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논문개요

강황의 주원료인 curcumin은 다양한 세포주,동물 실험 그리고 임상 연구

결과를 통해 대표적인 화학적 암예방제로 알려져 있다. 15-Prostaglandin

dehydrogenase(15-PGDH)는 암화과정에 중요한 역할을 하는 prostaglind

E2(PGE2)를 15-keto-PGE₂로의 전환을 촉진함으로써 PGE₂불활성화 시

킨다.최근 보고된 많은 연구 결과에 따르면,정상조직에서 15-PGDH 높은

발현이 관찰된 반면 대장암,위암,폐암,췌장암,갑상선 암,유방암 등에서

발현이 억제되고,유전적으로 15-PGDH 결여시킨 마우스에서 종양형성이

두드러지게 증가하고,15-PGDH를 과발현시 세포사멸,전이 및 침윤 억제

를 통해 발암과정을 저해한다고 보고되었다.즉 새로운 종양억제 유전자로

서 15-PGDH의 역할이 제시되고 있다.그러나 아직까지 15-PGDH의 발현

이 어떻게 조절되는지에 대한 기전연구는 미비한 실정이다.커큐민의 암예

방 효능이 15-PGDH 발현증가와 관련있다는 연구결과는 전무하다.따라서

본 연구에서는 랫드의 위점막 상피세포에서 커큐민에 의해 15-PGDH의 발

현이 유도되는지 확인하고,이의 작용기전을 살펴보고자 하였다.먼저 랫드

의 위 점막세포인 RGM-1세포에서 독성이 없는 농도를 알아보기 위해

MTT assay를 수행하였다.결과 10µM 농도 처리 시 세포독성이 없음을

확인하고 이후 모든 실험을 10 µM농도에서 진행하였다. 커큐민이

15-PGDH의 발현을 유도하는지 알아보기 위해서 다양한 농도의 커큐민을

RGM-1세포에 처리 후 시간별로 15-PGDH 단백질 발현과 RNA 발현 변

화를 살펴보았다.결과 커큐민 10µM에서,6시간 처리했을 때 15-PGDH의

발현이 최대로 유도되었다.다음으로,커큐민이 15-PGDH의 transcriptional

activity를 유도하는지 15-PGDH promoter deletion mutant plasmid를

RGM-1세포에 transfection한 후 luciferaseactivity를 측정하였다.결과



- ii -

커큐민은 15-PGDH 프로모터에 존재하는 CREB와 AP-1의 전사인자 활성

화를 유도하였다.15-PGDH 발현 변화에 mitogen-activatedproteinkinases

(ERK1/2,JNK1/2,p38MAPKs)이 관여하는지 알아보기 위해 이들 발현 및

인산화 정도를 westernblotanalysis를 통해 확인하였다.결과 커큐민 처리

에 의해 ERK1/2,JNK1/2의 인산화가 유도되었으나,이들 MAPKs의 약물

학적 억제제에 의해서는 저해되기 보다 오히려 15-PGDH의 발현을 유도함

을 확인하였다. 그리고 이들 MAPKs의 억제제들 단독 처리에 의해

15-PGDH의 발현이 증가됨을 확인하였다. 커큐민의 α,ß-unsaturated

carbonylgroup이 커큐민의 생리활성을 나타나는데 중요하다 알려져 있다.

커큐민의 α,ß-unsaturatedcarbonylgroup중 이중 결합이 제거된 테트라

하이드로커규민(THC)을 RGM-1세포에 처리한 결과 THC는 15-PGDH 발

현을 유도하지 못하였다.본 결과 커큐민의 α,ß-unsaturatedcarbonylgroup

이 15-PGDH 발현에 중요한 역할을 함을 시사한다.
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Ⅰ.서론

COX-2는 위 종양에서 arachidonicacid에서 prostanoid로의 전환에 있

어 중요한 효소이다 (Fig.1).COX-2는 전이 전 단계에서 세포 형성의 장애

와 종양생성을 상승 시킨다 [1-3].COX-2는 성장인자,사이토카인,종양촉

진인자 등에 의하여 유도되어 염증반응 및 병적상태에서 작용하는 프로스타

글란딘을 합성하여 apoptosis가 일어나지 않도록 억제하여 종양 발생을 촉

진시키고 세포의 기질을 분해하는 효소를 활성화 하여 종양침윤을 증가 시

킨다 [4].

PGE₂는 위 세포에서 주요한 프로스타글란딘이고 위 점막 세포의 다양

한 생리적인 요소와 병리적인 기능을 수행 한다 [5].prostanoid인 PGE₂는

angiogenesis(혈관형성),invasion(침윤과정),metastasis(전이)의 조절을

통해서 발암과정을 촉진 한다 [6,7].PGE₂는 암 세포의 세포증식을 유도

하며,apoptosis에 저항성을 갖게 하고,혈관신생 및 침윤과정을 촉진함으로

서,암화과정을 촉진한다.따라서 PGE₂로 조절된 신호전달은 암 예방에 있

어 중요한 지표가 되었다 [8].비정상적으로 증가된 PGE₂레벨은 다양한 암

조직에서 빈번히 관찰되며 위장의 발암과 종양진행에 있어 중요한 화학적

조절 인자 이다 [9,10].종양 조직에서 PGE₂의 양은 PGE₂에 의한 발암

과 종양 진행의 촉진을 결정 짖는 중요한 요인이 될 수 있다 [11].

