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Dicumarol is a coumarin derivative isolated from sweet clover (Melilotus alba), and has anti-coagulant 
activity with the inhibitory activity of NAD(P)H quinone oxidoreductase1 (NQO1). NQO1 catalyzes 
the two-electron reduction of quinones to hydroquinones. Dicumarol competes with NAD(P)H for 
binding to NQO1, resulting in the inhibition of NQO1 enzymatic activity. The expression of matrix 
metalloproteinases (MMPs) has been implicated in the invasion and metastasis of cancer cells. The ex-
pression of MMPs is regulated by cytokines and signal transduction pathways, including those acti-
vated by phorbol myristate acetate (PMA). However, the effects of dicumarol on metalloproteinase 
(MMP)-9 expression and activity are not investigated here. This study investigated whether dicumarol 
inhibits MMP-9 expression and activity in PMA-treated human renal carcinoma Caki cells. Dicumarol 
markedly inhibited the PMA-induced MMP-9 mRNA expression and MMP-9 activity. NF-κB and AP1 
promoter activity, which is important in MMP-9 expression, also decreased in dicumarol-treated cells. 
Furthermore, dicumarol markedly suppressed the ability of PMA-mediated migration in Caki cells. 
When the relevance of NQO1 in the dicumarol-mediated inhibitory effect on PMA-induced MMP9 ac-
tivity was elucidated, knock-down of NQO1 with siRNA was found to have no effect on PMA-in-
duced MMP9 activity, suggesting that the stimulating effect of dicumarol on PMA-induced MMP9 ac-
tivity is independent of NQO1 activity. Taken together, the present studies suggested that dicumarol 
may inhibit PMA-induced migration via down-regulation of MMP-9 expression and activity.
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서   론

암에 의한 사망의 주요 원인은 암세포 전이 때문이다. 암 

전이는 여러 단계를 거쳐서 일어나며, 원발병 부위에서 분리, 

이동, 주변 조직으로 침투한다. 전이가 일어나는 과정 동안 

암세포는 세포를 둘러싸고 있는 세포 외 기질(extracellular 

matrix, ECM)의 분해가 필수적으로 요구된다[13]. Matrix 

metalloproteinases (MMPs)는 암세포의 전이가 일어나는 과

정에서 세포 외 기질을 분해시키는 중요한 효소이고 아연/칼

슘의존성으로 30 종류가 있으며 기질의 특성에 따라 구분 된

다[9, 18]. MMP는 기질의 형태에 따라서 1) collagenase, 2) 

gelatinase, 3) stromelysines, 4) matrilysins, 5) membrane 

type-MMP, 6) 그 외의 MMP가 있다[3, 21]. 이 중에서, 특히 

gelatinase에 속하는 MMP-2와 MMP-9가 다양한 암세포에서 

비정상적으로 활성이 높으며, 암세포의 침윤과 전이에 밀접한 

관련이 있다[6, 17]. 한편 MMPs의 세포 내 자연적으로 발생된 

내생적 억제인자로 알려진 tissue inhibitors of metal-

loproteinases (TIMPs)에 의해 효소적 활성을 저해함으로서 

ECM의 파괴를 억제하는 것으로 알려져 있다[10, 19].

Dicumarol는 전동싸리(Melilotus alba) 식물에서 추출한 

coumarin 유도체로 vitamin K 의존적으로 항응고 작용을 한

다[14]. Dicumarol의 또 다른 주기능은 NAD(P)H quinone ox-

idoreductase 1 (NQO1)의 효소 저해제로 알려저 있다[4, 14]. 

NQO1은 flavoprotein 계통의 2개 전자 환원 효소이며 NADH 

또는 NADPH를 보조인자로 quinone 계통의 화합물을 hydro-

quinone으로 환원 한다[20]. 암에서 NQO1은 그에 상응하는 

정상 조직과 비교하였을 때 비교적 높은 발현을 나타낸다[15]. 

