
대구외지 2003;29:272-281

Abstract (J. Kor. Oral Maxillofac. Surg. 2003;29:272-281) 

272

Ⅰ. 서 론

Cancer chemoprevention은 천연 화합물이나 합성 화합물을 이

용하여 암을 조절, 예방 및 치료하는 의미를 함축한다1,2). Cancer

chemoprevention이 중요한 이유는 화학요법이나 수술 등의 방법

만으로충분한암치료효과를얻을수없기때문이다. 최근에천

연물로부터 추출한 여러 종류의 물질이 cancer chemoprevention

효과가 우수함이 보고되고 있다. 그 중에서도 Curcuma longa 식

물의 rhizome에서 추출한 curcumin은 항염증작용을 함유하고 있

어서오래전부터전통의약으로사용되어지고있다3-5). Resveratrol

의 구조상 특징은 2개의 phenol 그룹을 함유하며 cis-form 과

trans-form으로 존재하나 포도에는 trans-form만이 존재하며, 일반

적으로 적포도주나 포도쥬스중에는 약 0.1-10 mg/L 정도의

resveratrol를 함유하고 있다. Resveratrol은 구조적인 면에서 phe-

nol과 OH기를 함유하여 항산화제의 역할뿐만 아니라 anti-
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Nontraditional or alternative medicine is becoming an increasingly attractive approach for the treatment of various inflammatory dis-
orders and cancers. Curcumin is the major constitute of turmoric powder extracted from the rhizomes of the plant Curcuma longa.
Resveratrol is a phytoalexin present in grapes and a variety of medicinal plants. In this report, We investigated the effect of curcumin
and resveratrol on regulatory protein of cell cycle, induction of apoptosis and MMP activity.  

Treatment with 75  M curcumin for 24 hrs produced morphological changing in HN-4 cells. Curcumin and resveratrol inhibited the
cellular growth in HN-4 cells. Inhibition of cell growth was associated with down-regulation of cell cycle regulatory proteins.
Curcumin-induced caspase-3 activation and Bax degradation were dose-dependent with a maximal effect at a concentration of 100  M.
The elevated caspase-3 activity in curcumin treated HN-4 cells are correlated with down-regulation of survivin and cIAP1, but not
cIAP2. Curcumin induced a dose-dependent increase of cytochrome c in the cytosol. Curcumin induced-apoptosis was mediated
through the release of cytochrome c. In addition, curcumin-induced apoptosis was caused by the generation of reactive oxygen
species, which was prevented by antioxidant N-acetyl-cysteine (NAC). Cotreatment with NAC markedly prevented cytochrome c
release, Bax cleavage and cell death. Also resveratrol-induced apoptosis was preceded by down-regulation of the anti-apoptotic Bcl-2,
cIAP1, and caspase-3 activity.  However, resveratrol-induced apoptosis was not prevented by antioxidant NAC. In addition, HN-4 cells
release basal levels of MMP2 when cultured in serum-free medium. Treatment of the cells with various concentrations of PMA for 24 hr
induced the expression and secretion of latent MMP9 as determined by gelatin zymography. HN-4 cells were treated with various con-
centrations of curcumin and resveratrol in the presence of 75 nM PMA, and MMP2 and 9 activities were inhibited by curcumin and
resveratrol.

These findings have implications for developing curcumin-based anticancer and anti-inflammation therapies.
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platelet aggregation 및 항암등의 생리적 기능 연구가 보고되어 지

고있다6-15). 

대부분의 cancer chemopreventive agent의 항암 기전은 암세포

에대하여생육억제및 apoptosis 유도를야기하므로이루어지고

있다. 세포주기는 매우 정교하고 복잡한 작용 기전을 통하여 조

절된다. 만약 세포주기 조절에 이상이 생기면 세포는 세포사멸,

성장정지 혹은 암화가 야기된다. 최근 cell cycle의 G1 phase를 조

절하는 하나의 기전은 D type cyclin 이 cyclin dependent

kinase(cdk) 4, 5, 6과 결합하여 기질 단백질인 retinoblastoma pro-

tein(Rb)의인산화를유도함으로서이루어진다고보고하고있다16-18).

인산화된 Rb는 전사조절 인자인 E2F를 활성화하고, 활성화 된

E2F는 세포주기 조절에 필요한 여러 단백질들을 전사단계에서

조절 한다19,20). 또 다른 조절 기전은 cdk inhibitor를 통한 cyclin

dependent kinase 활성의 조절을 통하여 Rb 단백질의 인산화를

조절한다16-18).   

