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국문요약

구강암종 세포주에서 은행잎 추출물(EGb 761)의

세포고사 효과

  은행잎 추출물인 EGb 761은 세포증식 억제효과를 보여 대장암과 

전립선암에 대한 암예방제로 사용되고 있다. 구강암은 적절한 치료 

후에도 이차 원발암이나 재발이 많아 예후가 좋지 않은 암이다. 이에 

EGb 761이 구강암종 세포주에 대해 세포증식 억제와 세포고사를 유

도하는 가를 보고 이의 기전을 알아보고자 하였다. 

  사람 구후삼각에서 기원한 SCC 1483 구강암종 세포주를 이용하여 

50%이상의 세포증식 억제를 보이는 EGb 761의 최소농도(IC50)를 세

포증식 분석으로 알아보았다. 이 농도를 이용하여 투여시간별 세포고

사 여부를 유세포 측정분석법으로 실험하였고, 세포고사 확인을 위하

여 DNA ladder 분석과 PARP에 대한 Western blot 분석을 하였다. 

PARP 분할에 caspase cascade가 관여하므로 caspase 억제제

(z-VAD-fmk)를 이용하여 EGb 761에 의한 세포고사의 억제를 관찰

하였다. 

  EGb 761은 SCC 1483 세포에 대해 250 μg/ml의 용량에서부터 50% 

이상의 세포증식 억제를 보였다. 이 용량으로 24시간동안 투여한 경

우 약 2.6배의 세포고사가 관찰되었고 시간에 따라 세포고사는 증가

하였다. EGb 761을 250 μg/ml의 용량으로 24시간 동안 투여한 경우 

DNA 조각화와 PARP 단백의 분할이 관찰되었다. z-VAD-fmk를 

EGb 761과 같이 투여한 경우 EGb 761에 의한 세포고사가 억제되었

고 PARP 단백의 분할이 일어나지 않음을 알 수 있었다. 

  이상의 결과로 은행잎 추출물인 EGb 761이 구강암종 세포주에 대

해 세포증식 억제와 세포고사를 보이며 이러한 세포고사에는 caspase 
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cascade가 관여함을 알 수 있었다. 이러한 결과를 토대로 EGb 761이 

구강암에 대하여 암예방제로서 사용될 가능성이 있다고 생각하였고 

향후 임상적 이용을 위한 실험과 기전에 대한 추가연구 등이 필요하

다고 본다.

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

핵심되는 말 : 은행잎 추출물, 구강암, 세포고사, caspase cascade 
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구강암종 세포주에서 은행잎 추출물(EGb 761)의 

