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Pachymic acid (PA) is a lanostane-type triterpenoid derived from the Poria cocos mushroom. Several 
beneficial biological features of PA provide medicine with a wide variety of valuable effects, such as 
anticancer and anti-inflammatory activity; it also has antioxidant effects against oxidative stress. 
Nonetheless, the biological properties and mechanisms that produce this anti-cancer action of PA re-
main largely undetermined. In this study, we investigated the pro-apoptotic effects of PA in T24 hu-
man bladder cancer cells. It was found that PA could inhibit the cell growth of T24 cells in a dose-de-
pendent manner, which was associated with the induction of apoptotic cell death, as evidenced by 
the formation of apoptotic bodies and chromatin condensation and accumulation of cells in the sub-G1 
phase. The induction of apoptotic cell death by PA was connected with an up-regulation of pro-apop-
totic Bax and Bad protein expression and down-regulation of anti-apoptotic Bcl-2 and Bcl-xL proteins, 
and inhibition of apoptosis family proteins. In addition, apoptosis-inducing concentrations of PA in-
duced the activation of caspase-9, an initiator caspase of the mitochondrial-mediated intrinsic path-
way, and caspase-3, accompanied by proteolytic degradation of poly (ADP-ribose)-polymerase. PA al-
so induced apoptosis via a death receptor-mediated extrinsic pathway by caspase-8 activation, result-
ing in the truncation of Bid and suggesting the existence of cross-talk between the extrinsic and in-
trinsic pathways. Taken together, the present results suggest that PA may be a potential chemo-
therapeutic agent for the control of human bladder cancer cells.
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서   론

방광암은 비뇨기계에서 발생하는 암 중 전립선암 다음으로 

가장 흔한 종양이다. 최근 통계에 의하면 연령이 증가함에 따

라 방광암 발병률이 높아지며, 남성의 경우 방광암이 여성에 

비해 3-4배 더 많이 발생하는 것으로 알려져 있다[10]. 방광암

은 수술 후에도 재발 확률이 높은 것으로 알려져 있어[19, 24] 

방광암의 치료에 보다 효과적인 생리활성을 갖는 물질을 발굴

하고 그와 관련된 분자 및 세포수준에서의 기전을 밝히는 것

이 중요하다고 할 수 있다.

항암치료의 전략은 다양한 기전을 통하여 암세포의 분열과 

성장을 억제하고 선택적으로 암 세포를 제거하는데 있다. 특

히 세포자가사멸 기전으로 알려진 apoptosis는 죽음 수용체

(death receptor, DR)를 매개하는 외인적 경로(extrinsic path-

way)와 mitochondria를 매개하는 내인적 경로(intrinsic path-

way)로 구분 되어진다.  Extrinsic pathway의 경우에는 세포막

에 존재하는 DR에 특정 ligand가 결합함으로써 initiator cas-

pase인 caspase-8의 활성화를 유발하며, 활성화된 caspase-8은 

effector caspase인 caspase-3를 직접적으로 활성화 시킴으로

써 poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)과 같은 기질 단백

질들의 분해를 동반한 DNA 단편화 등을 유발함으로써 apop-

tosis를 유발한다[9, 12]. 하지만 어떤 조건에서는 활성화된 

caspase-8이 직접적으로 caspase-3를 활성화 시키는 것이 아니

라 Bcl-2 homology 3 (BH3)-only protein인 Bid의 단편화를 

통해 intrinsic pathway를 경유하여 apoptosis를 유발하기도 

한다[15, 18]. 반면 intrinsic pathway는 mitochondrial dys-

function과 연관이 있으며, 이는 caspase-9의 활성에 의한 cas-

pase-3의 활성과 연계되어 있다[6, 16]. 이러한 두 경로의 주요 

조절인자인 caspase 효소들은 inhibitor of apoptosis proteins 

(IAPs) family에 속하는 단백질들과의 직접적인 결합을 통하

여 그들의 apoptotic 활성이 억제될 수 있다[7, 22]. 

복령[茯苓, Poria cocos (Fr.) Wolf]은 담자균아강-다공균목-

구멍쟁이버섯과에 속하며 소나무 뿌리 주위에 기생하는 균핵

- Note -



94 생명과학회지 2015, Vol. 25. No. 1

으로 균사가 흰색으로 성장하다가 서로 엉키어 환경 조건의 

변화에 의하여 단단한 조직의 균핵을 형성되는데, 이 균핵의 

내부 색깔에 따라 백복령과 적복령으로 구분된다[1, 13, 17]. 