Dicumarol 은 췌장암 세포주에서 NQO1저해 과정에서 super-

oxide 생성에 의해서 세포의 증식 억제를 유도한다[5]. 신장암

세포에서 TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)과 

dicumarol을 병합 처리 시 세포사멸을 증가시킨다고 알려져 

있다[16]. 또한, dicumarol은 liver epithelial 세포에서 con-

nexin-43 의존적인 gap junction을 억제한다[1]. 하지만, dicu-

marol에 의한 암세포의 전이 및 침투 억제에 대한 기전 연구는 

아직 미흡하다. 
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Fig. 1. Effect of dicumarol on viability of Caki cells. (A) Chemical structure of dicumarol. (B) Caki cells were treated with dicumarol 

at the indicated concentrations and cell viability was determined by MTT assay after 24 hr. Data are given as means of 

values ± SD from three independent experiments. Level of significance was identified statistically (p<0.05) compared with 

blank group using Student’s t test.

본 연구에서는 인간 신장암 세포인 Caki에서 protein kin-

ase C (PKC) 활성 물질인 phorbol myristate acetate (PMA)에 

의해 유도되는 MMP-9의 활성화 조절에 대한 dicumarol의 영

향을 연구하였다. 또한 dicumarol에 의한 활성화 조절 기전을 

규명하기 위하여, MMP-9의 발현 억제기전을 확인하고, 세포 

이동에 영향을 주는지에 대해 연구하였다. 

재료 및 방법

세포 배양 및 시약

본 연구에 사용한 인간 자궁경부암 세포주인 Caki 세포는 

American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, 

USA)에서 구입하였다. 세포주 배양을 위한 배지는 10% 태아

우혈청(fetal bovine serum, Hyclone laboratories, Lagan, 

Utah, USA)과 1% antibiotics, 0.2% Gentamycin을 첨가한 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco BRL, 

Grand Island, NY, USA)을 사용하였으며 37°C로 유지되는 

5% CO2 배양기를 이용하여 배양하였다. 실험에 사용된 약제

인 PMA는 Calbiochem (San Diego, CA, USA)에서 구입하였

다. Dicumarol (Fig. 1A)는 Sigma Chemical Co. (St. Louis, 

MO, USA)에서 구입하였다. 

MTT assay

Hansen [7]의 방법에 따라 Caki세포에 대한 dicumarol의 

세포독성을 MTT (3-(4,5-dimethyl-2-yl)-2,5-diphenyltetrazo-

lium bromide)를 이용하여 측정하였다.

Gelatin substrate gel zymography

PMA에 의해 유도되는 MMP-9의 활성에 dicumarol가 미치

는 영향을 알아보기 위하여 Caki세포에 dicumarol를 전처리 

후 PMA를 처리하여 gelatin zymography를 시행하였다. 

6-well plate에 0.4×106의 세포를 분주 한 후 시약을 처리하여 

24시간 배양 한 후 세포 배양액을 거두어 2% geletain이 함유

된 10% SDS polyacrylamide gel에서 전기영동을 실시하였다. 

2.5% Triton X-100으로 1시간 동안 gel을 세척하여 SDS를 제거

한 다음, 5 mM CaCl2과 ZnCl2가 포함된 완충액에 넣고 37°C 

에서 24시간 동안 배양하였다. 0.25% Coomassie blue를 이용

하여 30분 동안 Gel을 염색한 후, acetic acid와 methanol이 

포함된 탈색 완충액을 처리하여 흰색 밴드를 관찰하였다.

Plasmids, transfections and luciferase gene assays

PMA에 의한 MMP-9 유전자의 전사제어에 대한 영향을 분

석하기 위하여 MMP-9-Luc (human MMP-9 promoter con-

struct)을 사용하였다. 6-well plate에 12시간 배양한 세포에 

human MMP-9-Luc을 lipofectamine 방법에 따라 transfection

을 하였고, dicumarol를 30분 전 처리한 후 PMA를 24시간 

처리하여, luciferase 활성을 측정하였다. 또한 AP-1과 NF-κB 

reporter construct는 Clontech (Palo Alto, CA, USA)으로부터 

구입하여 위와 같은 방법으로 활성을 측정하였다. GFP (con-

trol)와 NQO1 small-interfering RNA (siRNA)는 Santa Cruz 

Biotechology (Santa Cruz, CA, USA)으로부터 구입하여 Oli-

gofectamine TM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 방법에 따라 

transfection 하였다.