세포고사 효과

<지도교수 김 경 수>

연세대학교 대학원 의학과

이  광  현

Ⅰ. 서   론

  은행은 동양의학에서 수천년간 약제로 사용되어 왔으며 특히 심장

과 폐 질환의 치료제로서 이용되었다.
1
 이러한 은행이 서양의학에서 

관심을 끌게 된 것은 1965년 Dr Willmar Schwabe가 은행잎 추출물

을 이용하여 순환장애, 뇌혈관 질환 등의 치료에 효과를 보았다고 발

표한 것을 시발점으로 하여, 이후 은행잎 추출물(Ginkgo biloba 

extract)은 식품첨가물의 범주를 넘어 약제로 개발되어 현재 30개국 

이상의 나라에서 다양한 이름의 약제로 판매되고 있다.
2

  은행잎 추출물중 EGb 761이라 명명된 물질은 아세톤과 물을 이용

한 추출과정, 지방 친화성분의 제거, 활성물질 강화, 폴리페놀 성분 제

거 등의 복잡한 추출과정을 거쳐 만들어진다. 이 추출물의 주요성분

은 flavonoid 성분과 비 flavonoid 성분으로 크게 구분되며, 상세성분

은 약 24%의 flavonoid glycoside, 6%의 terpene trilactone 

(diterpenoid 성분인 ginkgolide와 sesquiterpene 성분인 bilobalide), 

7%의 proanthocyanidin, 소량의 저분자 유기산 등으로 구성된다.
3

  EGb 761의 작용에 대해서 뇌 및 말초혈관 혈류량 저하, 감각신경 

질환, 기억력 및 인지능 저하 등의 질환에 대해 광범위하게 연구되었

는데 이런 질환들에 대한 약리작용은 EGb 761 구성성분의 독립작용

이 아닌 복합작용으로 알려져 있다.
2
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  최근 연구에 의하면 EGb 761은 세포증식 억제 효과를 보이는데, 세

포증식 억제는 항산화 기능, 신생혈관 억제기능, 세포 독작용, 유전자 

조절기능 등의 기능이 독자적으로 또는 복합적으로 이루어져 억제 효

과를 보인다고 한다.
3
 항산화 기능은 스트레스나 방사선, 화공약품, 약

물, 노화 등에 의한 발암기전시 생성되는 자유기(free radical) 및 관련

된 반응성 산소류(reactive oxygen species)를 직접적으로 제거하는 

기능으로 증식이 억제된다.
4-7
 또한 항산화효소인 HO-1, SOD, GPx 

등의 발현을 증가시켜 세포증식을 억제하며,
8-10
 발암기전으로 여겨지

는 COX-2 및 iNOS의 증가에 대해 이를 억제하는 작용으로도 증식이 

억제된다.
11,12
 다른 기전으로 DNA topoisomerase I과 II를 억제하여 

DNA 손상을 감소시키며,
13
 암생성시 증가되는 신생혈관에 대한 억제

기능
14
 등의 여러 기전으로 세포증식을 억제하게 된다.

  현재 암 치료에 있어 수술 치료 외에 방사선 치료나 항암제와의 복

합 치료요법이 개발되어 좋은 성적을 내고 있으나 구강암의 경우 아

직까지 사망률이 높은 실정이다. 이런 높은 사망률을 보이는 이유로

는 진단시 주변 조직으로 파급된 진행암인 경우가 많아 예후가 불량

하고, 근치적 수술 이후라도 재발이나 이차 원발암(second primary 

cancer)이 이비인후과 영역의 다른 암 (후두암, 상악동암)보다 상대적

으로 많아 예후가 좋지 않다.
15
 구강암의 이러한 속성상 구강암에 대

한 근치적 수술, 방사선 치료, 항암제 치료 등의 복합요법 후에 암을 

억제할 수 있는 화학적 암억제제 또는 암예방제(chemopreventive 

agents)의 투여가 구강암 환자의 생존율을 높이는데 중요한 역할을 

하게 된다.
16

  그러므로 구강암 치료에 있어 효과적이고 안정적인 암예방제의 개

발이 시급한 실정이다. 은행잎 추출물인 EGb 761의 경우 경험의학이

나 현대의학에서 많이 사용되고 있어 안정성 면에서 만족할 만하고 

최근 연구에 의하면  대장암이나 전립선암의 경우 암예방제로 사용되

어 좋은 효과를 보인다.
11,13
 그러나 EGb 761이 구강암에 대해서 암예

방제로서의 가치에 관한 연구가 미흡한 실정이다.

  이에 본 연구의 목적으로 EGb 761이 구강암종 세포주인 SCC 1483 

세포에 대해 성장 억제작용이 있는 가를 알아보고 성장 억제가 세포
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고사에 의한 가를 관찰하며 이 세포고사가 어떤 기전으로 일어나는 

가를 알고자 하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 구강암종 세포주 배양 및 세포증식 분석

  사람 구후삼각(retromolar trigone)의 구강암에서 기원한 SCC 1483 

구강암종 세포주(a generous gift from Dr. Shah JP, Memorial 

Sloan-Kettering Cancer Center, New York, New York, USA)를 

MEM (minimum essential medium)과 10% fetal bovine serum, 2 

mM L-glutamine, penicillin (50 μg/ml), streptomycin (50 μg/ml) 등

으로 조성된 배지에서 배양하였다.

