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감감감사사사의의의 글글글
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국국국문문문요요요약약약

데옥시콜릭산에 의한 대장암 세포주 침습성의 변화

고지방식이에 의하여 대장 내 농도가 증가하는 데옥시콜릭산 (deoxycholic acid, 

DCA)은 대장에서 종양 촉진인자로 알려져 있으나 , 대장암의 침습과 전이에 미
치는 영향에 대하여는 알려진 바가 없다 . 본 연구는 HT-29 대장암 세포주를 이
용하여 데옥시콜릭산 투여 후 세포의 침습성 변화를 알아보고 , 이를 매개하는 신
호 전달 경로를  알아보고자 하였다 .

HT-29 대장암 세포주에 데옥시콜릭산을 시간 및 농도별(0～80μM)로 처리한 후  

혈관내피성장인자와 저산소증유도인자 -1α mRNA 발현에 대한 역전사 중합효소
연쇄반응 , 혈관내피성장인자 및 MMP-9에 대한 Western blotting, MMP-9의 활성화
여부를 평가하기 위한 zymography, 그리고 세포의 이동성 변화를 확인하기 위한 wound 

migration assay를 시행하였다 . 또한 데옥시콜릭산 매개 대장암 세포주의 침습성
변화에 관여하는 신호 전달 경로를 알아보기 위하여 이전에 알려진 대장암 관
련 신호전달 억제물질의 전처리 후 변화를 확인하였다 .

데옥시콜릭산은 저산소증유도인자 mRNA의 발현 , 혈관내피성장인자 mRNA 

및 단백 발현, MMP-9의 단백 발현과 효소 활성도, 세포의 이동성을 농도 의존적으
로 증가시켰다. 데옥시콜릭산 자극 후 혈관내피성장인자 단백 발현의 증가는 COX- 

2의 선택적 억제제인 NS-398, NF-kB의 억제제인 PDTC, 그리고 TUDC의 전처리로
억제되었다 . 데옥시콜릭산 유도 MMP-9의 효소 활성도는 p38 MAPK 억제제인
SB203580, ERK 억제제인 U0126, 그리고 PDTC의 전처리로 억제 되었으며, 데옥시콜
릭산에 의한 세포 이동성 증가는 protein kinase C의 억제제인 GF109203X의 전처리
로 감소되었다.

데옥시콜릭산은 대장암 세포주에서 여러가지 신호 전달 경로를 통하여 세포
의 침습성과 혈관형성의 잠재능을 의미 있게 증가시킴으로써 대장암의 종양촉
진 뿐만 아니라 , 대장암의 침습과 전이를 촉진 할 가능성을 제시하였다 .

핵핵핵심심심되되되는는는 말말말 : 데옥시콜릭산 , HT-29 대장암 세포주 , 침습성 , 혈관신생



데옥시콜릭산에 의한 대장암 세포주 침습성의 변화

<지도교수  김김김 현현현 수수수>

연세대학교 대학원 의학과

이이이 용용용 규규규

ⅠⅠⅠ . 서서서 론론론

대장암의 암화 과정에 APC (adenomatous polyposis coli), MMR (mismatch repair)

등의 특정 유전자가 주로 관여하는 유전성 대장암과는 달리 전체 대장암의 75%

를 차지하는 산발성 (sporadic) 대장암은 일부 유전자의 변이와 더불어 주로 환경
인자가 암 발생에 영향을 주는 것으로 알려져 있다 . 특히 식생활의 서구화에 따
른 고지방식이는 대장암 발생의 가장 중요한 환경 위험인자로 알려져 있다 .1-3 

즉, 고지방 식이는 지방의 소화와 흡수에 필요한 담즙산의 간 내 생성과 장 내 분
비를 증가시켜 결과적으로 대장 내 세균에 의하여 데옥시콜릭산(deoxycholic acid, 

DCA)이 주 성분인 이차 담즙산의 생성을 증가시킨다 .4 이러한 데옥시콜릭산은
대장 상피세포에서 증식과 변성을 촉진시키고 , 인체 역학 연구와 동물모델을 통
한 연구에서는 발암물질에 의한 대장종양 발생을 촉진시키는 종양촉진인자(tumor 

promoter)로 잘 알려져 있다 .5-8 최근 이와 관련되어 대장 종양의 초기 발생 과정
에서 데옥시콜릭산의 역할과 관련된 하위 신호 전달 경로가 많이 규명되고 있
으나 , 이미 형성된 대장암의 진행과 관련하여 세포 이동성이나 혈관신생의 변화
를 비롯한 주변 조직으로의 침습과 전이에 있어서 데옥시콜릭산의 역할에 대하
여는 연구가 미미한 실정이다 .

일반적으로 암의 발생과 진행 , 주변 침습이나 전이에는 혈관신생 , 주변 기질
의 단백분해효소나 활성도를 조절하는 단백분해효소 억제 인자의 발현 등이 필
수적이다 . 혈관내피성장인자 (vascular endothelial growth factor, VEGF)는 대장암의
혈관신생에 관여하여 암의 성장과 진행 , 전이에 중요한 역할을 한다 .9,10 혈관내
피성장인자의 발현을 유도하는 상위조절 핵심인자는 저산소증유도 전사인자(hypoxia 



inducible factor, HIF)-1으로 이는 저산소증유도인자 1α와 저산소증유도인자 1β-subunit

으로 구성된 이질이량체 (heterodimer)이다 .11 종양의 빠른 성장과 진행에 따라 발
생하는 종양 내 저산소증은 일부 고형 종양에서 저산소증유도인자 단백의 지속
적 발현을 유도하여 혈관내피성장인자 발현을 활성화시킴으로써 종양의 진행을
촉진하는 것으로 알려져 있다 .12-14 대장암의 침습과정에는 세포 부착능의 소실 , 

세포외 기질 (extracelluar matrix)이나 기저막의 파괴와 동시에 세포의 이동이 요구
된다 . 특히 matrix metalloproteinases (MMPs)는 결합조직을 구성하는 세포외 기질
단백을 분해하여 세포의 이동성을 증가시키며 , 암세포 주변으로의 이동과 침습
에 가장 중요한 역할을 하는 대표적인 단백분해효소로 대장암에서도 일부 MMPs

의 발현이 증가함이 알려져 있다 .15,16

본 연구는 HT-29 대장암 세포주에서 데옥시콜릭산의 자극 후 세포 이동성의
변화를 측정하고 , 혈관신생에 관여하는 혈관내피성장인자와 저산소증유도인자 -1

α의 발현 변화와 세포기질 단백분해효소인 MMP-9의 발현 변화를 알아봄으로써
대장암 침습성 변화에 미치는 데옥시콜릭산의 역할을 알아보고자 하였다 . 또한
대장암 세포에서 데옥시콜릭산과 연관된 신호 전달 경로로 알려진 다양한 신호
전달 분자들의 억제제와 대장암의 화학예방 약물을 이용하여 관련된 신호전달 경
로를 억제함으로써 데옥시콜릭산에 의한 대장암 침습성 변화의 기전을 알아보고
자 하였다 .