RNA isolation and reverse transcriptase-polymerase 

chain reaction (RT-PCR) 

PMA에 의해 증가한 MMP-9의 mRNA발현이 dicumarol에 

의해 억제되는지를 알아보기 위해서 RT-PCR을 이용하여 MMP- 

9의 mRNA 발현을 분석하였다. 시료를 처리한 세포에 Trizol 

reagent (Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA)를 처리하여 to-

tal RNA를 분리 한 후, M-MLV 역전사효소(Gibco-BRL, 

Gaithersburg, MD, USA)를 이용하여 cDNA를 합성 하였다. 

합성된 cDNA를 MMP-9 primer를 이용하여 유전자를 증폭시

켰다. PCR에 사용한 MMP-9 primer sequence는 forward: 

5'-CAC TGT CCA CCC CTC AGA GC-3', reverse: 5'-GCC 

ACT TGT CGG CGA TAA GG-3'이고, actin 의 primer se-

quence는 forward: 5'- GGC ATC GTC ACC AAC TGG GAC 

-3', reverse: 5'- CGA TTT CCC GCT CG GCC GTG G -3'이다. 

그 양적 차이를 비교하기 위해서 1.5% agarose gel에 각각의 

PCR 산물을 loading 하여 전기영동을 한 다음 ethidium bro-
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Fig. 2. Effect of dicumarol on PMA-induced MMP-9 activity and cell invasion. (A) Caki cells were pretreated with the indicated 

concentrations of dicumarol for 30 min, and then added 50 nM PMA for 24 hr. Conditioned media were collected, and 

MMP-9 activity was analyzed using gelatin zymography. The data represent three independent experiments. (B) Confluent 

monolayer of Caki cells was wounded and images were taken immediately (control-0 hr). After washing with PBS, Caki 

cells were cells were pretreated with the indicated concentrations of dicumarol for 30 min, and then treated with 50 nM 

PMA for 24 hr. Wound gap was observed and cells were photographed using a Carl Zeiss microscope. The data represent 

three independent experiments. (C) Caki cells were pretreated with dicumarol (50 μM) for 30 min followed by treatment 

with 50 nM PMA for 24 hr and the migrating cells were counted. Cell invasion was determined using Boyden Chamber.

mide (EtBr)로 염색 한 후 UV 상에서 발현의 정도를 확인하였다. 

Western Blotting

PMA처리에 의해 증가하는 MMP-9단백질 발현에 대한 di-

cumarol의 효과를 확인하기 위하여 Western blotting을 실시

하였다. 세포를 0.4×106 cells/well로 12시간 배양 후에, FBS를 

첨가하지 않은 무혈청 배지로 교체하여 dicumarol를 30분 전 

처리하고, PMA를 12시간 처리하여, 세포를 모아 40 μl lysis 

buffer (137 mM NaCl, 15 mM EGTA, 0.1 mM sodium ortho-

vanadate, 15 mM MgCl2, 0.1% Triton X-100, 25 mM MOPS, 

100 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, and 20 mM leu-

peptin, pH 7.2)를 첨가하고 5분 간격으로 15초 동안 3번 vor-

tex하여 세포를 파쇄한 후 13,000 rpm, 4°C, 15분간 원심 분리

하여 시료를 준비하였다. 시료는 BCA 단백질 정량 kit를 사용

하여 562 nm에서 흡광도를 측정하여 단백질을 정량 하였으며, 

10% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro-

phoresis (SDS-PAGE)에서 단백질을 분리한 후, immobilon 

membrane (Milipore, Bedford, MA)으로 transfer하였다. 