복령의 주요 생리활성 성분은 pachymic acid로 대표되는 lan-

ostane type의 triterpene계 화합물이며, 그 동족체로서 tumu-

losic acid, eburicoic acid, dehydropachymic acid, poricoic 

acid 등이 보고되어 있다[25, 26]. 최근 연구에 의하면 pachy-

mic acid은 항염증 및 항산화 효과[5, 28, 29] 뿐만 아니라, 암세

포의 신생혈관 생성 억제, 세포주기 억제 및 apoptosis 유발 

등과 같은 항암활성을 가지는 것으로 보고 되어지고 있다[4, 

8, 14]. 하지만 pachymic acid에 의해 유발하는 항암활성 작용 

및 그에 따른 분자생물학적 기전에 대해서는 명확히 밝혀져 

있지 않다.

따라서 본 연구에서는 복령 유래의 pachymic acid가 인체

방광암세포 T24에 미치는 항암 효과의 생화학적 기전의 해석

을 위하여 T24 세포의 증식에 미치는 영향을 조사하였고, pa-

chymic acid가 유발하는 증식억제 현상이 apoptosis에 어떠한 

영향을 미치는지를 조사하여 유의적인 결과를 얻었기에 이를 

보고하는 바 이다.     

재료 및 방법

실험 재료

본 실험에 사용된 pachymic acid는 Nagara Science Co., 

Ltd. (Gifu, Japan)에서 구입하였으며 dimethyl sulfoxide 

(DMSO, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)에 20 mM 

농도로 녹여 사용하였다. 암세포의 증식억제 정도를 측정 하

기 위한 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT)와 세포 핵의 형태변화 관찰을 위한 4,6-dia-

midino-2-phenylindole (DAPI)은 Sigma-Aldrich Co.에서 구

입하였다. 단백질 분석을 위하여 사용된 actin, Bcl-2, Bcl-xL, 

Bax, Bad, Bid, XIAP, cIAP-1, cIAP-2, caspase-3, -8, -9 및 

PARP 항체는 Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, 

CA, USA)에서 구입하였으며, immunoblotting을 위해 2차 항

체로 사용된 horseradish peroxidase (HRP)-conjugated an-

ti-mouse 및 anti-rabbit 항체는 Amersham Life Science Co. 

(Arlington Heights, IL, USA)에서 구입하였다. Caspase의 in 

vitro 활성 측정을 위한 colorimetric assay kit는 R&D Sys-

tems (Minneapolis, MN, USA)에서 구입하였다. 세포주기 분

석을 위하여 사용된 CycleTEST PLUS DNA REAGENT Kit

는 Becton Dickinson (San Jose, CA, USA)에서 구입하였다.

세포 배양, MTT assay 및 trypan blue assay 

실험에 사용한 T24 세포는 American Type Culture Collec-

tion (Rockville, MD, USA)에서 분주 받아 10%의 우태아혈청

(fetal bovine serum, FBS), 1%의 penicillin 및 streptomycin이 

포함된 RPMI-1640 배지(Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)

를 사용하여 37°C, 5% CO2 조건에서 배양하였다. Pachymic 

acid 처리에 따른 세포 증식 억제 정도를 측정하기 위하여 6- 

well plate에 T24 세포를 well당 3×105개를 분주하고 pachy-

mic acid를 적정 농도로 처리하여 배양하였다. 그 후 MTT 시

약을 0.5 mg/ml 농도가 되게 처리하여 2시간 동안 배양하고, 

배지를 제거한 후 DMSO를 2 ml씩 분주하여 well에 생성된 

formazan을 모두 녹인 후 ELISA reader (Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA, USA)로 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

또한 세포의 생존율을 측정하기 위하여 위와 같은 조건으로 

세포를 배양한 후 배지를 제거하고 phosphate-buffered saline 

(PBS)를 각 well 당 1 ml을 첨가하여 세포를 부유시킨 다음 

0.5% trypan blue solution (Gibco-BRL)을 동량으로 첨가하여 

2분간 처리하였다. 처리된 sample을 hemocytometer에 적용

한 후 도립 현미경(Carl Zeiss, Germany)을 이용하여 살아있

는 세포의 수를 비교하였다.