세포사멸은 생명체의 발생과 분화에 매우 중요한 과정으로서

정상 세포 및 조직의 유지뿐만 아니라 다양한 질병의 병인에 기

여하고 있다21,22). 세포사멸 기전은 TNF-α에 의한 세포 사멸 수용

체에 의한 것과 세포내 미토콘드리아에 기인한 것으로 나눌 수

있으며 caspase의 활성, cytochrome c, Bcl-2 등이 관여한다21,22). 현

재까지 수많은 apoptosis 관련 유전자가 알려 졌는데, 그 중에서

도 Bcl-2는제일먼저발견된암유발유전자(proto-oncogene)이다23,24).

Bcl-2는사람의림프종의발생과밀접하게관련된유전자로서단

백질 분자량은 26 kDa이며 미토콘드리아의 외막, 소포체나 핵막

에 위치해 있고, 다른 암유발 유전자와는 달리 세포증식에 관여

하지 않고 세포의 생존을 조절하는 것으로 밝혀졌다. Bcl-2는 다

양한 기작을 통하여 세포의 사멸을 방지하고 있다. Bcl-2의 세포

사멸 억제 기전은 세포사멸 신호 전달계의 상위 위치를 통제하

기 때문이다. Bcl-2에 의한 조절 기작에는 산화-환원 상태, 막 인

산지질의 비대칭분포, caspase, 미토콘드리아의 막전위, 핵 DNA

의 분절화, 세포사멸 신호 전달계의 활성화 등에 이르기까지 광

범위하다25-31). 또한 최근에 세포사멸의 실행자로써 caspase의 작

용 기작이 보고 되어지고 있다. 특히 시스테인계의 단백질분해

효소인 caspase가 다양한 apoptosis 자극에 의해서 활성화되며,

활성화된 caspase-3는세포내의신호전달계(PKC δ, PLC-γ1), 구조

단백질(actin), 세포주기조절 단백질(PARP, Rb, p21)등 여러 종류

의단백질을특이적으로분해하므로일어난다32-37). 

Cancer chemopreventive agent의 작용기전에 apoptosis에 의한

세포사멸뿐만아니라, 암전이를억제하는것또한매우중요하

다21,22). 진단 및 치료방법의 발달에도 불구하고 암사망의 주요 원

인은 대부분 전이에 기인한다. 종양이 생성 후 주위의 조직으로

부터영양분의확산에의지하나 1-2 mm 이상의크기로성장하기

위하여 신생혈관 생성이 필요하다. 이들 종양세포들 중 일부가

종양조직에서 탈리하여 모세혈관이나 venule 을 통하여 순환기

계로 이동하다가 특정 부위에 부착하여 모세혈관을 뚫고 조직

내로 진입한다. 전이과정 중에 종양세포의 탈리와 침윤에 matrix

metalloproteinase(MMP)가 관련된다38-41). 현재까지 16가지의 MMPs

family가 발견되었으며 다음과 같은 특성을 가진다. MMPs는 1)

세포외기질성분중적어도한가지이상을분해시킨다. 따라서

본연구에서는 MMP 발현조절에있어서 curcumin의작용기전을

중점적으로 규명하고자 하였다. 2) Zn 이온과 결합하는 HEXGH

motif를 함유하는 catalytic domain을 함유한다. 3) 비활성형으로

분비하여활성화과정을거쳐활성화된다38-41). 

이에 본 연구에서는 curcumin과 resveratrol에 의한 cancer

chemopreventive agent 작용 기전을 규명하고자 apoptosis 유도과

정에서의 curcumin의 작용기전과 세포주기조절 단백질의 발현

및전이에관련된 MMP 단백질의활성에대한연구를행하였다.

Ⅱ. 실험재료 및 방법

1. 세포배양과 유지

실험에 사용한 세포는 인간 두경부 암 AMC-Head & Neck-

4(HN-4) 세포주를 KTCC에서분양받아서사용하였다. HN-4 세포

주는 10% bovine calf serum과 1% penicilline-streptomycine이 함유

된 RPMI 배지를 이용하여 세포 성장 최적조건인 37℃, 5% CO2로

평형된 CO2 배양기에서배양하였다. 배양된세포는약 48시간간

격으로 계대 배양하여 6-well plate 또는 12-well plate에서 동일한

수의세포를 split하여실험하였다.

2. 세포 성장율 측정

세포 성장율을 측정하기 위하여 살아있는 세포를 trypan blue

로 1:1 염색하여 hemo-cytometer를 사용하여 측정하였다. 즉 1×

106/ml의 세포를 6-well plate에 도포하고, curcumin 및 resveratrol

을 처리한 다음 계속하여 24시간 동안 배양한 후, trypan blue 염

색하여 세포의 수를 측정하였다. 대조군은 curcumin 및 resvera-

trol을 처리하지 않은 군의 세포수를 측정하여 실험군과 비교 검

토하였다. 

