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ABSTRACT

Objectives : In the present study, we investigated the effects of ethanol extract of Scutellaria baicalensis (EESB) 

on the progression of cell cycle in human renal cell carcinoma Caki-1 cells. 

Methods : The effects of EESB on cell growth and apoptosis induction were evaluated by trypan blue dye 

exclusion assay and flow cytometry, respectively. The mRNA and protein levels were determined by Western blot 

analysis and reverse transcription-polymerase chain reaction, respectively. 

Results : It was found that EESB treatment on Caki-1 cells resulted in a dose-dependent inhibition of cell growth 

and induced apoptotic cell death as detected by Annexin V-FITC staining. The flow cytometric analysis indicated that 
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EESB resulted in G2/M arrest in cell cycle progression which was associated with the down-regulation of cyclin A 

expression. Our results also revealed that treatment with EESB increased the mRNA and proteins expression of 

tumor suppressor p53 and cyclin-dependent kinase (Cdk) inhibitor p21(WAF1/CIP1), without any noticeable changes 

in cyclin B1, Cdk2 and Cdc2. In addition, the incubation of cells with EESB resulted in a significant increase in the 

binding of p21 and Cdk2 and Cdc2. These findings suggest that EESB-induced G2/M arrest and apoptosis in Caki-1 

cells is mediated through the p53-mediated upregulation of Cdk inhibitor p21. 

Conclusions : Taken together, these findings suggest that EESB may be a potential chemotherapeutic agent and 

further studies will be needed to identify the biological active compounds that confer the anti-cancer activity of S. 

baicalensis.

Keywords : Scutellaria baicalensis L., renal cell carcinoma Caki-1 cells, G2/M arrest, apoptosis, p21

Ⅰ.서 론

1)

  신장세포암(renal cell carcinoma)은 원발성 신종양

의 약 85%를 차지하는 약성종양으로 신장실질(renal 

parenchyma)에서 주로 발생하며, 최초 진단 시 약 

25∼30%에서 이미 전이가 진행되어 있는 것으로 알려

져 있다1,2). 주로 60∼70대의 노년층에서 발생하는 신

장세포암은 우리나라의 경우에 비교적 10위권 이내의 

발생율을 보이지만, 최근 지속적인 증가 추세를 보이

고 있다. 신장세포암이 다른 기관으로 전이되지 않은 

경우에는 신장과 그 주위 정상 조직을 광범위하게 절

제하는 근치적 신적출술(radical nephrectomy)로 약 

60∼70%의 환자에서 5년 생존율을 기대할 수 있으나 

전이가 진행된 경우에는 현재까지 뚜렷한 치료법이 없

으며, 신적출술 외에도 면역요법, 호르몬요법, 항암 

화학요법, 방사선요법 등이 시행되고 있지만 치료 효

과는 크지 않은 것으로 알려져 있다3,4). 따라서 보다 

효과적인 신장세포암 치료를 위하여 생리활성을 지닌 

후보물질을 발굴하고 분자 및 세포 수준에서의 기전을 

밝히는 것이 중요할 것이다.

   꿀풀과(Labiatae)에 속하는 초본식물인 황금

(Scutellaria baicalensis Georgi, 黃芩)은 해열, 이

뇨, 지사, 이담 및 소염제로서의 효능을 가지고 있으

므로 예로부터 민간처방 약재로 사용되었을 뿐만 아니

라 한방에서는 뿌리를 말린 것을 이질, 발열, 황달 및 

옴의 치료제로 사용되어 왔다5,6). 최근 연구에 따르면 

황금에는 30여종 이상의 다양한 flavonoid가 함유되

어 있어 항염증, 항당뇨, 항균, 항알레르기, 항바이러

스, 항고혈압 및 항산화 효능 등을 가지는 것으로 알

려져 오고 있다5,7-19). 또한 황금은 다양한 암세포에 

있어서 apoptosis 유발을 통한 항암활성을 가지는 것

으로 보고되어지고 있으나19-22), 세포주기 진행의 억제 

측면에 관한 분자생물학적 기전에 대해서는 명확히 밝

혀져 있지 않다. 