DAPI staining에 의한 세포 핵의 형태 관찰

Apoptosis가 유발되었을 경우 특이적으로 나타나는 핵의 

형태적 변화를 관찰하기 위하여 pachymic acid가 처리된 세포

를 모은 다음 2,000 rpm으로 5분간 원심 분리하여 상층액을 

제거하고 37% formaldehyde 용액과 PBS를 1:9의 비율로 섞은 

fixing solution을 모아진 세포에 500 μl 첨가하여 충분히 섞은 

후, 상온에서 10분 동안 고정하였다. 고정된 세포를 2,000 rpm

으로 5분간 원심 분리하여 fixing solution을 제거하고 PBS 200 

μl에 부유시킨 후 세포가 포함되어 있는 PBS 80 μl를 slide 

glass 위에 떨어뜨리고 1,000 rpm에서 5분간 cytospin하여 세

포를 slide glass에 부착하였다. 세포가 부착된 slide glass를 

PBS로 2~3회 정도 세척하고 PBS가 마르기 전에 0.2%의 Triton 

X-100 (Sigma-Aldrich Co.)을 첨가하여 상온에서 10분간 고정

한 후 2.5 μg/ml 농도의 DAPI 용액을 처리하여 상온에서 15분

간 염색하였다. 염색이 끝난 후 DAPI 용액을 충분하게 세척하

고 mounting solution을 처리한 후 형광 현미경(Carl Zeiss, 

Oberkochen, Germany)을 이용하여 400배의 배율로 각 농도

에 따른 암세포 핵의 형태 변화를 관찰하였다.

DNA flow cytometry 분석

Pachymic acid에 의하여 유발된 apoptosis의 정도를 정량

적으로 분석하기 위하여 정상 및 pachymic acid가 24시간 동

안 처리된 세포들을 모은 다음 2,000 rpm으로 5분간 원심 분리

하여 상층액을 제거한 후 PBS를 이용하여 2~3회 정도 세척하

였다. 준비된 세포는 CycleTEST PLUS DNA REAGENT Kit를 

이용하여 고정 및 염색을 하여 4℃, 암실에서 30분 동안 반응

을 시켰다. 반응시킨 세포를 35-mm mesh를 이용하여 단일세

포로 분리한 후 FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, 

CA, USA)를 적용시켜 형광반응에 따른 Cellular DNA con-
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A

B

Fig. 1. Inhibition of cell proliferation by pachymic acid in T24 

human bladder cancer cells. Cells were seeded in 6 well 

plate at 3×10
5 cells/ml and treated with the indicated 

concentrations of pachymic acid for 24 hr. Cell number 

(A) and viability (B) were measured by the metabol-

ic-dye-based MTT assay and trypan blue assay, re-

spectively. Each point represents the mean ± SD of three 

independent experiments. The significance was de-

termined by the Student’s t-test (*p<0.05 vs. untreated 

control).

tent 및 histogram을 CellQuest software 및 ModiFit LT 

(Becton Dickinson) 프로그램을 이용하여 분석하였다.

Western blot analysis에 의한 단백질 발현의 분석

상기와 동일한 방법으로 처리된 세포에 적당량의 lysis buf-

fer [25 mM Tris-Cl (pH 7.5), 250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 

1% NP-40, 1 mM phenymethylsulfonyl fluoride (PMSF), 5 

mM dithiothreitol (DTT)]를 첨가하여 4℃에서 1시간 동안 반

응시킨 후, 14,000 rpm으로 30분간 원심 분리하여 상층액에 

있는 total 단백질을 분리하였다. 상층액의 단백질 농도는 

Bio-Rad 단백질 정량 시약(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)과 

그 사용방법에 따라 정량 한 다음 동량의 Laemmli sample 

buffer (Bio-Rad)를 섞어서 sample을 만들었다. 동량의 sam-

ple을 sodium dodecyl sulphate (SDS)-polyacrylamide gel을 

이용하여 전기영동으로 분리한 후, nitrocellulose membrane 

(Schleicher and Schuell, Keene, NH, USA)으로 electro-

blotting에 의해 전이시켰다. 분리된 단백질이 전이된 nitro-

cellulose membrane을 5% skim milk를 처리하여 비 특이적인 

단백질들에 대한 blocking을 실시하고 1차 항체를 처리하여 

상온에서 2시간 이상 또는 4℃에서 over night 시킨 다음 

PBS-T로 세척(15분간 1번, 5분간 5번)하고 처리된 1차 항체에 

맞는 2차 항체(PBS-T로 1:1,500으로 희석하여 사용)를 사용하

여 상온에서 1시간 정도 반응시켰다. 반응이 끝난 후 암실에서 

enhanced chemiluminoesence (ECL) solution (Amersham 

Life Science Co.)을 적용시킨 다음 X-ray film에 감광시켜 특

정단백질의 발현 양을 분석하였다. 