따라서 COX-2와 PGE₂레벨은 종양과 암 진행에 관련이 높음을 시사 한

다 [12].

15-PGDH는 PGE2의 탈수소화 과정을 통해 13,14-dihydor15-ketoPGE2

를 생성하는데 관여하는 효소로서 PGE₂활성을 상당히 줄여줄 수 있다 (Fig.

2).즉 15-PGDH는 암화과정에 중요한 역할을 하는 PGE₂를 분해하는 효소

로서 최근 종양억제 유전자로 알려져 있다[13].15-PGDH는 암화과정에 중요
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한 역할을 하는 PGE를 분해하는 효소로서 이의 조절기전에 대한 연구들이

끊임없이 진행되고 있다 [14].임상실험에서 대장,폐,유방,전립선 종양에

서 15-PGDH 발현은 36~94%가 감소되어 있었다 [15].발암과 암 진행에서

15-PGDH가 연루되어있음을 보여주는 많은 연구 결과가 제시되었다.이러

한 증거가 될 수 있는 연구로는 위암환자의 65~80%가 15-PGDH 단백질 발

현이 down-regulation되어있음을 immunohistochemistry에 의해서 발견했

다 [16-18].또한 15-PGDH wildtype 마우스에 비해 15-PGDH gene

knockout된 mouse모델에서 대장종양은 두드러지게 증가했다 [19].최근 연

구에서 대장,유방,페 암에서 15-PGDH의 종양 억제 활성을 제안 하였는데

이런 질병에서 15-PGDH는down-regulated 되거나 발현되지 않았고

[20-24],15-PGDH knockoutmice는 대장에서 증가된 종양을 보여주었다

[25].반면에 wild-type에서는 15-PGDH가 과발현 되면서 종양 성장의 감

소를 이끌었거나 폐,유방,그리고 대장 암 mouse모델에서 종양형성을 지

연시켰다 [26,27].이러한 발견은 15-PGDH가 종양 억제자로서의 기능을

한다고 제시한다.

카레의 주원료인 강황 (薑黃; Curcuma longa L.)은 생강과

(Zingiberaceae)에 속하며 인도가 원산지이고 열대아시아지역에서 재배되는

다년생식물이다.뿌리는 한약재로서 혈맥 (血脈)을 소통하여 어체 (瘀滯)를

제거하는 활혈화어약 (活血化瘀藥)이며,카레 (curry)등 착색성 향신 식품원

료,또는 방향건위 (芳香健胃),이담 (利膽),진통제 (鎭痛劑)등 생약으로 사

용하는 약용식물이다 [28].강황은 이용부위에 따라 한약재료 쓰이는데,강

황의 덩이뿌리를 울금 (鬱金)이라고 하고 [29]강황의 뿌리줄기를 강황 (薑

黃)이라고 한다 [30].강황의 주성분은 curcumin,demethoxycurcumin,

bisdemethoxycurcumin등 curcuminoid색소성분과 ar-turmerone,curlone,

ɑ-turmerone,ß-turmerone,bisacumol,zingiberene등 휘발성 정유성분이

다.약리효과는 항염,간장보호,소화기 및 심혈관계에 대한 작용,항혈소판
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응집,혈중지질강하,항산화,항돌연변이,항종양,항균작용 등이며 이러한

약리효과의 주성분은 curcumin으로 알려져 있다 (Fig.3)[31,32].

curcumin (diferuloylmethane)은 polyphenol이며 강황의 화합물이다 (Fig.

4).전통적으로 curcumin은 항종양제로서 약물치료에 효과적으로 사용되었

고 [33],다양한 암 세포에서 세포확산을 저해하고 암 예방을 위해 사용되었

다.[34]또한 동물 모델로 시행한 선행 연구에서는 curcumin으로 인한 대

장,위,식도 암 에서의 화학적 암 예방 효과를 나타내었다.curcumin은 다

양한 인간 암 세포에서 세포확산을 방해하고,암 예방을 위해서 사용되었다.

역학적 조사에서는 카레를 자주 섭취하는 사람들에게서 암의 발병이 적게

나타나고,그 이유가 카레의 주성분인 강황의 curcumin때문임이 밝혀졌다

[35].인도 요리에 tumeric을 많이 사용하는 것이 인도에서 암의 발생률이

낮은 원인으로 보여 진다.curcumin의 암 예방 효과는 광범위하게 연구되고

있고 기존의 연구들도 많이 있다 [36].기존의 연구에서 curcumin이 mice에

서 MNNG에 의해 유도된 종양을 저해하고 rats에서 위암을 저해했다고 보

고하였다 [37].또한 수많은 동물 연구에서는 다양한 조직에서 종양이

curcumin에 의해서 저해되었음이 언급되었다 [38].