ⅡⅡⅡ . 재재재료료료 및및및 방방방법법법

1. 세세세포포포주주주의의의 배배배양양양과과과 처처처치치치

인체에서 기원한 대장암 세포주인 HT-29 세포주를 한국 세포주은행 (서울 , 대
한민국 )으로부터 분양 받아 T-75 cm2 플라스크에서 10% 우태아 혈청 (Gibco BRL, 

Grand Island, NY, USA)과 항생제 (페니실린 100 U/mL와 스트렙토마이신 100μg/ 

mL)가 함유된 RPMI 1640 배지 (pH 7.4, Sigma, St. Louis, MO. USA)에서 매주 계
대 배양하였다 . 세포 배양은 37℃ , 5% 이산화탄소 농도의 배양기에서 유지하였
다. 실험 시작 때마다 지수 성장기의 세포를 0.05%의 트립신과 0.02%의 EDTA용
액으로 플라스크에서 제거하여 새로운 T-75 cm2 플라스크에 20,000개 /cm2의 밀도로
접종하였다 .

2. 약약약물물물의의의 구구구입입입과과과 처처처리리리

HT-29 세포주는 10 cm culture petri dish에서 배양한 후 1%의 트립신으로 떼어
낸 후 1,500 rpm으로 5분간 원심분리를 하였다 . 원심분리한 HT-29 세포를 24- well 

plate에 재분주(3～5× 105개/mL)하여 10% 열 불활성화 우태아 혈청이 포함된 RPMI 

1640 배지에서 24시간 배양한 후 3회 배지를 갈아 혈청을 제거하였다 . 데옥시콜
릭산은 최종 농도의 1/50로 RPMI-1640 배지에 희석하여 준비한 후에 10μL씩 24- 

well에 첨가하여 주었다 . 데옥시콜릭산은 DMSO에 0.1 M로 녹인 후 -20℃에 두
고 실험 때마다 사용하였다 . 음성 대조군으로 약물을 처리하지 않은 세포주와
양성 대조군으로 데옥시콜릭산 일정 농도를 처리한 세포주, 그리고 데옥시콜릭산을
처리하기 전에 여러 신호전달 분자들에 대한 특이적 활성 억제제들{GF109203X; 3- 

[1-(dimethylaminopropyl) indol-3-yl]-4-(indol-3-yl) maleimide, classical PKC isotypes (α, β

I, βII, γ)억제제, PP1; src kinase family 억제제, SB203580; p38 MAP kinase 억제제 , 

U0126; extracellular signal‐regulated kinase (ERK) 억제제, PDTC (pyrollidine dithiocar- 

bamate); nuclear factor kappa‐B (NF-kB) 억제제, NS-398; cyclooxygenase-2 (COX-2) 억
제제}(Sigma, St. Louis, MO. USA)을 전처리한 세포주를 대상으로 각 조건별 실험
을 시행하였다(표 1). 담즙산은 데옥시콜릭산과 타우로데옥시콜릭산(tauroursodeoxy 

cholic acid, TUDC)을, 그리고 calcium chelator는 BAPTA-AM (Sigma, St. Louis, MO. 

USA)을 사용하였다 .



표표표 1. 데옥시콜릭산 처리 후 발현하는 VEGF, MMP-9과 연관된 신호전달 물
질과 이의 억제제
신호전달 물질 억제제 연관된 단백발현
COX-2 NS-398 VEGF

NF-kappa B PDTC VEGF, MMP-9

Calcium chelator BAPTA-AM

src PP1

p38MAPK SB203580 MMP-9

ERK/MEK U0126 MMP-9

PKC GF109203X

3. DCA 처처처리리리 후후후 세세세포포포의의의 생생생존존존율율율과과과 증증증식식식능능능의의의 측측측정정정

담즙산 자극 전후 HT-29 세포주에서 세포의 생존율은 MTT [3.(4,5-dimethylthiazol- 

2yl)2,5-diphenyl tetrazolium bromide] assay로 증식능은 thymidine incorporation assay

를 통하여 정량적으로 측정하였다 . 배양된 세포를 수거하여 tryphan blue를 처리
한 뒤 용적 당 세포수를 계산하여 96 well-plate에 1×104/mL 세포를 분주하여 70 

～80% 융합상태의 단층세포가 되도록 24시간 배양하였다 . DCA를 세포 배양액
에 용해시켜 혈청이 없는 배지에 희석하여 2μL의 pore size에 여과시키고 각각
의 농도로 96 well-plate에 첨가하였다 . 시간에 따라 대조군과 DCA 처리한 well

의 세포배양액을 버리고 20μL의 MTT를 96 well-plate에 첨가하고 , 37℃에서 5～
6시간 배양 후에 20% sodium dodecyl sulfate (SDS)와 50% N, N-dimethyl-forma- 

mide가 함유된 75μL의 lysate buffering solution을 각 well에 첨가하여 37℃에서
overnight하였다 . 2～3시간 동안 96 well-plate를 잘 혼합하여 570 nm 파장에서 발
광도를 ELISA 판독기 (Molecular Devices, Menlo Park, CA)로 정량적으로 측정하
였다 . Thymidine incorporation assay는 96 well-plate에 각 조건에 맞게 well 당 1μCi

의 [3H]-thymidine (Life science, Boston, MA, USA)을 넣은 뒤 37℃ , 10% 이산화탄
소 배양기에서 1～2시간 배양한 후 세포 수집기(Harvester)를 이용하여 각 샘플을
여과지에 부착시키고, 여과지를 cocktail solution (Beckman, San Francisco, CA, USA)

과 섞은 후에 liquid scintilation counter (Beckman)을 이용하여 측정하였다 .



4. 혈혈혈관관관내내내피피피성성성장장장인인인자자자와와와 저저저산산산소소소증증증유유유도도도인인인자자자-1αααα의의의 역역역전전전사사사 중중중합합합효효효소소소연연연쇄쇄쇄
   반반반응응응

데옥시콜릭산의 농도별(0, 25, 50, 80μM)로 24시간 HT-29세포와 배양 후 세포
를 수거하여 Trizol법(Life Technologies,c Frederick, MD)으로 세포의 총 RNA를 얻
었다 . 혈관내피성장인자와 저산소증유도인자-1α에 대하여 특이한 구조의 target 

RNA를 증폭시키기 위한 1차 역전사 중합효소연쇄반응은 Gene RNA PCR reagent 

kit (Perkin-Elmer Biosystems, Foster City, CA)를 이용하여 0.5μg의 총 RNA로 시행
하였다 . 역전사 중합효소연쇄반응의 조건은 45℃에서 12분(역전사반응); 95℃에서
12분(AmpliTaq Gold 활성화) 반응 후 27 cycle 증폭(94℃에서 1분 denaturation, 6

0℃에서 1분 primer annealing, 72℃에서 45초 primer extension); 그리고 72℃에서
10분간 extension 반응을 시행하였다. 증폭 사이클의 횟수(15～33회)와 총 RNA 양  

(0.1～0.9μg)에 따른 mRNA의 전사 정도를 그래프 화하여 혈관내피성장인자와
저산소증유도인자-1α의 전사 정도를 알기 위한 역전사 중합효소연쇄반응의 최적
조건을 설정하였다 . 혈관내피성장인자(320 bp for 206, 300 bp for 189, 230 bp for 

165, 100 bp for 121; 50 pM)와 저산소증유도인자-1α(460 bp, 50 pM)의 유전자와
β-actin (700 bp, 25 pM)의 증폭을 위하여 이용된 프라이머의 염기서열은 아래와
같다 .