   따라서 본 연구에서는 황금의 에탄올 추출물

(ethanol extract of S. baicalensis, EESB) 이 인체 

Caki-1 신장암세포에 미치는 항암 효과의 생화학적 

기전의 해석을 위하여 암세포의 증식에 미치는 영향을 

조사하였고, 세포주기 진행 차단 측면에서 어떠한 영

향을 미치는 지를 조사한 결과 유의적인 결과를 얻었

기에 이를 보고하는 바이다.

Ⅱ.재료 및 방법

1.시료 준비

  본 실험에 사용된 황금은 동의대학교 부속 한방병원

에서 제공 받았으며, 에탄올 추출물(EESB)과 메탄올

(MESB)을 얻기 위하여 건조시킨 후 잘게 분쇄하였다. 

건조된 황금 100g 당 ethanol 및 methanol을 1 L 씩 

첨가하여 60oC, 150 rpm으로 3일간 교반시킨 후 상층

액만 분리하여 3,000 rpm에서 20분간 원심분리시켰
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다. 모아진 상층액을 Whatman 필터(No. 2)를 이용하

여 걸러내고 감압 농축과정을 통하여 고형성분을 얻은 

다음 막자사발로 잘게 마쇄하고 밀봉시켜 -70oC에 보

관하였다(Ethanol 추출물의 수율은 약 23.6%였으며, 

methanol 추출물은 약 24.7% 정도였다). 실험 시에는 

dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma Chemical Co., 

St. Louis, MO, USA)를 이용하여 100 mg/ml의 

stock solution을 만든 다음 이를 적정 농도로 배지에 

희석하여 처리하였다. 

2.세포 배양,세포 생존율의 측정 및 세포 형태의 관찰

  본 연구에 사용된 Caki-1 세포는 생명공학연구소

(KRIBB, Taejeon, Korea)에서 분양 받았으며 90%의 

RPMI-1640 배지(Gibco BRL, Grand Island, NY, 

USA), 10%의 우태아혈청 (fetal bovine serum, FBS, 

Gibco BRL) 및 1%의 penicillin 및 streptomycin 

(Gibco BRL)이 포함된 배지를 사용하여 5% CO2, 

37oC의 조건하에서 배양하였다. EESB 및 MESB 처리

에 의한 세포의 생존율을 측정하기 위하여 세포 배양

용 6 well plate에 Caki-1 세포를 1 X 105 개/ml의 개

수로 well 당 2 ml씩 분주한 다음 EESB와 MESB를 적

정농도로 처리하여 배양하였다. 48시간 경과 후 상층액

을 제거하고 0.05% trypsin-EDTA를 처리하여 세포를 

부유시킨 다음 phosphate-buffered saline (PBS)와 

0.5% trypan blue solution (Gibco BRL)을 각 well 당 

1 ml 씩을 동량으로 첨가하여 2분 간 처리하였다. 처리

된 sample을 hemocytometer에 적용한 후 도립 현미

경을 이용하여 살아있는 세포를 계수하였으며, EESB 

처리에 따른 세포 형태의 변화를 도립 현미경

(inverted microscope, Carl Zeiss, Germany)을 이

용하여 200배의 배율로 관찰하였다.

3.Flow cytometry를 이용한 세포주기 변화 분석

  EESB 처리에 따른 Caki-1 세포의 세포주기 분포도 

변화의 정량적 분석을 위하여 정상 및 EESB가 48시간 

동안 처리된 Caki-1 세포를 모은 다음 2,000 rpm으로 

5분간 원심분리하여 상층액을 제거한 후 PBS를 이용하

여 2∼3회 정도 세척하였다. 준비된 세포는 CycleTEST 

PLUS DNA REAGENT Kit (Becton Dickinson, San 

Jose, CA, USA)를 이용하여 고정 및 염색을 하여 

4oC, 암실에서 30분 동안 반응을 시켰다. 반응시킨 세

포를 35-mm mesh를 이용하여 단일세포로 분리한 후 

FACSCalibur (Becton Dickinson)를 적용시켜 형광반

응에 따른 Cellular DNA content 및 histogram을 

CellQuest software 및 ModiFit LT (Becton 

Dickinson) 프로그램을 이용하여 분석하였다.

