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참그물 바탕말 추출물에 의한 Wnt/β-Catenin 신호전달체계 저해

조문주․오상택*

인제대학교 약물유전체연구센터

Inhibition of Wnt/β-Catenin Pathway by Dictyota dichotoma Extract. Munju 
Cho, Sangtaek Oh*. PharmacoGenomics Research Center, Inje University, Busan 614-735, Korea

Abstract Abnormal activation of the Wnt/β-catenin pathway and subsequent up-regulation of 
β-catenin response transcription (CRT) are associated with the development of colon cancer. Thus, 
the Wnt/β-catenin pathway is an attractive target for chemoprevention and treatment of this cancer. 
In this study, we used a cell-based screen to identify a methanol extract of Dictyota dichotoma 
(EDD) that suppresses the Wnt/β-catenin pathway without altering the level of β-catenin protein 
and reduces the expression of cyclin D1, which is a known β-catenin/T cell factor (TCF)-dependent 
gene. EDD inhibited the growth of various colon cancer cells. Our findings suggest that EDD 
can potentially be used as a chemopreventive agent against colon cancer.
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서 론

Wnt/β-catenin 신호전달체계는 세포의 분화, 발
생, 증식 및 암의 형성에 중요한 역할을 한다 

[10,14,16]. Wnt/β-catenin 신호전달체계의 조절은 

세포 내의 β-catenin 단백질의 양에 결정되며 이러

한 세포내 β-catenin 단백질의 양은 β-catenin N-말
단 부위의 인산화와 밀접한 관계가 있다. Wnt 리간

드 단백질이 세포 외에 존재하는 경우, Wnt가 수용

체인 Frizzled와 보조 수용체인 LRP5/6 (lipoprotein 
receptor-related protein 5/6)의 복합체에 결합함으로

써 세포내의 신호전달이 시작한다. 수용체와 결합

한 Wnt 단백질은 dishevelled (Dsh)를 활성화 시키

고 활성화된 Dsh 단백질은 GSK-3β의 활성을 저해

함으로서 β-catenin이 proteasome에 의해 분해되는 

경로로 진행되는 것을 저해함으로서 β- catenin의 

세포 내 농도를 증가시킨다 [3,11,18]. Wnt 리간드

가 없을 시에는 세포 내에 존재하는 β- catenin 단
백질이 casein kinase 1 (CK1)/Axin/ adenomatous 

polyposis coli (APC)/glycogen synthase kinase-3β 

(GSK-3β)로 구성되어 있는 단백질 복합체에 의해 

β-catenin의 Ser45이 먼저 인산화 되고 이로 인하여 

β-catenin의 41, 37, 33 serine/ threonine 잔기가 순차

적으로 인산화 된다 [4,5,12, 13,15]. 33, 37 Ser잔기

가 인산화 되어진 β-catenin은 β-TrCP (β-transducin 
repeat-containing protein)에 의해서 유비퀴틴표지

(ubiquitylation)가 되고 이는 proteasome에 의해 분

해된다 [1,17]. 
대장암은 전 세계적으로 3번째로 많이 발생되는 

암으로서 매해마다 약 100,000 여명의 새로운 환자

가 발생하고 있다. 대장암은 Wnt 신호전달체계의 

주요 단백질인 adenomatous polyposis coli (APC) 또
는 β-catenin의 유전자 변이와 밀접한 관계가 있음

이 보고되었다 [4,12,15]. APC 또는 β-catenin의 변

이에 의해 세포내에 β-catenin의 양이 증가하게 되

고 증가된 β-catenin이 핵으로 이동하여 전사인자

인 TCF4와 결합하여 oncogene으로 알려져 있는 

c-myc, cyclin D1, MMP7, PPAR-γ 등의 발현을 활
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성화시켜 암으로의 전이가 일어난다 [6,7,20,21]. 그
러므로 Wnt/β-catenin 신호전달체계의 효과적인 억

제는 암예방과 대장암 치료를 위한 중요한 표적이 

된다.
본 연구에서는 세포기반 초고속 스크리닝 기법을 

사용하여 Wnt/β-catenin 신호를 저해하는 참그물 바

탕말 추출물을 발굴하였다. 참그물바탕말 추출물은 

β-catenin reponse transcription (CRT)를 농도 의존적

으로 저해할 뿐 아니라 β-catenin의 표적 유전자인 

cyclin D1의 발현을 감소시킴으로써 대장암의 성장

을 억제한다.

