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In this paper, we investigated whether resveratrol could induce the expression of cysteine-rich angio-
genic inducer 61 (CYR61), which is a member of the CCN families. We showed that resveratrol
up-regulated CYR61 protein expression in three different human colorectal cancer cell lines. In addi-
tion, resveratrol induced CYR61 protein expression in a dose- and time-dependent manner in a
HCT116 cell line. To investigate the relationship between various biological activities of resveratrol
and CYR61 expression, HCT116 cells were incubated with several NSAIDs, antioxidants, or
resveratrol. Interestingly, resveratrol only induced CYR61 protein expression. The expression of CYR61
was not related to the presence of p53. A promoter assay revealed that the 786-bp promoter region
(-732/+54) contains a regulatory region and that indole-3-carbinol and 6-gingerol could not induce
CYR61 expression. In conclusion, our results indicate up-regulation of CYR61 is extremely resveratrol
specific. The results can help to shed light on the unique biological function of resveratrol.
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서 론

적포도주나 포도껍질에 다량 존재하는 레스베라트롤

(Resveratrol, trans-3,5,4'-trihydroxy-trans-stilbene)은 식물에

의해 생산되는 phytoalexin으로, 병원균의 감염에 보호작용

을 하는 천연 항생물질의 역할을 한다[2, 7]. 다양한 모델에서

resveratrol에 의한 항산화, 항염증, 항비만, 항암 활성을 비

롯한 다양한 생리활성과 그 작용기전 들이 보고되었다

[5,14,15,17].

CYR61 (cysteine-rich angiogenic inducer 61)은 connective

tissue growth factor (CTGF/CCN2), nephroblastoma over-

expressed (NOV/CCN3), wnt-induced secreted proteins-1

(WISP-1/CCN4), wnt-induced secreted proteins-2 (WISP-2/

CCN5), wnt-induced secreted proteins-3 (WISP-3/CCN6) 등

을 포함하는 CCN family중의 하나이다[3]. CCN family 단백

질은 angiogenesis, chondrogenesis, cell proliferation, migra-

tion, differentiation 등 다양한 생리활성에 관여하는 유전자

로 알려져 있다[13]. 최근에는 다양한 기전을 통하여 tumor

metastasis에도 관여를 하는 것으로 보고된 바 있다[8]. 또한,

CYR61 단백질은 다양한 암 모델에서 cancer migration과

progression에 중요한 역할을 하는 것으로 보고되었다[6,11].

반면, CYR61 유전자가 non-small-cell lung cancer에서

down-regulation 되어있고, CYR61 유전자가 null인 lung

cancer 세포주에 CYR61 유전자를 과대 발현하게 되면

growth arrest가 유도됨이 보고되었다[16]. 또한, 같은 연구팀

에 의해 이러한 세포성장의 억제가 β-catenin-c-myc-p53

pathway에 의해 유도됨이 보고되었다[16]. 또한, Chien 등의

보고[4]에 의하면 정제된 CYR61 단백질의 처리에 의해 endo-

metrical cancer cell의 세포사멸이 유도되었으며, 이러한 세

포사멸은 Bax, Bad, TRAIL과 같은 세포사멸관련 단백질이 관

여함을 확인하였다. 기존 연구결과를 종합해 보면 CYR61유

전자는 기본적으로 angiogenesis나 metastasis등에 중요한 역

할을 하는 유전자라고 생각되나, 일부 조직에서는 암 세포성

장을 억제하는 것으로 판단된다. 하지만, 아직까지 파이토케

미칼 resveratrol에 의한 CYR61 유전자의 발현 및 조절에 관

한 연구는 전무한 실정이다.

