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Abstract

  Chlorella is a unicellular microalgae that is ubiquitous in freshwater environments. 

It contains highly nutritious substances such as protein, carbohydrates, vitamins, 

minerals, fatty acids, dietary fibers and nucleic acids and exerts various biological 

effects. Hot water extract of chlorella is a biological response modifier (BRM) 

which modulates immune responses against tumors, bacteria and viruses. But the 

effect of hot water extract of Chlorella vulgaris on normal cell proliferation has not 

been studied.   

  In this study, the hot water extract of Chlorella vulgaris (CVE) was gained 

which had a proliferative effect, and examined signal transduction pathways focusing 

on insulin-like growth factor-I receptor (IGF-IR), focal adhesion kinase (FAK)/Src 

signaling and Wnt pathways. The IGF system plays essential role in the regulation 

of cell growth, proliferation and survival. FAK is a protein tyrosine kinase that 

appears to have many functions in cells, linking integrin signaling to down stream 

targets, acting as part of a survival signal pathway and having connection with cell 

motility. CVE induced the increased expression of IGF-IR and the activation of 

FAK and Src. IGF-IR and FAK induce activation of multiple intracellular signal 

transduction cascades, including the phosphatidyl-inositol 3-kinase (PI3K)-Akt 

pathway and the mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway. In this study, 
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CVE induced the activation of ERK but not the activation of JNK and p38. And it 

induced the increased expression of p85 and the activation of Akt. 

  At least three different Wnt pathways are currently recognized: the canonical Wnt 

pathway, which is mediated via β-catenin and T cell-specific transcription 

factor/lymphoid enhancer-binding factor  (TCF/LEF) factors; the planar cell polarity 

(PCP) pathway; and the Wnt-Ca2+ pathway. The canonical Wnt pathway is essential 

for cell proliferation and development. As a result of the experiments, CVE induced 

the increased expression of nuclear β-catenin and cyclin D1. 

  Tyr-397 site of FAK can mediate interactions with SH2 domains of a number of 

other signaling proteins including PI3K, PLC-γ, Shc, Grb7, Src and Nck2. Because 

we confirmed that CVE has proliferative effect on IEC-6 cells via FAK activation, 

we examined whether FAK inhibitor can effect on canonical Wnt pathway. As a 

result, the treatment of FAK inhibitor induced the decreased expression of nuclear β

-catenin, cyclin D1, c-myc and increased expression of cytosol β-catenin.     

  These results indicate that CVE stimulates cell proliferation via MAPK pathway, 

PI3K/Akt pathway and canonical Wnt signaling pathway. And activation of FAK 

influences canonical Wnt signaling pathway: translocation of cytosolic β-catenin to 

nucleus. Gastrointestinal damage associated with the use of non steroidal 

anti-inflammatory drugs (NSAID) and chemotherapy. Therefore CVE has a potential 

application as functional foods for protecting gastro-intestinal tract.         
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Ⅰ.서 론

생명공학관련 과학기술의 발전으로 천연물로부터 새로운 생리활성물질

을 찾으려는 연구가 많이 진행되고 있다.그 중 미세조류가 미래 생물자

원의 하나로 주목받고 있다.미세조류는 주로 광합성을 통해 세포 성장

과 번식이 이루어지는 식물군으로 일반 미생물에 비해 그 종류가 다양하

고 수가 많다고 알려져 있으며,이것은 새로운 생리활성물질이 발견될

수 있는 가능성을 암시한다 (Becker,1994).미세조류는 지상 식물보다

성장속도가 빠르고,담수나 해수에서 빛 에너지가 존재하는 환경에서 쉽

게 생육할 수 있으며,특정 생리 기능을 갖는 물질을 고농도로 생산할

수 있다는 점에서 중요한 생물 산업 소재로서 가능성이 충분하다고 할

수 있다 (주,2000).대표적인 종으로는 Chlorellasp.,Spirulinasp.,

Dunaliellasp.,Porphyridium sp.,Phaeodactylum sp.등이 연구에 이용

되고 있으며 (PulzandGross,2004),Chlorellasp.이 가장 널리 연구되

어진 조류로 산업적 이용 범위가 넓다.

클로렐라는 호수나 연못 등의 담수나 해수에서 생육이 가능한 구형의

단세포 미세조류로 녹조류의 일종이다.분류학상 Chlorophyceae 강,

Chlorococcum 목,Chlorella속으로 주요 종(species)으로는 vulgaris,

pyrenoidosa,ellipsoidea가 널리 알려져 있다.대표적인 고 영양가 식품

인 우유와 계란에 비해 단백질,비타민,무기질의 함량이 높으며

(Atsushi,1999),특히 단백질 함량이 60% 정도의 고단백질 식품으로 필

수 아미노산이 전체 아미노산의 36% 정도를 함유하며 그 균형이 잘 잡

혀 있다.지금까지 알려진 클로렐라의 기능성으로는 환경호르몬인 다이

옥신의 체내 배출작용 (Moritaetal.,1999),중금속의 축적 억제 및 배

설작용 (Kim etal.,2009),환경독성물질의 생물학적 분해와 폐수중의

중금속 제거작용 (Tam etal.,2002;Traviesoetal.,2002),동맥경화 및

간장 장애의 억제작용 (Singhetal.,1998;Pengetal.,2009),항산화작
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용 (Leeetal.,2010),식품의 풍미 향상 및 보습효과 (Parketal.,2002;

Kim etal.,2003),이산화탄소 고정화 작용 (Yunetal.,1996;Sunget

al.,1998)등의 연구가 진행되어 왔다.

클로렐라 추출물은 클로렐라 원말을 열수에서 유효성분을 추출한 후

원심분리법으로 균체의 불용성 물질을 제거한 후 이것을 농축,분말화한

것이다.클로렐라 추출물에는 단백질,아미노산,펩타이드,당류,핵산,비

타민,무기질 및 CGF (Chlorella growth factor)를 함유하고 있으며

(Kangetal.,2004),면역기능 향상 (Anetal.,2010;Hsuetal.,2010),

항암작용 (Konishietal.,1996),성장촉진작용 (Kannoetal.,1996;Kim

etal.,2002),뇌졸중 개선 및 예방,세포 재생 등의 효과가 있다고 알려

져 있다.

클로렐라 단백질에 관한 연구들도 많이 보고되고 있는데 Sheihetal.

(2009)은 Chlorellavulgaris의 부산물로부터 pepsin가수분해 후 항산화

활성을 가지는 peptide를 분리했으며,Chu etal.(2006)은 Chlorella

pyrenoidosa로부터 새로운 단백질인 haemagglutinin을 분리하였다.

