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The moringa (Moringa oleifera Lam.) plant is used as food and as an anti-allergic agent. In this study,
we studied the inhibitory effect of moringa root extract on the expression of PMA-induced matrix
metalloproteinase-9 (MMP-9), which is the main factor implicated in the invasion and metastasis of
cancer cells in MCF-7 cells. At first, various moringa extracts were examined in the MCF-7 cells. Both
moringa root extract and leaf extracts inhibited PMA-induced MMP-9 activity, but the root extract
suppressed PMA-induced MMP-9 activity to a greater extent than the leaf extract. The moringa root
extract also inhibited PMA-induced MMP-9 protein expression and cell invasion. According to
RT-PCR, the treatment of the MCF-7 cells with moringa root extract decreased levels of PMA-induced
MMP-9 mRNA expression, but not the expression of TIMP-1 and -2, indicating that moringa root ex-
tract prevents the transcription of MMP-9 in response to PMA. In addition, moringa root extract spe-
cifically suppressed the phosphorylation of ERK/JNK, but not p38. We suggest that moringa root ex-
tract abolishes MMP-9 activity/expression through ERK/JNK. In conclusion, moringa root extract sup-
pressed PMA-induced MMP-9 activity/expression by inhibiting the phosphorylation of ERK/JNK in
MCF-7 cells. These results indicate that moringa root extract may be a potential antimetastatic and
anti-invasive agent. Future clinical research is needed on the anticancer properties of moringa root
extract.
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서 론

암은 인간의 사망원인 중 많은 부분을 차지하며, 그 중 유방

암은 암의 전이에 따라 생존율이 비례한다[24]. 암은 전이를

통해 다른 기관으로 옮겨가며, 부착, 침윤, 이동 등의 단계를

거쳐 이루어진다. 암세포가 다른 조직으로 전이되기 위해서는

세포외기질(extracellular matrix)의 분해가 필수적으로 요구

되며[30], 세포외기질 분해에 주요하게 작용하는 인자로 단백

질 분해효소인 matrix metalloproteinase (MMPs)가 있다[7,

17]. MMPs는 아연/칼슘 의존성으로서 30 종류가 알려져 있으

며, 기질의 종류에 따라 구분된다. 대부분 암세포 침투와 전이

에 작용하며, 세포 성장 및 형태형성과 세포사멸에 관련되어

있는 것으로 알려져 있다[12, 23]. MMPs 가운데 ma-

trixmetalloproteinase-9 (MMP-9, gelatinase B)은 세포의 기저

막을 구성하는 type IV collagenase과 fibronectin을 분해하여

암세포의 침투와 전이를 용이하게 하는 작용 한다[6]. 특히

MMP-9은 유방암에서 높은 발현을 나타내는 것으로 알려져

있다[29]. 유방암 세포주인 MCF-7세포에서 MMP-9 유전자가

변이한 경우 종양과 관련된 신생혈관생성이 감소하여 암세포

전이가 저해된다[4]. 반대로, 혈청에 MMP-9의 수치가 증가하

는 경우 유방암환자의 생존률이 낮으며, 그 예후도 좋지 않은

것으로 확인되었다[26, 28]. 이처럼, MMP-9의 발현 및 활성은

유방암 전이 및 성장에 주요한 인자임을 알 수 있다.

MMP-9은 다양한 성장인자[20]와 염증관련 사이토카인

[31], 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (PMA)[7]에 의해

발현이 유도되며, 세포 내 자연적으로 발생된 내생적 억제인

자인 tissue inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP-1)에 의해

그 발현 및 활성이 조절된다[27]. 특히, MMP-9 활성 유도 인자

인 PMA는 protein kinase C (PKC), mitogen-activated pro-

tein kinase (MAPKs), and phosphoatidylinositol 3-kinase

(PI3K)/Akt signaling pathways를 통하여 activator protein-1

(AP-1)과 nuclear factor-kappaB (NF-κB)같은 전사인자의 활

성을 유도함으로써 MMP-9 발현을 조절한다[11, 15].

