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가시오가피 열매 추출물이 유방암 세포주에 미치는 영향
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Effect of Extract of Acanthopanax Senticosus Fruit on Breast Cancer Cells
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ABSTRACT
Objectives: Acanthopanax senticosus is a tree used in traditional medicine for various diseases. In this study, we investigated

the anti-cancer effects of a water extract of Acanthopanax senticocus fruit (ASF) on 2 human breast cancer cell lines (MCF-7
and MDA-MB-231).
Methods: The MTT assay was used to assess cell proliferation. The expression of apoptosis-related genes was assessed by

quantitative real-time PCR.
Results: ASF treatment caused a dose-dependent inhibition of cell growth in both estrogen-independent MDA-MB-231 and

estrogen-dependent MCF-7 breast cancer cells. ASF decreased mRNA expression of the apoptotic suppressor gene Bcl-xL, and
increased mRNA expression of proapoptotic genes. ASF increased the mRNA expression of p21 and RIP-1 in both cell types.
ASF decreased the mRNA expression of survivin in the MCF-7 cell line.
Conclusions: ASF exhibits anti-cancer activity involving apoptotic cell death.
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Ⅰ. 서 론

유방암은 우리나라를 비롯하여 거의 모든 나라

에서 여성암 중 가장 발병률이 높은 질병으로 발

생률과 사망률이 급격히 증가하고 있다. 다양한 원

인들이 유방암의 원인으로 지목되고 있지만 식생

활 등 환경적인 요인과 유전적인 요인이 큰 것으

로 알려져 있다1. 유방암은 유전자 발현 양태에 따

라 일반적으로 4가지 형태로 분류되는데, 여성 호르

몬인 estrogen 수용체 의존성 암(ER type)이 대부

분을 차지하며, estrogen 비의존성 암으로 progesterone

receptor(PR type), human epidermal growth factor

receptor 2(HER2 type), 이들 3종류와 관련이 없는

triple negative breast cancer(TNBC type)이 10%

정도로 발병하는 것으로 알려져 있다2. 일반적인

유방암의 치료법으로는 외과적 수술법, 화학 요법,

방사선 치료, 내분비 치료, 표적 치료 등이 표준 치

료법으로 선택되고 있다. 대표적인 약물치료 선택
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법으로는 tamoxifen 등을 이용한 호르몬 요법3,

trastuzumab 등의 표적 치료 등이 시행되고 있다4.

또한 TNBC 에서는 poly-ADP-ribose polymerase

(PARP)에 작용하는 표적치료 약물이 개발되었다5.

최근 천연물 성분을 이용한 유방암 타겟 항암제

개발을 위해 apigenin, genistein, icaritin 등의 flavonoid

류와 berberine, oxymatrine 등의 alkaloid류, curcumol

등과 같은 terpenoid류, curcumin, ursolic acid, luteolin

등과 같은 polyphenol 화합물 및 유도체에 대한 항

암 기전 등이 연구되고 있다6-9. 이는 독성이 적은

천연물 성분들의 암 세포독성 효능뿐만 아니라 면

역체계 및 면역세포 활성화, 유독성 산화물질 제거,

세포 신호전달인자 조절과 암세포의 세포자가사멸

(apoptosis) 유도와 관련된 유전자조절 효능 등에

대한 연구 성과와 관련이 있다고 보여진다10.

오가피는 두릅나무과(Araliaceae)에 속하는 낙엽

성 관목인 오갈피(Acanthopanax sessiliflorum Seem.)

또는 동속 식물의 뿌리와 줄기의 껍질을 지칭한다.

오가피와 동속 식물로 가시오가피(Acanthopanax
senticosus), 섬오갈피(Acanthopanax koreanum),

털오갈피(Acanthopanax rufinerve), 흰털오갈피

(Acanthopanax divaricatus), 서울오갈피(Acanthopanax
seoulense), 지리산오갈피(Acanthopanax chiisanensis)
등 14종 이상이 전국에 분포하는 것으로 보고 되었

다11. 오가피는 辛苦溫 하여 補肝과 補腎의 효능이

있어서, 주로 뼈와 힘줄을 강건하게 하며, 사지마비,

입술경련, 척추 약화와 무릎 쇠약, 하지 무력감, 뼈

손상, 타박상, 부종 등의 치료에 주로 사용되었다12.

