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향나무 추출물의 Galectin-3저해에 의한 암 전이 억제 효과
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Abstract

The purpose of this study was to examine the anti-metastatic effect of Juniperus chinensis extract by inhibition of 

galectin-3 expression. For this study, we carried out the experiment of galectin-3 expression assay and in vivo metastasis 

mouse model bearing colon 26-M3.1 lung carcinoma, and also MMP-1, MMP-2 and MMP-9 inhibitory assays relating 

metastasis mechanism. J. chinensis extract significantly showed the inhibitory effect of basal expression and MNNG-induced 

expression of galectin-3 in colon 26-M3.1 lung carcinoma at the all tested doses (5, 50 and 500 ㎍/㎖). In case of the inhibition 

of MMP-1, MMP-2 and MMP-9, the weak activity was showed at the doses of 50 and 500 ㎍/㎖ and was not detected 

at the dose of 5 ㎍/㎖. However, J. chinensis extract significantly showed the anti-metastatic activity on mouse mode bearing 

colon 26-M3.1 lung carcinoma. Therefore, this study strongly suggests that J. chinensis is a potent inhibitor of galectin-3 

expression, and holds great promise for use in inhibiting metastasis induced by elevated expression of galectin-3.
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서 론   

Galectin은 일반적으로 베타갈락토오스에 결합성을 갖는 

티올 요구성 렉틴이다(Gabius 1997). 다양한 척추 조직으로

부터 분리된 β-갈락토사이드-결합단백질의 아미노산 서

열의 상동성을 비교함으로써 정의되었으며, β-갈락토사이

드-결합 렉틴이며, 해면동물로부터 선충, 사람 등 포유류의 

동물 조직에서 조직 특이적 발현 단백질로 발견되고 있다

(Hughes 1999). 현재까지 galectin은 9종류가 밝혀져 있으며, 

분자량의 범위는 약 14～36 kDa로 모노머 또는 다이머 형태

로 존재한다. Galectin은 동물의 세포외기질(ECM; extracellular 

matrix) 중 암의 전이와 밀접한 관계를 가지는 라미닌(laminin)

에 대해 높은 친화력을 가지고 있어서(Woo 등 1990; Woo 

등 1991), 세포의 성장, 분화, 배발생(embryogenesis), 세포-

세포 및 세포-기질 상호작용, 종양 세포의 전이에 관여하는 

것으로 알려져 있다.  또한 세포와 세포 또는 세포와 기질 

사이의 결합에도 중요한 역할을 하고 있을 뿐 아니라, 세포

의 소멸(apoptosis)에도 관여한다고 알려져 있다(Plzák 등 

2001; Yang 등 1996). 

최근 연구에 의하면, breast carcinoma, chordoma, thyroid 

carcinoma 및 기타 고형암에서 galectin-3의 수준이 상승되어 

있어, 이는 치료 및 진단의 marker로 사용이 가능한 것으로 

보고되어 있다(Coli 등 2002; Juliao 등 2002; Song 등 2002). 

Galectin-3은 많은 종류의 암세포 형성 및 전이와 관련하여 그 

자체의 단백질 발현 및 mRNA 수준에 아주 밀접한 관련을 가

지고 있는 것으로도 이미 널리 알려져 있다(Honjo 등 2000; 

Nakamura 등 1999; Plzák 등 2001). 따라서 galectin-3 발현의 

억제는 암세포의 침윤(invasiveness) 및 전이(metastasis)을 억
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제할 수 있다(Bresalier 등 1998; Honjo 등 2001; Yoshii 등 2001). 