다양한 암종에서 종양억제 유전자로서의 15-PGDH의 역할이 제시되고

있음에도 불구하고 아직 명확한 기전과 그 역할에 대해서 일관되게 정립된

논문은 많지 않다.또한 curcumin의 항암효과를 확인한 연구들은 많이 있지

만,curcumin에 의한 15-PGDH의 발현연구는 전무한 실정이다.

따라서 이 연구에서는 강황의 성분인 curcumin의 항염증 효과를 토대로

Rat위 점막세포 RGM-1에서 15-PGDH의 발현이 유도되는지 확인하고 그

분자적 기전을 알아보고자 한다.
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Figure.1.ThePGE₂pathway.
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Fig.2.Roleofthe15-PGDH
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Fig. 3. Schematic showing multiple biological activities of

turmeric/curcumin.
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Fig.4.The chmicalstructure of curcumin,a yellow coloring

ingredientofturmeric.
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Ⅱ.본론

1.연구재료 및 연구방법

1)연구재료

본 연구에 사용한 Rat위 점막 정상 세포주 RGM-1은 가천의대에서 분양받

아 사용하였다.Curcumin과 dihydro-curcumin 은 Cayman Chemicalco.

(Ann Arbor, MI, USA)에서 구매하였다. Dulbecco’s modified

Eagle’smedium (DMEM)과 fetalbovine serum (FBS)는 Gibco BRL

(GrandIsland,NY,USA)에서 구매하였다.15-PGDH 는 CaymanChemical

Co.(Ann Arbor,MI,USA)로부터 구매하였다.Western blotting을 위한

Secondary antibody는 Zymed Laboratiories Inc.(San Francisco,CA,

USA)에서 구매하였고,ECLchemiluminescentkit는 Amersham Pharmacia

Biotech(Buckinghamshire,UK)에서 구매하였다.Bicinchoninicacid(BCA)

단백질 분석 시약은 PierceBiotechnology(Rockford,IL,USA)의 제품을

사용하였다.Polyvinylidene difluoride membranes은 Gelman Laboratory

(AnnArbor,MI,USA)로부터 구매하였다.
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2)세포배양

Rat위 점막 정상 세포주 RGM-1을 10% fetalbovineserum (FBS)과 항생

제가 첨가된 DMEM 배양액을 사용하여,95%의 습도가 유지되는 37℃,

5% CO₂incubator에서 배양 하였다.세포는 2-3일에 한번 씩 계대배양 하

였다.

세포의 stock은 plate의 배지를 제거한 후 PBS로 두 번 세척 후,0.5%

Trypsin을 3ml분주하고 CO₂incubator안에서 약 3분간 incubation시켰

다.3분후에 DMEM배지 3ml을 분주하여 Trypsin의 작용을 멈추고 50ml

cornicaltube에 세포를 모아 1,200rpm에서 3분간 원심분리 해주었다.배지

를 제거한 후 80% FBS와 10%의 DMSO,10% 배지를 첨가하여 Cryotube

에 1ml씩 분주하여 -70℃에서 4시간 동안 보관하였다가 -180℃의 액체 질

소 탱크에 넣어 사용 전 까지 보관 하였다.
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3)MTT assay

Curcumin에 의한 세포의 생존율을 측정하기 위해서 MTT assay를 측정

하였다.MTTassay는 세포의 증식을 측정하기 위한 방법으로 표준 비색분석

법(standardcolorimetricassay)이라고 한다.일반적으로 hemocytometer를 이

용하여 생존 세포수를 세거나 광학밀도 (opticaldensity)를 측정하는 방법이

사용되지만 많은 양을 측정 시 시간과 노력이 필요이상으로 요구되고 부정확

한 결과를 가져올 수 있다.이를 대체하기 위해 개발된 MTTassay는 살아있

는 세포의 미토콘드리아 탈수소 효소작용 (dehydrogenases)에 의하여 노란색

의 수용성 기질인 MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-

tetrazolium bromide,ThiazolylBlueTetrazolium Bromide)를 보라색을 띄는

비수용성의 MTT-formazan결정으로 환원시키는 미토콘드리아의 능력을 이

용하는 검사법으로써 신속하고 정확하게 많은 양의 세포 증식을 측정할 수 있

다.보라색이 진할수록 세포가 많이 살아 있는 것이다.보라색 crystal은 물에

녹지 않기 때문에 DMSO를 넣어야 한다.따라서 formazan을 녹이기 위해

media를 제거하고 넣게 된다.보라색 crystal(formazan)은 DMSO에 용해되고

흡광도 (OpticalDensity)는 500-600nm의 파장에서 최대가 되며,이 파장에서

측정된 흡광도는 살아있는 세포의 수와 직선적인 상관관계를 나타내게 된다.

