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Abstract: Curcumin has diverse anticancer activities that lead

to tumor growth inhibition of cancer cells and induction of

apoptosis. Curcumin is involved in the regulation of multiple

genes via transcription factors including NF-kB, STATs, AP1,

and SP. Notch signaling plays critical roles in maintaining the

balance between cell proliferation, differentiation and apopto-

sis, and thereby may contribute to the development of various

cancers involving breast cancer. This study was to investigate

the effects of curcumin on Notch1 gene expression and to

explore the underlying mechanism. Here, we found that cur-

cumin decreased the levels of Notch1 mRNA and protein in

MDA-MB-231 human breast cancer cells, along with the

downregulation of Sp family genes (Sp1, Sp2, Sp3, and Sp4).

The repressive effect of curcumin on Notch1 gene transcrip-

tion was confirmed by performing Notch1 promoter- driven

reporter assay and three Sp-binding sites were identified on

Notch1 promoter that may act as curcumin-respose elements.

Moreover, treatment with mitramycin A, a specific Sp inhibi-

tor, decreased the levels of Notch1 mRNA and protein in

human breast cancer cells. Taken together, our results indi-

cate that Notch1 gene expression is downregulated by cur-

cumin, at least in part, through the suppression of Sp family,

which may lead to apoptosis in human breast cancer cells.
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1.  서론

유방암은 잘 알려진 악성종양으로, 비정상적인 세포증식과

다른 장기로의 전이를 통해 높은 사망률을 차지하는 치명적

인 병이다 [1,2]. 유방암의 치료방법으로 수술을 통한 암 부

위 절제와 방사선치료 등을 통해 효과를 보고 있으나 치료

이후에 재발되는 이차성 치료에서는 항암제가 크게 효과를

나타내지 못하는 문제가 생겨 최근에는 식물에서 추출한 물

질을 이용하여 암세포의 세포자멸사 (apoptosis)를 유도하려

는 관심이 증가하고 있다 [3].

커큐민 (curcumin)은 인도산의 생강과에 속하는 식물인

curcuma longa Linn (Zingberaceae)의 뿌리에서 추출된 폴리

페놀 성분으로, 강황의 curcuminoid 중 하나이다. 식품 첨가

물에서는 노란색 색소로 사용되며 향신료로도 이용되고 있

으며 항산화성, 항아밀로이드 및 항염증 작용에 탁월한 효능

을 보인다는 사실이 많은 연구 결과를 통해 밝혀지면서 커큐

민에 대한 관심이 지속적으로 증가하고 있다 [4]. 특히 커큐

민은 대장암, 구강암, 방광암, 췌장암, 그리고 유방암 등을 비
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롯하여 다양한 종류의 암세포와 동물모델을 이용한 실험에

서 항암효과를 가지는 것으로 이미 입증된 바 있다 [5-8]. 예

를 들면, 방광암세포에 대한 커큐민의 항암효과가 보고되었

는데 이는 커큐민에 의해 specificity protein (Sp)의 family인

Sp1, Sp3, Sp4의 발현이 감소됨으로서 세포생존억제, 혈관신

생억제, 성장촉진 유전자의 발현감소 등이 유발되기 때문이

다 [6]. 또한 췌장암세포에서는 커큐민에 의한 Notch1의 발

현감소가 세포 성장의 억제와 사멸을 유도한다고 알려져 있

다 [7]. 특히 최근 본 연구진은 유방암 세포에 대한 커큐민의

증식억제 기능에 관한 연구결과를 발표한 바 있다 [8].