3. 총 단백질 추출 및 단백질 전기영동

세포를 6-well plate에동일한수를도포하고 curcumin 및 resver-

atrol을 처리한 후 24 시간동안 배양하였다. 24 시간후 세포를

cold-phosphate buffered saline (PBS) buffer로 세척하고 trypsin 처

리한 후 3000 rpm에서 5 분간 원심분리하여 세포를 수확하였다.

수확한 세포는 각종 단백질 분해효소 저해제가 함유된 lysis

buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 0.5%

Nonidet-40)로 용해한 다음, 10,000 x g에서 20분간 원심분리하여

상층액을취하여총단백질분획을얻었다. 총단백질은 Bradford

시약을 사용하여 정량하였다. 정량된 총 단백질 50 μg 을 10 %

reducing SDS-polyacrylamide gel에서 전기영동을 통하여 분리하

였다.
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4. Western Blot 분석

시료를처리한세포에서총단백질을얻고전기영동을하여분

리한 단백질은 nitrocellulose membrane으로 20% methanol, 25 mM

Tris, 및 192 mM glycine buffer 하에서 transfer tank를 이용하여 이

동하였다. 단백질이 이동된 membrane은 Ponceau solution으로

transfer의 유무를 확인한 후, 5% non-fat dry milk solution으로 30

분간 실온에서 반응하여 blocking 하였다. Blocking 후 blocking

buffer로 1000배 희석한 특이한 antibody와 membrane을 4시간 이

상 반응하였다. 반응이 끝난 후 Tris-Tween buffered saline(TTBS)

으로 5분간격으로 6회세척하였다. 계속하여 Horse radish perox-

idase가부착된이차항체인 goat anti-IgG antibody와 2시간반응시

키고 다시 한번 TTBS로 6회 세척하였다. 세척이 끝나면 증류수

로 세척하고 ECL solution으로 1분간 반응하고 코닥 필름에 감광

하여나타난 band의두께를비교하여단백질발현유무및그정

도를확인하였다.

5. Curcumin 및 resveratrol에 의한 apoptosis 조절 단

백질의 발현조사

Curcumin 및 resveratrol에 의한 apoptosis 유도시 apoptosis 조절

단백질의발현을조사하기위하여 HN-4 세포에 curcumin를처리

한 후 수확한 세포를 PBS로 세척하고 lysis buffer로 용해한다.

Apoptosis 를 조절하는 단백질의 발현 정도를 조사하기 위하여

동일한 량의 단백질 SDS-gel에 전기영동하여 nitrocellulose mem-

brane에 전달하여 Bcl-2, Bcl-xL, Bax, caspase-3와 PLC-γ1 antibody

로 hybridization 시킨후 second antibody를다시 hybridization하여

ECL 방법으로측정하였다.. 

6. Cytochrome c 유리

HN-4 세포에 다양한 농도의 curcumin을 처리하여 24시간 배양

하여 수확한 세포를 PBS buffer로 1회 washing 한 후 0.16 μM

PMSF가 함유된 50 ㎕의 Hypotonic buffer (20 mM HEPES, pH 7.4 ;

10 mM KCl ; 2 mM MgCl2 ; 1 mM EDTA)를 첨가하여 voltexing을

통해 4℃에서 20 분간 반복하여 용해시켰다. 15,000 rpm에서 원

심하여 세포질 단백질을 회수한 후 spectrophotometer를 이용하

여상기의단백질정량법에의해정량한후 40 μg의단백질을 12%

reducing SDS-PAGE 상에서 전기영동하여 Western Blot 분석을 수

행하였다.

7. Caspase-3 활성 측정

6-well plate에 동일한 수의 세포를 도포하고 serum이 첨가되지

않은 RPMI 배지를 이용하여 세포를 24 시간 결식시켰다. 다양한

농도로 curcumin을 처리한 후 24시간 동안 배양시킨 후 상기의

방법으로단백질을추출하여정량하였다. Sample 30 μg의단백질

을 100 μM의 caspase-3 substrate I이 첨가된 200 ㎕의 PBS buffer와

혼합하여시간별로 405 nm에서 caspase-3 활성을측정하였다.

