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ABSTRACT - This study was designed to investigate the effect of fucoidan on the activation of macrophage and

on induction of apoptosis in AGS cell. To measure the activity of macrophages, NO and TNF-α assays were per-

formed in Raw 264.7 cell. Treatment with fucoidan significantly increased production of NO and TNF-α, indicating

activation of macrophages. The result of MTT assay shows that cell viability was significantly decreased in a dose and

time-dependent manner. Fucoidan increased to enhance mitochondrial membrane permeability, as well as the cyto-

chrome c release from the mitochondria. Fucoidan decreased Bcl-2 and XIAP expression, whereas the expression of

Bax was increased in a time-dependent manner compared to the control. In addition, the active forms of caspase-9

were increased, and the inactivation of Akt was decreased in a time-dependent manner. Caspase inhibitor, z-VAD-

FMK, canceled the apoptosis of fucoidan, expression of Bax and caspase-9 were decrease. These results indicate that

fucoidan induces activation of macrophage and apoptosis through activation of caspase on AGS cell.

Key words: fucoidan, macrophage, anticancer, AGS cell, caspase

서  론

위암은 한국인에게 발생빈도가 가장 높은 암이며 불규

칙한 식습관 및 식이가 가장 중요한 발암 요인 중 하나라

고 알려져 있다. 특히 식이로 인한 위궤양과 위암 발병도

관련 있음을 보고하고 있다1). 위암의 발생 및 위암에 의한

사망률이 증가함에 따라 예방하거나 치료할 수 있는 물질

에 대한 관심이 고조되고 있다. 이를 해결하기 위해 식이

소재로써 버섯 추출물 등 기능성 식품이 개발되며2), 최신

의약의 연구와 더불어 면역력을 증진시켜 질병에 대한 방

어력을 증가시키는 천연물질 및 생약재에 대한 관심이 높

아지고 있으며, 천연산물로부터 생리활성 물질을 탐색하

는 연구가 활발히 진행되고 있다3,4).

해조류를 통해서도 이러한 암을 면역력을 증진시켜 예

방하고 감소시키는 효과를 기대할 수 있는데 우리나라는

오랜 시간 해조류를 섭취해왔으며 항균 및 항암효과 등이

밝혀지면서, 근래에 들어서 항암 및 각종 건강 기능성 식

품으로서 활용도가 증가하고 있다. 본 연구에 사용된

fucoidan은 대표적으로 다시마, 미역에 함유되어 있고 건

물중량으로 3~4% 정도 존재한다. Fucoidan은 분자량이 20

만 달톤을 넘는 고분자 물질로 황산기를 가진 산성의 수

용성 다당류로서 끈적끈적한 점질 구조로 구성되어있다.

L-foucose에 에스테르화 황산을 주성분으로 하여 소량의

galactose, xylose, glucuronic acid 등을 함유하는 복합황산

화 다당류이며, 점성이 낮고 용해성이 우수한 특징을 갖

는다5). Fucoidan은 heparin의 대체물질로서 항혈액응고작

용, 항트롬빈 작용을 가지며6,7), 사람 림프종암세포8), 대장

암세포9), 간암세포10), 유방암세포11)에서 암세포의 증식을

억제하고 apoptosis를 유도하여 항암효과가 있다고 입증되

고 있다. 그 뿐만 아니라 비장세포12), 대식세포13), 자연살
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해세포14), 수지상세포15)와 같은 다양한 면역세포에 대해

면역조절기능을 가지고 있는 것으로 알려져 있다.

암은 세포의 증식이 비정상적으로 증가되거나 apoptosis

가 적절하게 이루어지지 않고 감소하는 경우에 발생되고

진행된다. 그러므로 암세포의 증식을 억제하고 apoptosis

를 촉진하는 것은 암의 발생과 진행을 막을 수 있는 좋은

방법이다16). 또한 인체의 면역조절작용에서 대식세포

(macrophage)는 직접적 또는 간접적으로 암세포를 억제하

는 항암효과를 나타내기도 하는데, 대식세포에서 분비하

는 nitric oxide (NO), TNF-α 등이 중요한 역할을 한다17-19).