VEGF sense strand; 5'-CAC ATA GGA GAG ATG AGC TTC-3'

VEGF antisense strand; 5'-CCG CCT CGG CTT GTC ACA T-3'

HIF-1α sense strand; 5'-CTC AAA GTC GGA CAG CCT CA-3'

HIF-1α antisense strand; 5'-CCC TGC AGT AGG TTT CTG CT-3'

β-actin sense strand; 5'-ACA CTG TGC CCA TCT ACG AGG-3'

β-actin antisense strand; 5'-AGG GGC CGG ACT CGT CAT ACT-3'

중합효소연쇄반응의 결과물은 3% agarose 겔에서 분석하였다 . 형성된 밴드는
스캔 후에 Total Lab 소프트웨어 프로그램 (Nonlinear Dynamics, Durham, NC)으로
정량 분석하였으며 , 내부 대조군을 이용하여 정상화 밀도단위 (normalized densito- 



metric units, NDU)로 표기하였다 . 저산소증 환경에서 혈관내피성장인자와 HIF-1α 

의 발현 변화에 대한 데옥시콜릭산의 영향을 평가하기 위하여 100μM의 cobalt 

chloride (CoCl2) 유무에 따라 각각 24시간 실험을 시행하였다 .

5. 혈혈혈관관관내내내피피피성성성장장장인인인자자자의의의 Western blotting

데옥시콜릭산을 농도별 (0∼80μM)로 48시간 자극 후 세포의 총 단백 추출물을
얻었다 . 세포를 ice-cold phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4)로 세척하여 600 g

로 5분간 원심분리하여 세포를 모은 후 , 0.1 mL의 RIPA 완충액(50 mM Tris-HCI, 

pH 8.0, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10μg/mL aprotinin, 10μg/mL leupeptin, 10μg/ 

mL pepstatin, 1 mM phenylmethanesulfonyl fluoride, 1% SDS, 1% Triton X-100)으로
용해시켰다 . 이후 10,000 g로 4℃에서 30분간 원심분리하여 상층액을 취한 후
Bradford 시약으로 정량하였다. 조건별로 50μg 단백을 적정량의 완충액과 혼합하
여 12% SDS-acrylamide‐bisacrylamide 겔에서 전기영동을 시행하였다 . 크기 별로
분리된 단백질은 전이 완충액(25 mM Tris, 192 mM glycine과 20% methanol)으로 채
운 전이탱크에서 50 V에서 2시간 nitrocellulose membrane (BioRad, Hercules, CA)으
로 이동시켰다. 항체와 단백간의 비특이적인 결합을 차단하기 위하여 nitrocellulose 

membrane을 5% 탈지유와 0.1% Tween-20을 함유한 PBS에서 1시간 반응시켰다. 혈
관내피성장인자 유전자의 다양한 엑손 스플리싱 결과는 혈관내피성장인자 isoform

인 121, 165, 189, 206을 생성하며 , 그 중 165가 가장 흔하게 형성된다 . 본 연구
에서는 혈관내피성장인자 165단백의 발현 정도가 다른 혈관내피성장인자 isoform

과  교차반응이 없다는 것을 확인하기 위하여 모든 혈관내피성장인자 단백을 감
지하는 항 혈관내피성장인자 단클론항체 (Pharmigen, Santa Cruz, CA)로 평가하였
고 차이가 없었다 . 이후 nitrocellulose membrane을 0.1% Tween-20을 함유한 PBS

로 세척한 뒤 peroxidase가 표지된 2차 항체와 반응시켰다 . 데옥시콜릭산에 의한
혈관내피성장인자 단백 발현의 신호 전달 경로를 알기 위하여 NS-398, PDTC 

그리고 대장암 화학예방 약물인 TUDC를 2시간 전처리 한 후 혈관내피성장인자
단백 발현의 변화를 확인하였다 . 면역복합체는 Amersham사의 ECL법을 이용하여
Hyperfilm‐ECL으로 측정하였고 , 발현 밴드는 스캔 후 소프트웨어 프로그램(Non- 

linear Dynamics, Durham, NC)으로 정량 분석하였다 .



6. MMP-9의의의 Western blotting

Western blotting은 4℃에서 overnight하면서 gelatin-agarose beads (Sigma-Aldrich)

를 이용하여 각 조건별 세포에서 MMP-9을 농축한 후 4% SDS 완충액에서 세척
하고 희석시켰다 . 각 조건별 모든 샘플은 환원제로서 100 mM dithiothreitol을 처
리하여 10% polyacrylamide resolving 겔로 분리하였다 . 전기영동 후 조건별로 단
백을 polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane으로 100 V에서 2시간 동안 막과 반
응시킨 후 막을 0.1% Tween-20을 함유한 PBS에서 overnight하면서 비특이 결합
을 차단하였다 . MMP-9 단백의 발현 정도는 토끼의 항인체 다클론성 MMP-9 항
체(Pharmigen, Santa Cruz, CA)를 2시간 동안 막과 반응시킨 후 막을 0.1% Tween-20 

을 함유한 PBS로 세척하여 peroxidase로 포지된 염소의 항 토끼 (Pierce) 2차 항체
와 반응하였으며, 이후 방법은 위의 5번 방법과 같다. 데옥시콜릭산에 의한 MMP-9 

단백 발현의 신호 전달 경로를 알기 위하여 BAPTA-AM, PP1, SB203580, U0126

을 각각 2시간 전처리 하였고 , NS-398, TUDC 그리고 PDTC를 각각 6시간 전처
리한 후 MMP-9 단백 발현의 변화를 확인하였다 .