모링가의 학명은 Moringa oleifera Lam.으로 드럼스틱 또는

고추냉이 나무로 알려져 있으며, 동남아시아와 극동지방, 아

프리카 등 세계 여러 나라에 널리 펴져 있다[19]. 전통적으로

모링가의 모든 부위는 종양, 히스테리, 괴혈병, 마비성발작,

피부감염과 같은 질환에 포괄적으로 사용되었다[24]. 모링가

의 꽃, 뿌리, 씨, 잎, 열매에는 다른 식물들에 비해 비타민, 플라

보노이드, 아미노산 등과 같은 피토케미칼(phytochemical)이
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풍부한 것으로 확인되었다[2]. 특히, 모링가 잎은 콜레스테롤

제거 및 간손상 방지와 염증, 심장병 등을 치료하는 효과가

있으며[10, 18], 뿌리와 꼬투리, 씨, 나무진액은 관절염 치료에

효과가 있는 것으로 알려져 있다[1, 16].

이처럼 모링가의 모든 부위가 다양한 질환을 치료하는 것으

로 확인되었으나 암 전이의 저해 효과에 대한 연구는 아직

미흡한 실정이다. 따라서 이 연구에서는 대표적으로 모링가

씨, 뿌리, 잎, 열매 추출물질을 이용하여 유방암 세포의 침투와

전이에 중요하게 작용하는 MMP-9의 활성 및 발현조절에 미

치는 영향을 확인하고 작용기전을 연구하였다.

재료 및 방법

모링가 추출물 제조

본 실험에 사용한 모링가는 스리랑카에서 구입하여 부위별

로 분말화 된 시료를 주식회사 유림물산(대구시 달서구 월암

동 1-83)에서 제공받아 사용하였다. 시료 무게의 10배(w/v)의

80% 메탄올에 가하여 24 시간 동안 정치하여 총 3 회 반복

추출하였다. 추출액을 여과하여 rotary vacuum evaporator

(R- 3000, Büchì Switzerland)로 55℃에서 농축한 다음 건조하

여 실험에 사용하였다.

세포배양

실험에 사용한 유방암세포주인 MCF-7과 MDA-MB-231세

포는 American type culture collection (Manassas, VA, USA)

에서 구입하여 사용하였으며 10% 혈청(fetal bovine serum;

FBS) (Invitrogen Co., Grand Island, NY, USA)과 1% 항생제

(antibiotic/antimycotic) (Invitrogen)를 첨가한 Dulbecco's

modified Eagle's medium (DMEM, Invitrogen)을 사용하여

5% CO2, 37℃ 조건에서 배양하였다.

Gelatin zymography 분석을 이용한 MMP 활성 확인

6 well plate에 10% FBS가 첨가된 배지를 이용하여 세포를

1×106 cells/well의 농도로 24 시간 동안 부착시킨 후 혈청이

없는 배지로 교환 후 모링가 추출물과 PMA를 처리하였다.

24 시간 후 배지를 취하여, 0.1% gelatin을 포함한 SDS-poly-

acrylamide gel에 전기영동 하였다. 전기영동 후 gel을 2.5%

triton X-100 용액에서 30 분 동안 처리한 다음, 10 mM CaCl2,

0.01% NaN3와 50mM Tris-HCl (pH 7.5)가 함유된 buffer를

처리하여 37℃ incubator에서 24 시간 동안 반응시켰다. 반응

후 gel을 0.2% coomassie brilliant blue 용액으로 염색한 다음

탈색하여 MMP-9의 활성 정도를 확인하였다.