재료 및 방법

세포배양, 플라스미드, transfection, luciferase
분석

실험에 사용한 HEK293, Wnt3a를 분비하는 L 세포

주, HCT116, SW480, HCT15, DLD-1 세포주들은 

American Type Culture Collection(Roville, MD, USA)
로부터 분양 받았다. 세포배양에 필요한 배지 

Dulbecco’s modified Eagles medium(DMEM)과 배지

에 첨가하는 항생제 (120 μg penicillin/ml, and 200 
μg streptomycin/ml) 및 우태아 혈청(fetal bovine se-
rum)은 Hyclone (Logan, UT) 제품을 사용하였다. 
Wnt3a를 분비하는 L 세포주는 10%의 우태아 혈청이 

포함된 DMEM 배지를 사용하여 4일간 배양한 후, 
배양액을 모아 0.22-mm 필터로 멸균하였다. 신선한 

배지를 첨가 후 3일간 더 배양 후, 배양액을 모아 

이전의 배양액과 혼합하였다. 인간 Frizzled cDNA는 

PCR 방법을 이용하여 SW480 cDNA (Clontech) 로부

터 합성한 후 pCDNA3.1 (Invitrogen) 에 클로닝하였

다. pTOPflash reporter 플라스미드는 Upstate bio-
technology (Lake Placid, NY, USA) 에서 구입하였다. 
Transfection은 Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 의 사

용 설명서를 참고하여 수행하였다. Luciferase 분석

법은 dual luciferase assay kit (Promega)를 사용하여 

수행하였다. 

해조류 추출물

2004년 2월부터 4월까지 제주도 해안에서 제주 대

학교 해양 과학학부에서 2004년 2월부터 4월까지 제

주도 해안에서 수집된 해양 조류 126종을 연구에 사

용하였다. 조류는 깨끗이 한 후, 동결 건조 시키고 

미세한 가루로 만들었다. 가루로 된 샘플 (1g) 은 

80% 메탄올과 함께 24시간 동안 실온에서 계속적으

로 흔들어 추출하였다. 메탄올 추출물은 진공 농축

기를 이용하여 40˚C에서 농축 시키고 4˚C에 보관하

였다. 

세포기반 탐색

HEK293 reporter 세포주는 HEK293 세포주에hFz-1
와 TOPFlash를 발현하는 플라스미드를 동시에 trans-
fection한 후, G418을 포함하는 배지를 사용하여 확

립하였다. 세포들은 96well plate에 1.5×105/㎖으로 분

주하여 배양하였다. 24시간 배양 후에 Wnt3a CM 배
지를 첨가하고 각 well에 추출물을 첨가하였다. 15시
간 후에 firefly luciferase 활성과 cell viablilty를 분석

하였다. 

Western blot 분석

세포질과 핵 분리액은 이전에 기술된 것과 같은 

방법으로 준비하였다. 단백질은 4-12% gradient 
SDS-PAGE (Invitrogen) 을 이용하여 분리하고 nitro-
cellulose membrane에 옮겼다 (Amersham Bioscience). 
Membrane 5% 탈지 분유로 blocking 시킨 후 일차 

항체인 anti-β-catenin (Santa Cruz Biotechnology), an-
ti-cyclinD1 (Santa Cruz Biotechnology), anti-actin 
(Cell signaling) 을 처리하였다. 일차 항체 처리 후 

TBS-T로 5회 씻어내고, 이차 항체인 anti-rabbit 
IgG-HRP(Santa Cruz Biotechnology) 또는 anti-mouse 
IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology) 처리하였다. 밴
드는 ECL detection system (Santa Cruz Biotechnol-
ogy) 을 사용하여 확인하였다. 

