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ABSTRACT
Background: Corticotropin-Releasing Hormone (CRH), an important regulator of stress 
response, has a potent immunoregulatory effect with the ability to promote the growth 
of various cancer through CRH receptor type 1 under stress. Although the metastasized 
cancers through cell migration are more aggressive than the primary cancers, little is 
known about the effect of CRH on cell migration. Gastric cancer is prone to metastasize 
to other tissues and it is reported that gastric cancer is response to various stresses 
such as oxidative stress. Herein, we studied the relationship between CRH and gastric 
cancer cell migration. Methods: We used gastric cancer cell line, MKN-28 and tested 
the CRH receptor type 1 expression on MKN-28 by RT-PCR. To examine the change 
in the ability of migration by CRH in MKN-28, cells were incubated with CRH and 
then migration ability was measured using a cell migration assay. Results: We confirmed 
that CRH receptor type 1 was expressed in MKN-28 and HaCaT cells. The migration 
ability of MKN-28 cells was increased by CRH in a time-, dose- dependent manner. 
Conclusion: These data suggest that CRH increases migration ability in gastric cancer 
cell line and that CRH may be a critical regulator in the metastasis of gastric cancer 
cell. (Immune Network 2004;4(4):244-249)
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서 론

Corticotropin-releasing hormone (CRH)은 뇌의 hypothalamic

paraventricular nucleus (PVN)에서 생성되는 호르몬으로

41개의 아미노산으로 구성된 폴리펩티드이다(1). 이것은

스트레스 반응의 중요한 조절자로서(2), 스트레스를 받

으면 CRH가 hypothalamic pituitary-adrenal (HPA) axis를

활성화 시키고 뇌하수체의 adenocorticotropic hormone

(ACTH)의 분비를 촉진시켜 스트레스에 의한 다양한 반

응을 나타내게 한다(1). CRH의 생물학적 특성은 CRH 수

용체를 통해서 나타난다. 지금까지 밝혀진 CRH 수용체

는 뇌의 줄기세포와 대뇌 피질, 소뇌 등에서 주로 발현하

는 type 1 (CRH-R1)과 심장, 소화 기관 등에서 주로 발현

하는 type 2 (CRH-R2) 두 가지가 있으며(1,3-5), 스트레스

에 의한 CRH의 작용은 주로 CRH-R1을 통해 일어나는

것으로 보고되고 있어 이를 통해 알츠하이머 병, 파킨슨

병 등 퇴행성 신경 질환이나, 우울증 등 다양한 질병이

발생한다고 한다(6,7). CRH-R1을 통해 작용하는 CRH의

스트레스 반응은 급성 스트레스나 만성 스트레스에 구

분 없이 나타나는데(8) 특히, 만성 스트레스에 의한 지속

적인 HPA axis의 활성은 암세포의 제거에 중요하게 관

여하는 T 세포나 NK 세포의 활성을 감소시키는 등 세포

매개성 면역 체계를 저하시키고(9,10), 암세포의 면역 회

피도 유도하는 등 암이 발생하는 것을 자극한다고 보고
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되었다(11). 최근에는 피부암(melanoma)에서도 CRH가

발현되어 ACTH의 분비를 촉진하고, 피부암의 성장 요

인으로 작용하는 proopiomelanocortin (POMC)의 분비를

촉진한다고 보고되었다(12).

암은 한 조직에서 형성되어 증식하면서 다른 조직으

로 이동하는 전이 과정을 통해 질병을 더욱 심각하게 한

다. 한번 다른 조직으로 전이가 일어나면 처음 생성된

암에 비해 증상이나 치료의 효과가 나쁠 뿐만 아니라 재

발의 가능성도 높은 것으로 알려져 있는데(13), 이러한

전이 과정은 세포의 migration이 필수적으로 요구된다.

세포의 migration 과정은 chemokine 수용체의 발현(14),

세포 외 기질을 분해시키는 효소의 분비(15), 부착 단백

질의 발현 변화(16-18) 등 여러 가지 요소들이 복합적으

로 작용하는 과정이다. Chemokine 수용체-기질 상호작

용을 통해 chemokine 수용체를 발현하는 세포는 선택적

기질을 발현하는 조직으로의 이동이 유도되고(14), 또

이러한 세포에서 migration하기 위해서는 세포 외 기질

을 통과해야 하므로 이것들을 분해하는 효소의 분비가

증가된다(15). 또한 부착 단백질의 경우, 처음에 형성된

암에서는 부착 단백질의 발현이 저하되어 조직으로부터

잘 떨어지게 만들고 migration 후에는 이동된 조직에 더

잘 붙어 증식하기 위해 부착 단백질의 발현을 증가시킨

다(16-18). 그밖에도 세포의 migration에는 복잡한 신호

전달을 통한 actin의 활성화 과정도 관여한다(19).