8. Zymography 방법

6-well plate에 동일한 수의 세포를 도포하고 세포가 부착된 것

을확인하고 serum이첨가되지않은 RPMI 배지를이용하여세포

를 24시간 결식시켰다. 그 후 다양한 농도의 curcumin을 처리한

후 24시간 동안 배양시켜 배양 상등액을 회수하여 이를 non

reducing dye와혼합하여 0.1% gelatin이포함된 10%-PAGE에서전

기영동하였다. 전기영동후 gel을증류수로 2회 washing 한후 10

분 간격으로 1시간 동안 2.5% Triton X-100으로 세척하였다. 세척

한 gel을 developer buffer(50 mM Tris-HCl, pH 7.6; 10 mM CaCl2)를

이용하여 37℃에서 24시간 반응시킨 후 단백질 염색용액(0.5%

coomassie brilliant blue R250, 30% isopropyl alcohol, 10% acetic

acid)으로 30분 동안 염색시킨 후 탈색 용액 (10% methanol, 10%

acetic acid)으로 탈색시켜 나타난 band의 두께를 비교하여 단백

질발현정도를비교하였다.

Ⅲ. 성 적

1. Curcumin과 resveratrol 처리 시 세포주기 조절인자

들의 발현양상

다양한 농도의 curcumin과 resveratrol을 각각 AMC-Head and

Neck-4(HN-4) 세포에 처리한 후 세포주기 조절인자들의 발현양

상을 조사하였다. 다양한 농도의 curcumin을 24시간 처리한 후

단백질을추출하여 Western blot 분석을시행하였다. 세포주기중

G1/S 기의전이과정에작용하는 cdk2 단백질은 curcumin 농도에

관계없이 발현 정도가 일정하였으나, 초기 G1 기에 작용하는

cdk4와 G2/M 기에 작용하는 cdk1의 단백질 발현은 농도 의존적

으로 발현이 감소하였다. 세포주기 조절의 주요 조절인자인

cyclin B, D3, E의 발현은 curcumin 처리에 따라 변화가 미약하였

다. Cdks 저해제인 p21과 p27 단백질 발현은 고농도의 curcumin

에 의하여 억제됨을 확인하였다. Resveratrol에 의한 HN-4 세포에

서 세포주기 조절 단백질 발현의 양상을 조사하였다(Fig. 1).

Resveratrol에 의한 세포주기 조절 단백질의 발현정도는 curcumin

처리와 유사하였으나, cyclin A와 cdk4 단백질의 발현이 resvera-

trol 처리농도의존적으로급격한감소현상을보였다(Fig. 2).  

2. Curcumin과 resveratrol 처리에 의한 Bcl-2 family

단백질의 발현

Curcumin과 resveratrol에 의한 Bcl-2 family 단백질의 발현에 미

치는 영향을 조사하기 위하여 HN-4 세포에 다양한 농도의 cur-

cumin과 resveratrol을 24 시간 처리한 후 단백질을 추출하여

Western blot 분석을 시행하였다. 일반적으로 anti-apoptosis 기능

이 알려진 Bcl-2와 Bcl-xL 단백질의 발현은 curcumin 처리에 의하

여변화가없었다. 그러나 resveratrol 처리시 Bcl-2 단백질발현은
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농도 의존적으로 단백질의 발현이 감소함을 보였다. Curcumin과

resveratrol 처리 시 pro-apoptosis 기능을 함유한 Bax 단백질 발현

의증가현상은보이지않았으나 Bax 단백질의절단현상을확인

하였다(Fig. 3).

3. Curcumin과 resveratrol 처리에 의한 IAP family 단

백질의 발현

Curcumin과 resveratrol에 의한 caspases 저해제로 밝혀진 IAP

family 단백질의발현에미치는영향을조사하기위하여 HN-4 세

포에 다양한 농도의 curcumin을 24시간 처리한 후 cIAP1, cIAP2,

XIAP 및 survivin 단백질의 발현을 Western blot 방법으로 확인하

였다. cIAP2 단백질은 curcumin 처리에 의하여 영향을 받지 않았

으나, cIAP1, XIAP 및 survivin 단백질은 curcumin 농도의존적으로

감소 현상을 보였다(Fig. 4). Resveratrol에 의한 IAP family 단백질

의발현양상을조사한결과 survivin 의발현감소는낮은농도에

서확인되었으며, cIAP1과 XIAP는 resveratrol 처리에의하여영향

을받지않았다.

4. Curcumin에 의한 caspase-3 활성에 대한 영향

Curcumin에 의한 apoptosis 과정중의 caspase-3의 관련성을 조

사하기 위하여 다양한 농도의 curcumin을 처리한 후 caspase-3에

특이적인 기질을 사용하여 caspase-3 활성을 측정하였다.

Caspase-3의 활성은 50 μM curcumin 시 급격한 증가 현상을 보였

다(Fig. 5). 또한 pro-caspase-3의 단백질 발현현상을 조사한 결과

50 μM curcumin 처리부터감소현상을보였다. Resveratrol에의한

pro-caspase-3의 단백질 발현 현상을 조사한 결과 고농도에서

pro-caspase-3 감소현상을보였다 (Fig. 6). 

