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ABSTRACT 

Background and Objectives：Aberrant activation of hepatocyte growth factor (HGF) and its receptor, c-Met, has been known to 
be involved in many human cancer development and progression. During the search for an effective molecule inhibitor of HGF/ 
c-Met signaling, we have found that Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) in green tea might inhibit HGF/c-Met signaling. Studies 
were performed to address whether EGCG inhibited HGF-dependent tumor proliferation and invasion in HNSCC. Materials and 
Method：For EGCG inhibition of HGF/c-Met signaling, Western blot was performed. The proliferation of FaDu cells was assayed 
by counting the number of the cells after treatment by HGF 0, 10 ng/ml, EGCG 1 μM, EGCG 10 μM, HGF 10+EGCG 1 μM, 
HGF 10+EGCG 10 μM. The dispersion of cells was observed by measuring the separation and morphologic changes of the cells 
after treatment with HGF 0, 10 ng/ml HGF 10+EGCG 1 μM, HGF 10+EGCG 10 μM for 24 hours. Tumor cell migration was 
assessed by wound healing assay and tumor cell invasiveness was assessed by the membrane invasion assay. Results：HGF treat-
ment induced rapid activation of c-Met and EGCG inhibited HGF-induced c-Met signaling in FaDu cells. HGF significantly 
enhanced the growth of HNSCC cells and this phenomenon was inhibited by EGCG in a dose-dependant manner (p<0.05). 
EGCG inhibited HGF-induced scattering, migration, and invasion of HNSCC cells in a dose-dependent manner (p<0.05). 
Conclusion：Inhibition of HGF/Met by EGCG leads to decreased proliferation, scattering, migration and invasion in vitro, sug-
gesting the possible use of EGCG in HNSCC associated with down-regulation of HGF/Met signaling. (Korean J Otorhinola-
ryngol-Head Neck Surg 2008;51:163-70) 
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서     론 

 

구강, 구인두, 하인두 및 후두를 포함하는 두경부암은 선진

국에서 남자에서는 6번째로 흔한 암이다.1) 최근 수십 년간 많

은 진단과 치료기술의 발달로 기능적인 치료와 제한적으로나

마 치료율의 항상은 있었지만 두경부 편평세포암의 5년 생존

율은 50%를 맴돌고 있다. 특히 하인두암은 공격적인 침습, 

경부전이, 원격전이와 이차암이 특징이라 할 수 있는데 두경

부암 중 가장 예후가 나빠 5년 생존율이 30% 전후에 이르

며 다양한 연구와 치료에도 불구하고 지난 20년간 생존율이 

크게 변하지 못한 상태이다. 최근에는 이러한 두경부암을 분

자생물학적인 접근을 통해 치료율을 높이려는 시도가 많아

지고, 암의 증식, 전이와 세포사멸과 관련된 표적치료에 대한 

연구가 활발히 진행되고 있다. 또한 암을 억제할 수 있는 물

질로 식물, 해양 등에서 유래한 천연추출물 혹은 항산화제 등

을 이용한 항암연구가 활발하게 진행되고 있다. 암의 증식과 

전이 등 암의 진행에 관여하는 중요한 인자로 최근 다양한 암

종에서 연구가 되는 것 중 하나가 간세포성장인자(hepato-
cyte growth factor, HGF)이다. 기질의 섬유아세포에서 분
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비되어 종양세포의 성장과 이동을 촉진하고 혈관형성에 관여

하는 인자로 알려진 HGF는 최초 발견 시에는 간세포의 증

식을 촉진하는 인자로 알려졌으나,2) 이후에는 간세포뿐만아

니라 위장관 상피세포, 각질세포 등을 위시한 여러 상피세포

의 증식을 촉진하는 능력이 있음이 알려졌으며, 일부 암세

포에 있어서는 protease의 분비를 통해 종양의 활동(mo-
tility)과 침습(invasiveness)을 일으키고 형질생성(morpho-
genesis)과 신생혈관의 생성(angiogenesis)에 관여한다고 알

려지게 되었다.3,4) HGF에 대한 수용체인 c-Met는 c-met 

protooncogene의 산물이며 190 kDa의 receptor tyrosine 

kinase로서 170 kDa의 전구물질이 glycosylation 과정을 거

쳐 완성된 단백질로 세포외(extracellular)의 50 kDa α-

subunit과 경세포막(transmembrane) 형태로 존재하여 ty-
rosine phosphorylation이 일어나는 145 kDa의 β-subunit