이외에 암세포의 침윤과 원발 병소 부위로부터 전이하는데 

있어서 중요한 역할을 하는 효소들 중에서 MMP-2와 MMP-9

가 기저막의 분해에 핵심적인 역할을 하는 것으로 알려져 

있다(Azzam 등 1993; Tester 등 2000). 따라서 MMP-2와 MMP-9

의 억제 역시, 암세포의 침윤을 매개하는 세포외기질의 파

괴를 막기 위해 필수적이라고 할 수 있다. 최근 연구에 의

하면 여러 종류의 암 진행 단계에서 MMP-1이 과발현되어 

있으며, 특히 유방암, 간암, 대장암 및 위암 등에서 전이에 

주요한 역할을 하며(Kim 등 2010), MMP-1의 과발현의 상

위 단계의 관련 단백질로는 galectin-3인 것으로 보고되었다

(Kim 등 2011). 즉, galectin-3의 발현은 암세포 표면의 PAR-1 

(protease activated receptor-1)과 MMP-1이 발현되어 암세포

의 침윤 및 전이에 관여하는 것으로는 것으로 나타나, 

MMP-1의 과발현과 galectin-3이 암세포의 침윤 및 전이에 

주요한 역할을 하는 것으로 보고되었다. 따라서 galectin-3

의 저해는 암 전이에 유효할 것으로 판단되며, 최근 천연물 

성분으로 galectin-3을 저해하는 성분으로는 epigallocatechin 

gallate, citrus pectin 유도체 및 curcumin이 보고되었다(Dumić 

등 2002; O'Brien & Kay 2011).

향나무(Juniperus chinensis)는 측백나무과(Cupressaceae)

에 속하는 상록수로서 20 m 정도까지 자라며, 한국, 일본 

및 중국 등의 아시아 지역에 분포되어 있고, 중국에서는 

잎을 이용하여 풍한, 감기 및 류마티스 관절염의 관절통, 

담마진 등에 사용되고 있다(Bae 2000). 국내에서는 향나무

의 심재를 고혈압, 곽란, 심복통에 사용되어 왔다(Yook 

1981). 최근에 알려진 향나무의 생리활성효과로는 항산화, 

항암 및 항비만 효과가 알려져 있다(Bae 등 2005; Kim 등 

2008; Lim 등 2002). 이러한 생리활성을 나타내는 성분으로

는 cedrol, quercetin, isoquercetin, naringenin, taxifolin, aromadendrin, 

deoxypodophyllotxin, catechin, epicatechin, myricitrin 및 hinokiflavone 

등이 알려져 있다. 성분별 주요 활성으로 cedrol은 진정작

용(Kagawa 등 2003), 항암(Ali 등 1996; Jin 등 2012; Loizzo 

등 2008) 및 항균(Manter 등 2007) 활성을 가지고 있으며, 

deoxypodophyllotxin은 전이 및 혈관형성에 관련되는 matrix 

metalloproteinases(MMP-9와 MMP-2)에 대한 저해 활성을 갖는 

것으로 알려져 있다(Suh 등 2009). 그 밖의 quercetin, isoquercetin, 

naringenin, taxifolin, aromadendrin, catechin, epicatechin, myricitrin 

및 hinokiflavone 등의 성분들은 항산화 활성을 갖는 것으로 

보고되어 있다(Moon 등 2000; Lim 등 2002; Bae 등 2005; 

Woo 등 2005).

본 연구에서는 galectin-3의 저해제 탐색을 위하여 향나무 

추출물에 대한 galectin-3 저해효과를 측정하였고, 이 galectin-3 

저해에 의한 전이억제효과를 측정하였다.

재료 및 방법

1. 향나무 추출물 조제

향나무는 2010년도에 전남생약농업협동조합(화순, 전남)

에서 향나무 잎과 줄기를 구입하였다. 잎과 줄기 10 ㎏을 세

절하여 정제수로 세척 후 30ℓ의 ethanol(99%)을 가하여 70℃

의 온도에서 환류조건하에서 12시간 추출을 3회 반복하여 추

출 및 감압농축(R-205, Buchi, Switzerland)한 후, 동결건조

(ALPHA 1-2, Christ, Germany) 하여 향나무의 추출물(수득량, 

590 g)을 수득하였다. 이 추출물은 4℃에 보관하였으며, 사용 

시 DMSO에 녹여 시료로 사용하였다. 

