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서      론

  Apoptosis는 개체의 발생단계나 DNA 손상, 바이

러스 감염 등에 의한 유전적 조절 하에서 일어나

는 정교한 개체의 방어기전이란 점에서 necrosis와 

구별된다.
1)
 또한 apoptosis는 개체보존수준에서 손

상된 세포들의 제거를 위한 중요한 수단이며, 세
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  The DNA topoismerase I inhibitor β-lapachone, the product of a lapacho tree 
(Tabebuia avellanedae) from South America, activates a novel apoptotic response in a 
number of cell lines. In the present report, we investigated the effects of β-lapachone 
on the growth of human lung in human non-small-cell-lung-cancer A549 cells. Upon 
treatment with β-lapachone, a concentration-dependent inhibition of cell viability and cell 
proliferation was observed as measured by hemocytometer counts and MTT assay. The 
β-lapachone- treated cells developed many of the hallmark features of apoptosis, 
including membrane shrinking, condensation of chromatin and DNA fragmentation. These 
apoptotic effects of β-lapachone in A549 cells were associated with a marked induction 
of pro-apoptotic Bax expression, however the levels of anti-apoptotic Bcl-2 expression 
were decreased in a dose-dependent manner. Accordingly, elevated amount of cyclin- 
dependent kinase inhibitor p21 expression accompanied by up-regulation of tumor 
suppressor p53 was observed. By RT-PCR analyses, decrease in gene expression level 
of telomerase reverse transcriptase and telomeric repeat binding factor were also observed. 
Thus, these findings suggest that β-lapachone may be a potential anti-cancer therapeutics 
for the control of human lung cancer cell model.
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포주기 의존적 또는 비의존적으로 동시에 일어날 

수 있으나, 정상적인 세포주기의 이탈이나 세포주

기조절에 중요한 cyclin-dependent kinases (Cdks) 

활성의 변화가 apoptotic cell death의 주원인이 될 

수 있다.2) Apoptosis의 유발에 p53이나, Bcl-2 및 

Bax와 같은 유전자가 관여한다는 사실이 알려지

면서 apoptosis와 연관된 분자적 기전이 최근 많이 

밝혀지고 있다.3,4) 그중 대표적인 것으로 Bcl-2는 

apoptosis를 억제하는 반면, Bax는 과발현되었을 

때 apoptosis를 유도하는데, 두 단백질은 서로 di-

mer를 형성하면서 cytochrome c와 같은 apoptosis 

유발에 관여하는 인자들의 조절에 관여한다.
5,6)
 또

한 caspases라고 이름 붙여진 ICE/CED-like pro-

tease family 역시 apoptosis 유발에 중요한 역할을 

하는데, 이들은 proenzyme 형태로 존재하다가 Bax

를 포함한 apoptosis 유도를 활성화시키는 신호에 

의해 활성화된 cysteine-related proteases로 되어 직

접 또는 간접적으로 세포 내 존재하는 많은 표적 

단백질의 분해에 관여한다.7,8) 따라서 항암제 개발

을 위한 후보물질의 암세포 apoptosis 조절관련 기

전해석은 필수적으로 선행되어져야 할 분야로 인

식되어지고 있다.

  DNA topoisomerase 활성의 억제제로 알려진 β- 

lapachone (3,4-dihydro-2,2-dimenthyl-2H-napthol [1,2- 

b]pyran-5,6-dione)은 남미지역에 서식하는 lapacho 

(Tabebuia avellanedae)라는 나무의 수피에서 처음 

동정된 천연 quinone계 물질의 하나이다.
9)
 이미 

잘 알려진 DNA topoisomerase I 억제제인 campto-

thecin과는 달리, 이 물질은 topoisomerase I-cleava-

ble complex의 유도 없이 DNA topoisomerase I의 

촉매 활성을 억제하는 것으로 알려져 있다.10,11) 