7. MMP-9의의의 활활활성성성도도도 평평평가가가를를를 위위위한한한 zymogram assay

24-well plate에 60～70%로 자란 각 조건별 세포를 PBS로 2회 씻은 후, 무혈청 배
양액 0.4 mL를 넣은 다음 48시간 추가 배양하였다. 배양 상층액을 Amicon ultra cent- 

rifugal filter (Millipore, Billerica, MS, USA)를 이용하여 농축하여 시료 처리용액(0.1% 

bromophenol blue, 40% glycerol, 0.25 M Tris HCl, pH 6.8)과 3:1의 비율로 혼합한 후, 

gelatin type A가 1 mg/mL의 농도로 함유된 8% polyacrylamide 겔에 얹고, 4℃에서 전
기영동을 시행하였다. 겔을 2.5% Triton X-100 용액으로 15분간 2회 씻은 후, 반응용
액(50 mM Tris‐HCL, pH 8.0, 5 mM CaCl2, 0.02% NaN3)에 담그고 37℃에서 18～20

시간 동안 반응시킨 다음, Coomassie brillliant blue로 겔을 염색하고 탈색하여 MMP-9

의 효소 활성화 정도를 비교하였다. 데옥시콜릭산에 의한 MMP-9효소 활성화에 관여
하는 신호 전달 경로를 알기 위하여 PDTC, SB203580, U0126을 각각 6시간 전처리
한 후 MMP-9 효소 활성도의 변화를 확인하였다.



8. Wound migration assay

세포들(5×105 cell/mL)을 24-well plate에 넣고 8～10시간 배양 후 , 과밀도로 자란
세포들을 끝이 두꺼운 tip으로 긁어내고 PBS로 2회 , 무혈청 배양액으로 1회 씻었
다 . 그 후 데옥시콜릭산의 농도별(25μM, 50μM), 그리고 classical PKC isotypes (α, 

βI, βII, γ) 억제제인 GF109203X을 조건별로 무혈청 배양액 0.5 mL에 전처리 한
후 48시간 배양하여 현미경으로 디지털 영상을 찍어 각 세포들의 이동거리를 자
로 재어 정량화하였다 .



ⅢⅢⅢ . 결결결 과과과

1. 데데데옥옥옥시시시콜콜콜릭릭릭산산산 투투투여여여 후후후 HT-29세세세포포포의의의 생생생존존존능능능 변변변화화화

데옥시콜릭산 처리 24시간 후 세포의 생존능은 농도 증가에 따른 차이를 보여
저농도인 50～100μM에서는 생존능이 증가하였으나 , 200μM 이상에서는 50%이하
로 감소하였고 , 400μM 이상에서는 세포가 거의 생존하지 못하였다(그림 1B). 시
간별로는 150～200μM의 데옥시콜릭산 처리 후 18시간부터 생존능이 감소하여
72시간까지 지속되었다 (그림 1A). 또한 thymidine incoporation을 이용한 세포의
증식능은 200μM의 데옥시콜릭산 투여 8시간 후부터 감소하여 24시간 경과 후
에는 현저히 감소하였다 (그림 1C).

그그그림림림 1. 데데데옥옥옥시시시콜콜콜릭릭릭산산산 처처처리리리 후후후 HT-29세세세포포포의의의 생생생존존존능능능과과과 증증증식식식의의의 변변변화화화 . 데옥시콜릭
산 처리 후 세포의 생존은 시간경과에 따라 억제되었다 (A). 데옥시콜릭산 처리 24

시간 후 MTT assay를 이용하여 측정한 세포의 생존능은 농도에 따른 차이를 보여
저농도에서는 증가하고 고농도에서는 감소하였다(B). Thymidine incorporation assay를
이용한 세포의 증식은 데옥시콜릭산 200μM 투여 8시간 후부터 감소하여 24시간
후에 현저히 감소하였다 (C).



2. 데데데옥옥옥시시시콜콜콜릭릭릭산산산 투투투여여여 후후후 혈혈혈관관관내내내피피피성성성장장장인인인자자자 mRNA와와와 저저저산산산소소소증증증유유유도도도인인인
자자자 -1αααα    mRNA의의의 발발발현현현 변변변화화화

종양 혈관신생에 핵심적인 혈관내피성장인자와 이의 발현을 조절하는 것으로
알려진 저산소증유도인자-1α의 전사단계에서 mRNA 발현 변화를 데옥시콜릭산
투여 후 역전사 중합효소연쇄반응으로 확인하였다 . 데옥시콜릭산의 농도별(0～80

μM) 처리 24시간 후 혈관내피성장인자 mRNA isoform 인 185, 165, 121 모두 25μ

M 부터 mRNA발현이 나타나 80μM에서 최대로 발현하여 농도 의존적으로 mRNA

발현이 증가하였으며, 206 isoform은 저농도에서는 발현이 되지 않았으나, 80μM에
서 mRNA 의 발현을 보였다 . 또한 저산소증유도인자-1α mRNA도 데옥시콜릭산의
농도 증가에 따라 발현이 증가하였다(그림 2).
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그그그림림림 2. 데데데옥옥옥시시시콜콜콜릭릭릭산산산 처처처리리리 후후후 HT-29세세세포포포의의의 혈혈혈관관관내내내피피피성성성장장장인인인자자자와와와 저저저산산산소소소증증증유유유
도도도인인인자자자-1α의의의 발발발현현현 변변변화화화 . 배양한 HT-29세포에 데옥시콜릭산을 처리한 후 24시간
뒤 RNA를 분리하였다 . 저산소증유도인자와 혈관내피성장인자 mRNA는 역전사
중합효소연쇄 반응으로 확인하였고 , 결과물은 3% agarose 겔에서 분석하였다 . β- 
actin(하측)과 비교해 보면 저산소증유도인자-1α와 혈관내피성장인자  isoform(상
측) 유전자의 발현은 데옥시콜릭산의 농도(0～80μM)에 의존하여 증가하였다 . β

-actin은 loading control로 사용하였다(A). 정량화 그래프에서도 데옥시콜릭산 처
리 후 저산소증유도인자-1α의 유전자 발현이 약간 증가 하였다(B).



3. 데데데옥옥옥시시시콜콜콜릭릭릭산산산 투투투여여여 후후후 혈혈혈관관관내내내피피피성성성장장장인인인자자자 단단단백백백 발발발현현현의의의 변변변화화화

암의 침습에 필요한 혈관신생에 중요한 역할을 하는 혈관내피성장인자의 단백
발현 변화를 데옥시콜릭산 투여 후 Western blotting으로 확인하였다. 데옥시콜릭산
의 농도별(0～80μM) 처리 48시간 후 혈관내피성장인자 165는 25μM부터 발현이
나타나 80μM에서 최대로 발현하였으며 , 농도 증가에 따른 발현양의 증가를 보였
다(그림 3). 또한 데옥시콜릭산에 의한 혈관내피성장인자 165 isoform 발현의 증가
는 NS-398 (50～100μM)이나 PDTC (50～100μM) 전처리에 의하여 일부 억제되었
으며 , TUDC (100～200μM)에 의하여 억제됨을 관찰하였다(그림 3). 따라서 데옥시
콜릭산에 의한 혈관내피 성장인자 단백 발현 증가는 COX-2와 NF-kB에 의하여 일
부 매개되며 , 대장암의 화학예방 약물인 TUDC는 데옥시콜릭산에 의한 혈관내피
성장인자 단백 발현 증가를 억제함을 알 수 있었다 .
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그그그림림림 3. 데데데옥옥옥시시시콜콜콜릭릭릭산산산 처처처리리리 후후후 혈혈혈관관관내내내피피피성성성장장장인인인자자자 단단단백백백 발발발현현현과과과 특특특이이이 신신신호호호전전전달달달 물물물질질질
억억억제제제제제제들들들의의의 영영영향향향 . HT-29세포가 자라 90% 군락을 형성했을 때 데옥시콜릭산(0～80   