스트레스와 세포의 migration관계에 대한 연구들이 있

는데 그것은 스트레스 호르몬 중 하나인 prolactin은 유방

암 세포의 migration을 증가시키고(20), glucocorticoid는

면역 세포의 migration을 감소시킨다는 것이다(21). 하지

만 스트레스에 의해 증가하는 호르몬인 CRH의 경우, 암

세포의 발생, 증식에 관여한다는 보고는 많이 발표되었

지만, 복잡한 세포의 migration 과정에는 어떤 영향을 미

치는지 명확하게 밝혀지지 않았다. 특히, 위암은 최근 통

계에 따르면, 한국에서 발병률 1위인 암으로서 사망률

또한 굉장히 높은 것으로 집계되고 있으며
1)
, oxidative

stress 등과 같은 다양한 스트레스에 민감하게 반응하는

것으로 보고되고 있다(22,23). 따라서 본 연구에서는 위

에 암이 형성되어 다른 조직으로 전이하는 과정에 스트

레스가 어떤 역할을 하는지 대표적 스트레스 호르몬인

CRH에 초점을 두어 인간 위암 세포인 MKN-28 세포에

서 CRH 수용체 type 1의 발현을 관찰하였고, CRH를 처

리하였을 때, 처리하지 않은 세포와 비교하여 migration

능력에 어떤 변화가 있는지 관찰하였다.

1) 2002년 중앙암등록사업 보고서(국립암센터 homepage:

http://www.ncc.re.kr/)

재료 및 방법

세포 배양 및 시약 . 인간 위암 세포주인 MKN-28은 한

국 세포주 은행에서 구입하여 2 mM L-glutamin, 100

units/ml penicillin, 100μg/ml streptomycin, 10%의 FBS

(Fetal bovine serum)가 포함된 RPMI1640 배지(GIBCO

BRL, USA)에서 배양하였으며, 배양 환경은 37oC, 5%

CO2 상태를 유지시켜 주었다. 배양 기간 동안, 세포는

대수 성장기 상태를 유지하여 이 상태의 세포를 실험에

이용하였다.

RT-PCR. 인간 위암 세포주인 MKN-28과 CRH-R1의 양

성 대조군으로 사용한 인간 각질형성세포주인 HaCaT

에서 easy blue (Intron, Korea)를 이용하여 total RNA를 분

리하고, RNA의 purity와 양을 측정한 후, RNA 5μg을 이

용하여 역전사 과정을 거쳐 cDNA를 합성하였다. 이

cDNA를 CRH receptor type 1 primer (sense, 5'-ATT GGG

AAG CTG TAC TAC GA-3'; antisense, 5'-TTT CAC AGC

CTT CCT GTA CT-3'; target size, 183 bp)와 β-actin

primer (sense, 5'-TAG CGG GGT TCA CCC ACA CTG

TGC CCC ATC TA-3'; antisense, 5'-CTA GAA GCA TTT

GCG GTG GAC CGA TGG AGG G-3; target size, 661 bp)

를 각각 사용하여 PCR을 시행했으며, 각각의 PCR

cycling 조건은 CRH receptor type 1의 경우, 95
o
C에서 1

분, 56
o
C에서 1분, 72

o
C에서 1분으로 40회 실시했으며,

β-actin의 경우, 94oC에서 30초, 56oC에서 30초, 72oC에서

1분으로 30회 실시했다. PCR이 끝난 후의 반응물은 2%

agarose gel에서 전기영동하여 확인했다.

Migration assay. 세포의 migration은 polycarbonate membrane

을 가지고 있는 Transwell insert를 이용하여 실험했다.

Insert의 upper에는 serum이 없는 배지에 7×10
5
/ml의 세

포를 풀어준 후 100μl,를 넣고, lower chamber에는 1%의

FBS가 포함된 배지를 600μl 넣고 37
o
C, 5% CO2 상태에

migration 시간에 따라 incubation시켰다. Migration 시간

이 지난 후, upper chamber에서 lower chamber로 migration

하여 membrane에 붙어 있는 세포를 crystal violet에 염색

하고, 이것을 1% acetic acid용액에 녹인 후 570 nm의 파

장에서 측정하였다.

