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서 론

사람들이 섭취하는 식품 속에는 여러 가지 발암물질

이나 발암촉진제들이 함유되어 있으나,1 4)～ 화학적 발

암물질에 의한 암발생을 억제하는 화합물 또한 많이

포함되어 있다.5,6) 따라서 과일이나 채소를 많이 함유

하는 식사를 하는 경우 종양발생율이 감소되었으며,1,3)

식물에서 순수하게 분리된 화합물들이 실험동물에서

암발생을 억제하는 것으로 관찰되었다.5 8)～ 대부분의

암예방효과를 보이는 들이 자연에 소량phytochemical

으로 존재하는 반면 클로로필 은 시금치와(chlorophyll)

같은 녹황색 채소에 풍부하게 함유되어 있다.9) 클로로

필이 자연에 풍부하게 존재함에도 불구하고 수용액에

녹지 않는 성질 때문에 많은 연구가 진행되지 못하고

주로 유전독성에 대한 연구들이 진행되었다 클로로필.

은 시험관 내에서 benzo[a 을 비롯한 담배 농]pyrene

축물,9) 인heterocyclic amine 3-amino-1-methyl-5H-

pyrido[4,3-b]indole,10) 방향성 화합물nitro 11 13)～ 등의

책임저자 박광균 서울시 서대문구 신촌동 번지 연세대학교 치과대학 구강생물학교실, 120-752, 134 ,： ꂕ
Tel: 02-361-8045 or 02-361-8077, Fax: 02-364-7113, E-mail: biochelab@yumc.yonsei.ac.kr

로 유발한 햄스터 협낭암에 대한DMBA
클로로필린의 억제효과

연세대학교 치과대학 구강생물학교실

이종민 정원윤 박광균․ ․

The Inhibition of DMBA-Induced Carcinogenesis by CHL
in Hamster Buccal Pouch

Jong-Min Lee, Won-Yoon Chung and Kwang-Kyun Park

Department of Oral Biology and Oral Cancer Research Institute,
Yonsei University College of Dentistry

Chlorophyllin (CHL), a water-soluble derivative of chlorophyll, has been used for the
treatment of several abnormal human conditions without apparent toxicity. Recent
studies have revealed that CHL is antimutagenic and anticarcinogenic against various
carcinogens in vitro and in vivo. In the present study, CHL exhibited dose-related
inhibition of His+ reversion in Salmonella typhimurium TA98 induced by
7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA). Formation of DNA adducts from DMBA was
also attenuated in the presence of CHL. Topical application of CHL prior to the topical
application of DMBA resulted in significant reduction in both incidence and multiplicity
of tumors in hamster buccal pouch. These results suggest that CHL may act as a
potential chemopreventive agent against oral cancer.
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화학적 발암물질에 대하여 항돌연변이 활성을 보였다.

생체 조건에서는 Drosophila에 대한 3-amino-

1-methyl-5H-pyrido[4,3-b]in 의 돌연변이 활성dole

을 억제하였으며,10,13) rain 의 간에서bow trout

dibenzo[a,l 에 의한]pyrene 형성을 억제DNA adduct

하였다.14) 그러나 척추동물을 사용하여 항유전독성 및

항암 활성에 대한 클로로필의 억제효과를 조사한 보고

는 거의 없다.

클로로필의 을 제거한 수용성 유도phytol side chain ,

체인 클로로필린 에 대하여는 보다 활발한 연구(Fig. 1)

가 진행되었다 클로로필린은. heterocyclic amines,15～

17) aflatoxin B1,
15,18) polycyclic aromatic hydro-

carbons,19,20) 화합물aromatic nitro ,11) alkylating

agents,21,22) 무기 화합물,23,24) 식품이나 환경에 존재

하는 복합물질,25,26) 항암제,27) ionizing radiation28,29)

등에 의한 돌연변이 활성을 억제하였으며 생체 조건,

에서는 발암물질과 같이 투여하였을 때 발암물질이

에 결합하는 것을 억제하였다DNA .15,30) 또한 최근의

연구들은 클로로필린이 항돌연변이 활성 뿐만 아니라

암예방효과가 있음을 입증하고 있다 클로로필린을 섭.

