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Naringenin, a naturally occurring citrus flavonone, is a potentially valuable candidate for cancer
chemotherapy. However, the cellular and molecular mechanisms responsible for its anticancer activity
are largely unknown. In the present study, we attempted to elucidate the mechanisms responsible for
naringenin-induced apoptosis in human leukemic U937 cells. We found that naringenin markedly in-
hibited the growth of U937 cells by decreasing cell proliferation and inducing apoptosis, which was
associated with the activation of caspases. A pan-caspase inhibitor, z-VAD-fmk, significantly inhibited
naringenin-induced U937 cell apoptosis, indicating that caspases are key regulators of apoptosis in re-
sponse to naringenin in U937 cells. Although the levels of antiapoptotic Bcl-2 and proapoptotic Bax
proteins remained unchanged in naringenin-treated U937 cells, Bcl-2 overexpression attenuated nar-
ingenin-induced apoptosis. Furthermore, combined treatment with naringenin and HA14-1, a
small-molecule Bcl-2 inhibitor, effectively increased the apoptosis through enhancement of XIAP
down-regulation, Bid cleavage, and caspase activation, suggesting that the synergistic effect was at
least partially mediated through the death receptor-mediated apoptosis pathway.
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서 론

Apoptosis는 프로그램된 세포 죽음의 한 기전으로서 개체

의 발생단계나 DNA 손상, 바이러스 감염 등에 따른 유전적

조절 하에서 일어나는 개체보존 수준에서 손상된 세포들의

제거를 위한 중요한 방어기전이다[15, 30]. 특히 종양의 자연

치유나 항암제에 의한 암세포의 죽음은 apoptosis 유발과 밀

접한 관련이 있다. Apoptosis 과정은 mitochondria 비의존적

인 extrinsic pathway와 mitochondria 의존적인 과정인 in-

trinsic pathway로 크게 구별되어지며, 이들 두 가지 pathway

는 각각 별개로 작용하기도 하지만 Bid라는 단백질에 의하여

연결되기도 한다[1, 28, 29]. Apoptosis의 조절에는 많은 유전

자들이 관여하고 있으며, 그 중 caspase라고 이름 붙여진

ICE/CED-like protease family는 apoptosis 유발에 가장 중요

한 중심 조절자로서 알려져 있다. 이들은 pro-enzyme 형태로

존재하다가 apoptosis 유도를 활성화시키는 신호에 의해 활성

화된 cysteine-related protease로 전환되어 직ㆍ간접적으로

세포 내에 존재하는 많은 표적 단백질의 분해에 관여하게 된

다[7, 10]. 또한 apoptosis 유발에는 mitochondria의 기능 이상

이 중요한 작용을 하는 것으로 알려져 있으며, 여러 가지 외부

자극에 의하여 mitochondrial membrane permeability

(MMP, Δψm)의 변화가 유발되어 mitochondria 내에 존재하

는 apoptotic molecule들이 세포질로 방출됨으로서 apoptosis

가 시작된다[20, 27]. Mitochondria 기능 이상에 관여하는

MMP 변화를 유발하는 데 있어서 Bcl-2 family가 핵심적인

역할을 하는 것으로 알려져 있는데, 특히 apoptosis 유발을

억제하는 것으로 알려진 anti-apoptotic 유전자인 Bcl-2는 대부

분의 암세포에서 과발현되어 있으며 항암제 내성의 원인이

된다고 알려져 있다[5, 16]. 따라서 Bcl-2의 발현을 조절하는

것은 암치료의 효율을 높이는 한 방법으로 유용하게 사용될

수 있다.

Flavone을 기본 구조로 가지는 flavonoid는 식물에 많이 함

유되어 있는 화합물로서 항산화작용을 할 뿐만 아니라 여러

가지 인체 질병을 예방하는 효과가 있는 것으로 알려져 있다

[3, 6]. Naringenin은 자몽이나 감귤류 과일에 많이 함유되어

있는 flavonoid계 화합물로서 CYP3A4 activity 억제, anti-oxi-

dant, anti-estrogenic, anti-inflammation, anti-proliferative 및
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anti-metastatic 효능을 가지는 것으로 알려져 있다[8, 9, 14,