4.Flow cytometry를 이용한 apoptosis정량화

  EESB 처리에 의해 유발된 apoptosis의 정도를 정량

적으로 분석하기 위하여 정상 및 EESB가 48시간 동

안 처리된 Caki-1 세포를 annexin V binding buffer 

(10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mM NaCl and 

2.5 mM CaCl2)에 부유시킨 후 annexin V 

fluorescein isothiocyanate (FITC, Sigma-Aldrich 

Chemical Co.) 및 propidium iodide (PI, 

Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 첨가하여 암실에서 

15분 동안 반응을 시켰다. 반응시킨 세포를 35-mm 

mesh를 이용하여 단일세포로 분리한 후 FACSCalibur

를 적용시켜 apoptosis가 유발 된 세포(V+/PI-)의 빈

도를 측정하였다.

5.RNA의 분리 및 reversetranscription-polymerase

chainreaction(PCR)

  전사 수준에서 특정 유전자들의 발현 변화를 조사하

기 위하여 RNeasy kit (Qiagen, La Jolla, CA, USA)

를 이용하여 RNA를 분리한 후, AMV reverse 

transcriptase (Amersham Corp., Arlington 

Heights, IL, USA)를 이용하여 complementary DNA

를 합성하였다. 각각의 해당 유전자에 적절한 primer 

(Table 1)를 이용한 PCR은 Mastercycler (Eppendorf, 

Hamburg, Germany)를 사용하여 수행하였다. PCR 반

응 산물을 1% agarose을 이용하여 분리한 후,  

ethidium bromide (EtBr, Sigma-Aldrich Chemical 

Co.) 염색을 통하여 발현의 정도를 비교하였다. 
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Table 1. Oligonucleotides used in RT-PCR

Genename Sequence

cyclinA Sense
Antisense

5'-TCCAAGAGGACCAGGAGAATATCA-3'
5'-TCCTCATGGTAGTCTGGTACTTCA-3'

cyclinB1 Sense
Antisense

5'-AAGAGCTTTAAACTTTGGTCTGGG-3'
5'-CTTTGTAAGTCCTTGATTTACCATG-3'

Cdk2 Sense
Antisense

5'-GCTTTCTGCCATTCTCATCG-3'
5'-GTCCCCAGAGTCCGAAAGAT-3'

Cdc2 Sense
Antisense

5'-GGGGATTCAGAAATTGATCA-3'
5'-TGTCAGAAAGCTACATCTTC-3'

p53 Sense
Antisense

5'-GCTCTGACTGTACCACCATCC-3'
5'-CTCTCGGAACATCTCGAAGCG-3

p21 Sense
Antisense

5'-CTCAGAGGAGGCGCCATG-3'
5'-GGGCGGATTAGGGCTTCC-3'

p27 Sense
Antisense

5'-AAGCACTGCCGGGATATGGA-3'
5'-AACCCAGCCTGATTGTCTGAC-3'

GAPDH Sense
Antisense

5'-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3'
5'-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3'