2. Galectin-3 저해

Galectin-3 저해활성평가는 Dumić 등(2002)의 방법을 이용

하였다. 시료 처리 24시간 전에 colon 26-M3.1 lung carcinoma

을 tissue culture dishes(60×15 ㎜)에 접종하여 배양하였고, 양

성대조 저해제인 MNNG(N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine) 

5 μM과 향나무 추출물을 5, 50 및 500 ㎍/㎖각각 처리하여 

24시간 동안 노출시켰다. 24시간 노출 후 세포를 수집하여 

lysis(1% Triton X-100 in 5 mM Tris/HCl, pH=8.0, 15 mM NaCl, 

2% Na-azide, 2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride) 시켰다. SDS- 

PAGE(12% polyacrylamide gel) 전개 후, western-blot을 실시하

여 galectin-3의 저해 정도를 측정하였다. Galectin-3 검출을 위

하여 anti-galectin-3 antibody(culture supernatant from hibridoma 

M3/38)는 3% BSA 함유된 TBS buffer에 1:50로 희석하여 사용

하였고, alkaline phosphatase-labeled secondary antibody로는 TBS 

buffer에 1:2,000으로 희석한 goat anti-rat IgG을 이용하였다. 

단백질의 확인 용액은 0.02 g/ℓ 5-bromo-4-chloro- 3-indolyl 

phosphate 및 0.04 g/ℓ nitro-blue tetrazolium이 함유된 0.05 M 

Tris/HCl(pH=9.5)으로 하였다. 단백질의 양은 UMAX Astra 610P 

Scanner(optical resolution, 300×300 dpi)로 측정하였다.

3. MMP-1, -2 및 -9 효소활성

MMPs 효소 활성 측정은 MMP-1, -2 및 -9 assay kit(BIOMOL, 

PA, USA)의 방법에 따라서 측정하였다. 즉, 68 ㎕의 반응

buffer와 시료 2 ㎕가 담겨 있는 well에 20 ㎕의 MMPs을 첨가

하여 37℃에서 60분간 반응하였다. 반응 후, thiopeptolide 기

질 20 ㎕를 첨가하여 37℃에서 60분간 반응한 후, 405 ㎚ 

(Microplate reader 3550, Bio-Rad, CA, USA)에서 측정하였다. 

양성대조약물로는 N-isobutyl-N-(4-methoxyphenylsulfonyl)glycyl 

hydroxamic acid(NNGH)를 사용하였고, 농도는 1.3 μM으로 

하였다. 

4. 암 전이 억제 측정
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암 전이 억제효과는 colon 26-M3.1 lung carcinoma를 이용

한 BALB/c 마우스 종양 전이 모델을 이용하였다(Sung 등 2006). 

즉, 시료 투여 24시간 전에 colon 26-M3.1 lung carcinoma 세포

(1×105 cell/mouse)를 정맥주사하였고, 향나무 추출물을 1, 10 

및 100 ㎎/㎏을 경구로 2일 간격으로 1회씩 총 3회 투여하였

다. 양성대조군으로 광범위한 MMP 저해제인 NNGH 2 ㎎/㎏, 

음성대조군으로 MMP-2 stimulator인 relaxin 1 ㎎/㎏을 복강으

로 2일 간격으로 1회씩 총 3회 투여하였다. 또한 향나무 추출

물이 MMP 저해 기전과 관계를 평가하기 위하여 relaxin과 

NNGH의 병용투여 및 relaxin과 향나무 추출물을 병용투여하

였다. 평가는 시료투여 14일 후에 마우스의 폐를 적출하여 

Bouin's 용액에 고정하여 전이된 암세포 집락수를 측정하여 

시료 투여하지 않은 대조군과 비교하여 암 전이 억제효과를 

측정하였다. 