17, 24]. 최근 연구에 따르면 naringenin은 hepatitis C virus

감염을 억제하며, carbon tetrachloride에 의하여 유도된 급성

nephrotoxicity를 억제하는 것으로 보고된 바 있다[12, 22]. 또

한 정상세포에는 독성을 나타내지 않으며, 인체 혈구암세포인

HL-60 세포에서 caspase-3/CPP32 활성 증가를 통하여 apop-

tosis를 유발하고, aflatoxin B1에 의하여 유도된 carcino-

genesis를 억제하는 등 여러 종류의 인체 암세포에서 apopto-

sis 유발을 통하여 암세포의 증식을 억제하는 것으로 확인된

바 있다[3, 11, 13, 25]. 그러나 항암제 내성의 가장 큰 원인

중의 하나로서 많은 종양조직에서 과발현을 보이는 Bcl-2 유전

자 연관성에 관한 정보는 매우 희박하다.

따라서 본 연구에서는 naringenin에 의한 apoptosis 유발

과정에서 Bcl-2 유전자의 역할을 확인하기 위하여 인체 혈구암

세포인 U937 세포 및 Bcl-2가 과발현된 U937/Bcl-2 세포에

미치는 apoptosis 유발 정도 및 유전자 발현을 비교 분석하여

유의적인 결과를 얻었기에 이를 보고하는 바이다.

재료 및 방법

세포배양

인체혈구암 U937 세포는 American Type Culture Collec-

tion (ATCC, Manassas, VA, USA)에서 분양 받았으며 90%의

RPMI-1640 배지(Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA), 10%

fetal bovine serum (FBS)에 2 mM glutamine, 100 U/ml pen-

icillin 및 100 μg/ml streptomycin (Gibco-BRL)이 포함된 배지

를 사용하여 5% CO2, 37°C의 조건하에서 배양하였다. Bcl-2가

과발현된 U937/Bcl-2 세포는 계명대학교 의과대학 권택규 교

수 연구실에서 분양받았으며, 0.7 μg/ml geneticin (G418 sul-

fate, Calbiochem, Cambridge, MA, USA)을 첨가하여 배양하

였다.

A trypan blue exclusion assay

Naringenin 처리에 의한 세포의 생존율을 측정하기 위하여

세포 배양용 6 well plate에 U937 세포를 1X10
5
개/ml의 개수

로 well 당 2 ml씩 분주한 다음 naringenin을 적정농도로 처리

하여 37°C, 5% CO2 조건 하에서 배양하였다. 24시간 후 배지

를 제거하고 phosphate-buffered saline (PBS)를 각 well 당

1 ml을 첨가하여 세포를 부유시킨 다음 0.5% trypan blue sol-

ution (Gibco-BRL)을 동량으로 첨가하여 2분간 처리하였다.

처리된 sample을 hemocytometer에 적용한 후 도립 현미경

(Carl Zeiss, Germany)을 이용하여 살아있는 세포의 수를 비

교하였다.

Apoptosis 유발의 정량적 분석

U937 및 U937/Bcl-2 세포에서 naringenin이 유발하는

apoptosis 정도를 정량적으로 분석하기 위하여 정상 및 nar-

ingenin이 24시간 동안 처리된 세포들을 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 iso-

thiocyanate (FITC, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 및

propidium iodide (PI, Sigma-Aldrich)를 첨가하여 암실에서

15분 동안 반응을 시켰다. 반응시킨 세포를 35-mm mesh를

이용하여 단일세포로 분리한 후 FACSCalibur (Becton

Dickinson, San Jose, CA, USA)를 적용시켜 apoptosis가 유발

된 세포(V
+
/PI

-
)의 빈도를 측정하였다.

