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전립샘암 세포주에서 β-Catenin 및 Matrix Metalloproteinase-7의 
발현에 대한 Decursin의 효과

Effect of Decursin on the Expression of β-Catenin and 
Matrix Metalloproteinase-7 in Prostate Cancer Cell 
Lines
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Purpose: Alterations in the Wnt/β-catenin pathway are associated with 
the development and progression of human prostate cancer. Decursin can 
attenuate the Wnt/β-catenin pathway. We investigated the relationship 
between the Wnt/β-catenin pathway and decursin in prostate cancer cells.
Materials and Methods: PC-3 and LNCaP cell lines were used. Cell viability 
was measured with methyl-thiazole tetrazolium bromide (MTT) assays, 
and cell apoptosis analysis was performed by FACScan. The amount of 
β-catenin protein after treatment with decursin was measured by Western 
blot analysis. Expression of MMP-7 mRNA was detected by real-time 
polymerase chain reaction (RT-PCR).
Results: Death and apoptosis were increased after treatment with decursin 
0.5-100μM in PC-3 and LNCaP cells. This was revealed dose and 
time-dependent increase of cancer cell death on 24, 48 and 72 hours. FACScan 
showed an increment of apoptosis on 24, 48 hours. Expression of intracellular 
β-catenin protein was decreased dose-dependently in both of prostate 
cancer cell lines. Decursin reduced MMP-7 mRNA expression on 6, 12, 
24, 48 hours dose-dependently.
Conclusions: Decursin affects the viability of prostate cancer cells. Increased 
cancer cell death was associated with increased apoptosis. This study 
suggests that decursin may play a role in the treatment of prostate cancer. 
(Korean J Urol 2009;50:81-88)

Key Words: Decursin, Beta-catenin, Matrix metalloproteinase, Prostate

대한비뇨기과학회지
제50 권 제1 호 2009

1인제대학교 의과대학 
비뇨기과학교실, 
2백인제임상의학연구소, 
3약물유전체연구센터, 
4충남대학교 약학대학 

최익준1ㆍ민권식1,2ㆍ오상택3

송규용4ㆍ강동일1,2

접수일자：2008년 6월 18일
채택일자：2008년 10월 1일

교신저자: 강동일
인제대학교 부산백병원 비뇨기과
부산시 부산진구 개금동 
633-165 

614-735
TEL: 051-890-6383
FAX: 051-892-9887
E-mail: ur0kang@hanmail.
         net

본 논문은 2006년도 인제대학교  학술연구
조성비보조에 의한 것임.

서 론

　전립샘암은 미국의 경우 남성에서 발병률이 가장 높고, 

사망률이 두 번째인 악성 종양으로, 최근 국내에서도 발병

률이 급속하게 증가하고 있다. Prostate-specific antigen (PSA)

의 도입으로 전립샘암의 진단 및 치료가 조기에 이루어짐

에도 불구하고 전이성 암에서는 호르몬 치료 이외는 특별

한 치료가 없는 실정이다. 남성호르몬 비의존성암으로 진

행될 경우 평균 18개월 정도의 여명을 기대하고 있다.1 최근 

docetaxel과 estramustine 등을 기초로 한 항암화학요법이 남

성호르몬 비의존성 전립샘암에서 시행되고 있지만 확실한 

효과는 보이지 못하고 있다.2,3

　전립샘암의 발생 및 진행에 대한 여러 가지 학설이 존재

한다. Wnt/β-catenin 신호전달체계의 비정상적 활성화도 그 

중 하나이다. β-catenin은 세포 내에서 E-cadherin과 함께 세

포간의 부착과 세포 내 Wnt 신호전달체계의 중심 단백질이

다.4 E-cadherin 복합체의 소실이 진행성 전립샘암에서 관찰

되고, E-cadherin의 비정상적인 발현이 침윤성 또는 전이성 

전립샘암과 관련이 있었다.5-7 이후 많은 연구에서 catenin이 
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Fig. 1. Chemical structure of decursin isolated from the roots of 

Angelica gigas.

