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Mechanisms of fucoidan-induced apoptosis 

in HT-29 human colon cancer cells

In-Hye Kim

Department of Food and Life Science, Graduate School,

Pukyong National University

Abstract

  Fudoidan is the collective name for algal sulfated polysaccharides extracted 

from the edible brown seaweeds. Fucoidan has been extensively studied because 

of its many biological properties including anti-coagulant, anti-viral, 

anti-inflammatory and anti-tumor activities. The present study examined whether 

fucoidan inhibits HT-29 human colon cancer cell growth and the mechanisms 

underlying its effects. 

  HT-29 cells were incubated in serum-free medium with various concentrations 

of fucoidan (0~1,000 μg/mL). Fucoidan decreased cell growth in a concentration- 

and time-dependent manner. Fucoidan markedly inhibited [3H]thymidine 

incorporation into DNA in HT-29 cells. Following fucoidan treatment, the cells 

showed apoptotic bodies, typical of cells undergoing apoptosis, morphological 

changes, and H33342 staining. Fluorescence-activate cell sorting analysis results 
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revealed that the apoptotic cell percentage was increased after treatment with 

fucoidan.

  Western blot analysis revealed that fucoidan decreased levels of pro-caspase 

proteins, such as caspase-9, -8, -7 and -3. Furthermore, bcl-2 and bcl-xL protein 

levels were decreased, but bax, t-bid, and Fas protein levels were increased by 

fucoidan treatment. These results indicate that fucoidan induced apoptosis through 

both the extrinsic and intrinsic pathways. Fucoidan also induced sub-Gl phase 

arrest in the cell cycle, and Gl cell cycle protein expression levels were 

decreased by down-regulating retinoblastoma protein (pRB) and E2F. 

  Nuclear factor kappa B (NF-κB) regulates cell growth, differentiation, immune 

responses, and inflammatory responses. The present study examined the effects of 

fucoidan on the NF-κB signaling pathway. Western blot analysis of cytosolic 

fractions revealed that fucoidan decreased IKK, IκB and phosphorylated IκB 

protein levels. NF-κB protein in the cytosol and the nuclear fraction was also 

decreased by fucoidan treatment. These results indicate that fucoidan induced 

apoptosis involved decreased NF-κB expression levels in the cytosolic and 

nuclear fractions. NF-κB protein levels were decreased as a result of 

down-regulating the phosphorylation of p38, c-jun N-terminal kinases (JNK), i 

nitric oxide synthesis (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2).

  Insulin-like growth factor (IGF-I) regulates the growth of colon cancer cells by 

an autocrine mechanism. The present study examined the effects of fucoidan on 

the IGF-I receptor (IGF-IR) signaling pathway. Western blot analysis of total cell 

lysates revealed that fucoidan decreased IGF-IR, phospho-tyrosine, insulin receptor 
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substrate (IRS)-1, AKT and extracellular-signal regulated kinase (ERK) protein 

levels in a dose-dependent manner. Immunoprecipitation/ Western blot studies 

showed that fucoidan decreaed IGF-I-induced phosphorylation of IGF-IR. 

However, the expression of IGF-I-induced phosphorylation of AKT and ERK 

were inceresed by fucoidan treatment. These results suggest that fucoidan 

inhibited cell proliferation and stimulated apoptosis of HT-29 cells via inhibition 

of IGF-IR signaling pathway, partly.

  Over-expression of ErbB2 and ErbB3 genes is a frequent event in several 

human cancers. The present study also determined whether the growth inhibitory 

effect of fucoidan was related to changes in ErbB protein levels and the ErbB 

receptor signaling pathway in HT-29 cells. Fucoidan decreased ErbB2 and ErbB3 

and phospho-tyrosine protein levels. Immunoprecipitation/Western blot studies 

revealed that fucoidan were decreased heregulin (HRG)-induced phosphorylation 

of ErbB3 but, increased phosphorylation of AKT and ERK. These results indicate 

that down-regulation of ErbB2/ErbB3 signaling may be a mechanism by which 

fucoidan inhibits HT-29 cell growth. 

  Thus, fucoidan induced apoptosis, markedly decreasing DNA synthesis and cell 

growth through sub-G1 cell cycle arrest, the extrinsic and intrinsic pathways, and 

the NF-κB signaling pathway, involves down-regulation of IGF-IR signaling and 

the ErbB2/ErbB3 signaling pathway, partly.
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Ⅰ. 서 론

20 세기 이후 산업과 의학의 눈부신 발전으로 인류의 생활수준 향상과 더

불어 평균 수명은 길어졌으나 스트레스, 불규칙적인 식생활, 생활환경의 약화

등에 따라, 암, 뇌혈관 질환, 심장 질환과 같은 각종 질병의 발생률 및 이로

인한 사망률은 증가하는 경향을 보이고 있다(통계청, 2007). 그 중에서도 암

은 세포 증식 작용이 정상적으로 조절되지 않은 경우에 발생하며 한국을 포

함하여 전 세계적으로 매년 7백만 명 이상의 환자가 암으로 사망하고 있다.

암의 발생원인은 방사선, 바이러스, 대기오염, 음주, 식이 등과 같은 외부적

요인과 호르몬, 면역체계, 유전자 변이 등의 내부적 요인들이 알려져 있다.

또 환경오염, 스트레스, 고지방 식이, 흡연 인구의 증가 및 노령화 등 다양한

사회적, 환경적인 요인들에 의해 발병률이 증가하는 추세이다(Surh, 1999;

Bishop, 1987).

국내에서 암은 사망원인 1위를 차지하는 질병으로 통계청이 발표한 2006년

사망원인 통계에 따르면 암 사망자가 전체 사망자의 27%를 차지하며, 암 종

류별로는 폐암이 전체의 28.8%로 가장 많았고, 다음은 간암, 위암, 대장암, 췌

장암 등의 순으로 나타났다. 최근 10년간(1996-2006년 대비) 암에 의한 사망

률 변화를 보면 폐암, 대장암, 전립샘암, 췌장암 순으로 증가하였고 위암, 자

궁암 순으로 감소하였는데, 그 중에서도 대장암에 의한 사망률이 남여 모두

에서 점점 증가되고 있는 것으로 나타났다.

미국의 경우 대장암은 소화기암중에 가장 흔하며, 사망률도 2위를 차지할

정도로 매우 흔한 암이다(Jemal et al., 2005). 우리나라에서는 서구에 비해 상

대적으로 대장암의 유병율이 낮지만 식생활 습관이 서구화 되어감에 따라 점

차 증가 추세에 있는 악성 종양으로 2005년 현재 전체 암종의 9.8%를 차지하

고 있는 것으로 알려져 있다(보건복지부, 2005). 대장암을 비롯한 여러 암은

유전적 요인과 환경적 요인에 의해 발생되고 있으며 역학조사에 의하면 암
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발생의 원인 중 75~80%는 식품 및 오염 등의 환경요인으로 알려져 있다. 특

히, 그 중에서도 매일 섭취하는 음식물이 가장 중요한 발암 요인이라고 하였

으며(Park et al., 2003), 사망률의 35%는 여러 환경적 요인 중에서 식이에 의

한 것이고(Doll, 1992), 대장암은 식이 요인과 가장 밀접한 관련이 있는 것으

로 알려져 있다. 연구유형이나 연구 대상 집단에 따라 그 결과가 일치하는

않으나 대장암과 관련된 식이 요인으로는 과도한 동물성 지방, 당분, 알콜 섭

취와 섬유소, 항산화 비타민, 야채나 과일의 섭취 부족과 같은 서구식 식이가

중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다(Oh et al., 2004; Kim and Mason,

1996; Kim, 2002; Potter et al., 1993; West et al., 1989). 동물성 지방과 육류

를 많이 섭취하게 되면 채소나 곡물 등의 섬유질 식품을 섭취할 때에 비해

분변 양이 적고 내용물이 대장을 통과하여 배설되는 시간이 길어지게 된다.

또, 동물성 지방을 많이 섭취하는 경우 담즙산과 스테롤의 배설이 증가하며

대장 내에 존재하는 세균종의 구성에도 변화를 일으켜 이들 물질을 화학적으

로 변화시키는 세균의 종류가 증가하게 된다. 따라서 발암물질이 많이 생성

되고 발암물질이 대장 내에 머물고 접촉하는 시간도 길어져서 대장암 발생을

유발시킬 수 있는 가능성이 높아지게 된다. 이러한 대장암은 상피세포에서

시작되기 때문에 식이적 요인이 암 발생에 아주 큰 영향을 미친다고 하였다

(Surh, 1999). 이를 바탕으로 국내에서 증가하고 있는 대장암의 발생도 80년

대 이후 한국인의 식이섭취 변화와는 무관하지 않다고 하였으며, 식이와 관

련된 암의 원인물질 검색뿐만 아니라 일상에서 섭취하는 식품 중에서 항암제

로 이용하기 위한 물질에 대한 관심이 증가하고 있다. 또한, 식이에서는 예방

을 위한 방법으로 식이섬유의 섭취를 권장하고 있다.

식이섬유는 인체 내에서 콜레스테롤 및 중성지방의 흡수를 저해하여 고지

방 식이로 인한 혈관 순환기계 질환의 예방과 치료에 도움을 주는 것으로 알

려져 있다(Spiller and Amen, 1975). 해조류는 열량소로서의 역할을 제대로

하지 못하는 특성 때문에 과거에는 식품으로써 큰 각광을 받지 못하여 왔으

나, 근래에 들어서 식이섬유의 생리기능적인 역할이 중요시됨에 따라(Kim
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and Kim, 1998) 해조류의 섭취를 통해 해결하려는 연구가 증가하게 되었다

(Kim and Lee, 1995; Lee et al., 1996; Park et al., 1996; Kim et al., 1998).

해조류는 영양, 생리효과가 뛰어난 것으로 알려져 있는데(Lee and Sung,

1980), 이 중 30~67% 정도(건물 기준)가 다당류로 존재하며(Cho et al., 1995),

알긴산, 후코이단, 라미나란, 카라기난 등으로 구성되어 있다(Lahaye, 1991).

해조 탄수화물 중 산성 다당류에서 항혈액 응고효과(Nishide et al., 1988)를

가지며, 알긴산은 혈장 콜레스테롤 저하효과(Watanabe et al., 1992; Tsuji et

al., 1968), 고지혈증 예방효과(Tsai et al., 1976), 성인병 예방(Choi et al.,

1999a), 노화 억제(Choi et al., 1999b) 및 항종양활성(Fujihara and Nagumo,

1993) 등을 가지고, 갈조류의 라미나란은 면역력 증강 효과 및 항암효과

(Tatiana et al., 1999), 홍조류의 카라기난은 항혈액 응고효과(Nishino and

Nagumo, 1992) 등의 다양한 생리적 효과를 가지는 것으로 알려져 있다.

또 후코이단을 이용한 연구도 많이 진행되어 왔으며(Nishino and

Nagumo, 1987; Dobashi et al., 1989; Pereira et al., 1999), 갈조류에 주로 함

유되어 있으나 종에 따라 구조와 생리활성의 차이가 있는 것으로 알려져 있

다(Kwon et al., 2006). 후코이단은 갈조류의 세포벽의 구성 성분으로 이루어

진 함황 다당류로서, 항염증(McClure et al., 1992), 혈행 개선(Chevolot et al.,

1999), 항혈액 응고효과(Koo et al., 2001; Kim et al., 1998; Church et al.,

1989; Mori et al., 1982; Abdel-Fattah et al., 1974; Bernardi and Springer,

1962), 항바이러스(Patankar et al., 1993; Cooper et al., 2002; Baba et al.,

1988; Ponce et al., 2003; Preeprame et al., 2001), 신장질환 개선(Quanbin et

al., 2003), 성인병과 노화의 억제효과 및 스트레스 해소 효과(Choi et al.,

1999a; b; c) 등이 있으며, 그 외에 여러 질환과 관련하여 많은 연구 결과들이

연구되고 있다. 최근에는 후코이단이 항암효과를 가진다는 보고가 증가하고

있는데(Aisa et al., 2005; Koyanagi et al., 2003; Funahashi et al., 2001; Ooi

and Liu, 2000; Zhuang et al., 1995; Hajime et al., 1994; Itoh et al., 1993;

Chida and Yamamoto, 1987; Yamamotoet et al., 1981), sarcoma-189 (육종
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암), L-1210 (백혈구암), melanoma(피부암) 등과 같은 암세포의 성장을 크게

저해한다고 하였다(Yamamoto et al., 1981; Yamamoto et al., 1984; Cho et

al., 1990; Kim et al., 1994). 또한, 후코이단의 sulfation 정도에 따라 세포의

증식이나 항혈액 응고효과를 가진다고 하였으며(Haroun-Bouhedja et al.,

2000), oversulfate 후코이단은 항혈관신생과 항암활성을 증가시킨다고 하였다

(Teruya et al., 2007; Koyanagi et al., 2003). 이들 암세포의 증식 억제 효과

는 대체로 apoptosis에 의한 세포 사멸 작용에 의한 것이라는 보고가 많다.

Apoptosis는 1972년 이래 지난 30년 동안 암의 치료에 있어 가능성 있는

표적으로 연구되어 왔다(Kerr et al., 1972). Apoptosis는 성숙한 세포가 특정

한 cell death gene의 발현에 의해 여러 유전자 및 단백질들의 발현과 활성

이 조절되어 일어나는 능동적인 사멸로서 다세포 생물체에서 불필요하거나

위험한 요소를 가진 세포를 주변의 정상적인 세포들로부터 제거하여 구조적

기능적으로 조직의 항상성을 유지하게 함으로서 적절한 발생과 기능의 형성

에 있어 중요한 역할을 한다. 일반적으로 DNA가 손상된 세포들은 사멸되거

나 적절히 손상된 부위를 복구하여 항상성을 유지하게 되나, apopotosis에 이

상이 생길 경우에는 병리학적 변이를 초래하게 되어 많은 종류의 질환을 일

으키게 되는데, apoptosis가 비정상적으로 억제되면 세포가 변형적으로 증식

되어 암을 유발하게 되는 원인이 될 수 있다(Kuchino and Kitanaka, 1996).

Apoptosis는 종양세포의 죽음에 있어 유일한 형태는 아니지만 대부분의 종양

에 있어서 가장 잘 알려진 세포 죽음의 한 형태로 알려져 있다(Sarraf and

Bowen, 1988). 암세포의 apoptosis 유도는 암세포 증식 억제 기전 중의 하나

이며(Kim et al., 2006), 암세포의 apoptosis 유도는 항암활성을 가지고 있는

성분들의 중요한 특징 중의 하나라고 알려져 있다(Frankfurt and Krishan,

2003). 현재 이용되고 있는 많은 항암제가 암세포의 apoptosis를 유도함으로

써 그 효과를 나타내는 것으로 알려지고 있기 때문에 암 치료나 발암유전자

에 대한 관심이 증가하고 있다(Kanno et al., 2004; Hannun, 1997; Mesner et

al., 1997; Arends and Wylie, 1991). Apoptosis는 세포 내․외적인 신호에 의
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해 시작되고 여러 종류의 apoptosis 조절 단백질에 의해 상호 유기적으로 조

절된다. Apoptosis를 유도하는 다양한 물질들은 표적으로 하는 apoptosis 조

절 단백질이 달라 서로 다른 경로를 통해 apoptosis를 유도하게 된다(Kim et

al., 2005; 2006; 2007). 그러므로 apoptosis를 유도하는 각 성분의 apoptosis

유도 기전 연구는 apoptosis 유도를 통해 항암활성을 나타내는 항암제 개발

에 매우 중요하다고 볼 수 있다. 현재, 천연물에서 독성이 낮으며 높은 활성

을 가진 항암물질을 찾기 위한 시도가 활발히 진행되고 있다. 많은 다당류는

암세포에서 apoptosis을 유도하는 것으로 알려져 있으며(Aisa et al., 2005;

Lin et al., 2001; Zhang and Huang, 2005), 대장암 세포와 관련하여

apoptosis에 관한 연구가 진행 되고 있다(Butler et al., 1999; Rupnarain et

al., 2004). 그러나, apoptosis를 겪고 있는 종양세포의 사멸은 악성 종양의 가

능성이나 화학치료 저항성을 가져오기도 하는 것으로 알려져 있다(Huerta et

al., 2006).

후코이단의 생리 기능 효과는 다양하며 최근 들어 항암성에 대한 연구 보

고는 증가하고 있으나, 항암 작용에 대한 작용 기전은 거의 밝혀져 있지 않

다. 따라서, 본 논문에서는 후코이단에 의한 대장암 세포의 증식 억제와 연관

된 apoptosis에 관한 연구를 시도하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

1) 세포 및 시료

실험에 사용된 인간의 대장암 세포주인 HT-29는 한국 세포주 은행(Korean

Cell Line Bank; KCLB, Seoul, Korea)에서 구입하였으며, fibroblast인

MC3T3-E1은 경희의대로부터 제공받았다. 본 실험에 사용한 crude fucoidan

(F5631; Fucus vesiculosus)은 Sigma (St. Louis, Mo, USA) 제품을 사용하였다.

2) 시약

세포 배양에 사용한 Roswell park memorial institute 1640 medium

(RPMI 1640), fetal bovine serum (FBS)는 Hyclone (Logan, UT, USA)에서

구입하였다. Penicillin-streptomycin, phosphate-buffered saline (PBS),

phenol-red free RPMI 1640은 Gibco/BRL (Gaitherburg, MD, USA) 제품을

neutral red, trypsin, Hoechst 33342, RNase A, protein A sepharose, IGF-I

(insulin-like growth factor-I), heregulin-α (HRG) 등은 Sigma 제품을 사용하

였다. Transfer에 사용한 Immobilon
TM
-P membrane은 millipore (Bedford,

MA, USA)에서 각종 antibody는 Santa cruz (CA, USA), Cell signaling

Technology (Beverly, MA, USA)에서 구입하였다. Western blotting에 사용한

Supersignal
®
West Dura Extended Duration Substrate와 단백질을 정량하기

위한 BCA protein assay kit는 Pierce (Rockford, IL, USA)에서, film은

Kodak (Rochester, NY, USA)에서 구입하였다. 세포 생존율을 측정하기 위한

Celltiter 96
®
AQueous non-radioactive cell proliferation assay kit는

Promega (Madison, WI, USA)에서 구입하였다.
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2. 실험방법

1) 세포 배양

인간의 대장암 세포주인 HT-29와 MC3T3-E1 정상 세포는 37℃ CO2

incubator (5% CO2, 95% air)에서 RPMI 1640 배지와 α-MEM 배지를 사용하

여 배양하였다. 실험에 사용할 세포를 유지하기 위하여 각 배지에 10% FBS,

100 units/ml penicillin- streptomycin을 첨가하여 사용하였다. 세포가 80%

자라면 PBS로 세포의 단층을 씻어낸 후 0.25% trypsin-EDTA로 처리하여 계

대배양하고 배지는 2～3일 마다 교환해주었다.