DNA fragmentation

Apoptosis 유발의 또 다른 증거인 DNA 단편화 현상의 분

석을 위하여 준비된 세포에 850 μl의 lysis buffer [5 mM

Tris-HCl (pH 7.5), 5 mM EDTA, 0.5% Triton X-100]를 첨가하

여 상온에서 1시간 동안 lysis 시켰다. 회수된 상층액에 protei-

nase K solution (Sigma-Aldrich)을 0.5 mg/ml의 농도로 처리

하여 50°C에서 3시간 동안 반응시킨 후 phenol : chloroform

: isoamyl alcohol 혼합 용액(25 : 24 : 1, Sigma-Aldrich)을 첨가

하고 30분간 회전교반 시킨 다음 14,000 rpm에서 10분간 원심

분리하였다. 여기서 얻어진 상층액에 isopropanol (Sigma-

Aldrich)과 5 M의 NaCl를 첨가하여 4°C에서 24시간 동안 반

응시킨 후, 14,000 rpm, 4°C에서 30분간 원심 분리시켜 상층액

을 제거하고 DNA pellet을 추출하였다. DNA pellet에 RNase

A가 적당량 들어있는 TE buffer를 이용하여 녹인 후, 6X gel

loading dye (Bioneer, Daejeon, Korea)를 섞어 주었다. 마지막

으로 1.5% agarose gel을 만들어서 1시간 동안 50 V로 전기영

동 시킨 후 ethidium bromide (EtBr, Sigma-Aldrich)로 염색하

여 DNA 단편화 현상을 확인하였다.

Western blot analysis

준비된 세포에 적당량의 lysis buffer [25 mM Tris-Cl (pH

7.5), 250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% NP-40, 1 mM phenyme-

thylsulfonyl fluoride (PMSF), 5 mM dithiothreitol (DTT)]를

첨가하여 4°C에서 1시간 동안 반응시킨 후, 14,000 rpm으로

30분간 원심 분리하여 상층액에 있는 총 단백질을 분리하였

다. 상층액의 단백질 농도는 Bio-Rad 단백질 정량 시약

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)과 그 사용방법에 따라 정량 한

다음 동량의 Laemmli sample buffer (Bio-Rad)를 섞어서 sam-

ple을 만들었다. 동량의 단백질을 sodium dodecyl sulphate

(SDS)-polyacrylamide gel을 이용하여 전기영동으로 분리한

후, nitrocellulose membrane (Schleicher and Schuell, Keene,

NH, USA)으로 전이시켰다. 단백질이 전이된 membrane을

5% skim milk를 처리하여 비특이적인 단백질들에 대한

blocking을 실시하고 1차 항체를 처리하여 상온에서 2시간 이

상 또는 4°C에서 over night 시킨 다음 PBS-T로 세척하고 처리
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Fig. 1. Inhibition of cell proliferation by naringenin in human

leukemic U937 cells. Cells were seeded at a density of

2x10
5

cells/ml and then treated with the indicated con-

centrations of naringenin. After treatment for 24 hr, the

proliferation of U937 cells was evaluated with a trypan

blue exclusion assay. The results are expressed as the

mean ± SD of three independent experiments. The stat-

istical significance of the results was analyzed by a stu-

dent’s t-test (* p<0.05 vs. untreated control).

A B Fig. 2. Induction of apoptotic cell death by naringenin in U937

cells. (A) After treatment for 24 hr, the cells were

stained with FITC-conjugated Annexin-V and PI for

flow cytometry analysis. The apoptotic cells were de-

termined by counting the percentage of Annexin

V+/PI-cells and the percentage of Annexin V+/PI- cells.

The data is the mean of two different experiments. (B)

For the DNA fragmentation analysis, genomic DNA

was extracted, separated by 1.5% agarose gel electro-

phoresis, and visualized under UV light after staining

with EtBr. The marker indicates a size marker of the

DNA ladder.

된 1차 항체에 맞는 2차 항체를 사용하여 상온에서 1시간 정도

반응시켰다. 반응이 끝난 후 암실에서 enhanced chem-

iluminoesence (ECL) slution (Amersham Life Science Co.,

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

감광시켜 특정단백질의 발현 양을 분석하였다. 본 실험에 사

용된 1차 항체들(Caspase-3, -8, Bcl-2, Bax, XIAP 및 Bid)은

Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA) 및

Calbiochem (PARP 및 actin)에서 구입하였으며, 2차 항체들은

Amersham Life Science Corp.에서 구입하였다.

DAPI 염색에 의한 핵의 변화 관찰

Apoptosis가 유발되었을 경우 특이적으로 나타나는 핵의

형태적 변화를 관찰하기 위하여 준비된 세포를 37% form-

aldehyde 용액과 PBS를 1 : 9의 비율로 섞은 fixing solution을

이용하여 고정하였다. 고정된 세포를 cytospin하여 slide glass

에 부착하고 slide glass를 PBS로 2∼3회 정도 세척하고 0.2%

의 Triton X-100 (Amresco, Solon, OH, USA)을 첨가하여 상온

에서 10분간 고정한 후 2.5 μg/ml 농도의 4',6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich) 용액을 처리하여 상온

에서 15분간 염색하였다. 염색이 끝난 후 DAPI 용액을 충분하

게 세척하고 mounting solution을 처리한 후 형광 현미경(Carl

Zeiss)을 이용하여 400배의 배율로 각 농도에 따른 암세포의

핵의 형태 변화를 관찰하였다.

