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ABSTRACT

Objectives : Recently, natural bioactive components catch a major attention for their potent anticarcinogenic activity. 

In this study, the inhibitory effect of Cinnamomi Cortex (CC) was examined in PC3 prostate cancer cells.

Methods : The toxicity of CC extract was evaluated with cell viability and cell morphology. The activity of Yes 

associated protein (YAP) was tested with qRT-PCR for the target gene expression such as CTGF and AMOTL2. 

Western blotting was performed for the evaluation of phospho-YAP level. For cell motility analysis, cellular motility 

was imaged by live imaging system for 6 hr. Successive images were used for the generation of movie file. Using this 

movie file, cellular migration was manually tracked and analyzed using time-lapse microscope and Fiji software.

Results : Cytotoxicity of CC extract was not detected at 500 ㎍/㎖ or below concentration. Although 500 ㎍/㎖ of CC 

extract reduced CTGF and AMOTL2 gene expression as YAP target genes, it was not statistically significant (CTGF 

expression P=0.0605, AMOTL2 expression P=0.4478). However, phosphorylated YAP was highly enhanced by CC 

extract treatment, when normalized with total YAP protein expression, suggesting YAP activation was inhibited. 

Finally prostate cancer cell motility was markedly reduced by 500 ㎍/㎖ of CC extract. 

Conclusions : CC extract suppresses cancer cell motility and migration ability through inhibiting YAP activation 

without prostate cancer cell death, suggesting that this herb might be effective therapeutic drug for prostate cancer 

metastasis.
1)
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Ⅰ. 서   론

전립선암은 미국에서 남성암 중 1순위의 암이며, 암으로 

인한 사망률 2위에 이르고 있는 암인데1), 서구화된 식생활습

관의 변화로 한국을 포함한 아시아 국가에서도 전립선암의 발

병률이 급격하게 증가하는 추세이다. 최근 혈중 전립선 특이
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항원을 이용한 진단 방법의 발전에 따라 전립선암 조기진단 

비율이 높아졌음에도 불구하고, 국소 전립선암의 10-50%는 

진행성 전립선암으로 발전되며2-4), 결과적으로 연부조직 및 

뼈로의 전이가 일어나는 것이 알려져 있다. 

현재까지의 전립선암 치료요법은 주로 남성 호르몬 길항약을 

포함한 수 종의 약물이 전립선암 세포 사멸의 목적으로 응용

되고 있으나 낮은 치료율과 항암제 자체 부작용으로 인해 치

료에 어려움이 있다. 특히 전이를 동반한 전립선암세포의 경우 

남성 호르몬 길항요법에 반응을 보이지만, 점차 반응을 보이는 

시간이 짧아지고, 결국 호르몬 비반응성 전립선암으로 발전하게 

되어 적절한 치료방법이 없는 실정이다. 

최근 전립선암세포의 종양미세환경에서 암세포의 운동성을 

조절하여 암전이를 주도하는 바이오마커 Yes associated 

protein (YAP) 이 보고되었다5). YAP은 Hippo signaling 을 

매개하는 중요한 인자로 Hippo signaling은 세포 증식 및 조직 

항상성에 관여하며, 접촉억제를 통해 세포의 증식과 사멸을 

제어하는 것으로 알려져 있는데, 이러한 조절 기전에 비정상적 

변화가 일어날 경우 암을 유발하는 것으로 보고되어 있어 암 

치료에 중요한 기전으로 여겨지고 있다6).

전립선암의 원인은 아직 확실히 밝혀지지 않았으나, 최근 

남성호르몬의 과다사용과 고지방 식품 복용이 전립선암에 걸릴 

확률을 높인다고 보고되었다7). 따라서 전립선암의 위험요인인 

지방 축적과 대사장애를 개선시킴으로서 전립선암을 예방하

거나 치료할 수 있을 것이라 사료되어 고지방 육류의 소화를 

촉진시키고, 에너지대사를 증진시키며, 혈액순환을 촉진하는 

효과가 있는 육계를 본 실험에 사용하였다8,9).

