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Ⅰ. 서 론

미슬토(mistletoe)는 관목에 기생하는 식물로 수천년 전부터

약용식물로사용되어왔으나그추출물을이용하여악성종양

에대한의학적접근을시도한것은최근이다1). 현재독일을비

롯한유럽지역에서미슬토추출물은기존항암치료에단독으

로 혹은 보조적으로 사용되고 있으며, 기존 요법의 치료효과

를증진시키거나부작용을감소시키는데효과가있다고알려

져 있다. 임상적으로는 종양의 성장억제와 환자의 생존율의

증가에기여한다고한다2).

미슬토추출물(mistletoe extract)의성분은복합적으로구성되

어있으며일부그작용이알려진중요성분은크게미슬토렉

틴(mistletoe lectin)과비스코톡신(viscotoxin)이며이들은각기다

른생물학적기능을갖고있는것으로알려져있다3). 미슬토렉

틴은 4가지 정도가 알려져 있으며 결합되는 당(sugar)에 따라

D-galactose가 결합되는 미슬토렉틴 I(ML I), N-acetylgalac-

tosamine이결합된미슬토렉틴 II(ML II), N-acetylgalactosamine과

D-galactose가 결합된 미슬토렉틴 III(ML III)로 분류되며,

VisalbCBA라 불리는 키틴결합단백(Chitin binding protein)이 최

근에발견되었다4,5). 비스코톡신은 alkaline polypeptide로분자량

이약 5kDa이며최근A1, A2, A3, B, I-PS 및U-PS의 6가지의다른

아형이존재하는것이발견되었다6).

미슬토추출물의작용을보면우선면역계에대한비특이적

인자극을통하여악성종양에대한저항을증가시킨다7). 미슬

토렉틴은미슬토추출물의주작용성분으로세포독성과면역
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This study was performed to investigate mistletoe extract-induced apoptosis in oral squamous cell carcinoma.

In vivo study, HN22 cells were xenografted in nude mice. After tumor was experimentally induced, mistletoe extract was directly injected on the

tumor mass. The specimens were evaluated using light and transmission electron microscopes.

In vitro study, HN22 cells were cultured and exposed to mistletoe extract. The cells were evaluated using transmissin electron microscope. To eval-

uate apoptotic cells, flow cytometric analysis was done.

The results were obtained as follows:

1. Light microscopic view of tumor mass showed necrosis at 2-4 weeks.

2. Transmission electron micrographs of tumor mass showed apoptosis and necrosis.

3. In TEM view of cell lines, necrosis and apoptosis were shown with mistletoe extract at 300μg/ml, apoptosis was shown with mistletoe extract at

100μg/ml.

4. In flow cytometric analysis, early and late apoptosis was shown when using caspase-3Ab and annexin-V, but no significant change was noted

when using mebstain and Apo2.7 Ab.

In this study, mistletoe extract induced necrosis and apoptosis in the tumor mass was induced by HN22 cells, early and late apoptosis in vitro study.

Mistletoe extract was likely to induce cell death in oral squamous cell carcinoma through apoptosis.
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조절 기능을 갖는다. 미슬토렉틴은 세포독성작용을 하는 A-

chain과탄수화물과결합하는 B-chain으로구성되어있으며이

들의상호작용에의해세포사를유도한다8).

면역조절인자(immunomodulator)는 종양세포의 성장에 대항

하여숙주의방어기능을증가시키는데미슬토추출물은면역

기능을 자극하는 기능을 갖고 있어서 항암치료에 기여한다.

예로 미슬토 추출물 투여시 흉선의 무게가 증가되는 것이 실

험적으로 발견되었으며 종양내로 백혈구의 침윤이 증가되고

대식세포와 NK세포, 종양괴사인자(tumor necrosis factor)의 활

성이증가되었다9).

항암요법이나외과적처치가계속발전되어오고있는현재

에도 종양환자를 죽음에 이르게 하는 가장 큰 원인은 전이

(metastasis)에 있다10). 미슬토 추출물은 종양세포들의 진행 및

전이를억제하여종양의성장을줄이고다른기관및인접부

위로의확산을줄이는작용이있다11). 성인에있어서혈관형성

(angiogenesis)은 종양이나 상처의 치유에서 처럼 병적인 현상

이다. 반면종양의성장과전이를위해서는적절한혈류의공

급과 이에 수반되는 계속적인 혈관의 형성이 요구된다. 종양

에서혈관의형성은혈관형성인자에의해내피세포(endothelial

cell)의증식을자극해서주위조직으로부터종양조직쪽으로

모세혈관이 자라도록 유도하게 된다12,13). 미슬토 추출물은 종

양세포에서 혈관 형성의 억제 및 혈관성 전이를 억제한다고

한다14).