Membrane은 5% milk/TBST (20 mM Tris-HCL, 137 mM 

NaCl, 0.1%Tween 20, pH 7.4)로 실온에서 1시간 유지한 후, 

MMP-9 (Santa Cruz, CA, USA)과 actin (Sigma, Louis, MO)을 

희석한 5% milk/TBST로 실온에서 12시간 유지하였다. Anti- 

mouse 또는 rabbit Ig horseradish peroxidase/TBST (Amer-

sham Buckinghamshire, England)로 1시간 반응 후 Enhanced 

Chemiluminoscence (ECL, Pierce, IL, USA)용액을 가하여 발

색시켜서 단백질을 확인하였다. 
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Fig. 3. Dicumarol inhibits PMA-induced MMP-9 mRNA and MMP-9 promoter activity and mRNA expression. (A) Caki cells were 

pretreated with the indicated concentrations of dicumarol for 30 min, and then added with 50 nM PMA for 24 hr. MMP-9 

mRNA expression was determined using RT-PCR. (B-D) Caki cells were transfected with a MMP-9 promoter(B), NF-κB (C) 

and AP-1(D) -luciferase construct. After incubating for overnight, cells were pretreated with the 50 μM dicumarol for 30 

min, and then treated with 50 nM PMA for 24 hr. Cells were lysed and assayed for luciferase activity. Values in (A) are 

mean±S.D. of three samples. 

Invasion Assay

Caki세포의 침투 분석은 Boyden chambers (6.5 mm diam-

eter filters, 8 μm pore size)를 사용하여 측정하였다. Chamber 

바깥쪽 바닥에는 세포 배양액 200 μl에 dicumarol 또는 PMA

를 넣고, 위쪽에는 세포(5×104/well) 200 μl 분주하였다. 5% 

CO2, 37°C에서 24시간 동안 배양한 다음, 메탄올로 1분간 고

정시킨 후 crystal violet으로 염색한 후 현미경으로 관찰 하였다.

Wound healing assay

PMA에 의한 Caki 세포의 이동에 dicumarol의 효과를 확인

하기 위하여, Caki 세포를 12 well plate에 12시간 동안 배양한 

후, white tip을 이용하여 세포에 wound를 준다. 무혈청 배지

로 교체하여 dicumarol를 30분 전 처리하고, PMA를 12시간 

처리하여, 현미경을 이용하여 확인한다(Carl Zeiss micro-

scope, Jena, Germany).

결   과

Dicumarol의 세포 독성 조사

본 실험에서는 dicumarol이 신장암 세포주 성장에 미치는 

영향을 관찰하기 위하여 세포 독성 유무를 조사하였다. MTT 

assay를 이용하여 dicumarol의 세포독성 효과를 조사하였다. 

Caki 세포에서 50 μM 이하의 dicumarol 농도에서 blank군과 

비교하여 어떠한 독성 효과도 없었다(Fig. 1B). 따라서, 50 μM 

이하의 농도에서 dicumarol은 본 연구에서 사용된 Caki세포

에 대하여 안전하다는 것을 나타낸다.

신장암세포인 Caki 세포에서 PMA유도 MMP-9 활성화에 

dicumarol의 효과 확인 

PMA는 다양한 세포에서 MMP-9의 활성화를 유도하는 것

으로 알려져 있다[22]. 신장암 세포인 Caki 세포에서도 PMA

를 24시간 처리하면 MMP-9의 활성화가 증가하고, 이 때 50 

μM dicumarol를 처리하면 PMA에 의한 MMP-9의 활성화를 

억제하는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2A). 

본 연구에서는 PMA 유도에 의한 신장암 Caki 세포 이동성

과 침윤과정에 dicumarol의 억제효과를 조사하기 위하여 

wound healing migration 및 invasion assay를 실시하였다. 

Fig. 2B 및 2C의 결과 에서 알 수 있듯이 PMA 처리 세포에 

비하여 dicumarol를 동시에 처리된 세포에서 Caki 세포의 이

동성이 현저하게 억제되었다(Fig. 2B). 또한 PMA 처리에 의해 

증가된 암세포 침윤이 dicumarol 처리에 의해 침윤율이 75% 

감소하였다(Fig. 2C). 