Notch signal은 초파리에서부터 사람에 이르기까지 진화론

적으로 잘 보존되어 있으며 세포의 발달과 사멸 그리고 많은

기관의 배발생과 기능에 영향을 미치는 것으로 보고되었다

[9]. Notch 수용체와 그 리간드들은 모두 막단백질로써 세포

외부분과 세포내부분 그리고 막내에 존재하는 부분으로 이

루어져있다. 포유류에서는 Notch 수용체 4가지 (Notch1-4)와

리간드 5가지 (Delta에 해당하는 Delta like (Dll) 1,3,4와

serrate에 해당하는 jagged 1,2)가 확인되었다. Notch signal은,

세포간 접촉에서 수용체와 리간드가 결합하게 되면 단백질 분

해효소 gamma-secretase가 tNotch (total Notch)의 세포 안쪽 부

분을 잘라주어 활성화 형태인 cNotch (cleaved Notch)로 바뀌면

서 시작된다. 잘린 cNotch는 핵 내로 이동하여 CSL과 결합하

게 되는데 그때 repressor활성을 가지던 CSL이 activator로 전

환됨으로서 억제되고 있던 유전자의 전사가 활성화 된다. 최

근 연구결과에 따르면 Notch 신호전달 경로 (signaling

pathway)의 활성화는 유방암의 발달과 진행에 중요한 역할

을 하는 것으로 알려지게 되었으며 이러한 결과들은 유방암

치료에 있어서 Notch가 좋은 타겟 유전자 (therapeutic target

gene)가 될 수 있음을 보여준다 [10,11].

Sp는 Sp/Klf family에 속하는 전사인자로써, 각 기관의 발

생초기단계 및 암화과정에 관여한다[12]. Sp family에는 Sp1,

Sp2, Sp3, Sp4가 있고 Sp1과 Sp4는 gene의 활성제이고, Sp2

는 아직 그 기능이 알려지지 않았으며, Sp3는 활성제와 억제

제의 기능을 모두 가진다고 보고되어 있다. 최근 보고에 따

르면 케라티노사이트 (keratinocytes) 세포에서 klf4와 sp3 이

라는 두 가지 전사인자가 함께 Notch의 발현을 조절한다고

알려져 있다 [13]. 그리고 폐암세포에서 Sp1 단백질의 DNA

결합능이 커큐민에 의해 억제되며, 방광암 세포에서는 커큐

민에 의해 Sp의 발현이 감소된다고 보고되었다 [6,14].

따라서 본 연구에서는 커큐민을 처리하였을 때 유방암 세

포내 Notch1의 발현 변화를 조사하고 이 과정에서 Sp 전사인

자의 관련성에 대해 알아보고자 한다.

2. 재료 및 방법

2.1. 실험재료

커큐민과 mithramycin A은 Sigma (Sigma Aldrich, St. Louis,

MO) 제품으로 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 20 mM stock으

로 만들어 -20oC에 보관하여 사용하였다. tNotch1 항체와

cNotch1 항체는 각각 Santa-Cruz와 Millipore에서 구입하였

다. β-actin 항체는 Abcam 제품이고, Western blot analysis에 사

용한 이차항체는 모두 Pierce에서 구입하였다.

2.2. 세포배양

인간 유방암 세포인 MDA-MB-231 세포는 American Type

Culture Collection (ATCC)에서 분양 받았다. 10% 우태아혈청

(fetal bovine serum, FBS, GenDEPOT)과 1% antibiotics

(Penicillin-Streptomycin, GIBCO)가 포함된 Dulbecco’s modified

Eagle medium (DMEM)을 사용하였고, 37oC로 유지되는 5%

(vol/vol)의 CO2배양기를 사용하여 배양하였다.

2.3. MTT assay

세포배양용 24 well plate에 MDA-MB-231 세포를 1 × 105/mL로

분주하고 24시간동안 배양시킨 후 mithramycin A를 농도

별로 처리하였다. 처리 후 24시간이 지나면 0.5 mg/mL의 농도

로 3-(4,5-dime thylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide

(MTT)를 처리하여 4시간 동안 CO2배양기에서 배양하였다.

다음 단계로, MTT시약이 들어있는 배지를 제거한 후에

DMSO를 500 µL 넣어 well에 생성된 formazan을 모두 녹인 후,

96 well plate에 100 µL씩 옮겨서 microplate reader (Dynex

Technologies, USA)로 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

2.4. Plasmids and constructs

Genomic DNA는 정상 혈관내피세포인 HMEC (human

microvessel endothelial cells)에서 분리하였으며 이를 주형으

로 사람 Notch1 promoter 상의 484nt (-225-+259)과 268nt (-9-

+259) 부분을 PCR로 각각 클로닝 한 뒤 pGL3-basic vector에 삽

입하여 Notch1 promoter-driven luciferase reporter vector인

p(484)luc과 p(286)luc을 제작하였다.