E-cadherin과 상호작용을 하는 물질이며, 이 중 β-catenin이 

Wnt 신호전달체계에서 주된 역할을 한다고 알려졌다.8 비

정상적인 Wnt/β-catenin 신호전달체계의 활성화에 의해 세

포 내 β-catenin의 양이 증가하고, 증가된 β-catenin이 핵으

로 이동하여 전사인자인 TCF와 결합하여 c-myc, cyclin D1, 

matrix metalloproteinase (MMP)-7 등의 종양유전자의 발현을 

활성화시키거나 남성호르몬 수용체와 결합하여 수용체의 

활성을 증가시켜 전이로 진행된다.9,10

　Decursin은 한방에서 빈혈 및 조혈기능의 향상에 효과가 

있어 사용되던 참당귀 뿌리 (root of Angelica gigas Nakai)로

부터 추출한 pyranocoumarin계 약물이다 (Fig. 1).11,12 최근 de-

cursin의 항암 효과가 밝혀지면서 각 분야에서 연구가 활발

히 진행되고 있다. 특히 국내 연구자들에 의해 decursin의 

항남성호르몬 효과가 알려지면서 전립샘암에 대한 연구가 

진행 중이다.13-15

　이에 저자들은 남성호르몬 의존성 및 비의존성 전립샘암 

세포주에서 decursin의 Wnt/β-catenin 신호전달체계의 주요 

단백질인 β-catenin과 종양 전이에 관련되는 MMP-7의 발

현에 대한 효과를 알아보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 세포주 배양 

　전립선암 세포 LNCaP, PC-3 세포주는 American Type 

Culture Collection (Manassas, USA)에서 분양받았다. LNCaP 

세포주는 10% fetal bovine serum (FBS)이 포함된 RPMI-1640 

배지에서 키웠으며, PC-3 세포주는 10% FBS가 포함된 

Dulbecco's modified Eagle's 배지에서 5% CO2가 공급되는 

37oC 항온 항습기에 배양하였다.

2. 약물 처리

　Decursin은 충남대학교 약학대학으로부터 제공받아 dime-

thyl sulfoxide에 녹여 1M을 저장 용액으로 사용하였다. 

0-100μM 농도로 희석하였다.

3. 세포 성장 측정

　세포성장은 methyl-thiazoletetrazolium bromide (MTT) 분

석법으로 측정하였다.16 96-well 배양접시에 1x104 세포를 

각 well에 분주하고 5% FBS가 포함된 RPMI-1640 배지를 

200μl로 하였다. 24시간 후에 DMSO 대조군과 decursin 농

도를 0, 0.5, 1, 10, 25, 50, 100, 200μM하여 24, 48, 72시간으

로 약물에 노출시켰다. 약물에 노출시킨 후 세포배양액을 

제거하고 MTT 용해액 200μl를 첨가하여 4시간 동안 반응 

시켰다. 각 well에 DMSO 200μl를 첨가하여 실온에서 잘 섞

어 formazan crystal을 용해시킨 후 Microplate Reader기를 이

용하여 570nm에서 흡광도를 측정하였다. 실험은 3번 반복

하였으며, 평균±표준편차로 표기하였다.

4. FACScan을 통한 세포고사 정도의 분석

　Decursin의 세포고사 정도를 분석하기 위하여 decursin을 

처리하지 않은 대조군 및 decursin을 10, 50μM로 처리한 군

을 6-well plate에 세포 수 2x104cells/ml를 분주하고 24시간, 

48시간 동안 배양하였다. 이후 배양된 세포를 trypsin-EDTA

를 사용하여 plate으로부터 세포를 분리하여 원심분리한 후 

다시 인산완충용액으로 2회에 걸쳐 세척한 후 결합 완충액

(binding buffer)에서 세포가 잘 부유하도록 한 후 5ml 배양

관에 옮기고 15μl의 annexin V-FITC, propidium iodide (PI)를 

관에 첨가한 후 잘 혼합하여 약 15분간 암실에서 반응시켰

다. 이후 400μl의 FACS buffer (1% FBS in PBS)를 첨가한 

후 BD FACSCaliburTM (Ver. 3.3 BD biosciences, USA)에서 

10,000개 이상이 될 때까지 세포를 측정하였으며 FACScan 

유세포계측기 (flowcytometry)의 판독 결과를 annexin V-FITC

와 PI의 발현 유무에 따라 세포고사의 정도를 측정하였다. 