Kangetal.(2004)은 trypsin을 처리하여 가수분해한 Chlorellavulgaris

로부터 생리활성을 나타내는 단백질을 분리하였고,Nodaetal.(1996)은

클로렐라 배양액 내에 함유된 glycoprotein을 분리하여 항암효과를 확인

하였다.클로렐라에 관한 연구는 대부분 담수 클로렐라에 집중되어 있었

으나 최근 해수 클로렐라 열수추출물이 신경세포의 분화를 촉진한다는

연구결과와 항암 및 면역활성이 보고되었다 (Leeetal.,2003).그리고

Choietal.(2010)은 해수산 클로렐라의 유기용매 추출물로부터 항염증

효과를 확인하였다.이와 같이 클로렐라 단백질에 대한 연구는 많이 보

고되고 있지만,세포 성장과 관련하여 IGF-IR와 Wnt단백질이 관여하

는 메커니즘에 대한 연구는 거의 보고되고 있지 않다.

세포의 성장 및 증식은 여러 가지 인자들에 의해 조절되는데 그 중

insulin-likegrowthfactor(IGF)system은 인체 내 대부분의 기관계에

영향을 미친다.IGF-I은 인슐린과 유사한 구조를 가지며 성장 촉진 및
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세포사멸 억제효과를 나타내며,세포 표면의 IGF-IR와 결합하여 세포

내 다양한 신호전달경로를 활성화한다 (LeRoithandRobertsJr.,2003).

IGF-IR가 활성화되면 insulinreceptorsubstrate(IRS)family단백질들

이 인산화되어 phosphatidylinositol3-kinase (PI3K)-Aktpathway와

mitogen-activatedproteinkinase(MAPK)pathway와 같은 세포 내 신

호전달경로를 활성화시켜 세포증식 및 생존을 유도하게 된다 (Taiet

al.,2003).MAPKs는 세포 내에서 성장 및 분화에 관련된 신호전달경로

에서 중요한 역할을 담당하는 인산화효소로 세포 외 자극을 전달하는데

중심적인 역할을 한다.MAPK group에는 extracellular-signalrelated

kinase(ERK),c-junamino-terminalkinase(JNK),p38MAPK가 있는

데 주로 ERK는 세포의 증식 및 분화를 조절하고,JNK와 p38은 염증반

응과 세포사멸에 관여한다 (ZhangandLiu,2002).

Wnt단백질은 세포의 성장 및 증식 등의 다양한 발달과정을 조절한다

고 알려져 있다 (LoganandNusse,2004).세 가지의 경로가 존재하는데

canonicalwntpathway,planarcellpolarity(PCP)pathway,Wnt-Ca
2+

pathway로 이들 중 β-catenin과 TCF/LEF 인자들을 통해 전달되는

canonicalWntpathway가 세포증식에 필수적이다 (Pintoetal.,2003).

클로렐라는 그 기능성이 입증되어 있고 산업적으로 널리 응용되고 있

지만 대부분 invivo에서 증명된 결과들이다.세포 수준에서 클로렐라 열

수추출물의 생리활성을 검색하고 그 작용기전을 밝힌 연구는 면역,항염

증 등에 관한 보고가 있으나,아직 위장관 정상세포의 증식작용에 관한

연구는 없었다.본 연구에서는 rat에서 유래한 정상 소장 상피세포인

IEC-6세포에 클로렐라 열수추출물을 처리했을 때 생리활성을 검토하였

으며,그 작용기전을 살펴보고자 하였다.이 후 생리활성기능을 나타내는

특정 성분을 분리 및 분석하여 위장관을 보호하는 기능성식품으로 활용

할 수 있는 가능성을 제안할 수 있을 것으로 생각된다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.재료

가.시약 및 재료

본 실험에 사용된 클로렐라는 (주)대상에서 구입한 분말상태의 원말

(Chlorella vulgaris)을 사용하였다.세포 배양에 사용된 Dulbocco's

Modified Eagle's Medium (DMEM),FetalBovine Serum (FBS),

Penicillin-streptomycin은 HyClone(Logan,UT,USA)에서 구입하였다.

Phosphate-bufferedsaline(PBS)은 Gibco/BRL(InvitrogenCo.,USA)

제품을 사용하였고,trypsin,proteaseinhibitor등은 Sigma-AldrichInc.

(St.Louis,MO,USA)에서 구입하였다.Westernblotting에 사용한 각

종 antibody는 SantaCruzBiotechnologyInc.(SantaCruz,CA,USA),

CellSignalingTechnologyInc.(Danvers,MA,USA)에서 구입하였고,

focal adhesion kinase (FAK) inhibitor (1,2,4,5-benzenetetramine

tetrahydrochloride)는 TocrisBioscience(Missouri,USA)제품을 사용하

였다.Bovine serum albumin (BSA)는 Bio Basic Inc.(Markham,

Ontario,Canada)에서 구입하였고,proteinstandardmarker로 dualcolor

marker는 Bio-RadLaboratories,Inc.(CA,USA)제품을 사용하였다.

Detection reagent인 SuperSignal
Ⓡ
West Pico Chemiluminescent

Substrate와 세포 단백질농도를 측정하기 위한 bicinchoninicacid(BCA)

ProteinAssayKit는 Pierce(Rockford,IL,USA)에서 구입하였다.세포

생존율을 측정하기 위한 CellTiter96Ⓡ AQueous Non-RadioactiveCell

ProliferationAssayKit는 PromegaCorp.(Madison,WI,USA)에서 구

입하였다.세포배양용 culturedish,48-/96-wellplate,corningtube,

scrapper는 Corning(USA)와 Falcon(BectonDicknsonLabware,USA)
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제품을 사용하였다.

2.실험방법

가.시료의 제조

1)클로렐라 열수추출물 (Hot water extract of Chlorella

vulgaris,CVE)의 제조

2009년 7월에 (주)대상에서 구입한 분말 클로렐라 (chlorella

vulgaris)40g을 증류수 2L에 넣고 교반한 후 초음파 처리를 1시간

동안 하였다.121℃에서 15분간 고온고압상태에서 추출한 다음 원심분

리 (8,000rpm,30min,4℃)하여 상층액을 감압농축 하였다.이것을 동

결건조 후 분말화하여 시료로 이용하였으며,이를 클로렐라 열수추출물

(HotwaterextractofChlorellavulgaris,CVE)로 명명하였다.