μM)으로 처리 48시간 후 혈관내피성장인자 단백 발현을 Western blotting으로 확인하
였다 . 데옥시콜릭산에 의한 혈관내피성장인자 단백 발현은 농도(0～80μM) 의존적인
증가를 보였다(좌측 ). 80μM의 데옥시콜릭산에 의한 혈관내피성장인자 165 isoform 발
현의 증가는 NS-398 (50 & 100μM), PDTC (100 & 200μM), 또는 TUDC (100 & 200μM)

의 2시간 전처리에 농도 의존적인 발현 감소가 되었다(우측). α-Tubulin은 loading control

로 사용하였다 .



4. 데데데옥옥옥시시시콜콜콜릭릭릭산산산 투투투여여여 후후후 MMP-9 단단단백백백 발발발현현현의의의 변변변화화화

암전이의 초기 단계에서 침습에 관여하는 세포기질 단백분해 효소인 MMP-9 

단백 발현의 변화를 데옥시콜릭산 투여 후 Western blotting으로 확인하였다 . 데옥
시콜릭산(80μM) 처리 48시간 후 MMP-9의 단백 발현이 증가하였다(그림 4). 이러
한 데옥시콜릭산에 의한 MMP-9 단백 발현의 증가는 p38 MAP kinase 억제제인
SB203580 (5～10μM), ERK/MEK억제제인 U0126(1～5μM), 그리고 NF-kB의 억제제
인 PDTC (50～100μM)에 의하여 농도 의존적인 발현 감소를 나타내어 데옥시콜
릭산에 의한 MMP-9 단백 발현 증가에 이들 경로가 관여함을 간접적으로 알 수
있었다 . 하지만 , 데옥시콜릭산에 의한 MMP-9 단백 발현의 증가는 BAPTA-AM, 

PP1, NS-398 그리고 TUDC의 전처리에 의해서는 억제되지 않아 이 과정에는 칼
슘 통로 , src kinase, COX-2매개 경로가 관여하지 않음을 알 수 있었다(그림 4).
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그그그림림림 4. 데데데옥옥옥시시시콜콜콜릭릭릭산산산 처처처리리리 후후후 MMP-9 단단단백백백 발발발현현현과과과 특특특이이이 신신신호호호전전전달달달 물물물질질질 억억억제제제제제제들들들의의의
영영영향향향. HT-29세포가 자라 90% 군락을 형성했을 때 데옥시콜릭산(0～80μM)으로 처리 48시간
후 MMP-9 단백 발현을 Western blotting으로 확인하였다. MMP-9 단백 발현은 80μM의 데옥시
콜릭산 처리에 의해 증가되었다. 데옥시콜릭산 처리 후 MMP-9 단백 발현의 증가는 SB203580 (5 

& 10μM), U0126 (1 & 5μM)의 6시간 전처리에 의해(상상상측측측), 그리고 PDTC (50～100μM)의 2

시간 전처리에 의해 의미 있게 감소하였다(하하하측측측). 그러나 BAPTA-AM, PP1, NS-398 또는
TUDC의 전처리에 후에는 MMP-9 단백 발현이 억제되지 않았다.



5. 데데데옥옥옥시시시콜콜콜릭릭릭산산산 투투투여여여 후후후 MMP-9 효효효소소소 활활활성성성도도도의의의 변변변화화화

MMP-9 단백 발현 변화와 더불어 데옥시콜릭산 투여 후 효소의 활성도 변화를
알아보기 위하여 zymogram assay를 시행하였다. 데옥시콜릭산을 농도별(0～80μM)로  

처리 한지 48시간 후 관찰결과 MMP-9 효소 활성도는 25μM부터 증가하여 80μM에
서 최대로 증가하는 농도 의존적인 활성도 증가를 보였다 (그림 5). 또한 데옥시
콜릭산에 의한 MMP-9 효소 활성도의 증가는 NF-kB의 억제제인 PDTC (50～100

μM), p38 MAP kinase 억제제인 SB203580 (5～10μM), ERK/MEK 억제제인
U0126 (1～5 μM)의 6시간 전처리에 의하여 활성도가 감소하는 농도 의존적 양상
을 보여 (그림 5) 데옥시콜릭산에 의한 MMP-9 발현 증가에 이들 경로가 관여하
며 , 위에서 기술한 결과 3번의 단백 발현 변화와 일치된 결과를 보였다 .
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그그그림림림 5. 데데데옥옥옥시시시콜콜콜릭릭릭산산산 처처처리리리 후후후 MMP-9 효효효소소소의의의 활활활성성성도도도의의의 변변변화화화와와와 특특특이이이 신신신호호호 전전전달달달
물물물질질질 억억억제제제제제제들들들의의의 영영영향향향 . HT-29세포가 자라 90% 군락을 형성했을 때 데옥시콜릭산(0 

～80μM)으로 처리 48시간 후 MMP-9 효소 활성도를 gelatin zymography로 측정을 하였
다 . 데옥시콜릭산에 의한 MMP-9 효소 활성도는 농도 의존적인 (0～80μM) 증가를
보였다 (상측 ). 데옥시콜릭산에 의한 MMP-9 효소 활성도의 증가는 SB203580(5～10 

μM), U0126(1 & 5μM), PDTC (50～100μM)의 6시간 전처리에 의해 활성도가 감소
하였다 (하측 ).



6. 데데데옥옥옥시시시콜콜콜릭릭릭산산산 투투투여여여 후후후 세세세포포포 이이이동동동성성성의의의 변변변화화화

세포의 침습성을 가늠하는 육안적 지표로서 데옥시콜릭산 투여 후 세포의 이동성
을 wound-migration assay로 확인하였다. 데옥시콜릭산 처리(25μM, 50μM) 후 세포 이
동성은 대조군에 비하여 각각 59%(5.4 mm vs. 3.4 mm)와 47%(5 mm vs. 3.4 mm) 증가
하였다(그림 6A). 또한 데옥시콜릭산에 의한 세포 이동성 증가는 protein kinase C의
억제제인 GF109203X(2μM)의 전처리에 의하여 24%(4.1 mm vs. 5.4 mm)가 감소하여(그
림 6B), 데옥시콜릭산에 의한 세포의 이동성 증가에 protein kinase C 신호 전달 경로
가 관여함을 알 수 있었다.
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그그그림림림 6. 데데데옥옥옥시시시콜콜콜릭릭릭산산산 처처처리리리 후후후 HT-29 세세세포포포 이이이동동동성성성의의의 변변변화화화와와와 PKC 억억억제제제제제제의의의 영영영향향향. 