β-lapachone은 anti-carcinogenic, anti-bacterial, anti- 

fungal, anti-trypanocidal 및 cytotoxic activities를 포

함한 많은 약리학적 작용을 가지는데,12∼16) 이는 

reactive oxygen species (ROS)의 생성과 연관성이 

있는 것으로 알려져 있다.
11,17,18)

 이를 바탕으로 한 

인체암세포 증식억제 가능성과 연관된 β-lapa-

chone을 이용한 최근 연구보고들에서 다양한 종

류의 표적 세포에서 암세포의 성장을 억제시키고 

apoptosis를 일으키는 것으로 보고되어져 오고 있

다.16,18∼31) 그러나 현재까지 몇몇 보고가 꾸준히 

있어 왔음에도 불구하고 세포증식에서 β-lapa-

chone에 의한 성장억제의 분자생물학적 기전은 

여전히 많은 부분이 알려져 있지 않다.

  본 연구에서는 이러한 β-lapachone의 항암기전 

해석의 일환으로 인체 폐암세포의 성장에 미치는 

β-lapachone의 영향을 조사하였다. 본 연구의 결

과에 의하면 β-lapachone의 처리 농도 의존적으로 

A549 폐암세포의 증식은 억제되었으며, 핵 내 

apoptotic body의 형성과 DNA fragmentation 증가 

현상이 뚜렷하여 apoptosis의 과정에 의하여 암세

포의 사멸이 유도되는 것임을 알 수 있었다. 아울

러 Bax의 발현 증가에 따른 Bcl-2의 발현 감소 및 

종양억제 유전자 p53의 발현 증가와 연관된 Cdk 

inhibitor p21의 발현 증가 현상이 β-lapachone에 

의한 증식억제 및 apoptosis 유발에 주요한 요인으

로 작용함을 알 수 있었다.

재료 및 방법

    1) 암세포의 배양 및 β-lapachone의 처리

  본 실험에 사용한 A549 인체 폐암세포는 Amer-

ican Type Culture Collection (Rockville, MD, USA)

에서 구입하였으며 RPMI-1640 배지를 이용하여 

5% CO2, 37
oC의 조건하에서 배양하였다. β-lapa-

chone은 Biomol (Plymouth Meeting, PA, USA)에서 

구입하였으며 이를 순수 alcohol에 녹여 10 mM의 

stock 용액으로 제조한 뒤 -20oC에 보관하여 적

정 농도로 배지에 희석하여 처리하였다.

    2) 암세포의 성장억제 및 형태적 변화 관찰

  준비된 암세포를 분주하여 24시간 동안 안정화

시킨 후, β-lapachone을 농도별로 처리하여 48시

간 동안 배양하였다. 48시간 처리 후, trypsin을 처

리하고 phosphate-buffered saline (PBS)로 수세하였

다. 이를 trypan blue로 염색한 뒤 hemacytometer를 

이용하여 살아 있는 세포의 수를 정상 배지에서 

자란 암세포와 비교하였다. 또는 β-lapachone이 

처리된 배지를 제거하고 tetrazolium bromide salt 

(MTT, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 

시약을 0.5 mg/ml 농도가 되도록 성장배지로 희석

하여 2 ml씩 분주하여 3시간 동안 배양한 다음, 

MTT 시약을 제거하고 dimethylsulfoxide (DMSO, 

Sigma)를 첨가하여 well에 생성된 formazin을 녹인 
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후 ELISA reader (Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA, USA)로 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

    3) DAPI 염색을 통한 핵의 관찰

  β-lapachone에 의한 암세포의 apoptosis 유발 여

부를 확인하기 위한 핵의 형태변화 관찰을 위하

여 β-lapachone이 처리된 세포들을 PBS로 수세하

고 3.7% paraformaldehyde로 상온에서 10분간 고

정시킨 후 형광 염색물질인 4,6-diamidino-2-pheny-

lindole (DAPI, Sigma) 용액을 이용하여 10분간 염

색하였다. 이들 세포를 다시 PBS로 2회 수세한 

후 fluorescence microscope를 이용하여 핵의 형태 

변화를 정상군과 비교하였다.