오가피의 성분으로는 syringaresinol, acanthoside B,

eleuthroside B, E, I, K, L, M, syringaresinoldiglucoside,

sesamin, antoside, kaempferitin, isoquercetin,

kaempferol-7-rhamnoside, quercetin-7-rhamnoside,

syringin, coniferin 등이 존재한다고 알려져 있다13.

최근 오갈피(Acanthopanax sessiliflorus)의 줄기와

열매에서 항암 및 면역 촉진 효능이 보고되었다14,15.

가시오가피(刺五加, Acanthopanax senticosus)는
우리나라의 강원 일부 고산지대와 이북 지방에 자

생하며, 열매의 성분으로 eleutheroside A, B, E와

coumarin류, stigmasterol, rutin, flavonoid류 및

anthocyanin 등이 보고되었다16. 가시오가피 열매

추출물의 효능으로는 면역 증강, insulin 저항성 개

선, 간의 지방 축적 억제, 혈압 강하 효능이 보고되

었다17,18, 암과 관련성이 있는 연구로는 항돌연변이

원성과 몇 가지 암에 대해 세포독성을 나타낸다는

결과가 있다19,20.

본 논문에서는 가시오가피열매의 추출물이 estrogen

비의존성 유방암세포(MDA-MB-231)와 estrogen

의존성 유방암세포(MCF-7)의 증식 또는 사멸에

미치는 영향과 apoptosis 기전에 미치는 영향을 평

가하기 위하여 관련 인자의 유전자 발현을 측정하

였다.

Ⅱ. 방 법

1. 실험 재료

1) 시약 및 배지

DMEM(Dulbecco’s modified Eagel’s medium),

RPMI1640, trypan blue, Fetal Bovine Serum

(FBS), Trypsin-EDTA, 및 모든 세포배양 시약은

Life Technology(Rockville, MD, USA) 회사로부터

구입해서 사용하였다. 3-4-5-dimethylthiazol-2-yl-2,5

-diphenyltetrazolium bromide(MTT), DMSO, GRIESS

reagent 는 Sigma(St. Louis, MO, USA) 회사에서

구입하여 사용하였다. 기타 시약은 세포배양용 또

는 분석용 특급시약을 사용하였다.

2) 시료 제조

본실험에사용한가시오가피(Acanthopanax senticosus)
열매는 강원도 평창에서 2020년 9월 말에 직접 채

취하여 열풍 건조시킨 후 분쇄하고, 121 ℃에서 45분

간 증기 고압으로 처리하였다. 다시 건조 후 20배

(w/v)의 3차 증류수를 가하여 3시간 동안 환류 추

출하였다. 추출된 용액은 whatman No. 1 disc paper

을 이용하여 여과하였다. 추출 여액을 rotary vacuum

evaporator(Eyela, N-1000, Tokyo, Japan)로 감압
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농축한 후 동결건조(EYELA, FDU-1000, Tokyo,

Japan)하여 분말 시료(이하 ‘ASF’라고 함)를 얻었

다.

2. 실험 방법

1) 세포 배양

본 실험에 사용한 인체에서 유래된 유방암 세포

주인 MDA-MB-231과 MCF-7 세포와 마우스 유

래 단핵구인 RAW264.7 세포는 한국세포주은행

(Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)에서 분양

받아 사용하였다. MDA-MB-231과 MCF-7 세포는

10% FBS가 포함된 RPMI-1640 배지를 사용하였

으며, 5% CO2, 37 ℃ 조건하에서 배양하였다. 세포

가 배양하는 접시의 70~80% 정도를 차지할 정도

로 증식되면 1 X phosphate buffered saline(PBS,

PH 7.4)로 잘 세척한 다음, 0.025% Trypsin-EDTA

(Life Technology, USA) 용액을 처리하고 조심스

럽게 흔들어 단일 세포로 분리하고, 분리한 세포를

1×106 cells/mL가 되도록 배양액에 현탁시킨 후 계

대 배양하였다. 실험을 위해 세포를 seeding 한 배

양용 plate well에 가시오가피 열매 추출물(ASF)를

dimethyl sulfoxide(DMSO)에 10 mg/mL의 농도로

미리 만든 후, 실험 시에 배양액으로 적절한 농도

로 희석하여 사용하였다.