Apoptosis는 세포 내·외적인 신호에 의해 시작되어 일

련의 과정을 거쳐 이루어지고 세포 내 신호는 미토콘드리

아 기전이고 세포 외 신호는 death receptor 기전이다. 세

포 외 신호 Fas-associated death domain (FADD)이 결합함

으로써 caspase-8을 활성화시켜 apoptosis 신호를 개시하는

것으로 알려져 있다20,21). Caspase-8은 caspase-3, -6, -7 등

의 말단 효능 caspase들을 직접 활성화시키거나22) Bax를

활성화시켜 미토콘드리아로부터 cytochrome c를 분비시킴

으로써 caspase들을 활성화시키기도 한다23). 세포 내 신호

는 미토콘드리아에서 분비된 cytochrome c가 caspase-9를

활성화시키고 활성화된 caspase-9는 caspase-3를 활성화시켜

apoptosis를 일으킨다24). 세포사멸 억제 물질인 Bcl-2는 미

토콘드리아에 존재하면서 고유의 신호전달경로를 통하여

apoptosis를 억제하고25) XIAP는 caspase-3에 직접 결합하

여 말단의 caspase 효능을 저해하는 것으로 알려져 있다26).

Akt는 serine/threonine protein kinase의 일종으로 세포의

증식이나 분화, 성장에 관여하는 것으로 알려져 있으며,

Bax나 caspase-9와 같은 pro-apoptotic protein의 발현을 저

해하여 apoptosis를 억제하는 것으로 알려져 있다27,28).

본 연구는 인간에서 유래한 위암 세포인 AGS를 사용하

여 fucoidan이 면역세포의 활성화 및 위암 세포 성장억제

와 세포 내 작용으로 apoptosis를 유도하는지 확인하였다.

재료 및 방법

세포배양 및 시험물질

본 연구에서는 한국세포주은행(KCLB, Seoul, Korea)에

서 분양받은 Raw 264.7, AGS, WB 세포주를 사용하였

다. 이들 세포주의 세포배양액은 DMEM, RPMI (Hyclone

Laboratoris Inc., Logan, UT, USA)에 10% fetal bovine

serum, 1% streptomycin/penicillin (Gibco BRL, Grand Island,

NY, USA)를 첨가하여 사용하였다. 이들 세포주는 37oC, 5%

CO2 배양기에서 배양하였다. 시험물질은 Sigma (St Louis,

MO, USA)사로부터 구입한 fucoidan을 본 시험에 사용하였

다. 본 연구에 사용한 일반적인 시약은 Sigma Chemical Co.

에서 구입하였다.

Fucoidan에 의한 세포증식 효과 측정

Raw 264.7 macrophage 세포주, AGS 위암 세포주와 WB

정상 간 세포주를 96 well plate에 각각 5 × 104, 2 × 104, 1 ×

105 cells/mL로 분주한 후, 24시간 동안 배양시킨 다음 세

포주에 fucoidan을 6.25 µg/mL, 12.5 µg/mL, 25 µg/mL, 50

µg/mL, 100 µg/mL 의 농도로 24시간과 48시간 처리하였

다. Caspase의 저해제인 z-VAD-FMK와 병행 처리시에는

z-VAD-FMK를 2시간 먼저 처리하고 fucoidan을 50 µg/mL

의 농도로 24시간 처리하였다. 이 후 각각의 well에 MTT[3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheny ltetrazolium bromide]

용액(5 mg/mL, Sigma-Aldrich)을 20 µL 첨가하여 2시간 동

안 37oC에서 배양하고, 이후 상층액을 제거한 후 dimethyl-

sulfoxide (DMSO, Sigma Chemical Co.)를 100 µL/well로

첨가하여 shaker에서 5분간 흔들어 준 후 ELISA-reader

(Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, USA)로 595 nm

에서 흡광도를 측정하였다.