로 구성되어 있다.3) 이 protooncogene은 위장관암, 폐암, 췌

장암, 백혈병, 유방암 등 다양한 암종에서 과표현됨이 알려져 

있다.3) 본 저자는 기존의 연구에서 하인두암에서의 HGF와 

c-Met의 높은 발현을 확인하였고 이러한 발현은 하인두암

의 전이와 병기가 증가됨에 따라 통계적으로 유의하게 증가

됨을 보고한 바 있다. 또한 HGF가 하인두암 세포주(FaDu)

의 증식, 분산과 이동을 증가시키고 FaDu에서 분비되는 HGF 

분비유도물질에 의해 섬유아세포에서의 HGF 분비가 유의하

게 증가됨을 보고한 바 있다. 

한편 천연추출물로 강한 항산화효과를 보이는 녹차의 poly-
phenol은 다양한 연구에서 암예방효과와 항암효과가 있다고 

보고되고 있다.4,5) 녹차에서 확인되는 catechin은 크게 네 가

지로 (-)-epigallocatechin-3-gallate(EGCG), (-)-epi-
catechin(EC), (-)-epigallocatechin(EGC)와 (-)-epi-
catechiin-3-gallate(ECG)로 구성되어 있다. 이 중 EGCG

가 가장 큰 비중(60%)을 차지하고 가장 강력하고 주된 

polyphenol로 알려져 있다. 많은 연구에서 EGCG가 다양한 

암세포주에서 세포사멸을 유도하고 종양의 성장을 억제하는 

것으로 알려져 있다.4) EGCG는 JNK, AP-1, p44/p42 

MAPK, Erk1/2, EGF-R, PDGF-R과 FGF-R 등의 다양

한 세포전달기전과 kinase를 억제하는 것으로 알려져 있다.5) 

또한 DNA methyltransferase, topoisomerase I, matrix 

metalloproteinase 등의 암과 관련된 단백질을 억제하는 것

으로 알려져 있다.6-8)  

본 연구는 두경부 암에서의 녹차추출물의 HGF 억제에 관

한 연구가 없는 바 녹차추출물인 EGCG가 하인두암 세포주

(FaDu)에서 HGF에 의해 유도되는 c-Met 활성을 억제하

는지와 HGF에 의해 유도되는 증식, 분산, 이동과 침습에 어

떠한 영향을 주는지를 확인하고자 하였다. 

재료 및 방법  
 

세포배양  

American Type Culture Collection(ATCC)으로부터 구

입한 하인두암 세포주 FaDu(HTB-43, ATCC)를 EMEM 

(10% FBS) 배지에서 5% CO2, 37℃에서 배양하였다. 

 

실험에 사용한 항체  

HGF에 대한 일차항체는 human 항 HGF affinity purified 

polyclonal goat antibody(R & D systems, Inc, MN, USA)

를 사용하였고 c-Met에 대한 일차 항체는 human 항 HGF 

receptor(c-Met) polyclonal goat antibody(R & D sys-
tem)를 사용하였다. 

 

RT-PCR에 의한 HGF와 c-Met의 mRNA 측정  

하인두암 세포주 1 ml의 TRIzol®(GIBCOBRL, Grand Is-
land, NY, USA) 시약에 균질화시킨 후, 총 RNA를 추출하

였다. 하인두암 세포주에서 추출된 총 RNA 2 μg을 각각 

Omniscript Reverse Transcriptase kit(20511, Qiagen 

Germany)의 반응혼합물(10× Buffer RT 2.0 μl, dNTP 

Mix(5 mM each dNTP) 2.0 μl, Oligo-dT primer(10 μM) 

2.0 μl, RNase inhibitor(10 units/μl) 1.0 μl, Omniscript 

Reverse Transcriptase 2 units, RNase-free water) 20 

μl에 넣고 37℃에서 60분, 94℃에서 5분간 역전사하여 

cDNA를 합성하였다. PCR은 MinicyclerTM(MJ research, 

USA)를 사용하였고 합성된 cDNA를 Taq DNA polyme-
rase 1 unit(Roche Diagnostics Co, Indianapolis, USA)

과 각각의 primer를 넣어 증폭시켰다. 이 실험에서 사용된 

human HGF primer와 human c-Met primer의 염기배열 

순서는 다음과 같다. 