    4) DNA fragmentation 분석

  준비된 세포를 PBS로 수세한 후 apoptotic DNA 

Ladder Kit (Roche Molecular Biochemical, Man-

heim, Germany)를 사용하여 DNA fragmentation 현

상 여부를 조사하였다. 즉 binding/lysis buffer를 이

용하여 세포 내의 단백질과 지질을 녹여낸 다음, 

ethanol이 함유된 washing buffer를 이용하여 수차

례 씻어내고, elution buffer로 DNA fragments를 얻

어내었다. 얻어낸 DNA는 적당량의 DNA loading 

buffer와 섞어 1% agarose (Sigma) gel을 이용하여 

120 V 조건하에서 전이시킨 후, gel을 ethidium 

bromide (EtBr, Sigma) 용액으로 염색하여 UV- 

transiluminator로 DNA fragment의 여부를 관찰하

였다.

    5) Reverse transcription-PCR 분석

  동일한 조건에서 준비된 암세포를 대상으로 

RNAzol B (TEL-TEST, Inc., Texas, USA)를 이용하

여 total RNA를 분리하였다. 분리된 RNA를 정량

한 후, oligo dT primer와 AMV reverse transcriptase

를 이용하여 2μg의 RNA에서 ss cDNA를 합성하

였다. 이 cDNA를 template로 사용하여 관찰 대상 

유전자를 polymerase chain reaction (PCR) 방법으

로 증폭하였다(Table 1). 이때 housekeeping 유전자인 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)를 

internal control로 사용하였다. 각 PCR 산물들을 

1% agarose gel을 이용하여 전기영동하고 EtBr로 

염색한 후 UV 하에서 확인하였다.

    6) 전기영동 및 Western blotting

  정상 및 β-lapachone이 처리된 배지에서 자란 

세포들을 lysis buffer로 용해한 후, 고속원심분리

로 세포 내 잔사물을 분리시킨 후 동량의 단백질

을 SDS-polyacrylamide gel 전기영동으로 분리하였

다. 분리된 단백질을 함유한 acrylamide gel을 ni-

trocellulose membrane (Schleicher and Schuell, 

Keene, NH, USA)으로 electroblotting에 의해 전이

시킨 후, 10% skin milk를 함유한 PBS-T (0.1% 

Tween 20 in PBS)에 4oC에서 1시간 이상 incuba-

tion하면서 비특이적인 단백질들에 대한 blocking

을 실시하였다. 그리고 특정 단백질에 대한 항체

를 membrane에 적용시켜 항원 항체 반응을 일으

킨 후, PBS-T로 씻어내고 특정 항체에 대한 이차 

항체 반응을 실시한 후 enhanced chemilumine-

scent (ECL) 용액(Amersham Life Science Corp., 

Arlington Heights, IL, USA)을 적용시킨 다음 X- 

ray film에 감광시켜 특정 단백질의 양을 분석하

였다. 본 실험에 사용된 항체들은 Santa Cruz Bio-

technology Inc. (Santa Cruz, CA, USA) 및 Calbio-

chem (Cambridge, MA, USA)에서 구입하였으며, 

이차 항체로 사용된 peroxidase-labeled donkey anti- 

rabbit immunoglobulin 및 peroxidase-labeled sheep 

anti-mouse immunoglobulin은 Amersham Corp. 

(Arlington Heights, IL, USA)에서 구입하였다. 