2)SDS-PAGEelectrophoresis

15% SDS-PAGE(Laemmli,1970)로 전기영동을 한 후 CVE의 단백

질을 coomassiebluestaining을 통해 band를 확인하였다.즉,staining

solution(7% Aceticacid,40% Methanol,0.1% Bromophenolblue)으

로 실온에서 일정시간 동안 반응시킨 후 destaining solution (7%

Aceticacid,20% Methanol)으로 탈색시킨 후 band를 확인하였다.그리

고 periodicacid-Schiff(PAS)staining을 통해 CVE의 glycoprotein부

분을 확인하였다.PAS staining은 Pierce
Ⓡ
GlycoproteinStainingKit

(ThermoFisherScientificInc.)를 사용하였다.
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Fig.1.Extractionprocessfrom Chlorellavulgaris.
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나.세포배양

Rat에서 유래된 소장 상피세포인 IEC-6 세포는 American Type

CultureCollection(ATCC,USA)로부터 분양받아 실험에 사용하였다.

세포는 10% FBS가 함유된 DMEM 배지를 사용하여 37℃,5% CO2가

유지되도록 배양하였다.이 때 미생물의 오염이나 증식을 억제하기 위해

penicillin(100units/㎖)과 streptomycin(100㎍/㎖)을 배지에 첨가하였

다.세포가 80%정도 confluent되면 PBS로 세척한 후 trypsin처리하여 계

대배양 하였으며 배지는 48시간마다 교환하였다.

   다.FAK inhibitor처리

IEC-6 세포를 10% FBS를 함유한 DMEM 배지에서 배양한 다음

serum free-DMEM 배지로 교환하여 12시간 더 배양하였다.12시간 경

과 후,serum free-DMEM 배지에 FAK inhibitor를 2μM의 농도로 처

리하였다.1시간 후 CVE를 25㎍/㎖의 농도로 처리하여 24시간 동안 배

양한 다음 세포증식을 확인하였다.

   라.MTSassay

CVE가 IEC-6세포의 증식에 미치는 영향을 알아보기 위해 48-well

plate에 2×10
4
cells/well로 세포를 분주한 후 세포부착을 위해 24시간 배

양하고,phenolredfree-DMEM 배지로 12시간 더 배양한 다음 CVE를

농도별로 처리하여 24시간동안 배양하였다.3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl-

5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium

(MTS)/phenazinemethosulfate(PMS)solution을 첨가하고 37℃에서

30분간 반응시킨 후 ELISA platereader(BIO-RAD,USA)로 490nm에

서 흡광도를 측정하였다.
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마.Westernblot

1)Totalcelllysate추출

CVE를 처리한 IEC-6세포를 PBS로 2회 세척하고 proteaseinhibitor

(1㎎/㎖ aprotinin,1㎎/㎖ leupeptin,1㎎/㎖ pepstatinA,200mM

Na3VO4,500mM NaF,100mM PMSF)가 든 RIPA lysisbuffer(1%

NP-40,0.25% sodium deoxycholate,1mM EGTA,150mM NaCl,50

mM Tris-HCl,pH7.5)를 넣어 얼음 위에서 celllysate를 회수하고 30분

간 방치시켰다.회수한 celllysate는 원심분리 (12,000rpm,4℃,10min)

하여 그 상층액을 실험에 사용하였다.

2)세포질 획분 추출

세포질 획분 추출은 Linetal.(2007)의 방법을 사용하였다.즉,CVE

를 처리한 IEC-6 세포를 PBS로 2회 세척하고,bufferA (20 mM

HEPES-KOH,pH 7.5,10mM KCl,1.5mM MgCl2,1mM EDTA,1

mM EGTA,1mM DTT,0.1mM PMSF,250mM sucrose)를 첨가하

여 얼음 위에서 lysation한 후 30분간 방치시켰다.3,500g에서 10분간

원심분리한 후 상층액을 분리하고 다시 원심분리 (1,400g,4℃,15min)

하여 그 상층액을 세포질 획분으로 사용하였다.

3)핵 획분 추출

핵 획분 추출은 Parketal.(2005)의 방법을 사용하였다.즉,CVE를

처리한 IEC-6세포를 PBS로 2회 세척하고,hypotoniclysisbuffer(10

mM HEPES,pH 7.9,10mM KCl,1.5mM MgCl2)를 500㎕ 첨가하여

얼음 위에서 lysation한 후 15분간 방치시켰다.다시 2.5% NP-40을 첨
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가하여 4℃에서 10분간 방치시킨 후 5,000rpm에서 15분간 원심분리하

여 상층액을 제거하였다.celllysate에 nuclearextraction buffer(10

mM HEPES,pH 7.9,100mM NaCl,1.5mM MgCl2,0.1mM EDTA,

0.1mM DTT)를 첨가하여 4℃에서 20분간 방치하고 원심분리 (14,000

rpm,4℃,10min)하여 상층액을 핵 획분으로 사용하였다.

4)Westernblotting

BCA proteinassaykit를 이용해 각 획분의 단백질 농도를 측정하였

다.단백질 농도를 50㎍/lane으로 동일하게 취하여 SDS-PAGE로 전기

영동한 다음 polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane (Millipore,

USA)으로 옮겼다.이때 표준분자량은 dualcolormarker를 사용하였다.

분리된 단백질은 SuperSignalWestPicoChemiluminescentSubstrate

를 이용하여 단백질 발현을 확인하였다. 0.1% BSA이 포함된

Tris-bufferedSaline-Tween20(TBS-T,10mM Tris-HCl,150mM

NaCl,pH 7.5,0.1% Tween20)에서 1시간동안 blocking한 다음 TBS-T

로 15분간 2회 세척하였다.세척한 membrane에 1차 항체를 1%

BSA-TBS-T에 1:1,000또는 1:500으로 희석하여 4℃에서 하룻밤 반응시

켰다.TBS-T로 15분간 2회 세척시킨 membrane을 2차 항체 (1:10,000)

로 2시간 반응시킨 후, 다시 TBS-T로 15분간 2회 세척하고

SuperSignalWestPicoStablePeroxideSolution과 SuperSignalWest

PicoLuminol/EnhancerSolution을 사용하여 KODAK X-ray필름에 감

광시켰다.X-ray필름을 현상한 후 scanning하여 나온 밴드의 강도를

ScienceLab2005(Fujifilm,Japan)를 이용하여 비교분석하였다.
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   바.통계처리

실험의 분석결과는 각각의 군별로 평균과 표준편차 (mean±S.D.)를 사

용하여 표기하였으며, 모든 자료는 window용 SPSS 프로그램

(StatisticalPackageforSocialScience,SPSSInc.,Chicago,IL,USA)