따라서, 본 연구에서는 파이토케미칼인 resveratrol에 의한

CYR61 유전자의 과대 발현과 발현조절을 연구하였다. 즉, 인

간 대장암 세포주인 HCT116을 대상으로 resveratrol 처리에

의해 up-regulation되는 유전자 군을 확보하고, 아직까지 보고

된 바 없는 resveratrol에 의한 CYR61유전자의 발현과 발현조

절에 대한 연구를 수행하였다. 이러한 연구결과는 resveratrol

특이적 생리활성과 그 기전을 이해하는데 도움을 줄 것으로

기대된다.
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Table 1. Sequences of oligonucleotide primers used for RT-PCR

Gene names GenBank Acc. No. Sequences

ATF3 NM_182972
F: 5'-TGGTGTTTGAGGATTTTGCT-3'

R: 5'-ATTTCTTTCTCGTCGCCTCT-3'

NAG-1 NM_004864
F: 5'-CTCTCAGATGCTCCTGGTGT-3'

R: 5'-GAATATTCCCAGCTCTGGTT-3'

p21 NM_078467
F: 5'-CGATGGAACTTCGACTTTGT-3'

R: 5'-GTCCACATGGTCTTCCTCTG-3'

CYR61 NM_001554
F: 5'-CAGGTGGAGTTGACGAGAAA-3'

R: 5'-CGTGTGGAGATACCAGTTCC-3'

GAPDH NM_002046
F: 5'-CTGACCTGCCGTCTAGAAAA-3'

R: 5'-GAGCTTGACAAAGTGGTCGT-3'

재료 및 방법

세포주와 시약

본 연구에 사용된 대장암 세포주인 HCT116, HCA7, DLD-1

은 American Type Culture Collection (ATCC, USA)에서 구

입하였고, p53 null인 HCT116 세포주는 Johns Hopkins 의대

의 Bert Vogelstein 박사로부터 분양을 받았다. 세포주의 배양

및 계대는 10% FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco-BRL Inc., USA)

가 함유된 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM,

Gibco-BRL Inc. USA)를 사용하였다. 파이토케미칼(resveratrol,

indole-3-carbinol, 6-gingerol), NSAID (Sulindac sulfide,

Indomethacin, SC-560, DFU, Acetaminophen)와 항산화제

(Butylated hydroxyanisole (BHA), Butylated hydroxytoluene

(BHT)) DMSO (Dimethyl sulfoxide)는 Sigma-Aldrich

Chemical Co. (USA)에서 구입하여 사용하였다.

Western blot에 사용된 항체인 anti-CYR61 항체, anti-

ACTIN 항체는 Santa-Cruz사(USA)로부터 구입하여 사용하였

다. 또한 2차 항체인 horseradish peroxidase-conjugated an-

ti-mouse 항체와 horseradish peroxidase-conjugated anti-rab-

bit 항체도 Santa-Cruz사로부터 구입하였다.

Total RNA 분리와 Oligo DNA microarray 실험

Total RNA 분리는 RNeasy mini kit (Qiagen Inc. USA)을

이용하여 제조사의 프로토콜에 따라 수행하였다. 정제한 total

RNA는 정량한 후, oligo DNA microarray 실험과 RT-PCR

실험에 사용하였다. 유전체 수준에서 resveratrol의 처리에 의

해 차별적으로 발현되는 유전자군을 선별하기 위하여 oligo

DNA microarray 실험을 수행하였다. 이러한 total RNA를 이

용하여 미국 Microarrays사의 48.5K Human Array-Illumina

HEEBO oligo DNA microarray를 사용하여 ㈜지노믹트리

(Daejeon, Korea)에 위탁하여 수행하였다.

Reverse transcription-PCR

정제한 Total RNA 5 μg을 주형으로 하여 SuperscriptⅡ

RNase H-Reverse transcriptase (Invitrogen, USA)를 이용하

여 cDNA 합성을 하였다. 제조된 cDNA를 주형으로 하여 mi-

croarray 실험에서 up-regulation 된 유전자 중 4개(ATF3,

NAG1, p21, 와 CYR61)와 대조구 유전자로 GAPDH 유전자를

선택하여 각 유전자 특이적인 primer (Table 1)를 이용하여

PCR을 수행한 후, 전기영동으로 발현을 확인하였다.