6.단백질의 분리,immunoprecipitation및 Western

blotanalysis

  단백질 발현 변화 분석을 위한 총 단백질은 25 mM 

Tris-Cl (pH 7.5), 250 mM NaCl, 5 mM 

ethylendiaminetetra acetic acid, 1% nonidet 

P-40, 0.1 mM sodium orthovanadate, 2 μg/ml 

leupeptin 및 100 μg/ml phenylmethylsulfonyl 

fluoride가 함유된 lysis buffer를 이용하여 분리하였

다. 분리된 단백질들의 농도를 측정한 후, Western 

blot analysis를 위해 동량의 단백질들을 sodium 

dodecyl sulfate (SDS)–polyacrylamide gel 

electrophoresis를 이용하여 분리하고 nitrocellulose 

membrane (Schleicher & Schuell, Keene, NH, 

USA)으로 전이시켰다. 각각의 membrane을 적정 항

체 및 enhanced chemiluminescence (ECL, 

Amersham Corp.) 용액을 이용하여 단백질들의 발현 

변화를 조사하였다. 아울러 p21과 cyclin-dependent 

kinases (Cdks) 단백질들과의 결합 여부 확인을 위한 

immunoprecipitation을 위해서, 500 μg의 단백질을 

4°C에서 Cdc2 및 Cdk2 항체와 면역 반응을 1시간 

동안 시킨 다음, immunocomplex를 protein 

G/A-Sepharose beads (Sigma-Aldrich Chemical 

Co.)를 이용하여 준비한 후, 이를 Western blot 

analysis에 사용하였다. 본 실험에 사용된 1차 항체들

은 Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, 

CA, USA) 및 Calbiochem (Cambridge, MA, USA)에

서 구입하였으며, 2차 항체들은 Amersham Corp.에

서 구입하였다. 

7.통계 분석

  모든 실험결과는 평균 ± 표준편차로 표시하였고 

SigmaPlot (Systat Software Inc., San Jose, CA, 

USA)을 이용하여 Student t-test를 이용하여 통계적 

유의성을 얻었다.

Ⅲ.결 과

1.Caki-1 세포의 생존율에 미치는 EESB 및

MESB의 영향

  Caki-1 세포에서 EESB 및 MESB가 유발하는 생존

율 감소 현상을 알아 보기위하여 EESB와 MESB를 적

정농도로 48시간 동안 처리한 후, hemocytometer 

counting을 이용하여 조사하였다. Fig. 1A에 나타낸 

바와 같이 EESB 처리군의 경우에는 0.1 mg/ml 농도까

지는 큰 변화가 나타나지 않았지만 0.2 mg/ml 처리군

에서부터 생존율감소 및 증식억제 현상이 나타나기 시

작하였다. 그러나 상대적으로 MESB에 의한 생존율의 
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저하는 낮게 나타나, 생존율 감소를 더 많이 유발하였

던 EESB 처리군을 대상으로 다음 실험을 진행하였다.

 

Figure 1. Inhibition of cell viability and induction of apoptosis by 
EESB in human renal cell carcinoma Caki-1 cells. (A) Cells were 
seeded at 1 x 105/ml in a 6-well plate and treated with variable 
concentrations of EESB and MESB for 48 h. The cells were 
trypsinized and the viable cells were scored by hemocytometer 
counts of trypan blue-excluding cells. Each point represents the 
mean ± SD of three independent experiments. Significance was 
determined using Student's t-test (*, p < 0.05 vs. untreated control). 
(B) After treatment with various concentrations of EESB for 48 h, 
the morphological changes of cells were imaged using an inverted 
microscope (original magnification, x200). (C) To quantify the degree 
of apoptosis induced by EESB, the cells were stained with 
annexin-V/PI and the percentages of apoptotic cells were then 
analyzed using flow cytometric analysis. The data shown are means 
of two independent experiments. 

2.Caki-1세포의 형태에 미치는 EESB의 영향

  EESB 처리에 의한 Caki-1 세포의 생존율 감소 현

상이 암세포의 형태에 어떠한 영향을 미치는지를 확인

하기 위하여 다양한 농도 범위로 EESB를 48시간 동

안 처리한 후 형태 변화를 관찰하였다. Fig. 1B에서 

볼 수 있듯이 EESB 0.2 mg/ml 농도까지는 큰 형태

적인 변화가 관찰되지 않았지만 0.4 mg/ml 농도에서

부터 전체적인 세포의 밀도가 감소하였고 apoptosis 

유발 시 특이하게 관찰되는 membrane blebbing 현상

이 나타나기 시작하였다. 또한 세포질 응축 현상과 함

께 세포의 모양이 길어지면서 돌기와 같은 형태가 분

지를 이루기 시작하였고 부착 능력 상실에 따른 부유 

세포의 증가와 함께 배양 접시에 부착된 세포들도 심

한 형태적 변이가 나타났다. 