세포독성(cytotoxicity)은미슬토렉틴과비스코톡신에서모두

나타날 수 있다. 미슬토렉틴의 경우 사람의 종양세포주나 동

물실험에서 강한 세포독성을 나타내고 특히 신장암, 전립선

암, 유방암세포에서매우높은세포독성효과가있었다9). 비스

코톡신은 면역 기능에 대한 자극 없이 세포독성 효과를 나타

낸다고알려져있으며15), 미슬토렉틴과비교하여열에안정적

인세포독성효과가있다고한다16). 그러나최근의연구에서사

람의과립구에대하여작용경로를확실히파악하지는못하였

으나강한면역조절기능이있다는것이발견되었다17).

종양세포의제거를위한수단으로미슬토추출물을사용할

때최근주목받고있는부분이 apoptosis를유도하는가하는것

이다. 종양세포의제거방법으로외과적방법, 방사선요법, 항

암제에 의한 화학요법이 단독 또는 복합적으로 사용되어 진

다. 이때 사용되는 항암제는 주로 강한 세포독성을 유발하며

종양세포뿐만아니라주위의건전한숙주세포에도심각한부

작용을 유발하기도 한다. Apoptosis는 발생 및 분화과정 뿐만

아니라세포손상및감염, 방사선, 약물에의해서도나타날수

있는과정으로일종의프로그램화된세포사멸을유도한다. 따

라서주위조직에부작용없이 apoptosis가일어나는세포만제

거되는것이다18,19).

본연구에서는종양에대한억제효과가있다고알려진미슬

토 추출물을 구강편평세포암종에 투여한 후 apoptosis를 유도

하는지에초점을맞추어실험을진행하였다. 우선 HN22 세포

주를 누드 마우스에 이종 이식하여 암종을 형성한 후 미슬토

추출물을 직접 투여 후 조직을 채취하여 광학현미경 및 투과

전자현미경 하에서 관찰하였고, HN22 세포주를 배양하여 시

험관에서미슬토추출물을투여한후투과전자현미경하에서

관찰하고 유세포 분석(flow cytometry)을 통하여 apoptosis 유도

에대한증거를찾고자하였다. 본연구의목적은미슬토추출

물이 구강편평세포암종에서 항종양 효과가 있는지 알아보고

특히 apoptosis를 충분히 유도하는지 관찰하여 미슬토 추출물

의임상적적용시치료접근과방향, 효과에대한전략적치료

계획에기여하고자한다. 

Ⅱ. 연구 재료 및 방법

1. 동물실험

1) 누드마우스및세포접종체(cell inoculum) 준비

BALB/c/nu/nu(charsliver�, Japan)를 실험동물로 사용하였으며,

생후 5주된 약 25g 내외의 수컷을 사용하였다. 소독된 쥐장에

서 소독된 물과 사료를 공급하고 모든 실험을 크린벤취 속에

서 시행하였다. 실험동물의 생물학적 주기를 위해 실내등을

주야12시간씩조영, 점멸하였다. 

HN22세포주(Main state university, USA)를기본세포주로하여

10% FBS 및 스트렙토마이신/페니실린을 포함하는 DMEM

(Dulbecco’s modified eagle's medium, Hyclone�, USA)을배양액으

로사용하였다. 

2) 종양유도후약제투여

배양된 세포접종체를 누드마우스의 양측 둔부에 이식하여

일정크기(약 500㎣정도)의편평세포암종을유도한후미슬토

추출물(ABNOBA viscum� ABNOBA Heilmittel GmbH, Germany)

을 유도된 암종내에 직접 주사하였다. 제조사의 권고용량을

참조하여㎏당 20㎎씩 1주에 2회투여한후 2, 4 및 6주에대조

군과함께희생하여결과를관찰하였다. 

3) 조직병리학적관찰

2, 4 및 6주에채취된실험군과대조군의종양조직을 10% 중

성포르말린에고정후 4-5㎛두께의파라핀절편을제작하고

통법에따라헤마톡실린-에오진염색(H&E stain)을시행후광

학현미경하에서200배로관찰하였다.