세포 성장억제 분석

세포 배양용 96well plate에 각 암세포주를 적정량 

분주하고 24시간 동안 안정화 시킨 후 참그물 바탕

말 추출물을 적정량 처리하고 48시간 동안 배양하였

다. Cell titer-Glo kit (Promega) 를 사용하여 cell viabl-
ity를 측정하였다.
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미치는 영향을 관찰하였다. 세포주를 다양한 농도

의 참그물 바탕말 추출물과 함께 배양한 후 세포 생

존능을 측정한 결과 참그물 바탕말에 의해 대장암 

세포주들의 증식이 효과적으로 저해됨을 관찰할 수 

있었다 (Fig. 3B).
기존의 연구를 통하여 Wnt/β-catenin 신호전달체

계의 주요 인자 (APC, β-catenin)의 변이는 β-catenin 
response transcription (CRT)을 증가시킬 뿐 아니라 

대장암 및 흑생종과 같은 암의 발병과 밀접한 관련

이 있음이 보고었다 [4,8]. 본 연구에서 Wnt/β
-catenin 신호전달체계가 참그물 바탕말 (Dictyota di-
chotoma) 추출물에 의해 저해됨을 밝혔다. 또한 참

그물 바탕말 추출물은 GSK-3β에 비의존적이고 세

포내 β-catenin 단백질 수준에 영향을 미치지 않고 

CRT를 감소시킴을 확인할 수 있었다. 참그물 바탕

말 추출물의 처리에 의해 β-catenin/ TCF에 의해 조

절되는 유전자 중의 하나인 cyclinD1의 발현을 저해

하였다. 게다가 참그물 바탕말 추출물은 다양한 대

장암의 증식을 저해 하였다. 대부분의 암세포들은 

암 억제 인자인 p53에 변이를 가짐으로서 항암제에 

대한 내성을 가진다. 참그물 바탕말 추출물은 정상 

p53 (HCT116) 와 변이 p53 (SW480) 을 가진 대장암 

세포주 증식을 모두 억제하였다. 더욱이 항암 치료

에 심각한 문제를 일으키는 다재내성 (multidurg-re-
sistant)을 가진 대장암 세포주 (HCT15)의 성장을 효

과적으로 저해하였다. 이상의 결과들을 통해 참그물 

바탕말 추출물이 대장암을 포함하는 새로운 암예방 

치료제로 사용될 수 있을 것이다.

요 약

Wnt/β-catenin 신호전달계의 비정상적인 활성화는 

β-catenin response transcription (CRT)를 증가시킬 뿐 

아니라 대장암의 발생과 밀접한 관련이 있다. 따라

서 Wnt/β-catenin 신호전달계는 대장암에 대한 항암

제 개발 및 대장암 치료에 중요한 표적이 된다. 본 

연구에서는 세포기반 초고속 스크리닝 기법을 사용

하여 Wnt/β-catenin 신호를 저해하는 참그물 바탕말 

추출물을 발굴하였다. 참그물 바탕말 추출물은 세포

내 β-catenin 단백질 수준에는 영향을 미치지 않았으

며 β-catenin/TCF에 의해 조절되는 유전자 중의 하나

인 cyclin D1의 발현을 저해하였다. 또한 참그물 바

탕말 추출물은 다양한 대장암의 증식을 저해하였다. 
본 연구의 결과들로부터 참그물 바탕말 추출물이 잠

재적으로 대장암을 포함하는 새로운 암 예방 및 치료

제로 사용될 수 있을 것이다.
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