2) MCF-7 및 MDA-MB-231의 proliferative activity

에 미치는 영향 측정

가시오가피열매추출물(ASF) 처리에 따른세포 사

멸효과를측정하기 위해서 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)

-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT assay) 분석

법을 이용하였다. 이는 사멸되지 않고 살아있는 세포

에서 활성을 나타내는 mitochondria dehydrogenase

의 작용으로 노란색 수용성 기질인 MTT가 보라색

을 띠는 비수용성 formazan으로 변환되어 생성되

는 formazan의 양을 측정하는 방법으로 살아있는

세포수에 비례하여 흡광도가 증가한다.

위에기술한대로유방암세포(MCF-7, MDA-MB-231)

를 plate의 well에 seeding하고 24시간 동안 5% CO2,

37 ℃ 조건하에서 배양하였으며, 각 농도별로 시험

물질인 ASF를 첨가하였다. ASF를 처리하고 72시

간배양한 다음, 배양된 세포에 MTT 용액(5 mg/mL)

을 첨가하여 4시간 동안 반응시키고 생성되는 보

라색 formazan을 DMSO를 첨가하는 방법으로 용

해시키고, 유출된색소를 Tecan(Austria)사의 UV/VIS

spectrophotometer를 이용하여 550 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 시험물질이 포함되지 않은 희석용

배지만을 첨가한 군을 대조군으로 하고, ASF를 첨

가한 시험군의 세포 증식에 미치는 효과를 대조군

에 대한 %로 계산하여 표시하였다.

3) Real-time Quantitative PCR에 의한 세포사

멸 관련 유전자 분석

Apoptosis를유발하는세포내인성경로는mitochondria

막에 존재하는 Bcl-2 계열의 단백질에 의해 조절된

다. 그 중 bcl-2, Bcl-xL 단백질은 apoptosis를 억제

하는 기능을 나타내며, 반대로 apoptosis를 유도하

는 pro-apoptotic Bcl-2 단백질은 Bax, Bad 등이

있다. Bax나 Bad의 증가는 caspase-8의 활성화를

통해 caspase-9과 caspase-3를 차례로 활성화 시켜

apoptosis를 유발한다. 이와는 별도로 세포 주기에

관련된 p53이나 p21의 발현 증가도 세포주기를 억제

하여 apoptosis를 일으킨다. 또한, RIP-1은 apoptosis

를 촉진하고, survivin은 caspase 불활성화를 통해

apoptosis를 억제한다. 세포 사멸유도에 관여하는

유전자의 발현을 관찰하기 위해 가시오가피 열매

추출물(ASF)을 농도별로 처리하여 24시간 배양한

후 세포부터 total RNA을 분리하였다. 분리한 total

RAN로부터 표적유전자의 mRNA를 역전사시켜

cDNA를 합성하고 SYBR-green Ex Taq(TAKARA

Bio INC, Japan)에 세포사멸에 관여하는 유전자인

caspase-3, -8, -9, Bcl-2, Bcl-xL, Bad, Bax 및 p53,

p21, survivin, RIP-1을 첨가하여 qPCR을 수행하

였다. 모든 반응 실험은 3회 시행하였으며, 본 실험

에 사용한 primer는 Table 1에 표시하였다.
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p53
Sense GCT CTG ACT GTA CCA CCA TCC