4) 투과전자현미경연구

2, 4, 6주에채취된실험군과대조군의조직을 0.1M cacodylate

buffer(pH 7.4)하의 2.0% Glutaraldehyde에 4℃에서 1시간고정후

0.1 M cacodylate buffer(pH 7.4)하의 1.0% osmium tetraoxide에 4℃

에서 1시간 후고정하였다. Graded ethanol에서 탈수 후 Epon

812(TAAB Lab, Berk)에 포매 후 LKB microtome에서 diamond

knife를이용하여초박절편을제작하였고, uranyl acetate lead cit-

rate로 염색하였다. 이후 H-800 TEM (Hitachi, Tokyo Japan)에서

관찰하였다.
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2. 세포주 실험

1) 종양세포배양

HN22 세포주를 10% FBS 및스트렙토마이신/페니실린을포

함하는DMEM을배양액으로사용하여 37℃하의 5% CO2 배양

기에서배양하였다. 이후 100mm 세포배양접시에서 5×105 개

의 세포를 분주하여 5일마다 Trypsin-EDTA 용액을 사용하여

계대배양하였다. 

2) 약제저항성실험

100mm 세포배양접시에서 HN22 세포주를 2×105개 세포로

세어분주하고배양하였다. 3일후실험에필요한미슬토추출

물의농도를달리하여 100μg/ml와 300μg/ml를투여후각각일

주일간더배양하였다. 이후위상차현미경하에서세포의상태

및생존을관찰하였다. 

3) 유세포계측연구(Flow cytometry)

배양된 세포주에 미슬토 추출물의 농도를 달리하여 100

μg/ml와 300μg/ml를 투여 후 각각 48시간을 더 배양하였다. 이

후유세포계측을위한처치를시행하였다.

(1) Annexin V-FITC를이용한분석

배양된세포를 PBS를사용하여세척한후원심분리하고재

부유시킨다. 이후 dilution binding buffer를 사용하여 1×106

cell/ml로만든다. 희석된Annexin V-FITC를넣고녹인 propidium

iodide를 첨가한다. 암소의 얼음위에서배양한다. 이후 유세포

계측을시행한다. 

(2) Mebstain을이용한분석

1.5ml 원심분리 tube에 2×106 cell/ml가 되게 하여 2% BSA가

포함된 PBS로두번세척하고 4% PFA로고정한후, 0.2% BSA

가 포함된 PBS로 두 번 세척한다. -20℃에서 30분간 incubation

시켜서 permeabilization한다. 원심분리 후 부유액을 버리고

0.2% BSA가 포함된 PBS로 두 번 세척한다. 부유액을 버리고

TdT 용액을첨가후 incubation한다. 0.2% BSA가포함된 PBS 첨

가 후 원심분리한 후 세척한다. 부유액을 버리고 0.2% BSA가

포함된PBS로재부유후계측한다. 

(3) Caspase-3 antibody를이용한분석

PBS로 세척 후 1×106 cells/0.5ml가 되게 cytofix/cytopermTM 용

액에 부유시킨다. 이후 얼음위에서 incubation한다. Cytofix/

cytopermTM 용액은 버리고 perm/washTM buffer와 antibody를 섞은

용액에서재부유시킨후실온에서 incubation 한다. 세척후재

부유시켜서계측한다. 

(4) Apo 2.7 antibody를이용한분석

1×106 cells을분리하여실온에서원심분리후상청액을버리

고PE표식Apo2.7 monoclonal antibody와digitonin을첨가하여재부

유시킨후얼음위에서 incubation 시킨다. 이후 PBS를첨가하여

원심분리후상청액을버리고PBS로재부유시킨후계측한다. 

4) 투과전자현미경연구

70�80% 정도의 충만전(preconfluency) 상태에서 배양된

HN22 세포주에 미슬토 추출물을 농도(300μg/ml, 100μg/ml)를

달리하여 투여 후 0.1M cacodylate buffer(pH 7.4)하의 2.0% glu-

taraldehyde에 4℃에서 1시간고정후, 0.1M cacodylate buffer (pH

7.4)하여 1.0% osmium tetraoxide에 4℃에서후고정하였다. Grad-

ed ethanol에서 탈수 후 Epon812(TAAB Lab. Berk)에 포매한 후

LKB microtome에서 diamond knife를이용하여초박절편을제작

하였다. Uranyl acetate lead citrate로 염색후 H-800 TEM (Hitachi,

Tokyo, Japan)에서관찰하였다.

Ⅲ. 연구 결과

1. 동물실험

1) 조직병리학적소견

누드마우스에이종이식되어성장한편평세포암종은미슬토

추출물을 투여하지 않은 대조군에서 농염된 핵과 2-3개의 다

형핵을가진세포및핵이거대해진세포가보이는등분화도

가 좋은 암종으로 관찰되었다(Fig. 1). 실험군의 2주 조직소견

에서는 괴사소견이 일부 관찰되기 시작하였으며, 4주 소견에

서는광범위한괴사가진행되고, 6주소견에서는괴사가심화

되고 섬유속이 보이며 괴사에 의한 염증세포 침윤과 퇴행성

석회화 소견도 관찰되었으며 반흔조직도 관찰되었다(Fig.