을 이용하여 처리하였고,반복측정에 의한 ANOVA test와 Duncan's

multiplerangetest를 적용하였다.이때,모든 통계적 유의도 수준은

p<0.05에서 살펴보았다.
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Ⅲ.결과 및 고찰

1.CVE의 제조 및 일반성분 분석

클로렐라 원말로부터 열수추출물 (hotwaterextractofChlorella

vulgaris,CVE)을 제조하는 과정은 Fig.1에 제시하였다.클로렐라 분말

40g으로부터 6.96g의 최종 추출물을 얻을 수 있었고,이것은 약 17.4%

의 수율로 나타났다.클로렐라 원말의 일반성분을 Association of

AnalyticalCommunities (AOAC)방법에 의해 분석한 결과,수분이

3.48±0.03%,조단백질이 54.53±0.11%,조회분이 3.88±0.02%,그리고 탄수

화물이 38.11%로 단백질이 가장 많은 비율을 차지하는 것을 확인하였다.

121℃ 에서 열수추출 후 얻은 추출물인 CVE의 일반성분을 분석한 결과

수분이 5.17±0.08%,조단백질이 61.41±0.18%,조회분이 14.24±0.10%,그

리고 탄수화물이 19.18%로 단백질이 가장 많은 양을 차지하는 것을 확

인하였다 (Table1).

CVE에 존재하는 단백질과 당 획분을 확인하기 위해 15% SDS-

PAGE로 전기영동 한 후 coomassiebluestaining을 통해 단백질 band

를 확인하였다 (Fig.2).그 결과,CVE에 존재하는 단백질과 당의 획분

은 다양한 분자량의 범위에 걸쳐 존재하는 것으로 나타났다.
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Moisture
Crude

protein
Crudelipid Crudeash

Carbo-

hydrate*1

Chlorella

vulgaris
3.48±0.03

54.53±0.11

(56.43)

trace

(trace)

3.88±0.02

(4.02)

38.11

(39.44)

CVE 5.17±0.08
61.41±0.18

(64.58)

trace

(trace)

14.24±0.10

(14.98)

19.18

(20.17)

Table1.ProximatecompositionofChlorellavulgarisand

hotwaterextractofChlorellavulgaris(CVE).

(%)

1
100-(Moisture+Crudeprotein+Crudelipid +Crudeash)

( )=Drybase
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Fig.2.SDS-PAGEbandsofCVE.

CVE was separated by 15% SDS-PAGE,and then stained with

coomassie blue staining and PAS staining.A: coomassie blue

staining.①:positivecontrol(albumin,10㎍/㎖)②:CVE(50㎍/㎖)

B:PASstaining.①:positivecontrol(horseradishperoxidase,10㎍/

㎖)②:CVE(50㎍/㎖)M:proteinstandard
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2.CVE의 IEC-6세포 성장 촉진 효과

가.CVE의 세포증식에 대한 영향

본 실험에서 사용된 IEC-6세포는 rat에서 유래한 정상 소장 상피세

포로,CVE를 24시간 처리한 후 tetrazolium compound인 MTS를 투여하

고 일정시간동안 반응시켜 MTS가 세포 내 미토콘드리아에서 생산되는

succinatedehydrogenase에 의해 수용성 formazan으로 만들어진 것을

490nm에서 측정하여 세포의 증식 정도를 확인하였다.

먼저,IEC-6세포증식에 대하여 CVE가 어떤 영향을 미치는지 확인하

기 위해 0,12.5,25,50㎍/㎖의 농도로 24시간동안 처리하여 MTS

assay로 분석하였다.그 결과,CVE를 농도별로 처리하였을 때,약

124%,135%,155%로 증식하여 농도 의존적으로 세포증식이 관찰되었으

며 (Fig.3),이 후의 실험에서는 이 농도범위에서 실험을 진행하였다.

Kim etal.(2002)은 열수추출 후 얻은 CGF를 keratinocyte에 0.015,

0.15,1.5㎍/㎖의 농도로 4일 동안 처리했을 때 세포 수가 증가하였으며,

10분 동안의 단기간 자극 시에는 같은 농도에서 완만한 성장을 보이다가

150㎍/㎖ 농도에서 급격한 extracellularacidificationrate(ECAR)증가

율이 나타남을 보고하였다.시료를 처리한 농도와 시간의 차이가 있지만

본 실험에서와 같이 낮은 농도에서 세포의 증식효과가 나타나는 결과를

보여주는 것이다.

다음으로,IEC-6세포에 CVE를 처리하였을 때 형태학적인 변화를 보

이는지 위상차 현미경 상에서 세포의 형태를 관찰하였다 (Fig.4).그 결

과,CVE처리 시 대조군과 비교하여 세포의 형태학적인 변화는 관찰할

수 없었으나,세포의 증식이 활발한 것을 확인하였다.즉,MTSassay와

동일하게 현미경 상에서도 세포의 증식을 확인할 수 있었다.
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Fig.3.ProliferativeeffectofCVEonIEC-6cells.

IEC-6cellswereseeded in 48-wellplatesata density of2×10
4

cells/wellwithmedium supplementedwith10% FBS.Afterincubation

for24hrs,cellswereserum-starvedfor12hrsandthentreatedwith

CVEintheindicatedconcentrationsfor24hrs.Theresultsindicated

mean±S.D.inthreeindependentexperiments.
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0 12.5 25 50 (㎍/㎖)

Fig.4.CVEmultipliesIEC-6cellsandphotomicrography(x40).

IEC-6cellswereincubatedwithCVEintheindicatedconcentrations

for24hrs.
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3.CVE의 세포증식작용 기전

가.IGF-IR와 FAK,Src발현에 미치는 영향

위장관의 조직의 성장은 어느 성숙점에 도달하게 되면 편평곡선을 그

리게 되며,조직의 성장과 성숙에는 다양한 영양소,peptide,호르몬 등이

필요하다.Insulin-likegrowthfactors(IGFs)는 세포의 대사,성장 및

분화를 조절하는 중요한 단백질로 우리 몸의 대부분의 세포에서 발현된

다.IGF-I은 IGF-IR와 결합하여 세포의 증식,세포주기 진행 및 세포분

화,초기 종양생성에 관여하며 apoptosis억제작용을 나타낸다 (Baserga

etal,1997).IGF-IR는 2개의 α-subunit과 2개의 β-subunit으로 구성되

어 있는데, β-subunit은 transmembrane domain, juxtamembrane

domain,tyrosine kinase domain과 C-말단 꼬리로 구성되어 있다.