대식세포 내 일산화질소의 측정

NO assay는 CAYMAN (Denver, CO, USA)의 NO kit를

사용하였다. Raw 264.7 세포를 96 well plate에 5 × 104

cells/mL로 분주한 후에 24시간 동안 배양시킨 다음, Raw

264.7 세포주에 fucoidan을 6.25 µg/mL, 12.5 µg/mL, 25 µg/

mL, 50 µg/mL, 100 µg/mL의 농도로 처리하여 24시간 동

안 배양한 후 상등액을 취하였다. 상등액 중 100 µL Griegrie

Reagent (1% sulfanilamide, 0.1% napthylethylenediamine di-

hydrochloride, 2.5% H3PO4)를 넣고 10분간 실온에서 방치

한 후 ELISA-reader (Bio-Rad Laboratories Inc, USA)를 사

용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. Sodium nitrite

검량선으로부터 세포가 분비하는 nitric oxide를 계산하였다.

대식세포 내 종양괴사인자-알파의 측정

TNF-α assay는 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)의 TNF-

α kit를 사용하였다. Raw 264.7 세포를 96 well plate에

5 × 104 cells/mL로 분주한 후에 24시간 동안 배양시킨 다

음, Raw 264.7 세포주에 fucoidan을 6.25 µg/mL, 12.5 µg/mL,

25 µg/mL, 50 µg/mL, 100 µg/mL의 농도로 처리하여 24시

간 동안 배양한 후 상등액을 취하였다. 상등액 중 50 µL를

취하여 TNF-α antibody-coated 처리된 96 well plate에 옮

긴 후 standard diluents buffer와 biotinylated anti-TNF-α

solution을 각각 50 µL 첨가한 후 90분간 실온에서 배양하

였다. 배양 후, wash buffer를 이용하여 4번 washing 한 후

steptavidin-HRP 100 µL를 첨가하고 30분간 실온에서 반응

시켰다. 이를 4번 washing 한 후 stabilized chromogen을 각

well에 100 µL 첨가한 후, 차광하여 30분간 실온에서 반응

시켰다. 각 well에 stop solution 100 µL를 첨가한 후 30분

이내로 ELISA-reader (Bio-Rad Laboratories Inc)를 사용하

여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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DAPI 염색

AGS 위암 세포주를 12 well plate에 4 × 104 cells/mL로 분

주한 후, 24시간 동안 배양시킨 다음 세포주에 fucoidan을

50 µg/mL 농도로 처리하여 24시간, 48시간 배양한 후 PBS

로 조심스럽게 세척 한 후에 4% paraformaldehyde를 1 mL/

well첨가하여 10- ~ 20분간 배양 하였다. PBS로 다시 세척

후 PBS로 10배 희석한 DAPI stain 용액을 500 µL/well 처

리하였다. 처리 후 암실에서 형광현미경으로 관찰하였다.

Apoptosis 측정

Apoptosis는 annexin V staining kit (Becton Dickinsin,

Franklin Lakes, NJ, USA)를 이용해 측정하였다. AGS 위

암 세포주를 75-cm2 flask에 배양하여 fucoidan을 0, 25,

100 µg/mL 처리한 후 24시간이 지난 뒤 trypsin-EDTA를

이용하여 세포를 부유상태로 만들어 세포를 원심 분리하

여 pellet을 얻었다. 차가운 PBS로 두 번 세척 후 원심 분

리하여 cell pellet을 얻은 후 1X binding buffer을 이용하

여 AGS 세포를 1 × 106 cells/mL로 만들었다. Fluorescein

isothiocyanate (FICT)-conjugated annexin V와 phycoerythrin

(PE)-conjugated propidium iodide을 첨가하여 15분간 반응

시킨 후 유세포 분석을 통해 측정하였다.

웨스턴 블로팅

AGS 위암 세포주를 60-mm dish에서 세포 배양액과

fucoidan을 첨가하여 48시간 배양한 후 trypsin-EDTA를 처

리하여 세포를 떼어낸 후 원심분리(1,000 rpm, 5 min, 4oC)

하였다. Whole Cell lysate를 만들기 위해 세포를 차가운

PBS에 세척하고, cell lysis buffer (Invitrogen)를 첨가하여

4oC에서 30분간 반응시켰다. Lysate는 13,000 rpm에서 5분

간 원심분리 하여 상층액을 취해 cell lysate로 사용하였다.