2.5. Transfections Luciferase assay

MDA-MB-231 세포에 lipofectamin 2000 reagents (Invitrogen)을 사

용하여 p(484)luc과 p(286)luc 벡터를 transfection 하였으며,

48시간 뒤에 세포를 lysis하였다. Mithramycin A를 처리하여

프로모터 활성을 조사하는 실험의 경우엔, reporter vector를

세포에 transfection하고 24시간 뒤에 mithramycin A를 처리

하였으며, 24시간 후 세포를 lysis 하였다. Lucifease assay

kit (Promega)와 luminometer (Tuner Biosystens)를 사용하여

luciferase 활성도를 측정하였다.

2.6. Western blot analysis

MDA-MB-231 세포에 60 ul lysis buffer (40 mM Tris-HCl,

10 mM EDTA, 120 mM NaCl and 0.1% NP-40 with protease

inhibitor cocktail (Sigma))를 처리하여 단백질을 분리하

였고, 단백질은 30 µg/lane으로 SDS/PAGE에서 전기영동 후

nitrocellulose membrane (Amersham Pharmacia Biotech)에

transfer하였다. 그리고 5% skim milk에 blocking을 하였고
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0.1% tween-20이 들어있는 PBS에 1차 항체와 2차 항체를 순

차적으로 처리하여 적당한 시간동안 반응시킨다. Enhanced

chemiluminescence (ECL, amersham Pharmacia Biotech) 용액을 사

용하여 암실에서 X-ray 필름에 감광시켜 특정 단백질 양을

분석하였다.

2.7. Total RNA Reverse Transcription-PCR

Total RNA는 MDA-MB-231 세포에 TRIzol reagent kit

(Invitrogen)를 처리하여 분리하였고, cDNA는 2 µg의 total RNA

를 사용하여 reverse transcription kit (Promega)로 합성하였다.

PCR에 사용된 oligonucleotide primers는 다음과 같다.

조건은 cDNA 합성 후에 Notch1, Sp1, Sp3는 94oC에서 30s,

57oC에서 30s 그리고 72oC에서 30s으로 28 cycles 그리고

Sp2, Sp4는 94oC에서 30s, 60oC에서 30s 그리고 72oC에서 30s으

로 28 cycles의 조건으로 PCR 반응을 진행하였다. PCR 반응

산물은 1.5% agarose gel에서 전기영동으로 확인하였다.

2.8. 통계처리

본 실험에 대한 실험결과는 세 번 실험하여 얻어진 평균치를

나타내었고 대조군의 값을 100으로 하여 실험군의 상대적

값을 %로 표시하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. MDA-MB-231 Notch1

식물 유래 물질 중 하나인 커큐민은 카레의 주성분인 강황에

서 추출한 색소성분으로 다양한 종류의 종양에 대해 항암효

과를 가지며 이는 암세포 증식을 억제하거나 세포자멸사를 유

도하는 기전에 의한 것으로 보고되어 있다 [4-7]. 최근 본 연구

진은 커큐민 처리에 의해 유방암세포 MDA-MB-231의 세포

자멸사가 유도됨을 보고한 바 있다 [8]. 따라서 본 연구에서

는 커큐민 처리에 의한 MDA-MB-231의 세포자멸사 유도과

정에서 유방암 세포의 증식 및 생존에 중요한 역할을 하는

것으로 알려져 있는 Notch1 유전자의 발현 변화를 조사하

였다. 먼저 이를 위하여 다양한 농도와 시간으로 커큐민을

처리한 뒤 세포내 Notch1 유전자의 발현 변화를 RT-PCR과

Western blot analysis 방법으로 확인하였다.