육계(肉桂)는 녹나무과(Lauraceae)에 속한 육계

(CinnamomumcassiaPresl)의 수피(Cinnamomi Cortex)로 

性味는 辛甘, 大熱하고 歸經은 腎, 脾, 膀胱으로 補元陽, 暖脾

胃, 除積冷, 通血脈의 效能이 있어 寒疝症에 속하는 전립선암을 

치료할 수 있다8). 육계는 고지방 육류 소화에 도움을 주는 섬

유질을 많이 함유하고 있으며, 정유성분인 신남산(cinnamic 

acid)과 방향 성분인 쿠마린(coumarin)을 함유하고 있다. 육계

추출물에 대한 약리효능 연구로 비만 마우스에서의 근육 에너

지증진을 통한 항비만9), 당뇨병성 근위축(muscular dystrophy) 

개선10), 대식세포에서의 항염증11) 및 항산화12) 효과가 보고되

었다. 또한 최근 육계추출물의 항암활성에 대한 연구로 폐암

세포에서의 증식 억제13), 세포사멸 유도14), 전이 억제15) 및 

구강암16), 대장암17) 세포에서의 세포사멸 유도 등이 보고되었

으며, 전립선암에 대한 항암효능은 아직까지 보고된 바 없다. 

따라서 본 연구에서는 인체 전립선암세포주인 PC3 세포 

(PC3 세포)를 이용하여 육계추출물의 전립선암세포 전이에 

대한 억제 효능을 확인하였으며, 유의성이 있는 결과를 얻었

기에 보고하는 바이다.        

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 약재

본 실험에 사용된 육계(Cinnamomi Cortex, CC)는 광명

당제약(울산, 한국)으로부터 표준약재를 구입한 뒤 동국대학

교 한의과대학 본초학교실에서 정선하여 추출물 제조에 사용

하였다.

2. 약재 추출 및 준비

육계추출물(Cinnamomi Cortex, CC)은 육계 200g에 정

수된 물 2L를 넣고 95℃에서 3시간동안 1차 추출한 후 같은 

비율로 2차 추출을 실시하였다. 추출물은 1호 와트만 거름종

이(Whatman paper filter No.1)로 거르고, 회전식 감압농축

기(rotary evaporator)를 이용하여 농축한 후 동결건조기를 

이용하여 건조시켰다. 이때 수율은 6.7%였다. 육계추출물

(CC)은 냉장 보관하면서 실험 전 생리식염수에 적정 농도로 

완전 용해시킨 후 주사기용 필터(syringe filter, 0.45 ㎛)로 

필터하여 사용하였다.

3. PC3 세포배양

PC3 세포는 American type culture collection (ATCC, 

Manassas, USA)에서 구입하여 사용하였으며, 세포는 10% 

fetal bovine serum (FBS, GE Healthcare Life Sciences, 

Logan, USA), 1% Antibiotic-antimycotic (Thermo, 

Waltham, USA)이 포함된 Dulbecco’s modified eagle’s 

medium (DMEM, Welgene, Gyeongsan, Korea)을 이용하여 

37 ℃의 5% CO2조건 하에서 배양하였다.

4. 세포생존율 측정 및 형태 관찰

96-웰 플레이트에 2 x 105cells/㎖의 PC3 세포를 100 ㎕씩 

분주하고, 세포가 90% 자랐을 때 육계추출물 250, 500, 

1000 ㎍/㎖의 농도로 24시간 또는 48시간 동안 처리하였다. 

Viability assay kit. (MediFab, Seoul, Korea)을 10 ㎕를 

넣고 1시간 배양한 후 450 ㎚의 흡광도를 측정하였다. 대조군 

그룹과 육계추출물 500 ㎍/㎖를 24시간 처리한 그룹은 위상차 

현미경을 이용하여 세포 모양의 변화를 관찰하였다.

5. 실시간유전자분석법(Quantitative real-time 

polymerase chain reaction, qRT-PCR)

세포에 육계추출물 0, 250, 500 ㎍/㎖을 6시간 동안 처리한 

후 Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS, Welgene, 

Gyeongsan, Korea)로 2번 세척하고 RNeasy mini kit. 

(Qiagen, Hilden, Germany)을 이용하여 총 RNA를 분리하

였다. RevertAid first strand cDNA synthesis kit. 

