracted using a genomic DNA extraction kit, and DNA was 

electrophoresed on a 1.8 % agarose gel and visualized under ultraviolet light.
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3.  Compound K 에 의한 Bax와 Caspase의 활성화 유도

  

  Compound K가 세포사멸을 유도하는 기전을 이해하기 위하여 첫째로 

Western blot을 통하여 세포사멸 후 인자인 Bax와 세포사멸 억제인자인 Bcl-2

의 발현의 변화를 조사하였다. Fig. 4에서 보여주듯이 Bax는 시간이 지남에 따

라 점차 증가하였으며, Bcl-2는 변화가 없었다. 다음으로는 세포사멸의 개시자

중 하나인 caspase-9의 변화를 측정하였다(Yang et al. 1997). western blot을 

통하여 caspase-9의 활성형(37 kDa) 이 증가하는 것을 볼 수 있었다.(Fig. 4) 

또한 caspase-3의 두 가지 활성형(12 과 17 kDa)의 발현이 증가되었으며 PARP

의 가수분해 또한 증가하였다. 

이러한 결과들은 Compound K가 Bax의 발현을 증가시키고 caspase 활성화를 

통하여 세포사멸을 유도한다는 것을 보여주었다.

4. Compound K 에 의한  Mitochondria 막전위의 손실

  

  미토콘드리아 막의 탈분극은 caspase-9이 활성화되었다는 것으로 알려졌는데

(Mignotte and Vayssiere 1998 ; Green and Reed 1998 ), Compound K는 미토

콘드리아의 transmembrane 전위의 분열을 유도하여 DiOC6의 형광농도를 감소

시키는 결과로 나타났다(Fig. 5). 이 결과는 Compound K에 의해 유도된 세포사

멸과정 동안 미토콘드리아의 transmembrane 전위의 손실이 발생한다는 것과 

caspase-9  경로를 경유하여 Compound K가 apoptosis를 유도하는 것을 보여주

었다.
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F i g u r e  4 . U p - r e g u l a t i o n  o f  B a x ,  a c t i v a t i o n  o f  c a s p a s e - 9  a n d  c a s p a s e - 3 ,  

a n d  c l e a v a g e  o f  P A R P  i n  C o m p o u n d  K  t r e a t e d  U 9 3 7  c e l l s . U937 cells 

were cultured with Compound K (20 ㎍/㎖) for the indicated times. Cells 

were lysed with lysis buffer and protein was subjected to electrophoresis on 

a 10 % SDS-polyacrylamide gel. Each protein was transferred to a 

nitrocellulose membrane and the membrane was incubated with mouse 

monoclonal antibodies against Bax, Bcl-2, caspase-9, caspase-3 and PARP 

as primary antibodies and then with goat anti-mouse immunoglobulin 

G-conjugated with horse radish peroxidase for Enhanced chemiluminescent 

luciferase analysis(ECL).
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F i g u r e  5 . D i s r u p t i o n  o f  m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  i n  C o m p o u n d  

K  t r e a t e d  U 9 3 7  c e l l s . Compound K (20 ㎍/㎖)-treated U937 cells for the 

indicated times and stained with DiOC6 for 15 min and the cells were 

analyzed with a FACSCalibur flow cytometer.
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Ⅳ. 고          찰

  현 연구의 목적은 장내세균에 의해 대사된  인삼 사포닌 대사체 Compound 

K에 의해 인간 단핵구 백혈병 U937세포의 성장이 억제하는지와, 그 기전을 밝

히기 위해서이다. 

Compound K (20-O-(β-D-glucopyranosyl)-20(S)-protopanaxadiol, IH-901)는  

인삼추출성분이 장내세균에 의해 대사된 인삼 사포닌 대사체이다 (Hasegawa 

et al. 1996 ; Bae et al. 2000, 2002). Compound K가 ginsenoside Rb1을 경구투

여한 쥐들의 혈액에서 측정된 대사체중의 하나인 것으로 밝혀진 이래 그것은 

Compound K가 장에 의해 흡수되는 주요 protopanaxadiol 사포닌일 것이라고 

사료되었고(Hasegawa et al. 1997), Compound K가 인삼 사포닌의 항암효과에 

주요한 활성 대사체 라고 보고된바있다(Bae et al. 2002 ; Wakabayashi et al. 

1997 ; Lee et al. 1999, 2000).