다른 농도의 데옥시콜릭산(0～80μM)으로 48시간 처리 후에 wound-migration assay를
이용하여 세포 이동성을 측정하였다. 다른 두 농도(25μM & 50 μM)의 데옥시콜릭산
으로 처리 후 HT-29세포의 이동성은 대조군에 비해 각각 59%와 47% 증가하였다(A). 

데옥시콜릭산에 의한 세포이동성 증가는 PKC 억제제인 GF109203X(2μM)의 6시간 전
처리에 의해 감소하였다(B). 실험은 반복적으로 세 번을 하였으며, 통계분석은 two- 

way analysis of variance와 two-tailed Dunnett's test (p<0.05)를 이용하였다.



ⅣⅣⅣ . 고고고 찰찰찰

암 조직 내 혈관의 신생과 성장은 암세포나 주변 기질세포에 의하여 생산되
는 혈관내피성장인자를 비롯한 다양한 친혈관형성 및 반혈관형성 인자에 의하
여 조절되는 복잡한 과정을 거친다 . 혈관을 통하여 공급되는 산소와 영양소와
무관하게 종양이 성장하기 위해서는 ‘혈관형성 전환 ’(angiogenic switch)이 필요하
며 , 이는 저산소증 환경에서 종양세포로부터 유리되는 친혈관형성 인자에 의하
여 유도된다.17 혈관형성 전환의 과정은 기존 혈관의 확장과 혈관주위세포(pericyte) 

의 탈락 , 신생혈관의 발육과 내피세포의 성장 , 신생혈관의 형성 , 혈관주변세포의
밀집의 순차적인 다단계 과정을 통하며 , 혈관내피성장인자는 모든 단계에서 내
피세포의 증식 , 이동 및 생존을 촉진시킨다 .18,19 In vivo에서 혈관내피성장인자의
발현과 혈관신생은 대장암의 전 암 병소인 선종에서 조기에 나타나 대장암의 진
행과정에서 더욱 뚜렷해 진다 .20 특히 혈관내피성장인자 단백 발현과 혈관신생의
정도는 대장 선종이나 대장암에서 유의한 상관성을 보여 19 혈관내피성장인자의
발현이 대장 선종 암화 과정에 핵심적인 역할을 한다 .

종양에서 혈관내피성장인자 발현이 증가하는 기전에는 세포 특이적인 신호 전
달 체계가 관여한다. 특히 helix-loop-helix구조를 가지는 단백인 저산소증유도인자-1α

와 저산소증유도인자-1β로 구성된 이질이량체 구조의 저산소증유도인자가 주된
역할을 하며 , 저산소증유도인자-1α 단백은 저산소 환경과 달리 정상 산소농도에
서 파괴되는 21 반면 , 저산소증유도인자-1β 단백은 정상과 저산소 환경에서 모두
지속적으로 발현된다 . 종양의 빠른 성장과 진행에 따라 종양 내 상대적으로 발
생하는 저산소증은 일부 고형 종양에서 저산소증유도인자 단백발현과 유전자 활
성화를 통하여 혈관내피성장인자 합성 등을 포함하는 저산소증 유도 신호전달
경로를 활성화시킴으로써 종양의 진행에 관여한다 .22-24 또한 저산소증유도인자는
싸이토카인에 의해서도 활성화되는데 , 저산소증유도인자를 활성화시키는 싸이토
카인들은 혈관내피성장인자 등의 다양한 유전자의 발현을 통하여 혈관신생과
확장 , 혈관의 투과성 , 포도당 섭취를 촉진하여 종양에 영양소 공급을 증가시키게
된다 .25 저산소증유도인자의 활성화 경로에는 저산소증과 더불어 리간드 매개 수
용체가 관여하는데, 후자의 하위 신호전달 경로에는 MyD88 단백을 매개로 IL-1 

receptor associated kinase (IRAK)를 통한 NF-kB와 MAPK경로가 서로 교차 결합을
형성함으로써 발현에 영향을 미친다. 특히 대장암에서는 ERK (p42/p44 mitogen 

activator protein (MAP) kinase)의 활성화가 혈관내피 성장인자 발현 증가에 중요



한 경로가 되는 것으로 알려져 있다 . 본 연구 결과 데옥시콜릭산 자극 (25～80μ

M)은 대장암 세포주에서 저산소증유도인자-1α와 혈관내피성장인자 mRNA의 발현
을 농도 의존적으로 활성화시키는 것으로 나타나 데옥시콜릭산이 대장암 세포 및
주변 조직의 혈관형성을 촉진시킴으로써 대장암의 침습과 전이에 중요한 역할을
함을 시사하였다. 또한 단백 수준에서도 데옥시콜릭산은 농도 의존적으로 혈관내피
성장인자 단백의 발현을 증가시켰으며, 이는 PDTC와 NS-398에 의하여 농도 의존적
인 발현 억제를 나타내어 위에서 설명한 NF-kB와 COX-2가 신호전달에 관여함을
간접적으로 알 수 있었다. 대장암화 과정에서 혈관형성이 암세포의 침습과 동시에
시작되며, 혈관신생 억제제가 전암 단계에서 종양의 증식과 진행을 효과적으로 억
제 한다는 사실26을 고려할 때 NF-kB 억제제와 COX-2 억제제는 데옥시콜릭산과 연
관된 대장암의 침습을 차단할 수 있는 암 화학 예방 약물로서의 가능성을 제시하
였다.

대부분의 암은 암세포의 기질 침습 , 원발병소에서 혈관계로의 이동 , 혈관에서
이차 병소로의 이동 , 이차 종양의 형성이라는 과정을 통하여 원발병소에서 이차
병소로 전이된다. 암세포의 기질 침습에는 단백분해 효소에 의한 세포 외 기질의
분해가 요구되는데27, MMPs는 세포 외 기질을 분해하는 가장 핵심적인 효소이다. 