2) 세포 증식율 측정을 위한 MTS assay

정상 세포주인 MC3T3-E1 세포 및 대장암 세포주인 HT-29 대장암 세포에

후코이단을 첨가하여 농도와 시간에 따른 세포 증식 정도를 알아보고자 MTS

분석을 하였다. 96-well plate에 MC3T3-E1 세포는 3×10
4
, 대장암 세포주인

HT-29 세포는 4×10
4
cell/well의 농도로 분주하고, 10% FBS를 함유한 α-MEM,

RPMI 1640 배양액으로 희석하여 배양하였다. 배양액 내의 FBS에 함유되어있

는 여러 성분들을 제거하기 위해 24시간이 지난 후 serum-free α-MEM, RPMI

1640으로 배지를 교환하여 serum starvation 시켰다. 12시간 후 serum-free

medium (SFM)에 후코이단을 농도별로 처리한 후 24, 48시간이 경과한 후

tetrazolium compound인 MTS를 첨가하고 일정시간 동안 배양하였다. 배양하

는 동안 MTS는 세포내 미토콘드리아에서 생산되는 succinate dehydrogenase

에 의해 수용성의 formazan으로 변하고 이렇게 생성된 formazan의 양을 490

nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 각 세포의 생존율은 대조군에 대한 실험

군의 %로 계산하였다.
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3) 세포 독성 분석

HT-29 세포에 후코이단을 처리하였을 때 세포 독성을 나타내는지 확인하

기 위해 Wadsworth와 Koop (1999)의 방법을 일부 변형한 Neutral Red

(NR) assay로 분석하였다. HT-29 세포는 96-well plate에 4×10
4
cell/well의 농

도로 분주하고, 10% FBS를 함유한 배양액으로 희석하여 배양하고 24시간 후

SFM으로 교환하여 serum starvation 시켰다. 12시간 후 SFM에 후코이단을 농

도별로 처리한 후 24, 48시간이 경과한 후 배양액을 제거하고 10 μg/ml NR을

첨가하여 37℃에서 90분간 방치하였다. PBS로 세척한 후에 50 mM sodium

citrate ․50% EtOH (pH 4.2)를 첨가하여 실온에서 20분간 방치한 후에 510

nm에서 흡광도를 측정하였다. 각 세포의 독성율은 대조군에 대한 실험군의 %

로 계산하였다.

4) [3H] thymidine incorporation 분석

후코이단의 암세포 증식 억제 효과가 DNA 합성을 감소시킴으로서 나타나

는 것인지 확인하기 위해 HT-29 세포를 13 mm diameter cell culture

coverslip (Thermanox plastic coverslips, Nunc, Rochester, NY, USA)을 넣은

24-well plate에 10% FBS를 함유한 RPMI 1640 배지로 희석하여 배양하였다.

세포가 50~60% 정도 자라면, SFM으로 교환하여 48시간 배양한 후, 후코이단

을 농도별로 처리하였다. [
3
H]thymidine (Amersham Biosciences, UK)을

200,000 cpm/well의 농도로 첨가하여 37℃에서 24시간 배양시킨 다음, 생성

된 DNA에 삽입된 [
3
H]thymidine을 측정하였다. 즉, 5% TCA (trichloroacetic

acid)를 첨가하여 실온에서 10분간 방치, 다시 탈이온수로 2회 세척한 후

70% 에탄올을 첨가하여 실온에 5분간 방치하였다. Cell culture coverslip을

liquid scintillation cocktail (Wallac, Amersham Phamacia Co., UK)에 넣고

liquid scintillation counter (Wallac 1409)로 시료별 cpm을 측정하여 DNA

합성정도를 계산하였다.
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5) 형태학적 관찰

HT-29 세포에 후코이단을 처리하였을 때 형태학적인 변화를 보이는지 살

펴보았다. 즉, HT-29 세포를 24-well plate에 10% FBS를 함유한 RPMI 1640

배양액으로 희석하여 24시간 동안 배양하였다. SFM으로 교환하여 12시간 배

양한 다음 후코이단을 농도별로 처리하였다. 48시간 후, 세포를 PBS로 2회

씻은 후 위상차현미경 상에서 세포의 형태를 관찰하였다.

6) Hoechst 33342 염색

HT-29 세포에 후코이단을 처리하였을 때 핵의 형태학적 변화에 어떠한 영

향을 미치는 지 살펴보았다. 즉, HT-29 세포를 24-well plate에 10% FBS를

함유한 RPMI 1640 배양액으로 희석하여 후코이단을 농도별로 처리하여 48시

간 동안 배양하였다. 배양액을 제거한 후 fixing solution (formaldehyde :

PBS = 1 : 9)을 첨가하여 실온에서 10분간 고정한 후에 PBS로 세척하였다.

0.2% Triton X-100을 첨가하여 실온에서 10분간 방치한 후에 2 μg/ml

Hoechst 33342 용액을 첨가하여 빛을 차단한 상태에서 실온에서 30분간 반

응시켰다. PBS로 세척한 후에 100% EtOH을 첨가하여 탈수 처리시켰다. 세

포에 mounting medium (Sigma, M1289)을 1방울 떨어뜨린 후 커버글라스로

덮어주었다. 형광현미경을 이용하여 200배의 배율로 농도에 따른 핵의 형태

변화를 관찰하였다.

7) Annexin V-FITC 분석

HT-29 세포에 후코이단을 처리하였을 때, 세포의 사멸이 apoptosis인지

necrosis인지를 확인하기 위해 HT-29 세포를 10% FBS가 함유된 RPMI 1640

배지로 희석하여 100 mm diameter culture dish에 분주하였다. 50~60% 정도

자라면 새로운 SFM으로 교환하고 후코이단을 농도별로 처리하여 48시간 배양하

였다. 48시간 후 PBS-EDTA를 처리하여 PBS에 세포를 부유시켰다. 원심분리(4℃,

3,000 rpm, 5 min)하여 남은 pellet을 Annexin V-FITC apoptosis detection kit
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(Becton Dickinson San Jose, CA, USA)를 사용하여 실험을 수행하였다. 즉, 1X

Annexin V binding buffer (10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mM NaCl, 2.5

mM CaCl) 100 μl에 pellet을 희석하였다. Annexin V-FITC solution과 PI solution

을 첨가한 후 암실에서 15분간 반응시키고 1X binding buffer에 희석한 후 flow

cytometer (FACSCalibur; BD Biosciences)를 사용하여 분석하였다.

8) FACS 분석

세포 주기의 분포도에 미치는 후코이단의 영향을 살펴보기 위해 HT-29 세

포를 10% FBS가 함유된 RPMI 1640 배지로 희석하여 100 mm diameter

culture dish에 분주하였다. 50~60% 정도 자라면 새로운 SFM으로 교환하고

후코이단을 농도별로 처리하여 48시간 배양하였다. 48시간 후 trypsin을 처리하여

PBS에 세포를 부유시켰다. 원심 분리(4℃, 3, 000 rpm, 5 min)하여 남은 pellet을

Cycle Test
TM
Plus DNA reagent kit (Becton Dickinson San Jose, CA, USA)를 사

용하여 실험을 수행하였다. 즉, kit에 포함된 buffer solution으로 세척한 후 Cycle

TEST PLUS solution A와 B를 상온에서 각각 10분씩 처리한 후 Cycle TEST PLUS

solution C를 처리하여 4℃에서 30분간 염색하였다. 이를 nylon mesh cell strainer

(Becton Dickinson San Jose, CA, USA)에 통과시켜 세포를 monolayer로 분리시킨

후 DNA flow cytometry (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)에 적용시켜 형광

반응에 따른 histogram을 Modi Fit LT (Becton Dickinson, USA) 프로그램으로 분

석하였다.

9) Western blot analysis

① 단백질 발현 분석

HT-29 세포를 10% FBS가 함유된 RPMI 1640 배지로 희석하여 100 mm

diameter culture dish에 분주하였다. 50~60% 정도 자라면 새로운 SFM으로

교환하고 후코이단을 농도별로 처리하여 48시간 배양하였다. PBS로 2회 세척하

고, lysis buffer (20 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
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EGTA, 1% Triton X-100, 2.5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM β

-glycerophosphate, 1 mM Na3VO4, 1 μg/ml leupeptin, 1 mM PMSF)를 사

용하여 4℃에서 30분간 방치하였다. 그런 다음 얼음 위에서 cell lysate를 회수

하고, 12,000 rpm에서 10분간 원심 분리하여 상층액을 취하였다. 동량의 Cell

lysate를 SDS-PAGE로 분리하여 membrane에 옮겼다. Membrane은 실온에서

1% BSA-TBST로 1시간 동안 blocking 시킨 후, 각 각의 항체를 첨가하여 4℃에

서 16시간 반응시켰다. TBS-T로 씻어낸 다음, 다시 2차 항체를 첨가하여 1시간

동안 반응시킨 후 Supersignal
®
West Dura Extended Duration Substrate kit를

이용하여 X-ray 필름에 감광시키고 현상하여 단백질 발현 정도를 Muti

Gauge (FUJI photo film) software version 3.0 프로그램을 사용하여 확인하

였다.

② 세포질 및 미토콘드리아 획분 추출

세포질 및 미토콘드리아 획분 추출은 Emanuele et al. (2004)의 방법을 사

용하여 회수하였다. 즉, HT-29 세포를 10% FBS가 함유된 RPMI 1640 배지로

희석하여 100 mm diameter culture dish에 분주하였다. 50~60% 정도 자라면

새로운 SFM으로 교환하고 후코이단을 농도별로 처리하여 48시간 배양하였다.

PBS-EDTA로 2회 세척하고, trypsin-EDTA를 첨가하여 세포를 수축시켜 PBS

1 ml로 회수하였다. 5,000 rpm에서 5분간 원심분리한 후 cell lysate에 Buffer

A (20 mM HEPES, pH 7.4, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 1

mM EGTA, 1 mM DTT, 250 mM Sucrose)를 첨가하여 잘 섞은 후에 4℃에

서 20분간 방치하였다. 5,000 rpm에서 10분간 원심 분리하여 상청액 (S1)을

회수하고 다시 cell pellet에 Buffer A를 첨가하여 5,000 rpm에서 5분간 원심

분리하여 상청액 (S2)을 회수하였다. 상층액 (S1)과 (S2)를 합하여 14,000 rpm

에서 15분간 원심 분리하여 상층액은 세포질 획분으로 분리하였다. 다시,

pellet에 buffer A를 첨가한 것을 미토콘드리아 획분으로 분리하여 동량의 단

백질을 SDS-PAGE로 분리하여 Western blot membrane에 옮긴 후, 단백질
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발현 정도를 확인하였다.

③ 핵 획분 추출

핵 획분 추출은 Park et al. (2005)의 방법을 사용하여 회수하였다. 즉,

HT-29 세포를 PBS-EDTA로 2회 세척하고, trypsin-EDTA를 첨가하여 세포를

수축시켜 PBS 1 ml로 회수하였다. 12,000 rpm에서 10분간 원심분리한 후

cell lysate에 Hypotonic lysis buffer (10 mM HEPES, pH 7.9, 10 mM KCl,

1.5 mM MgCl2)를 첨가하여 잘 섞은 후에 4℃에서 15분간 방치하였다. 다시

2.5% NP-40을 첨가하여 잘 섞은 후에 4℃에서 10분간 방치하였다. 5,000

rpm에서 5분간 원심 분리하여 상청액을 제거하였다. Cell lysate에 Nuclear

extraction buffer (10 mM HEPES, pH 7.9, 100 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2,

0.1 mM EDTA, 0.1 mM DTT)를 첨가하여 4℃에서 20분간 방치하고 원심 분

리하여 (14,000 rpm, 10 min) 상청액을 핵 획분으로 사용하였다.

④ IGF-I 단백질 수준 및 IGF-IR 신호 전달 분석

HT-29 세포에 후코이단을 농도별로 첨가하여 48시간 배양하였다. PBS-EDTA

로 2회 세척하고, lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1

mM EDTA, 1 mM NaF, 1% NP-40, 1 mM Na3VO4, 1 μg/ml aprotinin, 1 μ

g/ml pepstatin, 1 μg/ml leupeptin, 0.25% Na-deoxycholate, 1 mM PMSF)

를 첨가하여 4℃에서 30분간 방치하였다. 얼음 위에서 cell을 회수하고, 12,000

rpm에서 10분간 원심 분리하여 상청액을 취해 cell lysate로 사용하였다. 동량

의 cell lysate (50 μg/ml protein)를 SDS-PAGE로 분리하여 membrane에 옮

긴 후, 단백질 발현 정도를 확인하였다.

또한, IGF-I으로 유도된 HT-29 대장암 세포에 암세포 증식 억제 효과가

IGF-IR 신호 전달 경로를 매개로 일어나는지 알아보기 위하여 살펴보았다.

즉, HT-29 세포에 500 μg/ml의 후코이단을 첨가하여 48시간 배양하였다. 회수
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직전 100 ng/ml의 IGF-I을 0, 5, 10, 60분간 처리한 후, lysis buffer를 첨가하

여 4℃에서 30분간 방치하였다. 얼음 위에서 cell을 회수하고, 12,000 rpm에서

10분간 원심 분리하여 상청액을 취해 cell lysate로 사용하였다. 동량의 cell

lysate (750 μg/ml protein)에 anti-IGF-IRβ 항체를 처리하여 (1:300) 4℃에서

16시간 반응시킨 후, Protein A-Sepharose (Sigma Co., USA)를 넣어 4℃에서

2시간 반응시키고 14,000 rpm에서 2분간 원심 분리하여 항체와 결합한 단백

질을 Protein A-Sepharose와 함께 침전시켰다. 침전물은 lysis buffer로 3번 반

복하여 세척하고 0.1 M DDT를 함유하는 1× sample buffer 넣어 10분간 끓인

후, sample buffer만 조심스럽게 회수하여 5% SDS-PAGE에서 단백질을 분리

하고 membrane에 옮긴 후, 단백질 발현 정도를 확인하였다.

⑤ HRG 단백질 수준 및 ErbB3 신호 전달 분석

HT-29 세포에 후코이단을 농도별로 첨가하여 48시간 배양하였다. PBS로 2회

세척하고, lysis buffer (20 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM

EDTA, 1 mM EGTA, 100 mM NaF, 1% Triton X-100, 10 mM sodium

pyrophosphate, 1 mM Na3VO4, 20 μg/ml aprotinin, 10 μg/ml antipain, 10

μg/ml leupeptin, 80 μg/ml benzamidine-HCl, 0.2 mM PMSF)를 첨가하여

4℃에서 30분간 방치하였다. 얼음 위에서 cell을 회수하고, 12,000 rpm에서 10

분간 원심 분리하여 상청액을 취해 cell lysate로 사용하였다. 동량의 cell

lysate (50 μg/ml protein)를 SDS-PAGE로 분리하여 membrane에 옮긴 후,

단백질 발현 정도를 확인하였다.

또한, HRG로 유도된 HT-29 대장암 세포에 암세포 증식 억제 효과가

HRG/ErbB3의 신호 전달 경로를 매개하여 일어나는지 알아보기 위하여 다음

과 같이 검토하였다. 즉, HT-29 세포에 500 μg/ml의 후코이단을 첨가하여 48

시간 배양하였다. 회수 직전 100 ng/ml의 HRG을 0, 5, 10, 60분간 처리한 후,

lysis buffer를 첨가하여 4℃에서 30분간 방치하였다. 얼음 위에서 세포를 회수

하고, 12,000 rpm에서 10분간 원심 분리하여 상청액을 취해 cell lysate로 사용
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하였다. 동량의 cell lysate (750 μg/ml protein)에 anti-ErbB3 항체를 처리하

여 (1:300) 4℃에서 16시간 반응시킨 후, Protein A-Sepharose를 넣어 4℃에서

2시간 반응시키고 14,000 rpm에서 2분간 원심 분리하여 항체와 결합한 단백

질을 Protein A-Sepharose와 함께 침전시켰다. Protein A-Sepharose는 lysis

buffer로 3번 반복하여 세척하고 0.1 M DDT를 함유하는 1× sample buffer 넣어

10분간 끓인 후, sample buffer만 조심스럽게 회수하여 5% SDS-PAGE에서

단백질을 분리하고 membrane에 옮긴 후 단백질 발현 정도를 확인하였다.