 

Human HGF； 

Sense：5′-ACA TCG TCA CTT CTG GC-3′ 

Antisense：5′-ATC CAT CCT ATG TTT GTT  

CG-3′ 

Human c-Met； 

Sense：5′-AGT AGC CTG ATT GTG CAT TT-3′ 

Antisense：5′-TCT TTC ATG ATG CCC TC-3′ 

β-Actin； 

Sense：5′-TCA TGA AGT GTG ACG TTG ACA  

TCC TT-3′  

Antisense：5′-CCT AGA AGC ATT TGC GGT GCA  

CGA TG-3′  
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PCR 과정은 초기 변성을 96℃에서 3분간 실시한 후, 96℃

에서 30초, 55℃에서 30초, 72℃에서 30초간 총 30 cycles

을 실시하고 신전(extension)은 72℃에서 5분간 시행하였다. 

 

Western blotting을 이용한 c-Met의 발현 검색  

하인두암 세포주를 phosphate buffered saline(PBS)으로 

세척한 다음 단백질분해 억제제(100 μg/ml phenylmethyl-
sulfonyl fluoride, 1 μg/ml leupeptin)가 첨가된 RIPA(Ra-
dioImmunoPrecipitation) buffer 1 ml(150 mM NaCl, 1% 

NP-40, 50 mM Tris(pH 8.0), 1 mM EDTA, 0.5% Deo-
xycholate)에 넣고 균질화하였다. 이 균질액을 15,000 rpm

에서 10분간 원심분리 후 상층액을 Western blot analysis

에 이용하였는데 단백질의 양은 Bio-Rad protein assay 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 측정하였다. 

Well당 20 μg의 단백질을 분리하기 위해 sodium dodesyl 

sulfate(SDS)-polyacrylamide gel electrophoresis(PAGE)

를 사용하여 분리한 후 nitrocellulose filter(Amersham, 

Arlington Heights, IL, USA)에 옮긴 다음 4℃에서 하룻밤 

동안 항 c-Met항체를 반응시켰다. 다음 날 filter를 0.1% 

Tween-20이 함유된 Tris buffered saline(TBS) 용액으

로 세척한 후 peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit 

antibody(Amersham)와 donkey anti-mouse antibody 

(Amersham)로 각각 반응시킨 후 enhanced chemilumi-
nescence detection system(ECL, Amersham)을 이용하

여 X-ray film으로 확인하였다. HGF에 의해 FaDu cell에

서 phosphor-c-Met의 발현이 time sequential하게 증가

되는 것과 EGCG의 양이 증가함에 따라 HGF에 의해 acti-
vation된 form인 phosphor-c-Met의 발현이 억제되는 것

을 Western blot으로 확인하였다. 

 

MTT assay 

96 well plate에 FaDu를 well당 2×103 cells로 seeding

을 한 뒤 37℃, 5% CO2 incubator에서 2일간 배양한다. 

ECGC를 0, 5, 10, 20, 40, 80, 100, 150, 200 μM로 각 

sample당 5번의 실험이 되도록 한 뒤 incubator에서 16시

간 배양한다. Well당 1 mg/ml의 MTT solution으로 처리한 

뒤 4시간 incubator에서 배양한 뒤 well당 100 μl DMSO

로 formazan을 용해시킨 뒤, 540 nm에서 용해된 forma-
zan의 optical density를 측정한다.  

 

종양세포의 증식 분석(Proliferative assay) 

EGCG의 HGF 억제 효과를 평가하기 위해 HGF 0, 10 ng/ 

ml로 처리한 FaDu 세포(1×105/well)에 EGCG(1, 10 μM)

로 처리한 뒤 5일까지 배양하고 1, 3, 5일의 증식상태를 hae-
mocytometer를 이용하여 세포수를 측정하였고 이때에 배지

를 갈아주었다. 이를 5회 반복하여 HGF의 양에 따른 차이를 

통계적으로 분석하였다.  