다양한 MMPs 중에서 MMP-2 (gelatinase A)와 MMP-9 (gelatinase B)는 각각 72, 92- 

kDa의 collagenase로서 세포의 기저막을 형성하는 콜라겐을 분해하여 암의 침습
과 전이를 촉진하며 , 특히 대장암의 발생과 진행에 관여하게 된다 . 특히 MMP-9 

mRNA의 발현은 간 전이를 동반한 대장암 환자에서 유의하게 발현이 증가하
고,28 나쁜 예후와 관련이 있다.29 또한 MMP-2와 MMP-9의 활성화는 정상 대장점막보
다 대장암 조직에서 뚜렷해지며, 특히 전이를 동반하는 대장암에서 활성형 MMP-2와
MMP-9의 발현이 현저하다.30,31 본 연구에서 시행한 gelatin zymography는 MMPs의 활
성도를 측정하는 방법으로 활성형 MMPs의 발현 정도를 나타낸다 . 본 연구 결
과 HT-29 대장암 세포주에서 기저상태에서는 MMP-9의 발현이 없었으나 데옥시
콜릭산 자극 후 농도 의존적으로 MMP-9의 단백발현과 효소 활성도가 증가하였
다 . 이는 악성세포에 의한 MMPs생성 증가가 종양 내 gelatinase의 활성도를 증
가시킴으로써 암세포의 전이를 촉진시킨다는 사실 32과 MMP-9의 활성도 증가가
전이능력이 낮은 세포주에 비하여 전이능력이 높은 대장암 세포주에서 뚜렷하
다 33는 이전의 연구 결과를 토대로 데옥시콜릭산이 세포 외 기질 분해의 촉진을
통하여 대장암 세포의 침습과 전이를 증가시킬 수 있음을 추론할 수 있다 .

MMP-9의 발현을 조절하는 상위 신호전달 기전에는 MAPKs를 포함하는 성장



인자 , 싸이토카인 , 종양촉진인자 등이 관여한다 . 이들 중 p38 kinase와 ERK는 염
증성 싸이토카인이나 세포고사 관련신호 , 성장인자 등에 의하여 활성화된다 . 활
성화된 MAPKs는 핵으로 이동하여 MMP 시발체 주변의 전사인자 결합부와 반
응하여 다양한 전사인자를 활성화시킴으로써 하위 표적 단백의 발현을 조절한
다 . 본 연구에서 데옥시콜릭산에 의한 MMP-9의 활성화는 SB203580과 U0126의
6시간 전처리 후에 농도 의존적인 억제를 보여 p38 kinase와 ERK 신호전달 경
로가 모두 이 과정에 관여함을 간접적으로 확인하였으며 , 이러한 실험 결과는 데
옥시콜릭산에 의하여 유도되는 세포고사 과정에 ERK신호전달이 관여한다는 이전
의 연구 결과와 부합된다 .34 아울러 NF-kB는 산화적 스트레스나 염증성 신호 등의
세포 외 신호에 반응하여 발현되는 다양한 유전자의 활성을 조절하는 Rel계 전사
조절 인자로서 세포의 증식 , 형질변환 , 종양 발생 등의 발암과정에 관여한다 . 본
연구에서 NF-kB의 억제제인 PDTC의 전처리에 의해서도 MMP-9 효소 활성화가 억
제되어 데옥시콜릭산에 의하여 유도되는 MMP-9의 활성화에는 NF-kB 및 MAPK가  

관여하는 다양한 상위 세포 신호 전달 기전이 있음을 보였다 .

대장암에서 COX-2의 발현은 프로스타글란딘의 생성을 매개로 혈관내피 성장
인자의 발현을 조절하고 , 내피세포의 이동을 유도함으로써 종양의 혈관신생과
진행을 촉진하는데 중요한 역할을 한다 .35 또한 COX-2의 선택적 억제제는 간질
세포에서의 혈관내피성장인자 발현 억제를 통하여 진행성 대장 선종의 발생을
감소시켜 36 대장 종양의 중요한 화학예방 약물로 알려져 있다 .37 본 연구 결과에
서 COX-2 선택적 억제제인 NS-398은 데옥시콜릭산에 의한 혈관내피 성장인자
의 단백발현은 억제하였으나, MMP-9의 활성화에는 영향을 미치지 않았다. 따라서
COX-2는 데옥시콜릭산 유도에 의한 세포 외 기질의 분해를 통한 대장암의 침습
성 억제보다는 혈관내피 성장인자와 관련된 혈관형성을 억제하는데 주로 관여
함을 알 수 있었다 .

우루소데옥시콜릭산 (Ursodeoxycholic acid, UDCA)은 인체와 동물 모델에서 대
장암 예방효과가 있음이 알려져 있다 . 또한 우루소데옥시콜릭산은 최근 동물실
험을 통하여 전체 장에서 발생하는 장종양의 수를 용량 의존적으로 감소시킴이
보고되었다 .38 이러한 대장암 화학예방 효과의 기전으로 우루소데옥시콜릭산은
대장암 세포주에서 데옥시콜릭산에 의하여 유도되는 NF-kB의 활성화를 억제하
며 ,39 azoxymethane (AOM) 대장암 모델에서 COX-2의 과발현을 억제함이 최근에
보고되었다 .40,41 그러나 대장암에서 우루소데옥시콜릭산의 세포 보호 및 대장암
화학예방 효과에 대한 많은 역학 및 실험 연구에도 불구하고 , 이와 연관된 표적



분자와 세포 신호 전달 경로에 대하여는 명확히 밝혀져 있지 않다 . 본 실험 결
과 우루소데옥시콜릭산의 수용성 형태인 TUDC는 데옥시콜릭산에 의하여 유도
된 혈관내피성장인자 단백의 발현을 일부 억제함으로써 데옥시콜릭산 매개 대
장암 세포의 혈관형성 촉진을 억제 할 가능성을 보였다 .

Protein kinase C (PKC) isoenzymes는 대장암 세포와 동물 모델에서 종양 세포
의 증식을 관장하는 세포 신호전달 물질로 활성화되면 대장 종양을 촉진시킴이
밝혀져 있다 .42,43 특히 PKC는 대장 종양의 강력한 촉진인자로 알려진 phorbol  

myristate acetate (PMA)의 수용체 역할을 하며 , in vitro HT-29 세포주에서 데옥시
콜릭산은 PMA와 유사한 정도로 PKC를 활성화시킴이 알려져 있다 .44 또한 최근
에는 대장암 세포주에서 데옥시콜릭산에 의하여 유도된 PKC isoenzymes의 활성
화가 우루소데옥시콜릭산에 의하여 억제됨이 보고되어 우루소데옥시콜릭산의
대장암 화학 예방기전 중의 하나로 제시되었다 .45 본 연구 결과 인체 대변 내에
서 관찰되는 저농도 (100μM 이하 )의 데옥시콜릭산은 대장암 세포의 증식과 이동
성을 의미있게 증가시켰으며 , PKC의 선택적 억제제인 GF109203X는 이 과정을
차단하여 PKC의 신호전달 억제 물질이 대장암 화학예방 약물로 개발될 가능성
을 나타내었다 .