결과 및 고찰

    1) 암세포의 성장에 미치는 β-lapachone의 

영향

  A549 인체 폐암세포의 성장에 미치는 β-lapa-

chone의 영향을 알아보기 위하여 48시간동안 β- 

lapachone을 처리한 후 살아있는 세포를 hemacy-

tometer를 이용하여 조사해본 결과, Fig. 1A에서처

럼 β-lapachone의 처리농도 의존적으로 암세포의 

증식이 억제되었다. 이는 Fig. 1B에 나타낸 봐와 

같은 MTT assay에 의한 결과와도 유사한 경향성

이었음을 알 수 있었다. 특히 3μM 이상의 β- 

lapachone 처리군에서는 50% 이상의 세포증식 억

제 효과가 있었으며, 이는 다른 종류의 전립선 암

세포,
16,19∼22) 

신경교종,
23)
 간암세포,

24)
 백혈병세
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Table 1. Gene-specific primers for RT-PCR
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ
Gene name Sequence

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Bax Sence 5'-ATG-GAC-GGG-TCC-GGG-GAG-3'

Antisence 5'-TGG-AAG-AAG-ATG-GGC-TGA-3'

Bcl-XS/L Sence 5'-CAG-CTG-CAC-CTG-ACG-3'

Antisence 5'-GCT-GGG-TAG-GTG-CAT-3'

Bcl-2 Sence 5'-CAG-CTG-CAC-CTG-ACG-3'

Antisence 5'-GCT-GGG-TAG-GTG-CAT-3'

p53 Sence 5'-GCT-CTG-ACT-GTA-CCA-CCA-TCC-3'

Antisence 5'-CTC-TCG-GAA-CAT-CTC-GAA-GCG-3'

p21 Sence 5'-CTC-AGA-GGA-GGC-GCC-ATG-3'

Antisence 5'-GGG-CGG-ATT-AGG-GCT-TCC-3'

hTERTa Sence 5'-AGC-CAG-TCT-CAC-CTT-CAA-CC-3'

Antisence 5'-GTT-CTT-CCA-AAC-TTG-CTG-ATG-3'

hTEP-1b Sence 5'-TCA-AGC-CAA-ACC-TGA-ATC-TGA-G-3'

Antisence 5'-CCC-CGA-GTG-AAT-CTT-TCT-ACG-C-3'

hTRc Sence 5'-TCT-AAC-CCT-AAC-TGA-GAA-GGG-CGT-AG-3'

Antisence 5'-GTT-TGC-TCT-AGA-ATG-AAC-GGT-GGA-AG-3'

c-myc Sence 5'-AAG-ACT-CCA-GCG-CCT-TCT-CTC-3'

Antisence 5'-GTT-TTC-CAA-CTC-CGG-GAT-CTG-3'

GAPDHd Sence 5'-CGG-AGT-CAA-CGG-ATT-TGG-TCG-TAT-3'

Antisence 5'-AGC-CTT-CTC-CAT-GGT-GGT-GAA-GAC-3'
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
a
telomerase reverse transcriptase
b
telomerase-associated protein
c
telomeric repeat binding factor
d
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Fig. 1. Anti-proliferative effects of β-lapachone treatment in A549 human lung carcinoma cells. A549 cells were 

seeded and treated with β-lapachone at different concentrations for 48 h. (A) The viable cells were counted after β- 

lapachone treatment by hemacytometer counts of trypan blue-excluding cells. Results are expressed as average from 

two separate experiments. (B) After 48 h incubation with β-lapachone, MTT assay was performed. Results are 

expressed as average from two separate experiments. 
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포,18,25,26) 대장암세포27,28) 및 유방암세포29∼31) 등 

대부분의 암세포에서 나타난 결과들과 유사하였

다. 