이 파장에서 측정된 흡광도는 살아있고 대사가 왕성한 세포의 농도를 반영한

다.그러나 측정할 well의 세포의 농도가 너무 낮거나 높은 범위에 있으면 살

아있는 세포의 농도와 흡광도 사이의 직선적인 비례관계가 성립되지 않게 되

므로 최적의 세포농도를 결정하는 과정을 거쳐야 한다.

세포주를 96 wellplate에 300 µl씩 첨가하여 24 시간동안 37℃,CO₂

incubator에서 배양한 후,Curcumin을 각각 0,5,10,15,25µg/ml의 농도

로 제조하여 RGM-1세포에 처리하였다.24시간 동안 배양한 후 배지를 제

거하고 MTT용액을 300 µl 씩 첨가하여 두 시간 동안 배양하였다.
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Formazan을 확인한 후 배지를 완전히 제거하고 well바닥에 형성된

Formazan을 녹이기 위해 300µl의 DMSO를 첨가하고 10분간 녹여준 후

ELISA leader를 이용하여 570nm에서 흡광도를 측정하여 curcumin을 처

리하지 않은 대조군 과 비교하여 세포성장 억제율을 나타내었다.
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4)Reversetranscriptase-polymerasechainreaction(RT-PCR)

curcumin이 단백질 발현뿐만 아니라,mRNA 발현에도 영향을 주는지 알아

보기 위해 RNA를 분리하였다.1~3μg의 RNA에 oligoDT 1μL를 포함하

여 총량이 11μL가 되도록 DEPC (diethylpyrocarbonate)water를 첨가한

후 72℃에서 10분간 incubation하고 여기에 reactionbuffer(5×RT buffer4

μL,2.5µM dNTP4μL)8μL를 첨가하여 42℃에서 2분간 incubation하고,

RT enzyme1μL를 첨가하여 42℃에서 50분,72℃에서 15분간 incubation하

였다.Autoclavewater,band master,10X buffer,dNTP,primerA,B ,

templateDNA,Taqpolymerase를 혼합하여 94℃에서 2분간 1주기를 시행

한 후 94℃에서 30초,50℃에서 30초,72℃에서 30초씩 30주기를 반복 수행

하여 DNA를 증폭하였다.Primers는 reversetranscription을 위해서 사용되

었다: 15-PGDH 5’-GGCATAATCGGATTCACACG-3’ (forward)

5’-CGAGGCCGTGATCTTCATAA-3’(reverse) 그리고 GAPDH,

5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’ (forward)

5’-ACGGATACATTGGGGGTAGG-3’(reverse). Primers는 transcription

을 위해서 사용되었다.증폭된 DNA를 회수하여 1% agarosegel로 전기영

동을 실시하여 결과를 확인하였다.
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5)Westernblotanalysis

Curcumin처리된 RGM-1세포는 60mm dish에서 48시간 동안 배양한 후

cold phosphate-bufferd saline(PBS)와 함께 harvest되었고,lysisbuffer

[50mM Tris-HCl(ph 7.4),150mM NaCl,5mM EDTA,1% NP-40,

proteaseinhibitors]와 함께 1시간 동안 ice안에서 방치되었다.후에 4℃에

서 13,000 g로 15분간 원심분리 하여 상층액을 취하였다.그리고 BCA

proteinassaykit(Pierce;Rockford,IL,USA)를 사용하여 단백질 농도를

결정하였다.단백질 샘플은 12% sodium dodecylsulfate-polyacrylamide

gel로 실시하였고,분리된 단백질을 전기적 방법으로 2시간 동안 200mV에

서 polyvinylidenedifluoridemembrane(GelmanLaboratory,AnnArbor,

MI,USA)으로 transfer한 후,membrane을 blockingbuffer(1XPBS,0.1%

Tween-20,5% skim milk)에 넣고 상온에서 2시간 반응시킨 후 PBST

buffer로 10분간 3번 씩 washing 해주었다.PBST에 3% skim milk 와

1:1000으로 일차 항체를 처리하여 4℃에서 overnight시키고 다시 한번 10

분간 3번씩 PBST로 washing해준 후 anti-rabbit2차 항체를 사용해 2시간

동안 반응 시킨 뒤 ECL시스템을 이용하여 발색시키고 필름에 감광시켰다.
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6)Luciferaseassay