5. Curcumin과 N-acetylcysteine (NAC) 처리에 의한

HN-4 세포의 형태적 변화

Curcumin 처리에 의한 HN-4 세포의 형태적 변화를 관찰하기

위하여 75 μM 농도의 curcumin 을 24 시간처리한후형태적변화

를 관찰하였다. Curcumin 을 처리하지 않은 세포는 fibroblast 와

같은건강한상태의형태를보였다. HN-4 세포는 75 μM curcumin

을처리시 plate 에골고루분포하지않으며, 사멸한세포와둥근

형태의 세포로 변하였으며 일부 세포는 부유 상태로 존재하였

다. Curcumin 처리에 의한 세포의 형태 변화에 항산화제인 NAC

를 처리한 후 세포 형태를 관찰하였다. 20 mM NAC 과 curcumin

을 동시에 처리한 경우 많은 세포들이 건강한 상태의 세포로 전

환됨을확인하였다(Fig. 12).

6. Curcumin 과 NAC 처리에 의한 apoptosis 관련 단

백질 발현 양상

Curcumin 처리에의한 apoptosis 관련단백질발현변화에항산

화제인 NAC 의 영향을 조사 하기 위하여 curcumin과 NAC를 동

시에 처리한 후 pro-caspase-3와 Bax 단백질 발현을 조사하였다.

Pro-caspase-3는 75 μM curcumin에 완전히 활성화되었으나, NAC

과 curcumin을 동시에 처리한 세포에서는 일부 pro-caspase-3가

존재함을확인하였다. Caspase의기질단백질로알려진 Bax 단백

질의 발현 변화를 측정한 결과 Bax 단백질 발현 정도는 차이가

없었으나 분절되는 현상은 NAC 에 의하여 저해됨을 확인하였다

(Fig. 8).

7. Resveratrol과 NAC 처리에 의한 apoptosis 관련 단

백질 발현 양상

Resveratrol 처리에 의한 apoptosis 관련 단백질 발현 변화에 항

산화제인 NAC 의 영향을 조사하기 위하여 resveratrol과 NAC를

동시에 처리한 후 pro-caspase-3와 PLC-γ1 단백질 분절 현상을 조

사하였다. 100 μM resveratrol 처리에의해 pro-caspase-3 량은감소

하였다. 100 μM resveratrol과 다양한 농도의 NAC 첨가한 후 pro-

caspase-3 량은 변화가 없었다. Caspase의 기질 단백질로 알려진

PLC-γ1 단백질 분절 현상을 측정한 결과 NAC 처리에 영향을 미

치지않았다(Fig. 8). 

8. Curcumin과 NAC 처리에 의한 세포질로 cy-

tochrome c의 유리 현상

Curcumin에 의한 apoptosis 유도과정에서의 미토콘드리아의

cytochrome c가 세포질로 유리되는지를 조사하기 위하여 75 μM

curcumin을처리한후세포질에유리된 cytochrome c를확인하였

다. 75 μM curcumin 처리 시 세포질로의 cytochrome c 유리 현상

이 NAC에의해저해여부를확인하였다. 5 mM NAC과 75 μM cur-

cumin 처리 시 세포질로 cytochrome c 유리가 급격히 감소하였

다. 세포질단백질의정량을위하여 Hsp70 단백질을 Western blot

으로 확인한 결과 동일량의 단백질 loading을 확인 할 수 있었다

(Fig. 9). 

9. Curcumin 처리에 의한 MMP 단백질의 발현 및 활성

에 대한 영향

Curcumin에 의한 암전이 억제 능력을 조사하기 위하여 MMP2

와 9의 활성에 미치는 영향을 조사하였다. 다양한 농도의 cur-

cumin을 HN-4 세포에 24 시간 처리 한 후 배양액을 취하여 MMP

활성을 조사하였다. MMP 활성은 gelatin gel을 이용한 zymogra-

phy 방법으로 측정하였다. MMP9 활성은 HN-4 세포에서 확인 할

수 없었다. MMP2의 활성은 75 μM curcumin 처리부터 급격히 감

소하였다. 암을 유발할 수 있는 protein kinase C(PKC)의 activator

로 작용하는 phorbol myristate acetate(PMA)를 HN-4 세포에 처리

한 후 MMP 활성을 조사한 결과 PMA는 특이적으로 MMP9의 활

성증가를유도하였다. Curcumin에의한 PMA 유도 MMP9의저해

능력을 조사하기 위하여, 75 nM PMA와 curcumin을 동시에 처리
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한 후 MMP 활성을 측정한 결과 MMP9 및 MMP2의 활성을 50 μM

curcumin 부터급격히저해현상을보였다(Fig. 10).