Anti-Sense CTC TCG GAA CAT CTC GAA GCG

p21
Sense CTC AGA GGA GGC GCC ATG

Anti-Sense GGG CGG ATT AGG GCT TCC

Survivin
Sense GCA TGG GTG CCC CGA CGT TG

Anti-Sense GCT CCG GCC AGA GGC CTCA A

Rip1
Sense TTT TGC ACA GCA AAG ACC TTA C

Anti-Sense AGC TGC TCA GAA GGT CGA TCC

Caspase-3
Sense ATG GAG AAC ACT GAA AAC TCA

Anti-Sense GCT GTT TAC AAG ACC CAC GTG G

Caspase-8
Sense GCC TGC TGA AGA TAA TCA ACG ACT AT

Anti-Sense TTG ATG ATC AGA CAG TAT CCC CG

Caspase-9
Sense TGG CTT CGT TTC TGC GAA CTA

Anti-Sense GTT ACT GCC AGG GGA CTC GTC

Bcl-2
Sense GCC TTT GTG GAA CTG TAC GGC

Anti-Sense GGC AGT AAA TAG CTG ATT CGA CGT T

Bcl-xL
Sense CTT TGC CTA AGG CGG ATT TGA A

Anti-Sense AAT AGG GAT GGG CTC AAC CAG TC

Bad
Sense GTT CCA GAT CCC AGA GTT TGA GC

Anti-Sense TTA AAG GAG TCC ACA AAC TCG TCA CT

Bax
Sense GCG AGT GTC TCA AGC GCA TC

Anti-Sense CCA GTT GAA GTT GCC GTC AGA A

Table 1. Primer Sequence Used for PCR

3. 통계 처리

실험 결과는 SPSS(v 12.0)을 이용하여 mean±

standard deviation으로 기록하였고, 유의성 검증은

Student’s T-test 분석방법을 이용하여 p<0.05인 경

우 유의성이 있는 것으로 판정하였다.

Ⅲ. 결 과

1. ASF의 유방암 세포주의 Proliferative Activity에

미치는 영향

본 연구에서는 ER-positive 세포 종류인 MCF-7

과 ER-negative 세포 종류인 MDA-MB-231 세포

에 대한 ASF의 증식에 미치는 효과를 판정하였다.

먼저 MCF-7의 세포 증식능을 12시간 간격으로

96시간까지 측정한 결과, 24시간 후 1.72배, 48시간

후 3.49배, 72시간 후 6.39배, 96시간 후 9.84배 각각

증가하였다(Fig. 1(A)). ASF를 첨가하고 72시간

후 MCF-7 세포 증식에 미치는 효과를 측정한 결과,

50 ug/ml에서 약 17%, 100 ug/ml에서 약 26%, 250

ug/ml에서 약 39% 억제 효과를 나타냈다(Fig. 1(B)).

또한, MDA-MB-231의 세포 증식능을 12시간

간격으로 96시간까지 측정한 결과는 24시간 후

2.18배, 48시간 후 5.28배, 72시간 후 10.28배, 96시

간 후 11.26배 각각 증가하였다(Fig. 2(A)). ASF를

첨가하고 72시간 후 MDA-MB-231 세포 증식에 미

치는 효과를 측정한 결과, 50 ug/ml에서 약 10%,

100 ug/ml에서 약 18%, 250 ug/ml에서 약 33%, 500

ug/ml에서 약 49% 억제 효과를 나타냈다(Fig. 2 (B)).

이 결과는 에스트로겐 호르몬 수용체 존재 여부

와 상관없이 ASF가 유방암 세포의 성장을 억제하

는 것으로 나타났다.
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(A) (B)

Fig. 1. Effect of ASF on cell proliferation of MCF-7 cells.

NC : normal control, 50 : 50 ug/ml of ASF, 100 : 100 ug/ml of ASF, 250 : 250 ug/ml of ASF, 500 : 500 ug/ml
of ASF
* p<0.05 vs NC, ** p<0.01 vs NC

(A) (B)

Fig. 2. Effect of ASF on cell proliferation of MDA-MB-231 Cells.

NC : normal control, 50 : 50 ug/ml of ASF, 100 : 100 ug/ml of ASF, 250 : 250 ug/ml of ASF, 500 : 500 ug/ml
of ASF
** p<0.01 vs NC
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Fig. 3. Effect of ASF on caspases gene expression of MCF-7 breast cancer cells.

NC : normal control, AL : 50 ug/ml of ASF, AM : 150 ug/ml of ASF, AH : 300 ug/ml of ASF
**p<0.01 vs NC

Fig. 4. Effect of ASF on caspase family gene expression of MDA-MB-231 breast cancer cells.