위 정상세포 RGM-1세포는 12wellplate에 배양되었다.배양세포의 밀도가

50%에 도달하였을 때 새로운 배양액으로 교체하고 37℃의 CO2배양기에

두었다가 1시간 뒤에 transfection과정을 시행하였다.Transfection에 사용

할 DNA는 1μg 농도로 Opti-MEM reduced serum medium (Invitrogen

USA)100 μl에 혼합하였다.이 후 lipofectin (Invitrogen,USA)10 μl를

Opti-MEM reducedserum medium (Invitrogen,USA)100μl에 혼합하여

실온에 20분간 두었다.이후 DNA용액과 lipofectin용액을 혼합하여 실온에

서 15분간 두었다.동시에 배양세포를 Opti-MEM reducedserum medium

(Invitrogen,USA)로 세척하였다.마지막으로 Opti-MEM reduced serum

medium (Invitrogen,USA)800μl를 DNA lipofectin혼합액 200μl에 첨가

하여 세포에 가하였다.이후 37℃의CO2배양기에 24시간 동안 두었다가

serum함유 DMEM배양액 1mL로 교환하여 24시간 동안 37℃ 배양기에서

배양하였다.이후 배양된 세포를 PBS 용액으로 2회 세척하고 세포용해액

100μl씩을 가하여 -70℃에서 15초간 두었다.이 후 cellscraper로 세포를

긁어 모아서 얼음위의 microtube에 모았다 13,000rpm에서 2분간 원심분리

한 뒤 상층액을 새로운 micro tube에 옮기고 12 well의 luminometer

microwellplate에 한 well당 20μl를 가하였다.이후 luciferaseassay시약

A와 시약B (BD Pharmingen,USA)를 증류수 10mL씩에 녹여서 Berthold

microplateluminometer(BertholdDetectionSystems,Germany)를 이용하

여 luciferaseactivity를 측정하였다.
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7)통계분석

모든 자료는 평균±표준오차로 나타내었고 One-way ANOVA로 분석 후

p<0.05수준에서 New-mankeuls를 실시하여 유의성을 검증하였다.



- 16 -

2.연구결과

1)RGM-1세포에 대한 curcumin의 세포독성효과

Rat위 점막 정상 세포인 RGM-1세포주에 curcumin을 0,5,10,15,25

µM까지 농도별로 처리한 후 MTT assay를 이용하여 cellviability를 측정

하였다.결과,curcumin의 농도가 높아짐에 따라 RGM-1세포의 viability

가 감소하여,15µM 농도 처리 시에는 50%,20µM 농도 처리 시에는 70%,

25µM농도 처리 시에는 90%의 증식 억제 효과가 나타났다 (fig.5).
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Fig.5.EffectsofcurcuminontheviabilityofRGM-1cells.RGM-1

cellsweretreatedwithindicatedconcentrationsofcurcumin.



- 18 -

2)RGM-1cell에서 15-PGDH의 발현에 대한 curcumin의 영향.

RGM-1세포에 curcumin을 각각 0µM,5µM,10µM,25µM 로 6시간

(Fig.6A),12시간 (Fig.6B)처리한 후 15-PGDH 발현 변화를 Western

blotanalysis를 통해 확인하였다.결과 두 시간 모두에서 Curcumin을 10

µM 처리했을 때 15-PGDH 발현이 최대로 유도되었다.따라서 15-PGDH

발현이 최대로 유도되었던 curcumin 10µM을 선정하여 향후 실험을 진행

하였다.이후 curcumin10μM을 RGM-1세포에 0,3,6,12,24시간 처리

한 결과 6시간 에서 15-PGDH 발현이 최대로 유도됨을 확인하였다 (Fig.

7).이 결과 RGM-1세포에 10μM의 curcumin6시간 처리시 15-PGDH 발

현이 최대로 유도됨을 알 수 있었다.
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Fig.6.Effectsofcurcumin on 15-PGDH expression.RGM-1cells

weretreatedwith5,10,25μM ofcurcuminfor6h(A),12h(B)Actin

was used as an equal lading control for normalization. **p<0.05

***p<0.001.
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Fig.7.Effectsofcurcumin on 15-PGDH expression attheindicated

time.RGM-1cellsweretreatedwith10 μM ofcurcuminfor3,6,12or

24h.Actin was used as an equalloading controlfornormalization.

***p<0.001.
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3)15-PGDH mRNA 발현에 대한 curcumin의 영향

MTT 분석방법 과 Western blotting을 통해 가장 높은 세포 증식 과

15-PGDH 발현을 보인 10μM 농도의 curcumin을 RGM-1세포에 처리하

여 RNA 분리 하여 RT-PCR을 수행하였다.결과 curcumin6시간 처리하였

을 때 15-PGDH mRNA 발현이 최대로 증가하였다 (Fig.8).
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Fig.8.Effects of curcumin on 15-pgdh mRNA expression in

RGM-1cells.Theexpression of15-pgdh mRNA wasdeterminedby

quantitativeRT-PCR.ThelevelofGAPDH mRNA wasused as an

internalcontrol

***p<0.001.
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4）Curcumin에 의한 15-PGDH 조절기전

종양 억제 단백질로써 15-PGDH의 역할이 점차 밝혀짐에 따라,이 단백질

의 발현을 조절하는 기전에 대한 연구들이 이어지고 있다.그 기초적 연구

의 일환으로 15-PGDH의 유전자 구조와 염기서열에 대해 보고되었다.