    2) β-lapachone에 의한 암세포의 형태변화 

및 apoptosis의 유발

  β-lapachone의 처리에 따른 A549 폐암세포의 증

식억제과정에서 암세포의 전체적인 형태변화를 

관찰하기 위하여 48시간 동안 β-lapachone을 처리

한 후 위상차 현미경을 이용하여 조사한 결과는 

Fig. 2A에 나타낸 바와 같다. 결과에서 알 수 있듯

이 β-lapachone이 함유된 배지에서 자란 세포는 

β-lapachone 처리 농도 의존적으로 전체적으로 세

포질이 응축되면서 배양접시의 바닥에 낮게 부착

되는 듯한 모습을 보였다. 또한 세포의 모양이 길

어지면서 돌기와 같은 형태가 분지를 이루기 시

작하면서 membrane shrinking 및 세포의 rounding 

up 현상 등 매우 심한 세포의 형태적 변형을 초래

하였으며 3μM 농도에서 거의 모든 세포들이 부

착력을 상실하여 배지 위로 부유되는 현상을 관

찰할 수 있었다. 이는 정상 전립선 상피세포에서 

관찰된 dendrite 형태와 비슷한 구조를 형성하는 

것과는 매우 대조적인 양상이었으나,15) 선행 연구

의 결과들21,22,24,28)과는 유사하여 암세포의 종류에 

따라 β-lapachone에 의한 세포의 형태 변형은 다

소 차이가 있었음을 알 수 있었다. 

Fig. 2. Morphological changes, chromatin chondensation and DNA fragmentation by β-lapachone treatment in A549 

human lung carcinoma cells. (A) Cells were untreated or treated with β-lapachone for 48 h, stained and then 

photographed by microscope (Magnification, ×200). (B) The untreated cells and β-lapachone treated cells for 48 h 

were harvested, and spun down. After fixing, the cells were stained with DAPI solution. Stained nuclei were then 

observed under fluorescent microscope using blue filter (Magnification, ×400). (C) Genomic DNA was extracted and 

analyzed by 1% agarose gel electrophoresis in the presence of EtBr. 
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  β-lapachone에 의한 이상의 암세포 세포성장 억

제에 따른 심한 형태적 변형이 apoptosis 유발과 

연관성이 있는지를 조사하기 위하여 먼저 DAPI 

염색에 의한 암세포의 핵 형태를 조사하였다. Fig. 

2B에 나타낸 바와 같이 정상 배지에서 자란 암세

포에서는 핵의 형태가 뚜렷하게 정상으로 염색이 

되었으나 β-lapachone이 함유된 배지에서 자란 암

세포에서는 apoptosis의 전형적인 특징인 chro-

matin condensation 현상에 의한 apoptotic body를 

쉽게 관찰할 수 있었다.32,33) 한편 apoptotic body 

형성과 함께 apoptosis 유발의 직접적인 증거에 해

당하는 DNA fragmentation 여부를 agarose gel 전

기영동으로 조사하였다. 이를 위하여 정상 및 β- 

lapachone이 함유된 배지에서 자란 세포를 대상으

로 총 DNA를 추출하여 조사한 결과는 Fig. 2C에 

나타낸 바와 같다. 즉 β-lapachone이 처리된 암세

포에서는 apoptosis가 일어난 세포들에서 볼 수 있

는 전형적인 DNA laddering을 관찰할 수 있었다. 

이는 결국 β-lapachone의 처리에 의하여 endonu-

clease가 활성화되어 chromosomal DNA가 단편화

되었음을 의미하는 것이며,
32,33)
 β-lapachone 처리

에 의한 이상의 두 가지 현상은 간암세포,24) 백혈

병세포,18,25) 유방암세포29) 및 대장암세포28) 등에서 

관찰된 결과들과 일치하였다. 따라서 이상의 결과

에서 β-lapachone 처리에 의한 A549 폐암세포의 

증식 억제가 apoptosis 유발과 밀접한 관련이 있음

을 알 수 있었다.

