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Abstract — Fluorouracil (5-FU) is one of the most widely used chemotherapeutic drugs in the treatment of advanced col-

orectal cancer patients. Capsaicin (N-vanillyl-8-methyl-alpha-nonenamide), a spicy component of hot pepper, is a homo-

vanillic acid derivative that preferentially induces cancer cells to undergo apoptosis. The purpose of the present study is to

examine whether capsaicin enhances the anticancer effect of 5-fluorouracil in HT-29 human colon cancer cells by inducing

apoptosis, and whether PPARgamma is involved in the capsaicin action in combination treatment with 5-FU. Treatment of

the cells with either 5-FU or capsaicin alone for 48 h had little effect on the cell viability up to 50 µM concentration, whereas

co-treatment of the cells with capsaicin in the presence of 5-FU for 48 h significantly decreased the cell viability in a con-

centration-dependent manner. In addition, caspase-3 activity, a marker enzyme for apoptosis, was significantly increased by

the combined treatment with 5-FU and capsaicin compared to the 5-FU or capsaicin alone treatment. Also, treatment with

troglitazone, a peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) agonist, further enhanced the effect of the com-

bination treatment on the cell viability and caspase-3 activity, and bisphenol A diglycidyl ether (BADGE), a PPARγ antag-

onist, blocked the effect of the combination treatment. These results suggest that the combination treatment of HT-29 cells

with 5-FU and capsaicin induces apoptotic cell death at relatively low concentration than each drug alone, and the com-

bination treatment may be associated with the PPARγ pathway activation.

Keywords □ 5-fluorouracil, capsaicin, HT-29 human colon adenocarcinoma cells, peroxisome proliferator-activated recep-

tor γ (PPARγ), combination therapy

대장암(colon cancer)은 현재 우리나라 암 발생빈도에서 위암,

폐암, 간암에 이어 네 번째를 차지하는 암으로 최근 단백질이나

동물성지방 섭취의 급격한 증가에 따르는 식생활의 서구화와 더

불어 그 발생빈도가 크게 늘어나고 있다.1)

5-Fluorouracil(5-FU)은 대장암을 포함하여 소화선암, 비뇨생

식기암, 피부암, Hodgkin병, 임파육종 등과 같은 다양한 고형암

치료에 널리 이용되는 약물이다.2) 5-FU는 thymidylate syn-

thetase를 억제하여 DNA 합성을 억제하는 항대사성 항암제로서

DNA 복제는 물론 RNA에 의한 단백질 합성을 억제하고, 세포막

기능 억제 등의 작용을 나타낸다.3) 그러나, 다른 항암제들과 마

찬가지로 5-FU는 표적효소 thymidylate synthase(TS)의 과발현

과 약물의 대사 관련 효소, 세포주기 조절 및 세포 사멸에 관련

된 인자들의 변화등 고유 내성 및 유도 내성의 발현에 인한 감

수성의 저하로 약물의 효율성이 떨어진다고 알려져 있다.4) 암세

포의 5-FU에 대한 반응율은 20~35% 정도로 낮다. 이런 5-FU

의 감수성 저하를 극복하기 위한 일환으로 DNA의 탈메틸화 또

는 히스톤의 탈아세틸화 저해제 등을 이용한 유전자의 불활성화,

화학요법과의 병용 사용에 대한 연구가 진행되고 있다.5-7) 뿐만

아니라, 다른 항암제와의 병용(예, cisplatin, mitomycin C, DTIC,

methotrexate, doxorubicin) 투여시에도 단독 투여시보다 뚜렷한

효능의 차이를 보이지 않는다고 알려져 있다.8) 따라서, 새로운

기작의 화합요법제(Chemotherapeutic agent)를 발굴하여 5-FU

와 병용시 항암 효능을 획기적으로 높이고자 하는 연구가 진행

되고 있다.5,6)

Capsaicin(8-Methyl-N-vanilyl-6-nonenamide)은 homovanillic

acid 유도체로서 고추의 매운 맛을 가진 성분이다. Capsaicin의
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고용량 섭취는 위암의 발생을 촉진하는 위험 인자로 보고되었으

나 최근에는 capsaicin의 위장보호효과 및 암세포 사멸 유도 효

과에 대한 연구결과가 발표되고 있다.9,10) Capsaicin은 여러 종류

의 형질 변환 세포주의 성장 억제와 leukemia, stomach cancer,

glioblastoma, neuroblastoma와 같은 암세포에서 apoptosis 유도

효과를 나타냄이 보고되었다.11-14) 또한, Kim 등은 capsaicin의

대장암 세포 사멸 작용은 peroxisome proliferator-activated

receptor gamma(PPARγ) pathway를 경유하여 apoptosis를 유도

한다고 발표하였다.15)