 커큐민은 5 µM, 10 µM, 30 µM, 50 µM으로 24시간 처리하

였으며 농도가 증가함에 따라 MDA-MB-231 세포내에서

Notch1의 mRNA양이 점점 감소하였고, 50 µM에서는 현저히

감소하는 것을 확인하였다 (Fig. 1(a)). 그리고 50 µM의 커큐민

을 4시간, 8시간, 16시간, 24시간 간격으로 처리하였을 때 시

간이 지남에 따라 Notch1의 mRNA의 양이 감소하였고 24시

간에서는 현저히 감소하였다 (Fig. 1(b)). 또한 Notch1의 단백

질 양의 변화를 알기 위해 Western blot analysis를 실시하였

다. 그 결과, 커큐민 농도 30 µM에서부터 Notch1의 발현이

감소하였으며 50 µM에서는 급격한 감소를 나타내었다 (Fig.

1(c)). 또한 50 µM 커큐민 처리한 경우 8시간부터 급격한 감소

를 관찰할 수 있었고 이러한 양상은 24시간째까지 지속되었

다 (Fig. 1(d)). 또한 total form인 tNotch1 단백질뿐만 아니라

Notch1의 active form인 cNotch1의 단백질 양도 감소함을 관찰

하였다 (Fig. 1(c),(d)). 최근 연구에 의하면 식도암세포에 처리

된 커큐민은 세포의 사멸을 유발하는데 이때 Notch signaling

활성이 감소되며 이는 tNotch1에 작용하여 cNotch1으로의 전

환에 관여하는 효소인 γ-secretase의 구성단백질인 Presenilin 1

과 Nicastrin의 발현 감소 때문인 것으로 보고되었다 [15].

따라서 유방암세포를 사용한 본 연구에서 활성화형태인

cNotch1 단백질의 감소가 커큐민에 의한 tNotch1의 발현감

소로 인한 것인지 또는 gamma- secretase의 활성감소 때문인

지에 대해서는 향후 이에 대한 연구가 더 진행되어야 할 것

으로 생각한다.

3.2. 커큐민에 의한 Notch1의 발현조절 기전 규명

커큐민에 의해 발현이 감소하는 Notch1 유전자의 발현조절

기전을 규명하기 위해 Notch1 promoter-driven reporter vector

Fig. 1. Effects of curcumin on Notch1 expression. MDA-MB-231

cells were plated at 5 × 104 cells per well of 24-well plate, and

incubated for 24 h. The cells were treated with variable concentra-

tions of curcumin for 24 h (a and c) and 50 µM curcumin for the

indicated times (b and d). Total RNAs were isolated and then ana-

lyzed by RT-PCR using specific primers to human Notch1. GAPDH

served as an internal control (a and b). Cell lysates were subjected

to Western blotting for total Notch1 (tNotch1) and cleaved Notch1

(cNotch1). β-actin served the loading control (c and d). The den-

sity of the control bands (untreated) was set to 100%.

Notch1, 5’-GCAACAGCTCCTTCCACTTC-3’와
(559 bp) 5’-GCCTCAGACACTTTGAAGCC-3’

GAPDH, 5’-GACCACAGTCCATGCCATCAC-3’와
(550 bp) 5’-TCCACCACCCTGTTGCTGT-3’

Sp1, 5'-TTGAAAAAGGAGTTGGTGGC-3’와
(427 bp) 5'-TGCTGGTTCTGTAAGTTGGG-3’

Sp2, 5’-TGCCACTGCTGCTGTGAGTC-3’와
(337 bp) 5’-CCGCCTGGTACTGGATATTGG-3’

Sp3, 5'-CCAGGATGTGGTAAAGTCTA-3’와
(468 bp) 5'-CTCCATTGTCTCATTTCCAG-3’

Sp4, 5’-CAGGTGCTTATCCGGGCTCCA-3’와
(263 bp) 5’-GTTGGCAACGCTCACTGTCTG-3’
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를 제작하였다. PCR방법으로 클로닝 한 Notch1 promoter 영