5. 통계 분석

실험 결과의 통계분석은 SPSS 프로그램(version 20.0.0)을 

이용하여 평균 및 표준편차를 구하였다. 그룹 간의 유의적인 

통계차를 분석하기 위하여 p<0.05의 유의수준으로 일원분산

분석(one-way ANOVA)을 실시한 후, Duncan의 다중범위 검

정법(Duncan’s multiple range test)을 이용하여 사후검증을 하

였다.

결과 및 고찰

1. Galectin-3 저해 효과

세포 수준에서 향나무 에탄올 추출물의 galectin-3 저해효과

를 western-blot으로 단백질의 발현 정도를 확인하였다. Galectin-3

의 발현을 up-regulation시킬 수 있는 양성대조물질로는 alkylatin 

agent인 MNNG 5 μM을 이용하였다. Fig. 1에서 보는 바와 

같이 MNNG에 노출된 colon 26-M3.1 lung carcinoma는 노출 

24시간 후에 강하게 galectin-3가 약 2배 정도 높게 발현이 되

는 것을 확인하였다. 향나무 에탄올 추출물의 처리군은 농도 

의존적으로 galectin-3의 발현량이 감소함을 볼 수 있었으며, 

배지만 처리된 대조군 세포의 galectin-3 단백질 발현량을 감

소시켰다. 즉, 대조군 세포 대비 향나무 추출물 5 ㎍/㎖ 처리

군은 western-blot 상에 나타난 발현 정도의 상대면적(relative 

area)비가 0.9이었으며, 향나무 추출물 50 ㎍/㎖와 500 ㎍/㎖처

리군에서는 각각 0.6 및 0.5의 상대 면적비(relative area)를 나타

내어 농도 의존적으로 향나무 추출물 처리에 의한 galectin-3 

억제 효과가 나타났다. 한편, 향나무 추출물 처리와 함께 

MNNG을 동시에 처리한 군에서는 대조군 세포 대비 galectin-3 

단백질 발현량이 높게 나타났으나, 향나무 추출물에 의한 억

제 효과가 농도 의존적으로 관찰되었다. 본 실험결과, 향나무 

 (A)

    1     2     3     4    5     6    7    8

 

 (B)

Fig. 1. Inhibitory activity of galectin-3 by Juniperus 

chinensis extract using colon 26-M3.1 lung carcinoma cells. 

Lane 1; Control, 2; MNNG (5μM), 3; MNNG (5μM)+Juniperus 

chinensis extract 5 ㎍/㎖, 4; MNNG (5μM)+Juniperus chinensis 

extract 50 ㎍/㎖, 5; MNNG (5μM)+Juniperus chinensis 

extract 500 ㎍/㎖, 6; Juniperus chinensis extract 5 ㎍/㎖, 7; 

Juniperus chinensis extract 50 ㎍/㎖, 8; Juniperus chinensis 

extract 500 ㎍/㎖. (A) Western-blot analysis of galectin-3, 

(B) Densitometric analysis of the amount of galectin-3. Values 

with different letters above each bar are significantly different 

(p<0.05) among different treatments.

추출물은 암세포에서 발현이 높게 되어 있는 galectin-3의 저

해를 하는 것이 세포 수준에서 확인되었으며, 또한 발암을 유

발하는 MNNG와 같은 물질에 의한 galectin-3의 과발현(over 

expression)을 억제하는 것으로 확인이 되었다.