3.EESB처리에 의한 Caki-1세포의 G2/M arrest유발

  이상에서 관찰된 EESB에 의한 Caki-1 세포의 생존

율 억제효과가 세포주기 진행에 어떠한 영향을 미치는 

지를 확인하기 위해 flow cytometer를 이용한 세포주기 

분포도의 변화를 조사하였다. Table 2에 나타낸 것처럼, 

EESB의 처리 농도가 증가 할수록 G2/M기에 해당되는 

세포의 빈도가 꾸준히 증가하였으며, 상대적으로 G1기

에 해당되는 세포의 빈도는 점차 감소되었다. 이는 

EESB에 의한 Caki-1 세포의 생존율 감소가 G2/M 세

포주기 억제를 통해 이루어짐을 의미하는 결과이다. 

Table 2. Induction of G2/M arrest by EESB in Caki-1 cells. 
Cells were treated with different concentrations of EESB for 48 
h. The cells were stained with PI and analyzed by flow 
cytometry. The results are expressed as the percentage of cell 
distribution at each phase

EESB
(mg/ml)

% ofcells(%)

G1 S G2/M

0 77.08 9.44 13.48

0.2 76.30 7.72 15.98

0.4 68.12 6.54 25.34

0.6 58.04 7.66 34.30

0.8 40.64 8.16 51.20

4.EESB처리에 의한 Caki-1세포의 apoptosis유발

  EESB에 의한 Caki-1 세포의 G2/M arrest를 통한 

생존율 감소가 apoptosis 유발과 연관성이 있는지를 

조사하기 위하여, Annexin V 염색을 통한 apoptosis

가 일어난 세포의 빈도를 정량화하였다. Fig. 1C의 결

과에서 알 수 있듯이 EESB 처리 농도의 증가에 따라 

apoptosis 유발 빈도의 유의적인 증가를 확인할 수 있

었다. 이상의 결과는 EESB에 의한 Caki-1 세포의 

G2/M arrest를 동반한 생존율 감소는 apoptosis 유발

과 연관되었음을 의미하는 것이다.

5.Caki-1세포의 G2/M기 조절 단백질의 발현에

미치는 EESB의 영향

  이상에서 관찰된 EESB 처리에 의한 G2/M arrest 

유발에 관련된 기전을 해석하기 위하여 G2/M기를 중
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심으로 한 주요 세포주기 조절인자들의 mRNA 및 단

백질 발현 변화를 조사하였다. Fig. 2에 나타낸 바와 

같이 EESB이 처리된 배지에서 배양된 Caki-1 세포에

서 세포주기 양성조절 인자인 cyclin A의 mRNA 및 

단백질의 발현이 현저하게 감소되었지만, cyclin B1 또

는 cyclin 단백질들과 결합하여 세포주기에 조절에 중

요한 역할을 하는 Cdks인 Cdc2 및 Cdk2의 발현에는 

전사 및 번역 수준에서 큰 차이가 관찰되지 않았다. 

Figure 2. Effects of EESB on the levels of G2/M-associated cyclins 
and Cdks in Caki-1 cells. (A) After treatment with various 
concentrations of EESB for 48 h, total RNA was isolated, and 
RT-PCR was performed using the indicated primers. respectively. 
(B) The total cell lysates were prepared and separated by 
electrophoresis on SDS-polyacrylamide gels. Western blotting was 
then performed using the indicated antibodies and ECL solution. 
GAPDH and actin were used as the internal controls for the 
RT-PCR and Western blot assay. 

6.Caki-1세포에서 EESB처리에 의한 p53및 p21

의 발현 증가

  다음은 cyclin/Cdks 복합체와의 결합을 통한 cyclin/Cdks 

활성 억제인자이면서 광범위한 세포주기 진행의 음성조

절인자에 해당되는 p21(WAF1/CIP1) 및 p27(Kip1)의 

발현과 p21의 조절인자로 알려진 종양억제 유전자 p53

의 발현에 미치는 EESB의 영향을 조사하였다. Fig. 3

에 나타낸 바와 같이, EESB 처리에 따라 p27의 발현은 

큰 변화가 없었으나 p53 및 p21의 발현이 EESB 처리 

농도 의존적으로 증가되었다. 