10. Resveratrol 처리에 의한 MMP 단백질의 발현 및

활성에 대한 영향

Resveratrol에 의한 암전이 억제 능력을 조사하기 위하여 MMP2

와 9의활성에미치는영향을조사하였다. 다양한농도의 resvera-

trol을 HN-4 세포에 24시간 처리 한 후 배양액을 취하여 MMP 활

성을 조사하였다. MMP 활성은 gelatin gel을 이용한 zymography

방법으로 측정하였다. MMP9 활성은 HN-4 세포에서 확인 할 수

없었으나, MMP2의 활성은 고농도의 resveratrol에 의하여 미약하

게저해되었다. PMA를 HN-4 세포에처리한후 MMP 활성을조사

한 결과 PMA는 특이적으로 MMP9의 활성 증가를 유도하였다.

Resveratrol에 의한 PMA 유도 MMP2와 9의 저해능력을 조사하기

위하여, 75 nM PMA와 resveratrol을 동시에 처리한 후 MMP2와 9

의 활성을 측정한 결과 MMP2와 MMP9의 활성이 resveratrol에 의

해미약하게저해됨을확인하였다(Fig. 11).

Ⅳ. 고 찰

Cancer chemoprevention은 천연 화합물이나 합성 화합물을 이

용하여 암을 조절, 예방 및 치료하는 의미를 함축한다1,2). Cancer

chemo-prevention이 중요한 이유는 화학요법이나 수술 등의 방

법만으로 충분한 암 치료 효과를 증대할 수 없기 때문이다. 최근

에 천연물로부터 추출한 여러 종류의 물질이 cancer chemo-pre-

vention 효과가 우수함이 보고 되고 있다. Curcumin은 Curcuma

longa의 rhizome으로부터 추출한 노란색의 pigment로 오래 전부

터 임상적 가치를 인정받아 오고 있다3-5). 또한 포도에서 추출한

resveratrol의 효과는 적포도주를 많이 음용한 사람의 경우 낮은

심장관련 질환 발병률과의 상관관계를 보이므로 흥미를 유발하

였다8). 

본 연구에서는 curcumin과 resveratrol에 의한 두경부암 세포주

인 HN-4 세포에서의 세포주기 조절 및 apoptosis 유도과정과 암

전이 과정에 주요한 기능을 하는 MMP 활성에 미치는 영향을 규

명하고, 더 나아가 apoptosis 과정에 관련된 여러 단백질의 발현

조절을분자생물학적기전을이해하고자하였다.

두경부암 세포주에 다양한 농도의 curcumin과 resveratrol을 24

시간 처리한 후 세포주기 조절 단백질 발현을 비교 분석한 결과

curcumin과 resveratrol은비슷한세포주기조절단백질의발현경

향을보였다.  Resveratrol에의하여 cyclin A의발현이급격한감소

를 보였다. 이 결과는 백혈병세포주인 U937 세포에 resveratrol이

S기의 arrest를 야기하는 결과와 일치한다42). Curcumin과 resvera-

trol에 의한 세포 생육 억제의 원인은 세포주기 조절 단백질 중

cdk4의 발현 감소가 하나의 원인으로 작용하는 것으로 생각된

다. 

녹차의 주성분인 epigallocatechin gallate(EGCG) 등 여러 종류의

cancer chemo-preventive agent는암세포에대한특이적인 apopto-

sis 유도 기능을 가지고 있다43,44). 본 연구에서는 curcumin과

resveratrol 처리에 의한 두경부암 세포의 세포사멸이 apoptosis와

관련 있음을 조사하기 위하여 Bcl-2 family 단백질과 caspase 효소

저해제인 IAP family 단백질의 발현정도를 조사하였다. 두경부암

세포에 curcumin을 처치한 결과 anti-apoptotic 기능을 함유한 Bcl-

xL 및 Bcl-2 단백질 발현의 변화는 확인할 수 없었다. 이는 cur-

cumin에 의한 두경부암 세포의 apoptosis 유도 기전은 Bcl-2 단백

질의 down-regulation과는 무관함을 제시한다. 그러나 resveratrol

에 의한 apoptosis 과정에서는 Bcl-2 단백질의 발현 감소를 확인

하였다. Curcumin과 resveratrol에 의한 IAP family 단백질의 발현

양상을 조사한 결과 cIAP1과 survivin 단백질의 발현 감소가 농도

의존적으로 야기됨을 확인하였다. Curcumin과 resveratrol에 의한

apoptosis과정 중에 주요한 작용을 하는 caspase-3 활성을 조사하

였다. 32 kDa의 pro-caspase-3는 비활성화 형태이며 caspase-3가

활성화되면상위의 caspase에의해절단되어활성화되어야한다45,46).