PPARγ는 steroid receptor superfamily에 속해있는 ligand-

activated nuclear hormone receptor의 α, γ, δ의 3개의 subtype

중 하나이며, 지방 세포의 분화와 당 대사에 관여할 뿐 아니라,

세포 증식과 염증 반응의 조절에도 관여한다. 또한, PPARγ는 악

성 조직에서 광범위하게 발현되고 있으며, PPARγ ligand들이 암

세포의 성장 저해와 대장암, 유방암 등 암세포의 괴사를 유도한

다고 보고되고 있다.16)

이에 본 연구에서는 인체 대장암에 항암효과가 있다고 알려진

고추의 매운 성분인 capsaicin이 5-FU와 병용하였을 때의 암세

포 사멸 효능 여부 및 그 작용 기전에서 PPARγ과의 관련성을

조사하고자 하였다.

실험방법

시약

본 실험에 사용한 fetal bovine serum(FBS)와 penicillum/

streptomycin(PS), RPMI1640 배지는 Hyclone사(Rockville,

MA, U.S.A.)에서 구입하였다. Trypsin solution, 3-[4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT),

sodium pyruvate, dimethyl sulfoxide(DMSO), capsaicin, 5-

fluorouracil(5-FU) salt powder는 Sigma사(St. Louis, MO,

USA)에서 구입하였다.

세포배양(Cell culture)

HT-29 사람 대장 상피세포는 10% FBS, 1% penicillin/

streptomycin(PS), 10 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethane-

sulfonic acid(HEPES), 1 mM sodium pyruvate, 1.5 g/l sodium

bicarbonate가 함유된 RPMI1640 배지로 37oC, 5% CO2 조건 하

에서 배양하였으며, 세포가 배양 flask에 80% 이상 자라면 1 : 4

의 비율로 계대하면서 본 실험에 사용하였다.

세포 생존율 측정(MTT assay)

HT-29 세포를 96 well plate에 1×105 cells/cm2 농도가 되게

배양한 후 시료들을 처리하였다. 일정시간 처리 후에 3-[4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT) 5

mg/ml 용액을 각 well에 처리하여 37oC에서 4시간 동안 반응시

켰다. 배지를 제거한 후 dimethyl sulfoxide(DMSO)를 넣어 형성

된 formazan 크리스탈을 녹여서 540 nm의 파장에서 microplate

reader(Molecular Devices, VersaMAX, U.S.A.)를 이용하여 흡광

도를 측정하였다.

Caspase (cysteinyl aspartate-specific proteinases)-3

activity assay

Caspase-3 활성은 Apoalert caspase colormetric assay kit

(BD Bioscience, CA, USA)로 측정하였다. 즉, cell lysate에 50

µM DEVD-pNa, caspase-3 substrate가 포함되어 있는 10 mM

DTT를 혼합하여 37°C에서 1시간 동안 반응시킨 다음 pNA의

enzyme-catalyzed 방출을 405 nm의 파장에서 microplate reader

를 이용하여 흡광도를 측정하였다.

실험결과 및 고찰

항암제 5-FU와 천연성분 capsaicin의 병용에 의한 암세포독성

증가 효과

사람 대장암 세포 HT-29에 capsaicin과 5-FU를 농도별로 각

각 2일 또는 6일간 처리하여 세포 생존율을 조사한 결과(Fig. 1),

capsaicin 또는 5-FU 각각을 48시간 동안 처리한 경우 50 µM 농

도까지 세포 생존율에 큰 영향이 없는 반면, 5-FU를 6일간 지속

적인 처리를 하였을 경우에는 10 µM 농도에서도 세포 생존율이

40% 이하로 감소하는 것으로 나타났다.

Capsaicin과 5-FU의 약물간의 병용효과를 조사하고자, 5-FU

Fig. 1 − The Effect of 5-FU or capsaicin alone on the viability of HT-

29 cells. Cells treated for 2 days and 6days with 5-FU and

2 days with capsaicin were analysed for viability by MTT

assay. The data represent the mean±SEM of three

independent experiments.
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와 capsaicin을 병용하여 48시간 처리한 후 세포 생존율을 측정

하였다. 5-FU 단독 처리에서 50 µM 농도까지 80% 이상 유지되

던 세포 생존율이 capsaicin과의 병용 처리시에는 세포 생존율이

농도의존적으로 현저히 저하되었다(Fig. 2). 이러한 결과는 천연

성분 capsaicin이 항암제 5-FU의 세포 독성을 상승시킬 수 있음

을 나타내 주는 것이다.