NC : normal control, AL : 100 ug/ml of ASF, AM : 200 ug/ml of ASF, AH : 400 ug/ml of ASF
* p<0.05 vs NC, ** p<0.01 vs NC

2. ASF가 유방암 세포주 세포사멸 관련 유전자 발

현에 미치는 영향

실험 결과, Fig. 5와 6에 표시된 바와 같이 ASF

는 MCF-7, MDA-MB-231의 세포 사멸을 촉진하

는 Bax와 Bad 유전자를 증가시켰으며, 세포사멸을

억제시키는 사멸 억제 인자인 Bcl-2나 Bcl-xL의 발

현을 감소시켰다. 또한 apoptosis의 마지막 단계에

서 활성화되는 caspase 의 유전자 발현량을 측정한

결과, Fig. 3과 4에서 보는 바와 같이 ASF를 처리

한 MCF-7 유방암세포와 MDA-MB-231 유방암 세

포의 caspase-3, caspase-8, caspase-9 유전자 발현

을 증가시켰다. 또한, MCF-7에서는 survivin의 발

현을 감소시키고, p21과 RIP-1을 증가시켰으며,

MDA-MB-231에서 p53과 p21, RIP-1의 발현을 증

가시켰다(Fig. 7, 8).
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Fig. 5. Effect of ASF on Bcl family gene expression of MCF-7 breast cancer cells.

NC : normal control, AL : 50 ug/ml of ASF, AM : 150 ug/ml of ASF, AH : 300 ug/ml of ASF
* p<0.05 vs NC, ** p<0.01 vs NC

Fig. 6. Effect of ASF on Bcl family gene expression of MDA-MB-231 breast cancer cells.

NC : normal control, AL : 100 ug/ml of ASF, AM : 200 ug/ml of ASF, AH : 400 ug/ml of ASF
*p<0.05, **p<0.01

Fig. 7. Effect of ASF on apoptosis related gene expression of MCF-7 breast cancer cells.

NC : normal control, AL : 50 ug/ml of ASF, AM : 150 ug/ml of ASF, AH : 300 ug/ml of ASF
*p<0.05, **p<0.01
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Fig. 8. Effect of ASF on apoptosis related gene eexpression of MDA-MB-231 breast cancer cells.

NC : normal control, AL : 100 ug/ml of ASF, AM : 200 ug/ml of ASF, AH : 400 ug/ml of ASF
*p<0.05. **p<0.01

Ⅳ. 고 찰

천연물로부터 분리된 성분에서 부작용이 적으면

서도 면역 세포의 활성 증가나 직접적인 암세포

공격을 통하여 항암 효능을 나타내는 것들이 알려

져 있다. 특히, 유방암 세포의 RAPP 등 특이한 부

위에 작용하는 타켓 항암제로 개발된 치료제와 유

사한 작용 기전을 가지는 물질들에 대한 많은 관

심이 집중되고 있다. 예를 들면, 콩류와 그로부터

분리된 genistein, daidzein 등의 isoflavone 같은 구

성 성분은 estrogen receptor(ER) 의존성 신호전달

체계 및 Bcl-2 계열 단백질에 영향을 주어 유방암

의 증식 및 세포주기를 차단하여 억제 효과를 나

타내는데 콩의 발효식품인 된장의 물 추출물에서

도 같은 작용이 보고되었다21-23. Genistein의 경우

MCF-7에서 IGF-1R/p-Akt 신호전달 과정을 불활

성화시키며, Bcl-2/Bax mRNA와 단백질 발현 비

율을 감소시켜 apoptosis를 유발시키며, daidzein의

대사산물인 6,7,40 -trihydroxyisoflavone은 사멸성

수용체인 DR4 발현을 증가시키고 XIAP 발현을

억제하여 PARP 분해를 유도하며, 이를 통해 cyclins

과 cyclin -dependent kinases(CDKs)를 조절하여

세포주기를 S-phase와 G2/M phase에 붙잡혀 있도

록 만들어 apoptosis를 유도하는 것으로 보고되었

다22,23. 과일류에는 flavonoid류, anthocyanin류와 같

은 polyphenol 성분이 다량 함유되어 있고, 이들의

항산화작용 때문에 과일 섭취가 암 발생 위험 감소

및 환자의 생존율 증가와 상관성이 있는 것으로 알려

져 있다24,25. 또한, 채소류에서 검출되는 Sulforaphane

(SFN), Benzyl isothiocyanate, phenyl isothiocyanate,

Indole-3-Carbinol 성분들도 유방암 세포 증식을 억

제하는 것으로 알려졌다26,27. 그 밖에 생강의 gingerols

과 shogaols 성분, 마늘의 allicin과 유도체인 diallyl

disulfide, diallyl trisulfide, S-allyl mercaptocysteine
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와 black cumin의 thymoquinone 성분28,29, 동충하초