Mitochondrial membrane potential (MMP, Δψm) 변

화의 측정

MMP 값의 변화 여부를 조사하기 위하여 dual-emission 

potential-sensitive probe인 5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-tet-

raethyl- imidacarbocyanine iodide (JC-1, Sigma-Aldrich Co.)

를 사용하였다. 적정 시간 pachymic acid가 처리된 세포를 모은 

후, 10 μM의 JC-1 용액을 이용하여 실온, 암하의 조건에서 

염색을 시켰다. 30분 후, JC-1 용약을 제거하고 PBS로 수세한 

후 FACSCalibur를 이용하여 MMP의 양적 변화를 조사하였다.

In vitro caspase activity 측정 

Apoptosis 유발에 있어서 중요한 작용을 하는 것으로 알려

진 caspase의 활성 정도가 pachymic acid 처리에 의하여 어떠

한 변화를 유발하는지 알아보기 위하여 정상 및 pachymic 

acid가 처리된 배지에서 24시간 배양된 세포를 모은 뒤 상기와 

동일한 방법으로 단백질을 추출하고 정량 하였다. 150 μg의 

단백질이 함유된 50 μl의 sample에 기질 100 μM이 함유된 

reaction buffer [40 mM HEPES (pH 7.4), 20% glycerol (v/v), 

1 mM EDTA, 0.2% NP-40 and 10 mM DL-DTT] 50 μl를 혼합

하여 각 sample 당 총 양이 100 μl가 되게 하였다. 여기에 cas-

pase-3에 따른 기질 5 μl를 첨가하여 37℃, 암실에서 3시간 동

안 반응시킨 후 ELISA reader를 이용하여 405 nm의 흡광도를 

이용하여 반응의 정도를 측정하였다. 실험에 사용된 기질은 

caspase-3의 경우에는 Asp-Glu-Val-Asp (DEVD)-p-nitroani-

line (pNA)이었고, caspase-8의 경우에는 Ile-Glu-Thr-Asp 

(IETD)-pNA이었으며, caspase-9은 Leu-Glu-His-Asp (LEHD)- 

pNA였다.

통계 처리  

모든 실험결과는 평균 ± 표준편차로 표시하였고 SigmaPlot

을 이용하여 Student t-test를 이용하여 통계적 유의성을 얻었다. 

결   과

Pachymic acid에 의한 방광암 T24 세포의 apoptosis 

유발

인체방광암 T24 세포의 증식에 미치는 pachymic acid의 영

향을 알아보기 위하여 pachymic acid를 적정농도로 처리하여 

24시간 동안 배양한 후 hemocytometer counting 및 MTT as-
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A

B

Fig. 2. Induction of apoptosis by pachymic acid treatment in 

T24 human bladder cancer cells. (A) Cells were treated 

with the indicated concentrations of pachymic acid for 

24 h. The cells were fixed and stained with DAPI 

solution. The stained nuclei were observed under a fluo-

rescent microscope (original magnification 400×). (B) To 

quantify the degree of apoptosis induced by pachymic 

acid, the cells grown under the same conditions as (A) 

were evaluated for sub-G1 DNA content, which repre-

sents the fractions undergoing apoptotic DNA degrada-

tion, using a DNA flow cytometer. Results are expressed 

as percentage of the vehicle treated control ± SD of three 

separate experiments. Significance was determined us-

ing a Student’s t-test (* p<0.05 vs. untreated control).

A

B

Fig. 3. Effects of pachymic acid on the expression of Bcl-2 and 

IAP family proteins in T24 human bladder cancer cells. 

Cells were treated with pachymic acid for 24 hr, and ali-

quots containing total proteins were subjected to 

SDS-polyacrylamide gels followed by immunoblot anal-

ysis with specific antibodies against Bcl-2 (A) and IAP 

(B) family proteins, and an ECL detection system. Actin 

was used as an internal control.

say를 실시하였다. Fig. 1A 및 B에 나타난 바와 같이 pachymic 

acid는 처리 농도 의존적으로 T24 세포의 생존율의 감소 및 

증식 억제 효과를 보여주었다. 아울러 pachymic acid 처리에 

의해 유발되는 증식억제가 apoptosis 유발과 직접적인 연관이 

있는지를 확인하기 위하여 정상 및 pachymic acid를 적정농도

로 처리한 배지에서 24시간 동안 배양된 T24 세포에서 핵의 

형태변화 및 sub-G1기 세포의 빈도를 조사하였다. 먼저 Fig. 