2~6).

2) 투과전자현미경소견

대조군에서는융모가많고서로연결되어있으며각화띠가

보이는 등 편평세포암종의 특징을 보이며 핵과 핵인이 커져

있는것이관찰되고다형핵이관찰되는다양한형태의종양세

포가관찰되었다(Fig. 7). 

실험 2주군에서는세포막의경계가불명확해지고파괴된양

상이관찰되며핵이변연으로몰리며농염된상을보였고, 일

부 공포가 나타나기도 했다(Fig. 8). 실험 4주군에서는 염색질

의핵막쪽으로의변연화양상이더욱뚜렷해지고핵이파괴된

양상이일부보이며미토콘드리아의팽창소견도보였다(Fig.

9). 실험 6주군에서는 치밀한 교원섬유속이 보이고 거대해진

미토콘드리아가관찰되었다(Fig. 10).

2. 세포주실험

1) 투과전자현미경소견

미슬토추출물 300㎍/㎖를투여한후관찰한군에서는세포

막손상으로소기관이상실되고핵막이불규칙하고염색질은

농축되어 있으며, RER, 미토콘드리아 등도 거의 파괴되어 있
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는양상이관찰되었다(Fig. 11). 

100μg/ml를 투여한 군에서는 염색질이 반달형의 모양을 하

고 있으며 핵내에 공포가 일부 보이고 일부에서는 염색질의

분절이관찰되기도하며핵인의손상도관찰되었다(Fig. 12). 

2) 약제저항성실험

미슬토추출물을농도를달리하여(100, 300μg/ml) 각각투여

한후위상차현미경하에서관찰하였다. 300μg/ml의농도에서

는 대부분의 세포가 커지고 늘어지며 돌기가 보였으며 농염

Fig. 1. Microscopic view of Tumor Mass Tissue (H&E, ×200) Fig. 2. Microscopic view of Experimental Group (at week 2)

(H&E, ×200) 

Fig. 3. Microscopic view of Experimental Group (at week 4)

(H&E, ×200) 

Fig. 4. Microscopic view of Experimental Group (at week 4)

(H&E, ×200) 

Fig. 5. Microscopic view of Experimental Group (at week 6)

(H&E, ×200) 

Fig. 6. Microscopic view of Experimental Group (at week 6)

(H&E, ×200) 
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된 핵의 상이 관찰되며 생존된 세포가 거의 없었으나, 100

μg/ml의 농도에서는 다형핵이 관찰되고 세포의 형태도 종양

세포의형태를그대로유지하며대부분생존해있는것이관

찰되었다. 

3) 유세포분석에의한소견

(1) Annexin V-FITC를이용한분석

미슬토추출물 300μg/ml를투여한군에서는 2구획에서의반

응이크게나타났으며이것은 apoptosis보다괴사의양상이많

Fig. 7. TEM view of Tumor Mass Tissue Fig. 8. TEM view of Experimental Group (at Week 2) 

Fig. 9. TEM view of Experimental Group (at Week 4) Fig. 10. TEM view of Experimental Group (at Week 6) 

Fig. 11. TEM view of HN22 Cell Line (with mistletoe

extract at 300㎍/㎖) 

Fig. 12. TEM view of HN22 Cell Line (with mistletoe

extract at 100㎍/㎖) 
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다고분석되었다. 100μg/ml를투여한군에서는 4구획에서의반

응이현저하게나타나 apoptosis 유도가높게나타나는소견이

관찰되었다(Graph 1). 

(2) Mebstain에의한분석

미슬토추출물 300μg/ml를투여한군에서나 100μg/ml를투여

한군에서대조군과비교하여 apoptosis 구획에서의변화가크

게나타나지않았다(Graph 2). 

(3) Caspase-3 antibody를이용한분석

미슬토 추출물 100μg/ml를 투여한 결과에서 대조군과 비교

하여B구획에서큰변화양상이관찰되었으며 apoptosis로유도

된세포가많이계측되었다(Graph 3). 

(4) Apo2.7 antibody를이용한분석

미슬토추출물 100μg/ml를투여한후계측한결과B구획에서

대조군에비해상승한양상이나타났으나차이는미미하였다

(Graph 4). 

(A) (B) (C)

Graph 1. Flow Cytometry Analysis of NH22 Cells. 