    3) Bcl-2 family의 발현에 미치는 β-lapa-

chone의 영향

  Bcl-2 family에 속하는 몇 가지 중요한 인자들은 

apoptosis 유발 조절에 가장 대표적인 유전자로 알

려져 있는데, 그중 Bcl-2는 anti-apoptotic 분자로서 

apoptosis의 유발을 억제하는 기능을 가지며, Bax

는 pro-apoptotic 분자로 Bax 단백질 발현의 증가

는 apoptosis의 유발과 관계가 있다. 이들 두 유전

자는 세포 내 소기관 중 mitochondria로부터의 

cytochrome c를 유리시켜 종양억제 유전자인 p53, 

caspases, DNA의 단편화와 연관된 endonuclease 등

의 활성을 조절한다.34,35) 이들은 서로 dimer의 형

태로 존재하며 그들의 발현 수준에 변화가 초래

되면 apoptosis가 유발되는 것으로 알려져 있다.
5,6)
 

따라서 인체 폐암세포 A549에서 β-lapachone에 

의한 apoptosis 유발에 이들 유전자가 관련되어 있

는지의 여부를 RT-PCR 및 Western blotting으로 

조사한 결과는 Fig. 3에 나타낸 바와 같다. 결과에

서 알 수 있듯이 apoptosis를 유발하는 것과 관련

이 있는 Bax 유전자의 발현은 전사 및 번역 수준

에서 β-lapachone 처리 농도 의존적으로 매우 증

가된 반면, Bcl-2의 발현은 특히 단백질 수준에서 

β-lapachone 처리 농도 의존적으로 매우 감소되었

다. 그리고 Bcl-2와 함께 apoptosis 유발 억제에 관

여하는 Bcl-xL의 경우 β-lapachone 처리에 따른 

Fig. 3. Up-regulation of Bax and down-regulation of 

Bcl-2 by β-lapachone treatment in A549 human lung 

carcinoma cells. A549 cells were treated with indicated 

concentrations of β-lapachone. (A) After 48 h incuba-

tion, total RNAs were isolated and RT-PCR was per-

formed using Bax, Bcl-2 and Bcl-xL primers described 

in materials and methods. GAPDH was used as a 

house-keeping control gene. (B) After 48 h incubation, 

cells were lysed and equal proteins were resolved on 

12% SDS-polyacrylamide gels and transferred onto 

nitrocellulose membranes. Western blots were detected 

with antibodies against Bax, Bcl-2 and Bcl-xL, and ECL 

detection. 
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발현의 큰 변화는 관찰할 수 없었으나, 저농도 처

리군에서부터 인산화의 정도가 매우 높게 나타남

을 알 수 있었다. 이는 결국 β-lapachone 처리에 

의한 apoptosis이 유발에는 최소한 Bcl-2 family가 

중요한 역할을 하고 있음을 의미하는 것이며, Bax

의 상대적 발현 증가로 인한 apoptosis 유발 관련 

효소들의 활성화가 이루어지고 있음을 시사하여 

주는 것이다. 본 연구의 결과는 Choi 등22,28)에 의

한 대장암세포와 전립선암세포, Wuerzberger 등
29)

에 의한 유방암세포, Weller 등23)에 의한 신경교종 

등에서 관찰된 β-lapachone에 의한 apoptosis 유발

에서 나타난 현상과 유사한 현상임을 알 수 있었

다. 또한 Bcl-2 유전자가 인위적인 과발현된 백혈

병세포에서 β-lapachone에 의한 apoptosis가 억제

되었음
25)
은 β-lapachone에 의한 apoptosis 유발에 

Bcl-2의 발현감소에 따른 Bax의 발현증가가 중요

한 역할을 하고 있음을 뒷받침하여 주는 결과이

다.