10) 실험 결과의 통계처리

본 실험에 대한 모든 실험 결과는 mean ± S.E.로 나타내었고, 실험군 간의

유의성은 SPSS ver. 10.0 프로그램을 사용하여 ANOVA로 검증한 후, p<0.05

수준에서 Duncan's multiple range test로 비교하였다.
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Table 1. Antibodies used in the present study

Antibody Origin Company

Fas rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology

pro-caspase-8 rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology

pro-caspase-9 rabbit polyclonal Cell Signaling

pro-caspase-7 rabbit polyclonal Cell Signaling

pro-caspase-3 rabbit polyclonal Cell Signaling

cleaved PARP rabbit polyclonal Cell Signaling

Bax rabbit polyclonal Cell Signaling

Bad rabbit polyclonal Cell Signaling

Bid rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology

Bcl-2 rabbit polyclonal Cell Signaling

Bcl-xL rabbit polyclonal Cell Signaling

cytochrome c rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology

E2F mouse monoclonal Santa Cruz Biotechnology

phospho-RB rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology

Cyclin D1 rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology

β-catenin rabbit polyclonal Cell Signaling

IKKα rabbit polyclonal Cell Signaling

phospho-IκBα rabbit polyclonal Cell Signaling

IκBα rabbit polyclonal Cell Signaling

NF-κB rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology

phospho-p38 mouse monoclonal Santa Cruz Biotechnology

phospho-JNK mouse monoclonal Santa Cruz Biotechnology

COX-2 goat polyclonal Santa Cruz Biotechnology

iNOS rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology

IGF-IRβ rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology

phospho-tyrosine mouse monoclonal Santa Cruz Biotechnology

IRS-1 rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology

AKT goat polyclonal Santa Cruz Biotechnology

phospho-AKT rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology

MAPK rabbit polyclonal Cell Signaling

phospho-MAPK rabbit polyclonal Cell Signaling

HRG rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology

ErbB2 rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology

ErbB3 rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology

β-actin rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1. HT-29 대장암 세포의 후코이단에 의한 증식 억제

1) HT-29 대장암 세포와 MC3T3-E1 세포의 증식에 미치는 영향

HT-29 대장암 세포와 MC3T3-E1 정상 세포에 후코이단을 처리하여 농도와

시간에 따른 세포 증식 정도를 알아보고자 MTS 분석을 하였다. 세포에 후코이

단을 농도별로 처리하여 24 또는 48시간이 경과한 후 살아있는 세포의 미토콘

드리아에서 생산되는 succinate dehydrogenase에 의해 수용성의 formazan으로

변하는 원리를 이용한 MTS 분석을 수행하였다.

먼저, HT-29 대장암 세포는 100 μg/ml의 후코이단 처리군에서 유의적으로

세포 증식율이 감소하기 시작하였는데, 농도 의존적인 경향을 보여주었다. 또

한, 24시간 처리보다 48시간 처리 시 세포 증식율이 좀 더 감소하는 것으로

나타났는데, 48시간에서 IC50은 약 500 μg/ml으로 나타났다(Fig. 1).

다음으로, MC3T3-E1 정상 세포에 후코이단을 농도별로 첨가하여 세포 증

식정도를 살펴보았다. 그 결과, MC3T3-E1 정상 세포의 경우 후코이단 처리는

농도와 시간에 관계없이 증식에 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다(Fig. 2).

따라서, 각 세포에 후코이단을 처리하였을 때, MC3T3-E1 정상 세포의 세

포 증식에는 영향을 주지 않았으며, HT-29 대장암 세포의 경우에는 농도 의

존적, 시간 의존적으로 세포 증식율의 감소를 가져오는 것으로 나타났다.
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Fig. 1. Effect of fucoidan on the growth of HT-29 colon cancer cells.

HT-29 cells were seeded in 96-well plates at a density of 4×10
4

cells/well with medium supplemented with 10% FBS. Twenty-four

hrs after seeding, the cells were serum-starved for 12 hrs. The cells

were treated for 24 hrs or 48 hrs with fucoidan (0～1,000 μg/ml),

and viable cells were estimated by the MTS assay. Each bar

represents the mean ± S.E. Mean with different letters are

significantly different at the 0.05 level of significances as determined

by Duncan's multiple range test.
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Fig. 2. Effect of fucoidan on the growth of MC3T3-E1 fibroblast cells.

MC3T3-E1 cells were seeded in 96-well plates at a density of 3×10
4

cells/well with medium supplemented with 10% FBS. Twenty-four

hrs after seeding, the cells were serum-starved for 12 hrs. The cells

were treated for 24 hrs or 48 hrs with fucoidan (0～1,000 μg/ml),

and viable cells were estimated by the MTS assay. Each bar

represents the mean ± S.E. Mean with different letters are

significantly different at the 0.05 level of significances as determined

by Duncan's multiple range test.
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2) 세포 독성 검토

앞선 실험에서 HT-29 세포에 후코이단을 처리하였을 때 세포 증식율이 감

소하는 것으로 나타났으므로, 이러한 세포 증식율의 감소가 세포 독성을 나

타내는지 Wadsworth와 Koop (1999)의 방법을 일부 변형한 NR assay를 통

해 살펴보았다. 그 결과, HT-29 대장암세포에 후코이단을 농도별, 시간별로

처리하였을 때, 농도와 시간에 따른 세포 독성을 보이지 않았다(Fig. 3).

이와 관련한 연구 결과들이 많이 보고되고 있는데, 다시마 유래 후코이단

을 4,000 mg/kg/body weight 수준으로 경구 투여한 단회 독성 시험 결과

특이한 병변 현상을 관찰할 수 없었다고 하였으며, 2,500 mg/kg의 후코이단

을 180일간 wister rat에 투여했을 때 혈액응고 지연 이외에 특이한 독성은

발견되지 않았다고 하였다(Li et al., 2005). 또한, 후코이단을 1,000~2,500

mg/kg/body weight 수준으로 2년에 걸쳐 장기 투여했을 때도 특이한 부작

용은 발견되지 않았다고 하여(Cooper et al., 2002) 후코이단은 장기 섭취에

있어서도 안전한 물질로 평가되고 있다. 따라서, HT-29 대장암 세포에 후코

이단 처리 시 세포 독성에 관계없이 세포 증식을 억제하는 것으로 나타났다.

앞으로의 실험에서는 후코이단에 의한 세포 증식 억제 메카니즘을 확인키 위

해 후코이단을 48시간 처리하여 검토하고자 하였다.
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Fig. 3. Effect of fucoidan on cytotoxicity in HT-29 cells.

HT-29 cells were seeded in 96-well plates at a density of 4×10
4

cells/well with medium supplemented with 10% FBS. Twenty-four

hrs after seeding, the cells were serum-starved for 12 hrs. The cells

were treated for 24 hrs or 48 hrs with fucoidan (0～1,000 μg/ml),

and viable cells were estimated by the NR assay. Each bar

represents the mean ± S.E. Mean with different letters are

significantly different at the 0.05 level of significances as determined

by Duncan's multiple range test.
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3) DNA 합성 억제

HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, 세포 증식 억제가 DNA

합성과 관련된 것인지를 살펴보기 위해 [
3
H]thymidine incorporation을 측정하

였다. 세포에 후코이단을 농도별로 48시간 처리한 후, [
3
H]thymidine을

200,000 cpm/well의 농도로 첨가하여 24시간 배양시킨 다음, 생성된 DNA에

삽입된 [
3
H]thymidine의 시료별 cpm을 측정하여 DNA 합성정도를 확인하였

다.

그 결과, DNA에 삽입된 [
3
H]thymidine의 양은 100 μg/ml 후코이단 처리

시 DNA 합성이 50% 저해되었으며, 1,000 μg/ml의 후코이단의 90% 합성을

저해하는 것으로 나타났다(Fig. 4). 따라서, HT-29 대장암 세포에 후코이단을

처리하였을 때 세포 증식이 감소되는 것은 DNA 합성 수준의 감소로 인해

발생하는 것으로 보여진다.
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Fig. 4. Effects of fucoidan on [
3
H]thymidine incorporation in HT-29 cells.

HT-29 cells treated for 48 hrs with fucoidan (0~1,000 μg/ml).

[
3
H]Thymidine was then added, and the incubation were continued

for another 24 hrs to measure the incorporation into DNA. DNA

synthesis rates of cells were estimated by the [
3
H]thymidine

incorporation assay. Each bar represents the mean ± S.E. Mean with

different letters are significantly different at the 0.05 level of

significances as determined by Duncan's multiple range test.
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4) 세포의 형태학적 변화

앞선 결과에서, HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때 세포의 독

성에 관계없이 세포 증식이 감소하였으므로, 후코이단 처리 시 형태학적인

변화를 보이는지 현미경 상에서 살펴보았다.

그 결과, HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때 세포 증식율(Fig.

1)과 DNA 합성(Fig. 4)의 결과와 동일하게 농도 의존적으로 세포 수가 감소

하는 것으로 나타났다. 또한, 250 μg/ml의 후코이단 처리 시 세포의 형태가

변하기 시작하였으며, 500 μg/ml의 후코이단을 처리하였을 때는 세포의 응

축현상이 나타나기 시작하였다(Fig. 5).

세포 사멸과정에서 세포는 세포 외 기질과 세포 외 기질에 대한 세포막 수

용체인 integrin과의 결합력 약화로 인한 focal adhesion complex의 분해 때

문에 일차적으로 평평한 모양에서 둥근 형태로 모양이 변하고, 세포 내 골격

단백질의 변화로 인한 세포의 수축, 염색사 응축, 핵의 붕괴, DNA의 분해

등과 같은 다양하고 특이한 형태적, 생화학적인 변화를 일으키는 것으로 알

려져 있다(John et al., 1993). 따라서, 본 연구 결과에서도 후코이단에 의해

세포 사멸에 의한 형태적 변화가 일어나고 있음을 보여주었다.
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Fig. 5. Morphological changes by treatment with fucoidan in HT-29

cells.

HT-29 cells were treated with fucoidan (0~1,000 μg/ml). After 48 hrs

incubation cells were examined under light microscopy.

Magnification, ×200.
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5) 핵의 형태학적 변화

앞선 결과에서, HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, 농도가

증가함에 따라 세포의 성장이 감소하였으며, 형태학적인 현미경 관찰에서도

세포의 형태가 변하는 것을 확인하였다. 따라서, 후코이단의 처리 시 세포 사

멸의 직접적인 증거를 제시하기 위하여 핵의 형태학적인 변화를 살펴보고자

하였다. 일반적으로, 세포 사멸의 과정에서 세포막의 파괴 및 염색체의 응축

과 더불어 사멸체(apoptotic body) 형성 등의 형태학적인 변화가 일어나게

되는데 이를 Hoechst 33342 염색을 통해 살펴보았다.

Hoechst 33342는 세포에 DNA-binding dyes를 붙여 염색할 경우, 살아있

는 세포와 죽은 세포 DNA 모두를 blue로 염색하게 되며, 핵의 형태학적인

변화를 살펴볼 수 있는 방법으로 사용되고 있다. HT-29 대장암 세포에 후코

이단 처리 시 대조군에서 관찰할 수 없는 세포 사멸 유발 특이적인 핵 내

DNA 단편화에 의한 apoptotic body의 출현(Arends et al., 1990; Evans,

1993; Chiarugi et al., 1994)이 농도 의존적으로 증가됨을 알 수 있었다(Fig.

6). 이로써, 후코이단 처리에 의한 HT-29 대장암 세포의 성장 억제는 DNA

합성 감소와 함께 세포 사멸 유발과 밀접한 연관성이 있는 것으로 보인다.
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Fig. 6. Induction of apoptotic bodies by treatment with fucoidan in

HT-29 cells.

HT-29 cells were treated with fucoidan (0~1,000 μg/ml). After 48 hrs

incubation cells were fixed and then stained with Hoechst 33342 (2

μg/ml). After 20 min incubation at room temperature, the cells were

washed with PBS and nuclear morphology was photographed with a

fluorescence using blue filter. Arrows indicate typical apoptotic cells

with apoptotic body. Magnification, ×200.
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6) Annexin V-FITC에 의한 apoptosis 분석

앞선 결과에서, HT-29 대장암 세포에 후코이단 처리 시 세포 사멸이 유도

되었으므로, 후코이단에 의한 세포의 증식 억제가 apoptosis인지 necrosis에

기인하는지 확인하기 위해 Annexin V-FITC apoptosis detection kit를 사용하여

flow cytometery로 분석하였다. Annexin V-FITC는 apoptosis를 겪고 있는 세포

의 퍼센트를 정량적으로 측정할 수 있는 분석법이다. 살아있는 세포에서

Apoptosis가 일어나면 세포막을 조성하는 인지질의 안쪽에 위치한

phosphatidylserine (PS)이 세포막 밖으로 이동하는 원리를 이용한 방법으로

PS에 특이적으로 결합하는 Annexin Ⅴ와 propidium iodide (PI)의 세포막

투과성을 이용하여 세포 중의 early apoptosis (Annexin V-FITC positive, PI

negative), late apoptosis (Annexin V-FITC positive, PI positive)의 비율을

살펴보았다.

Annexin V-FITC 분석 결과, living cell에 있어서 대조군의 경우는 81%였

으나, 후코이단 처리 시 56%로 감소하였다(Fig. 7). 뿐만 아니라, apoptic

cells에 있어서, 대조군의 경우는 5%였으나 후코이단을 농도별로 처리하였을

때, 100 μg/ml의 후코이단의 경우 7% 수준에 머물던 것이 1,000 μg/ml의 후

코이단 처리 시 23%로 증가하는 것으로 나타났다. 이로써, HT-29 대장암 세

포에 후코이단을 처리하였을 때 발생하는 세포 사멸은 주로 apoptosis에 의

한 것임을 확인하였다.

Apoptosis는 예정된 세포 사멸(programmed cell death)이라고도 하며, 세

포가 정상적인 상태 또는 병리학적 요인에 노출된 후에 죽음에 이르게 되는

생리학적 과정을 말한다(Hengartner, 2000). Apoptosis는 염증반응을 동반하

지 않는 단일 세포의 사멸로 염색질 농축, DNA 분절화와 apoptotic body 형

성 등의 조직학적 특징을 나타내므로 또 다른 세포사인 괴사(necrosis)와는

구분이 된다(Kerr et al., 1972). Apoptotic cell은 세포의 위축(shrinkage), 핵

의 농축, chromatin의 응축, DNA 분절(DNA fragmentation), caspase로 알려
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져 있는 cysteine protease의 활성과 같은 형태학적인 특징을 나타내는 것으

로 알려져 있다(Reed, 1998; Earnshaw, 1995). Apoptosis는 세포 내․외적인

신호에 의해 시작되어 일련의 과정을 거쳐 이루어지고, bcl-2 family 단백질

(Korsmeyer, 1995)과 cysteine acid protease들(Debatin, 2004)이 apoptosis의

중요한 조절인자로 작용하는 것으로 알려져 있다.
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Fig. 7. Flow cytometry analysis by treatment with fucoidan in HT-29

cells.

HT-29 cells treated for 48 hrs with fucoidan (0～1,000 μg/ml). The

cells were trypsined, loaded with PI and Annexin V, and then

analyzed by flow cytometry. The number of living cells and

apoptotic cells are expressed as a percentage of total cell number.
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2. 세포 내 신호 전달에 미치는 영향

Apoptosis는 종양세포의 죽음에 있어 유일한 형태는 아니지만 대부분의 종

양에 있어서 가장 잘 알려진 세포 죽음의 한 형태로 알려져 있으며(Sarraf

and Bowen, 1988), 세포 증식에 대해 상호 보완적이면서 반대역할을 하여 세

포 수를 조절하고 항상성을 유지하는 데 apoptosis의 증가 혹은 감소로 인해

세포 사멸-세포 증식의 균형이 깨어지면 종양, 자가 면역 질환 등 여러 질환

이 발생하는 것으로 알려져 있다(Thompsos, 1995; Watson, 1995; Que and

Gores, 1996). 현재 이용되고 있는 많은 항암제가 암세포의 apoptosis를 유도

함으로써 그 효과를 나타내는 것으로 알려지고 있기 때문에 암 치료나 발암

유전자에 대한 관심이 증가하고 있다(Kanno et al., 2004; Hannun, 1997;

Mesner et al., 1997; Arends and Wylie, 1991). Apoptosis를 유도하는 다양한

물질들은 표적으로 하는 apoptosis 조절 단백질이 달라 서로 다른 경로를 통

해 apoptosis를 유도하게 된다(Kim et al., 2006 ; Kim et al., 2007 ; Kim et

al., 2005). 그러므로 apoptosis 유도 기전 연구는 apoptosis 유도를 통해 항암

활성을 나타내는 항암제 개발에 있어서 매우 중요한 부분이기도 하다.

일반적으로 apoptosis는 수용체 매개 경로(Extrinsic pathway;

Death-receptor pathway)와 화학적 물질이 유도하는 apoptosis 경로(Intrinsic

pathway; Mitochondrial pathway)의 두개의 경로를 통해 일어나는 것으로

알려져 있다(Elmore, 2007; Jin and El-Deiry, 2005). 첫 번째 경로에는 tumor

necrosis factor (TNF) family와 같은 cytokine이 그들의 death receptor와 작

용하여 결과적으로 caspase-3을 활성화시켜 apoptosis를 유도하는 것이다. 이

와는 달리 화학적 물질에 의해 유도되는 apoptosis 경로에는 caspase-8에 의

한 Bid의 분해과정, 미토콘드리아로부터의 cytochrome c의 분비 촉진,

caspase-9의 활성화를 통한 caspase-3의 활성을 유도하는 것으로 알려져 있다

(Fig. 8).
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앞선 실험에서, HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, 세포의

증식 억제가 DNA 합성 감소와 apoptosis에 의한 것으로 나타났다. 따라서,

이후의 실험에서는 후코이단의 apoptosis에 대한 신호전달 기전을 중심으로

검토하고자 하였다.
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Fig. 8. Schematic representation of apoptotic events.

The two main pathways of apoptosis are extrinsic and intrinsic

pathway. Each requires specific triggering signals to begin an

energy-dependent cascade of molecular events. Each pathway

activates its own initiator csapase (8, 9, 10) which in turn will

activate the executioner caspase-3. The execution pathway results in

characteristic cytomorphological features including cell shrinkage,

chromatin condensation, formation of cytoplasmic blebs and

apoptotic bodies and finally phagocytosis of the apoptotic bodies by

adjacent parenchymal cell, neoplastic cells of macrophages (Elmore,

2007).
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1) Extrinsic pathway 신호 전달

HT-29 대장암 세포에 후코이단을 48시간 처리하고 Fas와 pro-caspase-8 항

체를 사용하여 extrinsic pathway에 미치는 영향을 살펴보았다. 그 결과, 후코이

단을 처리하였을 때, Fas 단백질 발현이 농도 의존적으로 증가하였고,

pro-caspase-8의 단백질 발현이 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 10).