Western Blot Analysis

수확한 세포주에 RIPA 완충액(50 mM Tris-HCl [pH 8.0],

150 mM NaCl, 1% NP40, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxy-

cholate)을 첨가하여 세포로부터 단백질을 분리하였다. 총 30

μg의 단백질을 취하여 4-12% acrylamide gel (Invitrogen,

USA)에서 전기영동을 한 후, nitrocellulose membrane

(Invitrogen, USA)으로 전기적으로 전달하였다. Transfer를 마

친 membrane은 5% skim milk가 함유된 TTBS 용액(0.1%

Tween-20, 100 mM Tris-HCl [pH 7.5], 0.9% NaCl)에서 1시간

이상 blocking 하였다. 1차 항체의 처리는 blocking 용액과 같

은 조성에서 4℃ 냉장고에서 12시간 이상 하였고, 2차 항체는

1시간 실온에서 처리하였다. 일련의 세척과정을 마친 후 ECL

kit (Amersham, England)를 사용하여 발광시켜 X-ray film으

로 노출한 후 확인하였다.

CYR61 promoter 부위의 cloning

CYR61 유전자의 발현 조절을 연구하기 위하여 CYR61 pro-

moter를 cloning 하였다. 먼저, CYR61 유전자의 promoter를

함유하고 있는 BAC clone (RP11-290M5, Research Genetics

Inc, USA)을 구입하여, tetracyclin이 함유되어 있는 LB 배지에

서 증폭하였다. Plasmid를 추출한 후, CYR61 유전자의 pro-

moter에 특이적인 primer (Forward: 5’-CTGTGGGTATTA

ATTTGC-3’, Reverse: 5’-GGAGAAGGCGCGGAGGGCGC-

3’)를 이용하여 promoter 지역(-732/+54)을 PCR 반응으로 증

폭하였다. 증폭된 Promoter 부위를 각각 T-vector (Invitrogen,

USA)에 cloning 한 후, 각각 luciferase vector인 pGL3-basic

vector (Promega, USA)에 cloning 한 다음 pGL3-CYR61
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Table 2. Selected Up-regulated Genes by 50 μM resveratrol treatment

No. Gene names
GenBank

Acc. No.
Sequence description

Fold change

(1st Exp.)

Fold change

(*2nd Exp.)

1 ATF3 NM_182972 Activating transcription factor 3 10.07 20.37

2 NAG-1 NM_004864 NSAID-activated gene-1 5.71 12.59

3 p21 NM_078467 Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A 4.86 4.82

4 CYR61 NM_001554 Cysteine-rich angiogenic inducer 61 3.76 4.71

*Second microarray experiment was done by using Agilent human oligo 1A DNA microarray.

(-732/+54)로 명명하였다. 최종적으로 RVprimer3 (5’-CTAGC

AAAATAGGCTGTCCC-3’)와 GLprimer2 (5’-CTTTATGTT

TTTGGCGTCTTCCA-3’)를 이용하여 CYR61 Promoter re-

gion을 염기서열분석을 통해 확인하였다.

Luciferase assay

Luciferase assay를 수행하기 위하여 6 well plate에 well당

1×10
5
개의 HCT116 세포주를 접종한 후 24시간 동안 배양하였

다. 배양 후 1 μg의 CYR61 promoter를 포함하는 plasmid

(pGL3-CYR61)와 0.05 μg의 pRL-null vector (Promega, USA)

를 FuGene6 (Roche, USA)를 이용하여 co-transfection하였다.

24시간 transfection 후에 각 chemical들을 정해진 농도에 따라

24시간 동안 처리하였다. 그 후 세포들을 1× luciferase assay

를 첨가하여 세포를 수확하고 Dual luciferase assay kit

(Promega, USA)을 사용하여 luciferase activity를 측정하였다.

측정된 값은 pRL-null activity로 normalization 한 후 사용하

였다.