15-PGDH의 5'-flanking region 2.4kb안에 activating protein-1(AP-1),

cAMP-responsive elementbinding protein (CREB),C/EBP ɑ,ß와,Ets

familymember가 결합 할 수 있는 bindingsite(Fig.9A)가 있고, 이들

전사인자가 bindingsite에 결합함으로서 15-PGDH의 발현이 조절된다.

본 연구에서 curcumin에 의해 유도되는 15-PGDH 발현에 어떠한 전사인

자가 관여하는지 알아보기 위하여 12시간 (Fig.9B)과 24시간 (Fig.9C)동

안 curcumin을 처리한 후 luciferase assay를 실시하였다.Curcumin은

15-PGDH 전체 promoter부위가 들어있는 플라스미드 (-2368)로 변형된 세

포에서 최대의 luciferase활성을 보인 반면,2개의 CREB 와 2개의 AP-1

전사인자가 결합하는 bindingsite가 없는 -1024, 세포에서는 70%의 감소

를 보였다.아울러,2개의 AP-1bindingsite가 소멸된 -388플라스미드와,

이어 Etsbindingsite가 제거된 -203플라스미드에서는 대조군과 거의 비슷

한 luciferase활성을 보였다.본 결과는,curcumin에 의한 15-PGDH 발현에

CREB나 AP-1전사인자가 중요한 역할을 함을 알 수 있다.



- 24 -

5)Curcumin에 의한 CREB,AP-1발현

curcumin에 의해 CREB와 AP-1단백질 발현이 증가하는지 확인해보기 위

해 RGM-1세포에 1,3,6,9시간동안 curcumin10μM을 처리하였다.

결과 curcumin에 의해 CREB와 AP-1패밀리인 c-Jun과 c-Fos의 발현증가

를 확인할 수 있었다 (Fig.10).
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Fig.9.curcumin-induced activation of the 15-PGDH promoter.

(A)A schematic representation ofthe 15-PGDH promoter.(B)RGM-1

cells were co-transfected with 1 μg of15-PGDH promoter deletion

constructs(-2368,-1024,-388and-203)ligatedtoluciferasefor12h(B)

or 24h(C) and cells were lysed with reporter lysis buffer for the

measurement of luciferase activity.Fold induction in the luciferase

activitywasnormalizedtoß-galactosidaseactivity.
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Fig.10.EffectsofcurcuminonAP-1andCREBexpression.
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6)　 curcumin에 의해 유도된 15-PGDH 발현에 대한 항산화제 및

MAPK 저해제의 영향

Curcumin에 의한 15-PGDH 의 발현변화에 mitogen-activated protein

kinases (MAPKs)활성화가 관여하는지 살펴보기 위해curcumin에 의한

ERK,JNK,p38 인산화 정도를 살펴보았다.결과 커큐민에 의한 ERK 와

JNK의 인산화가 증가하다 (Fig.11).

따라서 MAPKs억제제를 처리하였을때 15-PGDH발현이 감소할것 이라는

예상을 하며 MAPKs의 억제제를 처리한 후 15-PGDH발현변화를 Western

blotting을 통해 측정하였다.예상과 다르게 각각의 MAPKs억제제들은

커큐민에 의해 유도된 15-PGDH발현을 더욱 증가시켰고 커큐민을 처리하지

않고 MAPKs억제제 단독 처리로도 15-PGDH발현증가가 관찰되었다

(Fig.12).따라서 커큐민에 의해 유도된 15-PGDH발현에 MAPKs가

관여하지 않는 것으로 생각되어진다.

curcumin이 종양을 발생시키는 활성산소인 ROS를 억제한다는 연구결과를

토대로 ROS의 inhibitor인 항산화 N-acetylcysteine(NAC)를 처리하였다.

하지만 정상세포주인 RGM-1세포주에서 NAC는 15-PGDH 발현에 영향을

주지 못하는 것을 확인하였다 (Fig.13).
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Fig.11.EffectsofcurcuminonMAPKsinRGM-1cells.thecells

were treated with curcumin (10 μM) for indicated time and then

pretreatedwithERK,p-ERK,JNK,p-JNK,p-p38andactinantibody.
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Fig. 12. Effects of MAPKs inhibitors on Curcumin-induced

15-PGDH expression.RGM-1 cells were pretreated with MAPKs

inhibitorssuchasU0126(A)SP600125(B),orSB203580(C)for2hour,

andadditionalcurcumin10μM for6h.Totalcelllysatesweresubjected

toWesternblottingwithanti-PGDH.Thesameblotwasreprobedwith

anti-β-actinasaninternalcontrol.
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Fig.13.EffectsofantioxidentNAConcurcumin-induced15-PGDH

expression.RGM-1cellsweretreated5mM or10mM NACfor2

hour,andtheneitherleftuntreatedortreatedwith10μM curcuminfor6

h.TotalcelllysatesweresubjectedtoWesternblottingwithanti-PGDH

antibody.Thesameblotwasreprobedwithanti-β-actinantibodyasan

internalcontrol.
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7）15-PGDH 발현에 대한 Tetrahydrocurcumin의 영향