취하였을 때 rain 에서bow trout aflatoxin B1으로 유발

한 간종양의 생성이 억제되었고,31) 랫트에서는 물과 함

께 클로로필린을 공급하였을 때 2-amino-3-methyl-

imidazo-[4,5-f 에 의한 형]quinoline(IQ) DNA adduct

성16) 및 암발생이 억제되었으며,32) 2-amino-

1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b 으]pyridine(PhIP)

로 유발한 암발생도 클로로필린에 의해 억제되었

다.33,34) 이러한 실험결과들을 바탕으로 중국에서

에 노출된 사람들을 대상으로 클로로필린의aflatoxin

암예방효과를 조사하고 있다 본 실험실에서는 앞선.

연구에서 마우스 피부암 모델을 사용하여 클로로필린

의 암예방효과를 조사하여 클로로필린이, benzo[a]-

py 과rene benzo[a 의 대사산물인]pyrene benzo[a]-

pyrene 7,8-dihydrodiol-9,10-epoxide,35 37)～ vinyl

carba 및mate epoxide 2-(4-nitrophenoxy)oxirane38)

에 의한 형성 및 돌연변이를 억제하며 위DNA adduct

장관 투여시 마우스 피부암을 억제하는 것을 보고하였

다 최근의 연구에서는 다단계 마우스 피부암 모델을.

사용하여 각 암발생단계에 대한 클로로필린의 억제효

과를 조사한 결과 클로로필린이 암개시단계 및 암촉진

단계를 각각 억제할 뿐만 아니라 암발생이 어느 정도

진행된 후에 클로로필린을 처리하였을 때도 암의 진행

을 억제한다는 사실을 확인하였다.39)

본 실험에서는 7,12-dimethylbenz[a]anthracene

로 유도한 돌연변이 및 형성에 대(DMBA) DNA adduct

한 클로로필린의 억제효과를 조사하였으며 로DMBA

유발한 햄스터 협낭암에 대한 클로로필린의 억제효과

를 조사하였다.

Fig. 1. Structures of chlorophyll and chlorophyllin, a water soluble derivative of chlorophyll.
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재료 및 방법

1) 실험재료

DMBA, NADP, histidine, biotin, mineral oil,

은 미국의NADPH, calf thymus DNA Sigma Chemi-

으로부터 구입하였고 클로로필린은 미국의cal Co.

Aldrich Che 으로부터 구입하여 사용하였다mical Co.

은 미국의 로부(Fig. 1). S9 ICN Pharmaceuticals, Inc.

터 구입하였으며, [3H]DMBA (specific activity 60.0

는 영국의 으로부터 구입하여 사Ci/mmol) Amersham

용하였다.

2) 실험동물

실험동물은 주령 자성 을 사용Chinese hamster (4 , )

하였으며 주간 실험 동물실에서 적응시킨 후 주된, 2 6

것을 실험에 사용하였다 물과 사료는 자유로이 섭취.

하도록 하였고 사육실내의 온도는 22±2o 습도는C, 5

로 조절하고 조명은 시간 명 암 주기가 되도0 60% 12 /～

록 하였다.