Fas를 포함하는 receptor들은 apoptosis의 생리학적 조절에 중요한 역할을

수행하는 인자들이며, 이들 인자들에 의해 실행되는 apoptosis는 다양한 종양

이나 면역체계의 이상으로 일어나는 질병들에 대한 방어수단으로 작용하기도

하며 생명체내 항상성을 유지시켜주는 중요한 기작이다(Wajant, 2002; Siegel

et al., 2000). Fas에 Fas ligand가 결합하여 Fas receptor가 활성화되면

cytoplasmic tail의 death domain에 Fas-associated death domain (FADD)가

결합하여 death-inducing signaling complex (DISC)가 형성되고, 이어서

pro-caspase-8이 FADD의 death effector domain (DED)에 결합한다. FADD

에 결합된 pro-caspase-8은 자신을 autocleavage함으로써 활성화된다

(Budihardjo et al., 1999; Cohen, 1997; Thornberry and Lazebnik, 1998). 이

렇게 활성화된 caspase-8은 effector caspase (caspase-3, -7)를 활성화시켜 일

련의 연쇄적인 효소들이 작용을 통해 세포 사멸을 유발하게 된다(Chang and

Yang, 2000; Wehrli et al., 2000; Boldin et al., 1996; Muzio et al., 1997)

(Fig. 9). 다른 연구에서도 HT-29 대장암 세포에서 보라우무 메탄올 추출물에

의해 Fas 단백질 수준이 증가하여 death receptor에 의한 extrinsic pathway

에 의해 apoptosis가 유도된다고 하여(Kim et al., 2007), 본 실험과 동일한

결과를 보여주었다.

다양한 세포에서 caspase의 활성이 apoptosis에 관여하는 것으로 보고되고

있다(Grütter, 2000; Chiarugi et al., 1994; Antonsson and Martinou, 2000;

Choi et al., 2001; Hengartner, 2000; Slee et al., 1999; Grimm et al., 1996;

Polverino and Patterson, 1997). Cysteine protease의 family인 caspases는 세
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포에서 핵과 미토콘드리아의 외막에 존재하며, 대부분의 모든 세포에서 불활

성형 proenzymes으로 발현되어 있고(Debatin, 2004; Enari et al., 1996;

Thornberry and Lazebnik, 1998), 이들 family에 속하는 많은 단백질들은

bcl-2/bax family 발현의 변화에 따라 이들의 활성화가 조절되는 것으로 알

려져 있다(Chiarugi et al., 1994; Miyashita and Reed, 1995; Antonsson and

Martinou, 2000). Caspases가 활성화되면 이러한 효소들은 actin, gelsolin,

fodrin, lamin과 같은 구조단백질(Kothakota et al., 1997; Takahashi et al.,

1996), Poly ADP-ribose polymerase (PARP) (Nagata, 1997), ICAD (Sakahira

et al., 1998)를 포함한 특정한 기질이 절단되어 apoptotic cell에서 형태학적

변화와 전형적인 생물학적인 변화를 가져오게 된다(Kohler et al., 2002). 각각

의 caspase들은 외부자극이 없을 때에는 불활성 전구체 상태로 있지만, 외부

에서 세포 사멸 신호가 전달되면 N-terminal prodomain이 절단되어 서로 다

른 크기의 subunit들이 서로 heterotetramer를 형성하여 활성화된다. 가장

upsteram의 활성화된 initiation caspase는 downstream의 불활성 caspase를

절단하여 활성화를 유도한다. 세포 내에서 이러한 신호전달을 caspase

cascade라고 하는데, 이들 중 가장 아래의 effector caspase가 활성화되면 세

포 내의 다양한 기질들을 절단하여 비로소 세포 사멸을 유도하여 최종적인

apoptosis를 일으키게 된다(Drexler, 1997; Kauffmann and Hengartner, 2001).

Fas 매개성 caspase 활성을 통한 세포 사멸은 두 개의 경로로 나뉘는데, 활

성화된 caspase-8의 양이 충분하여 직접 caspase-3을 활성화시켜 세포 사멸을

유도하는 경로와(Ashkenazi and Dixit, 1998; Scaffidi et al., 1999), 활성화된

caspase-8의 양이 너무 적어서 미토콘드리아가 세포 사멸 신호의 enhancer로

작용하는 것이다(Green and Reed, 1998). 즉, Bcl-2 family에 속하는 단백질

중 하나인 Bid를 절단하여 절단된 형태의 tBid가 활성화된 caspase-8에 의해

절단된 후 미토콘드리아로 이동하여 미토콘드리아를 활성화시킴으로서 간접

적으로 caspase-3을 활성화시키는 것이다(Nagata 1997; Scaffi야 et al., 1999).

이 과정에서 신호는 더욱 증폭되며 미토콘드리아에서 cytochrome c가 방출
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된다. 방출된 cytochrome c는 Apaf-1과 결합하고(Li et al., 1997), Apaf-1의

caspase recruitment domain (CARD)에 caspase-9이 결합하여 apoptosome을

형성하는데, 이것이 caspase-3를 절단하여 활성화시켜서 세포 사멸을 유도하

는 것으로 알려져 있다(Fulda et al., 2001).

따라서, HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, Fas 단백질 발현

이 고농도에서 증가하였고, pro-caspase-8의 단백질 발현이 감소하는 것으로 나

타났는데, 이는 부분적으로, 후코이단이 extrinsic pathway를 통해 apoptosis를

유도하는 것으로 보인다(Fig. 10).
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Fig. 9. The Fas signaling pathway and its molecular control.

Fas signaling is triggered on target cells by receptor

tri(multi)merization induced upon contact with membrane bound

FasL. Subsequent recruitment of FADD and pro-caspase-8 leads to

upstream caspase (caspase-8) autoactivation that initiates apoptosis by

subsequent cleavage of downstream effector caspases (caspases-3, -6,

-7). Death receptor apoptosis can be inhibited at different points:

receptor level ①, initiator stage ②, and effector stage ③ (Wehrli et

al., 2000).



- 37 -

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0 100 250 500 1000

Fucoidan (μg/mL)

p
ro

te
in

 e
xp

re
ss

io
n

 le
v

el

Fas pro-caspase-8

Fig. 10. Effects of fucoidan treatment on the levels of Fas and

pro-caspase-8 protein in HT-29 cells.

HT-29 cells were lysed and then total proteins were separated by

SDS-PAGE. Proteins were visualized by Western blotting using

indicated antibodies. β-actin was used as an internal control.
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2) Intrinsic pathway 신호 전달

앞선 실험에서 extrinsic pathway를 통한 신호전달에서, HT-29 세포에 후코

이단 처리 시 Fas의 단백질 발현이 증가되었고, pro-caspase-8의 단백질 발현

이 감소되어 최종적으로 apoptosis에 관련이 있는 것으로 나타났다. 따라서,

본 실험에서는 intrinsic pathway를 통해 후코이단 처리 시 apoptosis를 유도

하는지 검토하고자 하였다. 즉, HT-29 대장암 세포에 후코이단을 첨가하여,

intrinsic pathway의 최종단계인 pro-caspase-9와 -7및 -3 단백질 발현 수준을

확인하였다. Fig. 10과 마찬가지로 pro-caspase-9, -7, -3의 단백질 수준이 농

도 의존적으로 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 11).

Intrinsic pathway에서, caspase-9는 미토콘드리아로부터 cytochrome c의

방출에 의해 활성화되는데, 활성화가 되기 위해서는 dATP, Apaf-1, 그리고

방출된 cytochrome c와의 결합을 필요로 한다. cytochrome c는 세포질에서

caspase-9, Apaf-1과 결합하여 apoptosome을 형성하고 caspase-9를 활성화시

키고 caspase-3을 활성화시켜 apoptosis를 유도하게 된다(Lahusen et al.,

2003; Adams and Cory, 2001; Kauffmann and Hengartner, 2001). Caspase-3

는 caspase-8과 caspase-9의 신호를 증폭시키면서 최종적으로 apoptosis를 유

도하는 것으로 알려져 있으며(Grutter, 2000), 세포 사멸 과정에서 형태학적

특징에 관여하는 PARP, lamin A, α-fodin, ICAD와 같은 기질을 분해한다는

것이 알려져 있다(Baker and Reddy, 1998). 이러한 물질들은 세포 내 골격을

형성하거나 핵 내 DNA를 온전히 보존하는 데 필요한 중요한 물질들로서 이

물질들이 분해 또는 활성화가 일어나면 세포의 응축과 DNA의 분절화를 유

발시켜 apoptosis를 유도하게 된다. 또한 caspase-9은 핵공을 파괴하거나 크

게 만들어 caspase-3가 핵 안으로 들어가 작용할 수 있도록 도와주는 것으로

알려져 있다(Hengaartner, 2000).

본 실험에서 HT-29 대장암 세포에 후코이단 처리 시 pro-caspase-9, -7, -3

의 단백질 수준이 농도 의존적으로 감소하는 것으로 나타났는데, 활성형의
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caspase-9, -7, -3의 형태로 바뀌어 최종적으로 apoptosis를 유도하였다고 보

여진다. 다른 연구에서도 인체 leukemia U937 세포에서 세포사멸 유도물질

첨가 시 용량 의존적으로 caspase-3의 발현이 감소하였고, 대장암 세포인

SW480 세포와 인체의 신장 caki 세포에서도 cleaved-caspase-3 활성 증가에

의한 세포 사멸이 유도되었다고 하였는데, 본 연구에서도 이와 동일한 결과

를 나타내었다.

따라서, HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때 apoptosis에 의한

세포 사멸은 extrinsic pathway와 intrinsic pathway의 두 경로를 거쳐 일어

나는 것으로 보인다.
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Fig. 11. Effects of fucoidan treatment on the levels of pro-caspase-9, -7

and -3 protein in HT-29 cells.

HT-29 cells were lysed and then total proteins were separated by

SDS-PAGE. Proteins were visualized by Western blotting using

indicated antibodies. β-actin was used as an internal control.
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3) PARP 신호 전달

HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때 pro-caspase-9, -7, -3 활성

억제로 인한 세포 사멸 유도를 살펴보았으므로(Fig. 11), 세포 사멸 기전의 최

종 단계라고 볼 수 있는 cleaved-PARP 단백질 발현 정도를 살펴본 결과,

PARP 단편이 증가되는 것으로 나타났다(Fig. 12).

PARP 단백질은 nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+)에서

poly(ADP-ribose)의 생성을 촉매하는 효소로 DNA repair에 관여하여 세포의

생존 유지에 주요한 역할을 담당한다(Satoh and Lindahi, 1992; Tewari et

al., 1995). Apoptosis 유발과정 중 활성화된 caspase에 의하여 단백질의 분해

가 일어나면 PARP의 효소적 기능의 상실로 인하여 정상적인 DNA repair

과정이 억제 되는 것으로 알려져 있다(Miyashita and Reed, 1995; Tewari et

al., 1995). 정상적인 세포의 경우 PARP 단백질은 116 kDa의 분자량을 가지

지만 apoptosis가 진행되는 경우 chromatin이 조각나는 등 수선될 부위가 많

아지면 PARP가 과발현되게 되고 그 결과 PARP에 의해 ATP가 고갈되게 된

다. ATP가 고갈되면 세포는 삼투압을 유지할 수 없게 되어 터져버리게 되는

데(necrosis), caspase-3는 PARP를 단편화해서 활성을 잃게 하여 세포가

necrosis로 가는 것을 막고 apoptosis로 진행하도록 하여 85 kDa 크기의 단

편이 관찰되거나 주 band의 발현이 감소하게 된다(Lazebnik et al., 1994;

Kaufmann et al., 1993).

PARP는 caspase-3의 주요한 표적 단백질 중의 하나로 (Nichoson et al.,

1995), caspase-3에 의해 단편화되어 불활성화 되면 활성화된 cleaved

caspase-3은 PARP 기질에 결합하여 세포의 분해가 촉진되므로, cleaved

PARP 단백질이 증가되어 apoptosis가 일어난다고 하였다(Tian et al., 2000;

Oliver et al., 1998). 다른 연구에서도 HT-29 대장암 세포에서 보라우무 메탄

올 추출물에 의해 cleaved PARP 단백질 수준이 증가하였고(Kim et al.,

2007), K562 세포에서 세포 사멸 유도 물질 첨가 시 cleaved-PARP가 증가되

었다고 하여, 본 연구에서도 이와 동일하게 HT-29 대장암 세포에서 후코이단
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에 의한 세포 사멸 유도는 최종적으로 caspase-3의 불활성화로 인하여 PARP

의 단편이 증가되었다고 보여진다(Fig. 12).
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Fig. 12. Effects of fucoidan treatment on the levels of cleaved-PARP

protein in HT-29 cells.

HT-29 cells were lysed and then total proteins were separated by

SDS-PAGE. Proteins were visualized by Western blotting using

indicated antibodies. β-actin was used as an internal control.
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4) Bcl-2 family중 anti-apoptotic factor의 신호 전달

Bcl-2 family 단백질은 미토콘드리아의 막 투과성을 조절하는 단백질로 미

토콘드리아를 통한 내적 경로에 의한 apoptosis의 중요한 조절인자로 알려져

있다. Bcl-2 family 단백질은 기능과 아미노산 서열의 유사성에 따라 세포사

멸을 억제하는 단백질과 촉진시키는 단백질, Bcl-2 homology domain (BH)-3

only 단백질로 구성되어 있다(Cory et al., 2003; Lu et al., 1996). 세포사멸을

억제하는 단백질에는 Bcl-2, Bcl-X, Bcl-W가 있고, 세포사멸을 촉진시키는 단

백질에는 Bax, Bad, Bak 등이 대표적이며 Bcl-2와 Bax의 균형이 apoptosis를

조절하는데 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다(Chiarugi et al., 1994;

Antonsson and Martinou, 2000; LeBrun et al., 1993).

따라서 본 실험에서는 후코이단이 Bcl-2 family 신호 전달에 영향을 미치는

지 살펴보았다. HT-29 대장암 세포에서 후코이단을 처리하여 apoptosis를 유

도한 후에 Bcl-2와 Bcl-xL의 발현을 Western blot으로 검토하였다. 그 결과,

apoptosis 억제 인자인 Bcl-2와 Bcl-xL의 단백질 발현이 농도 의존적으로 감

소하는 것으로 나타났다(Fig. 13).

Apoptosis를 억제하는 단백질로는 Bcl-2가 잘 알려져 있으며(Boise et al.,

1993), 이와 유사한 아미노산 서열을 갖는 단백질들을 Bcl-2 family라고 부르

고 있다. 모든 Bcl-2 family protein들이 apoptosis를 억제하는 것은 아니며,

Bcl-2 family에 속하는 단백질들은 크게 apoptosis를 억제하는 anti-apoptotic

protein들과 apoptosis를 촉진시키는 pro-apoptotic protein들로 나뉜다. 이들

은 서로간의 상호작용을 통하여 apoptosis를 유발하거나 혹은 억제하는 기능

을 수행하고 있다. Bcl-2나 Bcl-xL과 같은 anti-apoptotic protein들은 Bax와

결합하여 heterodimer를 형성하여 bax의 활성을 억제하여 apoptosis를 막거

나(Farrow and Brown, 1996), 미토콘드리아로부터의 cytochrome c 해리를

억제함으로써 apoptosis를 방해하는 것으로 알려져 있다. 한편 apoptosis를

촉진하는 pro-apoptotic Bcl-2 marker들은 크게 Bcl-2의 구조와 유사한 Bax,

Bak, Bok 등이 포함되는 Bax subfamily와 Bcl-xL과 같은 anti-apoptotic



- 45 -

protein들의 길항제로 작용함으로써 apoptosis를 유발하는데 관여하고 있다.

extrinsic pathway를 경유하지 않는 apoptosis의 조절에는 Bcl-2 family

protein들이 매우 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. Extrinsic

pathway-independent apoptosis의 경우 apoptotic 신호의 중요 표적은 Bcl-2

family 유전자들로 보고 있다. 또, 미토콘드리아는 여러 가지 세포 사멸 유발

인자(Smac/DIABLO, Endo G, AIF, cytochrome c, Htr2/Omi)를 함유하고 있

으며, 이 인자들의 분비 조절은 Bcl-2 family가 관여하는 것으로 알려져 있다.

즉, 세포 사멸을 유발하는 Bcl-2 family (pro-apoptotic Bcl-2 members)은

cytochrome c, Smac/DIABLO 그리고 Htr2/Omi 같은 세포 사멸 유발인자들

을 선택적으로 미토콘드리아에서 세포질로 방출하게 하여 caspases의 활성을

유도하게 된다(Arends et al., 1990; Lazebnik et al., 1994). 이런 활성 caspase

에 의해 Endo G 혹은 AIF 통로의 개방을 유발하게 되면서 세포사멸이 진행

된다고 알려져 있다.

따라서, HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때 apoptosis의 유도

는 Bcl-2와 Bcl-xL의 단백질 발현의 감소로 일어나는 것으로 보이며, 다른 연

구에서도 Bcl-2와 Bcl-xL의 발현 수준에 변화가 초래되면 apoptosis가 유발된

다고 하여(Miyashita and Reed, 1995; Antonsson and Martinou, 2000;

Lazebnik et al., 1994) 본 실험과 동일한 결과를 보여 주었다.
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Fig. 13. Effects of fucoidan treatment on the levels of Bcl-2 and Bcl-xL

protein in HT-29 cells.

HT-29 cells were lysed and then total proteins were separated by

SDS-PAGE. Proteins were visualized by Western blotting using

indicated antibodies. β-actin was used as an internal control.
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5) Bcl-2 family중 pro-apoptotic factor의 신호 전달

HT-29 대장암 세포에서 후코이단을 처리하여 apoptosis를 유도한 후에

apoptosis를 촉진하는 단백질인 Bad, Bax, Bid의 발현을 Western blot으로 살

펴보았다.