비활성화 형태의 pro-caspase-3 단백질의 양적 감소는 활성화 형

태의 caspase-3가증가함을의미한다45,46). 두경부암세포에다양한

농도의 curcumin을 처리한 결과 caspase-3의 비활성 형태의 pro-

caspase-3 단백질의 양적 감소와 caspase-3 활성의 증대를 확인하

였다. 세포주기조절의주요한기능을하는 Rb 단백질, 세포의신

호 전달계의 주요한 PKC delta와 PLC- γ1 단백질 및 Bax 단백질

등이 caspase-3의기질로작용한다32,33). 본실험에서도 curcumin 처

리에 의하여 Bax 단백질의 분절을 확인하였으며 이 결과는 cur-

cumin에 의한 apoptosis 유도 과정에 caspase-3가 관여된 것으로

생각된다. 

Caspase의 활성은 IAP family 단백질 외에도 cytochrome c의 관

련성이 보고되었다30,31). Caspase-3 활성의 신호전달의 과정에서의

upstream의 조절인자로 cytochrome c가 미토콘드리아 막에서 해

리하여 cytosol로분리되면 caspase-9과 Apaf-1 단백질과결합하여

cas-pase-9를 활성화시킨다. 활성화된 caspase-9은 다시 caspase-3

를활성화시킨다47,48).

Curcumin 처리에 의한 cytosol로의 cytochrome c 유리정도를 측

정한 결과 두경부 암 세포에서 cytochrome c 의 유리를 확인하였

다.

두경부 암 세포에서 curcumin에 의한 apoptosis 유도과정이 활

성산소에의하여야기되는것을확인하기위하여항산화제기능

이있는 NAC을처리한결과 curcumin에의한 apoptosis 유도를억

제함을확인하였다. Curcumin과 NAC의동시처리는 caspase-3 활

성의 억제 뿐 만아니라 Bax 단백질의 분절 및 cytochrome c 유도

현상도 억제하였다. 그러나 resveratrol에 의한 apoptosis 기전은

NAC 처리에 의하여 caspase-3 활성 및 PLC-γ1 단백질 분절 억제

현상을관찰할수없었다. 이상의결과는 curcumin에의한 apop-

tosis 유도기전과 resveratrol에의한 apoptosis 유도기전이상이함

을암시한다. 

Curcumin과 resveratrol에의한암전이과정에주요한역할을하

는 MMP2와 MMP9 활성에 미치는 영향을 조사한 결과 MMP2는

고농도의 curcumin 및 resveratrol 처리에의하여활성이억제되었

다. 이상의 결과들을 근간으로 하여 curcumin과 resveratrol 처리
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에 의한 두경부암 세포의 생육억제, 세포주기 조절 단백질의 발

현변화및 apoptosis 유도와암전이관련단백질인 MMP 활성억

제 등의 결과는 curcumin과 resveratrol이 cancer chemopreventive

agent로작용하는핵심기전의일부가규명되리라생각된다.

Ⅴ. 요 약

본 연구에서는 두경부암 HN-4 세포에서 cancer chemopreven-

tive agent인 curcumin과 resveratrol를 처리하여 HN-4 세포의 생육

억제의 원인이 apoptotic cell death에 의하여 일어나며 세포 주기

조절단백질의발현및암전이에관련된 MMP 활성저해기전에

대하여이해하고자하였다. 

HN-4 세포에 다양한 농도(10-100 μM) curcumin을 처리하여 세

포주기 조절 단백질의 발현을 측정한 결과 cdk1과 cdk4 단백질

이농도의존적으로발현이감소하였으며, resveratrol 처리에서는

cyclin A 단백질의특이적인감소현상을확인하였다. Curcumin에

의한 apoptosis 유도 기전을 조사한 결과 anti-apoptotic 기능이 있

는 Bcl-2 및 Bcl-xL 단백질 발현 감소 현상은 없었으나, caspase 저

해 IAP family 단백질중 cIAP1과 survivin 단백질발현현상이처리

농도 의존적으로 감소하였다. Resveratrol을 처리한 경우 Bcl-2 및

survivin 단백질 발현 감소현상을 확인하였다. Curcumin과 resver-

atrol에 의한 apoptosis 과정은 caspase-3 의존적인 apoptosis 유도

기전을 보였다. Curcumin에 의한 apoptosis 과정은 항산화제인

NAC 처리에 의해서 저해되었다. Curcumin과 NAC 동시 처리는

cytochrome c 유리, caspase-3 활성화 및 Bax 단백질 분절 현상을

억제하였다. 그러나 resveratrol에의한 apoptosis 과정은 NAC 처리

에 의하여 억제되지 않았다. Curcumin과 resveratrol에 의한 암 전

이관련단백질인 MMP2와 9의활성저해효과도확인하였다. 