Cytosol cell lysate는 세포를 차가운 PBS로 세척하고 0.05%

digitonin을 포함한 plasma membrane extraction buffer를 첨

가하여 상온에서 1분 동안 반응시켰다. 15,000 rpm에서 5

분간 원심분리 하여 상층액을 취해 cytosol cell lysate로

사용하였다. Whole cell lysate (30 µg), Cytosol cell lysate

(60 µg)을 웨스턴 블로팅에 사용하였다. Cell lysate의 단백

질 농도는 Bradford assay를 사용하여 측정하였다. Cell

lysate를 12% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel

electrophoresis (SDS-PAGE)로 분리한 후 nitrocellulose mem-

branes (Bio-Rad Laboratories)에 이동시켰다. Membrane은

5% skim milk-TBST (20 mM Tris·HCl, pH 7.5, 150 mM

NaCl, 0.1% Tween 20)에서 1시간 동안 blocking하고, anti-

Bax(1:1000 희석), anti-Bcl-2(1:1000 희석), anti-caspase-9

(1:1000 희석), anti-cytochrme c(1:1000 희석), anti-XIAP

(1:1000 희석), anti-Akt(1:1000 희석), anti-p-Akt(1:1000 희

석), anti-β-actin(1:1000 희석) 등 측정하고자 하는 antibody

(Cell signaling Technology, Danvers, MA, USA)를 각각 첨

가하여 4oC에서 overnight을 하였다. 그 후 goat anti-mouse

Ig G 또는 anti-rabbit Ig G를 첨가하여 1시간 반응시켰다.

각 protein band는 SuperSignal West Dura Extended Duration

Substrate (Pierce)을 사용하여 enhanced chemiluminescence

방법으로 가시화하였다29,30). 각 밴드는 imaging program인

Image J Launcher (provided by NCBI)를 이용하여 밀도를

측정하였다.

미토콘드리아의 전압 측정

AGS 위암 세포주를 96 well plate에 2 × 104 cells/mL로

분주한 후, 24시간 동안 배양시킨 다음 세포주에 fucoidan

을 0 µg/mL, 50 µg/mL의 농도로 24시간 처리하였다. 이후

미토콘드리아 전압을 측정하기 위해 JC-1 mitochondrial

membrane potential assay kit (cayman, Denver, USA)를 사

용하였다. 각 well에 assay buffer 200 µL씩 세척한 후 JC-

1 stain을 20 µL 첨가하여 15분 동안 37oC에서 배양하고,

이후 상층액을 제거한 후 assay buffer 200 µL씩 세척한

후 암실에서 형광현미경으로 관찰하였다.

통계학적 처리

모든 실험결과는 평균치와 표준오차를 사용하여 나타내

고 각 군간 비교는 one-way ANOVA에 이은 t-test 분석을

실시하였다. 대조군과 비교하여 P값이 0.05 미만일 때를

통계학적으로 유의성이 있다고 판정하였다.

결과 및 고찰

대식세포에 대한 Fucoidan의 세포독성능 평가

Fucoidan에 의한 면역세포 독성능이 미치지 않는 농도

를 찾기 위하여 MTT assay를 사용하여 측정하였다(Fig. 1).

Fig. 1. Effect of fucoidan on the cell viability of Raw 264.7 cells.

Raw 264.7 cells (5 × 104cells/mL) were treated with 0, 6.25, 12.5,

25, 50, 100 µg/mL fucoidan in RPMI-1640 medium containing

5% FBS for 24h. The growth inhibition was measured by the

MTT assay. Data are mean standard deviation (SD) for three sam-

ples. The significance was determined by Student’s t-test (*P <

0.05 compared with untreated control).
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마우스 대식세포주인 Raw 264.7 세포에 fucoidan을 6.25

µg/mL, 12.5 µg/mL, 25 µg/mL, 50 µg/mL, 100 µg/mL의 농

도로 24시간 동안 처리하였다. Fucoidan의 저농도인 6.25

µg/mL부터 고농도인 100 µg/mL까지 대식세포의 성장에

영향을 미치지 않았으므로 본 연구에 사용된 농도는 세포

독성에 의한 장애를 받을 수준은 아닌 것으로 사료된다.