(Thermo, Waltham, USA)를 이용하여 제조사의 프로토콜에 

따라 1㎍의 총 RNA와 5X Reaction buffer, RiboLock 

RNase inhibitor, 10 mM dNTP Mix, RevertAid M-MuLV 

RT를 섞은 후 Thermal cycler (Bio-rad, Hercules, USA)

로 70℃, 5분간 반응시켜 cDNA를 합성하고 합성된 cDNA를 

이용하여 CTGF, AMOTL2, 18sRNA의 mRNA 유전자발현을 

LightCycler 96 실시간 PCR기기 (Roche, Basel, Switzerland)

를 사용하여 확인하였다. 사용한 CTGF, AMOTL2, 18sRNA 

primer 염기서열은 표1과 같다.
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Primers Sequences (5’→ 3’)

CTGF
Forward CA AGG GCC TCT TCT GTG ACT

Reverse AC GTG CAC TGG TAC TTG CAG

AMOTL2
Forward AT TGA GAA GCT GGA AAG CGA

Reverse GG TTG AAG TCT TGC AGC CTC

18s
Forward CTT CCA CAG GAG GCC TAC AC

Reverse CTT CGG CCC ACA CCC TTA AT

Table 1. The sequences of qRT-PCR primer

6. Western blotting

세포에 육계추출물 0, 250, 500 ㎍/㎖을 12시간 동안 처

리한 후 Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS, 

Welgene, Gyeongsan, Korea)로 2번 세척한 후 RIPA 버퍼 

(Thermo, Waltham, USA)를 이용하여 단백질을 분리하고, 

BCA protein assay reagent (Thermo, Waltham, USA)를 

이용하여 단백질을 정량하였다. 정량한 단백질은 Sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS- 

PAGE)로 분리하고, Nitrocellulose (NC) membrane으로 옮

긴 후, 5% Skim milk와 Tween20이 함유된 Phosphate 

buffered saline (PBS)로 blocking하였다. 그 후 일차항체인 

p-YAP (Cell signaling, Danvers, USA, 1:1000), YAP (Cell 

signaling, Danvers, USA, 1:1000), β-actin (SantaCruz, 

Dallas, USA, 1:1000)와 4℃에서 16시간 반응시키고, 

membrane을 Tween20이 포함된 PBST로 3번 세척한 후, 

실온에서 2차 항체와 1시간 동안 반응시켰다. 다시 PBST로 

3번 세척한 후 membrane을 ECL solution (Thermo, Waltham, 

USA)와 반응시켜 검출하였고, 신호강도는 Fusion solo 2M 

(Vilber Lourmet, Paris, France)을 이용하여 측정하였다. 

Phospho-YAP과 YAP의 intensity는 Image J (https:// 

imagej.nih.gov/ij)로 정량하여 그래프로 표시하였다.

 

7. 세포 운동성 분석 시험

세포 운동성을 분석하는 방법은 본 연구자들이 이전에 발

표하였던 저널에 있던 방법을 변형하여 실시하였고5), 간단한 

방법은 다음과 같다. 운동성을 정량하기 위해 각 실험군과 대

조군이 들어있는 세포배양접시를 현미경 (Nikon Ti-2)에 올

려놓고 위상차 이미지로 세포의 운동성을 관찰하였다. 배양접

시의 특정 위치를 지정하여 이미지를 얻도록 하고, 매 3분마다 

이미지를 얻어 총 6시간 관찰하여 얻어진 이미지는 수동 추적 

플러그인을 포함하는 Fiji (image J; https://imagej.net/Fiji)

로 분석하였다. 한 field에서 얻어지는 세포는 최소 20개로 하고, 

겹치지 않는 5개 이상의 독립적인 field를 지정하여 각 세포를 

추적하였다. 세포를 수동으로 추적한 결과는 각 세포의 이동한 

거리와 속도를 포함하며, 0.42 ㎛/pixel 로 환산하여 분석하

였다. 세포의 평균 이동속도와 이동 트랙은 군당 150개 세포의 

결과를 정리하여 그래프화 하였다. 