  SCC 1483 세포를 well당 2000개씩 분주하여 96 well plate에서 16

시간 동안 배양한 다음 무혈장 상태에서 0, 50, 100, 200, 250, 500 μ

g/ml 등의 EGb 761(a generous gift from Yuyu Co., Seoul, Korea)

을 48시간 동안 투여한 후 세포증식 분석(CellTiter 96 AQueous One 

Solution cell proliferation assay: Promega, Madison, WI, USA)을 시

행하였다. 방법으로 kit에 포함된 tetrazolium 합성물 2 ml와 

phenazine ethosulfate 100 μl를 섞은 후 well당 20 μl의 혼합용액을 

첨가하였다. 이후 1시간 동안 5% CO2, 37℃의 조건하에 96 well plate

를 배양한 후 spectrophotometer (490 nm 파장)로 optical density 

(O.D.)를 측정하였다.

2. 유세포 측정분석과 DNA ladder 분석

  6 well plate의 각 well에 5x10
5
의 SCC 1483 세포를 분주한 후 배

양하여 세포가 50-60% 정도 합류를 이루었을 때 이전 실험에서 결정

된 농도인 250 μg/ml의 EGb 761을 24시간 및 48시간동안 처치한 다

음 부유세포 및 plate에 붙어있는 세포를 채취하였다. 이후 인산 완충

용액(phosphate buffered saline)로 세포를 세척한 다음 TACS 

Annexin V-FITC kit (Trevigen Inc., Gaithersburg, MD, USA)를 이

용하여 제조사의 프로토콜에 따라 propidium iodide (PI)으로 핵을 염

색하고, FITC-Annexin V를 고사된 세포에 결합시켰다. 이후 Becton 
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Dickinson FACSVantage SE (San Diego, CA, USA)를 이용하여 

10,000개의 세포에 대해 flow cytometry를 시행한 다음, 결과상 그래

프의 우상방(Annexin V 양성과 PI 양성)과 우하방(Annexin V 양성

과 PI 음성)의 세포수를 계측하였다. 이 수치를 전체 세포로 나누어 

이를 백분율로 구하여 세포고사로 정하였다. 대조군으로 EGb 761을 

처치하지 않은 세포에 대하여 동일한 방법으로 0, 24, 48시간에 대해 

실험을 하여 세포고사를 측정하였다. 통계 검증은 Mann-Whitney 

test를 이용하여 유의수준은 p<0.05를 유의한 것으로 하였다.

  DNA 조각화 여부는 세포를 위와 같은 방법으로 배양한 다음 EGb 

761 250 μg/ml을 24시간 동안 투여한 세포 및 투여하지 않은 세포군

으로 구분하였다. 이후 각 군에 대해 부유세포 및 부착세포를 모두 

채취하여 용해 완충액 (100 mM Tris-HCl pH7.4, 5 mM EDTA, 

0.2% SDS, 200 mM NaCl)으로 세포를 용해하였다. 용해된 세포를 

phenol, chloroform, isopropanol 등을 이용하여 genomic DNA를 얻어 

2% agarose gel에 120 V로 1시간 동안 전기영동하여 DNA 조각화 

여부를 관찰하였다.

3. Western blot 분석

  여러 조건으로 배양된 세포를 radioimmunoprecipitation assay 

buffer (1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS)을 이용하

여 cell lysate를 만든 다음, 단백질의 양을 bovine serum albumin을 

이용한 bicinchonic acid protein assay로 측정한 후 단백질 30 μg씩을 

각 lane에 넣어 전기영동하였다.