Fucoidan에 의한 대식세포의 NO 및 TNF-α 분비

Macrophage가 분비하는 암세포 독성물질로 알려진 NO

는 혈관 완화, 신경전달, 혈소판 응집 그리고 면역 조절과

같은 중요한 역할을 한다31-33). Macrophage에 세포독성이

일어나지 않는 fucoidan 농도에서 NO의 분비의 발현이 어

떻게 변화하는지 확인해 보았다. Hang 등34)에 의하면

fucoidan을 1, 5, 10, 50 µg/mL의 농도로 처리한 결과 농도

유의적인 증가를 확인하였다. Raw 264.7 세포주를 seeding

한 후 fucoidan을 6.25 µg/mL, 12.5 µg/mL, 25 µg/mL, 50

µg/mL, 100 µg/mL의 농도로 처리하여 24시간 동안 배양하

였다. NO의 분비는 농도 유의적으로 증가하였으며, 12.5 µg/

mL 인 농도부터 유의적인 차이를 나타내었다(Fig. 2A).

TNF-α는 주로 LPS에 의해 자극된 macrophage가 분비하

는 cytokine으로 알려져 있으며 항암작용 및 염증반응에

매우 중요한 역할을 나타낸다35). Fucoidan에 의한 대식세

포의 TNF-α의 분비에 어떠한 영향을 미치는지 확인해 보

았다(Fig. 2B). Raw 264.7 세포주를 seeding 한 후 fucoidan

을 6.25 µg/mL, 12.5 µg/mL, 25 µg/mL, 50 µg/mL, 100 µg/

mL의 농도로 처리하여 24시간 동안 배양하였다. TNF-α의

분비는 농도 유의적으로 증가하였다. NO 및 TNF-α의 분

비는 대식세포의 탐식능을 증가시키고 항암활성을 더욱 증

가시킬 수 있다고 보고되고 있다36-38). Fucoidan이 macrophage

인 Raw 264.7 세포를 활성화시켜 암세포 파괴 등을 매개

할 수 있는 NO 및 TNF-α의 사이토카인 분비를 통해 면

역 활성을 유도하여 암세포 성장 억제를 촉진하는 것으로

사료된다.

Fucoidan에 의한 AGS 세포의 성장에 미치는 영향

Fucoidan이 AGS 위암 세포주의 성장에 영향을 주는지

Fig. 2. Effect of fucoidan on nitric oxide (NO) and TNF-α production in Raw 264.7 cells. Raw 264.7 cells were treated with 0, 6.25,

12.5, 25, 50, 100 µg/mL fucoidan in RPMI-1640 medium containing 5% FBS for 24h. (A) nitric oxide (NO) and (B) TNF-α production

were determined by NO and TNF-α assay as described in Materials and Methods. Data are mean standard deviation (SD) for three sam-

ples. The significance was determined by Student’s t-test (*P < 0.05 compared with untreated control).

Fig. 3. Effect of fucoidan on the cell viability of AGS cells and WB cells. (A) AGS cells (2 × 104 cells/mL) and (B) WB cells (1 × 105

cells/mL)were treated with 0, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 µg/mL fucoidan in RPMI-1640 medium containing 5% FBS for 24, 48 h. The

growth inhibition was measured by the MTT assay. Data are mean standard deviation (SD) for three samples. The significance was deter-

mined by Student’s t-test (*P < 0.05 compared with untreated control).
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확인하기 위해 MTT assay를 시행하였다. Fucoidan은 Aisa

등8), Hyun 등9), Nagamine 등10), Yamasaki-Miyamoto 등11)

에서 암세포의 증식 억제가 입증되고 있다. Hyun 등9)에

의하면 HCT-15 결장암 세포주에서 1, 10, 30, 50, 100 µg/

mL의 농도로 처리하였을 때 농도 의존적으로 세포성장을

억제하였다. 본 연구에서 AGS 위암 세포주를 seeding 후

24시간 동안 배양시킨 다음 fucoidan을 6.25, 12.5, 25, 50,

100 µg/mL의 농도로 24시간과 48시간 동안 처리하였다. 대

조군은 지속적으로 세포성장이 일어나는데 비해 fucoidan

24시간과 48시간 처리군 에서는 12.5 µg/mL에서부터 농도,

시간 의존적으로 세포의 성장이 지연되며 부유하는 세포

들이 증가하며 유의적으로 세포가 감소하였다(Fig. 3A).