PMA 유도에 의한  MMP-9 mRNA 발현에 dicumarol의 

영향

Dicumarol에 의한 PMA유도 MMP-9 활성화 조절 기전을 

규명하기 위하여, 먼저, dicumarol에 의한 PMA유도 MMP-9

의 mRNA 발현을 확인하였다. PMA는 MMP-9의 mRNA 발현

이 12시간 처리 시 증가하였다. Dicumarol 50 μM 전처리 시 

PMA 유도의 MMP-9 mRNA 발현이 억제 되었다(Fig. 3A). 

또한 PMA는 MMP-9의 promoter활성화를 유의적으로 증가

시켰고, 50 μM dicumarol를 전처리 하였을 경우 PMA유도 

MMP-9 promoter 활성이 감소하였다(Fig. 3B). Dicumarol에 

의하여 PMA유도 MMP-9의 발현이 전사단계에서 조절되는 
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Fig. 4. Suppression of MMP-9 expression by dicumarol was not associated with inhibition of NQO1. (A) Caki cells transfected 

with either control siRNA or NQO1siRNA were treated with 50 nM PMA for 24 hr. NQO1 mRNA and MMP-9 mRNA 

expression were determined using RT-PCR. (B) Wound gap was observed and cells were photographed using a Carl Zeiss 

microscope. (C) Cell invasion was determined using Boyden Chamber.

것을 확인하였다. 따라서, MMP-9 전사조절에 중요한 기능을 

하는 NF-κB와 AP-1 전사인자의 활성화에 dicumarol의 영향

을 조사하였다. PMA는 신장암 Caki세포에서 유의적으로 NF-

κB와 AP-1의 promoter 활성을 증가시켰다(Fig. 3C, Fig. 3D). 

Dicumarol는 PMA유도 NF-κB와 AP-1의 promoter 활성을 억

제를 야기하였다. 따라서, 이 실험을 통하여, dicumarol는 

PMA유도 NF-κB와 AP-1의 promoter 활성을 특이적으로 억

제시킨다는 것을 확인하였다. 

Dicumarol에 의한 PMA 유도 MMP-9 발현 억제에 NQO1 

관련성 조사

Dicumarol은 NQO1의 효소 활성 저해제롤 잘 알려져 있다

[4, 14]. 따라서 dicumarol의 PMA 유도 MMP-9 활성 억제에 

NQO1의 관련성을 확인하기 위하여 NQO1의 siRNA 처리에 

의한 knock-down 시 PMA 유도 MMP-9 발현 및 wound heal-

ing migration 및 invasion assay를 실시하였다. NQO1 knock- 

down 하였을 때 PMA 유도 MMP-9 mRNA 발현 변화를 확인 

할 수가 없었다(Fig. 4A). 또한 PMA 처리에 의한 Caki세포의 

이동 및 침윤이 NQO1 knock-dwon에 의하여 영향을 받지 

않았다(Fig. 4B, Fig. 4C). 따라서, 이 실험을 통하여, dicumarol

는 PMA 유도 MMP-9 활성 억제에 NQO1의 효소 활성 저해하

고 무관함을 확인하였다.

고   찰

본 연구에서는 신장암세포인 Caki세포에서 암세포의 전이 

및 침윤에 중요하게 작용하는 단백질 분해효소인 MMP-9의 

활성화 억제에 있어서, 다양한 항암효과를 가지는 dicumarol

의 작용을 확인하였다. 

PMA는 MMP-9의 활성을 유의적으로 증가시키고, 이러한 

증가는 전사단계에서 조절되어 증가된다. Dicumarol는 PMA

에 의해 증가한 MMP-9의 활성화를 억제하고(Fig. 2), 이러한 

억제는 MMP-9의 전사단계에서의 조절에 의한 것이라는 것을 

RT-PCR 및 promoter 활성 측정을 통하여 확인하였다(Fig. 2). 