 8. 통계처리

모든 데이터는 GraphPad Prism 8으로 통계처리 하였고, 

meanSEM 으로 표시하였다. 세포 운동성 분석은 unpaired 

t-test로 분석하였고, 세포 생존율과 유전자발현 분석은 Tukey 

비교를 이용한 one-way ANOVA로 분석하였다. P < 0.05 는 

single asterisk (*), P < 0.001 는 triple asterisks (***)로 

표시하였다. 모든 실험결과는 3번 이상의 독립적인 반복실험을 

통해 얻어졌다.

Ⅲ. 결   과

1. 육계의 세포 독성 여부 확인

PC3 세포에서 육계추출물의 독성을 확인하기 위해 Viability 

assay kit. (MediFab, Seoul, Korea)를 이용하여 세포생존

율을 측정하였다. 육계추출물의 농도는 100, 250, 500, 1000 

㎍/㎖로 하여 24, 48 시간 동안 처리하였다. 육계추출물을 

처리하지 않은 대조군과 비교하였을 때, 1000 ㎍/㎖의 경우 

24시간과 48시간 모두 대조군에 비해 세포 생존율의 유의한 

감소가 일어난 반면 (p < 0.05), 1000 ㎍/㎖ 이하의 농도에서는 

24시간까지 세포생존율에서 유의한 차이가 나타나지 않았다 

(Figure 1A). 또한 육계추출물에 의한 세포사멸이 유도되는 지 

세포 외형을 통해 관찰하기 위해 현미경으로 세포의 모양을 

관찰하였다. 어포토시스형 세포 사멸이 유도되는 경우 세포의 

분절화 및 세포막의 수포 등이 관찰되는데18), 육계추출물 

500 ㎍/㎖의 농도를 24시간 처리한 경우 대조군과 비교하여 

세포 독성을 일으킨다고 볼 수 있는 변화가 관찰되지 않았다 

(Figure 1B). 이러한 결과들로부터 100, 250, 500 ㎍/㎖ 농

도의 육계추출물은 PC3 세포에 세포사멸을 일으키지 않는 것을 

확인하였다. 이후 실험에서는 세포 사멸을 유도하지 않는 수

준의 육계가 전립선암 운동성 및 전이에 영향을 주는 지 알아

보기 위해 500 ㎍/㎖ 의 농도로 실험을 지속하였다. 

2. 육계가 YAP 활성에 미치는 영향

최근 YAP의 발현이 전립선암의 진행과 전이에 중요한 역

할을 한다고 알려졌다5). YAP의 활성화는 암 형성과 전이를 

촉진하는데, 특히 암세포의 이동과 활동성을 크게 증가시켜 

암세포 전이에 중요한 작용을 하는 것으로 알려졌다5). 따라서 

육계추출물이 YAP의 활성을 저해하는 지의 여부를 알아보기 

위해 YAP의 하위인자인 CTGF와 AMOTL2 mRNA 발현을 

real-time PCR을 이용하여 확인하였다. 육계추출물을 250, 

500 ㎍/㎖ 농도로 6시간 처리한 후 육계추출물 처리군과 대

조군을 비교하였다. Figure 2A와 같이, 육계추출물을 각각 

250 ㎍/㎖ 과 500 ㎍/㎖를 처리한 군에서 발현되는 CTGF와 

AMOTL2 mRNA 수준은 대조군과 유의미한 차이를 보이지 

않았다(Figure 2A). 반면 YAP의 인산화는 육계추출물 500 

㎍/㎖ 처리에서 대조군에 비해 1.8배 가량 증가하였고 (*P <

0.05), 250 ㎍/㎖은 대조군에 비해 증가하였으나 통계적 유

의성은 없었다. YAP의 인산화는 14-3-3 단백질과의 결합을 

촉진하여 세포질에서 분해되어 활성화를 감소시키므로19), 육계에 
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의한 YAP의 인산화는 YAP 활성화가 억제되었음을 의미한다(Figure 2B). 

Figure 1. Effect of C.cassia on cell viability and morphological change of PC3 cells. (A) Cells are seeded in 96 well plate and added with 
C.cassia of indicated concentration for 24 hr or 48 hr. Cell viability is measured at 450 ㎚ (Tukey’s Multiple comparison, *P < 0.05). (B) 
Photos are taken at 24 hr after vehicle or C.cassia.