While Fluorescence of Annexin-V

(A) with medium  (B) with mistletoe extract at 300μg/ml (C) with mistletoe extract at 100μg/ml

(A) (B) (C)

Graph 2. Expression of DNA Fragment under Mebstain

(A) with medium   (B) with mistletoe extract at 300μg/ml (C) with mistlotoe extract at 100μg/ml
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Ⅳ. 총괄 및 고찰

Apoptosis는생리적변화뿐아니라, 병적인상태에서도나타

날수있는보존적이며적극적인세포기전이다. 이과정은세

포의 발생과정이나 숙주의 방어기전, 종양의 발현 등 다양한

세포의상태에서나타난다. Apoptosis과정은항암제, 산화과정,

열자극, 방사선, 발암물질, 종양유발인자, cytokine 등의세포외

적, 내적요인등에의해서도시작될수있으며배아상태나발

생, 면역 등의 생물학적 상태에서는 세포성장의 중요한 조절

기능이 되기도 한다. 괴사와 비교하여 apoptosis는 Ca2+/Mg2+ 의

존성 endogenous endonuclease의 활성에 의해 진행되는 점진적

인 세포의 자살과정이다. 서로 다른 외적요인에 의한 신호전

달후 apoptosis로진행되는세포군의감수성은적절한결합부

위의노출, 활동하기위한적절한상태, endonuclease의유도능

력등에영향을받으며동물실험에서 apoptosis 유도물질, 또는

항체의투여후세포사의시작은결국종양세포를감소시키는

것으로알려졌다20,21).

Apoptosis과정에는여러종류의단백및효소, 유전자등의발

현 및 이들의 상호작용이 나타나게 되며 악성종양의 많은 경

우에있어 apoptosis의감소현상이나타나게된다22,23). 이중 p53

돌연변이는사람의종양에서대부분나타나게되며진행된종

양이나불량한예후와연관이있다고한다24,25). 많은경우에 p53

의상실은 apoptosis의감소와연관되어있으며 DNA의손상에

대한반응을증가시킨다. 그러나 p53의존재가약물에의해유

(A) (B)

Graph 3. Active Caspase-3 Expression

(A) with medium  (B) with mistletoe extract at 100 μg/ml

(A) (B)

Graph 4. Expression of Apo2.7

(A) with medium  (B) with mistletoe extract at 100 μg/ml
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도된 세포사에서 반드시 요구되지는 않는다. 충분한 용량을

공급하는약물에의해유도된 apoptosis는 p53에의존적이지않

을수도있으며사실상약물에의해유도된 apoptosis에서 p53은

약물의 종류, 용량, 종양조직과돌연변이 등의 다양한 요인에

영향을 받는다26-28). p21은 cyclin-dependent kinase(cdk) inhibitor로

작용하는중요 cell cycle protein이며, 세포주기과정을조절하는

tumor suppressor p53의 downstream mediator의 역할을 한다29,30).

Wild type p53에의한직접적인 p21의유도는 cdk 활성을억제

하여성장을중지시키게된다. 최근mutant 또는 null p53세포의

apoptosis에서 DNA 손상효과에 대한 연구 시 p21 gene의 발현

증가는 p53 비의존성apoptosis 유도와짝을이루어나타났다31,32).

Bax는 pro-apoptotic Bcl-2 family protein으로 cytosol에존재하며

apoptosis 유도시미토콘드리아에서변환된다. Bax는미토콘드

리아에서 cytochrome C의해리를직접적으로유도하며 caspase

를활성화시킨다. 반면에 Bcl-2는 apoptosis가진행되는세포에

서 cytochrome C의해리를억제한다. 그러나 Bcl-2 자신은 tumor

suppressor molecule p53에의해억제된다33,34).

Apoptosis 과정을증진시키거나억제하는데관여하는단백질

을포함하여포유동물의세포에서적어도 15개의 Bcl-2 family

가 발견되었다. 모든 Bcl-2 family들은 4개의 Bcl-2 homology

domain (BH1에서BH4)중하나이상의 domain을가지고있다. 이

중 apoptosis를촉진하는 pro-apoptotic Bcl-2 family에는크게Bcl-2

와 유사한 Bax, Bak, Bok 등이 포함되는 Bax subfamily와 BH3

family로 나뉘며 anti-apoptotic 단백에는 Bcl-2, Bcl-XL등이 있으

며 pro-apoptotic 단백들은 anti-apoptotic 단백들의 antagonist로작

용하여 apoptosis를유도하는데관여하며각Bcl-2 family들은상

호간에기능을약화시켜 apoptosis 과정을조절하는것으로알려

져있다35-37). 

인간 telomerase, cellular reverse transcriptase(hTERT)는 nuclear

ribonucleoprotein enzyme complex로 telomeric DNA의 합성과 확

장에관여한다. 이효소는대부분의악성종양에서는발현되나

정상의체세포에서는발현되지않는다. 그래서 telomerase는세

포사와 종양유발에 있어서 중요한 역할을 한다. 즉 telomerase

의활성과종양사이의관계에서종양세포의성장이 telomerase

의 재활성을 유발할 수 있다는 것이다. 그러므로 telomerase는

항종양약물의연구에서의대상이될수있으며더욱이 proto-

oncogene과 tumor suppressor gene 등은 직간접적으로 telomerase

에영향을줄수있다38,39). 