Fucoidan의 안전성을 평가하기 위하여 WB 정상 간 세포

주에 fucoidan을 6.25, 12.5, 25, 50, 100 µg/mL의 농도로 24

시간과 48시간 동안 처리하였다. 대조군에 비해 부유하는

세포나 세포의 형태가 변형된 세포는 보이지 않았으며 또

한 농도, 시간 의존적으로 유의적인 감소를 보이지 않았다

(Fig. 3B). MTT assay 결과 macrophage와 정상 간 세포 에

서 최대 100 µg/mL의 fucoidan에서 독성이 나타나지 않았

다. Fucoidan 12.5 µg/mL의 농도는 AGS 위암 세포의 성장

억제 효과를 나타냈으며 본 연구에서는 50 µg/mL fucoidan

의 농도를 사용하였다.

Fucoidan에 의한 apoptosis 유도

Fucoidan이 AGS 위암 세포주에 apoptosis를 유도하는지

를 알아보기 위해 DAPI 염색을 통하여 확인하였다(Fig.

4A). AGS 위암 세포에 fucoidan을 50 µg/mL의 농도로 24

시간과 48시간 동안 처리하였다. 시간 의존적으로 세포의

성장이 감소한 것과 동일하게 DAPI 염색에서도 시간 의존

적으로 apoptotic body와 chromatin 응축이 유의적으로 증

가되었다. 이는 nucleosome의 linker DNA 부분의 절단에

의한 DNA 단편화의 결과39)이므로 fucoidan 처리에 의한

암세포의 성장 억제는 apoptosis 유발과 밀접한 관련이 있

음을 알 수 있다. 또한 annexin V/propodium iodide staining

을 이용하여 fucoidan을 25, 50 µg/mL의 농도로 처리하고

24시간 뒤 apoptosis가 일어난 세포를 측정한 결과, fucoidan

처리 농도에서 각각 15.88%, 16.04%, 25.66%의 apoptotic

cell이 관찰되었으며 농도 의존적으로 증가하였다(Fig. 4B).

따라서 fucoidan은 AGS 위암 세포에서 apoptosis를 유발

시키는 것으로 사료되며, 이에 따라 apoptosis에 관련된 단

백질을 western blotting을 통해서 알아보았다.

Fucoidan에 의한 세포 내 신호경로

Fucoidan을 50 µg/mL 농도로 시간대 별로 처리했을 때

세포 내 신호경로를 알아보기 위해 western blotting을 실시

하였다. Bcl-2 family에 속하는 몇 가지 인자들은 apoptosis

유발 조절에 가장 대표적인 유전자로 알려져 있는데, 그 중

Bcl-2는 anti-apoptotic 분자로서 apoptosis의 유발을 억제하

는 기능을 가지며, Bax는 대표적인 pro-apoptotic 분자로

apoptosis의 유발과 관계가 있다. Anti-apoptotic 분자와 pro-

Fig. 4. Effect of fucoidan on the chromatin condensation in AGS cells. (A) AGS cells were treated with 0, 50 µg/mL fucoidan or vehicle in

RPMI-1640 medium containing 5% FBS for 24, 48h and stained with DAPI. Chromatin condensation, representing apoptotic cell death

(arrow), was examined using a fluorescence microscope (× 200). (B) AGS cells were treated with 0, 25, 50 µg/mL fucoidan for 24h. Apopto-

sis was measured by annexin V and PI double staining. Apoptotic cells were analyzed by FACS analysis (n = 5).
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apoptotic 분자는 서로 dimer의 형태로 존재하여 균형을 유