3) 돌연변이 유발 억제 효과

Salmonella typhimurium 균주를 사용하여TA98

로 유발한 돌연변이성에 대한 클로로필린DMBA 의 억

제효과를 등의 방법으로 조사하였Ames 다.40) Oxoid

배지nutrient broth No. 2 (Unipath Ltd., Hampshire,

에서 시간동안England) 11 Salmonella typhimurium

균주를 배향하였다TA98 . Dimethyl sulfoxide (DMSO)

에 녹인 DMBA (20 μ 증류수에 녹인 클로로mol/plate),

필린(0, 1, 3, 5 μmol), 10% S9 mix (500 μl), 0.2 M

증류수를 포함한 반응액phosphate buffer (pH 7.4),

(600 μ 에 균주배양액l) 100 μl (1-2×109 를 가cells/ml)

하였다. 37o 에서 분 동안 반응시킨 후C 30 , 45o 의C

과 을 포함한 를0.5 mM histidine biotin top agar 2 ml

씩 각 시험관에 가하고 하여vortexing minimal

에glucose agar plate 도말하였다. 37o 에서 시간 동C 48

안 배양한 후 His+ 의 수를 계산하였다revertants .

4) DNA adduct 형성 억제 효과

(1) DNA adduct 형성에 대한 DMBA 및 NADPH의 영

향

시험관 내에서 와 의 양을 변화시키면DMBA NADPH

서 형성된 를 정량하였다DMBA-DNA adduct . Tris

buffer (50 mM, pH 7.3), [3H]DMBA (0.6 Ci/mmol,

또는1 25 nmol) NADPH (25 250～ ～ μM), calf thymus

DNA (1 mg), S9 (1 mg), MgCl2 를 포함한 반(3 mM)

응액의 총 부피를 로 하고1 ml 37o 에서 시간 동안C 1

반응시켰다 반응이 끝난 후. phenol chloroform： ：

isoamylalchol (25 24 1),： ： chlo 을 사용하여roform

를 추출하고 에탄올로 침전시켜서 를 회수하DNA DNA

였다 회수된 를 분광광도계를 이용하여 정량하고. DNA

의 방사능을DNA 측정하였다 는. DNA adduct mg DNA

당 [3H] 의 로 표시하였다DMBA pmol .

(2) DNA adduct 형성에 대한 클로로필린의 억제 효

과

DMBA 5 nmol, NADPH 100 μ 을 사용하여 위와 동M

일한 방법으로 클로로필린(12.5 100～ μ 의M) DNA

형성 억제 효과를 조사하였adduct 다.

5) 햄스터 협낭암에 대한 클로로필린의 억제 효과

각 실험군은 마리로 하고 아무런 처치도 하지30 1)

않은 정상 대조군 발암물질을 녹이는 용매, 2) (mineral

만을 처리한 실험 대조군 클로로필린만을 처리oil) , 3)

한 군 발암물질인 를 도포한 종양유발군, 4) DMBA , 4)

처치 분전에 클로로필린을 처리한 군으로 나DMBA 10

누었다.

에 녹인 용액을 면봉을 사용Mineral oil 0.5% DMBA

하여 일주일에 두 번씩 주 동안 햄스터의 협낭에 도22

포하였다 주간격으로 종양발생률. 2 (tu 각 실mor yield:

험군의 총 햄스터 중 종양이 생긴 햄스터의 비율 과 종)

양생성률 각 실험군에서 햄스터당(tumor multiplicity:

생성된 종양 수의 평균값 을 조사하였다 증류수에 녹) .

인 클로로필린은 면봉을 사용하여 를 바르0.1% DMBA

기 분전에 햄스터의 협낭에 도포하였다10 .



130 대한암예방학회지 제： 4권 제 3호 1999

결 과

1) 클로로필린의 돌연변이 억제효과

Salmonella typhimurium 균주로 클로로필린TA98

의 로 유발한 돌연변이성에 대한 억제효과를 조DMBA

사하여 의 결과를 얻었다 클로로필린은Table 1 .

에 의한 돌연변이를 용량의존적으로 억제하였으DMBA

며 당, plate 5 μ 의 클로로필린을 가하였을 때 돌연mol

변이를 까지 억제하였다82% .