    4) p53 및 p21WAF1/CIP1의 발현에 미치는 

β-lapachone의 영향

  다음은 β-lapachone의 처리에 의한 폐암세포의 

증식억제 현상이 종양억제 유전자 또는 세포주기 

조절 억제인자들의 발현 변화와 상관성이 있는지

의 여부를 조사하기 위하여 현재까지 알려진 종

양억제 유전자 중 가장 중요한 p53 및 전체적인 

세포주기의 진행에 중요한 역할을 하는 Cdk inhi-

bitor p21의 발현에 미치는 β-lapachone의 영향을 

조사하였다. Fig. 4의 결과에서 볼 수 있듯이 p53 

및 p21 두 유전자의 발현은 β-lapachone의 처리에 

따라 전사 및 번역 수준에서 모두 증가하였음을 

알 수 있었다. Cdk inhibitor인 p21은 p53의 발현 

증가에 의하여 전사 수준이 조절될 수 있으며,
36∼

38) 암세포의 증식 억제, apoptosis 및 분화 유도에 

중요한 역할을 하는 세포주기 전반에 걸친 가장 

중요한 조절인자란 점에서 β-lapachone의 처리에 

의하여 두 유전자가 동시에 발현이 증가되었다는 

점은 매우 흥미로운 결과라고 사료된다. 그러나 

Hueber 등
39)
의 결과에 의하면 인체 망막 상피세포

에서는 β-lapachone의 처리에 의한 apoptosis 유발

에서는 p53 및 p21의 유전자 발현이 관찰되지 않

았다고 보고한 바 있고, 인체 유방암세포에서도 

이와 유사한 결과가 보고된 바 있다.29) 또한 

Weller 등23)의 결과에 의하면, 정상 p53 유전자를 

가진 신경교종세포에서는 β-lapachone의 처리에 

의하여 p21의 발현이 p53과 동시에 증가하였으나, 

동일조건에서 p53 유전자가 결여된 세포에서는 

p21의 발현에 아무런 영향이 없었다. 그러나 최근 

본 연구실의 결과에 의하면 p53 유전자가 결여된 

인체 전립선암세포에서는 β-lapachone의 처리에 

의하여 p53 비의존적으로 p21의 단백질 발현이 

증가되었으며, p21 promoter 활성 또한 β-lapachone

의 처리 농도 및 시간 의존적으로 증가되었던 점
22)
등을 고려해 볼 때 p53 비의존적인 p21 활성 조

절 가능성은 여전히 높을 것으로 예상되며, 세포

주에 따른 세포주기 조절 관련 유전자들에 관한 

Fig. 4. Up-regulation of tumor suppressor p53 and Cdk 

inhibitor p21 by β-lapachone treatment in A549 human 

lung carcinoma cells. A549 cells were treated with 

indicated concentrations of β-lapachone. (A) After 48 h 

incubation, total RNAs were isolated and RT-PCR was 

performed using p53 and p21 primers described in 

materials and methods. GAPDH was used as a house- 

keeping control gene. (B) After 48 h incubation, cells 

were lysed and equal proteins were resolved on 10% or 

12% SDS-polyacrylamide gels and transferred onto nitro-

cellulose membranes. Western blots were detected with 

antibodies against p53 and p21, and ECL detection. 

0

0

1

1

2

2

3

3

4

4

p53

p53

p21

p21

GAPDH

Actin

A

B



이재훈 외 4인：Apoptosis 유발에 의한 β-lapachone의 인체폐암세포 증식 억제에 관한 연구  33

연구가 더 필요할 것으로 예상된다. 