2A에 나타낸 바와 같이 핵산에 특이적으로 결합하는 형광물

질인 DAPI 염색을 실시한 결과, 정상 배지에서 자란 T24 세포

에서는 핵의 형태가 뚜렷하게 정상으로 염색되었으나 pachy-

mic acid가 처리된 세포의 경우는 처리 농도의 증가에 따라 

apoptosis가 일어난 세포에서 전형적으로 관찰되는 염색질 응

축에 의한 apoptotic body가 관찰되었다. 다음으로 pachymic 

acid 처리에 따른 apoptosis 유발 정도를 정량적으로 비교 분

석하기 위하여 상기와 동일한 조건으로 배양된 T24 세포를 

대상으로 flow cytometry를 이용하여 apoptosis가 유발되었

을 것으로 예상되는 sub-G1기에 해당하는 세포를 측정한 결과 

Fig. 2B에 나타낸 바와 같다. 결과에서 알 수 있듯이 정상 배지

에서 자란 암세포에서의 자연적 apoptosis 유발 빈도는 약 

3.7%로 매우 낮았으나 pachymic acid 처리 농도가 증가할수록 

sub-G1기의 세포의 빈도가 증가하여 20 μM 처리군에서는 약 

24.8%에 해당하는 세포가 sub-G1기로 관찰되었다. 이상의 결

과는 pachymic acid 처리에 의한 증식억제가 apoptosis 유발

과 밀접한 연관이 있음을 보는 주는 것이다. 

Pachymic acid 처리에 따른 Bcl-2 family 인자들의 발

현 변화

다음은 apoptosis 유발 조절에 있어서 가장 대표적인 유전

자로 알려진 Bcl-2 family 인자들의 발현에 미치는 pachymic 

acid의 영향을 Western blotting을 이용하여 조사하였다. 그 

결과 Bcl-2 family에 속하는 인자들 중, pro-apoptotic 유전자

인 Bax 및 Bad의 발현이 pachymic acid 처리 농도 의존적으로 

현저하게 증가되었으며, anti-apoptotic 유전자인 Bcl-2와 

Bcl-xL의 발현은 현저히 감소되었다. 또한 세포질에 있는 Bid

의 경우 caspase-8의 활성화에 의해 truncation이 일어나 tBid

로 되면 mitochondria로 이동하여 intrinsic 경로를 증폭시키

는 단백질로 알려져 있으며, pachymic acid 처리 시 Bid의 발

현이 감소하고 tBid의 발현이 증가하였다(Fig. 3A).   
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A

B

Fig. 4. Effects of pachymic acid on the MMP values in T24 hu-

man bladder cancer cells. (A) Cells were treated with pa-

chymic acid for 24 hr, collected and then incubated with 

JC-1 (10 μM) for 20 min at 37°C in the dark. The cells 

were then washed once with PBS and analyzed by a flow 

cytometer. (B) Results are expressed as percentage of the 

vehicle treated control ± SD of three separate experi-

ments. Significance was determined using a Student’s 

t-test (*, p<0.05 vs. untreated control).

Fig. 5. Effects of pachymic acid on the expression of capases 

and PARP in T24 human bladder cancer cells. Cells were 

treated with pachymic acid for 24 hr, and aliquots con-

taining total proteins were subjected to SDS-poly-

acrylamide gels followed by immunoblot analysis with 

specific antibodies and an ECL detection system. Actin 

was used as an internal control.

Pachymic acid 처리에 따른 IAP family 인자들의 발현 

변화

다음은 apoptosis 유도에 중심적인 역할을 하는 caspase 단

백질들의 활성을 억제하는 IAP family에 속하는 cIAP-1, 

cIAP-2 및 XIAP의 발현 변화를 Western blotting을 통해 관찰

하였으며, 조사된 3가지 IAP family 인자들의 발현이 pachy-

mic acid 처리에 의하여 현저하게 감소되었다(Fig. 3B). 이상의 

결과를 살펴볼 때 pachymic acid에 의해 유발되는 apoptosis 

과정에는 Bcl-2 및 IAP family 인자들의 발현 변화가 중요한 

역할을 한다는 것을 알 수 있었다.

MMP 변화에 미치는 pachymic acid의 영향

이상의 결과에서 pachymic acid에 의한 apoptosis의 유발

에는 mitochondria의 기능 손상이 연관되었을 것으로 추정되

어 mitochondria 활성의 평가로 이용되는 MMP의 값을 JC-1 

염색으로 통하여 분석하였다. Fig. 4의 결과에서 알 수 있듯이, 

pachymic acid의 처리 농도가 증가될수록 mitochondria의 기

능이 정상적으로 이루어지고 있음을 보여주는 적형광의 색을 

띠는 세포의 수가 감소된 만큼, MMP의 소실을 의미하는 녹형

광색을 띠는 세포의 수가 증가되었다. 이는 pachymic acid 처

리에 따른 mitochondria 막의 교란 유도가 증가되었음을 보여

준 결과이다.

