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요  약  암을 유발하는 PMA는 세포를 자극하여 전사인자 C-Jun/C-fos의 발현을 증가시키며 핵 내의 AP-1의 활성

을 증가하게 되고 결과적으로 각종 암이 발생된다고 보고되고 있다. 본 연구에서는 천연물 지표성분의 안전성을 보

기위한 세포독성과  암예방 효과를 예측할 수 있는 Activator protein(AP-1) 활성억제를 관찰하였다. 천연물 지표성

분 38종을 대상으로 세포독성과 AP-1 활성억제를 관찰한 결과 섬수의 지표성분인 Bufogein 과 Cinobufagin에서는 

세포독성을 보이며 AP-1 활성 억제와 비교 시 5배 정도 차이를 보임을 알 수가 있다. 반면에 Arctigenin, 

Manassantin A, B에서는 AP-1 활성 억제 농도는 2 μM 이하이면서 세포독성과의 비율은 15배 이상임을 알 수 있다. 

본 실험의 결과를 통해 우방자와 삼백초의 지표성분인 Arctigenin, Manassantin A,B는 암 예방 연구의 가능성을 시

사하였다. 

키워드 : 천연물 지표물질, PMA 처리, 세포독성, AP-1 전사인자, 암 예방 

Abstract  Cancer-inducing PMA stimulates cells to increase the expression of transcription factor c-Jun/c-fos 
and then increase the activity of AP-1 in the nucleus. The activity of AP-1 has been reported to cause cancer. 
In this study, We conducted cytotoxicity experiments to assess the safety of natural marker compounds and 
also observed inhibition of activator protein(AP-1) activity to predict cancer-preventing effects. The results of 
this experiment indicated that arctigenin, manassantin A, and B can predict the development of cancer 
prevention agents.

Key Words : Natural Compounds, PMA(Phorbol 12-myristate 13-acetate), Cell cytotoxicity, AP-1 reporter gene, 
Cancer prevention 

1. 서론

현재 암 발생률은 해마다 증가하며 사망률의 가장 큰 

원인 중의 하나로 지적되고 있다. 암으로 인한 사망률은 

환경오염과 스트레스의 증가, 식생활 변화 등에 기인한

다. 20세기에 들어서 암에 대한 관심이 높아지면서 암의 

치료나 약물에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있다. 그

러나 현재 대부분의 암 치료는 합성화학약품에 의존하고 

있으며 이들은 대부분 강한 독성을 나타낸다[1].

전사인자 활성화인자 AP-1은 PMA(Phorbol 
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Scientific 

name
Marker compound M.W.

Purity 

(%)