통계분석

모든 실험 결과는 SPSS ver. 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,

USA) 통계 프로그램을 이용하여 평균(mean)±표준편차(SD)

로 나타냈다. 각 실험군의 분석 항목별 통계의 유의성 검증은

분산분석(Analysis of Vatiance, ANOVA)을 한 후, Student

t-test와 Duncan's multiple range test를 이용하여 p＜0.05 수

준에서 검증하였다.

결 과

Naringenin에 의한 U937 세포의 증식 억제 및 apoptosis

유발

U937 세포의 증식에 미치는 naringenin의 영향을 조사한

결과, Fig. 1에 나타난 바와 같이 50 μM 처리군에서는 큰 변화

가 나타나지 않았지만 100 μM 처리군에서부터 증식억제 현상

이 나타나기 시작하여 200 μM 및 300 μM 처리군에서 약 40%

및 65%의 증식억제 효과가 있는 것으로 나타났다. Naringen-

in 처리에 의해 유발되는 증식억제가 apoptosis 유발과 직접

연관이 있는지를 확인하기 위하여 flow cytometry를 이용한

annexin V positive 세포(V
+
/PI

-
)의 빈도를 측정한 결과는 Fig.

2A에 나타낸 바와 같다. 결과에서 알 수 있듯이 정상 배지에서

자란 암세포에서의 자연적 apoptosis 유발 빈도는 약 3.57%로

매우 낮았으나 naringenin 처리농도가 증가할수록 apoptosis

가 유발된 세포의 빈도가 증가하여 300 μM 처리군에서는 약

39.87%에 해당하는 세포에서 apoptosis가 유발된 것으로 관찰

되었다. 다음으로 apoptosis 유발의 직접적인 증거에 해당하

는 DNA 단편화 여부를 agarose gel 전기영동으로 조사한 결

과, Fig. 2B에 나타난 바와 같이 naringenin을 처리하지 않았을
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Fig. 3. Caspase-dependent apoptosis by naringenin in U937 cells. (A) Cells were incubated with the indicated concentrations of

naringenin for 24 hr. Equal amounts of cell lysates were then resolved by SDS-polyacrylamide gels and transferred to

nitrocellulose membranes. The proteins were visualized using the indicated antibodies and an ECL detection system.

Actin was used as an internal control. (B) The cells grown under the same conditions as (A) were stained with FITC-

conjugated Annexin-V and PI for flow cytometry analysis. The data is the mean of two different experiments.

경우에는 DNA 단편화에 의한 DNA 단편화 현상을 관찰할

수 없었지만 naringenin 처리농도 증가에 따라 DNA 단편화

현상이 점차 증가되었음을 알 수 있었다. 이상의 결과는 nar-

ingenin에 의하여 유발되는 U937 세포의 증식억제는 apopto-

sis 유발과 밀접한 연관이 있음을 의미한다.