Apoptosis 초기단계에서부터계속관찰되는현상중 cytosolic

protease series중하나인 caspase의유도가있는데이들 caspase는

단백기질들을분해하고 apoptosis의형태적특징을발현시키는

역할을 한다. Apoptosis 신호의 전달과 수행에 있어서 caspase

cascade의협조가요구되며이중 caspase-3는 apoptosis 초기단계

에 활동하는 중요 protease로 알려져 있다. Apoptosis가 진행되

는세포에서만볼수있는활성화된 caspase-3는 16과 12kDa sub-

unit의 heterodimer로 구성되어 있으며 이들은 32kDa의 proen-

zyme으로부터 유도된다. 활성화된 caspase-3는 단백분해뿐만

아니라다른 caspase도활성화시키며 cytoplasm내의 D4-GDI나

핵내의 PARP (poly ADP-ribose polymerase)같은 연관된 표적들

도 활성화 시키게 된다. 116kDa PARP는 caspase-3 subnuit중의

하나로 caspase-3 활성화는 apoptosis동안 DNA를분절화시키고

이와함께PARP를 85, 25kDa으로분리시킨다40). Caspase-3는 cys-

teine protease이며 PARP뿐만아니라 DNA-PK(DNA dependent

protein kinase), actin, fodrin 그리고 Fas/Apo-, TNFα-mediated apop-

tosis에서의 laminin도 분해한다. 이런 caspase의 활성화는 몇몇

biosubstrate를 분해하게 되고 DNA 분절화보다 먼저 나타나게

된다. 또 PKC-δ와 PARP의 분해에 있어서는 PKC-δ가 PARP보

다먼저분해된다41). Apoptosis 유도에대한이온화방사선의조

사에서도PKC-δ의 aspartate 330에서의단백분해효과가나타나

며 이는 활성화된 40kDa C-terminal 분절을 이끌게 된다.

Caspase-3에의한 PKC-δ의활성화는 apoptosis와연관된세포에

서 phenotype변화를나타내게된다42).  한연구에서는 full length

의 PKC-δ가 시험관내 실험에서 cystein protease cpp32(caspase3-

like protease)에의해 DMQD 330N에서활성화된분절로분해되

었다43). 최근의 보고에 의하면 PKC-δ의 inhibitor는 apoptosis의

mediator로작용하는 reactive oxygen species(ROS)의작용을감소

시켜서 중성구의 생존을 증가시켰다. 이런 결과로 PKC-δ의

early cleaved activation은 ROS같은 2차중계자의 작용에 관여하

는것같다44).  이렇게 caspase family protease는그들의 precusor로

부터온다양한proteolytic cleavage에의해활성화된다45).  

최근 caspase를활성화시키는 2개의주경로가밝혀졌는데하

나는 death receptor를경유한것이고다른하나는미토콘드리아

에서기시되는것이다. Death pathway는CD95같은 death receptor

에서 caspase-8 protease의 FADD를매개로한활성화과정을거

치게되며다른경로는미토콘드리아에서많은 apoptosis에대

한 자극으로 시작되어 기시되는데, caspase-9 protease가

cytochrome C 의존성 apoptosis 경로에대표적이다. 세포가 apop-

tosis 자극을받으면미토콘드리아에서해리된 cytochrome C는

dATP와 함께 포유류의 Ced-4 homologue인 Apf-1 (apoptotic pro-

tease activating factor)과결합하며이결합물은 caspase-9을활성

화시켜 apoptosis를기시하는 caspase-3, -6, -7 protease를활성화시

킨다46).

본연구에서는 HN22 세포주에미슬토추출물을투여후유

세포 분석을 통하여 caspase-3의 검출을 시도하였다. 100㎍/㎖

의농도하에서 48시간노출된세포주에 caspase-3 항체를투여

후 유세포분석기상에서 분석 후 그래프 상에 증가된 반응이

나타났으며 이는 caspase-3의 증가된 증거로 볼 수 있었다.

Caspase-3는초기 apoptosis에서관찰된미토콘드리아의막단백

이어서미슬토추출물은 HN22 세포주에서초기의 apoptosis를

유도한다고생각되었다. 그러나 caspase-8, -9 등의전단계의자

극 인자에 대한 실험을 실행하지 않아 단지 미슬토 추출물의

apoptosis 유도증거만도출할수 있었으며향후 caspase-3를자

극하는 전구 물질에 대한 연구가 보완되어야 할 것으로 사료

된다. 