Bad는 세포내에서 미토콘드리아로 이동되어 Bcl-2나 Bcl-xL의 작용을 억제

하여 미토콘드리아로부터 cytochrome c의 분비를 촉진시켜, Apaf-1과

pro-caspase-9와 apotosome을 형성하여 caspase-9을 활성화하고 apoptosis의

최종 작용 물질인 caspase 4-, -6, -7 등을 활성화시켜 세포의 DNA를 분해하

여 apoptosis를 유발하는 것으로 알려져 있으나(Moon, 2002; Zha et al.,

1997; Korsmeyer, 1995), Bad 단백질 발현에는 영향을 미치지 않는 것으로

나타났다(Fig. 14).

그러나, Bax의 단백질 발현 수준은 후코이단 처리 시 농도 의존적으로 증

가하는 것으로 나타났다(Fig. 14). 또한, apoptosis를 유도하는 단백질 중 Bid

는 22 kDa의 분자량을 가지는 단백질로 세포질에서 caspase-8에 의해 분해되

어 15 kDa의 tBid로 전환된다. 세포질에 있던 tBid는 미토콘드리아로 이동하

여 Bax와 결합하고, Bax의 구조적 변화를 초래하여 cytochrome c의 세포질

로의 방출을 유도한다고 알려져 있다(Luo et al., 1998). 따라서, Bid의 단백질

발현 수준은 후코이단 처리 시 감소하였으며, t-Bid 단백질 발현이 증가하는

경향을 나타내어 후코이단 처리 시 Bcl-2 family에 의해 apoptosis를 유도하

는 것으로 나타났다. 이 결과는 후코이단이 t-Bid의 단백질 발현 수준을 증가

시켜 미토콘드리아의 막 투과성을 증가시켜 apoptosis를 유도하는 것으로 여

겨진다.

즉, HT-29 세포에서 후코이단에 의한 apoptosis 유도는 apoptosis 억제에

관여하는 Bcl-2 member의 상대적인 발현이 감소하였으며, apoptosis 유발에

관여하는 Bax의 상대적인 발현 증가로 인해 일어난다는 것을 확인하였다.
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Fig. 14. Effects of fucoidan treatment on the levels of Bad, Bax and Bid

protein in HT-29 cells.

HT-29 cells were lysed and then total proteins were separated by

SDS-PAGE. Proteins were visualized by Western blotting using

indicated antibodies. β-actin was used as an internal control.
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3. Translocation 신호 전달에 미치는 영향

1) Bax 단백질의 세포질과 미토콘드리아 신호 전달

Fig. 14에서 전체 Bax 단백질 발현수준이 증가하였으므로 세포질에서 미토

콘드리아로 이동하는 Bax 단백질의 발현을 살펴보았다. 그 결과, 세포질의

Bax 단백질은 500, 1,000 μg/ml 농도에서 감소하였으며, 미토콘드리아의 Bax

단백질에서도 500, 1,000 μg/ml 농도에서 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 15).

Bax는 건강한 세포에서는 세포질에서 비활성형으로 존재하다가 세포 사멸

자극에 의해 미토콘드리아로 이동하며(Hsu et al., 1997), 활성화된 미토콘드

리아는 cytochrome c, AIF와 다른 세포 사멸 요인들을 막간 공간에서 세포질

로 분비하게 하며 이와 동시에 미토콘드리아의 막 전위는 감소하게 된다

(Green and Reed, 1998). 이어서 cytochrome c, Apaf-1, pro-caspase-9로 구성

된 apoptosome은 caspase-9를 활성화시킴으로써 세포 사멸이 진행되게 된다.

많은 세포 사멸 모델의 연구에서는 세포사멸 자극에 대한 반응으로 Bax는

미토콘드리아의 막 전위를 붕괴시키면서 미토콘드리아의 손상을 유도하여

cytochrome c의 분비를 촉진하는 것으로 알려져 있다(Murphy et al., 2000;

Wood and Newcomb, 2000; Bosen-de Cock et al., 1999). 미토콘드리아의 막

의 투과성은 내막의 adenine nucleotide translocator (ANT)로 구성된 단백질

복합체인 permeability transition pore complex (PTPC), 외막의 전압 의존성

음이온 채널 등 여러 다양한 단백질과 관련이 있는 것으로 알려져 있다.

Bcl-2 단백질은 아마도 PTPC와 상호작용하여 투과력을 조절하는 것으로 여

겨지고 있다. BH3-only proteins이 세포질이나 세포 골격에서 death sensor로

작용할 것으로 여겨지며 사멸 신호가 전달된 후에 이들이 Bax subfamily의

member와 상호작용하고 이러한 상호작용이 끝난 후에 Bax 단백질은 형태적

변화가 일어나서 미토콘드리아 막으로 들어간 후에 oligomerize되어 단백질

투과성 채널을 형성하는 것으로 알려져 있다(Oda et al., 2000). 즉, Bax가 미

토콘드리아로 이동하는 것은 Bax의 pro-apoptotic 기능에 필수적이며 미토콘
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드리아 막과 Bax의 결합의 조절이 세포 사멸 신호가 전달되는 결정적 단계

이다(Deng and Wu, 2000). 이는 세포 사멸에 미토콘드리아의 caspases

pathway가 관련이 있음을 제시하는 것이다. 그러나 어떤 기전을 통해서 신

호가 이러한 효소들에게 전달되는 지는 아직까지 명확하지 않다.

본 실험에서 세포질의 Bax 단백질은 고농도에서 감소하였으며, 미토콘드리

아의 Bax 단백질에서도 고농도에서 감소하는 것으로 나타났는데, Fig. 14의

whole lysate 수준의 Bax 단백질은 고농도에서 증가하는 것을 확인할 수 있

었다. 이는 후코이단이 Bax 단백질을 세포질에서는 감소를 유도하였고 미토

콘드리아에서는 일정한 수준으로 유지시키는 것으로 보아, Bax 단백질을 세

포질에서 미토콘드리아로 translocation을 유도하는 것으로 보인다(Fig. 15).
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Fig. 15. Effects of fucoidan treatment on the levels of Bax protein from

cytosol into mitochondria in HT-29 cells.

HT-29 cells were incubated with fucoidan (0～1,000 μg/ml) for 48

hrs. Cytosol and mitochondria fraction extracts were prepared and

analyzed by Western blot using indicated antibody.
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2) Cytochrome c 단백질의 세포질과 미토콘드리아 신호 전달

HT-29 대장암 세포에 후코이단 처리 시 미토콘드리아와 세포질의

cytochrome c의 단백질 발현 수준을 검토하였다. 그 결과, 미토콘드리아의

cytochrome c의 단백질 발현 수준은 후코이단 500, 1,000 μg/ml 농도에서 증

가하였으며, 세포질에서도 500, 1,000 μg/ml 농도에서 증가하여 두 획분 모

두에서 동일한 경향으로 증가하는 것으로 나타났다(Fig. 16).

Cytochrome c는 세포질에서 caspase-9, Apaf-1과 결합하여 apoptosome을

형성하고 caspase-9를 활성화시키고 caspase-3을 활성화시켜 apoptosis를 유

도하게 된다(Lahusen et al., 2003; Adams and Cory, 2001; Kauffmann and

Hengartner, 2001; Nijhawan et al., 1997). ATP 생성을 포함한 다양한 기능

에 있어 필수적인 미토콘드리아에서 cytochrome c는 막전위 생성에 결정적

인 역할을 한다. Cytochrome c가 미토콘드리아에서 방출되는 기전으로는

apoptosis를 유발하는 Bcl-2 계열의 일부 혹은 전적인 작용으로 미토콘드리아

의 외막에 있는 통로를 통한다고 알려져 있다(Green, 2000). Bcl-2 family 중

Bcl-2와 Bcl-xL은 미토콘드리아 외막을 직간접적으로 유지시켜서 cytochrome

c의 분비와 미토콘드리아 매개성 세포 사멸을 방지하고(Schmizu et al.,

1999), Bax, Bak은 미토콘드리아의 cytochrome c 분비를 촉진하는 것으로 알

려져 있다. 이들 단백질들이 미토콘드리아의 외막으로 들어가게 되면 미토콘

드리아의 막전위의 소실과 cytochrome c를 포함한 apoptosis 유발 인자들의

방출이 일어나게 된다. 일반적으로, 미토콘드리아에서 증가된 Bax는

cytochrome c의 발현을 증가시켜 세포질로의 방출을 유도한다고 하였다. 또,

방출된 cytochrome c는 Apaf-1, pro-caspase-9와 결합하여 apoptosome을 형

성하므로, cytochrome c의 증가에 따라 즉, 후코이단에 의한 apoptosis는 Bax

에 의하여 세포질로 cytochrome c의 방출을 유도하고 Apaf-1과 결합하여

apoptosome을 형성하는 것으로 알려져 있다.

Fig. 15에서 미토콘드리아의 Bax 수준은 후코이단 처리에 의해 감소하는

경향을 보여 주었으나, 미토콘드리아와 세포질의 cytochrome c의 단백질 발
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현 수준은 증가하는 경향을 나타내고 있다(Fig. 16). 그러나, 세포질에서 증가

된 cytochrome c의 단백질 수준은 미토콘드리아 단독으로 translocation 되었

다고 보기에는 어렵다. 결국, 이는 후코이단에 의해 일부 Bax와 cytochrome

c의 경로를 거치며, 최종적으로 caspase의 활성화와 PARP를 활성화시켜

apoptosis를 유도하는 것으로 보인다.
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Fig. 16. Effects of fucoidan treatment on the levels of cytochrome c

protein from mitochondria into cytosol in HT-29 cells.

HT-29 cells were incubated with fucoidan (0～1,000 μg/ml) for 48

hrs. Mitochondria and cytosol fraction extracts were prepared and

analyzed by Western blot using indicated antibody.
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4. 세포 주기에 미치는 영향

1) 세포 주기 분석

세포의 가장 중요한 특징 중의 하나는 그 구성성분을 두배로 하여 둘로 나

눔으로써 증식이 가능하며 이 과정은 세포 성장, 염색체 복제, 세포 분열 등

의 세부적인 과정들을 포함하고 있다(Heichman and Roberts, 1994). 세포 주

기는 한 세포가 두 개의 딸세포로 나뉘는 일련의 과정을 뜻하며, G0/G1→S

→G2/M 순서로 엄격하게 지켜지며 결코 역방향으로 진행되지 않는다. 세포

외부의 성장 신호에 의해 세포는 G0기에서 DNA 복제를 준비하는 G1기로

넘어가게 된다. G1기와 S기 사이에는 restriction point (R point)가 있어 세포

주기의 진행을 결정하게 되는데 외부의 환경이 적절하지 않다고 판단되면 세

포 주기는 S기로 진행되지 않고 G1기에 머물거나 G0기의 휴식상태(arrest)로

돌아가게 된다. S기에서는 DNA 복제가 이루어지고 그 이후에는 G2기로 진

행하는데 G2기에도 check point가 있어 DNA 복제에 이상이 있을 경우 세포

주기가 정지되게 된다. M기에서는 세포 분열이 일어나게 된다(Menon et al.,

2003; Johnson and Walker, 1999; Maity et al., 1995; Nurse, 1994).

앞선 실험에서 HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, 세포 증식

을 억제하는 것을 확인하였으므로, 후코이단이 세포 주기에 미치는 영향을

알아보기 위하여 DNA flow cytometry로 분석하였다. 그 결과, HT-29 대장암 세

포에 대조군에 존재하는 sub-G1기의 비율이 약 10%로 apoptosis 현상을 관

찰할 수 없었으나, 후코이단을 처리 시 apoptosis 발생을 뜻하는 sub-G1기의

비율이 증가한 반면, G1, S, G2/M기가 대조군에 비해 상대적으로 감소되었

다(Fig. 17). 이러한 결과를 통해 후코이단은 HT-29 대장암 세포의 세포 주기

에 변화를 일으켜 세포 증식을 저해하는 것으로 보인다.
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Fig. 17. Effect of fucoidan treatment on the cell cycle progression in

HT-29 cells.

(A) DNA-fluorescence histogram of HT-29 cells nuclei after treatment

with fucoidan (0～1,000 μg/ml) for 48 hrs, and then analyzed by

flow cytometry as described in 'Materials and Methods'. (B) Increase

of sub-G1 cell population by fucoidan treatment in HT-29 cells. The

percentages of cells with hypodiploid DNA (sub-G1 phase) contents

represent the fractions undergoing apoptotic DNA degradation.
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2) 세포 주기 단백질 분석

암이 일어나는 중요한 원인은 세포 주기의 진행과 세포 사멸의 균형이 깨

지는 것이다. 세포 주기는 DNA 합성을 준비하는 G1기, DNA를 합성하는 S

기, 세포 분열을 준비하는 G2기, 분열 시기인 M기의 4단계로 구분할 수 있

다. 이 중 G1기와 G2기는 세포 주기의 checkpoint라고 일컫는데(Hartwell

and Weiner, 1989; Paulovich et al., 1997; Ning and Knox, 1999;

Baber-Furnari et al., 2000), 이 checkpoint에서의 세포 증식 조절이 제대로

이루어지지 않고 세포 증식이 급속히 진행될 때 암 등을 비롯한 다양한 난치

성 인체 질환의 원인이 될 것으로 추측하고 있다(Bunz et al., 1998;

Haimovitz-Friedman, 1998; Raleigh and O'Connell, 2000). 암세포에서는 세

포 주기를 직접적으로 조절하는 유전자가 손상되어 세포 증식이 조절되지 않

고 암세포로 전환되는 것으로 알려져 있으며(Sherr, 1996), 특정 시기의 세포

주기 억제는 세포 주기 조절 양성인자의 발현 저하 또는 음성 조절 인자의

과발현에 의한 것으로 볼 수 있다(Elledge and Harper, 1994).

세포 증식과 연관된 세포 주기의 조절은 각 주기별 관여하는 다양한 유전

자들에 의해 조절되는데, 기본적으로 세포 주기의 checkpoint에 요구되는 양

성 조절 인자인 cyclins에 의하여 Cdks와 복합체 형성을 통해 인산화, 탈인산

화 됨으로써 순차적으로 Cdks가 활성화 되어 조절된다(Nojima, 2004;

Bardon et al., 2002; Weinberg, 1995) 즉, 세포의 G1기 초기에는 주로 cyclin

D와 Cdk2, Cdk4, Cdk6 등이 결합된 복합체들이 활성화되고, G1기 말에는

cyclin E가 합성되기 시작하여 Cdk2와 결합해서 G1/S기로의 이행을 담당하

는 것으로 알려져 있다. 세포 분열이 완료되거나 DNA 복제가 완료되면 더

이상의 kinase 활성이 필요치 않으므로 cyclin-Cdk 복합체의 cyclin이

ubiquitin 단백질과 결합하여 분해되어 Cdk의 활성이 사라지게 된다(Fig. 18).

Fig. 17의 세포 주기 분석 결과, HT-29 대장암 세포에 후코이단 처리 시

sub-G1기를 증가시키는 것으로 나타났다. 따라서, G1기의 세포 주기를 조절

하는 단백질들의 변화를 살펴보기 위해 Western blot을 수행하였다.
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Fig. 18. The G1/S checkpoint of the cell cycle.

During G1 progression, there is sequential activation of cyclin D1

and cyclin E complexes. Cyclin D1 binds to Cdk4,6 and cyclin E

binds to Cdk2. These complexes undergo activating phosphorylation

and once active, phosphorylat pRB. In its hypo phosphorylated state,

pRB binds to E2F to inhibit S phase entry; however, once

hyper-phosphorylated, pRB releases E2F. The release of E2F results

in activation of genes required for S phase entry. Cdk inhibitors,

including p21 (a p53 downstream target), p27, and p16 can bind and

inhibit the indicated Cdk or cyclin/Cdk complexes and effectively

block the progression of cells from G1 into S-phase (Pietenpol and

Stewart, 2002).



- 59 -

먼저, cyclin D1의 단백질 발현 수준을 살펴보았다. 그 결과, HT-29 대장암

세포에 후코이단을 처리하였을 때, cyclin D1의 단백질에는 아무런 영향을

미치지 않는 것으로 나타났다(Fig. 19). 세포 내에서 Cdks는 proliferating cell

nuclear antigen (PCNA), cyclin, CKIs와 결합하여 있는데 CKIs에 의해

kinase 활성이 억제되어 있다. 하지만 세포 외부의 성장 인자에 의해 kinase

활성이 억제되어 있다. 그러나 세포 외부의 성장 인자에 의해 Ras와 같은 세

포 내 신호가 전달되면 Cdk4와 Cdk6의 활성을 조절하는 단백질인 cyclin

D1의 발현이 증가되고 이 단백질과 복합체를 이루는 Cdk4, Cdk6가

Cdk-activatinf kinase (CAK)에 의해 인산화되어 활성화되는 것으로 알려져

있지만, 후코이단에 의한 cyclin D1의 단백질 발현에는 영향을 주지 않았다.

그러나, 육종암, 대장 종양, 흑색종을 포함한 많은 암에서 cyclin D1이 과발

현 되었다고 하여(Hall and Peters, 1996) 본 결과와는 다른 양상을 보여주었

다.

두 번째로, G1에서 S기의 이행을 조절하는 pRB 단백질의 인산화 수준을

살펴보았다. 그 결과, HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, pRB

의 인산화 수준이 농도 의존적으로 감소하여 G1기에 세포를 머무르도록 하

는 것으로 나타났다(Fig. 19). 세포 주기를 조절하는 cyclin-Cdk complex의

활성은 Cdk inhibitor (CdkI)에 의해서도 조절된다. 세포 주기를 조절하는

CdkI는 크게 CIP (Cdk inhibitor protein) family와 Cdk4, 6의 활성을 저해하

는 inhibitor of cyclin-dependent kinase 4 (INK4; p15, p16, p18, p19) 두 가

지로 분류할 수 있다. CIP family에는 G1 checkpoint에서 DNA가 손상되었

을 때 작용하는 p21, p27 단백질이 존재하는데, DNA가 손상되면 tumor

suppressor gene인 p53에 의해 p21, p27 유전자가 발현되게 된다. p21, p27

단백질은 S기를 유도하는 cyclin-Cdk complex에 결합하여 Cdk4/6/2 kinase

활성을 저해함으로써 retinoblastoma protein (pRB)의 인산화를 억제하여 세

포를 G1기에 머물게 한다. 본 실험에서 후코이단 처리시 pRB의 인산화 수준

이 농도 의존적으로 감소하는 것으로 나타났는데, 다른 연구에서도 전립선
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암에서 ursodeoxycholic acid와 chenodeoxycholic acid 유도체 및 대장암 세

포에서 tangeretin이 G1기를 저해한다고 하여 본 연구 결과와 동일한 결과를

보여주었다(Pan et al., 2002; Choi et al., 2003).