Naringenin에 의한 U937 세포의 caspase 의존적

apoptosis 유발

Apoptosis 유발에는 여러 종류의 유전자들이 관여하는 것

으로 알려져 있는데 이들 중 특히 caspases가 중요한 유전자로

밝혀져 있다. 따라서 naringenin 처리에 의한 apoptosis 유발

에 있어서 이들 유전자들이 어떠한 영향을 미치는 지를

Western blotting을 통하여 확인하였다. Fig. 3A에서 나타난

바와 같이 extrinsic pathway의 활성화를 통한 apoptosis 유발

에 관여하는 caspase-8의 경우에는 활성형 단백질의 발현이

관찰되지 않았지만 불활성형 단백질의 발현이 감소하는 것으

로 나타났으며, caspase cascade 중 가장 마지막에 활성화되어

apoptosis 유발에 직접적으로 관여하는 caspase-3의 경우에는

불활성형 단백질의 발현감소와 함께 활성형 단백질의 발현증

가가 관찰되었다. 또한 caspase-3의 활성화에 의하여 단편화되

는 표적단백질인 poly(ADP-ribose) polymerases(PARP)의 경

우에는 주단백질의 발현 감소와 더불어 단편화된 단백질의

발현 증가가 관찰되었다. 다음으로 caspases의 활성을 억제하

였을 경우에 apoptosis가 억제되는지를 확인하기 위하여 an-

nexin V positive 세포(V
+
/PI

-
)를 측정한 결과는 Fig. 3B에 나타

낸 바와 같다. Naringenin이 처리된 배지에서 배양된 U937

세포의 경우는 apoptosis 유발 빈도가 약 38.64%로 나타났지

만 pan-caspase inhibitor인 z-VAD-fmk를 1시간 선처리하여

caspases의 활성을 억제한 다음 naringenin을 처리하였을 경

우에는 apoptosis 유발 빈도가 약 8.63%로서 naringenin 단독

처리군에 비교하여 현저하게 억제되는 것으로 나타났다.

Naringenin에 의한 U937 세포의 apoptosis 유발에 미

치는 Bcl-2 과발현의 영향

다음은 U937 세포에서 naringenin에 의한 apoptosis 유발

에 있어서 anti-apoptotic 유전자인 Bcl-2의 과발현이 미치는

영향을 비교하였다. 먼저 Fig. 4A에 나타낸 바와 같이 U937

세포에 naringenin을 처리하였을 경우에는 Bcl-2 및 Bax의 발

현에는 아무런 변화가 나타나지 않았으며, U937 및 U937/

Bcl-2 세포에서 Bcl-2의 과발현이 naringenin에 의한 apoptosis

유발에 어떠한 영향을 미치는 지를 조사한 결과는 Fig. 4B 및

C에 나타낸 바와 같이 U937 세포에서 naringenin에 의하여

유발된 apoptosis가 U937/Bcl-2 세포에서는 현저하게 억제되

어 Bcl-2의 고하발현은 naringenin에 의하여 유발되는 mi-

tochondria의 기능 손상을 억제함으로서 apoptosis를 막아주

는 것으로 생각된다.

Naringenin에 의한 U937 세포의 apoptosis 유발에 미

치는 Bcl-2 inhibitor의 영향

U937 세포에서 naringenin에 의하여 유발되었던 apoptosis

가 Bcl-2의 과발현에 의하여 억제되는 것으로 관찰되었으므로

이러한 현상을 재확인하기 위하여 Bcl-2 억제제인 HA14-1을

이용하여 U937/Bcl-2 세포에서 Bcl-2의 기능을 억제하였을 경

우 naringenin에 의한 apoptosis가 다시 유발되는 지를 확인하

였다. 먼저 U937/Bcl-2 세포에서 naringenin 및 HA14-1 처리

에 의하여 유발되는 apoptosis 관련 단백질들의 변화를 조사

한 결과는 Fig. 5A에 나타난 바와 같다. 결과에서 알 수 있듯이

U937/Bcl-2 세포에서는 naringenin 처리에 의하여 apoptosis

관련 단백질들의 발현 변화가 나타나지 않았지만 HA14-1을

선처리하여 Bcl-2의 발현을 다시 억제하였을 경우에는 cas-

pases의 활성을 억제하는 단백질인 XIAP의 발현이 감소하였

으며, caspase-8의 활성화에 의하여 단편화되어 mitochondria

의 기능 손상을 유발하는 단백질로 알려진 Bid의 단편화가
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Fig. 4. Effects of Bcl-2 overexpression on naringenin-induced apoptosis in U937 cells. (A) Cells were incubated with the indicated

concentrations of naringenin for 24 hr. Equal amounts of cell lysates were then resolved by SDS-polyacrylamide gels and

transferred to nitrocellulose membranes. The proteins were visualized using anti-Bcl-2 and anti-Bax antibodies and an ECL

detection system. Actin was used as an internal control. (B and C) U937/vector or U937/Bcl-2 cells were treated with 300

μM naringenin for 24 hr, after which they were stained with FITC-conjugated Annexin-V and PI for flow cytometry analysis.

The data is the mean of two different experiments.