결과 및 고찰

Resveratrol에 의해 차별적으로 발현되는 유전자군의 발

현 분석

HCT116 세포주에서 파이토케미칼 resveratrol에 의해 차별

적으로 발현되는 유전자를 선별하기 위하여 미국 Microarrays

사의 48.5K Human Array-Illumina HEEBO oligo DNA mi-

croarray를 사용하여 oligo DNA microarray 실험을 수행하였

다. 그 결과, 2배 이상 발현이 증가된 유전자 중 4개(ATF3,

NAG1, p21, CYR61)를 선별하여, Agilent사의 human oligo

1A microarray를 이용하여 실험한 결과[12]와 비교 분석하였

다. 선별된 4개의 유전자의 발현이 두 개의 platform이 다른

microarray 실험에서 동일하게 발현이 증가됨을 확인하였다

(Table 2). 이러한 마이크로어레이 결과를 확인하기 위하여

ATF3, NAG1, p21, 그리고 CYR61 유전자 특이적 primer를

선택하여 RT-PCR을 수행하였다. 그 결과, 모든 유전자의 발현

이 resveratrol의 처리에 의해 증가됨을 확인하였다(Fig. 1).

Resveratrol에 의한 ATF3 유전자의 과대발현[19], NAG1 유전

자의 과대발현[1], p21 유전자의 과대발현[10]은 이미 보고된

바 있으나, resveratrol에 의한 CYR61유전자의 발현 및 조절에

Fig. 1. Changes of gene expression by resveratrol. HCT116 cells

were treated either with DMSO or 50 μM resveratrol for

24 hr. Total RNAs was extracted from chemical-treated

cells and were subjected to reverse transcription-PCR

with selected gene-specific primers.

관한 연구는 전무한 실정이다.

대장암 세포주 모델에서 resveratrol에 의한 CYR61 단백

질의 과대발현

Resveratrol에 의해 발현이 증가되는 것으로 확인된 유전자

중 지금까지 보고가 되지 않은 CYR61 유전자의 발현과 발현

조절을 연구하였다. 먼저, 대장암 세포주 HCT116 HCA7과

DLD-1을 대상으로 24시간 동안 100 μM의 resveratrol를 처리

한 다음 CYR61 단백질의 발현을 확인하였다. 그 결과, 처리한

모든 대장암 세포주에서 resveratrol의 처리에 의해 CYR61 단

백질의 발현이 증가됨을 확인하였다(Fig. 2A). Resveratrol의

농도별(10, 25, 50, 100 μM) 처리에 의한 CYR61 단백질의 발현

양상을 확인한 결과, Fig. 2B에서 보는 바와 같이 25 μM re-

sveratrol 처리군부터 CYR61 단백질의 발현이 약하게 나타나

면서, resveratrol의 농도가 증가됨에 따라 CYR61 단백질의

발현양이 급격하게 증가됨을 확인하였다. 또한, resveratrol의

처리시간에 따른 CYR61 단백질 발현변화를 확인한 결과, 24

시간 처리군부터 CYR61 단백질 발현이 증가됨이 확인되었고,

48시간 처리군에서 최대의 발현이 확인되었다(Fig. 2C).

다양한 생리활성 기능을 가진 chemicals에 의한 CYR61

단백질 발현 비교

Resveratrol은 항산화, 항염증, 항암 기능과 같은 다양한 생

리활성 기능을 가지고 있는 것으로 알려져 있다. 따라서 이러
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Fig. 2. Up-regulation of CYR61 protein by resveratrol. (A)

Human colorectal cancer cell lines (HCT116, HCA7,

DLD-1) were treated with vehicle (DMSO) or resvera-

trol (100 μM) for 48 hr. After incubation, cells were har-

vested, and cell lysates were prepared for Western

analysis. CYR61 antibody was treated followed by

ACTIN antibody. (B) HCT116 cells were treated with

vehicle (DMSO) or various concentrations of resveratrol

(10, 25, 50, 100 μM) for 48 hr. Total proteins were pre-

pared from resveratrol-treated cells and were used for

Western blot analysis. (C) HCT116 cells were treated

with resveratrol (100 μM) and collected in different time

points (0, 3, 6, 9, 12, 24, and 48 hr). Total proteins were

used for Western blot analysis. CYR61 antibody was

incubated followed by ACTIN antibody.