2) 클로로필린에 의한 DNA adduct 형성 억제

시험관 내에서 가 형성되는 최적의 반응DNA adduct

조건을 찾아내기 위하여 을 가하지 않은, S9 DMBA (5

다른 양의 에 각각nmol), DMBA (1, 5, 25 nmol) S9

을 가한 다음 형성된 양을 조사하였다DNA adduct .

에 나타난 것처럼 는 에 의해 활성화된Fig. 2 DMBA S9

후 와 를 형성하며 존재하에서는DNA adduct , S9

의 양을 증가시킴에 따라 도 많이DMBA DNA adduct

형성하였다 또한 형성 반응의 로 사. adduct cofactor

용되는 의 농도를 변화시키면서 형성된NADPH DNA

양을 조사한 결과 농도를adduct NADPH 50, 250 μM

로 증가시켰을 때 의 형성이 현저DMBA-DNA adduct

히 증가하는 것을 관찰하였다.

위의 실험결과를 토대로 의 를 으로5 nmol DMBA S9

활성화시키고 의 농도는NADPH 100 μ 로 하여 클로로M

필린의 형성 억제효과를 조사한 결과DNA adduct ,

의 결과를 얻었다 클로로필린Fig. 3 . 을 가하지 않은 대

조군에서는 의3.6 pmol/mg 가 형성되었으DNA adduct

며 클로로필린을 가하였을 때는 의 양이, DNA adduct

클로로필린의 양을 증가시킴에 따라 용량의존적으로

감소하여 클로로필린의 농도를 100 μ 로 하였을 때는M

의 양이 로 현저히 감DNA adduct 0.9 pmol/mg DNA

소하였다.

3) 햄스터 협낭암 생성에 대한 클로로필린의 억제

효과

발암물질인 를 일주일에 두 번씩 햄스터0.5% DMBA

의 협낭에 도포하면서 종양의 생성을 조사한 결과(Fig.

주 후에 종양발생률은 종양생성률은4), 22 86%,

Table 1. Antimutagenic activity of CHL against DMBA in
Salmonella typhimurium TA98a

ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ
CHL

His+ revertants/plateb % inhibitionc
(μmol/plate)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

0 317±32

1 239±27 26

3 154±31 52

5 58±11 82
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
aAssay was performed with 20 μmol DMBA in the pre-

sence of S9.
bData was given as mean±SD from the results of tripli-

cate plates at each dose.
cInhibition (%) =

Induced revertants/plate with CHL
100 - ×ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ 100

Induced revertants/plate without CHL

Fig. 2. The effect of DMBA (A) and NADPH (B) on the
formation of [3H]DMBA-DNA adduct. (A) Calf thymus
DNA was incubated with 1, 5, and 25 nmol [3H]DMBA
in the presence of S9, respectively and 5 nmol [3H]DMBA
in the absence of S9. (B) The formation of DNA adduct
was observed when the concentration of NADPH was
higher than 50 μM.
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이였다 클로로필린을 협낭에 바르고3.7±0.6 . 0.1%

분 후에 로 처리한 실험군에서는 종양발생률10 DMBA

은 였으며 종양생성률은 으로 종양발생62.5% 1.4±0.3

률과 종양생성률이 감소하였다 정상 대조군. , mineral

만을 처리한 대조군 클로로필린만을 처리한 대조군oil ,

에서는 종양이 관찰되지 않았다.

고 찰

암은 세계적으로 수백만명의 사망원인이 되는 질병

으로서 나라마다 암 발생빈도에 현저한 차이를 보인

다 간암은 형 또는 형 간염 바이러스에 의한 감염. B C

이 많거나 에 노출될 기회가 많은 중국이나 아aflatoxin

프리카에서 주로 발생하는 반면 영국에서는 드물게 발

생한다 일본에서는 위암이 비교적 흔하지만 서구에서.

는 많이 발생하지 않는다 그러나 일본인이 미국으로.

이민하였을 경우 이민 세나 세에서는 일본인의 발암2 3

양상을 따르지 않고 미국인의 발암양상을 따라 위암은

감소하고 결장암이나 유방암이 증가한다고 한다 이러.