Figure 2. C.cassia modulates YAP activity and target genes. (A) YAP target genes, CTGF and AMOTL2 gene expression are not reduced 
by C.cassia treatment. (B) 500 ㎍/㎖ of CC increases phosphorylation of YAP on S127. Intensity of each band was quantified by Image J 
software (three independent sets of replicates, one way ANOVA-Tukey’s, *P < 0.05)
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3. 육계의 암 전이 운동성 저해 확인 

최근 본 연구진의 연구결과에 의하면 YAP의 활성화가 전

립선암세포의 전이 운동성에 영향을 미치는 것으로 확인되었

다5). 앞선 결과에서 육계추출물 500 ㎍/㎖ 처리군의 경우 

YAP의 인산화를 통한 YAP 활성 억제가 관찰되었으므로 육계

추출물이 PC3 세포의 운동성 저해를 유도할 수 있는 지 확인

하였다. 육계추출물 처리군과 대조군을 함께 라이브이미징을 

이용하여 실시간 세포 이동을 관찰하고 이동한 거리를 추적하여 

비교하였을 때, 대조군의 경우 세포 이동 속도가 평균 1.8 ㎛

/min 인데 반해 500 ㎍/㎖ 육계추출물 처리군의 경우 0.9 

㎛/min으로 큰 폭으로 운동성이 감소한 것을 확인할 수 있었다. 

또한 각 세포의 이동 거리도 육계추출물에 의해 크게 감소한 

것으로 보여 육계가 YAP 활성화 억제를 통해 전립선암세포의 

활동성 및 이동성을 감소시킬 수 있음을 확인하였다(Figure 

3A, B).

Figure 3. C.cassia attenuates the motility of PC3 cells through inhibiting YAP activity. (A) Migration plots depict travel path of individual cells 
during 6 hr of vehicle or C.cassia treatment. (B) Quantification of migration speed indicates that C.cassia treatment blocks prostate cancer
cell motility (three independent sets of replicates, unpaired t-test, ***P < 0.001). 

Ⅳ. 고   찰 

암 환자의 주된 사망원인은 다른 기관, 조직으로의 전이이다. 

특히 전립선암의 뼈와 주변 림프관으로의 전이는 전립선암의 

낮은 치료율과 연관되므로 암의 성공적인 치료를 위해서는 암

전이 기전을 억제할 수 있는 약물의 개발이 필요하다20). 전립

선암의 원인은 아직 확실하지 않으나 지방이 많이 함유된 식

품을 많이 섭취하면 전립선암에 걸릴 확률이 높아진다는 보고가 

있으며, 이는 체내 지방축적과 대사장애를 개선시키는 약물을 

통해 전립선암을 예방 또는 치료할 수 있음을 의미한다.

암은 한의학에서 積聚으로 전립선암은 冷積 또는 寒疝症에 

해당하며 본 연구에서는 除積冷하는 효능이 있는 육계의 PC3

세포에서의 전립선암전이 억제 효능을 확인하였다. 본 연구에서 

육계추출물을 농도별로 PC3 세포에 대한 독성을 확인한 결과 

1000 ㎍/㎖ 이하의 농도에서 세포독성을 보이지 않았고, 세포 

외형의 변화도 관찰되지 않았다. 세포 생존율의 결과를 토대로 

육계추출물의 농도를 250 ㎍/㎖과 500 ㎍/㎖으로 선정하고 

암의 진행과 전이에 중요한 역할을 한다고 알려져 있는21) 

YAP의 활성화 여부에 관해 확인하였다. YAP의 하위 인자로 

알려진 CTGF와 AMOTL2 mRNA 발현을 real-time PCR로 
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확인해보았을 때 육계추출물은 하위 인자의 발현을 억제하지 

않았다. 그러나 육계추출물 500 ㎍/㎖에서 YAP의 인산화를 

유도하면서 YAP의 활성을 억제하는 것을 알 수 있었다 (Figure 

2A, B). 본 연구에서 확인한 YAP S127 부위의 인산화는 YAP

의 안정성과 관련이 큰 것으로 알려져 있다. S127에 인산화가 

일어난 YAP은 핵으로 이동하지 못하고 세포질에 존재하는 

14-3-3 단백질과 결합을 일으켜 세포질에서 분해가 일어나는 

반면 탈인산화가 일어난 YAP은 핵으로 이동하여 하위인자의 

발현을 유도한다19). 따라서 육계추출물에 의한 YAP S127 인

산화 증가는 YAP의 핵으로의 이동을 막고, 안정성을 떨어뜨려 

결과적으로 YAP 활성화를 억제하고 있음을 보여준다. 