Ligand가 결합하면 자동적 인산화가 일어나고, insulin receptor

substrates(IRSs),Srchomology(SH),collagendomainprotein(shc)

을 통해 세포 내 신호전달 경로가 진행된다.크게 두 가지의 주요 하위

경로가 존재하는데,MAPK와 PI3K/Akt경로이다 (Párrizas etal.,

1997;Kuliketal.,2008).

Focaladhesionkinase(FAK)는 여러 종류의 인간 암세포에서 과발현

되는 non-receptortyrosinekinase로,integrin과 growthfactor의 신호

전달을 조절하고 세포의 생존,증식과 이동을 촉진시키는 기능이 있다.

또한 Integrin에 의해 활성화되어 extracellularmatrix(ECM)과의 세

포 부착에 관여하며,세포 내 MAPK pathway와 PI3K/Aktpathway를

조절하기도 한다 (Anderssonetal.,2009).Jeonetal.(2010)은 뚝갈

(Patriniavillosa)추출물이 FAK의 활성화로 angiogenesis를 유도한다고

하였고,Avraham etal.(2003)은 내피세포의 생존과 이동에 FAK가 관

여한다고 보고하였다.그리고 invitro실험에서 FAK가 결실되면 뇨세관

형성,세포의 생존,증식,이동을 감소시킨다는 보고가 있다 (Shenetal.
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2005).

Src는 세포의 증식,부착 및 이동을 조절하는 non-receptortyrosine

kinase로 SFKs(Srcfamilykinases)는 Src,Fyn,Yes,Lck,Hck,Blk,

Fgr,Lyn,Yrk의 9가지 단백질로 구성되어 있다.이들은 각각 N-말단에

SH3와 SH2 부위,tyrosine kinase 부위가 있고,C-말단에 negative

regulatoryelement를 가진다 (ThomasandBrugge,1997).Src와 FAK

는 Src의 SH2영역이 FAK의 자가 인산화 부위에 결합하여 서로 상호

작용하게 된다.그 후 Src가 FAK의 다른 부위를 인산화 시키고 하위 신

호전달 경로에 영향을 미치게 되는 것이다.

앞서 우리는 소장 상피세포인 IEC-6세포에 CVE를 처리했을 때 MTS

assay결과로 세포증식효과를 확인할 수 있었다.클로렐라 열수추출물

내 함유된 CGF가 사람각질형성 세포주인 HeCaT cell에서 EGF와 유사

한 반응성을 나타내었고,세포의 대사 및 증식에 영향을 미쳤다는 보고

가 있다 (Kim etal.,2002).본 연구에서는 CVE의 처리로 세포증식이

유도되는 과정이 세포 증식 pathway중 하나인 IGF-IR를 통해 이루어

질 것이라고 가정하여 IGF-IR의 발현 및 하위 신호전달 경로와 어떻게

연관되고 작용하는지 살펴보았다.

우선,CVE의 처리로 인해 IGF-IR의 발현에 영향을 미치는지 살펴보

았다.그 결과,농도 의존적으로 발현량이 증가하는 것을 확인할 수 있었

다.CVE의 처리가 FAK와 Src의 발현에도 영향을 미치는지 확인한 결

과,CVE를 농도별로 처리했을 때 FAK의 인산화가 대조군에 비해 증가

하는 것을 확인하였고,Src의 인산화 또한 증가하는 것을 확인할 수 있

었다 (Fig.5).
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Fig.5.Effects ofCVE treatmenton IGF-IR,FAK and Src

expressioninIEC-6cells.

CellsweretreatedwithCVEafterpreincubationwithSFM for12hrs.

Wholecellextractswerepreparedandanalyzedbywesternblotting

usinganti-IGF-IRβ,anti-phospho-FAK,anti-FAK,anti-phospho-Src,

anti-Srcandanti-GAPDHantibodies.
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나.MAPK signalingpathway에 미치는 영향

MAPK cascade는 세포 외 신호를 세포 내로 전달하는데 중심적인 역

할을 한다고 알려져 있으며,MAPKs는 extracellularsignal-regulated

kinase(ERK)1/2,C-JunNH2-terminalkinase(JNK),p38kinase가 있

다.MAPK pathway는 세포의 증식,분화,면역반응,apoptosis등의 생

리적 반응에 관여한다.일차적으로 세포막에 존재하는 성장인자들에 의

해 세포증식이 조절되고,MAPK pathway를 포함한 여러 proteinkinase

cascade는 세포증식 조절에 필수적인 역할을 하게 되는 것이다 (Zhang

andLiu,2002).MEK1/2에 의해 ERK1/2가 활성화되면 전사인자들이

활성화되고 성장,분화 및 유사분열을 촉진시키게 된다.JNK의 활성화는

종양유전자의 형질전환과 여러 성장인자들과 관련되는 경로와 연관된다.

이 과정에서 c-Jun의 transactivation이 중요한 역할을 하게 되는데 JNK

는 신호를 변환시킬 수 있어서 apoptosis와 세포성장 경로에 모두 연관

될 수 있다. p38 kinase는 UV 조사, 열충격, 삼투압 충격,

lipopolysaccharide(LPS),단백질 합성 억제제,IL-1이나 TNF-α와 같은

proinflammatorycytokine,mitogen등의 세포의 스트레스로 활성화된다

(KyriakisandAvruch,2001).p38kinase는 세포의 생존,증식,분화,염

증반응,apoptosis,다른 스트레스 반응에서 주요 역할을 한다고 알려져

있다.주로 Cdc42로 유도된 세포주기인 G1/S기를 arrest하여 cyclinD1

의 발현을 저해시킨다고 알려져 있지만 (Molnaretal.,1997),최근

Nebread(2000)은 p38의 활성화는 척주동물의 지방세포,심근세포,조연

골세포,적아세포,근아세포,신경세포 등의 분화과정에 관여한다고 하였

다.

앞선 실험에서,CVE를 IEC-6세포에 처리했을 때 IGF-IR의 발현을

증가시키고 FAK와 Src의 인산화로 세포증식이 유도되는 것을 확인하였

다 (Fig.5).이들의 하위 신호전달 경로에는 어떤 영향을 미치는지 확인

하기 위해 MAPKs인 ERK,JNK,p38kinase의 인산화를 살펴보았다.그
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결과,CVE처리 시 대조군에 비해 ERK의 인산화가 증가하였으나 JNK

와 p38의 인산화에는 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다 (Fig.6).세

포증식과 관련된 연구 결과를 살펴보면,Pageetal.(1993)은 fibroblast

의 세포증식에 있어서 p42/p44MAPK가 필수적이라고 하였고,Lovicu

andMcAvoy(2001)은 fibroblastgrowthfactor(FGF)로 유도된 lens

cell의 세포증식에 MAPK가 관여한다고 하여 본 연구와 동일한 결과를

보여주었다.