Caspase의 활성 및 기질 단백질의 발현에 미치는 pachymic 

acid의 영향

Extrinsic 및 intrinsic pathway의 활성화를 통한 apoptosis 

유발에는 여러 종류의 caspase가 관여하는 것으로 알려져 있

기에, pachymic acid 처리에 의한 apoptosis 유발에 있어서 

이들의 활성이 관여하는 지의 여부를 조사하였다. 먼저 cas-

pase의 발현 정도를 확인한 결과, Fig. 5에서 나타난 바와 같이 

pachymic acid 처리시 caspase-3, -8 및 -9의 활성형 단백질의 

발현이 증가되고 불활성형 단백질의 발현이 감소하는 것으로 

나타났다. 따라서 caspase의 활성 여부를 정량적으로 재확인

하기 위하여 in vitro caspase 활성을 분석한 결과, pachymic 

acid 처리에 따라 caspase-3, -8 및 -9의 활성 정도가 대조군과 

비교하였을 때 처리 농도 의존적으로 유의적으로 증가되었음

을 알 수 있었다(Fig. 6).

한편 활성화된 caspase는 세포의 정상적인 생존에 필수적

인 세포 내 주요 단백질들을 분해할 수 있으며, 단편화가 일어

난 이들 단백질들은 apoptosis가 유발되었다는 표지인자로서 

활용이 된다. 본 연구에서는 대표적인 caspase-3의 기질 단백

질에 해당되는 PARP의 발현 변화를 조사하였다. PARP는 정

상세포의 DNA 수복이나 유전자 안정성 유지에 중요한 역할

을 하며, apoptosis 유발 시 caspase-3에 의해 분해가 일어나면 

이러한 회복기능이 상실된다[23]. Fig. 5A에 나타낸 것처럼 

pachymic acid 처리 농도의 증가에 따라 PARP 단백질의 단편

화가 증가하였으며, pachymic acid 처리에 따른 T24 세포의 
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     Time (hr)

Fig. 6. Activation of caspases by pachymic acid treatment in 

T24 human bladder cancer cells. Cells were treated with 

the indicated concentrations of pachymic acid for 24 hr. 

The cells were lysed, and aliquots (50 μg protein) were 

assayed for in vitro caspase-3, -8 and -9 activity using 

DEVD-pNA, IETD-pNA and LEHD-pNA as substrates, 

respectively, at 37°C for 1 hr. The released fluorescent 

products were measured. The data are expressed as the 

mean ± SD of three independent experiments. The sig-

nificance was determined by the Student’s t-test (*p<0.05 

vs. untreated control).

apoptosis 유발은 caspase-3의 활성을 통한 표적단백질의 단편

화에 의하여 이루어지고 있음을 알 수 있었다.

고   찰

본 연구에서는 다양한 약리학적 활성을 가지는 것으로 알려

진 pachymic acid의 항암효능을 알아보기 위하여 인체 방광암

세포주인 T24 세포의 생존율 및 증식 억제에 미치는 영향과 

이와 연관된 apoptosis 유발 여부 및 관련 인자들의 발현 변화

를 조사하였다. 이를 위하여 먼저 pachymic acid의 처리에 따

른 증식억제 정도를 조사한 결과, pachymic acid 처리 농도 

의존적으로 생존율 및 증식억제 현상이 나타났으며(Fig. 1), 

pachymic acid의 처리에 의한 암세포 생존율 및 증식의 억제

는 apoptosis 유발과 밀접한 연관성이 있을 것으로 기대되어 

이에 대한 증거를 제시하기 위하여 암세포의 핵 형태 변화를 

관찰한 결과, pachymic acid를 처리하지 않은 암세포에서는 

핵의 형태가 뚜렷하게 정상으로 염색이 되었으나 pachymic 

acid가 처리된 암세포의 경우, pachymic acid 처리 농도 의존

적으로 염색질 응축에 의한 apoptosis가 일어난 세포에서 전

형적으로 관찰되는 apoptotic body가 증가 되는 것을 관찰할 

수 있었다(Fig. 2A). 이는 nucleosome의 linker DNA 부분의 

절단에 의한 DNA 단편화의 결과이므로 pachymic acid의 처

리에 의한 암세포의 증식억제 및 형태적 변형이 암세포의 

apoptosis 유발과 밀접한 관련이 있음을 시사하여 주는 것으

로 사료된다. 아울러 flow cytometry 분석에 의한 apoptosis 

유발 세포군에 해당하는 sub-G1기에 속하는 세포들의 빈도 

역시 pachymic acid 처리 농도 의존적으로 증가되어 pachy-

mic acid 처리에 따른 암세포의 증식 억제는 apoptosis 유발과 

직접적인 연관이 있음을 알 수 있었다(Fig. 2B). 