2. MMP-1, -2 및 -9 효소 활성 저해 효과

향나무 에탄올 추출물의 MMP 효소에 대한 직접적인 억제

효과를 측정하였다. MMP 효소들 중에서 암 전이와 가장 관

련이 많은 효소로 MMP-1, MMP-2 및 MMP-9에 대하여 직접

적인 저해 효과를 측정한 결과(Table 1), MMP-1에 대한 저해

활성은 처리 농도 5 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖ 및 500 ㎍/㎖에서 각각 

0%, 12% 및 30%의 저해효과를 나타내었다. MMP-2에 대해

서는 동일 처리 농도에서 각각 0%, 28% 및 46%의 저해효과

를 나타내었고, MMP-9에 서는 동일 처리 농도에서 각각 0%, 

24% 및 39%의 저해효과를 나타내었다. 3 종류의 MMP 효소

에 대한 IC50 값은 모두 500 ㎍/㎖ 이상인 것으로 사료되었다.
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Table 1. Inhibitory rate (%) of MMP-1, MMP-2 and 

MMP-9 by Juniperus chinensis extract

MMPs
Concentration (㎍/㎖) IC50

(㎍/㎖)5 50 500

MMP-1 0 12 30 > 500

MMP-2 0 28 46 > 500

MMP-9 0 24 39 > 500

Inhibitory rates of NNGH (1.3μM) as positive control inhibitor 

were 81% in MMP-1, 90% in MMP-2 and 87% in MMP-9, 

respectively. Results expressed are means of quadruplicate samples.

3. 암 전이 억제 측정

향나무 에탄올 추출물의 galectin-3 및 MMPs에 대한 in vitro 

억제 효과에 의한 암 전이 억제효과를 측정하기 위하여 colon 

26-M3.1 lung carcinoma을 이용한 in vivo mouse 모델에서 폐

로의 암 전이 억제효과를 측정하였다. 향나무 추출물의 암 전

이 억제 측정을 위한 농도는 정맥주사로 독성을 나타내지 않

은 농도의 1/5로 하였다(Data not shown). 암 전이 억제효과를 

위한 향나무 추출물의 투여는 경구로 하였으며, 농도는 1 ㎎/

㎏, 10 ㎎/㎏ 및 100 ㎎/㎏으로 하였다. 향나무 추출물의 경구 

투여 결과, 대조군의 폐로 전이된 암세포의 집락은 57±5개이

었으나, 향나무 추출물 1 ㎎/㎏, 10 ㎎/㎏ 및 100 ㎎/㎏ 투여군

은 각각 42±3, 27±5 및 18±4개의 집락을 형성하여 농도 의존

적으로 암세포의 폐로의 전이가 억제되었다. 향나무 추출물 

1 ㎎/㎏, 10 ㎎/㎏ 및 100 ㎎/㎏ 투여에 따른 암 전이 억제율은 

각각 36%, 52% 및 68%로 나타났다. 양성대조군인 MMPs 저

해제인 NNGH 2 ㎎/㎏ 투여군은 억제율 61%, 음성대조군인 

relaxin 1 ㎎/㎏ 투여군은 억제율 －20%를 나타내었다. 향나

무 추출물이 MMP 저해와 상관없이 galectin-3 저해에 의한 

효과인지를 간접적으로 증명하기 위하여 relaxin 1 ㎎/㎏과 향

나무 추출물 10 ㎎/㎏을 병용투여한 결과, 49%의 저해율을 

나타내어 향나무 추출물 10 ㎎/㎏을 단독투여(저해율 52%) 

시와 유사한 활성을 나타내었다. 한편, NNGH 2 ㎎/㎏과 relaxin 

1 ㎎/㎏의 병용투여군에서는 12%의 저해율을 나타내어 relaxin 

단독투여군(저해율 61%)보다 낮은 저해율을 나타내었다. 이

는 NNGH의 MMPs 저해효과가 relaxin의 MMP-2 활성화에 방

해를 받은 것으로 사료되었다. 그러나 향나무 추출물은 relaxin

의 MMP-2 활성화에 관계없이 암 전이 억제효과를 나타낸 것

으로 보아 galectin-3의 저해로 암 전이 억제효과가 나타난 것

으로 사료되었다. 본 연구의 결과, 향나무 에탄올 추출물은 

MNNG에 의해서 상승된 galectin-3의 발현을 저해하였다. 