Apoptosis 세포에서대표적변화중의하나인미토콘드리아의

변화중 permeability transition pore의 opening은미토콘드리아의
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transmembrane의 potential의파괴에기인하며, 투과성의변화는

reactive oxygen intermediate(ROI)의발현과 phosphatidyl serine(PS)

의세포외막에서의빠른상승을유발한다. 이변화는 apoptosis

의후기에나타나게되며 DNA의 분절화현상도나타나게된

다47,48). 본실험에서는 PS의검출을위해 Annexin V를이용하였

다. Annexin V는 PS에 선택적으로 결합하여 괴사된 세포와

apoptosis 유도된세포를모두검출할수있게하는데, 유세포분

석에의한 계측에서 미슬토 추출물의 농도가 300㎍/㎖의 경우

괴사세포가많이계측되는반면 100㎍/㎖의농도에서는 apop-

tosis 유도된세포가증가되는양상이나타났다. 이것은PS의발

현이 후기 apoptosis에서 나타나는 현상이기도 하며 초기에

apoptosis 유도신호를충분히감지하지못하는한계에서기인

하기도 한다고 생각된다. 또한 고농도의 미슬토 추출물은

apoptosis를 유도하는 미슬토렉틴과 함께 세포 융해의 성질이

강한비스코톡신도다량함유하므로세포의괴사양상이강하

게나타난다고생각된다. 향후의연구에서는미슬토렉틴과비

스코톡신의 분리 후 농도에 따른 반응을 검토하는 것도 생각

해볼수있겠다. 

세포 괴사와 구별되어 apoptosis 세포는 세포핵의 분절화와

농염상을보이며세포질의밀도가상승하고핵막의돌출이나

타나며핵의파괴양상이나타나는반면괴사에서는세포막의

빠른파괴와미토콘드리아의팽창, 세포질과염색질의파괴가

나타난다48,49). 본 실험에서동물 실험의 조직소견을 살펴보면

광학현미경하에서는 2주에서부터 전체 조직의 괴사 양상이

나타나기 시작하고 4주, 6주에서는 더 광범위한 괴사 소견이

보였으며 투과전자현미경소견에서는 세포막의 파괴와 미토

콘드리아의팽창, 핵막의심한파괴등의괴사양상과함께염

색질의 변연화와 핵의 농염화 및 염색질의 분절된 파편 등이

일부관찰되어 apoptosis 양상도함께관찰되었다. 이런결과는

미슬토추출물이종물내로의직접적인주사에의한강한세포

파괴가주로괴사를유발시켜종양세포를파괴하였고일부주

위 종양세포에 서서히 작용하면서 apoptosis를 유도한 것으로

생각된다. 그러나 apoptosis만을 유발하기는 동물실험에서는

힘들것으로생각되며다만직접주사가아닌근육및복강등

을통한간접적접근을시도하여그반응을관찰하는것도의

의가있을것으로생각된다. 

HN22 세포주에 미슬토 추출물을 300㎍/㎖, 100㎍/㎖를 각각

투여후투과전자현미경하에서관찰한경우 300㎍/㎖농도의

상에서는 세포막과 세포질의 심한 손상 및 세포 소기관의 상

실이심하게나타났으며 RER, 미토콘드리아도거의파괴되어

괴사가심하게진행된소견을보였으나, 100㎍/㎖농도에서는

반달형의 염색질 형태와 apoptotic body로 보이는 일부 염색질

의분절이관찰되기도하는 apoptosis 유도소견이관찰되었다.

고농도의미슬토추출물투여는직접적인세포괴사를유발하

여 apoptosis 유도를가리게되는것으로보여향후 apoptosis 유

도를 위한 실험의 경우 저농도 하에서의 관찰이 유리할 것으

로보인다.  

DNA 분절화에 대한 검토를 위해 Mebstain을 이용하였는데

이것은 전통적인 TUNEL 법을 약간 변형시켜 복잡성을 줄인

검출 kit을 사용하였다. Biotinylated dUTP가 DNA 분절의 3-OH

end에부착하게되는성질을이용하여 avidin-conjugated FITC를

사용하여유세포분석을시도하였다50). 300㎍/㎖와 100㎍/㎖의

투여군 모두에서 유의성 있는 결과를 도출하지 못하였다. 일

반적으로TUNEL 법은조직세포에서사용되어왔으며세포주

의시험관내에실험에서도사용되어 DNA 분절을검출하는데

유용하다고하였으나세포주의경우유세포분석전처치과정

에서세포의파괴가많이나타나 apoptosis로유도된증거를찾

기힘든단점이있다고생각된다. 또한후기 apoptosis의검출방

법이어서유세포계측전까지세포의유지가힘들수도있다.