Apoptosis 유발에 있어서 중요한 역할을 하는 Bcl-2 family

는 mitochondria 외막에 존재하고 있으며, 네 가지의 Bcl ho-

mology (BH) domains (BH1–BH4) 중 최소한 한 개의 do-

main을 포함하고 있으며 mitochondria 기능 보존과 연관된 

apoptosis에 있어서 중요한 역할을 한다. Bcl-2 family에는 

Bcl-2 및 Bcl-xL 등과 같은 apoptosis를 억제하는 anti-apop-

totic 유전자와 Bax, Bak, Bad, Bim 및 Bid 등과 같은 apoptosis

를 유발하는 pro-apoptotic 유전자로 구성되어 있으며, an-

ti-apoptotic 및 pro-apoptotic 유전자들은 dimer의 형태로 결

합하여 균형을 이루고 있는 것으로 알려져 있다[11, 20]. 하지

만 이들 사이에 균형이 깨어지게 되면 mitochondria 내부로부

터 세포질로 cytochrome c 등과 같은 apoptosis를 유발하는 

물질들이 방출되어 cysteine-related proteases인 caspase 및 

DNA의 단편화와 연관된 endonuclease 등의 활성이 증가되어 

apoptosis가 유발된다[3, 21]. 따라서 본 연구에서는 pachymic 

acid 처리에 의한 apoptosis 유발에 관여하는 유전자의 탐색을 

위하여 apoptosis와 연관성을 가지는 Bcl-2 family에 속하는 

유전자의 발현을 조사하였다. 그 결과 pachymic acid 처리 농

도 의존적으로 Bax, Bad 및 tBid 단백질의 발현 증가와 더불어 

Bcl-2 및 Bcl-xL 단백질의 발현 감소가 관찰되어(Fig. 3A), pa-

chymic acid에 의한 T24 세포의 apoptosis 유발에 Bcl-2 family

에 속하는 유전자의 발현의 변동이 중요한 역할을 하는 것으

로 사료된다. 아울러 pachymic acid의 처리에 따른 MMP의 

소실은 pachymic acid에 의한 mitochondria 막의 교란이 유발

되었음을 의미하는 것으로(Fig. 4) 이러한 MMP 값의 변동은 

Bcl-2 family 단백질의 발현 변화에 의한 것이라 추정된다. 

한편 apoptosis 조절에 있어서 caspase와 직접적으로 결합

하여 활성을 억제하는 것으로 알려진 IAP family는 대부분의 

암세포에서 높게 발현이 되어있으므로 암 치료 시 약물에 저

항성을 가지는 원인이 되는 것으로 알려져 있다[2]. 현재까지 

밝혀진 여덟 종류의 IAP 인자들은 caspase의 ubiquitination 

및 degradation을 조절하는 RING finger domain 또는 pro-

tein-protein interaction 기능을 하는 caspase-recruitment do-

main (CARD)을 가지며, 한 개 이상의 baculovirus IAP repeat 

(BIR) domain을 가지는 것으로 알려져 있다. 특히 이들 중 

XIAP는 가장 강력한 IAP로서 대부분의 암세포에서 높은 수준

으로 존재하고 있는 것으로 밝혀져 있다[2, 7]. Pachymic acid 

처리에 의한 암세포의 apoptosis 유발에 IAP family가 관여하

는지의 여부를 조사한 결과, pachymic acid 처리 농도 의존적

으로 T24 세포에서 조사된 3가지의 IAP family 단백질 모두의 

발현이 감소되었다(Fig. 3B). 