Psoralea 

corylifolia 
(+)-bakuchiol 256.4 76

Rubia akane 
1,3,6-trihydroxy-2-methyl-9, 

10-anthra
620.0 99

Polygonum 

multiflorum 

2,3,5,4`-tetrahydroxy

stilbene-2-glucoside
406.3 98

Portulaca 

oleracea

(E)-5-Hydroxy-7-methoxy-3-

(2-hydroxybenzyliden)-4-chr

omanone

331.0 85

Arctium lappa Arctiin 534.0 99

Bufonis 

Venenum

Bufogenin 384.5 100

Cinobufagin 442.5 94

Angelica gigas 

Decursinol angelate
328.4

77

Decursin 99

Demethylsuberosin 230.3 91

Saururus 

chinensis

Manassantin B 716.8 100

Manassantin A 732.9 100

Angelica gigas Demethylsuberosin 230.3 91

Machilus 

thunbergii
Honokiol 266.3 96

Poncirus 

trifoliata
Nobiletin 402.4 97

Lnula helenium
Costunolide 232.3 97

Cynaropicrin 346.4 86

Arctium minus Arctigenin 372.4 100

Asiasarum 

sieboldii
Methyleugenol 178.2 89

Angelica 

decursiva

3,4-O,O-demethylenedeoxyp

odophyllotoxin
386.4 96

Caesalpinia 

sappan
3-Deoxysappanchalcone 270.0 92

Anthriscus 

sylvestris
Anthricin 398.0 99

Lithospermum 

erythrorhizon
Acetylshikonin 330.3 51

Cudrania 

tricuspidata
Alpiniumisoflavone 336.1 98

Pulsatilla 

koreana 
Hederoside C 751.1 93

Inula helenium Isoalantolactone 232.3 62

Prunus mume
Benzyl-β-D-gluco

pyranoside
270.0 94

Kalopanax 

septemlobus
Sieboldianoside A 1352.7 82

Actinostemma 

lobatum
Lobatoside C 1186.6 95

Salvia 

miltiorrhiza
Suffruticosol B 380.0 89

Portulaca 

oleracea

2,2`-Dihydroxy-4`6`-

dimethoxychalcone
301.0 87

Sanguisorba 

officinalis
Ziyuglycoside 767.0 99

Vitex 

rotundifolia
Vitexicarpin 374.3 100

Angelica 

keiskei
Xanthoangelol 392.0 99

Broussonetia 

papyrifera
Broussochalcone A 340.0 99

Paeonia 

suffruticosa
Paeonoside 328.0 96

Caesalpinia 

sappan

3-Deoxysappanone B
286.3

99

Brazilin 95

Pulsatilla 

koreana 
Kalopanaxsaponin H 913.1 93

12-myristate 13-acetate) 처리에 의해 발현이 촉진되는 

특정 유전자 부위를 인식하는 DNA 결합 단백질로 처음 

기술되었다. AP-1은 생리활성 인자에 반응하여 많은 유

전자의 유도를 담당하기 때문에 세포 신호 전달에서 중

심적인 역할을 한다[2]. AP-1 전사인자는 자체 구성요소

인 Jun과 Fos로서 두 개의 암 유전자 생성물을 가지고 

있다. Jun과 Fos는 AP-1 결합부위(TGAC/ GTCA)로 알

려진 DNA 조절요소와 상호작용하는 이종이량체 복합체

(Hetero-dimer complex)를 형성한다[2]. Jun은 Jun-Jun 

homodimer와 Jun-Fos heterodimer 로 복합체를 형성 할 

수 있다[3]. 전 암유전자 단백질인, C-jun, C-fos는 분화

인자, 특수 약물, 스트레스 및 열 충격과 같은 다양한 요

인에 의해 유발된다[4]. 

천연물이란 자연계에서 얻어지는 식물, 동물, 광물 및 

미생물과 이들의 대사산물을 통칭하며  인류의 역사상 

가장 오래된 의약품의 형태라고 할 수 있으며, 특히 우리

나라와 중국, 일본 등은 천연물을 임상적으로 사용해온 

역사가 매우 오래되어 이에 관련된 체계적인 기록과 전

통적인 이론이 잘 정립되어 있다[5]. 그러나 천연물에 대

한 AP-1 전사인자 기능저해에 대한 연구는 거의 이루어

지지 않고 있다.

본 연구에서는 천연물을 이용하여 AP-1 활성 억제제

를 찾기 위하여 다양한 천연물의 지표성분을 대상으로 

세포독성과 AP-1 전사인자 억제능 실험을 수행하였다.  

2. 연구방법

2.1 실험재료 

천연물 물질은행(NP BANK, Gyeongsan, Korea)으로

부터 분양받은 천연추출물의 지표성분 38종의 분자량 및 

농도를 Table 1에 정리하였다. 각 지표성분의 AP-1 전사

인자의 활성은 Firefly luciferase(Luciferase assay 

system, Promega korea Ltd., Seoul, Korea)을 사용하여 

측정하였다.

Table 1. List of Natural compounds
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2.2 세포배양 

본 실험에서 사용한 HEK293 cell(인간배아 신장세포)

은 미국 세포주 은행(American Type Culture Collection, 

Manassas, VA, USA)으로부터 구입하여 사용하였다. 세

포는 10% fetal bovine serum(FBS, HyClone, GE 

Healthcare Life Science, Utah, USA)에 1%의 penicillin 

/streptomycin(HyClone, GE Healthcare Life Science, 

Utah, USA)이 포함된 DMEM(Welgene Inc, Gyeongsan, 

Korea) 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 조건하에서 배양

하였다.  

2.3 세포독성 측정

HEK293 cell은 96-well plates(1×104cells /well)에 접

종하였다. 72시간 후, 세포들에 천연 지표물질을 농도 의

존적으로 처리하였고 대조군으로는 Dimethyl Sulfoxide 

(DMSO, Sigma- Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 

사용하였다. 세포 성장은 CellTiterGlo　luminescent cell 

viability kit(Promega, WI, USA)을 이용하여  측정하였

다[6]. 상기 방법은 세포 내 luciferase 반응을 통한 ATP 

측정을 기반으로 하며 측정되는 ATP의 양은 생존 세포

의 수와 비례한다. 따라서 세포증식 억제율은 다음의 방

법으로 계산할 수 있다.  

세포증식 억제율(%) = (실험군의 상대 발광 정도/

대조군의 상대 발광 정도)×100 

세포 생존능을 간접적으로 반영하는 발광 정도는 

LuBi luminometer(Berthold TEC GmbH & Co., TN, 

USA)로 측정하였다. 

2.4 AP-1 Luciferase 활성 측정 

AP-1 luciferase 구조체로 형질감염된 HEK293 

cell(AP-1 stabled cell line)은 96-well plate에 

2×104/well의 세포수로 접종하였고, puromycin(M.W. 