  이상의 연구로부터 인삼 사포닌 성분인 ginsenoside Rb1을 장내 세균을 이용

하여 전환시킨 Compound K 대사체의 항암활성 측면을 사람 백혈병 세포주들

에서 관찰하고 Compound K에 의한 세포독성 기전을 세포사멸 측면에서 연구

하였다. 사람 백혈병의 여러 세포주들이 사용되었고 특히, 그중 사람 단핵구 백

혈병 세포주인 U937에서 Compound K의 세포독성 효과가 컸으며, 다른 백혈병 

세포주들 보다 U937에서의 Compound K작용이 제일 민감하다는 것을 보여주었

다. 그리고 사람 백혈병 세포주인 U937에서 Compound K와 그의 전구체인 

ginsenoside Rb1의 항암작용을 살펴 보기위해 세포독성 효과를 비교해 본 결과 

Compound K 가 더 강한 세포독성을 나타내었다. 이는 전구체인 ginsenoside 

Rb1보다 대사체인 Compound K가 항암 활성에 더 효과적인 것을 보여주며 인

삼 사포닌의 주요 활성본체가 대사체임을 보여주었다. 또한, Compound K가 처

리된 U937세포들은 세포사멸의 특징인 내막에서 외막으로의 phosphatidylserine 

형의 노출과 apoptotic body 형성, DNA fragmentation을 나타내었다. Bcl-2 그

룹 단백질은 알려진 세포사멸의 조절자의 하나이다. Bcl-2는 세포내 세포사멸 

억제 인자이고 세포생존을 촉진하는데 공헌하는데 반하여 Bax는 세포사멸 촉진 

인자(Hengartner and Horvitz 1994)이다. Bcl-2는 Bax와 이형 dimer를 형성하

여 작용하며 Bcl-2 대 Bax의 비율은 다양한 세포사멸 자극제에 의해 세포의 민

감성 과 저항성의 상대적인 균형을 이룬다(Oltvai and Korsmeyer 1994). 

Compound K가 처리된 U937세포에서 Bax level이 증가되는 것을 보였으나 

Bcl-2 level은 변하지 않았다. 그러므로 Compound K에 의한 세포사멸의 유도
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는 Bax level을 증가하는 것에 기인한다고 추측된다. 

  한편, 세포사멸 유발 경로에 또 다른 중요 조절인자로 작용하는 caspase 

protease 그룹에 속하는 많은 단백질들은 세포에서 핵과 미토콘드리아의 외막에 

존재하며, 이들의 활성화는 Bax 발현 정도에 의존적이다. 이들은 proenzyme 형

태로 존재하다가 세포사멸 유도를 활성화시키는 신호에 의해 활성화된 protease

로 전환되어 직, 간접으로 세포 내 존재하는 많은 표적 단백질의 분해에 관여한

다. 따라서 본 연구에서 세포사멸이 유도되는 다양한 경로 중 caspase-의존성 

경로에 초첨을 맞추어, 세포사멸 개시자인 caspase-9과  세포사멸의 조절자인 

casepase-3 및 PARP를 차례로 활성화시킴으로서 핵 내부로 세포사멸 신호를 

전달하게 된다는 가정 하에 caspase-9, caspase-3 와 PARP의 변화를 관찰할 

수 있었고, 이는 Compound K가 U937세포에서 caspase 단백질을 활성화함으로

서 세포사멸을 유도하는 것이라 추측되어진다. 

  요약하면 Compound K가 처리된 U937 세포들은 다양한 세포사멸의 특징들을 

보여주었다. 즉, 세포내막에서 세포외막으로 phosphatidylserine이 노출되고, 

apoptotic body 의 형성이 나타나며, 그리고 DNA fragmentation현상들을 나타

내었다. 또한, Compound K 는 Bax의 상향 조절과 탈분극된 미토콘드리아 막의 

전위에 의해, 그리고 순차적인 caspase-9과 caspase-3, PARP 의 활성화에 의해 

세포사멸을 유도하였다.