추출물 및 주성분인 cordycepin 등도 실험적 유방

암 세포에 효과가 있는 것으로 보고되었다30.

유방암은 주로 유선 조직에 발생하는 선암의 일

종으로 발병 양태에 따라 수많은 종류가 알려져 있

지만, 일반적으로 유전자 발현 양태에 따라 estrogen

receptor(ER), progesterone receptor(PR), human

epidermal growth factor receptor 2(HER2) 의존형

형태와 이들 3종류와 관련이 없는 triple negative

breast cancer(TNBC)의 4가지의 주요한 아류로

나누어진다2. 따라서, 약물 치료에는 정확한 진단을

바탕으로 각기 다른 치료 약물이 적용될 필요성이

있다. 암세포의 자가사멸에는 세포 수용체 매개를

통한 신호전달계의 활성화로 발생하는 외인성 경

로, 혈청 성장 인자들의 결핍이나 바이러스와 화학

물질의 침투 등에 의해 발생하는 미토콘드리아에

존재하는 단백질의 작용으로 발생하는 세포 내인

성 경로, ROS나 포도당 부족 또는 칼슘 항상성 파

탄으로 인해 발생하는 Endoplasmic reticulum 매개

형 사멸 기전으로 나눌 수 있다31. 세포 외인성 인

자들에 의한 기전에는 세포 표면에 존재하는 수용

체에 의해 촉진되는 과정으로, 포유류 세포 표면에

는 최소 8종류의 세포 사멸 관련 수용체의 존재가

알려져 있다. 이들은 TNFR1, TNFR2, DcR1, DcR2,

DR3, DR4, DR5 및 Fas 수용체 등이다. 이중 Fas

는 APO-1이라고도 불리는 가장 잘 알려진 외인성

세포막 수용체 단백질로 apoptotic 반응에 중요한

세포 신호전달 과정에 관여하는데, 이를 활성화시키

는 Fas-ligand(FasL)로는 TRAIL, TNFα, anti-APO-1

등이 있다32. FasL에 의해 자극된 Fas는 Fas-related

death domain structure protein(FADD) 형성을 통

해 만들어지는 FasL-Fas-FADD death-inducing signaling

complex(DISC)를 형성한다. DISC는 세포질에서

pro-caspase-8를 활성화시키고, 연이어 발생하는

caspase-9, caspase-3 등의 연속적인 활성화를 통해

apoptosis를 유발한다33. 내인성 경로는 세포내 미

토콘드리아 막에 존재하는 Bcl-2 계열의 단백질의

상호 작용의 결과로 미토콘드리아 cytochrome C의

유출로 시작되는 caspase 계열의 활성화를 통하여

나타나는 apoptosis 과정이다. 이는 각종 cytokine

수용체의 PI3K 억제, akt 활성 억제, Bcl-xL과

Bcl-2의 작용 억제와 주로 DNA 상해로부터 시작

되는 p53에 의해 Bax 활성이 촉진되어 유출되는

cytochrome C에 의해 생성되는 Apaf-1 복합체에

의해 pro-caspase-9이가수분해되어활성형인 caspase-9

으로 변화하고, 연이어 활성화되는 caspase-3의 작

용을 통해 apopotosis가 이루어진다(34). 이와는 별

도로 p53의 활성화는 p21의 활성증가를 통해 cyclin

E, CDK2 등 세포 주기에 관여하는 단백질의 작용

을 억제한다. 이를 통해 S phase에서 G2 phase 넘

어가는 과정을 차단하여 암세포의 증식이 억제된

다35.