본 실험에서는 미슬토 추출물의 투여 후 48시간을 기다린 후

전처치를시행한바세포의 apoptosis 유도에실패한것으로보

이며 향후 실험에서는 세포의 유지에 좀더 세심한 주의가 필

요할것으로보인다. 

미토콘드리아의막단백인 Apo2.7(7A6 antigen) 분자는 38kDa

의 단백으로 apoptosis가 진행되는 세포에서 나타난다. 이것은

digitonin-permeabilization 후 PE-labelled mAb Apo2.7에의해염색

될 수 있다51,52). Apo2.7의 표출은 endoplasmic reticulum에서 golgi

complex로 단백질의 전달이 막히는 경우 나타나며 이것으로

protein synthesis/transport의 억제는 apoptosis를 유도한다고 유추

할수있다53). 또한Apo2.7의발현은새로운단백질의합성을요

구하지 않는다. 즉 미토콘드리아의 한 부분이거나 이미 형성

되어 있는 존재라는 것을 의미한다. Apo2.7의 발현이 반드시

apoptosis에서만 나타나는 것은 아니고 세포괴사의 경우에도

타나날수있으며이경우에는DNA 분절은관찰되지않는다54).

본실험에서는배양된HN22 세포주에 100㎍/㎖의미슬토추출

물을투여후 48시간경과한후유세포분석을시행하였다. 대

조군에비하여 apoptosis 유도세포가약간증가하는양상을나

타내었으나그차이는미미하였다. Apo2.7 검출을위한단계에

서 permeabilization이반드시시행되어야하며 permeabilization은

시간경과에따라달라지는양상이나타나는데본실험에서는

시간경과에대한고려를하지않고유세포분석의전처치과

정을시행후측정한바결과에있어큰변화양상은볼수없었

다. 향후 연구에 있어서는 Apo2.7 검출을 위하여 시간 경과에

따른 검출량의 차이를 시도해 보는 것도 의미가 있을 것으로

사료된다. 

본연구는미슬토추출물이구강편평세포암종에서 apoptosis

를 유발하는지의 여부를 관찰하기 위하여 HN22 세포주를 누

드마우스에이종이식후유도된종물에미슬토추출물을직접

주사한후세포의형태적변화를광학현미경과투과전자현미

경하에서관찰하였으며시험관내에서배양된 HN22 세포주에

미슬토추출물을투여후투과전자현미경에서관찰하고유세

포 분석을 통하여 apoptosis의 세포형태적 변화와 각 세포의

apoptosis 유도 여부를 관찰하였다. 동물 실험의 경우 apoptosis

보다는괴사의소견이강하게나타났는데일부 apoptosis 소견

도관찰되었으며세포주실험에서는 apoptosis 유도소견이높

게나타났다. 이상의결과로미슬토추출물은 HN22 세포에서
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apoptosis를유발한다고생각되었으며, 향후 apoptosis 유도의각

단계별로 관여되는 요소들에 대한 연구 및 미슬토 추출물의

성분 및 농도에 따른 apoptosis 효과에 대한 추가 연구가 요망

된다. 

Ⅴ. 결 론

미슬토추출물이구강편평세포암종에서 apoptosis 유도효과

가 있는지 알아보기 위해 HN22 세포주를 누드마우스에 이식

한 후 형성된 암종에 미슬토 추출물을 직접 투여하여 조직편

을 채취하고 광학현미경과 투과전자현미경하에서 관찰하고,

유세포분석을통하여 apoptosis를계측한후다음의결과를얻

었다.

1. 광학현미경하의조직소견에서는미슬토추출물투여후 2-

4주에서종양세포의괴사양상이관찰되었다.

2. 투과전자현미경하의조직소견에서는일부괴사와 apoptosis

소견이관찰되었다.

3. 세포주의 투과전자현미경 소견에서는 300㎍/㎖의 농도에

서는주로괴사와일부 apoptosis 양상이관찰되었고, 100㎍/

㎖의농도에서는 apoptosis의양상이주로관찰되었다.

4. 유세포분석에서는 caspase-3 Ab와Annexin V를이용한경우

초기에서후기까지전체적으로현저한 apoptosis 양상이계

측되었으나 Mebstain과 Apo2.7 Ab를이용한경우에는 apop-

tosis 양상이미미하였다.

이상의결과로미슬토추출물은HN22세포주로유도된종양

조직에서는 괴사와 일부 apoptosis를 유도하였고, 시험관내 실

험에서는 초기에서 후기까지의 apoptosis현상이 관찰되어

apoptosis를통하여종양을소멸시키는것으로사료되었다.
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