  전기영동은 6% SDS-polyacrylamide gel을 이용하였고 전기영동 후 

nitrocellulose membrane에 전이시킨 다음 이 막을 TBST로 희석한 

10% non-fat dry milk로 4℃에서 12시간 반응시킨 후 poly 

(ADP-ribose) polymerase (PARP) 항체 (Cell Signaling Technology 

Inc., Beverly, MA, USA)(1:1000 농도)로 4 ℃에서 밤새 반응시켰다. 

이후 TBST로 세척한 다음  horseredish peroxidase가 접합된 이차항

체로 1시간 동안 처치한 다음 세척하였다. 이후 enhanced 
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chemiluminescence (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, 

USA)와 autoradiography를 이용하여 밴드를 관찰하였다.

4. Caspase cascade 억제 실험 

  세포가 50-60% 정도 합류를 이루었을 때 250 μg/ml의 농도로 EGb 

761을 24시간 동안 투여한 군, EGb 761과 caspase cascade 억제제인 

10 μM의 benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluoromethyl ketone 

(z-VAD-fmk) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)를 함께 

투여한 군, 아무 처치도 하지 않은 대조군 등의 세 군으로 구분하여 

부유세포 및 plate에 붙어있는 세포를 채취하였다. 이후 유세포 측정

분석과 PARP 항체로 Western blot 분석을 하여 세포고사를 관찰하

였다.
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Ⅲ. 결   과

1. EGb 761 농도에 따른 SCC 1483 세포의 증식 억제

  SCC 1483 세포에 대해 0, 50, 100, 200, 250, 500 μg/ml 등의 EGb 

761을 48시간 동안 투여한 다음 세포증식 분석을 시행하였다. 

Spectrophotometer로 측정한 O.D.는 대조군 1.12±0.16, 50 μg/ml의 경

우 1.03±0.09, 100 μg/ml는 0.94±0.14, 200 μg/ml의 경우 0.88±0.21, 

250 μg/ml는 0.54±0.07, 500 μg/ml는 0.45±0.06 등이었다. 세포증식 억

제율을 알기 위해 {1-(각 투여군의 평균 O.D./대조군의 평균 O.D.)}X 

100의 공식으로 백분율을 구하였다. 50, 100, 200, 250, 500 μg/ml 투

여군 각각의 평균 세포증식 억제율은 8%, 16%, 21%, 52%, 60%로 

250 μg/ml의 EGb 761부터 50% 이상의 증식 억제를 보였다(Table 1).

Table 1. Inhibition of SCC 1483 cells proliferation according 

to the concentrations of EGb 761.

2. EGb 761 투여 시간에 따른 SCC 1483 세포의 세포고사

  SCC 1483 세포에 대해 250 μg/ml의 EGb 761을 24시간, 48시간 동

안 투여한 후 유세포 측정분석을 이용하여 세포고사를 측정하였다. 

결과로 EGb 761 투여하지 않은 경우 투여 전(0시간)에 세포고사된 

세포의 백분율은 8.6±1.2%, 24시간에는 9.7±1.1%, 48시간은 10.6±1.5%

로 대조군 각 시간대에서는 상호간에 유의한 차이를 보이지 않았다. 

EGb 761 (μg/ml)  Inhibition (mean %)

50 8

100 16

200 21

250 52

500 60
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EGb 761을 24시간 동안 투여한 경우 세포고사가 25.7±2.0%, 48시간

은 31.6±0.8%였다. 이러한 결과로 EGb 761을 250 μg/ml의 농도로 24

시간 동안 투여한 경우 대조군에 비해 약 2.6배, 48시간 동안 투여한 

경우는 약 3배의 세포고사가 발생하였으며 통계적으로 유의한 차이를 

보였다(p<0.05)(Fig. 1).