한 역학조사로부터 유전적인 요소보다 환경적인 요소

가 암의 발생에 더 중요한 역할을 하는 것으로 생각하

게 되었고 등은 기존의 지식을 응용하여Doll 모든 암의

이상을 예방할 수 있다고 공언하였다50% .41,42)

의학 및 기타 생명과학 여러분야의 급속한 발전으로

발암과정의 기전을 분자 수준에서 이해하게 되는데 많

은 진전이 있었으나 암을 정복할 수 있는 획기적인 치

료법이 아직까지 개발되지 못하고 있을 뿐 아니라 전

체적으로 암의 발병률이나 치사율은 오히려 증가하고

있다 이에 따라 암정복을 위한 새로운 대안으로서 암.

예방에 관심을 갖게 되었으며 화학물질을 사용하여,

암 발생을 억제하거나 지연시키는 암의 화학적 암예방

(cancer chemoprevention)43 45)～ 에 대한 많은 연구가

진행되고 있다 특히 최근에는 발암 및 돌연변이 과정.

을 억제할 수 있는 물질로서 식품에 함유되어 있는

에 대한 관심이 높아지고 있다phytochemicals .46 48)～

등은 초기 연구에서 녹색 채소의 추출물이Lai ,

benzo[a 및 으로 유발]pyrene 3-methylcholanthrene

한 Salmonella typhimurium 의 돌연변이를 억TA100

제하였으며 돌연변이 억제효과가 클로로필 함량과 밀

접한 관련이 있다고 보고하였다.49) 또한 클로로필의 수

용성 유도체인 클로로필린도 클로로필처럼 돌연변이

Fig. 3. Inhibition of [3H]DMBA-DNA adduct by CHL.
[3H]DMBA was incubated with calf thymus DNA in the
absence and presence of CHL. After incubation, DNA
was extracted by phenolic extraction method.
Radioactivity of [3H]DMBA-DNA adduct was counted.*P
0.05, **P 0.005.＜ ＜

Fig. 4. Effects of CHL on DMBA-induced carcinogenesis
in hamster buccal pouch. Female Chinese hamsters (4
weeks old, 30 per group) were treated with 0.1% CHL
prior to a single topical application of 0.5% DMBA twice
weekly for 22 weeks. *P 0.05.＜
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억제 효과를 나타낸다고 보고하였다.50) 그후 시험관내

및 생체 조건에서 여러 종류의 발암물질에 대한 클로

로필린의 유전독성 억제와 발암 억제 효과가 관찰되었

다.15 38)～

본 실험에서는 Salmonella typhimurium 에TA98

로 유발한 돌연변이에 대한 클로로필린의 억제DMBA

효과를 조사하여 클로로필린의 양을 증가시킴에 따라

돌연변이가 현저히 억제되는 것을 관찰하였다.

여러 돌연변이원에 대하여 클로로필린이 억제효과를

나타내는 메카니즘으로 원 돌연변이원이나 활성화1)

된 중간체와 클로로필린이 단단하게 복합체를 형성하

거나,10,31,33,50) 라디칼 및 활성 산소종의 소거2) ,51) 3)

돌연변이원의 대사 활성화 억제52,53) 등이 제안되고 있

다 또한 클로로필린은 암발생과정의 초기에 나타나는.

발암물질로 인한 손상을 억제하였다DNA .54,55) 화학물

질과 간 상호작용으로 생성된 산물 즉DNA , DNA

는 돌연변이의 전암병소이다 가 합성되는adduct . DNA

동안 가 생성된 부위나 여기에 가까운 부DNA adduct

위에서 골격구조 이동 삭제 혹은 염기치환과 같은 돌,

연변이가 일어난게 된다.56) 유전독성 물질에 노출되어

에 변화가 생기면 유전자의 발현 비정DNA sequence ,

상적인 단백질의 발현 및 세포주기 조절에 변화가 생

겨 세포 내에 커다란 변화가 생길 수 있다 최근의 연.