결 과

인간 위암 세포 , MKN-28에서의 CRH receptor type 1

의 발현 . CRH는 CRH의 수용체를 통하여 세포 내에서

작용을 하는 호르몬으로 CRH의 receptor에는 type 1

(CRH-R1)과 type 2 (CRH-R2)로 나뉜다. 하지만 보고된

바에 따르면, 스트레스 반응에는 CRH-R1가 주요하게 작

용하는 수용체이고 CRH와의 결합친화력을 비교하였을

때에도, CRH-R1이 CRH-R2에 비해 더 높은 것으로 알려

져 있어(3-5) 이번 연구에서는 인간 위암 세포인 MKN-28
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Figure 2. The enhancement of cell 
migration by CRH in gastric cancer 
cell line, MKN-28 (A) CRH-induced 
cell migration in MKN-28 by bar 
graph. MKN-28 cells were incubated 
with CRH 200 nM for 24 h and 
then used for migration assay. After 
cells harvest, CRH treated MKN-28 
cells and no treated cells (7×105) 
in 1.0 ml serum free media were 
placed in the insert. Migration cham-
ber was incubated at 37oC CO2 
incubator for 48h. Migrated cells 
were dissolved in 0.1% acetic acid 
and then measured at 570 nm. Data 
for bar graphs represent mean±
SD. *P＜0.05 versus control. (B) 
CRH-induced cell migration in 
MKN-28 by photography (magni-
fication, ×100). Left is control (no 
treated) and right is CRH treated 
group. 

 

Figure 1. Expression of CRH receptor type 1 mRNA level in 
human gastric cancer cell line, MKN-28. HaCaT cells were used 
for positive control. Total RNA (5μg) was isolated from 
MKN-28 and HaCaT cells and examined for RT-PCR using 
CRH-R1 and β-actin primers. Electrophoresis was performed on 
2% agarose gel.

Figure 3. CRH-induced cell migration in MKN-28 by migrated 
time. MKN-28 cells were treated with or without CRH 200 nM 
for 24 h and collected. CRH treated cells and control (no treated) 
cells were placed in the insert (7×105/ml in serum free media) 
and incubated for indicated time. Migrated cells were dissolved 
in 0.1% acetic acid and then measured at 570 nm. Data are mean
±SD.

에서 CRH-R1의 mRNA 수준이 발현하여 CRH가 위암 세

포에 작용할 수 있는지를 확인하고자 RT-PCR을 시행하

였다. 특히, 인간 각질형성세포주인 HaCaT 세포에서도

CRH-R1이 발현한다는 것이 보고되어(24), HaCaT 세포

를 양성 대조군으로 함께 실험하였다. 결과를 통해

MKN-28에서 CRH-R1이 발현하여(Fig. 1) 스트레스 반응

에 의해 생성되는 CRH가 위암 세포에 작용할 수 있다는

것을 알았다.

CRH에 의한 세포 migration의 증가. CRH-R1을 발현하

는 MKN-28 세포의 migration에 CRH가 어떤 작용을 하

는지 확인하기 위해, CRH 200 nM을 24시간 전처리한

후, 48시간 동안 migration시켜 CRH를 처리하지 않은 세

포와 비교한 결과, CRH를 처리한 세포의 migration이 약

2배 증가하는 것을 확인했고(Fig. 2A), 현미경으로 관찰

하여 사진으로 찍은 결과 역시 같은 양상을 나타내어

(Fig. 2B) CRH가 위암세포의 migration을 증가시킨다는

것을 알았다.

CRH에 의해 증가하는 migration이 시간이 지남에 따

라 그 효과가 계속적으로 나타나는지 확인하기 위해

CRH 200 nM을 24시간동안 처리한 후, 각각 6, 12, 24,



CRH Increases Gastric Cancer Cell Migration  247

Figure 4. CRH-induced cell migration in a dose dependent man-
ner. MKN-28 cells were incubated with various CRH con-
centrations (0 nM～400 nM, two-fold dilution) for 24 h and then 
harvested. For migration assay, each cells were placed (7×105/ml 
in serum free media) in upper chamber and then incubated at 
37oC CO2 incubator for 48 h. Migrated cells were dissolved in 
0.1% acetic acid and then measured at 570 nm. Data are mean±
SD. *P＜0.05 versus CRH 0 nM. 

48, 그리고 72시간 동안 migration을 시킨 결과 모든 시간

대에서 CRH를 처리한 세포의 migration이 처리하지 않

은 세포와 비교했을 때, 더 높음을 확인하였고 이러한

효과는 시간이 지남에 따라 점차 증가하다가 48시간 동

안 migration시켰을 때 최대가 되었다(Fig. 3).