결론적으로, curcumin에 의한 항암효과는 세포주기 조절 및

apoptosis 유도 및 전이 관련 단백질의 활성 억제를 통하여 야기

되는것으로생각되어진다.   
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사진부도 ①

Fig. 1. The expression levels of cell cycle regulatory

proteins by curcumin. HN-4 cells were treated with

indicated concentrations of curcumin. Equal amounts of

cell lysates (40 μg) were resolved by SDS-PAGE,

transferred to membrane and probed with specific

antibodies. A representative study is shown; two

additional experiments yielded similar results.

Fig. 2. The expression levels of cell cycle regulatory

proteins by resveratrol. HN-4 cells were treated with

indicated concentrations of resveratrol. Equal

amounts of cell lysates (40 μg) were resolved by

SDS-PAGE, transferred to membrane and probed

with specific antibodies. 

Fig. 3. The expression levels of Bcl-2 family proteins

in HN-4 cells after treatment with curcumin and

resveratrol. HN-4 cells were treated with indicated

concentrations of curcumin and resveratrol. Equal

amounts of cell lysates (40 μg) were resolved by

SDS-PAGE, transferred to membrane and probed

with specific antibodies(anti-Bcl-2, anti-Bcl-xL and

anti-Bax). A representative study is shown; two

additional experiments yielded similar results.

Fig. 4. The expression levels of IAP family proteins in

HN-4 cells after treatment with curcumin and

resveratrol. HN-4 cells were treated with indicated

concentrations of curcumin and resveratrol. Equal

amounts of cell lysates (40 μg) were resolved by SDS-

PAGE, transferred to membrane and probed with

specific antibodies(anti-cIAP1, anti-cIAP2, anti-XIAP

and anti-survivin). A representative study is shown; two

additional experiments yielded similar results.
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사진부도 ②

Fig. 5. Effect of curcumin on caspase-3 activity. HN-4

cells were treated with the indicated concentrations

of curcumin for 24 h and harvested in lysis buffer.

Enzymatic activities of caspase-3 were determined

by incubation of 20 μg of total protein with 200 μM

chromogenic substrate (DEVD-pN) in a 100 μl assay

buffer for 2 h at 37℃. The release of chromophore

p-nitroanilide (pNA) was monitored spectrophot-

ometrically (405 nm). Data are mean values from

three independent experiments and bars represent

standard deviations.

Fig. 6. Effect of curcumin and resveratrol on pro-

caspase-3 expression levels. HN-4 cells were

treated with indicated concentrations of curcumin

and resveratrol. Equal amounts of cell lysates (40 μ

g) were subjected to electrophoresis and analyzed

by Western blot for caspase-3.  

Fig. 7. Effect of curcumin and NAC on expression

levels of pro-caspase-3 and Bax. HN-4 cells were

treated with indicated concentrations of curcumin

and curcumin plus NAC. Equal amounts of cell

lysates (40 μg) were subjected to electrophoresis

and analyzed by Western blot for caspase-3 and

Bax. 

Fig. 8. Effect of resveratrol and NAC on expression

levels of pro-caspase-3 and proteolytic cleavage of

PLC-γ1. HN-4 cells were treated with indicated

concentrations of resveratrol and curcumin plus

NAC. Equal amounts of cell lysates (40 μg) were

subjected to electrophoresis and analyzed by

Western blot for caspase-3 and PLC-γ1. The

proteolytic cleavage of PLC-γ1 was indicated by

arrow.
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사진부도 ③

Fig. 9. Release of cytochrome c in curcumin-treated

HN-4 cells. HN-4 cells were treated with indicated

concentrations of curcumin and curcumin plus NAC.

Cytosolic extracts were prepared as described under

Material and Methods. Cytosolic protein (30 μg) was

resolved on 12% SDS-PAGE and then transferred to

membrane and probed with specific anti-cytochrome

c antibody, or with anti-Hsp70 to serve as control for

the level of protein loaded.

Fig. 11. Effect of resveratrol on MMP2 and 9 activity.

HN-4 cells were cultured in serum free medium with

indicated concentrations of curcumin and PMA plus

curcumin. After 24 h, media samples were collected

and analyzed for gelatinase activity by zymography. 

Fig. 10. Effect of curcumin on MMP2 and 9 activity.

HN-4 cells were cultured in serum free medium with

indicated concentrations of curcumin and PMA plus

curcumin. After 24 h, media samples were collected

and analyzed for gelatinase activity by zymography. 

Fig. 12. Effect of curcumin and NAC on the morphology of

HN-4 cells. HN-4 cells were treated with 75 μM curcumin,

75 μM curcumin plus 10 mM NAC and 75 μM curcumin

plus 20 mM NAC for 24h.