Western blot을 이용한 염증관련 단백질의 발현 측정

세포를 60 mm culture dish에 2×106 cells/well이 되도록

분주하여 부착시킨 다음 모링가 추출물과 PMA를 처리하여

24 시간 배양하였다. 배양된 세포를 회수하여 lysis buffer (50

mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.5% NP-40, 100 mM

PMSF, 1 μg/ml leupeptin, 1 μg/ml aprotinin)를 넣고 4℃에

서 30 분간 처리하여 단백질을 추출하였다. 12,000 rpm으로

5 분간 원심분리 하여 상층액을 얻은 다음 Bradford assay

(Bio-rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 추출된 단백질을

정량 하였다. 정량 된 단백질을 SDS-polyacrylamide gel에 전

기영동하고 Immobilon-P-membrane (Millipore, Billerica,

USA)에 그 단백질을 흡착시켰다. 실험에 사용한 MMP-9과

β-actin 항체는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,

USA)에서 구입하여 사용하였다. 탐색하고자 하는 단백질의

1차 항체와 2차 항체를 반응 시킨 후 ECL kit (Amersham

Pharmacia, Buckinghamshire, England)을 사용하여 X-ray

film에 노출시켜 단백질 발현 정도를 확인하였다.

RNA 분리 및 reverse transcription-polymerase chain

reaction (RT-PCR)

6 well plate에 10% FBS가 첨가된 배지를 이용하여 세포를

2×10
6

cells/well의 농도로 부착시킨 후 혈청이 없는 배지로

갈아준 다음 모링가 추출물과 TNF-α를 처리하였다. 처리 12

시간 후 세포를 회수하여 Trizol reagent (Molecular Research

center, Inc., NY, USA)를 사용하여 RNA를 분리하였다. 분리

된 RNA는 spectrophotometer와 1% agarose gel에 전기영동

하여 분리된 RNA를 정량, 확인하였다. 확인된 RNA 1 μg과

oligo DT (100 pM) 1 μl, 역전사 효소 (Promega, Madison,

WI, USA)를 포함하여 총량이 20 μl 되도록 DEPC를 첨가하여

합성한 cDNA에 2.5 μg mix buffer (10Х PCR buffer, 50 mM

MgCl2 10mM dNTP mix, DEPC)와 sense, antisense primer

(MMP-9: sense: 5’-CACTGTCCACCCCTCAGAGC-3’, anti-

sense: 5’-GCCACTTGTCGGCGATAAGG-3’; TIMP-1: sense:

5’-CTGTTGTTGCTGTGGCTGATA-3’, antisense: 5’-CCGTC-

CACAAGCAATGAGT-3’; TIMP-2: sense: 5’-GTAGTGATC-

AGGGCCAAAG-3’, antisense: 5’-TTCTCTGTGACCCAGTC-

CAT-3’; β-actin: sense: 5’- AGGGTGTGATGGTGGGTA-

TGGG-3’ antisense: 5’- CAGGATCTTCATGAGGTAGTC-3’)

를 혼합한 후 PCR 기기를 이용하여 DNA를 증폭시킨 다음

ethidium bromide가 첨가된 1% agarose gel로 전기영동을 실

시하여 분석하였다.

Invasion 분석

24 well trans-well chamber의 filter 바닥에 0.5 mg/ml 농도

의 matrigel을 25 μl로 코팅하였다. Chamber 바깥쪽 바닥에는

세포가 배양된 배양액 500 μl를 넣고, 안쪽에는 세포 (5×

10
4
/well) 200 μl와 모링가 추출물 또는 PMA를 혼합하여 분주

하였다. 5% CO2, 37℃에서 24 시간 동안 배양한 다음, 메탄올

로 1 분간 고정시킨 후 hematoxylin과 eosin으로 세포막과 핵
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Fig. 1. Effect of extracts from different parts of moringa on

PMA-induced MMP-9 activity in MCF-7 cells. MCF-7

cells were treated with the indicated concentrations of

moringa extracts and PMA for 24 hr. The conditioned

medium was prepared and used for gelatin zymog-

raphy.

A

B

Fig. 2. Inhibitory effect of moringa root extract on PMA-induced

MMP-9 activity and expression in cancer cells. (A)

MCF-7 cells and MDA-MB-231 cells were treated with

the indicated concentrations of moringa root extract and

PMA for 24 hr. The conditioned medium was prepared

and used for gelatin zymography. (B) Moringa root ex-

tract was added into MCF-7 cells for 1 hr before PMA

stimulation and protein samples were incubated for 24

hr after PMA stimulation. The protein levels of MMP-9

were evaluated by Western blot analysis. β-actin was

used as an internal control.