오가피는 Acanthopanax 속명에 속하는 식물의

껍질로 다양한 생리활성을 가지는 것으로 알려져

오래전부터 한약으로 사용되었다. 오갈피 줄기 껍

질 추출물의 유방암 억제 보고들이 있다. 특히, 한

국에서 오가피로 약전에 등재된 오갈피의 열매에

서 유방암 세포를 억제하는 anthocyanin 성분이 분

리되었으며15, 가시오가피 열매에서는 항암성분이

분리 보고된 바 있다20. 따라서, 연구자는 가시오가

피 열매 추출물도 유방암 세포 증식을 억제할 가

능성이 있을 것으로 추정하였다.

실험 결과, 오가피 열매 추출물(ASF)는 estrogen

수용체 의존형 유방암 세포주인 MCF-7의 증식을

억제하였으며(Fig. 1), estrogen 수용체 비의존형 유

방암 세포주인 MDA-MB-231의 증식도 함께 억제

하는 것으로 나타났다(Fig. 2). 이는 ASF가 estrogen

수용체 활성화 여부와 관계없이 apoptosis를 유발

할 가능성을 시사한다. 따라서, ASF의 작용기전을

밝히기 위하여 유방암의 apoptosis에 관여하는 인

자들의 유전자 발현에 미치는 영향을 평가하였다.

P53은 단백질의 phosphorylation, acetylation 및

ubiquitination와 같은 단백질 번역 후 수식과정의

주용한 타겟으로 알려져 있다. 이러한 신호는 UV
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나 저산소증, 유전자 전사 차단 같은 요인에 의해

활성화될 수 있으며, 활성화된 p53에 의해 P21의

활성화와 이에 수반되는 cyclin E, CDK 2 등의 작

용으로 세포 주기가 멈춰 apoptosis를 유도하거나

혈관신생이 억제되는 결과를 나타낸다36. 따라서,

p53과 p21의 활성 증가는 apoptosis를 유발하여 암

세포 사멸을 증가시킬 수 있는 유력한 수단이 될

수 있다. ASF를 유방암 세포주에 24시간 처리한

후 측정한 실험 결과, ASF는 MCF-7 유방암 세포에

서 p53 유전자 발현을 약간 억제하고 p21의 유전자

발현을 증가시켰다(Fig. 7). 또한, MDA-MB-231

유방암 세포에서는 ASF 처리에 의해 p53 및 p21

단백질의 유전자 발현을 모두 증가시켰다. 이는

p53이 p21의 활성 증가를 통해 세포주기를 억제하

는 작용을 나타내며(Fig. 8). 이와는 별도로 미토콘

드리아에 존재하는 proapoptotic 단백질 인자인 Bax

와 Bad 활성화에 관여하여 유발되는 일련의 caspase

효소의 활성화를 통해 apoptosis를 유발할 수 있다

는 보고와 일치하는 결과로 판단된다. 실제로, MCF-7

세포에서 ASF는 Bax 발현을 증가시키고 anti-apoptotic

단백질인 Bcl-2의 유전자 발현을 감소시킴으로써

미토콘드리아 의존적인 내인성 apoptosis 유도에도 관

여하는 것으로판단되었다(Fig. 5). 또한, MDA-MB-231

유방암 세포에서는 ASF에 의해 anti-apoptotic 단

백질인 Bcl-xL 발현이 억제되고 Bax 발현이 촉진

되어 apoptosis이 유발되는 것으로판단되었다(Fig. 6).

Survivin은 mitotic spindle을 조절하고 혈관 신

생을 증가시켜 암세포의 화학적 내성을 키우는 대

표적인 apoptosis 단백질 억제인자로 알려져 있다37.