MNNG 5 μM과 향나무 추출물 5 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖ 및 500 ㎍/

㎖를 함께 처리한 군에서의 각각 1.5, 1.4 및 1.1의 상대 면적

비를 나타내어, 향나무 추출물 처리 농도에 따라서 농도 의존

Table 2. Anti-metastatic activity of Juniperus chinensis 

extract using colon 26-M3.1 lung carcinoma

Treatment
Concentration

(㎎/㎏)

No. of lung 

metastasis 

% 

inhibition

Tumor control 57±5a

NNGH 2 22±4b 61

J. chinensis extract

1 42±3b 36

10 27±5a 52

100 18±4b 68

Relaxin 1 68±6a
－20

Relaxin+NNGH 1+2 50±4b 12

Relaxin+J. chinensis extract 1+10 29±7a 49

Values with different letters above each data are significantly 

different (p<0.05) among different treatments.

적으로 galectin-3 억제 효과가 나타났다. 또한 이미 기본적으

로 galectin-3가 발현되어 있는 colon 26-M3.1 lung carcinoma

에서 향나무 추출물 단독 처리의 경우, 처리농도 5 ㎍/㎖, 50 

㎍/㎖ 및 500 ㎍/㎖ 각각에서 0.9, 0.6 및 0.5의 상대 면적비를 

나타내어, 향나무 에탄올 추출물에 직접적으로 galectin-3을 

저해하는 성분이 들어 있는 것으로 판단되었다. 본 실험을 통

하여 향나무 에탄올 추출물의 새로운 기능으로 galectin-3의 

저해 효과가 나타났으나, 일반적인 암 전이 관련된 MMP-2 

및 MMP-9의 저해 효과에 관해서 특이적인 저해 효과가 나타

나지 않았다. 또한 MMP-1에 대해서도 직접적인 효과 역시 

나타나지 않았으나, colon 26-M3.1 lung carcinoma을 이용한 

in vivo mouse 모델에서는 암 전이 억제를 나타내었다. 따라

서 본 실험에서는 직접적으로 galectin-3에 의한 MMP-1의 저

해 효과를 측정하지 않았으나, Kim 등(2011)의 연구에 근거

하면 galectin-3의 저해에 의하여 MMP-1의 발현이 억제되어 

암세포의 전이가 억제된 것으로 볼 수 있으나, 추가적인 연구

가 필요하다고 판단된다.

요 약

향나무 에탄올 추출물에 대한 암 전이 억제 효과를 측정하

기 위하여 세포 수준에서 암 전이에 밀접히 관련되어 있는 

galectin-3에 대한 억제 효과를 colon 26-M3.1 lung carcinoma

에서 측정하였다. 향나무 추출물 5 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖ 및 500 ㎍/

㎖ 처리 시, 농도 의존적으로 galectin-3에 대한 저해 효과를 

나타내었다. 한편, 암 전이 관련 있는 또 다른 단백질로 MMP 

효소에 대한 직접적인 억제효과를 측정한 결과, 향나무 추출

물 5 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖ 및 500 ㎍/㎖ 처리 시 직접적으로 MMP-1, 

MMP-2 및 MMP-9 효소에 대해서 농도의존적인 저해 효과는 
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나타났으나, 강한 활성으로 평가되지는 못하였다. Colon 26-M3.1 

lung carcinoma을 이용한 in vivo mouse 모델에서 향나무 추출

은 농도 의존적으로 전이 억제 효과를 나타내었고, MMP-2 

활성화 물질인 relaxin과 병용투여 시, relaxin의 기능에 영향

을 받지 않는 것으로 나타났다. 따라서 in vivo mouse 모델에

서 나타난 암 전이 억제 효과는 galectin-3 저해로 인한 효과

로 사료된다.
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