지하고 있지만 이러한 균형이 깨어지게 되면 미토콘드리아

로부터 cytochrome c가 세포질로 방출되어서 cysteine-related

protease인 caspase, DNA의 단편화와 연관된 endonuclease

등의 활성화를 통하여 apoptosis를 유발하는 것으로 알려져

있다40,41). 그리고 미토콘드리아 세포질의 cytochrome c와

Smac/Diablo의 세포질로의 방출이 증가되면 caspase-9의 활

성을 촉진시킨다42,43). Fig. 5A에 나타낸 바와 같이 anti-

apoptotic 분자인 Bcl-2와 XIAP는 시간 의존적으로 감소

했으며, pro-apoptotic 분자인 Bax, cleaved caspase-9과

cytochrome c (Whole)가 증가하였다. 따라서 Bax의 증가

와 Bcl-2의 감소에 의해 cytochrome c가 방출이 되어 연

쇄적으로 caspase-9을 활성화시키는 것을 알 수 있다. 또한

fucoidan이 AGS 위암 세포의 미토콘드리아에 탈분극을 유

발시키는지 확인하기 위해 50 µg/mL 로 24시간 처리 후

JC-1 stain으로 미토콘드리아의 막 전위를 확인하였다(Fig.

5B). 대조군 보다 50 µg/mL 농도로 처리하였을 때 높은 막

전위(intact mitochondria)를 유지하고 있는 붉은색 파장의

형광이 감소하고, 낮은 막전위(damaged mitochondria)를 가

진 초록색 파장의 형광이 증가하였다. Fucoidan을 24시간

처리하였을 때 cytochrome c (cytosol)가 대조군 보다 발

현이 증가 한 것을 확인하였다(Fig. 5C). 이 결과 fucoidan

을 위암 세포에 처리하였을 때 일어나는 apoptosis가 미토

콘드리아 내의 탈분극으로 cytochrome c가 세포질로 방출

되고 결과적으로 cleaved caspase-9을 활성화시킨다고 사

료된다.

Fucoidan에 의한 세포 내 Akt의 인산화

Fucoidan이 Akt의 인산화를 억제시키는 지 확인하기 위

해 western blotting을 실시하였다. PI3K/Akt 신호경로는 세

포의 증식이나 분화에 관여하는 것으로 알려져 있으며, 여

러 암종에서 Akt가 과활성화 되는 것으로 밝혀져 있다44).

p53과 AMPK가 세포질 내에서 결합하여 핵 내로 들어가

세포증식에 관여하는 신호분자들의 발현을 저해하고 세포

의 apoptosis를 유도함이 보고되었다45). Aisa 등8), Hyun 등9)

에 의하면 fucoidan을 100 µg/mL로 처리 시 시간 의존적

으로 caspase-3의 활성과 Akt의 인산화 억제를 통해 항암

효과를 입증하였다. Fig. 6에 나타낸 바와 같이 위암 세포

에서도 시간 의존적으로 anti-apoptosis인 Akt의 인산화가

유의적으로 감소하였으며 종양억제유전자인 p53의 발현은

유의적으로 증가하였다.

Caspase 억제제가 AGS 세포주의 증식에 미치는 영향

AGS 세포주에 fucoidan을 처리하였을 때 caspase에 의

하여 apoptosis를 유도를 확인하기 위하여 caspase inhibitor

인 z-VAD-FMK을 처리하였다. Kim 등29)에 의하면 대장암

세포에 caspase inhibitor와 fucoidan을 병용 처리 하였을

때 대장암세포의 성장억제를 차단하였으며, 또한 fucoidan

에 의해 증가된 cleaved caspase-9, -3와 t-Bid, cleaved

PARP의 발현을 caspase inhibitor 선 처리에 의하여 감소

Fig. 5. Effect of fucoidan on the mitochondiral pathway and cell

death receptors in AGS cells. Cell was treated with fucoidan 0,

50 µg/mL for 12, 24, 36, 48h. Cell lysates were prepared as de-

scribed under Materials and Methods and analyzed by 12% SDS-

PAGE followed by Western blot assay. (A, C) The membranes

were incubated with anti-Bax, anti-Bcl-2, anti-caspase-9, anti-cyto-

chrome c and anti-XIAP antibodies. (B) Cells were treated with

fucoidan for 24h. Cells were loaded with JC-1 stain. The numbers

of cells with normal polarized mitochondrial membranes (red) and

with depolarized mitochondrial membranes (green) are expressed.