 

종양세포의 분산성(Colony dispersion) 분석 

EGCG의 효과를 평가하기 위해 HGF 0, 10 ng/ml로 처리

한 FaDu 세포에 EGCG(1, 10 μM)로 처리한 뒤 12 well 

plate에 well당 3×105의 세포를 넣었다. 성장 인자와 혈청

이 없는 배지에서 48시간 배양한 뒤 16세포 이상의 군락(co-
lony)이 형성되었을 때 실험을 시행하였다. Mitomycin C(8 

μg/ml)를 30분간 전처리한 뒤 HGF 0, 10 ng/ml로 처리

한 FaDu 세포에 EGCG(1, 10 μM)로 처리한 뒤 시간대별(6

시간, 12시간, 18시간, 24시간)로 세포의 분산성을 현미경을 

통해 관찰하였다. 

 

Wound healing assay을 통한 종양세포의 이동성 분석  

FaDu 세포를 24 well plate에 1×106개씩 접종한 후 성장 

인자와 혈청이 없는 배지에서 48시간 동안 배양하여 세포가 

plate에 포화된(90% 이상) 상태가 되도록 하였다. Blue tip

을 이용하여 dish 바닥을 십자로 그어 균일한 너비로 injury 

line을 만들었다. PBS로 세포가 바닥에서 떨어지지 않도록 

하면서 세척한 뒤 PBS를 제거한 후에 배지를 천천히 넣고 

HGF 0, 10 ng/ml로 처리한 FaDu 세포에 EGCG(1, 10 μM)

로 처리하였다. Wound healing assay는 현미경 배율 ×100

으로 시간대별(4, 8, 12, 24, 36, 48시간)로 사진을 찍어 비

교하였고 현미경내에 내장된 컴퓨터 프로그램에 의해 측정

된 두 양단 간의 거리를 통계적으로 처리하였다. 

 

종양세포의 침습성 분석 

종양세포의 침습성을 분석하기 위해 Transwell chamber 

(Costar)를 사용하였다. 먼저 polyethylene filter(8 μm 

pore-sized)의 윗면에 EMEM 100 μl에 녹인 type I col-
lagen(6 μg/filter)을 부은 후 하룻밤 동안 laminar flow hood

에서 coating시켰다. 하부 well에 0.5% FBS medium 500 μl

를 넣은 후 EGCG의 효과를 평가하기 위해 HGF 0, 10 ng/ml

로 처리한 FaDu 세포에 EGCG(1, 10 μM)로 처리한 well

을 각각 만들었다. Mitomycin C(8 μg/ml)를 30분간 전처리

한 뒤 상부 well의 filter 위에 105 cells(in 100 μl of growth 

medium)를 부착하였다(Fig. 1). 이 chamber를 37℃, 5% 

CO2에서 48시간 배양한 다음 상부 well의 filter를 제거하고 

pore를 통과하여 아랫면에 부착된 세포를 hematoxylin으로 

염색한 후 광학 현미경을 통하여 그 숫자를 세었다. 
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통계적 분석  

증식분석, wound healing assay와 침습분석은 SPSS(ver-
sion 12)을 이용하여 t-test를 시행하였고, 통계는 p 값이 

0.05 이하인 경우를 통계학적으로 의의있는 것으로 판정하

였다. 

 

결     과 
 

하인두암 세포주에서의 RT-PCR과 Western blotting  

하인두암 세포주를 이용한 RT-PCR의 결과 HGF의 발현

은 없었으나 c-Met의 발현은 강하게 나타났고 Western 

blotting상 c-Met의 강한 발현이 확인되었다(Fig. 2). EGCG

에 의한 HGF 억제효과를 보기 위해 시행한 Western blot-
ting에서, HGF에 의해 FaDu cell에서 phosphor-c-Met

의 발현이 time sequential하게 증가하는 것을 확인할 수 있

었다(Fig. 1). 

EGCG의 양이 증가함에 따라 HGF에 의해 activation된 

form인 phosphor-c-Met의 발현이 억제되는 것을 Wes-
tern blot으로 확인할 수 있었는데, EGCG의 양이 0.625 

μM 이상에서는 활성화된 c-Met이 현저하게 감소된 것을 

확인할 수 있었다(Fig. 3). 

 

MTT assay 

하인두암 세포주에서 EGCG를 농도에 따라 처리하였을 

때, EGCG의 5 μM의 초기용량부터 세포의 증식이 확연하게 

억제되어 40 μM에서 200 μM까지 plateau를 이루는 양상

으로 나타났으며 40 μM에서 대조군에 비해 세포의 증식이 

약 70% 억제되는 양상을 보였다(Fig. 4). 