Cystein-containing aspartate-specific protease family인 
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caspase 또한 apoptosis에 의해 유발되는 많은 생화학적 또는 

형태적 변화에 있어서 매우 중요한 역할을 하는 것으로 알려

져 있다. Caspase는 large subunit과 small subunit으로 구성되

어 있으며 세포가 정상적으로 성장 및 생존할 때 핵과 mi-

tochondria의 외막에 불활성 상태인 proenzyme 형태로 존재

하지만 apoptosis를 유발하는 세포 내/외의 자극에 의하여 활

성화되어 표적 단백질들의 분해를 유발한다. 이러한 caspase

는 initiator caspase 및 effector caspase로 구분되어지며 특히 

effector caspase인 caspase-3의 경우에는 extrinsic pathway에 

의하여 활성화된 caspase-8 및 intrinsic pathway에 의하여 활

성화된 caspase-9에 의하여 활성화되어 여러 종류의 기질 단백

질들을 분해함으로써 apoptosis를 유발하는 중요한 효소로 알

려져 있다. Caspase-3의 기질단백질 중 하나인 PARP 단백질

은 eukaryotic nuclear enzyme family로서 DNA repair, 유전

자 전사, 세포주기 진행, 염색체 기능, genomic stability 및 

세포 죽음을 조절하며, caspase-3가 활성화되면 116 kDa의 분

자량을 가진 PARP 단백질의 Asp214와 Gly215 사이에서 분해

가 일어나서 85 및 24 kDa의 단편으로 proteolytic cleavage가 

일어나서 apoptosis 촉진을 위한 효소적 활성을 획득하는 것

으로 알려져 있다[23, 27]. 따라서 본 연구에서는 apoptosis에 

중요한 역할을 하는 것으로 알려진 caspase-3, -8 및 -9의 발현

에 pachymic acid가 어떠한 영향을 미치는 지를 조사한 결과, 

caspase-3, -8 및 -9의 활성형 단백질 발현 및 정량적 활성 증가

를 확인하였으며, caspase-3의 기질단백질인 PARP가 pachy-

mic acid의 처리에 의하여 단편화가 유발되었음을 확인하였다

(Fig. 5 및 6). 

이상의 결과에서 pachymic acid는 extrinsic 및 intrinsic 

apoptosis pathway의 개시에 핵심적인 역할을 하는 caspase-8 

및 -9의 활성을 모두 증가시켰으며, 이에 따른 caspase-3의 활

성증가에 의하여 apoptosis가 유발되었음을 알 수 있었다. 이

러한 두 경로의 동시 활성화에는 mitochondria의 기능 소실과 

Bcl-2 및 IAP family의 발현 변화가 관여하고 있었으며, 특히 

tBid의 발현 증가는 pachymic acid에 의한 intrinsic pathway

를 증폭시키는 효과로 작용했을 것이라 추정된다. 방광암의 

치료에 보다 효과적인 생리활성을 갖는 물질을 발굴하고 그와 

관련된 분자 및 세포수준에서의 기전을 밝히는 것이 중요하기

에 본 연구의 결과는 향후 pachymic acid로 수행 될 추가 실험

을 위한 기초자료로서 그 가치가 매우 높을 것으로 사료된다.  
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초록：T24 인체방광암 세포에서 pachymic acid에 의한 apoptosis 유발

정진우1․백준영3․김광동1,2․최영현4,5․이재동3*
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Pachymic acid는 복령에서 분리된 lanostane-type인 triterpenoid의 일종이다. 최근 pachymic acid가 항암 및 

항염증 효능과 산화적 스트레스에 대한 항산화 효능 등과 같은 약리적인 효능이 있는 것으로 밝혀지고 있으나, 

그에 대한 구체적인 분자생물학적 기전 연구는 매우 미비한 실정이다. 본 연구에서는 pachymic acid의 항암활성 

및 관련 기전 조사의 일환으로 T24 인체 방광암세포 모델을 이용하여 pachymic acid에 의한 apoptosis 유발 여부

를 검증하였다. 본 연구의 결과에 의하면 pachymic acid는 T24 세포의 증식을 유의적으로 억제시켰으며, 이는 

apoptosis 유발과 연관성이 있음을 다양한 방법으로 확인하였다. Pachymic acid에 의한 apoptosis 유도에는 

pro-apoptotic 인자들의 발현 증가와 anti-apoptotic 유전자 산물들의 발현 감소가 동반되었으며, MMP의 소실과 

tBid의 발현 증가가 관찰되었다. 아울러 pachymic acid는 extrinsic 및 intrinsic apoptosis 경로의 개시에 관여하는 

caspase-8 및 -9의 활성뿐 만 아니라, caspase-3의 활성도 증가시킴으로서 PARP와 같은 기질 단백질의 단편화를 

초래하였다. 따라서 pachymic acid는 항암활성을 지니는 천연생리활성 물질로서의 잠재력이 매우 높음을 알 수 

있었다. 
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