세 번째로, G1기에서 pRB와 결합하여 작용이 억제되어 있는 것으로 알려

져 있는 E2F의 단백질 발현 수준을 살펴보았다. 그 결과, E2F 단백질의 발현

수준은 후코이단 처리 시 농도 의존적으로 감소하는 것으로 나타났다. 핵 내

에서 E2F 전사 조절 인자는 pRB와 결합하여 작용이 억제되어 있는데(Sherr

and McCormic, 2002), cyclin D1/Cdk4 또는 6복합체는 pRB를 인산화시켜

E2F를 유리시키게 된다. 그 결과 E2F가 핵 안으로 들어가 cyclin E를 포함한

DNA 합성과 연관된 많은 유전자들의 발현을 증가시키고, cyclin E의 발현

증가는 Cdk2를 활성화시켜 pRB를 더욱 인산화시켜 세포 주기가 G1기에서

머무르지 못하고 S기로 진행되도록 한다. S기 초기에는 cyclin D, cyclin E는

분해되게 하고 cyclin A가 증가하여 Cdk2를 활성화시켜 S기가 진행되도록

한다. 또한 cyclin A는 G2기에서 cdc2 (Cdk1)과 결합하여 M기로의 이행에

필수적인 역할을 담당하고 cyclin B는 cdc2와 결합하여 핵 안으로 이동하여

M기에 중요한 역할을 담당하는 것으로 알려져 있다(Menon et al., 2003;

Dan and Yamori, 2001; Morgan, 1997). 즉, pRB가 인산화되면 pRB와 결합

되어 있던 E2F가 유리되어 핵으로 들어가 전사를 촉진하여 DNA 합성을 촉

진하는 것으로 알려져 있다(Dyson, 1998; Weinberg, 1995; Weintraub, 1992).

따라서, 본 연구에서도 후코이단 처리 시 농도 의존적으로 E2F의 단백질 수

준이 감소하는 것으로 나타났다.

이러한 결과를 통해, 앞선 실험에서 DNA 합성의 감소(Fig. 4)는 E2F 단백

질과 pRB 단백질이 복합체를 이루어 pRB의 인산화를 억제하여 G1기에 머무

르도록 하여, 최종적으로 전사를 억제하는 것으로 보여진다(Fig. 19).
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Fig. 19. Effects of fucoidan treatment on the levels of Cyclin D1,

phospho-RB and E2F protein in HT-29 cells.

HT-29 cells were lysed and then total proteins were separated by

SDS-PAGE. Proteins were visualized by Western blotting using

indicated antibodies. β-actin was used as an internal control.
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3) β-catenin의 발현 분석

β-catenin은 세포 내 골격 유지와 다양한 부착성 세포의 전사조절에 관여

하며 세포 유착(cell adherent)과 관계된 apoptosis 조절과 연관성을 가지고

있다. 따라서, HT-29 대장암 세포에 후코이단 처리에 의한 세포 사멸이 세포

유착과 전이에 관계가 있는지 살펴보기 위해 β-catenin의 발현을 살펴보았다.

Western blot을 통해 β-catenin의 발현 수준을 검토한 결과 후코이단 처리 시

감소하는 경향을 보여주었다(Fig. 20).

정상 세포의 경우 β-catenin은 92 kDa의 분자량을 가지나 세포 유착성

apoptosis가 일어나면 72, 62 kDa으로 단편화되는 것으로 알려져 있다(Choi

et al., 2000; Debruyne et al., 1999; Steinhusen et al., 2000). β-catenin은

cadherin 및 actin과 결합하여 유착접합(adherens junction)을 형성하며, 세포

막에서 E-cadherin/catenin 복합체는 세포 형태유지 및 세포간의 결합에 관

여하고, 세포질에서는 APC 단백, GSK-3β, axin, conduction 등과 상호 작용

을 통하여 세포 외 성장 인자에 대한 자극을 핵으로 전달하여 세포의 성장

및 분화를 조절하는 단백질로 Catenin family에 속한다(Kemler, 1993;

Johnson, 1999; Wijnhoven et al., 2000; Takayama et al., 1998; Rimm et al.,

1999; Tetsu and McCormick, 1999; Damalas et al., 1999; Brabletz et al.,

1999; Shtutman et al., 1999; Herter et al., 1999; Hugh et al., 1999).

그 중 Catenin-cadherin-actin 복합체는 발생 과정, 세포 손상 및 복구 과정

에 관여하며, 이 복합체 결합의 소실은 특히 악성 종양에 있어 원격 전이와

밀접한 연관성이 있는 것으로 밝혀졌다(Hugh et al., 1999). 특히 침윤부에 위

치하는 결․직장암종의 암세포에서 β-catenin의 세포질과 핵 내로 발현되는

빈도가 증가하여 결․직장암종의 진행과 전이와도 연관성이 있을 것으로 보

고있다. 또한, β-catenin은 위암, 대장암, 간암 및 췌장암의 발생에 일부 관여

하며, 특히 대장암 샘종에서 악성화의 초기 진행에 APC 유전자와 β-catenin

변이로 세포질 및 핵 내 β-catenin 증가가 중요한 역할을 하는 것으로 알려

져 있다(Rubinfeld et al., 1993; Sheng et al., 1998). 따라서, 본 실험에서
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HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리한 결과, β-catenin의 발현 수준은 500,

1,000 μg/ml 농도에서 87%, 71%로 감소하여 세포 유착을 억제하여 세포의

성장을 억제하는 것으로 나타났다(Fig. 20).
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Fig. 20. Effects of fucoidan treatment on the levels of β-catenin protein

in HT-29 cells.

HT-29 cells were lysed and then total proteins were separated by

SDS-PAGE. Proteins were visualized by Western blotting using

indicated antibodies. β-actin was used as an internal control.
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5. NF-κB 신호 전달에 미치는 영향

1) 이론적 배경

Cyclooxygenase-2 (COX-2)를 비롯한 모든 단백질 인자들의 발현은 발현

유도 물질에 의해 대개 전사단계에서부터 조절을 받게 되므로, 면역과 염증

반응에 관련된 전사조절 motif 및 관련된 세포내 인자를 탐색하게 되었다.

그 중 가장 많이 연구된 전사 조절 인자 중 하나인 NF-κB는 면역, 염증 반

응뿐만 아니라 세포 성장, 분화 및 세포 사멸에 이르기까지 수많은 세포 반

응에 관여하고 있으며, RelA/p65, RelB, p50/P105, p52/p100의 5가지로 구성

되어 있다(Baldwin, 1996; Ghosh et al., 1998; Barkett and Gilmore, 1999;

Pahl, 1999; Mayo and Baldwin,. 2000; Baeuerle and Henkel, 1994). 이들

subunit 모두 Rel homology domain으로 불리는 부위를 공유하고 있으며, 이

부위를 통하여 subunit간 homologous, DNA binding, heterologous

dimerization, nuclear translocation, IκB inhibitor와의 결합이 이루어지게 되

는데, NF-κB는 IκB와 함께 복합체로 세포질에 존재하고 있다. 즉 세포 외부

로부터 자극이 없는 상태에서는 IκB가 NF-κB dimer의 nuclear translocation

sequence를 masking하여 NF-κB를 세포질에 위치시킨다. 그러나, cytokine 자

극, 세균 또는 바이러스 감염, 그리고 oncogenic signal과 같은 여러 가지 자

극에 의해서, 혹은 tumor necrosis factor (TNF) receptor, interleukine-1

(IL-1) receptor, 그 외 toll-like receptor와 같은 수용체들의 활성에 의해서 세

포 내 신호 전달의 연속 단계가 시작되면, NF-κB 활성이 일어난다. 이 과정

은 IKKα, IKKβ, IKKγ로 이루어진 IκB kinase complex에 의해 조절된다. 세

포 외부의 신호에 의해서 IKK complex가 활성화되면, regulatory subunit인

IKKγ를 제외한 두 subunit의 특정 serine 잔기의 인산화가 일어나게 되고,

이는 ubiquitination 및 그 다음 단계의 proteasome-dependent degradation으

로 이어진다. 일단 IκB degradation이 일어나면, NF-κB nuclear localization

sequence가 노출되어, NF-κB는 핵 내로 이동, 축적되고, 최종적으로 DNA
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binding 및 target gene의 전사적 활성을 유도하는 것으로 알려져 있다

(Ghosh and Karin, 2002; Gilmore et al., 1996) (Fig. 21).
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Fig. 21. Model for the activation of NF-κB by a variety of inducers and

for the nuclear response controlled by NF-κB.

Model for the activation of NF-κB by a variety of inducers and for

the nuclear response controlled by NF-κB. Inducers of NF-κB activate

IKK, which leads to phosphorylation of IκB subunits on N-terminal

serines. Phosphorylated IκB is ubiquitinated and subsequently degraded

by proteasome activity, allowing the accumulation of NF-κB in the

nucleus. In the nucleus, NF-κB binds to regulatory regions in promoters

and enhancers to stimulate transcription of genes associated with

oncogenesis, suppression of apoptosis, and invasion. IKK inhibitors

block NF-κB activation through suppression of IκB phosphorylation and

proteasome inhibitors block IκB degradation (Orlowski and Baldwin,

2002).
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2) NF-κB 신호 전달 분석

본 실험에서는 후코이단을 처리하고 세포질을 분리하여 단백질을 분리한

후 Western blot을 수행하여 IKKα, phsopho-IκBα, IκBα의 단백질 발현 수준

을 검토하였다.

먼저, HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때 500, 1,000 μg/ml

농도에서 IKKα 단백질 발현 수준은 73%, 67%로 감소하는 것으로 나타났다

(Fig. 22). 또, HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, IκB의 인산화

수준은 고농도(1,000 μg/ml)에서 감소하였고, IκB의 단백질 수준 또한 고농도

로 후코이단을 처리하였을 때 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 22).

NF-κB는 p65/p50의 heterodimer로 구성되어 있으며 IκB와 결합한 NF-κ

B:IκB 복합체는 핵으로 이동할 수 없게 되며 그것에 의해 NF-κB는 불활성

상태로 유지되어 진다(Surh et al., 2001). NF-κB 신호 전달은 일반적으로

classical 혹은 alternative pathway 둘 중 하나를 통해서 일어난다고 여겨지

고 있다(Bonizzi and Karin, 2004). Classical pathway의 경우 NF-κB는 TNF

와 같은 신호에 의해 자극을 받아 활성화되면 IKK 복합체의 β-subunit의 활

성화를 초래하게 된다(Karin, 1999). 이어서 β-subunit의 활성화는 IκB 단백질

들의 N-terminal에 존재하는 두 개의 serine 잔기를 인산화시킨다. 이렇게 인

산화된 IκB 단백질들은 ubiquitin ligase 기구에 의해 인식되고 proteasome에

의해 분해되며 IκB들로부터 유리된 NF-κB dimer들은 핵으로 이동하게 된다

(Karin and Ben-Neriah, 2000; Baeuerle and Baichwal, 1997).

본 실험에서 HT-29 대장암 세포에 후코이단 처리 시 IKKα, phsopho-IκBα,

IκBα의 단백질 발현 수준을 억제하여 세포 증식을 억제하는 것으로 나타났

다.
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Fig. 22. Effects of fucoidan treatment on the levels of IKKα, phsopho-Iκ

Bα and IκBα protein from cytosol in HT-29 cells.

HT-29 cells were incubated with fucoidan (0～1,000 μg/ml) for 48

hrs. Cytosol fraction extracts were prepared and analyzed by

Western blot using indicated antibody.
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3) NF-κB의 세포질과 핵의 신호 전달 분석

Fig. 22에서 HT-29 대장암 세포에서 후코이단 처리 시 IκB의 분해가 감소

하였으므로 downstream인 NF-κB의 p65/p50이 세포질과 핵으로의

translocation 정도를 살펴보았다. HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하고

핵과 세포질을 추출한 획분에 NF-κB p65 항체를 이용하여 Western blot으로

분석하였다. 그 결과, 대조군에서 NF-κB p65는 대부분 세포질에 존재하며 일

부 핵으로 이동하고 있는 것으로 나타났으나, 후코이단 처리 시 NF-κB p65

발현 수준이 세포질 획분의 경우 500, 1,000 μg/ml 농도에서 89%, 65% 수준

으로 감소하였고, 핵 획분의 경우 1,000 μg/ml 농도에서 87% 수준으로 두

획분 모두에서 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 23).

NF-κB는 TNF-α, IL-1과 같은 염증 유발성 사이토카인을 비롯하여 자외선,

mitogenes, 세포 사멸을 유발하는 여러 가지 자극에 의해 활성화되게 된다

(Makarov, 2000). 즉, NF-κB에 결합된 IκB의 인산화가 일어나면 인산화된 Iκ

B는 NF-κB로부터 분리되고 이 IκB는 proteosome에 의해 분해되며, NF-κB는

핵으로 이동하여 염증, 세포 사멸, 종양 발생, 바이러스 복제 등에 관여하게

되고, 대상 유전자가 있는 specific consensus DNA element에 대한 NF-κB의

결합은 TNF-α, inducible nitric oxide synthase (iNOS), COX-2, IL-6의 전사

를 개시하는 것으로 알려져 있다(Kuprash et al., 1995). 또한 대식세포에서

NF-κB는 다른 전사요소와의 연관 기전을 통해 iNOS를 encoding하는 유전자

발현을 조절하며(Mandrika et al., 2001; Pan et al., 2000; Spink et al., 1995),

TNF-α를 포함한 많은 사이토카인을 up-regulation함으로서 면역 세포의 활성

화에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다(Kopp and Ghosh, 1995). 특히, 대장

암 세포 주에서 NF-κB의 활성화는 세포 사멸을 억제하고(Payne et al., 1998;

Qiao et al., 2000), 대장 선종이나 대장암 조직에서 NF-κB의 활성도가 증가

한다고 하여(Hardwick et al., 2001; Lind et al., 2001) NF-κB의 활성화는 대

장 종양의 생존 신호 전달 경로를 활성화시켜 대장암의 발생에 관여한다는
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것을 제시한다.

따라서, 본 연구를 통해 HT-29 대장암 세포에서 후코이단은 IKKα,

phsopho-IκBα, IκBα의 단백질 발현 수준을 억제하고 핵으로의 NF-κB의 이동

또한 저해하여 최종적으로 세포 증식을 저해하여 세포 사멸을 유도하는 것으

로 보여진다. 이러한 결과는 대장암 발생의 억제 효과가 알려진 butyrate가

대장암 세포 사멸을 억제하는 NF-κB의 활성을 감소시켜 TNF-α 매개 세포

사멸을 촉진시킨다는 연구(Lührs et al., 2002)와 동일한 결과를 보여주었다.
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Fig. 23. Effects of fucoidan treatment on the levels of NF-κB protein

from cytosol into nuclear in HT-29 cells.

HT-29 cells were incubated with fucoidan (0～1,000 μg/ml) for 48

hrs. Cytosol and nuclear fraction extracts were prepared and

analyzed by Western blot using indicated antibody.
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4) 염증 반응 분석

최근 연구에 의하면 만성염증은 피부암, 위암 등을 포함한 많은 조직에서

의 암 진행을 촉진한다고 한다(Li et al., 2005; Tan and Coussens, 2007;

Arias et al., 2005). 염증의 진행에 있어서도 NF-κB 단백질이 관여하는 것으

로 알려져 있다. NF-κB는 전사인자로서 COX-2, iNOS 등을 포함한 많은 염

증인자의 발현을 조절하며(Karin and Greten, 2005), 이러한 염증인자들은 암

의 진행과 전이에 있어서 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 따라서

NF-κB의 활성을 억제하는 것은 염증의 진행과 암을 예방하는 데 있어서 매

우 중요한 의미를 가진다. 실제로 Matsumoto(2005) 등의 연구결과에 의하면

유방암 모델 마우스에 NF-κB 저해제 처리 시 암의 성장을 유의성 있게 억제

하였다고 하였다(Matsumoto et al., 2005.). 따라서 천연적인 NF-κB 저해제들

에 대한 많은 연구가 진행되고 있다.

먼저, 염증 관련 대사에서 중요한 역할을 하는 단백질들인 p38과 JNK의

인산화 수준을 살펴보았다. p38은 NF-κB 신호를 조절함으로써 VCAM과

COX-2의 발현을 조절하는 중요한 단백질이다(Lin et al., 2007). 본 실험에서

HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, p38의 인산화 수준은 농도

의존적으로 감소하는 것으로 나타났으며, 1,000 μg/ml 농도에서 75%로 감소

하여 인산화 억제가 나타났다(Fig. 24).

두 번째로, 후코이단이 JNK 신호 전달 경로에 미치는 영향을 살펴보았다.