한 resveratrol의 다양한 생리활성과 CYR61 유전자 발현과의

관련성을 규명하기 위하여 다양한 생리활성기능을 가지고 있

는 항염증 제제와 항산화제를 사용하여 이들에 의한 CYR61

단백질 발현을 확인하였다. 먼저 resveratrol에 의한 CYR61

유전자의 발현과 resveratrol의 항염증 활성과의 관련성을 검

증하기 위하여 5가지 종류의 비스테로이성 항염증 제제 처리

에 의한 CYR61 단백질의 발현을 확인하였다. 즉, HCT116 세

포주에 비스테로이드성 항염증 제제인 30 μM sulindac sul-

fide, 100 μM indomethacin, 25 μM SC-560, 100 μM DFU, 100

μM acetaminophen 과 50 μM resveratrol을 24시간 동안 처리

한 다음, CYR61 단백질 발현을 확인하였다. 그 결과 sulindac

sulfide를 비롯한 비스테로이드성 항염증 제제들은 전혀

CYR61 단백질 발현에 영향을 주지 않았고 오직 resveratrol에

의해서만 CYR61 단백질의 발현 유도가 확인되었다(Fig. 3A).

이러한 결과는 resveratrol에 의한 CYR61 단백질의 과대발현

은 resveratrol의 항염증 활성과는 직접적인 관련성이 적음을

시사한다. 또한, resveratrol의 항산화 활성과 CYR61 단백질

발현과의 관련성을 규명하기 위하여 항산화 활성을 가지고

Fig. 3. CYR61 protein expression in NSAIDs, anti-oxidants or

resveratrol- treated HCT116 cells. (A) HCT116 cells were

treated various NSAIDs or resveratrol for 24 hr. And

then, cell lysates were prepared and were subjected to

Western blot analysis using CYR61 and ACTIN

antibodies. VE, Vehicle; SUL, 30 μM Sulindac sulfide;

INDO, 100 μM Indomethacin; SC, 25 μM SC-560; DFU,

100 μM DFU; AC, Acetaminophen; RES, 50 μM

Resveratrol (B) HCT116 cells were treated with various

anti-oxidants or resveratrol for 24 hr. And then cell ly-

sates were prepared and were subjected to Western blot

analysis using CYR61 and ACTIN antibodies. VEH,

Vehicle; RES50, 50 μM Resveratrol; BHA10, 10 μM

Butylated hydroxyanisole; BHA50, 50 μM Butylated hy-

droxyanisole; BHT10, 10 μM Butylated hydroxytoluene;

BHT50, 50 μM Butylated hydroxytoluene; EGCG10, 10

μM Epi-gallocatechin gallate; EGCG50, 50 μM Epi-gallo-

catechin gallate.

있는 3가지 종류의 chemicals과 resveratrol를 HCT116 세포주

에 처리하였다. 즉, 10 μM과 50 μM의 butylated hydrox-

yanisole (BHA), 10 μM과 50 μM의 butylated hydrosytoluene

(BHT), 10 μM과 50 μM epigallocatechin gallate (EGCG)와

50 μM resveratrol를 처리한 후 CYR61 단백질의 발현을 확인

하였다. 그 결과, 다른 항산화제에 의해서는 CYR61 단백질의

발현이 전혀 유도되지 않는 반면, 50 μM resveratrol를 처리한

경우에만 CYR61 단백질의 발현이 특이적으로 증가함을 확인

하였다(Fig. 3B). 이 결과는 resveratrol에 의한 CYR61 단백질

의 발현은 매우 resveratrol 특이적임을 나타내며, CYR61 단백

질의 발현은 resveratrol에 의한 항산화 활성과도 관련성이 적

을 것으로 생각된다.