Curcumin은 높은 친전자성 α,ß-unsaturatedcarbonyl을 가지고 있는데 이것

은 freesulfhydrylgroups을 가지고 있는 단백질과 반응할 수 있다 [39].그

것은 친자성 파이토케미칼들이 thiylradicals을 올려준다고 알려져 있으며

[40],친전자체에서 유도된 thiylradical은 세포내의 sulfhydyl잔여물과 함

께 상호작용할 수 있다 [41-43].curcumin에 존재하는 α,ß-unsaturated

carbonylgroup은 curcumin의 생물학적 활성을 결정짓는 중요한 부위이다.

curcumin에 의한 15-PGDH 발현에 α,ß-unsaturatedcarbonylmoiety가 관

여하는지 확인하기 위해 RGM-1세포에 α,ß-unsaturatedcarbonylgroup의

이중 결합이 제거된 tetrahydrocurcumin (THC)(Fig.14)을 처리한 결과

curcumin은 15-PGDH 발현을 증가시키는 반면, tetrahydrocurcumin은

15-PGDH 발현을 유도하지 못하였다 (Fig.15).이러한 결과는 curcumin의

α,ß-unsaturatedcarbonylgroup이 15-PGDH 발현에 중요한 역할을 함을

시사한다.
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Fig. 14. The chemical structures of curcumin and

tetrahgydrocurcumin(THC).
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Fig.15.Effectsofcurcuminandtetrahydrocurcumin(THC)on

15-PGDH expression.RGM-1cellsweretreatedwith10μM of

curcuminfor6h.***p<0.001
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Fig.16.Theproposedmechanismsforcurcumin-induced15-PGDH

ExpressioninRGM-1cells.
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Ⅲ.결론 및 고찰

Curcumin을 비롯한 capsicin,resveratrol,EGCG등 과 같은 식이 파이토

케미칼들은 발암의 개시와 촉진단계를 예방하는 것으로 알려져 있다 [44].

Curcumin(diferuloylmethane)은 polyphenol이며 약물학적으로 강황의 화합

물이다. tumeric에서 노란색을 띄는 주요한 curcuminoids는

diferuloylmethane (curcumin), demethoxycurcumin (curcumin II),

bisdemethoxycurcumin(curcuminIII)과 최근에 확인된 cyclocurcumin이다

[45].Curcumin이 발암 예방에 관여한다는 연구 결과들이 다수 보고 되었

다.Curcumin은 대장암 세포에서 AKT 신호경로를 저해하여 p53의 활성을

증가시킴으로서 세포의 증식 억제와 apoptosis를 유도한다 [46].또한 두경

부 암 세포에서는 curcumin에 의해 유도된 apoptosis에 caspase-3활성화가

관여했다 [47]. 본 연구에서는 Rat위 정상세포 RGM-1에서 curcumin에

의한 15-PGDH 발현 증가를 확인하였다.한편,curcumin의 ɑ,ß-unsaturated

carbonylgroup의 이중 결합을 제거한 tetrahydrocurcumin은 15-PGDH 발

현 증가에 영향을 미치지 못하였다.

대부분의 염증 반응은 ERK1/2라 불리는 p44/42 MAPK,JNK,p38

MAPK 가 대표적인 pathway로 알려져 있다 [48].Curcumin은 PMA

anisomycin,UV-C,gammaradiation,TNF 와 sodium orthovanadate와

같은 물질들에 의해 활성화되는 JNK 활성을 저해하였는데,이는 curcumin

이 MAPKKK 또는 이의 상위 신호 분자 활성을 저해함으로써 JNK

pathway에 영향을 준다고 하였다 [49]. Curcumin은 MEKK1-JNK

pathway와 이의 하위 신호전달 분자인 AP-1과 NF-kB signaling을 저해

하였으며, 이는 curcumin의 항종양 및 항암 효능을 설명 할 수 있다

[50].본 연구에서도 MAPK inhibitor에 의해 curcumin에 의해 유도된
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15-PGDH 발현이 저해되지 않았으며,curcumin 처리에 의해 ERK1/2과

JNK1/2의 인산화가 확인 되었기 때문에 curcumin에 의한 15-PGDH발현에

MAPKs 가 관여하지 않는 것으로 사료된다.결론적으로 curcumin이

MAPK signaling에 영향을 미치지 않으면서 15-PGDH를 induction시키는

것으로 사료된다.

cAMPresponseelement-binding(CREB)는 여러 유전자들의 전사조절인자

로 잘 알려져 있고 성장 조절유전자들의 활성화에 관여하며 세포증식,분화 및

생존에 매우 중요한 세포내 인자이다. CBP는 cAMP response

element-binding (CREB)와 adenoviralE1A 의 결합 인자다 [51,52].