그 결과, HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, JNK의 인산화 수

준이 500, 1,000 μg/ml 농도에서 78%, 64%로 농도 의존적으로 감소하였다

(Fig. 24). 세포 생존 신호 활성 억제는 NF-κB 전사 인자를 억제함으로써 세

포 사멸을 유도한다고 할 수 있는데, JNK 활성 지속은 NF-κB 신호 전달 경

로의 진행을 저해시킨다고 하였고(Guo 1998; Tobiume et al., 2001),

parthenolide의 JNK 신호 전달 경로의 활성 유지를 통해 NF-κB 신호 전달

경로의 억제로 항암 효과가 유지된다고 하여(Nakshatri et al., 2004; Zhang

et al., 2004) 본 실험과 유사한 결과를 보여주었다.
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그 다음으로, HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때 COX-2의 단

백질 수준을 살펴보았다. 그 결과 COX-2 단백질 수준은 100 μg/ml 농도에

서부터 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 24). COX-2 유전자의 promoter region

에 존재하는 positive 전사적 요소의 하나로서 NF-κB binding motif가 존재

하고 있다(Kim et al., 1997). 이점에 착안하여 후코이단에 의한 COX-2 발현

에 NF-κB 활성이 관여하고 있는지 여부를 살펴보았다. COX는 arachidonic

acid 대사의 속도 조절 효소로 COX-1은 대부분의 조직에서 지속적으로 발현

하여 인체의 항상성에 관여하며 COX-2는 유도성 COX로 사이토카인, 암 촉

진제, 성장 인자 등에 의해 활성화되는 것으로 알려져 있다(Jones et al.,

1993; Herschman, 1996; Xie and Herschman, 1996; Sheng et al., 1998;

Haertel-Wiesmann et al., 2000). 각종 암에서 COX-2의 과발현은 세포 증식의

촉진(Sheng et al., 1998), 혈관 형성의 촉진(Tsujii et al., 1998), 면역 기전의

억제(Huang et al., 1998), 세포 자연사의 억제 및 종양의 침윤성 증가 등

(Tsujii and DuBois, 1995)과 관련이 있다고 알려져 있다. 또한, COX-2는 정

상 대장 조직에서는 없거나 미미한 정도로 발현되는데(Sano et al., 1995), 대

장암에서는 85-100% 발현되고 있으며(Eberhart et al., 1994), 여러 암종에서

증가되어 있다고 하여(Joo et al., 2003), 암의 개시, 진행 및 전이에 관여할

것이라는 가능성이 제시되고 있다. 따라서, 본 실험에서 HT-29 대장암 세포

에 후코이단을 처리하였을 때 COX-2의 단백질 수준이 농도에 따라 감소하

여, 암 억제제로 사용될 가능성을 제시하고 있다(Fig. 24).

마지막으로, NF-κB에 의해 발현이 조절되는 대표적인 염증관련 인자중의

하나인 iNOS의 단백질 수준을 살펴보았다. 그 결과, HT-29 대장암 세포에

후코이단을 처리하였을 때, iNOS의 단백질 발현 수준은 1,000 μg/ml의 고농

도에서만 74%로 감소하였다(Fig. 24). NF-κB는 염증 반응과 염증성 질환에

관여하는 것으로 알려져 있는데, 생쥐의 iNOS promote는 -85 base pair 위치

에 NF-κB 결합부위가 있고, 이것이 iNOS 유전자의 발현에 관계되어 있다

(Xie et al., 1994). NOS는 L-arginine을 기질로 하여 NO를 생성하는 효소로
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(Nathan and Xie, 1994), constitutive NOS (cNOS) 및 iNOS로 크게 구분하

며, iNOS는 세포 내의 칼슘 농도와는 무관하게 LPS 및 IFN-γ, IL-1, TNF-α

와 같은 사이토카인류에 의해 발현된다(Hobbs et al., 1999; MacMicking et

al., 1997; Coleman, 2001). 사람 및 마우스 iNOS 유전자의 5‘-flanking region

에는 NF-κB, IFN-γ responsive elements, TNF responsive element,

hypoxia-responsive element의 consensus sequence를 포함하고 있어서

(Lowenstein et al., 1993; Kröncke et al., 1998; Chartrain et al., 1994), NF-κ

B, AP-1 및 STAT-1과 같은 전사 인자들이 iNOS의 발현에 영향을 미치는 것

으로 알려져 있다(Xie et al., 1994; Kristof et al., 2001; Ganster et al., 2001;

Kleinert et al., 1998). iNOS에 의해 생성되는 NO는 cNOS에 의한 NO와는

달리 외부 자극에 의해 고농도로 지속적으로 생성되며(Coleman, 2001), 외부

의 박테리아, 바이러스 및 암세포를 죽이는 역할을 하거나(MacMicking et

al., 1997) NO 자체가 iNOS의 발현을 억제하여 면역 반응이 과도해지는 것

을 억제하는 등(Hinz et al., 2000), 체내 방어와 면역 반응을 조절하는 작용

을 한다. 실제로 대장암, 위암, 폐암, 흑색종 등에서 COX-2 및 iNOS가 과발

현되어 있는 것으로 알려져 있어(Sano et al., 1995; Hao et al., 2001;

Rajnakova et al., 2001; Hosomi et al., 2000; Ekmekcioglu et al., 2000),

COX-2 및 iNOS는 염증 질환 뿐만 아니라 암과도 밀접한 연관이 있음을 알

수 있다. 또, 민간에서 염증 치료용 약제로 사용되어온 선복화(Inula

britannica var chinensis)에서 추출한 ergolide는 NOS와 COX-2의 억제를 통해

NF-κB 신호 전달 경로를 차단하였고, 기본적인 수준의 NF-κB 활성까지도 감

소시키는 것으로 나타나(Whan et al., 2001), 본 연구 결과와 동일한 결과를

보여주었다.
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Fig. 24. Effects of fucoidan treatment on the levels of phospho-p38,

phospho-JNK, COX-2 and iNOS protein in HT-29 cells.

HT-29 cells were lysed and then total proteins were separated by

SDS-PAGE. Proteins were visualized by Western blotting using

indicated antibodies. β-actin was used as an internal control.
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6. 세포 성장 인자에 미치는 영향

1) IGF-IR 단백질 수준 분석

암세포들이 급속도로 증식하는 원인 증의 하나는 각 조직 내에서 국소적으

로 생성되는 성장인자들이 autocrine 또는 paracrine mechanism으로 세포 증

식을 촉진하기 때문이다. 특히, IGF-I, IGF-II, IGF-receptor, IGFBP가 여러 종

류의 종양이나 암세포에서 발현되는 것이 발견된 이후(Macauley, 1992) 암의

형성에 있어서 이러한 IGF system의 비정상적인 변화는 여러 종류의 암을

유발하는 원인 중 하나로 간주되고 있어(Burroughs et al., 1999; Cullen et

al., 1991; Beserga, 1995), IGF system에 관한 연구가 매우 활발히 진행되고

있다(Macauley, 1992). 여러 연구에서 대장암은 주위의 정상적인 대장 점막

조직에 비해 IGF-II mRNA와 protein의 발현이 30～40% 증가한다고 하였고

(Singh and Rubin, 1993; Lambert et al., 1990; Tricoli et al., 1986), 혈 중

IGF-I과 IGFBP-3의 농도가 높으면 유방암, 전립선암, 대장암과 폐암의 발병률

이 증가한다고 하였다(Hankinson et al., 1998). 또, 혈 중 IGF-I은 전립선암과

유방암 발생률과 강력한 양의 상관관계를 가지며(Chan et al., 1998), 인간의

대장암은 정상적인 주위 점막조직과 비교하여 IGF-IR의 수가 증가하였고

(Guo et al., 1992), 방광암 세포에서도 IGF-IR가 과발현되었다고 하여

(Iwamura et al., 1993), IGF-I과 IGF-IR가 종양 발생에 주요한 역할을 하는

것으로 보고 있다. 또한 IGF-IR에 ligand가 결합하게 되면 세포 사멸을 억제

한다(Beserga, 1995; LeRoith et al., 1997)고도 하여 IGF system의 작용을 변

화시키는 물질에 대한 연구가 진행되게 되었다.

따라서, 본 연구에서는 HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때,

암세포 증식 억제 효과가 IGF-I 단백질 수준에 어떠한 영향을 미치는지 검토

하였다. 먼저, HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, pro-IGF-IR

단백질 수준은 500, 1,000 μg/ml 농도에서 87%, 75%로 감소하였으며, IGF-IR

단백질 수준은 500 μg/ml 농도까지는 변화가 없다가 1,000 μg/ml에서 69%
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로 감소하였다. 또, 인산화 수준은 500, 1,000 μg/ml에서 87%, 69%로 감소하

였으며, IRS-1 단백질은 500 μg/ml 농도까지는 큰 변화가 없다가 1,000 μ

g/ml에서 85%로 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 25).

IGF는 한 개의 사슬로 이루어진 폴리펩타이드로 proinsulin의 아미노산 구

조와 유사하며, 정상 또는 악성 조직에서 mitogenic 또는 항 세포 사멸 인자

로 작용한다. IGF들은 endocrine mechanism 뿐 아니라 체내 각 조직에서 생

성되어 그 조직 내에서 autocrine/paracrine mechanism으로도 세포의 증식과

분화를 조절하며(Jones and Clemmons, 1995), IGFBP는 IGF에 결합하여 세포

에서 생성된 IGF를 다른 조직이나 세포로 운반하거나 IGF가 수용체에 결합

하는 것을 증가 또는 감소시킴으로서 IGF의 작용을 촉진하거나 억제한다고

알려져 있다(Rosenfeld et al., 1990). IGF의 효과는 세포 표면의 plasma

membrane에 존재하는 receptor에 IGF들이 결합되어 그 작용이 세포내로 전

달됨으로 이루어진다. IGF-IR는 insulin receptor와 유사한 형태를 가지고 있

으며(LeRoith et al., 1995) IGF-IR는 α2β2형의 heterodimer로 이루어진

glycoprotein으로 α-subunit과 β-subunit이 disulfide bond들로 연결되어 있

다. α-subunit은 extracellular domain으로 IGF가 이에 결합하고, 세포막을 통

과하는 β-subunit은 cytoplasmic tyrosin-specific protein kinase domain을 포

함하고 있다(Czech, 1989). 이 receptor에는 insulin, IGF-I, IGF-II이 결합을 하

지만, 가장 활성이 높은 IGF-IR에 IGF-I이 결합하게 된다. IGF-IR은 세포 분

열을 촉진하고 암세포로의 전환이나 여러 가지 apoptotic 손상으로부터 세포

를 보호하여 암 발생과 진전을 촉진한다고 알려져 있다. IGF-IR의 활성은

IGF-I이나 IGF-II의 두 가지 ligand 중 하나가 IGF-IR에 결합함으로서 세포내

의 cytoplasmic domain의 tyrosin 잔기가 인산화 됨으로서 시작된다. IGF-I이

IGF-IR의 α-subunit에 결합하게 되면, β-subunit에 autophosphorylation이 일

어나게 되고, 이것은 receptor의 tyrosin kinase 활성을 촉진함과 동시에, 세

포내 여러 기질들의 인산화를 촉진하는 것으로 알려져 있다(Kato 1993;

LeRoith et al., 1997). 본 연구에서 HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하
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였을 때 인산화 수준이 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 25).

세포 내에는 활성화된 IGF-IR에 결합하여 그 신호를 전달하는 5가지의

adaptor protein family들이 존재하는데, Grb family, SHC family, IRS

family, CRK family, PI3K의 p85 regulatory subunit이 이에 속한다. 이

adaptor protein 중 가장 대표적인 것이 IRS family이고, 인산화된 IRS에 결

합하여 인산화되는 단백질 중 가장 대표적인 것이 PI3K의 p85 regulatory

subunit으로 알려져 있다. 본 연구에서 down-regulation인 IRS-1의 단백질 수

준을 검토한 결과, 후코이단에 의한 IRS-1의 단백질 수준은 1,000 μg/ml의

고농도에서 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 25).

IGF-IR는 RAS/MAPK와 P13K/AKT pathway의 이 두 가지의 중요한 세포

내 신호 전달체계를 가지고 있다(Valentinis et al., 1998). AKT는 PI3K의

downstream target으로써 여러 성장 인자에 의해 활성화되는데, AKT가 세포

사멸을 억제함으로서 세포 생존을 촉진시킨다는 증거들이 최근 여러 연구를

통해 제시되고 있다(Alessi and Cohen, 1998; Vanhaesebroeck et al., 1997;

Franke et al., 1997; Marina et al., 1997). AKT는 Thr308과 Ser473의 인산화

에 의해 활성화되며, PDK1이 Thr308에서 AKT를 활성화시키는 kinase로 알

려져 있다(Stephens et al., 1998). PI3K의 직접적인 downstream에 있는

AKT/protein kinase B는 세포의 생존을 촉진하고, 성장 인자의 억제, 세포

주기의 방해, 세포 부착과 같은 여러 가지 자극에 의한 세포의 apoptotic

death를 억제한다고 알려졌다(Jiang et al., 2000). 따라서, HT-29 대장암 세포

에 후코이단을 처리하였을 때 AKT의 단백질 수준을 살펴보았다. 그 결과,

후코이단의 농도에 따라 AKT의 단백질 수준이 감소하는 것으로 나타났다

(Fig. 25). 현재까지 알려진 바에 의하면, PI3K와 반응하여 생성된

phospatidylinositol-3-phosphate가 AKT와 결합하게 되면 AKT를 세포막으로

이동시킨 후 인산화되어 활성을 갖게 된다. 활성화된 AKT는 다시 Bcl-2

family나 Bad, caspase-9와 같은 세포의 생존과 관계한 target들을 인산화시

켜 세포 사멸을 저해하고 세포 생존을 촉진하게 된다고 하였다(Datta et al.,
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1997; Cardone et al., 1998). 따라서, 본 실험 결과와 앞선 결과들을 통해,

AKT의 단백질 수준의 감소는 Bcl-2 family, bad, caspase-9 등의 신호 전달에

영향을 주어 세포 사멸을 유도하는 것으로 보인다.

또 다른 IGF-IR 신호 전달 체계인 MAPK는 4개의 subfamily로 구성되어

있다. 이는 extracellular signal-regulated kinases로 알려진 ERK 1/2(또는

p44/42 MAPK pathway), SAPKs로 알려진 JNKs, ERK5/BMK1, p38 MAPKs

가 포함되며 특히 p44/42 MAPK pathway는 세포 내 신호전달 과정의 주요

단백질로서, 세포 증식, 발생, 분화, 세포 주기와 같은 중요한 세포 내 기능을

조절하는 것으로 알려져 있다(Ono and Han, 2000). 즉, IGF-IR의 인산화가

SHC를 통해 Ras pathway를 활성화하고 이는 다시 Raf serine/threonine

kinase를 활성화시켜, MEK, MAP kinase등을 활성화시키면, MAPK는 전사

인자들의 인산화를 유도하여 mitogenesis를 촉진하게 된다. 또한, 성장인자나

ctyokines 또는 그 밖의 여러 자극은 MAPK 활성을 개시할 수 있고, 활성화

된 MAPK는 전사 인자, 세포 골격 단백질, 그 하위의 kinase 등을 인산화하

여 유전자 발현의 변화를 가져오게 된다. 따라서, HT-29 대장암 세포에 후코

이단을 처리하였을 때 ERK 1/2의 단백질 수준을 살펴보았다. 그 결과, 후코

이단의 농도에 따라 ERK 1의 단백질 수준이 감소하는 것으로 나타나, HT-29

대장암 세포에서 후코이단은 MAPK 신호에 영향을 미쳐 세포 증식과 세포

주기에 영향을 미치는 것으로 보인다(Fig. 25). 이를 종합하면 HT-29 대장암

세포에서 후코이단의 처리는 IGF-IR 단백질및 그 하위 수준을 억제하여 암

발생이나 진전을 억제하는 것으로 보인다.
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Fig. 25. Effects of fucoidan treatment on the levels of pro IGF-IR,

IGF-IR, phospho-tyrosine, IRS-1, Akt and ERK 1/2 protein in

HT-29 cells.

HT-29 cells were lysed and then total proteins were separated by

SDS-PAGE. Proteins were visualized by Western blotting using

indicated antibodies. β-actin was used as an internal control.
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2) IGF-IR 신호 전달 분석

Fig. 25에서 HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, IGF-IR 및

그 하위 에 속하는 단백질 발현 수준이 대부분 감소하는 것으로 나타났다.

따라서, Exogenous한 IGF-I로 유도된 HT-29 대장암 세포에 IGF-IR 신호 전

달 체계를 활성화시킨 후 IGF-IR과 immunoprecipitation (IP) 되는 단백질을

찾아 살펴보고, 암세포 증식 억제 효과가 IGF-IR 신호 전달 경로를 매개로

일어나는지 살펴보았다.

IGF-I이 IGF-IR의 α-subunit에 결합하게 되면, β-subunit에

autophosphorylation이 일어나게 되고, 이것은 receptor의 tyrosin kinase 활

성을 촉진함과 동시에, 세포내 여러 기질들의 인산화를 촉진하는 것으로 알

려져 있다(Kato 1993; LeRoith et al., 1997). 그 결과, HT-29 대장암 세포에

IGF-I을 0, 5, 10, 60분 처리하고 IGF-IR로 IP한 대조군의 경우 인산화 수준이

60분까지 지속되는 것으로 나타났으나, 후코이단 처리군의 경우 5분까지 증

가하다가 60분까지 회복되지 않았다(Fig. 26). 그 다음으로 인산화 단백질은

IGF-IR 단백질로 신호를 전달하게 된다. 그 결과, 대조군의 경우 IGF-IR 단백

질이 시간에 따라 감소하는 것으로 나타났으며, 후코이단 처리군의 경우 시

간에 따라 감소하는 것으로 나타났으나 대조군의 경우보다 단백질 수준이 낮

게 나타났다(Fig. 26).

IGF-IR는 RAS/MAPK와 P13K/AKT pathway의 이 두 가지의 중요한 세포

내 신호 전달체계를 통해 작용하게 된다(Valentinis et al., 1998). PI3K의 직

접적인 downstream에 있는 AKT/protein kinase B는 세포의 생존을 촉진하

고, 성장 인자의 억제, 세포 주기의 방해, 세포 부착과 같은 여러 가지 자극

에 의한 세포의 apoptotic death를 억제한다고 알려졌다(Jiang et al., 2000).