Capsaicin과 5-FU 병용에 의한 세포 독성이 apoptosis에 의한

Fig. 4 − The effect of troglitazone and BADGE on the viability of 5-

FU and capsaicin co-treated HT-29 cells. Cells were

treated with or without troglitazone (50 µM) or BADGE

(50 µM) in the presence or absence of 5-FU (10 µM) and

capsaicin (50 µM), for 48h. Cell viability was measured by

MTT assay. The data represent the mean±SEM of three

independent experiments. *P<0.05, compared to control,
#P<0.05, compared to combination treatment.

Fig. 2 − The Effect of combinated treatment with 5-FU and

capsaicin on the viability of HT-29 cells. Cells treated with

5-FU either alone or 5-FU and capsaicin for 2 days were

analysed for viability by MTT assay. The data represent the

mean±SEM of three independent experiments.

Fig. 3 − Time dependent activation of caspase-3 by 5-FU, capsaicin,

and combined treatment with 5-FU and capsaicin in HT-29

cells. Cells were incubated with 5-FU (10 µM) alone or in

the presence of capsaicin (50 µM) for each designated time.

The caspase-3 activity was determined using a caspase-3

assay kit. The data represent the mean±SEM of three

independent experiments. *P<0.05, compared to control.

것인지 확인하기 위해 apoptosis 유도의 결정적 marker 분자로

잘 알려진 caspase-3의 활성을 측정하였다.17,18) Capsaicin 단독

처리의 경우, 시간 의존적으로 caspase-3의 활성이 증가 되었으

나, 5-FU 단독 처리의 경우, caspase-3의 활성에 유의한 효과를

발휘하지 못하였다. Capsaicin과 5-FU의 병용 처리의 경우, 각

약물 단독 처리의 경우 보다 caspase-3 활성이 더욱 증가됨을 확

인하였다(Fig. 3).

항암제 5-FU와 capsaicin 병용 효과에서 PPARγ의 역할

Capsaicin의 대장암 세포 사멸 작용이 PPARγ를 경유한다고 보

고된 바 있는 것처럼13) HT-29 대장암 세포에서 5-FU와 capsaicin

의 병용에 의한 세포 사멸 증가 효과가 PPARγ ligand를 경유하

여 나타나는지를 조사하기 위해, PPARγ agonist인 troglitazone

과 PPARγ antagonist인 BADGE를 전 처리한 후 세포 사멸 효

과를 측정하였다. PPARγ ligand들이 암세포의 성장 저해와 대장

암, 유방암 등 암세포의 괴사를 유도한다는 기존의 보고14)와 마

찬가지로 본 연구에서도 troglitazone의 경우 단독 투여가 HT-

29 암세포의 생존율을 감소시키고(Fig. 4), caspase-3 활성은 증

가시키는 작용을 나타내었다(Fig. 5). Troglitazone의 전 처리는

세포 생존율에 대한 5-FU와 capsaicin의 병용 효과를 증가시키

는 반면, PPARγ antagonist인 BADGE의 전 처리에 의해서는 5-

FU와 capsaicin의 병용 효과가 약화되는 것으로 나타났다(Fig.

4). 뿐만 아니라, caspase-3 활성에 대한 5-FU와 capsaicin의 병
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용 효과가 troglitazone에 의해 더욱 증가하고, BADGE에 의해

서는 그 병용 효과가 차단됨을 확인하였다(Fig. 5). 이는 5-FU와

capsaicin의 병용에 의한 암세포 사멸효과는 PPARγ 경로를 경유

하여 진행됨을 의미한다.

결 론

5-FU는 thymidylate synthase 효소를 억제하여 세포내 뉴클레

오타이드 생합성을 방해함으로써 암세포의 증식을 저해하는 항

암제로 여러 종류의 암 치료에 널리 쓰이고 있으나, 그 부작용

또한 크다고 알려져 있다. 본 연구에서는 세포 생존율 및 caspase-

3활성에 큰 영향이 없는 저용량의 5-FU를 capsaicin과 병용 처

리 하였을 경우에 농도의존적으로 세포 독성 및 caspase-3 활성

증가가 유도됨을 확인하였다. 뿐만 아니라, 5-FU와 capsaicin의

병용 효과는 PPARγ 경로를 경유하여 나타남을 확인하였다. 이

상의 연구결과는 저용량의 항암제와 암세포 사멸작용이 있는 천

연성분을 병용함으로써 항암제의 부작용 발현을 낮추는 동시에

효율적인 암세포 사멸 효과를 발휘하는 효과적인 항암 병용요법

제로서의 가능성이 큼을 의미한다.
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