0 hour 24 hous 48 hours0 hour 24 hous 48 hours

Fig. 1. Apoptosis of SCC 1483 cells by EGb 761 according to 

the treatment time. SCC 1483 cells were incubated with 250 μ

g/ml EGb 761 for 24 and 48 hours and flow cytometry using 

Annexin V-FITC was performed. Compared with control (0 hour), 

the apoptotic cells of 24 hours incubation show approximately 

2.6-fold increase and those of 48 hours incubation show 

approximately 3.1-fold increase.

3. EGb 761에 의한 SCC 1483 세포의 세포고사 확인

  EGb 761을 250 μg/ml의 농도로 24시간 동안 투여한 SCC 1483 세

포에 대해 DNA를 추출하여 전기영동한 결과 DNA의 조각화가 관찰

되어 EGb 761에 의한 SCC 1483 세포의 세포고사를 확인하였다(Fig. 

2A).

  또한 EGb 761에 의한 SCC 1483 세포의 세포고사를 확인하는 다른 
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방법으로 PARP의 분할 여부를 보고자 Western blot 분석을 시행하

였다. 결과상 대조군에서는 약 116 kDa 크기의 PARP가 관찰되었고, 

EGb 761을 투여한 경우 116 kDa의 밴드와 89 kDa의 밴드가 관찰되

어 PARP의 분할이 일어남을 알 수 있었다(Fig. 2B).

Fig. 2  A.

                  

M – +M – +

 

        B.

         

–
— 116 kDa
— 89 kDa

+EG b –
— 116 kDa
— 89 kDa

+EG b

Fig. 2. A. DNA fragmentation of SCC 1483 cells by EGb 761. 

SCC 1483 cells were incubated with 250 μg/ml EGb 761 for 24 

hours. Afterward, genomic DNA was extracted and the 

electrophoresis was done. Compared with control (-), genomic 

DNA of EGb 761-added cells (+) show the fragmented ladder 

pattern.  B. Cleavage of PARP by EGb 761. SCC 1483 cells 

were incubated with 250 μg/ml EGb 761 for 24 hours and the cell 

lysate was made, and Western blot analysis with anti-PARP 

antibody was performed. Compared with control (-), the cells 
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treated with EGb 761 (+) show the cleavage of PARP as 116 kDa 

and 89 kDa.

4. Caspase 억제제에 의한 세포고사 억제

  PARP 분할에 caspase cascade가 관여하므로 caspase 억제제인 

z-VAD-fmk를 투여하여 EGb 761에 의한 SCC 1483 세포의 세포고사

가 억제되는 가를 보고자 하였다. SCC 1483 세포에 대해 250 μg/ml

의 EGb 761을 24시간 동안 투여한 후 유세포 측정분석을 이용하여 

세포고사를 측정하였다. 결과상 EGb 761과 z-VAD-fmk 모두를 투여

하지 않은 대조군의 경우 세포고사가 8.7±1.3%에서 발생하였고, EGb 

761만을 투여한 경우 20.0±2.1%, EGb 761과 z-VAD-fmk를 같이 투

여한 경우는 10.5±1.6%의 세포고사가 각각 관찰되었다. 이러한 결과

로 caspase 억제제를 투여한 경우 유의하게 EGb 761에 의한 세포고

사가 억제됨을 알 수 있었다(p<0.05)(Table 2).

  또한 EGb 761에 의한 PARP 분할이 caspase 억제제에 의해 정상화

되는 가를 확인하기 위해 Western blot 분석을 시행한 결과 EGb 761

에 의해 관찰되던 약 89 kDa의 밴드가 z-VAD-fmk와 EGb 761을 같

이 투여할 경우 관찰되지 않고 분할되지 않은 116 kDa의 밴드만 관

찰되었다(Fig. 3).

  이러한 결과로 SCC 1483 세포에 대한 EGb 761의 세고고사 작용에

는 caspase cascade가 관여함을 알 수 있었다.

Table 2. Inhibition of apoptosis of SCC 1483 cells by 

co-treatment of EGb 761 and z-VAD-fmk.

 value : mean±S.D.