 

EGCG에 의한 간세포성장인자의 증식유도 억제 

Haemacytometer를 이용하여 증식도를 평가하여 본 결과 

10 ng/ml 농도의 HGF로 자극을 준 경우 대조군에 비해 5

일째 40.54%의 상승을 보였고 통계적으로 유의한 세포증식을 

보였다(p<0.05). EGCG를 처리한 군에서는 대조군과 HGF

처리군과 통계적으로 유의하게 FaDu가 억제되는 것을 확인

할 수 있었으며 EGCG의 농도에 따라서 EGCG 1 μM를 처

리한 군보다 10 μM을 처리한 군에서 FaDu의 증식이 억제

됨을 확인할 수 있었는데 이는 통계적으로 유의하였다(p< 

0.05)(Fig. 5). 

 

EGCG에 의한 간세포성장인자의 분산유도 억제 

HGF에 의한 하인두암의 군락의 분산성 실험에서 24시간

대에서 10 ng/ml의 HGF 자극에서 분산되었던 FaDu가 ECGC

에 의해 확연하게 분산이 억제되고 있음을 알 수 있었으며, 

EGCG 1 μM를 처리한 군보다 10 μM을 처리한 군에서 FaDu

의 분산이 확연히 억제됨을 확인할 수 있었다(Fig. 6). Fig. 4

에서 보여주듯이 EGCG를 처리하였을 때 세포사멸이 일어나

는 것을 확인할 수 있었다.  

 

EGCG에 의한 간세포성장인자의 Wound healing 유도 억제  

Wound healing test를 통해 확인한 세포의 이동과 증식

에 관한 검사에서는 HGF 10 ng/ml로 처리한 군에서 가장 왕

성한 이동과 증식이 확인되어 wound 양단 간의 간격이 가

장 좁았으며 아무런 처리를 하지 않은 대조군이 EGCG를 사

용한 군보다 wound 양단 간의 간격이 좁았다. 이러한 현상

을 통계적으로 처리했을 때 48시간대에는 대조군에 비해 

HGF 10 ng/ml을 처리한 군에서 통계적 유의성이 있게 양단 

간의 간격이 좁아진 양상을 보였으며 EGCG를 처리한 군이 

대조군에 비해 양단 간의 간격이 통계적으로 유의하게 넓게 

나타났다(p<0.05)(Fig. 7). 또한 EGCG 1 μM를 처리한 군보

Fig. 1. FaDu cells are responsive to HGF induced Met activation. 3×104 FaDu cells were serum starved for 4-5 h and treated with or
without (-) 10 ng/ml HGF for the indicated times in serum-free media. Protein lysates were taken with boiling laemmli buffer. Protein
(10 μl) was loaded per well for Western blot analysis and probed with phospho-c-Met antibody. HGF treatment induced rapid acti-
vation of the HGF receptor, c-Met which is sustained up to approximately 24 hour. The experiment was performed three times and a
representative experiment is shown. 

0 5 10 15 20 30 45 60 2 hr 4 hr 19 hr 24 hr 

Phospho-c-Met 

Actin 

Fig. 2. Analysis of expression of c-Met and HGF in the FaDu cell 
line. A：The expression of c-Met mRNA was measured by RT-PCR
in the hypopharyngeal cancer line FaDu. B：Detection of the c-
Met protein in FaDu cells by Western blotting. HGF was not detec-
ted by either RT-PCR or Western blot analysis. 
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다 10 μM을 처리한 군에서 FaDu의 이동이 확연히 억제됨을 

확인할 수 있었다. 

 

ECGC에 의한 간세포성자인자의 종양세포의 침습유도 억제  

Transwell chamber에 type I collagen을 coating하고 

시행한 침습 검사에서 대조군이 평균 51.4개인데 반해 HGF 

10 ng/ml인 경우 평균 157.2개였고 HGF 10 ng/ml+ EGCG 

1 μM인 경우 58.6개이고, HGF 10 ng/ml+ EGCG 10 μM

로 처리한 경우 25.4개였다. HGF만 처리한 군이 대조군에 

비해 Transwell chamber를 통과한 수가 통계적으로 유의

하게 많았고(p<0.05), HGF 10 ng/ml+ EGCG 1 μM인 경

우가 대조군에 비해 약간 증가되었으나 통계적 유의성은 없

었다(p=0.425). HGF 10 ng/ml+ EGCG 10 μM인 경우에

는 대조군과 HGF 10 ng/ml+ EGCG 1 μM 처리군보다 종

양의 침습이 억제되었으며, 통계적 유의성이 있는 차이를 보

였다(p=0.005)(Fig. 8). 