이 결과를 바탕으로,CVE를 IEC-6세포에 처리하였을 때 IGF-IR과

FAK와 연관된 하위 신호전달경로 중 MAPK pathway가 부분적으로 관

여한다고 할 수 있는데,ERK의 활성화로 세포증식이 유도되는 것으로

생각된다.
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Fig.6.EffectsofCVEtreatmentonMAPK pathwayregulators

expressioninIEC-6cells.

CellsweretreatedwithCVEafterpreincubationwithSFM for12hrs.

Wholecellextractswerepreparedandanalyzedbywesternblotting

usinganti-phospho-ERK1/2,anti-ERK,anti-phospho-JNK,anti-JNK,

anti-phospho-p38,anti-p38andanti-GAPDHantibodies.
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다.PI3K/Aktsignalingpathway에 미치는 영향

앞선 실험에서 IEC-6세포에 CVE를 처리했을 때 ERK의 활성화가

부분적으로 세포증식에 관여한다고 하였기 때문에,PI3K/Aktsignaling

pathway또한 IEC-6세포의 증식에 관여할 것이라고 가정하고 관련된

단백질의 발현에 어떠한 영향을 미치는지 살펴보았다 (Fig.7).그 결과

p85의 발현이 대조군에 비해 증가하였고 Akt의 인산화 또한 증가하는

것으로 나타났다.

PI3K는 여러 신호전달경로에 포함되는 중요한 조절 단백질 중의 하나

로 세포의 성장,증식,분화 및 운동성 등의 세포 기능을 조절하는 것으

로 알려져 있다 (Cantley,2002).이는 두 가지의 subunits(p85,p110)로

구성되며,이들은 IGF-IR,EGFR,PDGFR나 non-receptor tyrosine

kinase를 통해 활성화된다.PI3K가 세포분열을 조절하는데 2가지 작용기

전이 알려져 있는데 (Klippeletal.,1996),PI를 생성하는 PI3K lipid

kinaseactivity와 세포 내 신호 단백질과의 직접적인 상호작용을 하는

PI3K proteinkinaseactivity이다.지금까지 phosphatidylinositides가 세

포성장을 조절하는 것은 세포분열시 receptortyrosinekinase에 의해 활

성화되는 효소인 phospholipaseC에 의한 것이라고 받아들였으나,세포

에 phospholipase C에 의해 생성된 phosphatidylinositides (inositol

phosphates,diacylglycerol)의 가수분해 생성물이 protein kinase C

(PKC)를 활성화시키고 가장 중요한 신호전달 경로를 자극한다고 밝혀졌

다 (Krasilnikov,2000).Calabroetal.(2004)은 ERK1/2와 PI3K 신호전

달경로를 통해 resistin으로 인한 평활근세포의 증식이 유도된다고 하였

고,Duanetal.(2000)은 IGF-I으로 유도된 vascularsmoothmuscle

(VSMC)의 증식과 이동에 PI3K가 관여한다고 하였다.

Akt는 분자량이 57kDa인 serine/threonineproteinkinase로 3가지 형

태인 Akt1/α,Akt2/β,Akt3/γ가 존재한다.Akt는 phosphoinositide-

dependentkinase-1(PDK1)에 의해 Thr308부위가 인산화되고 C-말단
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의 Ser473부위가 인산화되면서 형태가 변하여 완전하게 활성화되는데

N-말단의 PH 부위가 PIP3와 상호작용하게 된다 (Alessietal.,1997).

Akt가 활성화되면 세포질과 핵으로 이동하고 핵으로 이동한 Akt가

apoptosis로 진행되는 것을 차단한다.현재까지 100여 가지의 Akt기질

들이 분리되었고 그 중 40여 가지의 기질들이 세포의 생존,증식,분화에

관여한다고 알려져 있다 (ManningandCantley,2007).

따라서,IEC-6세포에 CVE처리 시 IGF-IR와 FAK에 의해 조절되

는 하위 신호전달 경로인 MAPK pathway와 PI3K/Aktpathway가 활성

화를 유도하여 IEC-6세포의 증식이 유도되는 것으로 보여진다.
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Fig.7.EffectsofCVEtreatmentonPI3K andAktexpressionin

IEC-6cells.

CellsweretreatedwithCVEafterpreincubationwithSFM for12hrs.

Wholecellextractswerepreparedandanalyzedbywesternblotting

using anti-p85α,anti-phospho-Akt1/2/3,anti-Akt1andanti-GAPDH

antibodies.
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라.Wntsignalingpathway에 미치는 영향

지금까지 세 가지의 Wnt signaling pathway가 알려져 있는데,

canonicalwntpathway,planarcellpolarity(PCP)pathway,Wnt-Ca2+

pathway이다 (Staaletal.,2008).이 세 가지 경로 중 β-catenin과 T

cell-specificfactor/lymphoidenhancer-bindingfactor(TCF/LEF)인자

들을 통해 전달되는 경로인 canonicalWntpathway가 세포증식에 필수

적인 것으로 알려져 있다 (Pintoetal.,2003).세포가 Wnt에 의해 자극

이 되지 않을 경우,세포질 내 β-catenin은 Axin과 adenomatous

polyposiscoli(APC)단백질복합체 내에서 glycogensynthasekinase3

β (GSK3β)에 의해 인산화되고 분해되어 그 수준이 낮게 유지된다.그러

나 Wnt의 자극이 발생할 경우,Axin이 유리되고 GSK3β의 활성이 저해

되어 세포질 내 β-catenin의 수준이 높게 유지되고 안정화된다.안정화

된 β-catenin은 핵으로 이동하여 전사인자인 TCF/LEF와 결합하여 다양

한 유전자의 발현을 조절하게 된다 (StaalandLuis,2010).현재까지

Wnt신호전달에 의해 조절되는 유전자로 약 50여 가지가 밝혀져 있는

데,그 중 세포 주기를 조절하는 c-myc과 cyclinD1,초기 발생을 조절

하는 전사인자인 siamois와 brachyury 등이 대표적이다 (Dang,1999;

Arnoldetal.,2000).

β-catenin은 canonicalWntsignalingpathway의 주요한 effector이다.