  결론적으로 인삼 사포닌 성분인 ginsenoside Rb1을 장내 세균을 이용하여 전

환시킨 대사체 Compound K가 전구체인 ginsenoside Rb1보다 더 강한 세포독

성 효과를 나타내었다. 특히 사람 백혈병 세포주인 U937에서 세포사멸 과정을 

통한 세포독성 효과를 나타냈으며,  Bax와 caspase 활성화의 up-regulation을 

통한 세포사멸 유도에 의해 U937세포 성장을 억제시킨다고 사료되며, 이것은 

인삼의 활성 본체가 인삼 사포닌의 대사체 임을 의미하는 것이며 이러한 결과

는 그의 항암작용과 그 기전을 연구하는데 있어 중요한 기초 자료가 될 것이라 

사료된다.  
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F i g u r e  6 . I n d u c t i o n  o f  a p o p t o s i s  b y  C o m p o u n d  K  a s  a  g i n s e n g  s a p o n i n  

m e t a b o l i t e  i n  U 9 3 7  h u m a n  m o n o c y t i c  l e u k e m i a  c e l l s . Compound 

K-treated U937 cells induce  characteristics of apoptosis; an exposure of 

phosphatidylserine from the inner cell membrane to the outer cell membrane, 

the formation of apoptotic bodies and DNA fragmentation. Compound K also 

induce up-regulation of Bax, disruption of the mitochondrial membrane 

potential, and activation of caspase-9, caspase-3 and PARP. 
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V I . 요    약

 

  인삼 사포닌이 나타내는 항암작용의 활성 본체가 대사체임을 밝히기 위해 사

람 백혈병 세포주에 대한 항암작용을 살펴보았다. 인삼 사포닌 성분인 

ginsenoside Rb1을 장내 세균을 이용하여 Compound K 대사체로 전환시킨 후 

대사체가 백혈암 세포주의 생존능에 미치는 영향을 비교한 결과 인삼 사포닌보

다 대사체인 Compound K가 더 백혈병 세포의 생존능을 억제하였다. 인삼 사포

닌 대사체인 Compound K는 사람 백혈병 여러 세포주 들 가운데 단핵구 백혈

병 세포주인 U937에서 가장 큰 세포독성 효과를 나타내었다. 

Compound K가 처리된 U937 세포들은 세포사멸의 현상들인 세포내막에서 세포

외막으로의 phosphatidylserine의 노출, apoptotic body의 형성, 그리고 DNA 분

절화 현상을 나타내었다. 이러한 과정에는 Bax의 발현 유도 및 미토콘드리아 

막전위의 탈분극, 그리고 caspase-9과 caspase-3의 활성화들이 수반되었다. 그

러므로 Compound K는  Bax와 caspase 활성화를 매개로 하여 U937 세포의 사

멸을 유도하는 것으로 판단되며 이러한 결과로부터  인삼 사포닌 ginsenoside 

Rb1보다 장내세균에 대사된 Compound K가 항암작용의 활성본체로 작용하여 

apoptosis를 통해 암세포사멸을 초래함을 밝혔다. 
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동안 늘 관심과 애정 어린 조언을 해주신 조문제 교수님, 고영상 교수님, 이봉

희 교수님, 정영배 교수님, 이영기 교수님, 이상이 교수님, 홍성철 교수님, 조수

현 교수님, 강현욱 교수님, 김명주 교수님, 이근화 교수님께도 감사드립니다. 

저에게 학문의 길을 알려주신 생명과학과 김원택 교수님과 김세재 교수님, 그 

외 생명과학과 모든 교수님들께도 감사의 말씀 올립니다. 

그리고 실험의 기초도 제대로 알지 못한 저에게 많은 것을 가르쳐 주시고 조언

을 아끼지 않으셨던 임희경 언니, 영미언니, 윤석 오빠께도 진심으로 감사드립

니다. 

  여러 실험을 배우면서 많은 도움과 조언을 주신 강신해 선생님, 박수영 선생

님, 윤지현 언니, 변경희 선생님, 지훈오빠, 생명과학과 분자생물학 실험실에 정

형복, 진영준, 최진영 언니께도 감사의 말씀을 올립니다. 

그리고 대학원 동기이자 많은 도움을 주었던 재희, 재우오빠, 최수길 선생님, 실

험실 막내둥이 진영이, 형득이, 지금은 없지만 그리운 봉림이 그리고 정말 많은 

조언을 해주었던 혜자 언니, 은아 언니, 수업시간 등에 많은 도움을 주셨던 은

희 선생님을 비롯한 여러 실험실 선생님들께도 정말 고마운 마음을 전합니다. 

나의 푸념을 모두 받아주었던 친구들 현정, 희정, 승혜, 순제, 미정, 은진, 경은, 

은정, 고등학교 후배들 모두 고맙다. 모두 잘되길...

  끝으로 부족한 큰딸 옆에서 늘 지켜주시는 엄마, 아빠, 할아버지, 무뚝뚝 동생

에게도 고마움과 사랑의 마음을 전하며, 이 논문을 바칩니다. 열심히할께요.

모두모두 감사합니다. 
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