     

Figure 3. Induction of p53 and p21 by EESB in Caki-1 cells. (A) 
After treatment with various concentrations of EESB for 48 h, total 
RNA was isolated, and RT-PCR was performed using the indicated 
primers. respectively. (B) The total cell lysates were prepared and 
separated by electrophoresis on SDS-polyacrylamide gels. Western 
blotting was then performed using the indicated antibodies and ECL 
solution. GAPDH and actin were used as the internal controls for the 
RT-PCR and Western blot assay. 

7.Caki-1세포에서 EESB에 의한 p21과 Cdks와의

결합력 증가

  이상에서 관찰된 EESB 처리에 의하여 증가된 p21의 역

할을 조사하기 위하여 co-immunoprecipitation 반응을 

수행하였다. 이를 위하여 500 μg/ml의 EESB이 처리된 

세포에서 분리된 단백질을 이용하여 p21과 Cdc2 및 Cdk2 

단백질과의 결합 여부를 조사하였다. Fig. 4에 나타낸 바

와 같이, EESB의 처리에 의하여 증가된 p21 단백질과 

Cdc2 및 Cdk2과의 결합이 매우 증가되었음을 확인하였다. 

Figure 4. Increased association of p21 with Cdks by EESB in Caki-1 
cells. After treatment with the indicated concentrations of EESB for 48 
h, total cell lysates (500 μg) were prepared and immunoprecipitated with 
anti-Cdc2 (A) or anti-Cdk2 (B) antibody, separated on 12% SDS- 
polyacrylamide gels, and transferred onto nitrocellulose membranes. 
Western blots were probed with anti-p21, anti-Cdc2 and anti-Cdk2 
antibodies and an ECL detection system. IP, immunoprecipitation.
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Ⅳ.고 찰

  비록 황금 추출물 또는 구성 성분들이 다양한 in 

vitro 및 in vivo 실험계에서 항산화 작용, 염증 반응

의 억제, 암세포에서의 apoptosis 유발, 암세포 전이 

억제 등을 통하여 항암활성을 가진다고 보고된 바 있

으나, 세포주기 조절 측면에서의 연구는 상대적으로 

미비한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 Caki-1 세포 

모델에서 EESB에 의한 Caki-1 세포의 생존율 저하와 

세포주기 진행 차단과의 연계성을 위주로 조사하였다.

  G1, S, G2 및 M기로 나누어지는 진핵세포에서의 

세포주기 진행은 다양한 Cdks의 활성과 비활성의 연

속적 조절에 의하여 이루어진다. 양성조절인자인  

Cdks의 활성은 세포주기 진행 동안 세포주기 특이적 

cyclin 및 음성조절자로 알려진 Cdk inhibitor 들과의 

복합체 형성을 통하여 조절되며, 이 과정에는 다양한 

종양유전자 및 종양억제유전자 들의 활성이 관여한다
22,24). 예를 들면, 세포가 G1기로 접어들면 D-type 

cyclin의 발현이 증가되어 Cdk4 및 Cdk6와 복합체를 

형성하면서 G1기의 개시 및 진행을 담당하며, G1기 

후반에는 cyclin E와 Cdk2가 복합체를 형성하여 S기

로의 진입에 관여한다25,26). Cyclin A는 G1기 후반에 

발현이 증가하여 Cdk2와 결합함으로서 S기와 G2기의 

조절에 관여하며, B-type cyclin의 경우에는 Cdc2와 

결합하여 G2기와 M기의 조절에 관여하는 것으로 알

려져 있다24,27). 또한 Cdk inhibitor는 p21, p27 및 

p57과 같은 CIP/KIP family와 p15, p16 및 p18과 같

은 INK4 family로 나누어지며, 이러한 Cdk 

inhibitors는 Cdks와 결합하여 cyclins와 Cdks의 복

합체 형성을 억제함으로서 세포주기 진행을 억제하는 

것으로 알려져 있다28,29). 특히 DNA 손상에 의한 종양

억제유전자 p53에 의하여 조절 받는 p21의 경우에는 

세포주기 전체에 걸쳐서 작용하는 것으로 알려져 왔으

나 최근 연구에 의하면 p53 비의존적인 p21의 조절에 

의하여 암세포의 성장 억제나 분화 유도에 관여하기도 

한다1,30).