을 염색하였다. Filter의 안쪽 부분은 면봉을 이용하여 불필요

한 세포를 제거하고 filter를 잘라내어 xylene에 넣어 불순물을

제거하여 slide glass에 놓고 고정액을 떨어뜨린 후 cover glass

를 덮어 현미경으로 관찰하였다.

통계처리 분석

실험 결과의 통계적 처리는 student's t test 및 analysis of

variance (ANOVA)로 하였으며, p<0.05를 유의한 차이의 한계

로 하였고, 실험결과의 표현은 means±S.E로 하였다.

결과 및 고찰

모링가 추출물에 의한 MMP-9 활성 및 발현 조절 효과 확인

다양한 암에서 발생되고 암 발병 시 나쁜 예후를 유도하는

대표적인 인자로 MMP-9을 제시할 수 있으며[21], 이는 암세

포 전이에 주요하게 작용하는 활성 인자로도 알려져 있다[7].

따라서 모링가 추출물에 의한 MMP-9 활성 저해 정도를 확인

하기 위해 zymography assay를 수행하였다. MCF-7 세포에

MMP-9 유도물질인 PMA 처리 후 모링가 추출물을 부위별로

처리한 결과 4 가지 부위 중 뿌리와 잎 추출물에 의해 MMP-9

활성이 농도 의존적으로 저해되었다. 또한 뿌리와 잎 추출물

중 뿌리 추출물 200 μg/ml 처리조건에서 MMP-9 활성이 가장

많이 감소하는 것으로 확인 되었다(Fig. 1). 이 결과로 모링가

부위별 추출물에 따라 그 효과가 다르게 나타나는 것으로 예

상된다. 또한 최근 발표된 연구결과에 따르면 모링가 과실 추

출물이 LPS 처리에 따른 NO/iNOS의 발현을 저해하고[13],

모링가 잎 추출물은 암세포 증식을 억제한다는 연구결과가

발표되어[25] 부위별 추출물에 따른 다른 효과 양상이 뒷받침

된다.

그리고 이 결과를 재확인 하고자 몇 가지 유방암 세포주를

사용하여 실험을 수행하였다. MCF-7과 MDA-MB-231 유방암

세포에 각각 모링가 뿌리 추출물을 다양한 농도로 처리하여

비교한 결과 MCF-7과 MDA-MB-231 세포 모두 모링가 뿌리

추출물에 농도 의존적으로 MMP-9 활성이 감소되어 모링가

뿌리 추출물의 MMP-9 억제 효과가 세포 비특이적인 것으로

확인되었다(Fig. 2A). 또한 western blot을 이용한 단백질 발현

실험에서 모링가 뿌리 추출물에 농도 의존적으로 MCF-7 세포

의 MMP-9 발현이 저해되어(Fig. 2B) 이 결과들로 모링가 추출

물 중 뿌리 추출물이 MMP-9 활성 및 발현을 가장 효과적으로

저해시키는 것으로 확인되었다.

모링가 뿌리 추출물에 의한 암 세포 침투 억제효과

MMP-9은 유방암을 비롯하여 전립선암, 피부암 등의 암세

포 침투와 전이에 주요하게 작용하는 인자이며, in vitro와 in

vivo 실험에서도 anti-sense MMP-9 처리에 의해 암세포의 침

투가 저해된다[9]. 따라서 이 실험에는 모링가 뿌리 추출물의

MMP-9 활성 억제를 통한 암세포 침투와 전이의 저해 효과를

확인하기 위해 cell invasion assay를 수행하였다. PMA 처리

에 의해 증가된 암세포 침투가 모링가 뿌리 추출물 200 μg/ml

처리에 의해 침투율이 50% 이상 감소되었다(Fig. 3). 이 결과로

모링가 뿌리 추출물이 MMP-9 활성 및 발현 억제를 통해 유방

암 세포의 침투 저해에 작용하는 것으로 예상된다.
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Fig. 3. Inhibitory effect of moringa root extract on PMA-induced

cell invasion in MCF-7 cells. 5×10
5

MCF-7 cells were

seeded in the chamber. The cells were plated on the

Matrigel-coated the upper chamber. The lower chamber

was filled DMEM with various concentrations of mor-

inga root extract. Cells in the chamber were incubated

for 24 hr at 37°C and cells that had invaded the lower

surface of the membrane were fixed with methanol and

stained with hematoxylin and eosin. Random fields were

counted by light microscopy under a high power field.