Apoptosis (%)

Control 8.7±1.3 

EGb only 20.0±2.0

EGb + z-VAD-fmk 10.5±1.6
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— 1 1 6  k D a
— 8 9  k D a

– E G b                

E G b

+  z -V A D - fm k              
— 1 1 6  k D a
— 8 9  k D a

– E G b                
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+  z -V A D - fm k              

Fig. 3. Inhibition of cleavage of PARP by z-VAD-fmk. SCC 

1483 cells were incubated with 250 μg/ml EGb 761 and were 

co-incubated with 250 μg/ml EGb 761 and 10 μM z-VAD-fmk for 

24 hours. After then, the cell lysates were made and Western blot 

analysis with anti-PARP antibody was performed. Compared with 

control (-), the cells treated only with EGb 761 (EGb) show the 

cleavage of PARP as 116 kDa and 89 kDa. However, the cells 

treated both with EGb 761 and z-VAD-fmk (EGb + z-VAD-fmk) 

show uncleaved PARP as 116 kDa.
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Ⅳ. 고   찰

  식물 추출물을 이용한 암 예방 치료제로서 효과가 있는 것으로 알

려진 물질로 인삼 사포닌, 마늘에서 추출한 알리신 성분, Rhizoma 

zedoariae에서 추출한 elemene, 은행잎에서 추출한 EGb 761 등이 있

다.
17
 이중 EGb 761은 임상적으로 췌장암과 대장암에 효과가 있는 것

으로 밝혀져 있고,
18,19
 체르노빌 핵발전소 사고로 인한 염색체이상 유

발성(clastogenic activity)을 감소시킨다고 한다.
20

  본 연구결과에서 은행잎 추출물인 EGb 761은 SCC 1483 구강암종 

세포주에 대해 250 μg/ml의 용량에서부터 50% 이상의 세포증식 억제

를 보였고 용량에 따라 증식 억제가 증가하였다. 사람 유방암종 세포

주인 MDA-231 세포주에 대해 EGb 761의 성분중 proanthocyanidin

를 제거한 IPS 200과 terpenoid 성분중 하나인 ginkgolide B 등을 투

여한 연구결과상 투여 용량 및 시간 증가에 따라 세포 증식을 억제하

여 본 연구결과와 일치하는 결과를 보였다.
21
 EGb 761이나 그 구성성

분에 의해 세포증식이 억제되는 다른 예로, 대장암 세포주에서 

quercetin과 kaempferol과 같은 flavonoid 성분이 암치료에 유효하며,
11
 

전립선암에 대해서는 kaempferol이 암 발생 위험도를 감소시키고,
13
 

flavonoid glycoside의 하나인 rutin은 aflatoxin B1과 

N-nitrosodimethylamine에 의한 간암을 억제한다고 한다.
22

  EGb 761이 세포증식에 미치는 영향에 대한 연구들
8,9,23
에서 사용된 

용량은 100 μg/ml-500 μg/ml으로 본 연구결과에서 유효한 것으로 나

타난 250 μg/ml은 이 범주에 포함되는 용량이다. 또한 백서에 대한 

연구에서 EGb 761을 구강으로 투여할 경우 급성 독성을 나타내는 

LD50은 7.73 g/kg였고, 쥐와 백서에게 정맥내로 주사할 경우 LD50은 

1.1 g/kg였으며, 복강내로 주사할 경우 LD50은 백서에서 1.9 g/kg, 쥐

에서는 2.1 g/kg였다.
24
 사람 몸무게 중 혈장은 4.4%를 차지하며 체중

이 70 kg인 경우를 예로 들면 44 ml/kg의 혈장을 지니게 된다. 이를 

토대로 250 μg/ml를 환산하면 11 mg/kg을 혈액내로 투여한 것이므로 

백서나 쥐에서 정맥내 투여량과 비교시 약 1/100의 양으로 매우 안전

하다 하겠다.
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  임상적으로 EGb 761은 급성 독작용보다 장기간 복용으로 유발되는 