  본 연구를 통하여 얻어진 결과에 의하면, EESB은 

Caki-1 세포에서 G2/M arrest를 유발하였으며, 이는 

apoptosis 유발과 연관성이 있었음을 알 수 있었다. 

EESB 처리에 의한 apoptosis의 유발은 annexin V의 

염색을 통한 정량화 등을 통하여 확인하였다. 특히 세

포주기의 G2/M기는 G1기와 함께 세포주기 진행에 중

요한 check point로서 세포분열이 시작되기 전 DNA 

손상에 대한 복구를 시행하여 세포증식과 분열에 대한 

문제를 해결하는 시기이다27,31,32). 또한 G2기에서 M기

로의 전이에는 cyclin A 및 cyclin B의 발현 증가와 연

관된 Cdk2 및 Cdc2의 인산화/탈인산화가 요구되는데, 

Cdc2의 인산화는 Cdc25C의 탈인산화 과정과 Wee1의 

인산화를 통하여 조절된다27,33). 본 연구의 결과에 의하

면 EESB은 Caki-1 세포에서 cyclin A의 발현을 처리 

농도 의존적으로 억제하였지만, cyclin B1 또는 Cdk2

와 Cdc2의 발현에는 큰 변화가 관찰되지 않았다. 

  따라서 EESB에 의한 Caki-1 세포의 G2/M arrest

에는 cyclin B1과 Cdks의 발현 억제보다 Cdk 

inhibitor에 의한 조절 가능성이 높을 것으로 기대되

어, 대표적인 세포주기 진행 억제자에 해당되는 p21 

및 p27의 발현을 조사한 결과, EESB 처리에 따른 두 

유전자의 발현이 mRNA 및 단백질 수준에서 현저히 

증가하였음을 관찰하였다. 또한 EESB에 의하여 발현

이 증가된 p21 단백질은 Cdc2 및 Cdk2와 복합체를 

형성하고 있음을 확인하였으며, 이는 p21의 발현 증가

에 따른 Cdc2 및 Cdk2의 kinase 활성이 억제되었음

을 보여주는 결과이다. 그리고 EESB가 처리된 배지에

서 배양된 Caki-1 세포에서 p21의 전사활성 증가가 

p53 의존적인지의 여부에 대한 추가적인 연구가 필요

하지만, EESB 처리에 따른 p53의 발현 증가는 아마도 

p21의 전사 활성 촉진에 관여하였을 것으로 기대된다. 

Ⅴ.결 론

  Caki-1 인체 신장암 세포의 증식에 미치는 EESB의 

영향을 조사한 결과, EESB의 처리 농도 증가에 따라 

에 의한 Caki-1 세포의 생존율이 유의적으로 억제되었

으며, 이는 apoptosis의 유도와 세포주기 G2/M기 

arrest 현상과 연관성이 있었다. EESB에 의한 G2/M

기 arrest는 cyclin A의 전사 및 번역 수준에서의 발

현 억제를 동반하였으나 cyclin B1과 Cdc2 및 Cdk2의 

변화는 관찰되지 않았다. 또한 EESB는 종양억제 유전

자인 p53과 Cdk inhibitor인 p21의 mRNA와 단백질

의 발현을 증가시켰으며, EESB에 의하여 증가된 p21 

단백질은 Cdc2 및 Cdk2와의 결합력을 증가시켰다. 이

상의 결과에서 EESB 처리에 의한 Caki-1 세포의의 

증식 억제는 세포주기 교란과 관련이 있음을 확인할 
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수 있었으나 관련 유전자들의 kinase 활성도 검사 등

을 통한 후속적인 연구가 진행되어야 할 것이다.
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