본 연구에서 육계추출물에 의해 변화가 크지 않았던 CTGF, 

AMOTL2 의 경우 일반적으로 알려져 있는 YAP의 하위인자

이지만22,23), 최근 YAP을 매개로 일어나는 암세포 운동성에서는 

관련이 없는 것으로 보고되었다5). 따라서 육계추출물에 의한 

YAP의 활성화 억제는 전립선 암세포의 운동성 특이적으로 일

어날 것으로 생각되며, 육계추출물에 의해 저해되는 YAP의 

하위인자가 무엇인지에 대한 부분은 추후 연구를 통해 밝혀져야 

할 것이다. 

육계추출물은 항염증9), 항산화10), 항비만11), 근육조절11,12) 

효능 외 황기와의 배합을 통한 면역활성 증진24) 및 누에 복합

추출물의 면역활성 증진 효능25)이 보고되었다. 또한 최근에는 

다양한 항암활성이 보고되고 있으며 항암기전으로 폐암세포

들(A549, H1299, BEAS-2B, LLC, 293T)에서의 pyruvate 

dehydrogenase kinase (PDHK) 활성 억제13) 및 Nuclear 

factor-E2-related factor 2 (Nrf2) 발현 억제14), p-focal 

adhesion kinase (FAK) Tyr397와 p-extracellular signal- 

regulated kinases (ERK)1/2 신호기전 차단에 의한 

plasminogen activator (u-PA)/matrix metalloproteinase 

(MMP)-2 발현 억제15), 구강암세포(SASVO3)에서의 

caspase-3 발현 및 오토파지 조절 유전자 (autophagic 

markers) 발현 증가16)과 대장암세포들 (HCT116, SW480, 

LoVo, HT-29)에서의 ROS-dependent NF-κB/ activating 

transcription factor (ATF3) 활성화 유도17)  등이 암세포 증

식이나 암 전이와 관련된 분자마커들의 조절 작용이 제시되고 

있다. 본 연구에서는 육계추출물이 PC3 세포에서 암전이 인

자인 YAP의 발현 억제를 통해 전립선암 전이를 막아줄 수 있

음을 확인하였다. 

본 연구결과에서 육계추출물이 암세포 사멸 유도 없이 암

세포의 운동성을 크게 떨어뜨리는 것을 확인하였는데, 향후 

관련 메커니즘의 분자적 기전을 확인하고, 동물모델에서의 전

립선암 억제 효능연구도 진행하고자 한다. 이를 통해 한의약

기반 신약개발 및 기존 분야 배경 지식의 확장을 포함한 전립

선암의 전이를 저해할 수 있는 소재발굴에 도움이 될 수 있을 

것으로 기대한다.

Ⅴ. 결   론

본 연구에서는 육계추출물의 PC3 세포에서의 전이 억제효

능을 확인하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

 

1. 본 연구에서 육계추출물은 1000 ㎍/㎖ 이하의 농도에

서는 세포독성을 보이지 않았고, 세포 생존율에 유의미한 

변화를 일으키지 않았다.

2. 500 ㎍/㎖ 의 육계추출물은 암세포 운동성과 관련된 

YAP의 하위 인자 발현 억제는 유도하지 않았으나 YAP 

자체의 활성은 억제되었다.

3. 육계추출물을 처리한 PC3 세포의 이동 거리와 속도는 

대조군에 비해 현저하게 낮아졌다.

 

이상의 결과는 육계추출물이 YAP 활성화 억제를 통해 전립

선암세포의 운동성을 저해함으로써 암전이 가능성을 낮추어 출 

수 있음을 보여주는 것이며, 이는 육계추출물이 전립선암의 

예방 및 치료를 위한 약물소재로 활용될 수 있음을 의미한다.
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