 

고     찰 
 

항암물질로서 식물의 polyphenol에 대한 연구는 최근에 꾸

준히 증가되고 있다. 이를 통해 이미 다양한 실험조건에서 

in vitro와 in vivo 모두 강력한 항암효과가 있고 다양한 신

호전달경로를 통해 암의 성장과 세포사멸을 조절하고 있음

이 밝혀지고 있다. 

더욱이 흥미로운 것은 여러가지 역학연구를 통해 이러한 

polyphenol이 암의 치료적인 역할뿐 아니라 예방적인 측면

에서도 효과가 좋다는 것이다. 이러한 연구 중에는 소변에서 

차의 polyphenol 수치가 위암발병과 반비례한다거나, 차 소비

가 많은 사람에서 대장암의 빈도가 적다는지, 하루에 녹차를 

uMEGCG 

Phospho-c-Met 

Actin 

HGF (10 ng/ml) 

- 0.075 - 0.15 0.3 0.625 1.25 5 10 

Fig. 3. EGCG inhibits HGF-induced c-Met signaling in FaDu cells. 3×104 FaDu cells were serum starved for 4-5 h and pretreated with
the indicated concentrations of EGCG alone for 0.5 hour. The media was removed and the cells were treated with (+) or without 10
ng/ml HGF (-), with and without the presence of the indicated concentrations of EGCG for 15 min. Protein lysates were taken with
boiling laemmli buffer. Protein (10 μl) was loaded per well for Western blot analysis and probed with c-Met. Treatment with 0.625 μM
EGCG inhibits HGF-induced c-Met phosphorylation. 
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Fig. 4. MTT assay. 2-day cytotoxicity of EGCG towards proliferation
of FaDu cells. Cell viability assays were done using the MTT assay
system. 
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Fig. 5. Proliferation assay. Proliferative assay of FaDu cells after 
treatment with HGF for 5 days. Exogenous HGF significantly en-
hanced the growth of FaDu and EGCG inhibited HGF-induced 
proliferation of hypopharyngeal cancer cells in dose-dependant.
*：p<0.05 calculated by t-test. 
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5잔 이상 마시는 경우 1, 2병기의 유방암의 예후가 좋아진

다는 보고들이 있다.9) 

앞서 기술한대로 EGCG는 녹차의 주된 catechin으로 많은 

암세포주에서 암의 성장을 억제하고 세포사멸을 유도한다고 

알려져 왔다. Crespy 등5)은 EGCG가 in vivo 마우스실험에

서 UV에 의해 유도되는 암화과정(carcinogenesis)을 억제

하는 강한 예방 화학약물이라고 보고한 바 있다. 또한 Ka-
vanagh 등10)은 DMBA로 처리된 백서에서 녹차추출물이 종

양의 발현시기를 억제하고 발병된 종양의 무게와 전이를 감

소시키는 것으로 알려졌다. 이러한 EGCG의 종양억제효과에 

대한 기전으로 인정된 것 중 하나가 EGCG가 성장인자의 신

호전달체계를 in vivo에서 억제한다는 것이다.4) 유사한 연구

로서 전립선암 마우스 모델에서 녹차추출물을 내복한 경우 

IGF signaling을 억제하고 PI3K와 MAPK 경로의 활성을 억

제한다고 보고하였다.11) EGCG의 성장인자 억제와 관련한 연

구가 최근 몇몇 논문에서 보고되었는데 Liang 등12)은 A431 

cell에서 녹차 catechin인 EGCG, EGC와 ECG는 EGF 신

호경로를 억제한다고 발표하였으나 EC는 억제효과가 없었

다고 보고하였고 몇몇 연구자들도 EGCG, ECG와 EGC에서

는 암세포주의 증식을 억제하고 세포사멸을 유도하나 EC는 

이러한 효과가 없다고 보고하였다. 