5. 단백질 분리와 Western blot 분석

　Decursin을 처리하지 않은 대조군 (0μM) 및 decursin을 

10, 25, 50, 100μM로 처리한 세포를 6-well 배양접시에서 

배양하였다.

　1) 세포 내 총 β-catenin 측정: β-catenin 표적 단백질은 

6-well 배양접시에서 배양된 세포를 대상으로 검출하였다. 

100μl의 용해완충액으로 2개의 well에 세포를 분해시키고 

분해물을 원심분리 시킨 후 상층액만 모아 단백질 샘플로 

사용하였다. 단백질은 Bio-Rad Protien assay kit (Bio-Rad, 

USA)를 이용하여 정량하였다. 단백질 샘플은 5x SDS gel 

loading buffer에 넣고 100oC에서 5분간 끓여 변성시킨 후 

12% polyacrylamide gel을 사용하여 전기영동하였다. 전기영

동 후 겔을 PVDF 막으로 이동하였다. 막을 탈지분유를 함

유한 TBS-T에 반응시키고, 1차 항체 mouse monoclonal anti-
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Fig. 2. The growth rate of prostatic cancer cell lines. (A) LNCaP cell line, (B) PC-3 cell line. *p＜0.05 versus control.

β-catenin (BD biosciences, USA)를 1:1,000으로 희석시켜 

4oC에서 밤새 반응시켰다. 밤새 반응시킨 막을 TBS-T에 10

분씩 3회 세척한 후 2차 항체 HRP-cunjugated anti-mouse 

antibody (Amersham Bioscience, USA)를 1:500으로 희석시켜 

3시간 반응시켰다.

　항체 반응을 끝내고 TBS-T에 10분씩 3회 세척한 후 ECL 

(Amersham Bioscience, USA)을 처리하고 Chemiluminescence 

(Las-3000 Lite, biobank)에서 표적 단백질을 검출하였다. 

  2) 세포질에서의 β-catenin 측정: 세포질 분리액은 이전

에 기술된 것과 같은 방법으로 준비하였다.17 단백질은 4-12% 

gradient SDS-PAGE를 이용하여 분리하고 nitrocellulose 막

(Amersham Bioscience, USA)에 옮겼다. 막을 5% 탈지 분유

로 blocking 시킨 후 일차 항체인 mouse monoclonal anti β- 

catenin (BD biosciences, USA)을 처리하였다. 일차 항체 처리 

후 TBS-T로 5회 씻어내고, 이차 항체인 anti-mouse IgG- HRP

(Santa Cruz Biotechnology, USA) 처리하였다. 밴드는 ECL

(Amersham Bioscience, USA)을 사용하여 확인하였다.

6. RNA 분리 

　Decursin를 처리하지 않은 대조군 (0μM) 및 decursin을 10, 

25, 50, 100μM로 처리한 세포를 6-well 배양접시에서 6, 12, 

24, 48시간 동안 배양하였다. 전체 RNA는 TRIzol reagent 

(Invitrogen, USA)를 이용하여 6-well 배양접시에 키운 세포

에서 분리하였고 RNA는 정해진 방법대로 실험을 수행하였

다. 분리시킨 전체 RNA는 RNasin을 처리하였고, 농도와 순

도는 nanodrop을 이용하여 측정하였다. First strand cDNA는 

AccuPower RT Premix (바이오니어, 한국)를 이용하였으며 2

μg의 total RNA와 19mer oligo dT (바이오니어, 한국)를 첨

가하여 정해진 방법대로 실험을 수행하였다. 합성되어진 cD-

NA는 사용하기 전에 20oC에 보관하였다. 프라이머는 

GenBank database를 통해 예전에 입증되어진 human MMP-7

과 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 시퀀

스를 기반으로 선택하였으며 GAPDH를 대조군으로 사용하

였다. Human MMP-7 프라이머의 염기서열은 다음과 같다. 