역을 pGL3-basic vector에 삽입하여 p(484)luc과 p(268)luc을

각각 제작하였다 (Fig. 2(a),(b)). MDA-MB-231 세포에 커큐

민을 처리하였을 때 각각의 luciferase 활성이 어떻게 변화하는

지를 조사하였으며 그 결과, p(484)luc의 경우는 cucumin

에 의해 luciferase의 활성감소를 보였던 반면 p(268)luc는 커

큐민에 대한 반응이 나타나지 않았다 (Fig. 2(c)). 이러한 결

과로 미루어보아 p(484)luc의 Notch1 promoter 영역내에

curcumin-response element 가 존재하는 것으로 예상되어 이

영역의 염기서열을 분석하였으며 그 결과, Sp 전사인자 결

합부위로 예상되는 곳이 총 세군데 (-79에서 -69 (5’-GGG

GCGGGGGG-3’)까지, -56에서 -47 (5’-GGGGCCGGGC-3’)

까지, 그리고 -46에서 -37 (5’-GGGGCGGGGC-3’)까지) 존재

함을 확인하였다 (Fig. 2(a),(b)). 이전 연구결과에 따르면 커

큐민에 의해 전사인자 NF-kB의 발현 및 활성이 감소 [16] 되

었기 때문에 Notch1 유전자 발현감소에 대한 NF-kB의 관련

성에 관해 조사해 보았다. 하지만 커큐민에 의해 그 활성이

감소하는 p(496)luc의 Notch1 promoter 영역 내에는 NF-kB

결합부위가 존재하지 않으므로 적어도 NF-kB가 직접적으로

는 관여하지 않을 것이라고 생각한다. 따라서 이상의 연구결

과를 통해 커큐민에 의한 Notch1 발현 감소에 Sp family가 관

여할 가능성이 높음을 알 수 있었다.

3.3. 유방암 세포 MDA-MB-231에서 커큐민이 Sp family

발현에 미치는 영향

커큐민처리 시 Sp family의 발현변화 양상을 조사하기 위

하여 RT-PCR을 실시하였다. 그 결과, 커큐민을 농도별 (5 µM,

10 µM, 30 µM, 50 µM) 그리고 시간별 (4시간, 8시간, 16시간,

24시간)로 처리하였을 때 Sp family 즉 Sp1, Sp2, Sp3, 그리고

Sp4 유전자들 모두, 커큐민 농도가 증가할수록 그리고 처리

시간이 증가할수록 그 발현이 감소함을 확인하였다 (Fig.

3(a),(b)). 따라서 본 연구결과는 유방암세포에 커큐민을 처

리하였을 때 유도된 Notch1의 발현감소는 Sp 전사인자들의

발현 감소와 관련이 있음을 시사해 준다. 최근의 연구결과들

에 의하면 커큐민 처리 시 방광암세포의 증식억제가 유발되

고 간성상세포내 srebp-2유전자의 발현이 감소되는데 이러

한 현상들은 커큐민에 의한 Sp family의 발현 및 활성 감소와

밀접한 관련성이 있다고 알려져 있다 [6,17]. 또한 케라티노

사이트의 Notch1유전자 발현조절에 Sp3가 관여한다는 연구

결과도 있다 [13]. 하지만 유방암세포를 사용한 본 연구에서는

Sp family 모두가 커큐민에 의해 발현이 감소 (Fig. 3) 되는 것

으로 나타났기에 이들 모두가 Notch1 발현 조절에 관여하는

지 아니면 이 중에 특정인자만이 Notch1 유전자 발현조절에

직접적으로 관여하는지에 대해서는 정확히 알 수 없으므로 향

후 이에 대한 추가적인 실험을 해야 할 것으로 생각한다.