HGF/c-Met 신호전달경로는 많은 암에서 비정상적으로 조

절되고 있고 HGF 관련 신호전달경로의 과도한 활성이 암의 

예후를 나쁘게 한다는 보고가 있다.13) PI3-kinase/AKT와 

Ras/ERK 경로의 하부경로의 활성화는 HGF에 유도되는 세

포의 이동과 유착(adhesion)에 필수적인 것으로 알려져 있다. 

HGF 10 ng HGF 10 ng+EGCG 1 μm HGF 10 ng+EGCG 10 μm 

Fig. 6. Scattering assay. Colony dispersion assay of FaDu cells after treatment of HGF 10 ng, HGF 10 ng+EGCG 1 μM, and HGF 10
ng+ EGCG 10 μM. HGF stimulated dispersion of cancer cells but EGCG inhibited HGF-induced scattering of hypopharyngeal cancer
cells in dose-dependant. FaDu cells were maintained in serum-free medium containing 0.1% BSA for 48 hours prior to the treatment with
HGF (10 ng/ml) for 24 hours. 
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Fig. 7. Wound healing assay. Wound healing assay of FaDu cells after treatment of HGF 10 ng, HGF 10 ng+EGCG 1 μM, and HGF 10
ng+EGCG 10 μM. For assessing the contributions of HGF to both migratory and proliferative activities, we performed the in vitro wound
healing assay without mitomycin. Exogenous HGF enhanced the migration and proliferation of FaDu but EGCG inhibited HGF-
induced migration of hypopharyngeal cancer cells in dose-dependant. p<0.05 calculated by t-test. 
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이는 HGF가 종양의 전이와 침습에 중요한 역할을 함을 보

여준다고 할 수 있다.14) 본 연구는 기존에 저자들이 발표한 

HGF와 c-Met이 하인두암의 예후와 중요하다는 임상분석15)

과 HGF에 의해 in vitro에서 하인두암 세포주가 증식, 분산과 

이동을 증가시키고,16) matrix metalloproteinase-2(MMP-

2)와 urokinase type plasminogen activator(u-PA)의 활

성을 통해 세포의 침습을 증가시킨다는17) 연구결과를 토대로 

녹차추출물이 HGF에 의해 유도되는 하인두암 세포의 증식, 

분산, 이동과 침습을 억제하는지를 보고자 하였다. 본 연구를 

시행하면서 녹차추출물의 대표적인 4가지 catechin(EGCG, 

EGC, ECG, EC)에 대한 MTT assay를 시행한 결과 EGCG

의 항암효과가 가장 좋게 나왔고 EC는 하인두암세포를 오히

려 증가시키는 결과를 보여 EGCG로 본 연구를 진행하였다. 