    5) Telomere 조절관련 인자들의 발현에 미치

는 β-lapachone의 영향

  한편 telomere는 염색체의 말단 부위에 repeat 

sequences [(TTAGGG)n]로 이루어져 있으며, 이런 

반복구조의 형성 및 유지에 관여하는 효소가 telo-

merase이다.40∼42) 정상 체세포에서는 telomerase의 

활성이 없기 때문에 세포가 분열할수록 telomere

의 길이는 짧아지게 되지만, 암세포의 90% 이상

에서는 telomerase의 catalytic subunit 단백질을 cod-

ing하는 hTERT가 과발현되어 있고 이로 인한 높

은 telomerase의 활성을 나타내고 있다. 따라서 노

화, 혈관신생 및 면역계질환 등에서 뿐만 아니라 

암의 발생과 진행도 이들과 밀접한 연관성이 있

으며, 암의 진단과 진행의 정도를 나타내는 지표

로 사용될 수 있음을 시사하여 준다.40∼42) 노화의 

개념에서 결국 telomere의 소실은 염색체의 안정

성이 상실되는 것이며 이는 DNA damaging agent

에 의한 p53 및 p21의 발현증가로 인한 세포주기 

교란 유발로 설명되어지고 있다.
43,44)
 특히 암과 

연관된 부분에서 telomerase의 활성은 hTERT 유

전자의 발현 조절에 의한 것이고, hTERT 유전자

의 promoter 부위에는 다른 유전자의 promoter 보

다 훨씬 더 많은 전사조절인자의 결합부위를 보

유하고 있어 activator 또는 repressor로 작용할 수 

있다.
40,42)
 이러한 중요성을 고려하여 β-lapachone

의 처리에 의한 A549 폐암세포의 증식 억제가 염

색체 말단에 존재하는 telomere의 조절과 어떤 관

계가 있는지를 조사하였다. Fig. 5의 결과에서 알 

수 있듯이 β-lapachone의 처리에 의하여 hTERT 

및 hTR 유전자의 전사수준이 다소 감소되었으나, 

또 다른 조절인자인 TEP-1 및 hTERT의 발현 조

절에 중요한 인자에 해당하는 c-myc의 발현은 β- 

lapachone의 처리에 의하여 큰 변화가 관찰되지 

않았다. 그러나 β-lapachone 처리에 의한 암세포

의 증식억제 효과와 telomere 관련 분야에 관한 

기존의 연구가 전혀 이루어져 있지 않았기 때문

에 이에 관한 보다 구체적이 후속 연구가 연관된 

뒤 따라야 할 것으로 생각된다. 

결      론

  DNA topoismerase 활성 억제제로 알려진 β- 

lapachone은 남미지역에 서식하는 Tabebuia avel-

lanedae의 수피에서 동정된 천연 quinone계 물질

로서 다양한 종류의 암세포에서 apoptosis를 유발

하는 것으로 알려져 왔다. 본 연구에서는 β- 

lapachone의 항암활성 기전 해석의 일환으로 인체 

폐암세포 A549의 증식에 미치는 β-lapachone의 

영향을 조사하였다. Hemocytometer count 및 MTT 

assay에 의한 결과에서, β-lapachone의 처리에 따

라 A549 폐암세포들은 β-lapachone 처리 농도 의

존적으로 증식이 억제되었음을 확인하였으며, β- 

lapachone이 처리된 세포에서 apoptosis가 유발된 

세포에서 특징적으로 관찰되는 chromatin conden-

sation 및 DNA fragmentation 현상을 관찰하였다. 

이러한 β-lapachone의 apoptosis 유발에는 pro-apop-

totic 인자인 Bax의 발현증가에 따른 anti-apoptotic 

인자인 Bcl-2 발현의 감소와 직접적인 연관성이 

있음을 관찰할 수 있었다. 그리고 세포의 성장 조

절에 중요한 역할을 하는 p53 및 p21의 발현 증가 

및 telomere의 길이 조절과 관련이 있는 유전자의 

Fig. 5. Effects of β-lapachone on the levels of telo-

mere-regulatory genes expression in A549 human lung 

carcinoma cells. Cells were treated with various con-

centrations of β-lapachone. After 48 h incubation, total 

RNAs were isolated, and RT-PCR was performed using 

indicated primers. The amplified PCR products were 

subjected to electrophoresis in a 1% agarose gel and 

visualized by EtBr staining. GAPDH was used as a 

house-keeping control gene. 
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발현 교란 역시 β-lapachone에 의한 암세포의 성

장억제와 어느 정도 관련이 있는 것으로 추정되

어진다. 그러나 본 연구의 결과만으로 β-lapa-

chone의 항암작용 여부를 직접적으로 논하기에는 

어렵기 때문에 다양한 추가적인 실험이 필수적으

로 수행되어야 할 것으로 생각된다.
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