정방향 프라이머 5'-tgg cct acc tat aac tgg aa-3', 역방향 프라

이머, 5'-tcc cta gac tgc tac cat cc-3'.

7. 실시간 중합효소 연쇄반응

　실시간 정량적 중합효소 연쇄반응은 SYBR Green I (Bio-rad, 

Hercules, USA)을 사용하여 IQ5 real-time PCR Detection 

System (Bio-Rad, Hercules, USA)을 통해 시행하였다. PCR 

반응액의 최종량은 20μl로 microcapillary 튜브를 사용하였

다. 20μl PCR 반응액의 조성은 각각 10μmol/l 정방향 프라

이머와 역방향 프라이머 1μl, SYBR GreenI 10μl, H2O 7μl, 

cDNA template 1μl로 이루어지도록 준비하였다. mRNA 정

량은 표준곡선 방법을 사용하였다. 표준 곡선은 순차적인 

희석 표준 주형을 이용하였으며 중합효소 연쇄반응 산물의 

양을 GAPDH로 정량하여 수치화 하였다.

8. 통계 처리

　통계처리 방법은 Student's t-test를 사용하여 검정하였으

며, p값이 0.05 미만일 때 통계학적인 유의성을 인정하였다.

결 과

1. 세포 성장 분석

　남성호르몬 의존성/비의존성 전립샘암 세포주는 0-100 

μM의 농도로, 시간은 24, 48, 72시간 동안 decursin에 노출시
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Fig. 3. Effects of decursin-induced apoptosis in prostate cancer cell lines. Cells were incubated for 24 or 48 hours and stained with annexin 

V and PI. (A) LNCaP cells with 10μM decursin, (B) LNCaP cells with 50μM decursin, (C) PC-3 cells with 10μM decursin, (D) PC-3 

cells with 50μM decursin.

켰다. MTT 분석 결과 남성호르몬 의존성/비의존성 전립샘

암 세포주 모두에서 시간 및 농도에 비례하여 세포 생존율

이 감소하였다 (Fig. 2).

2. 세포자멸사의 측정

　초기 세포자멸사는 decursin을 처리한 세포주에서 annexin 

V(＋)/PI( ), 후기 세포자멸사 또는 세포 괴사는 annexin V
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Fig. 4. Effects of decursin on the 

expression of β-catenin protein in 

LNCaP and PC-3 prostatic cancer 

cells. Total and except membrane β- 

catenin protein was isolated and 

Western blot analysis was performed.

(＋)/PI(＋)인 경우이다. 두 세포주에서 시간에 비례하여 초

기 및 후기 세포자멸사가 증가하였다 (Fig. 3).

3. Decursin의 남성호르몬 의존성/비의존성 전립샘암 

세포주에서 β-catenin 단백의 발현에 대한 영향 

　PC-3, LNCaP에서 decursin을 처리한 후 β-catenin의 총량

을 측정하였다. 세포 전체 β-catenin은 모두에서 decursin의 

농도가 증가할수록 발현이 증가하였다. 하지만 세포막을 

제외한 세포질의 β-catenin은 decursin의 농도가 50μM 및 

100μM일 때, 남성호르몬 의존성 및 비의존성 전립샘암 세

포주 모두에서 대조군보다 발현이 감소하였다 (Fig. 4).

4. Decursin의 남성호르몬 의존성/비의존성 전립샘암 

세포주에서 MMP-7 mRNA의 발현에 대한 영향 

　실시간 정량적 중합효소 연쇄반응을 통해 발현된 MMP-7 

mRNA는 12, 24, 48시간대에서 용량 의존적으로 감소하였

Fig. 5. Effects of decursin on the expression of MMP-7 mRNA 

in LNCaP and PC-3 prostatic cancer cells. MMP-7 mRNA was 

isolated and real-time PCR was performed. The bar diagrams 

(A, B) show expression of MMP-7/GAPDH. *p＜0.05, versus 

untreated control. (C) Comparison of expression of MMP-7 mRNA 

between LNCaP and PC-3. *p＜0.05 (MMP-7: matrix metal-

loproteinase-7, PCR: polymerase chain reaction, GAPDH: gly-

ceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase).
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다 (p＜0.05) (Fig. 5A, 5B) LNCaP에서보다 PC-3에서 12, 24

시간 mRNA의 발현이 더 감소하여 decursin의 영향을 더 받

았다 (p＜0.05) (Fig. 5C).