다음으로, CRH가 위암 세포의 migration을 증가시키

는 효과를 나타내는 것에 CRH의 농도가 어떤 영향을 미

치는지 확인하기 위하여 CRH를 25 nM에서 400 nM까지

2배씩 희석하는 방법으로 24시간 동안 세포에 처리한

후, CRH의 효과가 가장 크게 나타났던 48시간 동안

migration시켜서 실험을 하였다. 그 결과, CRH에 의한 위

암 세포의 migration이 CRH의 농도가 증가함에 비례하

여 같이 증가하는 경향을 나타냈고, 200 nM에서 가장 큰

효과를 나타냈다(Fig. 4).

고 찰

스트레스는 현대인이 가지고 있는 여러 가지 질병의

원인이 되고 있는데 이번 연구에서는 한국에서 발병율

이 높다고 알려진 위암에 초점을 맞추어 스트레스 반응

의 대표적 호르몬인 CRH가 인간 위암 세포인 MKN-28

의 migration에 어떤 영향을 미치는지에 알아보았다.

CRH를 전처리 한 위암 세포는 CRH를 처리하지 않은 세

포에 비해 migration이 증가하는 결과를 나타냈다. 이러

한 경향은 migration이 되는 시간에 비례하여 증가했으

며 migration 시간이 48시간일 때 그 효과가 가장 높은

것으로 나타났다(Fig. 3). 또한 CRH 농도에도 비례하여

migration이 증가해 CRH 200 nM일 때 최대의 효과를 나

타냈다(Fig. 4). 그 동안의 많은 연구 결과들은 스트레스

와 암의 관계에 대해서 스트레스가 암의 발생을 자극하

고 암이 진행되는 단계에서 증식을 촉진시킬 뿐 아니라

세포 매개성 면역 반응을 감소시켜(9,10) 암을 제거하는

기능이 감소한다는 것에 초점을 맞추어 주장해 왔다. 또

한 스트레스와 세포의 migration 능력 사이의 관계를 봤

을 때, 스트레스에 의해 lymphocyte나 monocyte의 mi-

gration이 변화한다는 보고가 발표되어(25,26) 스트레스

호르몬이 세포의 migration에 많은 영향을 미친다는 것

을 알 수 있다. 이런 내용을 바탕으로 진행된 이번 연구

결과 역시, 스트레스 호르몬이 암세포의 migration에 영

향을 미쳐 전이 과정을 촉진하여 질병의 더욱 심각하게

진행된다는 것을 보여 준다.

스트레스에 의해 작용하는 CRH는 CRH 수용체를 통

해 작용하는 것으로 알려져 있다(3-5). CRH-R2는 주로 소

화기관이나 심장 등에서 발현하고 염증반응에 관여하는

cytokine에 의해 그 발현이 감소한다는 보고가 있는데(4)

반해, CRH-R1은 스트레스에 의해 형성되는 염증성 질

환, 뇌에서 형성되는 퇴행성 신경 질환, 우울증 등에서

주로 관여하는 수용체로 알려져 있을 뿐 아니라 CRH와

의 결합력도 CRH-R1이 훨씬 높은 것으로 보고되고 있

다. 스트레스에 의한 암세포의 migration을 연구하기 위

하여 이번 실험은 사람 위암 세포인 MKN-28에서 CRH-R1

이 발현하는 것을 확인하였다(Fig. 1). 이러한 내용은

CRH와 CRH-R1 사이의 상호 작용을 억제하였을 때,

CRH에 의해 증가하는 migration을 감소시킬 수 있고, 결

과적으로 암의 전이 과정을 억제하여 암의 중요한 치료

제로 사용할 수 있다는 가능성을 제시한다. CRH와

CRH-R1의 상호작용을 억제하는 방법으로는 CRH 수용

체의 길항제를 이용하거나 CRH에 대한 결합 단백질을

이용하는 것이 있는데 이런 방법은 실제 임상적으로도

이용하고 있는 방법으로써 CRH-R1에 대한 길항제를 이

용하여 CRH에 의해 유도되는 우울증을 치료한다고 보

고되고 있다(27).