구결과에서 유전자에 돌연변이가 일어나면 genetic

가 초래된다고 하였다 예를 들어instability .

을 발현하는 유전자에서 돌연변이DNA-repair enzyme

가 일어나 가 제대로 되지 못하면 새로운 돌연변repair

이가 연쇄적으로 일어나 더 큰 과cell dysregulation

을 초래하게 된다고 하였다dysfunction .57) 따라서 발암

물질과 간에 가 형성되는 것을 차단하여DNA adduct

손상을 억제하면 암발생을 예방할 수 있다DNA .

발암물질로 사용한 는 및DMBA tumor initiator

로 작용하는 으로서promotor complete carcinogen 암개

시단계에서 중요한 역할을 하는 를 형성하DNA adduct

는 것으로 알려져 있는데58) 본 실험에서도 으로 활S9

성화 된 후 와 를 형성하였고 형성된DNA adduct ,

의 양은 의 양에 용량의존적으로 증가하adduct DMBA

였다 이러한 형성은 클로로필린에 의해. DNA adduct

현저히 감소되는 것을 관찰하였다 포르피린 고리를.

가진 클로로필린이 와 를 형성하거나DMBA complex ,

를 활성화시키는 효소의 활성부위에 가 결DMBA DMBA

합하지 못하도록 하여 가competitive inhibition DMBA

활성화되는 것을 방해함으로써 형성을 억DNA adduct

제하는 것으로 생각된다.

최근까지 클로로필린의 암예방 효과가 다양한 장기

에서 실험 보고되었으나, 30 39)～ 아직까지 구강암 영역에

서는 조사된 바가 없다 본 실험에서는 구강암을 비롯.

한 를 연구하는데 있어서 유epithelial carcinogenesis

용한 햄스터 협낭암 모델59,60)을 사용하여 클로로필린

의 구강암 억제 효과를 조사하였다 햄스터의 협낭에.

를 도포하기 전에 클로로필린으로 미리 처리한DMBA

군에서 종양발생률과 종양생성률이 억제되었다.

이들 실험결과로부터 클로로필린이 로 유발한DMBA

돌연변이성 및 형성을 억제하며 구강암에DNA adduct

대해서도 암예방효과를 나타내는 것을 알 수 있다 계.

속하여 본 실험결과를 바탕으로 클로로필린이 DMBA

로 유발한 햄스터 협낭암에 대하여 암예방효과를 나타

내는 메카니즘을 밝히는 연구를 수행하고 있다 또한.

구강암이 다단계 발암과정을 거치는 것으로 알려져 있

는 만큼 로 햄스터 협낭에 다단계 발암을DMBA-TPA

유발하여 클로로필린의 구강암 각 발암단계에 대한 암

예방효과를 조사하고자 한다.

결 론

클로로필린은 Salmonella typhimurium 에TA98

로 유발한 돌연변이 및 활성화된 와DMBA DMBA DNA

간의 형성을 용량의존적으로 억제하였다 또한adduct .

햄스터 협낭암 모델을 사용하여 클로로필린의 구강암

억제 효과를 조사한 결과 클로로필린에 의해 종양발생

률과 종양생성률이 억제되었다 따라서 클로로필린은.

에 중요한 역할을 하는 것으로 알려진tumor initiation

DNA ad 형성을 차단함으로써 돌연변이를 억제하duct

여 햄스터 협낭암의 발생을 억제할 것으로 생각된다.

지금까지의 연구결과들을 토대로 생각해 볼 때 클로로필

린이 협낭암의 도 억제할 것으로 생tumor promotion

각된다 따라서 다단계 발암 모델을 사용하여 클로로.

필린의 협낭암 발생과정 중 tumor promo 도 억제tion

하는지에 대한 연구가 진행되어야 할 것으로 생각된

다.
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