Fig. 5. Bcl-2 inhibitor, HA14-1, enhanced naringenin-induced apoptosis in U937/Bcl-2 cells. (A) Cells were treated with naringenin

(150 μM) alone or in combination with HA14-1 (10 μM) for 24 hr, after which equal amounts of cell lysates were resolved

by SDS-polyacrylamide gels, transferred to nitrocellulose, and then probed with the indicated antibodies. The proteins were

visualized using the indicated antibodies and an ECL detection system. Actin was used as an internal control. (B) The cells

grown under the same conditions as (A) were fixed and stained with DAPI. The stained nuclei were then observed under

a fluorescent microscope using a blue filter (Magnification, ×400).

유발되었을 뿐만 아니라 caspase-3 활성형 단백질도 증가하는

것으로 나타났다. 또한 U937/Bcl-2 세포를 대상으로 apopto-

sis 유발 시 특이하게 관찰되는 핵의 형태변화를 확인한 결과,

Fig. 5B에 나타낸 바와 같이 naringenin을 단독 처리하였을

경우에는 아무런 변화가 나타나지 않았지만 HA14-1을 선처리

한 후 naringenin을 처리하였을 경우에는 전체적인 핵의 밀도

감소와 더불어 apoptosis가 일어난 세포에서 전형적으로 관찰

되는 염색질 응축에 의한 apoptotic body가 관찰되었다.

고 찰

본 연구에서는 다양한 약리학적 활성을 가지는 것으로 알려

진 naringenin의 항암효능을 알아보기 위하여 인체 혈구암세

포인 U937 세포의 증식에 미치는 영향과 이와 연관된 apopto-

sis 유발 여부와 함께 대부분의 인체 암세포에 과발현되어 있

으며 여러 가지 항암제에 의한 암치료에 있어서 저항성을 가

지는 원인 중 하나인 Bcl-2를 과발현시켰을 경우 naringenin에

의하여 유발되는 apoptosis가 억제되는 지를 조사하였다. 먼

저 naringenin의 처리에 따른 증식억제 정도를 조사한 결과,

naringenin 처리 농도의존적으로 증식억제 현상이 나타났으

며, 이러한 증식억제 현상은 apoptosis 유발과 밀접한 관련이

있었다.

Apoptosis 유발에는 여러 가지 유전자들이 관여하지만 특

히 caspases가 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다.

Caspases는 cystein-containing aspartate-specific protease

family로서 세포가 정상적으로 성장 및 생존할 경우에는 핵과
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mitochondria 외막에 불활성 상태인 pro-enzyme 형태로 존재

하고 있지만 세포 내외부의 다양한 자극에 의하여 활성화되어

여러 가지 표적 단백질들의 분해를 통하여 apoptosis를 유발

하는 것으로 알려져 있다[2, 23]. Caspase cascade 중에서 가장

하위단계에 존재하는 caspase-3에 의하여 분해되는 대표적인

표적 단백질로인 PARP는 DNA의 결함을 인지하는 F1 및 F2

라고 하는 두 개의 zinc finger motif를 가지고 있고 molecular

nick sensor 기능을 하는 N-terminal DNA binding domain과

NAD+가 결합하는 C-terminal catalytic domain으로 구성되어

있으며, DNA repair에 관여하는 것으로 알려져 있다[21]. 따라

서 본 연구에서는 apoptosis 유발에 직접적으로 관여하는 것

으로 알려진 caspase-8 및 -3와 caspase-3의 표적 단백질인

PARP의 발현에 미치는 naringenin의 영향에 대해서 조사하

였다. 결과에서 볼 수 있듯이 naringenin은 caspase-8의 불활

성형 단백질의 발현 감소와 caspase-3의 활성형 단백질의 발현

증가와 함께 PARP의 단편화가 유발되는 것으로 나타났다. 다

음으로 caspases의 활성화가 apoptosis 유발에 직접적으로 관

여하는 지를 다시 한번 확인하기 위하여 pan-caspase in-

hibitor인 z-VED-fmk를 이용하여 caspases의 활성을 억제하

였을 경우에 naringenin에 의한 apoptosis가 억제되는 것으로

나타났으므로 caspases가 중요한 조절자라는 것을 알 수 있었

다.