472.0, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 3 ug/ml 

및 5% FBS가 함유된 DMEM 배지에서 24시간 동안 유

지되었다. 그 후, HEK293 cell은 PMA 단독 또는 천연물 

지표성분과 혼합하여 24시간 동안 노출시켰다. 세포 용

해 후, 최종 Luciferase 활성은 Luminometer를 이용하여 

측정하였다. 

2.5 통계분석 

세포독성 및 AP-1 luciferase 활성은 3회 이상 반복실

험에 대한 평균값으로 나타내었다. 실험결과에 대한 통

계처리는 SPSS software package(Version 22.0, SPSS 

Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 분산분석을 하고 

Duncan의 다중범위검정(p<0.05) 방법으로 사후 검정하

였다.

3. 결과 및 고찰 

3.1 세포독성 및 AP-1 luciferase 활성 평가

전사인자 AP-1(Activator protein-1)은 양성 자율조

절(Auto-regulation)로써 신호전달 체계에서 세포의 유

전자 발현을 효과적으로 전환시키는 유전자 스위치의 역

할을 한다. 또한 여러 가지 기능 중에도 Proto-oncogene

으로서의 기능이 가장 중요하여 세포증식, 형질전환 및 

사멸에 직접 관여한다[7,8]. AP-1 성분이 결핍된 마우스 

및 세포를 사용하여, 이러한 과정을 매개하는 표적 유전자 

및 분자기작이 최근 확인되었다[9]. PMA는 C-fos/C-jun 

유전자의 강력한 발현인자( Expression inducer)로 알려

져 있다. 단백질 이량체인 C-jun/C-fos는 AP-1 사이트

에 높은 친화력으로 결합하여 AP-1 단백질 복합체를 구

성한다. 암유발 자극원인인 PMA는 여러 종류의 암을 유

발한다고 보고하고 있다[10,11]. 천연물의 지표성분으로

부터 연구 및 개발되고 있는 암 예방 및 치료제는 새로운 

블루오션으로 대두되고 있으며 그에 따른 시장의 규모도 

증가하고 있는 추세이다. 본 연구에서는 PMA 자극을 통

해 암을 유발하는 표적 유전자인 신장세포의 AP-1 

reporter gene을 이용하여 천연물 지표성분 38종의 세포

독성 과 AP-1 luciferase 활성을 50% 억제하는 농도

(Inhibitory concentration 50 : IC 50)를 측정하여 Table 

2에 나타내었다. Bufonis Venenum(섬수), Saururus 

chinensis(삼백초), Arctium minus(우방자), Anthriscus 

sylvestris(전호), Angelica decursiva(아삼), Lnula 

helenium(토목향), Broussonetia papyrifera(꾸지나무) 추

출물의 지표성분에서는 3 μM 이하에서 AP-1 활성 억제

율을 보이고 있다. 특히 두꺼비의 독선분비물인 두꺼비 

피부표면의 혹과 귀밑샘에 분포하는 독성분인 Bufonis 

Venenum(섬수)의 지표성분인 Bufogenin과 Cinobufagin

은 2 μM 이하의 농도에서 AP-1 활성 억제율을 나타내고 
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Scientific 

name
Marker compound

IC50 (µM)

Cytotoxicit

y

AP-1 

activity

Psoralea 

corylifolia 
(+)-bakuchiol ＞50.0 35.0

Rubia akane 
1,3,6-trihydroxy-2-

methyi-9,10-anthra
＞50.0 ＞50.0

Polygonum 

multiflorum 

2,3,5,4`-tetrahydroxy

stilbene-2-glucoside
＞50.0 ＞50.0

Portulaca 

oleracea

(E)-5-Hydroxy-7-

methoxy-3-(2

-hydroxybenzyliden)