결론적으로 데옥시콜릭산은 in vitro 대장암 세포주에서 세포의 이동성 증가 , 

저산소증유도인자-1α mRNA의 발현 증가 , 혈관내피성장인자 mRNA 및 단백 발현
증가 , MMP-9의 단백 발현과 효소 활성화를 통하여 대장암 세포의 침습성을 증
가시키는 것으로 생각된다 . 아울러 데옥시콜릭산 매개에 의한 대장암 세포의 침
습성 증가는 여러 신호 전달 물질의 억제제를 통하여 차단되어 이러한 신호 전
달 억제 물질의 개발이 대장암의 침습억제를 통한 암 화학예방 약물로 작용할
가능성을 제시하였다 . 본 연구는 세포 및 조직의 혈관형성과 침습성을 직접적으
로 확인하지 못한 점 , 세포 신호의 상 하위 조절기전을 트랜스펙션 등의 직접
방법이 아닌 간접 방법으로 확인한 점 , 다양한 대장암 세포주를 대상으로 하지
못한 점 등의 제한점이 있어 후속 연구가 필요하나 , 데옥시콜릭산이 대장암의
환경적 위험인자로서 대장 종양 촉진 뿐만 아니라 , 대장암 침습과 혈관형성도
증가시킨다는 사실을 밝힘에 의미가 크다고 생각된다 .



ⅤⅤⅤ . 결결결 론론론

데옥시콜릭산은 대장에서 종양 촉진인자로 알려져 있으나 , 대장암의 침습과
전이에 미치는 영향에 대해서는 알려진 바가 없어 , HT-29 대장암 세포에 데옥
시콜릭산을 시간 및 농도별 (0～80μM)로 처리한 후 혈관내피성장인자와 저산소
증유도인자-1α mRNA 발현 , 혈관내피성장인자 및 MMP-9의 단백 발현 , MMP-9의
활성화 여부 및 세포의 이동성을 확인하였다 . 또한 데옥시콜릭산 매개 대장암
세포주의 침습성 변화에 관여하는 신호전달 경로를 알아보기 위하여 이전에 알
려진 대장암 관련 신호전달 억제물질의 전처리 후 변화를 확인한 바

1. 데옥시콜릭산 처리 24시간 후 세포의 생존능은 농도 증가에 따른 차이를
보여 저농도인 50～100μM에서는 생존능이 증가하였으나 , 200μM 이상에
서는 50% 이하로 감소하였고 , 400μM 이상에서는 세포가 거의 생존하지
못하였다 .

2. 데옥시콜릭산은 저산소증유도인자-1α mRNA의 발현 , 혈관내피성장인자 -1α 

mRNA 및 단백 발현을 증가시켰다
3. 데옥시콜릭산은 MMP-9의 단백 발현과 효소 활성도 , 세포의 이동성을 농도
의존적으로 증가시켰다 .

4. 데옥시콜릭산 자극 후 혈관내피성장인자 단백 발현의 증가는 COX-2의 선
택적 억제제인 NS-398, NF-kB의 억제제인 PDTC, 그리고 TUDC의 전처치로
억제되어 COX-2와 NF-kB의 신호 전달경로가 관여함을 알 수 있었다 .

5. 데옥시콜릭산 처리 후 MMP-9 단백 발현의 증가는 p38 MAP kinase 억제제인
SB203580(5～10μM), ERK/MEK 억제제인 U0126(1～5μM), 그리고 NF-kB의
억제제인 PDTC(50～100μM)에 의하여 농도 의존적인 발현 감소를 나타내어
이들 경로가 관여함을 간접적으로 알 수 있었다 .

6.데옥시콜릭산 자극 후 MMP-9의 효소 활성화는 p38 MAP kinase 억제제인
SB203580, ERK 억제제인 U0126, 그리고 PDTC의 전처리로 억제되어 이들
경로가 관여함을 간접적으로 알 수 있었다 .

7. 데옥시콜릭산에 의해 세포 이동성이 증가하였으며 , 이는 protein kinase C의
억제제인 GF109203X의 전처리로 감소되어 세포의 이동성 증가에 protein kinase 

C 신호 전달경로가 관여함을 간접적으로 알 수 있었다 .

이상의 결과로 데옥시콜릭산은 대장암 세포주에서 세포의 이동성 증가 , 저산



소증유도인자-1α mRNA의 발현 증가 , 혈관내피성장인자 mRNA 및 단백발현 증
가 , MMP-9의 단백발현과 효소 활성화를 통하여 대장암의 환경적 위험인자로서
대장 종양 촉진 뿐만 아니라 , 대장암 세포의 침습성을 증가시키는 것으로 생각
된다 . 또한 데옥시콜릭산 자극 후 대장암 침습성의 증가는 COX-2와 NF-kB의 신
호 전달 억제제나 암화학예방 약물인 TUDC를 통한 혈관내피성장인자 단백 발
현의 억제 , p38 MAP kinase, ERK/MEK, NF-kB의 신호전달 억제를 통한 MMP-9

의 활성화 억제 , protein kinase C의 억제를 통한 세포 이동성 억제를 통하여 감소시
킬 수 있는 가능성을 제시하였다. 
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Abstract

Deoxycholic Acid induced Modulation of Colon Cancer 
Cell Invasiveness

Yong Gyu Lee

Department of Medical,
The Graduate School, Yonsei University

(Directed by Professor Hyun Soo Kim)

Deoxycholic acid (DCA), a secondary bile acid, has been long implicated to promote 

colon tumor growth and progression; however, the molecular mechanisms of its action 

are largely unknown. In this study, we investigated the effects of DCA on colon 

tumor cells (HT-29) proliferation, migration, and invasiveness. In addition, we assessed 

the effects of various signal inhibitors on DCA induced modulation of colon tumor 

cell invasiveness.

HT-29 cells were incubated with either medium only (control) or DCA for 24～48 

hr. Time courses of RT-PCR for vascular endothelial growth factor (VEGF) and 

hypoxia-induced factor (HIF)-1α mRNA expression, Western blotting for VEGF and 

matrix metalloproteinase (MMP)-9, zymography for MMP-9 activation, and wound- 

migration assay were determined after different concentrations of DCA (0～80μM) 

treatment. Moreover, these experiments were reassessed after pretreatments (2～6 hr) 

of specific inhibitors of various signal pathways.

DCA enhanced HIF-1α mRNA expression, VEGF mRNA and VEGF protein expre- 

ssion, MMP-9 protein expression/activation, and cell migration ability in a dose-dependent 

manner. DCA-induced VEGF protein expression was inhibited by pretreatment of 

NS-398 (COX-2 inhibitor), PDTC (NF-kB inhibitor), or tauroursodeoxycholic acid (TUDC). 

DCA-induced cell migration ability was inhibited by pretreatment of GF109203X, a 



protein kinase C inhibitor. DCA-induced MMP-9 protein expression/activation was 

inhibited by pretreatment of SB203580, U0126, or PDTC.

DCA significantly upregulates invasive and angiogenic potentials in human colon 

cancer cells through multiple signal transduction pathways.

Key Words: Deoxycholic acid, HT-29 colon cancer cells, Invasiveness, Angiogenesis
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