만성 독작용이 더욱 중요하다. 쥐와 개에 대해 매일 400-500 mg/kg

의 용량으로 26-27주 동안 투여시 장기에 부작용이 보이지 않았고 간

과 신장에도 부작용이 관찰되지 않았다.
25
 본 연구에 사용된 250 μ

g/ml을 체중 70 kg를 기준으로 환산하면 투여량이 11 mg/kg이므로, 

EGb 761을 장기간 복용시 신경계, 선조직과 눈 등에 최대 20배 정도

가 축척된다는 보고
25
를 감안할 경우 최대 220 mg/kg의 용량이 정맥

내로 투여된 것과 같으므로 동물실험에서의 결과와 비교시 장기간 투

여에도 안전한 용량이라고 생각한다.

  EGb 761은 여러 성분이 복합되어 있는 복합제이므로 불필요한 성

분을 줄여 투여 용량을 줄이고 최소한의 성분 투여에 의해 부작용을 

극소화 시킬 수 있는 방법으로 성분별 투여가 있다. 성분별 투여의 

예로 MDA-231 세포주에 대해 IPS 200은 2-200 μg/ml, ginkgolide B

는 0.2-20 μg/ml의 농도에서 세포증식을 억제하여 본 연구에서 사용

된 250 μg/ml보다 낮은 농도에서 세포증식이 억제되었다.
21
 이러한 결

과에서 나타나듯이 약제에 대한 각 세포의 감수성을 감안하더라도 성

분별 투여가 장점을 보이므로 향후 성분별 투여에 의한 세포증식 억

제에 대한 연구가 필요하리라 본다.

  세포고사(apoptosis)는 특정 유전자의 발현, mRNA와 단백질의 합

성, caspase와 핵산내부 가수분해효소(endonuclease)의 활성화 등이 

단계적으로 일어나는 능동적인 세포주기 특이 과정으로 DNA의 조각

화와 유세포 측정분석 등을 통해 세포고사를 확인하게 된다.
26
 연구결

과상 EGb 761을 250 μg/ml의 농도로 24시간동안 투여할 경우 약 2.6

배의 세포고사가 발생하였고 이러한 세포고사는 시간경과에 따라 증

가하였다. 또한 같은 농도로 24시간 동안 투여한 경우 DNA를 추출하

여 전기영동 한 결과 DNA 조각들의 계단상 모양이 관찰되었다. 이러

한 유세포 측정분석 결과 및 DNA의 조각화는 세포고사에 대한 표식

자로, EGb 761에 의한 세포증식 억제가 세포고사에 의해 일어남을 나

타낸다 하겠다. EGb 761에 의한 세포고사의 상위 기전(upstream 

mechanism)은 아직 확실히 밝혀지지 않은 상태로 본 연구에 이용된 

SCC 1483 세포가 cyclooxygenase-2와 암억제 유전자인 p53을 표현
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하는 세포이므로
27,28
 이들의 변화도 하나의 가능성이 될 수 있으며 향

후 이에 대한 추가연구가 필요하리라 생각한다.

  PARP는 약 116 kDa 크기의 핵단백질로 NAD+를 기질로 하여 여

러 핵단백질의 유전암호해독 후 변화(posttranslational modification)