-4-chromanone

＞50.0 4.6

Arctium lappa Arctiin ＞50.0 2.7

Bufonis 

Venenum

Bufogenin 6.5 1.2

Cinobufagin 5.3 1.6

Angelica 

gigas 

Decursinol angelate

＞50.0

24.3

Decursin 23.1

Demethylsuberosin 35.9

Table 2. Evaluation of Cell cytotoxicity and AP-1 luciferase

activity  

Saururus 

chinensis

Manassantin B 25.0 1.7

Manassantin A 28.2 1.8

Angelica 

gigas
Demethylsuberosin ＞50.0 35.9

Machilus 

thunbergii
Honokiol ＞50.0 7.3

Poncirus 

trifoliata
Nobiletin ＞50.0 ＞50.0

Lnula 

helenium

Costunolide ＞50.0 12.1

Cynaropicrin ＞50.0 ＞50.0

Arctium 

minus
Arctigenin 25.8 1.7

Asiasarum 

sieboldii
Methyleugenol ＞50.0 ＞50.0

Angelica 

decursiva

3,4-O,O-demethylenede

oxypodophyllotoxin
＞50.0 3.7

Caesalpinia 

sappan

3-Deoxy

sappanchalcone
＞50.0 12.4

Anthriscus 

sylvestris
Anthricin 22.1 2.0

Lithospermum 

erythrorhizon
Acetylshikonin ＞50.0 6.1

Cudrania 

tricuspidata
Alpiniumisoflavone ＞50.0 6.3

Pulsatilla 

koreana 
Hederoside C ＞50.0 10.1

Lnula 

helenium
Isoalantolactone ＞50.0 2.5

Prunus mume
Benzyl-β-D-

glucopyranoside
＞50.0 ＞50.0

Kalopanax 

septemlobus
Sieboldianoside A ＞50.0 ＞50.0

Actinostemma 

lobatum
Lobatoside C ＞50.0 9.1

Salvia 

miltiorrhiza
Suffruticosol B ＞50.0 11.8

Portulaca 

oleracea

2,2`-Dihydroxy-4`6`-

dimethoxychalcone
＞50.0 23.7

Sanguisorba 

officinalis
Ziyuglycoside ＞50.0 ＞50.0

Vitex 

rotundifolia
Vitexicarpin ＞50.0 ＞50.0

Angelica 

keiskei
Xanthoangelol ＞50.0 13.5

Broussonetia 

papyrifera
Broussochalcone A ＞50.0 2.4

Paeonia 

suffruticosa
Paeonoside ＞50.0 ＞50.0

Caesalpinia 

sappan

3-Deoxysappanone B
＞50.0

9.0

Brazilin 6.0

Pulsatilla 

koreana 
Kalopanaxsaponin H ＞50.0 ＞50.0

있으나 세포독성이 있음을 알 수가 있다.

세포독성 실험 결과에서는 천연물 지표성분 대부분은 

50 μM이상의 안전성을 보이며 강한 항암효과가 있는 것

으로 알려진 Saururus chinensis(삼백초)의 지표성분인 

Manassantin A, B와 Arctium minus(우방자)의 지표성

분인 Arctigenin는 AP-1 활성 억제농도보다 15배 높은 

세포독성을 나타내어 활용가치가 높을 것으로 판단된다

[12]. 삼백초는 항암, 당뇨, 항산화등의 효능이 알려져 있

으며 중국의 본초학에서 만병통치약으로 약리 작용이 다

양하다고 보고하고 있다[13-15,16]. 지표성분인 Manassantin 

A, B의 AP-1 활성억제는 2 μM 이하의 농도에서 진행되

어 세포독성과 비교하여 15배 이상의 선택성을 갖는 것

으로 밝혀졌다. 우방자 또한 기존에 피부질환, 항산화, 알

레르기, 비만 그리고 간 보호 효과 등이 보고되었으나

[17,18], 지표성분인 Arctigenin의 AP-1 활성억제는 1.7 μ

M에서 진행되며 세포독성과 비교하여 15배 수준의 선택

성을 나타내었다. 

세포에 안전하면서 AP-1 활성억제 농도를 보인 지표

물질에 대하여 0.39 μM∼6.25 μM의 농도 구간에서 세부

적인 실험을 진행하여 Fig. 1에 정리하였다. 실험을 진행

한 네 종류의 지표물질(Arctiin, Arctigenin, Manassantin, 

Manassantin B)에서 모두 양성 대조군에 비교하여 농도

가 증가함에 따라 유의적(p<0.05)으로 AP-1 luciferase 

활성이 감소하는 것을 알 수 있었다.   
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  (A)   

  (B)   

(C)

(D)

Fig. 1. AP-1 reporter HEK 293 cells permanently 

transfected with AP-1-luciferase construct or 

HEK293 cells stably transfected with AP-1 

luciferase constructs were seeded at 

2×104cells in 96-well plate and HEK 293 cells 

permanently transfected with AP-1 contained 

PMA recept or site were seeded at 1×104cells 

in each well of a 96-well plate in DMEM 

containing 5% FBS for 24h. (A)Ap-1 reporter 

gene assay : cells were treated with Arctiin 

(B)Arctigenin (C)Manassantin A (D)Manassantin 

B for 24h. PMA induced Ap-1 reporter gene 

assay as determined by luciferase activity. 

Each assay is representative for 3 experiments. 

The asterisk(s) indicate a significant statistical 

significance (*p < 0.05)

4. 결론 

암 유발 물질인 PMA에 의해 활성화 되는 AP-1 유전

자의 활성억제를 확인하기위해 38종의 대표적인 천연물

의 지표성분에 대한 AP-1 luciferase 활성억제 와 세포독

성 평가를 수행한 결과 삼백초, 우방자의 지표성분인 

Arctiin, Arctigenin, Manassatin A, B는 세포독성은 적

으면서도 낮은 농도에서 AP-1 Luciferase 활성 억제 효

과를 나타내어 암 예방 연구 및 치료제로서의 사용가능

성을 시사하였다.  
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