CREB는 cAMP response element-binding trasncription factor로,특정

DNA sequence에 결합해 downstream gene의 transcription을 조절한다.

signal이 receptor와 결합하여 유발되는 signaltransductionpathway를 통해

활성화 되며,활성화된 CREB는 CRE region에 결합하여 CBP (CREB

binding protein)를 불러들이고 이를 통해 특정 gene의 활성을 조절한다.

CBP는 다양한 염기서열 특이적 DNA 결합 전사인자들에 대한 활성보조인

자로서 DNA복구,세포성장,세포분화 및 세포사멸 등의 다양한 세포활동에

관여한다 [53].CREB는 CRE(cAMP반응순서,TGACTCA)에 결합하는 단

백질로 CRE를 갖는 유전자 전사는 cAMP농도 상승에 응답하여 유도된다.

CREB는 bZIP구조의 43kDa단백질로 호모 2합체를 형성하여 DNA에 결합한

다.CREB는 인산화효소A에 의해 133번 세린이 인산화 되고,인산화 CREB

는 공활성화인자 CREB 결합단백질에 결합하여 전사를 활성화한다.CRE에

결합하는 단백질은 인산화효소A에 의해 활성화하는 CREB형과 활성화하지

않은 CRE-BP1형으로 나뉜다.이전의 연구에서 CREB의 활성화가 인간 구

강암종 세포주에서 apoptosis를 유도했다 [54].또한 두경부암에서 CREB가

세포사멸에 관여함을 확인했다 [55].

AP-1family는 Jun(c-jun,JunB,JunD),Fos(cfos,FosB,Fra1,
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Fra2),활성 전사 인자 (ATF2,ATF3,BATF)단백질의 homo와 hetero

dimers로 구성되어 있다 [56].이러한 dimerictranscriptionfactors는 TRE,

CRE site에 결합한다 [57].이와 같이 AP-1은 여러 단백질의 재조합으로

구성된다. AP-1 활성 조절은 specific protein kinases 와 몇몇의

transcriptionalcoactivators와 함께 상호작용을 한다.AP-1활성은 종양 진

행과 전이에 관여한다고 알려져 있다.기존의 연구에서 gingerol이 종양세포

에서 AP-1을 활성화시켜 apoptosis를 유도하고,anti-apoptotic단백질의 발

현을 억제하여 cyclooxygenase-2 (COX-2)를 억제한다고 하였다 [58].

curcumin은 AP-1에 의해서 종양 관련 유전자인 TNF-ɑ의 발현을 억제하였

다 [59,60].본 연구에서는 curcumin에 의하여 AP-1 family인 c-Jun,

c-Fos와 CREB의 발현증가를 확인하였다.

결론적으로, 본 연구 결과 curcumin은 CREB 와 AP-1 signaling

pathway를 통해 15-PGDH 발현을 유도하며 이는 curcumin의 새로운 항암

기전으로 제시 될 수 있다.아울러,위암을 비롯한 다른 암의 치료와 예방을

위한 분자적 지표로 써 고려될 수 있을 것이라 사료된다.
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Abstract

Curcumin-induced

15-Hydroxyprostaglandin

dehydrogenaseexpressioninGastric

NormalCell

Ji-Hye,Jang

DepartmentofFood& Nutrition,

TheGraduateSchool,

SungshinWomen'sUniversity

Curcuminisapolyphenolandpharmacologicallyactivecompoundofthe

perennial herb Curcuma longa (commonly known as turmeric).

overproduction ofprostaglandin E₂ (PGE₂)hasbeen reported tobe

implicatedincarcinogenesis.TheintracellularlevelofPGE₂isregulated

not only by its biosynthesis,but also by its degradation process.

15-Hydroxyprostaglandin dehydrogenase(15-PGDH)isthekey enzyme

thatcatalyzesthefirststepinthedegradationofPGE₂.Inthepresent

study,wehaveexaminedthechemoprotectiveeffectsofcurcumininthe



gastricnormalcells(RGM-1).Weobservedthatcurcumin upregulates

15-PGDH expression in gastric normal cells (RGM-1). By using

delectionconstrucsof15-PGDH promoter,wefoundthatCREBorAP-1

isthemostessentialdeterminantfor15-PGDH induction.In contrast,

tetrahydrocurcuminwhichlackstheα,ß-unsaturatedcarbonylgroupfailed

to expression 15-PGDH,suggesting thatthe α,ß-unsaturated carbonyl

groupofcurcuminplaysacriticalroleinRGM-1cells.Theseresults

suggest that curcumin increases 15-PGDH expression through the

activationofCREB/AP-1transcriptionfactor,and15-PGDH maybea

novelgastriccancer.
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도 고마운 마음을 전합니다.

마지막으로 지금까지 저를 믿고 튼튼한 밑거름이 되어주신 부모님, 하늘에

서도 저를 위해 기도해주고 계실 우리 할머니, 가끔씩 용돈으로 날 감동시

키는 지훈이 오빠, 나의 투정까지도 묵묵히 받아준 성환이, 나의 가족 모두

에게 감사의 마음을 전합니다.  

사랑합니다.
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