이와는 반대로 receptor interacting protein-1(RIP-1)

은 apoptosis를 촉진하는 세포사멸 수용체에 결합

된 serine/threonine kinase로서 외인성 신호전달을

통하여 세포 사멸을 촉진한다38. TNF-related apoptosis

-inducing ligand receptors(TRAIL-Rs or DR4/5)

의 활성화를 통한 Pro-apototic 신호가 전달되거나

DNA를 공격하여 파괴하는 화학요법제의 침투 등

이 있는 경우, 암세포는 미토콘드리아에 존재하는

survivin을 유리하여 HBXIP와 XIAP를 활성화하

며, 이들과 survivin이형성한 복합체에 의해 caspase-3

를 활성화시키는 caspase-9의 발현이나 활성화를

억제하여 anti-apoptotic 효과를 나타낸다37. 또한,

p53의 기능을 상실하게 하여 암세포의 apoptosis를

억제하기 때문에 survivin 억제제 개발은 암세포

치료의 주요한 전략이 될 수 있다. 실험 결과, ASF

는 MCF-7 암세포주의 survivin 발현을 억제하여

ASF에 의해 효과적인 apoptosis를 유발하는 것으

로 판단되었으나(Fig. 7), MDA-MB-231 세포주에

서는 이러한 효과가 나타나지 않았다(Fig. 8). Fas

(Apo-1 or CD95), TRAIL-Rs, TNFR1, DR3, DR4/5

와 DR6 등의 세포 사멸 수용체에 결합한 RIP-1은

Survivin과는 반대로 NF-κB 활성화와 caspase-8

활성화를 유발하여 일련의 caspase-9과 caspase-3

의 활성을 촉진한다38. 실험 결과, ASF는 MCF-7세

포와 MDA-MB-231 세포에서 모두 RIP-1의 발현을

증가시켜(Fig. 7, 8), 세포 증식을 억제하는 Fig. 1 및

Fig. 2 결과와 일치하는 현상을 나타내었다. 일반적으

로 세포 사멸 기전은 위에서 설명한대로 caspase-3

의 작용으로 결정되는데, caspase-8과 caspase-9의

작용으로 세포 분해를 담당하는 caspase-3의 활성

이 증폭된다. 실험결과, ASF는 MCF-7 유방암 세

포에서 caspase-8, caspase-9, caspase-3 유전자 발

현을 증가시켜 apoptosis를 증가시키는 다른 결과

와 일관성을 보였다(Fig. 3). 또한, MDA-MB-231

세포에서도 MCF-7 세포에서와 같이 apoptosis에

핵심적인 역할을 하는 일련의 caspase 효소들의 유

전자 발현을 증가시켜 상호 의존적인 결과를 나타

내었다(Fig. 4).

이상의 결과를 바탕으로, 가시오가피 열매 추출

물(ASF)은 암세포의 apoptosis에 관여하는 인자인

p53, p21, survivin, RIP-1 유전자 및 Bcl-2 계열의

단백질과 caspase-3, caspase-8, caspase-9의 유전자

발현을조절하여유방암세포인MCF-7과MDA-MB-231

의 세포 증식을 억제하는 것으로 판단된다.
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V. 결 론

가시오가피(Acanthopanax senticocus) 열매 추출

물(ASF)이 에스트로겐 수용체 의존성 유방암 세포

주 MCF-7과 비의존성 유방암 세포주 MDA-MB-231

의 증식에 미치는 영향과 apoptosis와 관련된 인자

의 유전자 발현을 측정하여 다음과 같은 결과를

얻었다.

1. ASF는 유방암 세포인 MCF-7과 MDA-MB-231

의 세포 증식을 억제하였다.

2. ASF는 MCF-7 세포에서 caspase-3, -8, -9의 유

전자 발현을 증가시켰다.

3. ASF는 MCF-7 세포에서 Bcl-2 발현을 억제하

고, Bax의 발현을 증가시켰다.

4. ASF는 MCF-7 세포에서 P21과 RIP-1의 발현을

증가시키고 survivin의 발현을 감소시켰다.

5. ASF는MDA-MB-231 세포에서 caspase-3와 caspase-9

의 발현을 증가시켰다.

6. ASF는 MDA-MB-231 세포에서 Bcl-xL의 발현

을 억제시키고, Bax 발현을 증가시켰다.

7. ASF는 MDA-MB-231 세포에서 p53과 p21의 발

현과 RIP-1의 발현을 증가시켰다.

이상의 결과로 ASF는 유방암 세포인 MCF-7와

MDA-MB-231의 Apoptosis를 유도하는 인자들의

발현을 조절하여 세포 증식을 억제하는 것으로 판

단되었다.
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