에 작용한다. 이런 결과로 DNA에 대한 poly (ADP-ribosyl) nuclear 

protein의 결합을 억제하고, chromatin 구조의 응축을 억제하며 DNA 

복구를 가능하게 하여 유전자 안정성을 유지하게 한다. 이 단백의 분

할은 생체외 실험상 여러 ICE 유사 caspase에 의해, 생체 실험상 

caspase-3의 주된 분할 표적이 되어 분할이 발생한다.
29,30
 분할은 

Asp214와 Gly215 사이에서 일어나 N-말단 (24 kDa)과 C-말단 (89 

kDa)의 두 조각으로 나뉘게 된다. 이런 분할에 의해 PARP가 불활성

화되어 세포고사가 일어나게 된다.
31
 본 연구결과에서 PARP의 분할에 

의한 89 kDa 크기의 조각이 Western blot 분석에서 관찰되어 EGb 

761에 의한 SCC 1483 세포의 세포증식 억제는 세포고사에 의한 것임

을 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 EGb 761이나 구성성분이 백혈병 

세포와 HL-60 세포에서 PARP를 분할시켜 세포고사를 일으킨다는 

보고
32,33
와 일치하였다.

  PARP 단백은 caspase-3의 주된 표적중 하나로 이에 의해 분할이 

발생하므로,
29,30
 본 연구에서는 caspase-1과 -3에 연관된 단백 분해효

소에 대한 비특이 억제제
34
인 z-VAD-fmk를 EGb 761과 같이 투여하

여 EGb 761에 의한 세포고사의 억제 여부와 PARP 단백의 분할 억

제를 관찰하였다. z-VAD-fmk를 같이 투여하여 유세포 측정분석을 

한 결과 세포고사가 억제되어 대조군과 차이를 보이지 않았고, 

Western blot 분석 상 PARP의 분할이 일어나지 않아 EGb 761에 의

한 세포고사의 하위 기전(downstream mechanism)에 caspase 

cascade가 관여함을 알 수 있었다.

  이상의 결과로 은행잎 추출물인 EGb 761을 구강암종 세포주인 

SCC 1483 세포에 250 μg/ml의 용량으로 24시간 동안 투여시 대조군

에 비해 유의하게 세포증식 억제와 세포고사를 보이며 이러한 세포고

사에는 caspase cascade가 관여함을 알 수 있었다.
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Ⅴ. 결   론

  본 연구의 결과를 토대로 은행잎 추출물인 EGb 761이 구강암에 대

하여 암예방제로서 사용될 가능성이 있다고 생각하였고 향후 임상적 

이용을 위한 실험과 기전에 대한 추가연구 등이 필요하다고 본다.
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Abstract

Apoptotic effect of Ginkgo biloba extract (EGb 761)

in a oral squamous carcinoma cell line

Kwang-Hyeon Rhee

Department of Medicine

The Graduate School, Yonsei University 

(Directed by Professor Kyung-Su Kim)

  EGb 761, extracted from Ginkgo biloba leaves, may act as a 

chemopreventive agent for colorectal and prostate cancer. The aim 

of this study was to investigate the antiproliferative effect and 

proapoptotic effect of EGb 761 on oral cavity cancer cells.

  SCC 1483 oral cavity cancer cell line derived from a human 

retromolar trigone carcinoma was used. The concentration of EGb 

761 to reduce cell viability by more than 50% (IC50) and the 

treatment time to induce apoptosis were examined. DNA ladder 

assay and Western blot analysis with anti-PARP antibody for the 

confirmation of apoptosis were used. Caspase inhibitor 

(z-VAD-fmk) was used to investigate the inhibition of apoptosis 

induced by EGb 761.

  IC50 of EGb 761 was 250 μg/ml in SCC 1483 cells. Apoptosis 

was observed after 24 hours incubation with 250 μg/ml EGb 761 

and was increased with the increment of time. DNA fragmentation 

and cleavage of PARP were noted in SCC 1483 cells, which were 

incubated in 250 μg/ml EGb 761 for 24 hours. This apoptosis and 

the cleavage of PRAP were not observed in SCC 1483 cells, 

co-incubated with EGb 761 and z-VAD-fmk.
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  These results showed that EGb 761 induces apoptosis of SCC 

1483 cells and caspase cascade is involved in this apoptosis. 

Therefore, it is strongly suggested that EGb 761 might be used as 

chemopreventive agent on oral cavity cancer and the further 

studies on this fact will be required.
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