CRH-R1을 억제시켜 암을 치료하려는 시도 외에 다른

치료 방법을 연구하기 위해서는 CRH가 위암 세포의

migration을 증가시키는데 어떤 과정들이 작동하는지에

대한 계속적인 연구가 필요하다. 세포의 migration에는

앞서 언급한 것처럼 세포의 주화성을 유도하는 chemokine

과 그에 선택적으로 작용하는 수용체와의 상호작용(14),

다른 세포와의 상호작용이나 세포 외 기질에 붙어 있는

데 중요하게 관여하는 부착 단백질의 발현 변화(16-18)

등 여러 가지 신호 전달과 단백질의 변화를 수반하는 복

잡한 과정이다. 이 밖에도 Rho GTPase의 활성이 세포골

격의 actin을 활성화시켜 세포의 migration을 유도하고(19),

세포의 생존과 밀접하게 연관되어 있는 신호인 MAP

kinase가 세포의 migration에도 중요하게 관여한다는 연

구 결과도 발표 되었다(28). 하지만, 아직까지 CRH와 이

런 migration에 관여하는 요소들의 변화에 대한 연구가
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활발하게 진행되고 있지 않아 이러한 연구를 통해 스트

레스에 의해 증가하는 세포 migration에 관여하는 요소

들을 발견하는 것이 선행되어야 하고, 그 후에 이런 요소

들의 활동을 억제하는 여러 방법을 통해 새로운 치료법

을 개발하는 데 이용할 수 있을 것이라고 생각된다. 실

제, 위암에서 migration에 관련되어 있는 여러 요소들을

살펴 보면, CXCR3, CCR7과 같은 chemokine 수용체가

위암 세포에 많이 발현되고 있음이 밝혀져 이 수용체에

선택적으로 상호 작용하는 chemokine을 발현하는 다른

조직으로 이동하여 전이를 유도한다는 내용이 보고되었

으며(29,30), integrin이나 CD44, E-cadherin과 같은 부착

단백질 역시 위암에서 많이 발현하여 세포 외 기질이나

다른 세포와의 상호 작용함으로 부착을 유도하여 mi-

gration을 조절한다고 보고되어(31,32), CRH가 위암에서

위와 같은 요인들을 조절시켜 migration을 증가시킬 수

있을 것이라는 가정을 세울 수 있고 이에 대한 연구가

이루어져야 한다.

이번 연구에서는 위암이 한국인에게서 발병율이 높을

뿐 아니라, 전이도 활발하게 일어나는 암이기 때문에 위

암 세포를 가지고 실험하였다. 위암 외 다른 조직에서

발생하는 암의 경우를 살펴보면, 전이가 빠르다고 알려

진 피부암의 경우 피부 조직에서 CRH가 다량으로 발현

하고 있으며 이것이 피부암의 성장요인으로 작용하는

것으로 알려져 있지만 CRH가 피부암의 전이 과정에 어

떤 영향을 미치는지에 대한 보고는 없다. 위암이나 피부

암 같이 전이가 빈번하게 발생하는 암에서 CRH에 의한

migration의 증가가 공통적으로 동일하게 나타나는 결과

인지, 위암의 경우에만 특수하게 나타나는 현상인지에

대한 연구가 필요하고, 이런 연구를 통해 스트레스에 의

해서 암이 촉진되는 과정의 보편적인 기전을 밝혀낼 수

있다고 생각된다. 또한 암이 발생하고 전이되는 과정에

대한 우리 몸의 방어 체계인 면역 세포에 초점을 맞추어

CRH가 면역세포에 어떤 영향을 미치는지 생각해 보면,

CRH가 NK 세포의 cytotoxicity 활성을 감소시켜(33) 암

에 대한 방어 능력을 감소시킨다는 등 면역 세포의 활성

을 감소시킨다는 보고는 많지만(9,10) 면역 세포의 이동

에 어떤 역할을 하는지에 대해서는 많은 연구가 진행되

지 않았다. 면역 세포가 암세포의 이동하는 것에 속도를

맞추어 활발하게 암세포가 있는 곳으로 이동한다면 전

이 과정에 중요한 방어체계로 작용할 수 있겠지만, 스트

레스에 의해서 암세포로의 면역 세포의 migration이 감

소하였고 암세포가 다른 조직으로 활발하게 migration하

는 것이라고 생각되어지므로 이 역시 연구를 통해 증명

해야 하는 과제이다.

결론적으로 이번 연구 결과는 대표적인 스트레스 호

르몬인 CRH에 의해 위암 세포의 migration을 증가시켜

위암의 전이 과정을 촉진할 수 있다는 것을 보여주었고,

CRH에 의한 전이 과정을 차단하는 방법을 통해 위암의

새로운 치료법 개발의 가능성을 제시했다.
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