따라서, HT-29 대장암 세포의 AKT 단백질 수준을 살펴보았다. 그 결과, 후

코이단 처리에 상관없이 시간에 따라 감소하는 것으로 나타났다. 그러나, 대

조군의 경우 phospho-AKT 수준은 5분에서 증가하다가 서서히 감소하였으

나, 후코이단 처리군의 경우 5분에서 증가하기 시작하여 60분까지 계속 증가
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하는 것으로 나타났다(Fig. 27).

또 다른 IGF-IR 신호 전달 체계인 MAPK는 세포 내 신호전달 과정의 주요

단백질로서, 세포 증식, 발생, 분화, 세포 주기와 같은 중요한 세포 내 기능을

조절하는 것으로 알려져 있다(Ono and Han, 2000). 즉, IGF-IR의 인산화가

SHC를 통해 Ras pathway를 활성화하고 이는 다시 Raf serine/threonine

kinase를 활성화시켜, MEK, MAP kinase등을 활성화시키면, MAPK는 전사

인자들의 인산화를 유도하여 mitogenesis를 촉진하게 된다. 따라서, HT-29 대

장암 세포의 ERK 1/2의 단백질 수준을 검토한 결과, 후코이단 처리에 관계

없이 ERK 1/2의 단백질 수준에는 아무런 영향을 미치지 못하였다. 그러나,

대조군의 경우 시간에 따라 ERK 1의 인산화 단백질의 수준이 감소하는 것으

로 나타났으며, 후코이단 처리군의 경우 ERK 1의 인산화 단백질의 수준은

감소한 상태로 60분간 지속되었으나, ERK 2의 인산화 단백질의 수준은 시간

에 따라 조금씩 증가하는 것으로 나타났다. 이로써, HT-29 대장암 세포에서

후코이단은 IGF-IR의 단백질 수준과 인산화 수준의 감소로 인해 세포의 성장

이 감소되는 것으로 보인다.
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Fig. 26. Effect of fucoidan on IGF-I-induced phospho-tyrosine,

pro-IGF-IR and IGF-IR of IGF-IRβ in HT-29 cells.

HT-29 cells were incubated with fucoidan (500 μg/ml) for 48 hr.

IGF-I (100 ng/ml) was added for 0～60 min immediately prior to

lysate preparations. Cell lysates (750 μg protein) were incubated

anti-IGF-IRβ antibody and Protein A-Sepharose to immunoprecipitate

proteins associated with IGF-IR. The resulting proteins were analyzed

by Western blot for phospho-tyrosine, pro-IGF-IR, and IGF-IR.
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Fig. 27. Effect of fucoidan on IGF-I-induced phospho-AKT, AKT,

phospho-ERK 1/2 and ERK 1/2 of IGF-IRβ in HT-29 cells.

HT-29 cells were incubated with fucoidan (500 μg/ml) for 48 hr.

IGF-I (100 ng/ml) was added for 0～60 min immediately prior to

lysate preparations. Cell lysates (750 μg protein) were incubated

anti-IGF-IRβ antibody and Protein A-Sepharose to immunoprecipitate

proteins associated with IGF-IR. The resulting proteins were analyzed

by Western blot for phospho-AKT, AKT, phospho-ERK 1/2, and

ERK 1/2.
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3) HRG 단백질 수준 분석

암은 세포의 증식 작용이 정상적으로 조절되지 않거나 세포 사멸이 억제됨

으로써 그 진행이 촉진되고 비정상적인 세포 증식은 세포 내 신호전달의 이

상에 의해 일어난다. 인간 대장암 세포와 primary colon tumor는 TGF-α,

TGF-β, IGF-I, IGF-II 그리고 PDGF를 포함하여 몇몇의 positive, negative

growth regulator들을 생성, 분비한다. Ligand들의 수용체들도 대장암에서 발

현되어 성장 인자들이 autocrine mechanism으로 대장암의 성장을 조절하게

된다(Ciardiello et al., 1991). 이러한 신호들의 매개체 중의 하나인 RTK는 세

포 내 신호 전달에서 중요한 조절 인자로 작용하며 RTK에 의한 신호 전달이

정상적으로 조절되지 않으면 암이 발생하므로 이것 역시 암 발생 원인이 될

수 있다(Blume-Jensen and Hunter, 2001; Hackel et al., 1999). 암 발생에 기

여하는 것으로 알려진 protein kinase들은 세포막을 관통하는 RTK들과 세포

안에 존재하는 protein kinase들이다. 성장 인자가 RTK에 결합하면 RTK가

인산화되어 세포 밖의 신호가 세포질의 protein kinase들의 인산화를 통해 세

포 내로 전달되어 세포 증식이 촉진된다. 잘 알려져 있는 RTK인 ErbB

receptor family는 EGFR (ErbB1), ErbB2, ErbB3, ErbB4로 구성되어 있고 다

양한 조직에서 발현되어 발달, 증식, 분화에 관여하며 암의 발생과 진전에도

중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. ErbB receptor에 결합하는 여러 종

류의 ligand들이 존재하는데 EGF와 TGF-α는 EGFR에 결합하고(Toyoda et

al., 1995), HRG은 ErbB3, ErbB4에 결합하는 것으로 알려져 있다(Tzahar et

al., 1994).

ErbB receptor family는 대장암 유방암, 난소암, 십이지장암 등 여러 암에

서 과발현된다고 하였으며(Maurer et al., 1998; Salomon et al., 1995;

Salomon et al., 1989; Safran et al., 2001), ErbB receptor family 활성의 비정

상적인 조절이 암 발생의 중요한 원인으로 제안되었다. ErbB receptor family

가 과발현되는 암세포에서는 세포 증식, 세포 생존, invasion, angiogenesis

등 과정이 촉진된다고 보고되었으므로 이 receptor를 억제하게 되면 암의 예
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방제나 치료제의 목적으로 대체할 가능성이 제시되고 있다(Anderson and

Ahmad, 2002).

따라서, 본 연구에서는 HT-29 대장암 세포에서 후코이단을 처리하였을 때

세포 증식 및 세포 사멸을 유도한다는 결과를 바탕으로 하여 후코이단이

HRG/ErbB3의 단백질 수준에 미치는 영향을 살펴보고자 하였다.

Ligand가 ErbB receptor의 extracellular domain에 결합하면 receptor의

dimerization이 일어나고 intrinsic tyrosine kinase가 활성화되어 receptor의

cytoplasmic domain의 tyrosin 잔기의 인산화가 일어나게 된다. 그 중에서

ErbB receptor family의 단백질 수준을 살펴보았는데, 그 중 후코이단 농도가

증가할수록 ErbB2와 ErbB3 단백질 발현이 감소하는 것으로 나타났다(Fig.

28). 그러나, HRG의 단백질 수준에는 아무런 영향을 미치지 않았다(Fig. 28).

본 연구에서는 인산화된 tyrosine 단백질은 200 kDa과 99 kDa에서 나타났는

데, 후코이단의 농도의 증가에 따라 인산화된 단백질 수준은 감소하였다(Fig.

28).

인산화된 tyrosine 잔기에 SH2 domain을 포함한 여러 가지 신호전달 물질

들이 결합한다. 이 자리에 결합하는 단백질 중 하나가 p85로 세포 내의 지질

을 인산화 시키는 효소인 PI3K의 regulatory subunit이다(Rordorf-Nikolic et

al., 1995). 활성화된 p85는 PI3-kinase의 실질적인 활성을 나타내는 p110

catalytic subunit을 통하여 inositol ring의 3번째 탄소의 인산화를 유도하고

이는 AKT의 활성을 촉진시킨다. 활성화된 AKT는 caspase-9, Bad,

transcription factor 등 세포 사멸에 관여하는 단백질들을 인산화하여 불활성

화시키므로서 세포 사멸을 억제하고 세포 생존을 촉진한다(Datta et al.,

1999). 또한 ErbB3의 활성화는 Ras-MAPK signaling 경로를 활성화 할 수 있

다(Yarden, 2001). 본 연구에서 후코이단 처리시 AKT의 단백질 수준은 감소

하는 것으로 나타났으나, ERK 1/2 단백질 수준에는 아무런 영향을 미치지

않는 것으로 나타났다(Fig. 28).
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Fig. 28. Effects of fucoidan treatment on the levels of ErbB2, ErbB3,

HRG, phospho-tyrosine, Akt and ERK 1/2 protein in HT-29 cells.

HT-29 cells were incubated with fucoidan (0～1000 μg/ml) for 48 hr.

Equal amounts of cell lysates were subjected to electrophoresis and

analyzed by Western blot for ErbB2, ErbB3, HRG, phospho-tyrosine,

Akt, and ERK 1/2. β-actin was used as an internal control.
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4) ErbB3 신호 전달 분석

Fig. 28에서 HT-29 대장암 세포에서 후코이단에 의해 ErbB2와 ErbB3의 단

백질 수준이 감소하는 것으로 나타났으므로, HRG으로 유도된 HT-29 대장암

세포에 증식 억제가 HRG/ErbB3의 신호 전달 경로를 매개하여 일어나는지

알아보고자 하였다.

Ligand인 HRG가 ErbB3에 결합하면 intrinsic tyrosine kinase의 활성이 없

는 ErbB3(Guy et al., 1994)는 orphan receptor로 알려진 ErbB2와 hetrodimer

를 형성하므로써 인산화되고 활성화 되는 것으로 알려져 있다(Alroy and

Yarden, 1997). 따라서, 대조군과 후코이단 처리군에서 ErbB3 단백질 수준과

tyrosine의 인산화 수준을 살펴보았다. 그 결과, 대조군에서 tyrosine의 인산

화 수준은 5분에서 증가하여 60분까지 동일하게 지속되었으나, 후코이단 처

리군의 경우 tyrosine의 인산화 수준이 거의 발현되지 않는 것으로 나타났다

(Fig. 29). 또한, ErbB3의 단백질 발현 수준 또한, tyrsoine의 경우와 동일하게

대조군에서는 발현이 되었으나, 후코이단 처리군에서는 거의 발현되지 않는

것으로 나타났다(Fig. 29).

ErbB3의 활성화는 세포의 증식과 생존의 조절 인자로 작용하는 PI3K의 활

성화를 가져오는 데 이 과정은 PI3K의 regulatory subunit인 p85와 ErbB3의

결합을 필요로 한다. 활성화된 p85는 PI3-kinase의 실질적인 활성을 나타내는

p110 catalytic subunit을 통하여 inositol ring의 3번째 탄소의 인산화를 유도

하고 이는 AKT의 활성을 촉진시키게 된다. 본 실험에서 AKT 단백질 수준은

후코이단 처리에 관계없이 영향을 미치지 않았으나, AKT의 인산화 수준은

후코이단 처리군에서 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 30).

또한 ErbB3의 활성화는 Ras-MAPK signaling 경로를 활성화 할 수 있으며

(Yarden, 2001), 일련의 과정을 거쳐 활성화된 ERK1/2는 세포 증식에 영향을

미치게 되는 것으로 알려져 있다. 본 실험에서는 ERK 1/2 단백질 수준은 두

군 모두에서 아무런 영향을 미치지 않았으나 ERK 1/2의 인산화 단백질 수
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준은 후코이단 처리군에서 ERK 1의 감소가 나타났는데, 이에 관한 연구가

더 진행되어야 할 것으로 보인다(Fig. 30).

따라서, 본 연구에서 후코이단에 의한 세포 증식 억제는 ErbB2의 절대적인

감소 때문에 ErbB3의 ligand인 HRG를 첨가했을 때 ErbB3의 활성을 회복시

킬 수 없었고, tyrosine의 인산화 수준과 세포 내의 AKT와 ERK 1/2의 인산

화 수준의 감소로 인한 것으로 나타났다.
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Fig. 29. Effect of fucoidan on HRG-induced phospho-tyrosine and ErbB3

of ErbB3 in HT-29 cells.

HT-29 cells were incubated with fucoidan (500 μg/ml) for 48 hr.

HRG (100 ng/ml) was added for 0～60 min immediately prior to

lysate preparations. Cell lysates (750 μg protein) were incubated

anti-ErbB3 antibody and Protein A-Sepharose to immunoprecipitate

proteins associated with HRG. The resulting proteins were analyzed

by Western blot for phospho-tyrosine, ErbB3.
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Fig. 30. Effect of fucoidan on HRG-induced phospho-AKT, AKT,

phospho-ERK 1/2 and ERK 1/2 of ErbB3 in HT-29 cells.

HT-29 cells were incubated with fucoidan (500 μg/ml) for 48 hr.

HRG (100 ng/ml) was added for 0～60 min immediately prior to

lysate preparations. Cell lysates (750 μg protein) were incubated

anti-ErbB3 antibody and Protein A-Sepharose to immunoprecipitate

proteins associated with HRG. The resulting proteins were analyzed

by Western blot for phospho-AKT, AKT, phospho-ERK 1/2, and

ERK 1/2.
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Ⅳ. 결론 및 요약

후코이단의 암세포 사멸 유도 메카니즘을 검토하기 위해 인체 대장암 세포

주인 HT-29 세포에서 살펴본 결과는 다음과 같다.

1. HT-29 대장암 세포의 후코이단에 의한 증식 억제

HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, 독성에 의한 영향 없이 농

도 의존적으로 세포 증식이 감소하였고, DNA 합성율이 매우 억제되는 것으

로 나타났는데, 정상 세포인 MC3T3-E1 세포에 증식에는 영향을 미치지 않았

다. 또한, 세포의 형태학적 변화와 핵의 형태학적 변화를 통해 세포 증식이 억

제되는 것을 확인하였으며, Annexin V-FITC 분석을 통해 apoptosis에 의해 세

포 사멸이 유도되는 것을 확인하였다.

2. 후코이단에 의한 신호 전달 기전 억제

HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, Fas 단백질의 증가,

pro-capase-8 단백질 수준 감소로 Extrinsic pathway와 pro-caspase-9, -7, -3 단

백질 수준의 감소로 Intrinsic pathway에 부분적으로 관여하여 세포 사멸을 유

도하는 것으로 나타났다. 또한, Bcl-2 family 중 anti-apoptotic factor인 Bcl-2와

Bcl-xL 단백질 수준이 감소, pro-apoptotic factor인 Bax와 tBid 단백질 발현 수

준이 증가로 인해, 최종적으로 cleaved-PARP 단백질 발현 수준이 증가하여 세

포 사멸을 유도하는 것으로 나타났다.

3. 후코이단에 의한 translocation 신호 전달 기전 억제

HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, Bax 단백질 발현 수준은

세포질과 미토콘드리아에서 농도 의존적으로 감소하였으며, cytochrome c 단백

질 발현 수준은 세포질과 미토콘드리아에서 농도 의존적으로 증가하는 것으로
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나타나 세포 사멸에 영향을 미치는 translocation 단백질 신호 전달 경로에 관

여하여 세포 사멸을 유도하는 것으로 나타났다.

4. 후코이단에 의한 세포 주기 억제

HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, FACS 분석을 통해 sub G1

기를 증가시켰으며, phospho-RB 단백질과 E2F 단백질이 복합체를 이루어

phospho-RB의 인산화 저해로 인해 G1기를 저해하여 전사를 억제하는 것으

로 나타났다. 그리고 β-catenin 단백질 발현 수준의 감소로 세포 유착을 억제하

여 세포 증식을 저해하는 것으로 나타났다.

5. 후코이단에 의한 NF-κB 신호 전달 기전 억제

HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, 세포질에서 IKKα,

phsopho-IκBα, IκBα의 단백질 발현 수준을 억제하였으며, 세포질에서 핵으로

의 NF-κB 이동을 억제하여, NF-κB와 DNA 결합을 억제하여 세포 사멸을 유

도하는 것으로 나타났다. 또한, p38과 JNK의 인산화 단백질 수준의 감소와

iNOS와 COX-2 단백질 발현 수준의 감소로 최종적으로 NF-κB 활성을 억제하

여 세포 증식을 억제하는 것으로 나타났다.

6. 세포 성장 인자에 미치는 영향

대장암 세포에서 IGF-I은 autocrine mechanisms에 의해 증식을 조절하고 있

다. HT-29 대장암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, IGF-IR, phospho-tyrosine,

IRS-1, AKT, ERK 1의 단백질 발현 수준이 감소되었으며, IGF-IR으로 IP하여

IGF-IR 신호 전달 기전을 살펴본 결과, IGF-IR과 phospho-tyrosine의 단백질 발

현 수준이 감소되었으나 phospho-AKT와 phospho-ERK 2 단백질 발현 수준은

증가하여 IGF-IR 신호 전달 기전에 의해 세포 증식이 억제되었다. HT-29 대장

암 세포에 후코이단을 처리하였을 때, ErbB3, phospho-tyrosine, AKT 단백질

발현 수준이 감소되었으며, ErbB3로 IP하여 ErbB3 신호 전달 기전 살펴본 결
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과, ErbB3, phospho-tyrosine, phospho-ERK 1의 단백질 발현 수준이 감소되었

으나 phospho-AKT의 단백질 발현 수준은 증가하여 ErbB 신호 전달 기전에 의

해서도 세포 증식을 억제하는 것으로 나타났다.
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  지금에 이르기 까지 공부하는 저를 기쁘게 여기셨으며 제가 하는 모든 일을 걱정하셨고 

아무 말 없이 믿음으로 지켜봐주셨던 저에게는 태산 같은 존재인 아버지, 어머니께 진심으

로 고개 숙여 감사드립니다. 울산에서 부산까지 누나 집을 다녀가며 아무 불평없이 언제나 

도움과 웃음을 주었던 국인이와 석사 과정 중 서로 가장 힘든 시기에 누나 마음을 다독여 

주며 더 아파했던 정말 많이 아팠던 막내 동생, 지금은 나의 삶을 지탱해주는 애교 많았던 

관태에게 이 논문을 바치며 그 빈자리를 채우고자 합니다.

  지금까지 많은 분들이 도와주시지 않았다면 결코 이 학위를 마칠 수 없었을 것입니다. 

학부생, 석사과정, 박사과정 동안 도움을 주셨고, 저에게 칭찬과 격려를 아끼지 않으셨던 

모든 분들께 진심으로 감사드리며, 앞으로도 실험하는 사람의 마음으로 세상을 바라보며 

살겠습니다. 고맙습니다.
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