Fig. 4. Inhibitory effect of moringa root extract on mRNA ex-

pression of PMA-induced MMP-9 and TIMPs in MCF-7

cells. MCF-7 cells were treated with the indicated mor-

inga root extract in the presence of PMA for 24 hr. The

MMP-9, TIMP-1 and -2 mRNA levels were measured

by RT-PCR. β-actin was used as an internal control.

Fig. 5. Inhibitory effect of moringa root extract on phosphor-

ylation of PMA-induced MAP kinase in MCF-7 cells.

Moringa root extract was added into MCF-7 cells for

24 hr before PMA stimulation and protein samples were

harvested after PMA stimulation for 20 min. The protein

levels of MAP kinase were evaluated by Western blot

analysis. β-actin was used as an internal control.

모링가 뿌리 추출물에 의한 MMP-9과 TIMPs의 mRNA

level 조절 확인

MMP-9은 암세포에서 세포 내에 존재하는 내생적 억제인

자인 TIMP-1과 -2에 의해 발현 및 활성이 조절되는 것으로

알려져 있다[27]. 이에 실험에서는 모링가 뿌리 추출물에 의한

작용인자를 확인하기 위해 MMP-9과 TIMP-1과 -2의 mRNA

발현을 확인 하였다. 그 결과 모링가 뿌리 추출물에 농도의존

적으로 MMP-9의 mRNA 발현이 억제됨을 확인 할 수 있으며,

TIMP-1과 -2는 모링가 뿌리 추출물에 의해 발현이 저해되지

않는 것으로 확인되었다(Fig. 4). 앞서 발표된 연구결과에서도

TIMP-1과 -2의 발현에는 영향 없이 MMP-9의 전사조절을 통

하여 MMP-9 단백질 발현 및 활성을 저해한다는 것이 확인되

었다[7]. 따라서 이 결과로 모링가 뿌리 추출물이 TIMP-1과

-2의 발현유도를 통해 간접적으로 MMP-9 활성 및 발현을 조

절하는 것이 아니라 직접적으로 MMP-9 전사억제를 통하여

단백질 발현조절에 작용함을 예상할 수 있다.

모링가 뿌리 추출물의 MAP kinase 활성 조절

MMP-9은 암세포의 종류와 MMP-9 활성을 유도하는 다양

한 성장인자 및 사이토카인에 따라 PI3K/Akt와 MAP kinas

등 다양한 기전을 통해 조절된다[11]. 그 중에서도 대표적으로

PMA 처리에 의해 증가된 MMP-9의 활성 및 발현을 조절하는

기전은 MAP kinase가 알려져 있다[11, 15]. 따라서 이 실험에

서는 이들 작용기전을 확인하기 위해 모링가 뿌리 추출물에

의한 MAP kinase의 인산화 정도를 확인하였다. PMA 처리에

의해 증가된 ERK와 p38, JNK의 인산화가 모링가 뿌리 추출물

에 농도의존적으로 ERK와 JNK의 인산화만이 저해되었다. 또

한 각 kinase total-form의 발현이 모링가 뿌리 추출물에 의해

저해되지 않아 모링가 뿌리 추출물이 kinase 활성 만을 저해

시킴을 알 수 있다(Fig. 5). 이 결과로 모링가 뿌리 추출물이

ERK와 JNK의 활성 저해를 통해 MMP-9의 발현 및 활성을
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조절하고 결과적으로 MCF-7의 암세포 침투를 저해시키는 것

으로 예상된다. 또한 MCF-7 세포에 PMA를 처리하여 MMP-9

활성 및 발현 조절기전을 확인한 다른 연구에서 MAP kinase

신호기전을 경유하여 전사인자인 AP-1 작용 조절을 통해

MMP-9의 활성 및 발현이 조절된다는 연구결과가 확인되어

[14] 모링가가 ERK의 인산화 조절을 통해 AP-1을 비롯한 하위

전사인자 발현을 조절하여 MMP-9의 발현을 조절할 것이라

예상된다.