Wnt/β-cateninsignalingpathway를 통해 신경세포의 분화를 촉진시켜

신경계의 발달에 중요한 역할을 하는 것이 알려져 있다 (Muroyamaet

al.,2004;Cuietal.,2010).Cuietal.(2010)은 저산소증 상태에서 신경

줄기세포가 증식하는데 있어 β-catenin과 그 목적 유전자인 cyclinD1

단백질의 발현 수준이 증가하는 것을 확인하였고,부분적으로 세포증식

에 관여한다고 하였다.그리고 Rulifsonetal.(2007)은 Wnt신호전달경

로가 췌장의 β-세포의 증식에 관여한다고 하였다.

앞선 결과에서,CVE를 IEC-6세포에 처리했을 때 MAPK pathway와
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PI3K/Aktpathway를 통해 세포증식이 유도되는 것을 확인하였다.CVE

가 세포증식에 관여하는 것으로 알려진 canonical Wnt signaling

pathway에도 영향을 미치는지 살펴보기 위해 세포질 내 β-catenin,핵

내 β-catenin,목적 유전자인 cyclinD1과 c-myc의 단백질 발현 수준

을 확인해 보았다.그 결과,IEC-6세포에 CVE 처리 시 세포질 내 β

-catenin의 발현량은 변화가 없었으나,핵 내 β-catenin의 단백질 발현수

준이 증가하는 것을 확인하였다.또한,목적 유전자인 cyclinD1의 수준

은 농도 의존적으로 증가하였으나,c-myc의 수준에는 영향을 미치지 않

는 것으로 나타났다 (Fig.8).

따라서,IEC-6세포에 CVE 처리 시 IGF-IR,FAK/Src와 canonical

Wnt신호전달경로가 활성화되어 세포증식이 유도되는 것으로 생각된다.
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Fig.8.Effects ofCVE treatmenton canonicalWntpathway

regulatorsexpressioninIEC-6cells.

CellsweretreatedwithCVEafterpreincubationwithSFM for12hrs.

Cytosolicfractionandnuclearfractionwerepreparedandanalyzedby

westernblottingusinganti-β-catenin,anti-c-myc,anti-cyclinD1and

anti-actinantibodies.



- 29 -

마.FAK의 발현억제가 canonicalWntsignalingpathway에

미치는 영향

앞에서,CVE처리 시 FAK가 활성화되어 IEC-6세포의 증식에 관여

하는 것을 확인하였다 (Fig.5).FAK의 자가인산화 부위인 Tyrosine(Y)

397은 하위 신호전달경로의 중요한 구성성분으로,SFKs의 결합부위를

제공한다.활성화된 Y397-FAK와 Src의 상호작용은 FAK의 다른 부위

의 인산화를 진행시키고,p130
CAS
,paxillin과 같은 분자들을 인산화시켜

세포골격의 변화와 다른 하위 신호전달경로를 활성화시킨다 (Schlaepfer

etal.,2004).또한 Y397은 PI3K,Grb-7,Shc그리고 다른 단백질들과의

결합부위이기도 하다.따라서 FAK의 신호전달에 있어서 Y397은 중요한

인산화부위라고 할 수 있다 (Hanksetal.,2003).

본 연구에서는 FAK의 Y397 부위 인산화를 저해시키는 FAK

inhibitor14 (1,2,4,5-Benzenetetramine tetrahydrochloride)를 사용하여

FAK의 인산화를 저해시켰을 때 IEC-6세포의 성장에 어떤 영향을 미

치는지 살펴보았다 (Fig.9).우선,MTSassay로 확인한 결과,CVE단

독 처리 군에서는 세포증식이 나타났으나,2μM의 FAK inhibitor를 1시

간동안 전처리한 후 CVE를 처리한 군에서는 대조군만큼 세포증식이 억

제되었다.이를 증명하기 위해 CVE 처리 시에도 FAK의 인산화가

inhibitor의 처리로 인해 감소하는 것을 westernblotting을 이용하여 확

인하였다.Jeonetal.(2010)은 FAK inhibitor를 처리한 인혈 제대정맥

내피세포에서 FAK와 Akt의 인산화가 감소하여 세포증식이 저해된다고

하였다.이 외에도 FAK inhibitor는 암세포에 적용시켜 항암치료제로 활

용하기 위한 연구가 많이 진행되고 있다 (Golubovskayaetal.,2008;

Tanjonietal.,2010).

FAK inhibitor를 처리했을 때 대조군과 유사한 수준으로 세포증식이

억제되었기 때문에 FAK의 활성화가 canonicalWnt신호전달경로에도

영향을 줄 것이라고 가정하여 westernblotting으로 살펴보았다.FAK의
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활성화와 연관된 단백질의 발현을 살펴 본 결과,세포질 내 β-catenin의

발현이 증가하였고 핵 내 β-catenin의 발현이 감소하였는데,이것은

FAK inhibitor의 처리로 인해 세포질 내 β-catenin이 핵으로 이동하는

것이 저해되어 세포질 내에 축적된 것으로 보인다.또한,목적 유전자인

cyclinD1과 c-myc또한 FAKinhibitor를 처리한 군에서 발현이 감소하

는 것을 확인할 수 있었다 (Fig.10).FAK inhibitor의 처리 후 MTS

assay결과에서는 대조군 수준만큼 세포증식이 감소되었으나,western

blotting결과에서는 대조군 수준만큼 FAK의 인산화가 감소하는 결과는

얻을 수 없었다.이것은 FAK의 활성화를 저해시키면,세포증식과 연관

된 여러 신호전달 경로가 부분적으로 차단된 결과라고 생각된다.

이상의 결과를 그림으로 도식화하였다 (Fig.11)즉,IEC-6세포에

CVE를 처리하면 세포막의 receptor에 자극이 발생되어 하위 신호전달경

로인 MAPK와 PI3K/Akt경로를 활성화 시키고,canonicalWnt신호전

달경로를 활성화시켜 결과적으로 IEC-6세포의 세포증식이 유도된다.

또한,IEC-6세포에 FAK inhibitor를 처리하면 CVE에 의한 세포증식이

억제되었는데,이것은 IGF-IR와 연관된 하위 신호전달경로가 활성화되

는 것을 저해하고,canonicalWnt신호전달경로에서 세포질 내 β

-catenin이 핵으로 translocation되는 것을 저해하여 세포증식이 억제되

는 것으로 보인다.따라서 FAK의 활성화는 canonicalWnt신호전달경

로와 연관된 단백질의 발현,특히 세포질 내 β-catenin의 translocation에

영향을 미치는 것으로 추론할 수 있었다.