Fig. 6. Effect of fucoidan on the activation of Akt and p53 in AGS

cells. Western blot analyses of phosphorylation of Akt. The AGS

were treated with fucoidan 0, 50 µg/mL for 12, 24, 36, 48h. Anti-

Akt, anti-p-Akt and anti-p53 antibodies. The blot was also probed

with anti-β-actin antibody to confirm equal loading of samples.
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되었다. Fig. 7A를 보면 fucoidan을 24시간 처리하였을 때

위암 세포의 성장이 감소하였고 caspase inhibitor와 병용 처

리하였을 때는 caspase inhibitor에 의해 위암 세포의 성장

억제를 차단하였다. 동일한 조건에서 caspase inhibitor가

caspase-9 발현에 어떠한 영향을 미치는지 알아보기 위하여

western blotting으로 측정해 본 결과, fucoidan에 의해 발현

이 증가된 bax, cleaved caspase-9이 z-VAD-FMK를 병용 처

리 하였을 때 발현이 감소하였다(Fig. 7B). 본 실험 결과

fucoidan에 의해 유발되는 apoptosis는 caspase가 중요한 역

할을 하는 것으로 사료된다.

요  약

본 연구에서는 fucoidan이 macrophage의 활성과 항암효

과를 확인하기 위하여 수행되었다. Fucoidan을 Raw 264.7

세포에 처리한 후 MTT assay로 측정한 결과 고농도 100 µg/

mL까지 세포독성은 없었으며, NO 및 TNF-α의 분비를 농

도 유의적으로 증가시켰다. 또한 AGS 위암 세포 성장저해

효과를 확인하기 위하여 MTT assay를 하였고 그 결과 농

도와 시간 의존적으로 암 세포 성장이 유의적으로 감소하

였다. Apoptosis로 인해 암 세포 성장이 감소하였는지 확인

하기 위하여 DAPI 염색을 한 결과 apoptotic body와 세포

질 응축이 시간 의존적으로 증가하는 것을 확인하였다. 또

한 fucoidan은 미토콘드리아의 투과율을 향상시키며 미토

콘드리아에서 방출되는 cytochrome c의 발현을 증가시켰

다. Western blotting의 결과 시간 의존적으로 anti-apoptotic

분자인 Bcl-2 와 XIAP 발현 감소와 반대로 pro-apoptotic

분자인 Bax 발현이 증가하였다. Cleaved-caspase-9의 발현

이 증가하였으며 Akt 의 인산화는 시간 의존적으로 감소하

였다. Caspase 억제제인 z-VAD-FMK 처리 시 Bax, caspase-

9의 발현을 감소시켜 apoptosis 유도를 억제하였으며 이러

한 결과는 caspase가 apoptosis 유도에 중요한 역할을 하는

것으로 나타낸다. 본 실험의 AGS 위암 세포주에서 대조군

에 비하여 fucoidan 처리군에서 면역세포 활성 및 AGS 위

암 세포주에서 caspase 활성을 통해 apoptosis를 유도하는

것으로 사료된다.

Fig. 7. Effect of caspase inhibitors for fucoidan-induced apoptosis in AGS cells. (A) AGS cells were pretreated with caspase inhibitors

(40 µM) for 2h and treated with 50 µg/mL fucoidan or vehicle in RPMI-1640 medium containing 5% FBS for 24h. The growth inhibition

was measured by the MTT assay. Data are mean standard deviation (SD) for three samples. The significance was determined by Student’s t-

test (*P < 0.05 compared with untreated control). (B) Cell were pretreated with caspase inhibitors (40 µM) for 2h and treated with 50 µg/mL

fucoidan or vehicle in RPMI-1640 medium containing 5% FBS for 24h. Anti-Bax and anti-caspase-9 antibodies. The blot was also probed

with anti-β-actin antibody to confirm equal loading of samples. (C) Intensity of bax and c-caspase-9 bands are represented by graph (each

experiment’s n = 3).
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