고 찰

　당귀로부터 추출 정제한 decursin을 남성호르몬 의존성 

및 비의존성 전립샘암 세포주에 처리한 후 그 효과를 조사

하였다. 본 연구에서는 decursin은 남성호르몬 의존성/비의

존성 전립샘암 세포주 모두에서 Wnt 신호전달체계의 중요

한 단백질인 β-catenin의 발현에 영향을 미쳤으며, decursin 

용량의존적으로 β-catenin의 표적단백질인 MMP-7의 mRNA

의 발현이 감소하였다. 

　Decursin은 LNCaP 및 PC-3 세포주에서도 Yim 등13이 

DU-145 세포주에서와 같이 용량 및 시간에 비례하여 세포

들의 성장이 억제되었으며, 또한 Annexin V/PI 염색에서 세

포자멸사에 의해 세포들이 사멸됨을 알 수 있었다. 세포의 

성장 억제는 대조군과 비교하여 48시간, 72시간, 50μM 이

상의 농도에서 의미 있게 감소가 일어났다.

　Decursin은 DU-145에서 G1 세포주기 정지를 통해 세포자

멸사를 일으킨다. 또한 decursin의 DU-145 세포주에서의 세

포자멸사에는 caspase-dependent/independent 기전에 모두 관

여하는 것으로 알려져 있다.13

　참당귀의 추출물인 decursin은 항남성호르몬효과 및 남성

호르몬 수용체 단백을 저활성화시킨다.15 전립샘의 성장 및 

전립샘암의 성장에 남성호르몬 및 남성호르몬 수용체가 영

향을 미친다.18,19 전립샘암의 성장은 세포의 증식과 사멸 비

율의 변화 때문인데, 남성호르몬은 이러한 비를 조절하는 

주된 조절인자이다. 따라서 남성호르몬 제거 요법이 이러

한 증식 비율을 낮추게 되고 따라서 전립샘암의 성장을 억

제하게 되는 것이다. 그러나 시간이 지남에 따라 남성호르

몬 의존성 전립샘암에서 비의존성으로 변화가 일어나게 되

면 남성호르몬 제거 요법이 효과가 없어지게 된다. 이러한 

변화는 유전자의 변이 때문에 일어나게 된다.20 남성호르몬 

비의존성 전립샘암을 유발하는 유전자 변이를 설명하는 기

전은 크게 hypersensitive pathway, promiscuous pathway, 

outflow pathway, bypass pathway, lurker cell pathway의 5가지

가 있다.19 이러한 기전 중 bypass pathway 와 lurker cell theory

를 제외한 경로에서는 남성호르몬 수용체의 발현 및 작용

이 관여하게 된다. Decursin은 bicalutamide와 비교하여 남성

호르몬 수용체 단백의 발현을 유의하게 억제한다.15

　일반적으로 전립선암 세포주에서 β-catenin은 정상세포

보다 발현이 증가한다.21 전립샘종양조직에서 β-catenin의 

발현을 확인할 수 있다.22-24 그리고, 전립선암조직에서 Jaggi 

등25은 β-catenin의 발현이 Gleason score가 증가할수록 증가

하고, 핵 내의 발현도 증가한다고 보고하였다. 또한 전립샘

암의 전이조직에서도 β-catenin의 발현이 증가한다고 보고

되고 있다.21

　본 연구에서 decursin을 처리하였을 때 세포 내 총 β- 

catenin 양은 증가하고, 세포질 내의 β-catenin 양은 감소하

였다. 세포 내 총 β-catenin의 양이 증가하는 것은 설명하기 

어려우나 Van Veldhuizen 등26의 연구에서 유사한 결과를 나

타낸다. Van Veldhuizen 등26은 남성호르몬 의존성/비의존성 

전립샘암 세포주에 2-methoxyestradiol (2-ME)을 처치한 후 

β-catenin의 총량과 세포막, 세포질 및 핵에서의 발현을 조

사하였으며, 이 때 전체 및 세포막의 β-catenin의 발현은 증