따라서,CVE에 의해 IEC-6 세포의 증식이 유도될 때 MAPK,

PI3K/Akt,canonicalWntpathway가 관여하는데,FAK의 활성화가 주

요한 조절자의 역할을 하는 것으로 보인다.CVE에 함유된 특정 성분이

직접적으로 세포막의 receptor를 자극시키는 것인지는 더 많은 연구가

진행되어야 증명될 수 있을 것으로 생각된다.앞으로 추가적인 연구를

통해 위장관 보호효과를 가지는 기능성 식품으로 CVE가 응용될 수 있

는 가능성을 제시할 수 있을 것으로 생각된다.
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Fig.9.EffectofFAK inhibitoroncellproliferationinducedby

CVEtreatmentinIEC-6cells.

(a)Cellswereseededonto96-wellplatesat1.5×10
4
cells/wellin100

㎕ ofmedium.After24hrs,cellsweremaintainedinSFM for12hrs.

AfterpretreatmentwithFAK inhibitor(2μM),cellswereincubated

withCVEfor24hrs.CellviabilitywasmeasuredwithMTSassay

kitasmanufacturer'sinstruction.Valuesarethemean±S.D.Different

alphabets are significantly values among the group by Duncan's

multiple range test.(b) Whole cellextracts were prepared and

analyzed by western blotting using anti-phospho-FAK,anti-FAK

antibodies.
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Fig.10.EffectofFAK inhibitoron canonicalWntpathway

regulatorsexpressioninIEC-6cells.

CellswerepretreatedwithFAK inhibitor(2μM)andthenincubated

withCVE for24hrs.Cytosolicfractionandnuclearfractionwere

prepared and analyzed by western blotting using anti-β-catenin,

anti-c-myc,anti-cyclinD1andanti-GAPDHantibodies.
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Fig.11.Theproposedmodelofproliferationmechanism induced

byCVEinIEC-6cells.
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Ⅳ.요약 및 결론

생명공학관련 과학기술의 발전으로 해양천연물로부터 새로운 생리활성

물질을 찾으려는 연구가 많이 진행되고 있다.최근 미세조류가 미래 생

물자원의 하나로 주목받고 있으며,그 중 클로렐라는 산업적으로 많이

응용되고 있으며 다양한 기능성이 알려져 있다.클로렐라는 호수나 연못

등의 담수나 해수에서 생육이 가능한 구형의 단세포 미세조류로 녹조류

의 일종이다.클로렐라 추출물은 클로렐라 원말을 열수에서 유효성분을

추출한 후 원심분리법으로 균체의 불용성 물질을 제거한 후 이것을 농

축,분말화한 것으로 항암효과,면역활성,성장촉진 등의 기능성을 나타

낸다고 알려져 있다.본 연구에서는 클로렐라 열수추출물(CVE)을 rat에

서 유래한 정상 소장 상피세포인 IEC-6세포에 처리하여 생리활성을 검

토한 결과,세포증식효과를 확인하였으며 그 작용기전을 확인하였다.

IGF-IR와 연관된 신호전달경로와 Wnt신호전달경로를 중점적으로 살펴

보았으며,FAK inhibitor를 처리하여 CVE에 의한 세포증식이 억제됨을

확인한 후,FAK의 활성화가 canonicalWntsignalingpathway에 관련

된 단백질들의 발현에 어떻게 영향을 미치는지 확인하였다.

CVE의 일반성분을 분석한 결과 수분이 5.17±0.08%,조단백질이

61.41±0.18%,조회분이 14.24±0.10%,그리고 탄수화물이 19.18%로 단백

질이 가장 많은 양을 차지하는 것을 확인하였다.그리고 coomassieblue

staining과 PASstaining을 이용하여 CVE에 포함되어 있는 단백질이 다

양한 분자량에 걸쳐 존재함을 확인하였다.

IEC-6세포에 CVE를 농도별로 처리했을 때 세포 증식효과를 확인하

였으며,IEC-6세포의 증식이 어떤 신호전달경로에 의해 진행되는지 확

인한 결과,IGF-IR의 발현이 증가하였고,integrin에 의해 활성화되며

IGF-IR와도 연관되어 있다고 알려진 FAK와 Src의 단백질 인산화 또한

증가하는 것을 확인하였다.
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세포증식에 관여하는 MAPKsignalingpathway중 ERK,JNK,p38의

인산화를 살펴 본 결과,ERK의 인산화를 증가시키고 JNK와 p38의 인산

화에는 영향을 미치지 않았다.CVE 처리 시 PI3K/Akt signaling

pathway중 p85의 발현이 증가하였고 Akt의 인산화가 증가하는 것을

확인할 수 있었다.

CVE의 처리 후 canonicalWntsignalingpathway와 관련된 단백질의

발현을 살펴본 결과,cytosol내 β-catenin의 단백질 발현 수준에는 영향

을 주지 않았으나,핵 내 β-catenin과 cyclinD1의 발현 수준이 증가하

는 것을 확인하였다.그러나 c-myc의 발현량에는 영향을 미치지 않았다.

FAK는 integrin과 ECM과의 세포부착에 관여하며,IGF-IR 신호전달

경로와 연관되는 단백질이기 때문에 FAK inhibitor를 처리할 경우 세포

증식에 영향을 줄 수 있을 것으로 예상할 수 있었다.MTSassay를 통

해 FAK inhibitor처리 시 세포의 증식이 대조군 수준으로 감소하였고,

FAK의 인산화는 FAK inhibitor처리로 인해 저해되었다.FAK의 활성

화가 canonicalWntsignalingpathway에도 영향을 줄 수 있다고 가정

하여 관련된 단백질의 발현을 미치는지 살펴보았다.그 결과,FAK

inhibitor를 처리한 군에서 세포질 내 β-catenin의 발현이 증가하였고,핵

내 β-catenin의 발현이 감소하였다.그리고 목적 유전자인 cyclinD1과

c-myc의 발현량이 감소하는 것을 확인하였다.

이상의 결과를 종합해보면,CVE의 처리로 인해 IEC-6세포의 세포증

식이 유도되는데 IGF-IR,FAK/Src와 canonicalWntpathway가 활성화

되어 최종적으로 세포증식이 일어나게 되는 것으로 보인다.또한,FAK

inhibitor의 처리 후 확인된 결과들로부터 FAK의 활성화는 canonical

Wntsignalingpathway에 관여함을 추론할 수 있었다.
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