최근 국외에서도 모링가 추출물을 이용한 연구가 진행 중이

며, 그 중에서도 모링가 잎과 뿌리를 이용한 연구가 활발히

수행되고 있다. 모링가 잎 추출물은 췌장암세포에서 NF-kB의

발현을 저해하여 화학요법의 세포독성을 증가시키고[5] 항산

화 효과를[22] 나타낼 뿐만 아니라 암세포 증식억제효과를[25]

나타낸다. 또한 모링가 뿌리 추출물은 궤양과 같은 위장질환

을 완화시키고[8] 항산화[3] 및 항염증 효과를 나타낸다. 그러

나 모링가 추출물을 이용하여 암세포 침투와 전이에 주요한

인자인 MMP-9에 대한 억제 효과는 아직 일반적으로 확인되

지 않아 이 연구결과의 의미가 더욱 중요할 것이라 판단된다.
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초록：유방암 세포주에서 PMA로 유도된 암세포 침투에 대한 모링가 뿌리 추출물의 억제효과

조현지
1,2
·장영채

1,2
*

(1대구가톨릭대학교 의용생체공학연구소, 2대구가톨릭대학교 의과대학 의학과)

여성에게 특히 높은 발병률을 보이는 유방암은 다양한 인자에 의해 암세포 침투와 전이가 발생한다. 그중에서

MMP-9은 유방암에서 높은 발현율을 나타내며, 유방암 세포의 침투와 전이에 주요하게 작용한다. MMP-9은 다양

한 성장인자와 사이토카인, PMA 등에 의해 발현이 유도되며 세포 내 자연적으로 발생된 내생적 억제인자인

TIMP-1과 -2에 의해 그 활성 및 발현이 조절된다. MMP-9의 활성 및 발현을 저해하기 위해 사용한 물질은 모링가

추출물로 모링가의 모든 부위가 다양한 질환을 치료하는 것으로 알려져 있다. 이 연구에서는 대표적으로 모링가

씨, 뿌리, 잎, 열매 추출물질을 이용하여 MMP-9의 활성억제 유무를 연구하였으며, MCF-7 세포에서 모링가 뿌리

추출물이 MMP-9을 가장 효과적으로 억제하였다. 또한 MDA-MB-231을 이용한 비교실험에서도 세포특이성 없이

MMP-9의 활성 및 발현이 모링가 뿌리 추출물에 의해 억제되었고 단백질과 mRNA 발현에서도 동일한 결과가

도출되었다. 뿐만 아니라 암세포 침투실험에서도 모링가 뿌리 추출물에 의해 암세포 침투가 50% 이상 감소 되었

으나, TIMP-1과 -2 mRNA 발현은 모링가 뿌리 추출물에 의해 저해되지 않았으므로 모링가 뿌리 추출물이

MMP-9 활성 및 발현 저해를 통해 암세포 침투를 저해시키는 것으로 예상된다. 그리고 MMP-9 활성 및 발현 조절

기전을 확인하기 위해 MAP kinase의 인산화를 확인한 실험에서 모링가 뿌리 추출물이 ERK와 JNK의 인산화를

억제시킴을 확인하였다. 결론적으로 이 실험을 통해 모링가 추출물 중 뿌리 추출물이 MMP-9 활성 및 발현저해에

가장 효과적이며, ERK와 JNK의 인산화 조절을 통해 MMP-9의 활성 및 발현을 직접적으로 조절함을 확인할 수

있었다.
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