Bcl-2 family는 mitochondria 기능 이상을 통한 apoptosis

유발에 관여하며, Bcl-2 family 중 anti-apoptotic 유전자인

Bcl-2의 과발현은 apoptosis를 억제한다고 알려져 있다. 특히

Bcl-2 과발현에 의한 apoptosis 억제는 caspase-3 활성 억제를

통한 PARP 단편화 억제와 함께 DNA 단편화 억제를 통하여

유발된다고 보고되고 있다[18]. 본 연구에서는 이를 바탕으로

하여 대부분의 인체 암세포에 과발현되어 있으며 여러 가지

항암제에 의한 암치료에 있어서 저항성을 가지는 원인 중 하

나인 Bcl-2를 과발현시켰을 경우 naringenin에 의하여 유발되

는 apoptosis가 억제되는 지를 확인하였다. 이를 위하여 U937

및 U937/Bcl-2 세포에서 naringenin에 의한 apoptosis 유발

정도를 비교한 결과, U937/Bcl-2 세포에서 apoptosis가 현저

하게 억제되는 것으로 관찰되었다. U937/Bcl-2 세포에서의

apoptosis 억제가 Bcl-2의 과발현과 직접적인 연관이 있는 지

를 재확인하기 위하여 Bcl-2와 결합함으로서 Bcl-2의 기능을

억제하여 apoptosis 유발을 막는 것으로 알려진 강력한 Bcl-2

inhibitor인 HA14-1을 이용하였다[19, 26]. 본 연구의 결과에서

와 같이 U937/Bcl-2 세포에 naringenin을 처리하였을 경우에

는 몇 가지 유전자들의 발현 변화와 핵의 형태변화가 나타나

지 않았지만 HA14-1을 선처리하여 Bcl-2의 발현을 억제하였

을 경우에는 apoptosis 유발 관련 단백질들 중 XIAP 발현 감

소, Bid의 단편화 및 caspase-3 활성형 단백질의 발현 증가가

나타났으며, apoptosis 유발의 증거인 apoptotic body의 증가

도 관찰되었다. 따라서 Bcl-2의 과발현으로 항암제 저항성을

지닐 수 있는 암세포에서 Bcl-2 활성 억제제의 동시 처리는

항암제 내성을 극복할 수 있는 새로운 방법이 될 수 있음을

알 수 있었다.

이상의 결과들을 살펴볼 때 naringenin은 인체 혈구암세포

인 U937 세포에서 caspases의 활성을 증가시킴으로서 apop-

tosis를 유발하지만 Bcl-2 과발현에 의하여 naringenin에 의한

apoptosis가 억제된다는 것을 알 수 있었다. 또한 Bcl-2 과발현

에 따른 apoptosis 저항성 극복을 위하여 Bcl-2 저해제의 혼용

처리가 중요하게 작용하므로 Bcl-2 발현의 조절을 통하여 암세

포의 약재 저항성을 극복할 수 있음을 시사하여 준다.
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초록：Naringenin에 의한 인체혈구암세포의 apoptosis 유발에 미치는 pro-apoptotic Bcl-2의 영향
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감귤류에 많이 함유되어 있는 naringenin은 항암화학요법제로서 중요한 가능성을 가지고 있으나 항암활성에

대한 분자생물학적 기전에 대해서는 명확히 밝혀져 있지 않다. 본 연구에서는 인체 혈구암세포인 U937 세포에서

naringenin이 유발하는 항암효과 및 항암기전을 조사하였다. Naringenin 처리에 의한 U937 세포의 증식억제는

apoptosis 유발과 연관성이 있었으며, 이러한 현상은 caspases 활성화와 밀접한 관련이 있었다. 그러나 pan-cas-

pase inhibitor인 z-VAD- fmk의 선처리에 의하여 U937 세포에서 naringenin이 유발하는 apoptosis가 억제되는

것으로 나타났으므로 caspases가 apoptosis 유발의 중요한 조절자라는 것을 알 수 있었다. 또한 U937 세포에 nar-

ingenin을 처리하였을 경우 pro-apoptotic Bcl-2 및 anti-apoptotic Bax의 발현에는 아무런 변화가 나타나지는 않았

지만 Bcl-2가 과발현된 U937/Bcl-2 세포에서 naringenin에 의한 apoptosis가 억제되었다. 하지만 small-molecule

Bcl-2 inhibitor인 HA14-1 및 naringenin을 같이 처리하였을 경우에는 XIAP 발현감소, Bid 단편화 및 caspase-3

활성화를 통하여 다시 apoptosis가 유발되었다. 따라서 HA14-1 및 naringenin에 의한 apoptosis 상승효과는 death

receptor-mediated apoptosis pathway를 경유한다는 것을 제시하는 결과이다.