PKC 활성자로 알려진 PMA는 mitogen-activated protein kin-

ase (MAPKs), phosphoatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt 신
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호전달계를 통하여 AP-1과 NF-κB같은 전사인자의 활성화를 

유도함으로써 MMP-9 mRNA발현을 조절한다[8, 12]. Dicu-

marol 유도 MMP-9의 전사를 조절한다고 알려진 전사조절인

자 중 NF-κB와 AP1을 억제함으로 PMA 유도의 MMP-9 활성

을 억제 한다. Dicumarol은 피부암 세포에서 TNF-α 매개의 

apoptosis를 JNK 및 NF-κB 신호 전달계의 저해를 통하여 증

진한다[2]. PMA에 의한 MMP-9의 활성억제의 의미는 PMA 

유도 세포이동이 dicumarol에 의해 감소되는 것을 확인함으

로써(Fig. 2), dicumarol가 세포의 이동 및 침윤을 조절할 수 

있는 가능성을 확인하였다. 

이전 보고에서 dicumarol는 vitamin K 의존적으로 혈액응

고를 저해하는 anticoagulant 기능이 잘 알려저 있다[14]. 또한 

NQO1효소의  NAD(P) 결합을 경쟁적으로 작용하므로 NQO1 

효소 저해제 작용을 한다[4]. 최근 인간 혈관 평활근세포에서 

TNF-α에 의한 MMP-9 발현 및 분비에 NQO1의 관련성을 

NQO-1 siRNA 실험을 통하여 제시하였다[11]. Dicumarol에 

의한 NQO1의 저해는 환원된 quinone의 생성 감소에 기인된

다고 제시 하고 있다[11]. 본 연구에서는 NQO1 siRNA를 이용

한 knock-down 실험에서 dicumarol이 PMA유도의 MMP-9 

활성 억제에 NQO1의 관련성을 확인 할 수 없었다(Fig. 4). 본 

연구진에서 최근 dicumarol과 TRAIL 병합 처리에 의한 세포

사멸 민감화 과정에서 dicumarol의 작용기전에 NQO1이 관련 

하지 않음을 보고하였다[16]. 이상의 상반된 차이점은 MMP-9 

유도 물질, 세포주, siRNA에 의한 knock-down 정도의 차이에 

기인하는 것으로 생각된다. 따라서, dicumarol 에 의한 신장암

세포에서 MMP-9 활성화 억제가 NF-κB와 AP1을 억제외 다른 

작용 기전에 대한 추가적인 실험이 필요하다.

최근 국내외에서도 NQO1 저해제를 이용한 연구가 진행 

중이며, 그 중에서도 새로운 NQO1 저해제 개발 연구가 활발

히 수행되고 있다. 그러나 dicumarol을 이용하여 암세포 침윤

과 전이에 주요한 인자인 MMP-9에 대한 억제 효과는 아직 

일반적으로 확인되지 않아 이 연구결과의 의미가 더욱 중요할 

것이라 판단된다.
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초록：인간 신장암 Caki세포에서 dicumarol에 의한 PMA 매개 matrix metalloproteinase-9의 발

현 억제 효과 

박은정․권택규*

(계명대학교 의과대학 면역학교실)

Dicumarol는 전동싸리 식물에서 추출한 coumarin 유도체로 vitamin K 의존적으로 항응고 작용를 한다. 그러

나, dicumarol에 의한 MMP-9의 발현 및 활성화 조절에 대한 연구는 수행되지 않았다. 본 연구에서 dicumarol이 

인간 신장암 Caki세포에서 PMA 매개의 MMP-9의 발현과 활성화를 조절 할 수 있는지 확인하였다. Dicumarol는 

PMA유도 MMP-9의 활성을 억제하였고, MMP-9의 mRNA RT-PCR 및 promoter assay를 통하여 전사단계에서 

조절됨을 확인하였다. Dicumarol에 의한 MMP-9 발현 조절에 NF-κB와 AP1 전사인자의 전사 활성 저해에 의하여 

야기됨을 확인하였다. NQO1 siRNA를 이용한 knock-down 실험에서 dicumarol이 PMA유도의 MMP-9 활성 억

제에 NQO1의 관련성을 확인 할 수 없었다. Dicumarol는 PMA에 의한 세포이동 및 침윤을 억제하였는데, 이러한 

현상은 MMP-9의 발현 및 활성을 조절함으로써 일어날 수 있음을 확인하였다.
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