가하고 핵 내 β-catenin의 발현은 감소하였다. 이는 2ME에 

의해 β-catenin이 핵 내로의 이동이 억제되고, 핵 내에서의 

β-catenin 전사가 감소하기 때문에 이와 같은 결과가 나온

다고 설명하고 있다. 본 실험에서도 세포막의 β-catenin의 

발현을 따로 알아보지 않았지만, β-catenin의 전체 및 세포

질에서의 발현 양상이 유사한 결과가 나왔다. 또한 LNCaP 

세포주에서보다 PC-3에서 세포질 내 β-catenin의 발현이 

더 영향을 받았다. 이전의 연구에서는 PC-3 세포주에서 β- 

catenin의 영향에 대해 기술되었지만 본 연구는 decursin이 

남성호르몬 의존성 전립샘암보다 비의존성암에서 더 영향

을 미칠 것이라고 예상할 수 있다.14

　Plasma matrix metalloproteinase (MMP)는 세포외 기질을 

분해시킬 수 있는 능력을 가진 단백질을 모두 언급하는 용

어이다. 현재 인간에게 알려져 있는 MMP는 모두 22종이다. 

MMP는 주로 종양세포에서 발견이 되며, 종양의 침윤과 전

이를 유발하는 세포외막 방어벽의 제거와 관련되어 종양의 

침윤에 중요한 역할을 한다. MMP와 종양의 관련성에 대한 

연구는 침윤성 방광암에서 처음 이루어졌다.27 이 연구에서 

MMP-9, MMP-12가 비침윤성 방광암에 비해서 침윤성 방광

암에서의 발현이 증가되어 있음을 알 수 있었다. MMP-9이 

기저막을 구성하는 주요 물질인 제4형 콜라겐을 파괴함으

로써 방광암의 침윤이 이루어진다고 밝혀졌다. 그리고 방

광암 환자의 소변에서 MMP-9이 검출되었고, MMP-9이 방

광암의 병기 단계와 밀접한 관련이 있음이 방광근층을 침

범한 방광암 환자의 소변과 대조군과의 비교를 통해 알 수 

있었다. 최근의 연구에서는 진행성 전립샘종양에서 MMP-7의 

과발현이 관찰되었고, MMP-7은 Wnt/β-catenin pathway에

서 β-catenin/TCF-4 복합체에 의해 핵 내에서의 발현이 되

며, 종양 발생에서 중요한 전사요소 중의 하나이다.28,29 또

한 MMP-7은 전이와 관련되어 설명되는데, 직장ㆍ결장암의 

전이된 종양의 경계부위에서 발견되었다.30

　본 실험에서 저자들은 decursin 투여 후 세포질의 β- 
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catenin의 발현 변화에 따라 MMP-7의 발현에 어떠한 변화

가 일어나는지를 알아보고자 하였다. Decursin 투여 후 처치

시간 및 농도에 비례하여 MMP-7의 발현이 감소하였다. 또

한 남성호르몬의존성 및 비의존성 전립샘암 세포주의 비교

에서 LNCaP 세포주보다 PC-3 세포주에서 더 많이 발현이 

억제됨을 확인할 수 있었다. 

결 론

　Decursin은 남성호르몬 비의존성 전립샘암 세포주 뿐만 

아니라 의존성 전립샘암 세포주에서 Wnt/β-catenin 신호전

달체계의 주요 물질인 β-catenin의 발현에 영향을 미쳤다. 

또한 β-catenin에 의해 조절되는 MMP-7 mRNA의 발현을 

감소시킴을 알 수 있었다. 특히 남성호르몬 비의존성 전립

샘암 세포주에서 의존성인 경우보다 decursin에 의한 MMP-7

의 발현은 더욱 더 감소하였다. 현재 여러 가지 항암 화학요

법이 시행되고 있지만 특별한 치료가 없는 비의존성 전립

샘암의 치료에서 decursin이 새로운 방법을 제시할 수 있을 

것으로 생각되며 추후 기전에 대한 지속적인 연구가 필요

할 것으로 생각한다. 
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