파이토케미칼에 의한 암억제 유전자 p53의 발현과

CYR61 유전자의 발현 관련성 규명

암 억제 유전자인 p53은 전사조절인자로서 많은 세포성장,

세포사멸의 중심 조절자로서 알려져 있다[18]. Resveratrol에

의한 암 억제 유전자인 p53 단백질의 과대 발현은 이미 보고한

바 있다[9]. Resveratrol에 의한 CYR61 유전자의 발현이 p53

의존적인지를 확인하기 위하여 p53 null인 HCT116 세포주를

사용하였다. 즉, HCT116 세포주와 p53이 null인 HCT116 세포

주에 각각 100 μM resveratrol를 처리한 다음, CYR61 유전자

특이적 primer를 사용하여 RT-PCR을 수행하였다. 그 결과

Fig. 4에서 보는 바와 같이, HCT116 세포주나 p53이 null인
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Fig. 4. CYR61 gene expression by resveratrol. HCT116 and

HCT116 p53-/- cells were treated with vehicle or 100

μM resveratrol for 24 hr. Total RNAs was prepared for

reverse-transcription PCR using CYR61 gene-specific

primers and GAPDH primers as a positive control.

HCT116 세포주에서 모두 resveratrol에 의해서 CYR61 유전자

가 발현됨을 확인하였다. 이 결과는 resveratrol에 의한 CYR61

의 발현은 조사조절인자인 p53의 존재와는 관련이 없는 것으

로 확인되었다.

CYR61 promoter 부위를 함유하는 luciferase vector

제조

이상의 결과에 의하면 CYR61 단백질의 발현은 매우 re-

sveratrol 특이적이고, resveratrol에 의해 대표적 전사조절인

자인 p53이 과대 발현됨에도 불구하고 CYR61 유전자의 발현

과는 관계가 없음을 확인하였다. 따라서, 본 연구에서는 re-

sveratrol에 의한 CYR61 유전자의 발현 조절을 연구하기 위하

여 BAC clone으로부터 CYR61 유전자의 promoter 부분

(-732/+54)을 PCR하여 cloning 하였다(Fig. 5A).

CYR61 promoter construct를 이용한 Luciferase assay

pGL3-CYR61(-732/+54) construct을 이용하여 resveratrol

을 농도별(25, 50, 100 μM)로 처리한 다음, luciferase assay를

수행하였다. 그 결과, 처리한 resveratrol의 농도 의존적으로

promoter의 활성이 증가됨을 확인하였다(Fig. 5B). 또한 이러

한 연구결과는 Fig. 4A의 Western blot의 연구결과와 일치하

는 것으로 확인되었다. 게다가, pGL3-CYR61(-732/+54)를 이

용하여 파이토케미칼의 일종인 배추 유래의 indole-3-carbinol

(I-3-C, 100 μM)과 생강에 존재하는 6-gingerol (100 μM)을 처

리한 다음 luciferase assay를 수행하였다. 그 결과, 오직 re-

sveratrol의 처리에 의해서만 높은 값의 luciferase activity값이

확인되었다(Fig. 5C). 이러한 연구 결과는 resveratrol에 의한

CYR61 유전자의 발현이 매우 resveratrol 특이적이라는 것을

다시 한번 제시해준 결과이다.

그러나, 정확한 생물학적 기전을 규명하기 위해서는 CYR61

을 과대 발현하는 stable cell line의 구축이 선행이 되어야 하

며, 이를 이용하여 CYR61 유전자의 과대발현이 세포에 미치

는 영향과 유전자 발현 변화의 확인이 필요하다. 또한,

CYR61-siRNA를 이용한 연구가 반드시 이루어져야 정확한

resveratrol에 의한 CYR61유전자의 과대발현의 의미와 생물

학적 기능을 정확히 이해할 수 있을 것으로 생각된다.

Fig. 5. CYR61 gene expression by resveratrol. (A) A pGL3-

CYR61(-732/+54) construct was transfected into

HCT116 cells and treated with three different concen-

trations of resveratrol (25, 50, 100 μM) for 24 hr. As an

internal control, pRL-null vector was co-transfected and

used to adjust transfection efficiencies. (B) A pGL3-

CYR61(-732/+54) construct was co-transfected with

pRL-null vector into HCT116 cells using FuGene6 and

the cells were treated with either vehicle, resveratrol,

indole-3-carbinol or 6-gingerol. And then, luciferase as-

say was done by using Dual luciferase reporter system.
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