3.4. 유방암세포 MDA-MB-231에서 mithramycin A이

Notch1 발현에 미치는 영향

상기의 luciferase reporter assay의 결과를 통해 Sp family가

Notch1의 발현조절에 관여할 것으로 예상되므로 Sp 전사인자

의 억제제인 mithramycin A을 처리하였을 때 Notch1의 발현이

감소하는지를 조사하였다. 먼저 MTT assay를 통해 세포의

생존에 큰 영향을 미치지 않는 mithramycin A 농도가 25~50

nM이며 100 nM의 경우엔 생존율이 50% 정도 감소함을 밝

혔고 (data not shown) 이러한 실험결과에 근거하여 이후

Fig. 2. Localization and identification of curcumin-response ele-

ments on the Notch1promoter. (a and b) Schematic representation

of the human Notch1 promoter containing three putative Sp-bind-

ing sites that were identified by the computer database TRANS-

FAC and the Notch1 reporter vector. (c) MDA-MB-231 cells were

transiently transfected with each of Notch1 reporter vectors and

pCMV-β- galactosidase and then treated with curcumin (50 µM) for

24 h. Cell lysates were then subjected to b-galactosidase enzyme

assay and were tested for luciferase activity by using an assay kit

(Promega) and luminometer (Turner Designs). The relative level of

promoter activation in each experiment was calculated by dividing

the luciferase activity by β-galactosidase activity.

Fig. 3. Effects of curcumin on Sp family expression. MDA-MB-

231 cells were plated at 5 × 104 cells per well of 24-well plate, and

incubated for 24 h. The cells were treated with variable concentra-

tions of curcumin for 24 h (a) and 50 µM curcumin for the indi-

cated times (b). Total RNAs were isolated and then analyzed by

RT-PCR using specific primers to human Sp1, Sp2, Sp3, and Sp4,

respectively. GAPDH served as an internal control. The density of

the control bands (untreated) was set to 100%.



커큐민에 의한 노치발현 조절에서 Sp의 역할 5
의 실험에는 25 nM과 50 nM 농도의 mithramycin A를 사용

하였다. MDA-MB-231 세포에 mithramycin A를 처리한 뒤

시간별로 total RNA를 분리하여 RT-PCR을 실시하였다. 그 결

과, 4시간, 8시간, 12시간, 16시간, 24시간으로 mithramycin A

를 처리하면 시간이 지남에 따라 Notch1의 mRNA의 양이 감

소하고 24시간에서 가장 큰 감소를 나타내는 것을 확인하였

다 (Fig. 4(a)). 또한 mithramycin A에 의한 Notch1 단백질 발

현변화를 조사하기 위하여 Western blot analysis를 실시한 결

과, mRNA 발현양상과 유사한 Notch1 단백질 발현 감소

를 확인할 수 있었다 (Fig. 4(b)). Notch1 유전자의 promoter 영

역 484 bp를 삽입한 reporter vector p(484)luc를 사용하여

mithramycin A 처리에 의한 프로모터 활성도 변화를 조사하

였다. 그 결과 50 nM의 mithramycin A를 처리하였을 때 50%

정도의 Notch1 프로모터 활성의 감소효과를 나타내었다. 따

라서 MDA-MB-231 유방암세포에서 높은 발현을 보이는

Notch1의 발현이 Sp 전사인자의 억제제인 mithramycin A 처

리에 의해 감소함을 확인한 본 연구결과를 통해 유방암세포

내 Notch1 유전자의 전사조절 과정에 Sp family가 관여할 가

능성이 높음을 확인할 수 있었다.

4. 결론

커큐민이 유방암 세포의 Notch1 유전자 발현에 미치는 영향

을 관찰한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

① 커큐민 처리에 의해 Notch1의 발현이 감소한다.

② 커큐민에 반응을 나타내는 Notch1 promoter 영역 내에

는 세 개의 Sp-결합부위가 있다.

③ 커큐민 처리에 의해 Sp family의 발현이 감소한다.

④ Sp 전사인자의 억제제인 mithramycin A를 처리하면

Notch1의 발현이 감소한다.

이상의 결과를 통해 유방암 세포인 MDA-MB-231 세포에

서 커큐민에 의한 Notch1의 발현 감소는 적어도 Sp pathway

를 통해 이루어짐을 알 수 있다. 따라서 커큐민에 의한 Sp-

Notch1 axis의 활성 감소는 MDA-MB-231 유방암 세포의 증

식억제 및 세포자멸사를 일으키는 하나의 경로로 작용할 가

능성이 클 것으로 생각한다.
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