Uchida 등의 연구에서는 외인성 HGF는 구강암세포주의 성

장을 자극하지는 않았고 오히려 50 ng/ml의 고농도 HGF는 

세포성장을 억제하는 효과가 있었다고 보고하였으나18) FaDu

의 단층배양에서는 외인성 HGF가 저자들이 사용한 HGF 

10 ng/ml과 30 ng/ml 모두에서 증식에 통계적으로 유의하게 

영향을 주었으므로 HGF 10 ng/ml을 임의로 선택하여 본 연

구에서 시행하였다. 결과에서 기술한대로 HGF 10 ng/ml을 

처리한 후 EGCG를 처리한 결과 대조군에 비해 FaDu가 통

계적으로 유의하게 감소되고 EGCG의 용량에 비례하여 EGCG 

10 μM을 사용한 경우가 EGCG 1 μM을 사용한 경우보다 

증식이 강하게 억제되는 것을 볼 수 있었다. 또한 본 연구

에서 분석하지는 않았으나 EGCG를 처리한 경우 세포의 증

식 억제뿐 아니라 세포의 모양이 변형되고 응축되는 세포사

멸 시 나타나는 소견을 보였다. 기존 연구에서 보고한 바와 

같이 HGF처리 후 FaDu 세포의 분산이 증가되는 것을 확

인할 수 있었는데 EGCG를 처리한 결과 Fig. 4에서와 같

이 분산효과가 억제되는 것을 볼 수 있었다. FaDu의 경우 

HGF를 처리한 뒤 초기 6시간의 관찰에서 보면 HGF를 처

리하지 않은 세포에 비해 lamellipodia나 filopodia가 잘 관

찰되었고 세포의 모양도 섬유아세포의 모양처럼 길쭉하게 변

형된 세포가 관찰되는데 EGCG를 HGF와 함께 넣은 경우 

이러한 lamellipodia나 filopodia가 잘 발견되지 않고 발현

시간이 지연되는 것으로 관찰되었다. 이러한 세포의 형태학

*

* * *
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Fig. 8. Invasion assay. Invasion assay for FaDu cells treated with HGF.
FaDu cells were seeded on the upper membrane of the Transwell 
chamber in HGF 10 ng, HGF 10 ng+EGCG 1 μM, and HGF 10 ng+ 
EGCG 10 μM in the lower compartment respectively. After 48 h of 
incubation, cells that plugged the 8-μm pores and cells that were 
attached to the under-surface of the membrane were counted. The
bars represent the SDs of triplicate samples. The data shown are 
representative of three separate experiments that gave similar re-
sults. HGF significantly promoted the invasiveness of FaDu cells but 
EGCG inhibited HGF-induced invasion of hypopharyngeal cancer 
cells in dose-dependant. p<0.05 calculated by t-test. 

Control HGF 10 ng/ml HGF 10 ng/ml, EGCG 1 μM HGF 10 ng/ml, EGCG 10 μM 
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적인 차이는 wound healing assay를 이용한 migration 

assay에서도 유사하게 관찰되었다. 또한 앞서 증식분석에서

도 기술했듯이 EGCG을 처리한 군에서는 세포사멸 시 보이

는 세포모양이 많이 관찰되었다. 일반적으로 암세포가 주변

조직으로 침윤하기 위해서는 우선 세포 간의 결합이 소실되

어야 하고 암세포가 이동하기 위해서는 주변조직의 분해가 

필요한데, EGCG에 의해 세포 간의 해리와 분산이 억제되

고 이동능이 감소되므로서 wound healing assay와 침습성 

분석에서도 EGCG를 처리한 군에서 EGCG용량에 비례하여 

암세포의 이동과 침습이 억제되는 것을 확인할 수 있었다. 이

러한 결과는 생체내에서 암세포가 주위조직으로 침윤 혹은 

전이가 억제될 수 있는 소견이라 해석할 수 있다. 

EGCG는 선택적으로 어느 한 단백질만을 억제하지는 않는

다. 앞서 기술한대로 DNA methyltransferase, JNK, AP-1, 

MMP와 FGF-R 등 다양한 단백질을 억제한다.4,14) Bigelow

의 최신 연구에서 EGCG가 EGF의 하부 다양한 경로(AKT, 

ERK 등)를 억제했듯이19) HGF에 유도되는 Met의 인산화와 

AKT, ERK의 경로를 억제한다고 보고하였다. 그러나 EGCG

에 대해 많은 연구가 진행되고 있지만 EGCG의 다양한 기전

에 대해서는 아직도 확립된 상태가 아니며 일부 연구결과들은 

상충되는 부분이 있어 해석에 혼란을 주기도 한다. 본 연구를 

통해 저자들은 HGF에 유도되는 하인두암 세포주(FaDu)의 

증식, 분산, 이동과 침습에 있어 녹차추출물인 EGCG가 효과

적으로 억제함을 보여주었다. 일부 녹차추출물의 항암효과에 

관한 많은 연구가 사람에서 도달될 수 없는 고용량의 녹차추출

물을 사용하여 결론을 낸 경우가 있어 실질적인 임상 이용에는 

어려움이 있다는 보고도 있다. 하지만 Lambert 등4)에 의하면 

EGCG인 경우 사람에서 최대 1 μM까지 올릴 수 있다는 결과

에 비추어 볼 때 본 연구에는 사용한 EGCG를 1 μM는 비교

적 생리적 혈중량에 근접한 실험이라고 할 수 있으며 향후 다

양한 방법으로 임상적인 응용이 가능하리라 판단된다. 

 

결     론 
 

본 연구를 통해 저자들은 HGF에 의해 유도되는 c-Met

의 활성이 녹차추출물인 EGCG에 용량에 비례하여 억제되고, 

HGF에 유도되는 하인두암 세포주(FaDu)의 증식, 분산, 이

동과 침습에 있어서도 EGCG가 용량에 비례하여 효과적으

로 억제함을 알 수 있었다.  
 

중심 단어：간세포성장인자·c-Met·하인두암·EGCG. 
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