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Akt is known to play an important role in cell proliferation and differentiation, and is also over-ex-
pressed in several types of cancer cells. In this study, we explored the anti-proliferative effects of sele-
nium in HT-29 colon cancer cells, mediated through effects on Akt and COX-2. Selenium treatments
at different concentrations and for different durations inhibited proliferation of HT-29 colon cancer
cells and increased apoptotic cell death. Selenium treatment decreased Akt phosphorylation and
COX-2 expression. Treatment with LY294002 (an Akt inhibitor) decreased proliferation of HT-29 cells,
while a combined treatment with LY294002 and selenium resulted in even further decreases in cell
proliferation. Inactivation of Akt by Akt siRNA treatment abolished these inhibitory effects on cell
growth. COX-2 expression decreased in Akt transfected cells compared to non-transfected cells. These
results suggest that selenium induced both anti-proliferative and apoptotic effects by inhibiting Akt
phosphorylation and COX-2 expression. Selenium treatment also appeared to induce synergistic an-
ti-proliferative effects by inhibition of Akt in HT-29 colon cancer cells.
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서 론

대장암은 전 세계적으로 발병률이 높은 5대 암중의 하나이

며, 국내에서도 서구화된 식습관에 의하여 매년 증가하는 추

세에 있다. 대장암을 치료하기 위한 대체의학에 대한 관심이

높아짐에 따라 여러 가지 식품 추출물들을 통한 암예방 효과

에 대한 연구가 많이 진행되고 있다. 그 중에서도 대장암을

비롯한 여러 암종에서 암예방효과를 나타내는 것으로 보고된

대표적인 것으로 셀레늄(selenium)이 있다. 셀레늄은 우리 몸

에 필수적인 미량원소로 항산화 효과 및 항암효과를 나타내는

것이 보고된 바 있으며, NF-κB와 같은 전사인자들의 활성을

제어함으로써 대장암을 비롯한 여러 암종에서 암세포의 성장

을 억제하고 DNA, RNA 및 단백질의 합성을 억제하는 것으로

알려져 있다[5,7,21]. Clark [4] 등은 1996년에 임상실험을 통하

여 매일 200 μg의 셀레늄을 4년 6개월 동안 섭취한 결과 셀레

늄을 섭취한 그룹의 사람들의 전체 암 발생률이 37%, 특히

전립선암의 발생률은 63%, 대장암의 발생률은 58%, 폐암의

발생률은 46%가 낮게 나타난다고 보고하였다. 최근 연구에서

HT-29 대장암세포에 셀레늄을 처리하였을 때 in vitro 실험에

서 암세포의 증식을 억제하고 apoptosis를 유도하였으며

HT-29 세포 mouse xenograft model에서 셀레늄 처리에 의하

여 종양의 성장이 억제되는 것으로 보고되었다[14].

Protein kinase B라 불리는 Akt는 serine/threonin kinase로

upstream kinase인 PI3K 경로를 통해 활성화 되는 것으로 알

려져 있으며, 세포의 증식과 분화, 혈관신생 등 여러 생리활성

을 조절하는 매우 중요한 조절자로서 작용한다. PI3K/ Akt

신호경로는 여러 암종에서 과활성화 되어 있다고 보고된 바

있으며 인슐린과 같은 자극 인자들에 의해 PI3K로 신호가 전

달되면 Akt가 세포질에서 세포막으로 이동하면서 serine 473

잔기가 인산화되어 활성화 형태가 된다[1]. 이러한 활성을 통

하여 Akt는 하위분자인 GSK3β, FOXOs 그리고 mTOR 등을

활성화시켜 세포의 증식과 분화를 촉진시키고, proapoptotic

인자인 BAD, procaspase-9, forkhead (FKHR) 전사인자 등을

비활성화 시킴으로써 세포의 자연사멸을 억제하는 것으로 알

려져 있다[2,17].

Cyclooxygenase (COX)는 세포 내에서 COX-1및 COX-2의

두 가지 isoform으로 존재하며 COX-1은 위, 대장, 혈소판을

비롯한 대부분의 조직에서 발현되며 세포를 보호하는 역할을

한다. COX-2는 cytokines, 성장인자, 발암유전자 등에 의해 활

성화 되는 것으로 알려져 있으며 많은 암종에서 COX-2가 과

발현되어 있다고 보고된 바 있다[23]. 특히 대장암에서 COX-2

가 과발현되어 있다고 보고되었으며 COX-2의 저해제를 처리

하였을 때 대장암 세포의 증식을 억제하고 대장암 예방효과를

나타내는 것으로 보고 되었다[8]. 따라서 본 연구에서는 HT-29

세포에 셀레늄을 처리하였을 때 암세포의 증식이 억제되는지
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알아보았고, 암세포의 증식억제효과에 있어서 암세포의 증식

과 분화, 전이에 관여하는 Akt의 활성을 억제하였을 때 일어나

는 세포증식억제의 시너지 효과를 알아보고자 하였다.

재료 및 방법

재료

본 실험에서 사용된 셀레늄은 Sigma (Sigma Aldrich, St.

Louis, MO)에서 구입하여 증류수에 녹인 뒤 10 mM stock으로

만들어 -20℃에 보관하여 사용하였다. 3-(4,5-dime thylth-

iazol-2-yl)-2.5-diphenyltetrzolium bromide (MTT)는 Sigma

(Sigma Aldrich, St. Louis, MO)에서 구입하여 5mg/ml stock

으로 만들어서 사용하였다. 또한, celecoxib와 LY294002는

Calbiochem (San Diego, CA)에서 구입하여 DMSO에 녹인 뒤

각각 25 mM과 10 mM stock으로 만들어 사용하였다.

세포 배양

HT-29 세포는 American Type Culture Collection (ATCC,

Rockville, MD, USA)에서 분양 받았으며, 10% 우태아혈청

(fetal bovine serum, FBS, Gibco BRL, Grand Island, NY,

USA)과 1% antibiotics (100 mg/l streptomycin, 100 U/ml

penicillin)가 포함된 RPMI 1640 배지(WelGENE Inc., Seoul,

Korea)를 사용하여 5% CO2, 37℃ 조건 하에서 배양하였다.

매 48시간마다 Trypsin-EDTA (WelGENE Inc., Seoul, Korea)

를 이용하여 세포를 부유상태로 만든 다음 세포를 1×10
6
개/ml

로 분주하고 계대하여 실험에 사용하였다.

MTT assay에 의한 암세포의 생존율 측정

세포배양용 12 well plate에 HT-29 세포를 1×10
4
개/ml로

분주하고 24시간 동안 배양시킨 후 셀레늄을 처리하였다.

Celecoxib와 LY294002를 처리시에는 celecoxib와 LY294002

를 30분 먼저 처리한 후 셀레늄을 처리하였으며 MTT 용액(5

mg/ml)을 30 μl씩 첨가하여 1시간 동안 CO2 incubator에서

배양하였다. MTT시약이 들어있는 배지를 제거한 후에

DMSO를 150 μl 넣어 well에 생성된 formazan을 모두 녹인

후, 96 well plate에 100 μl씩 옮겨서 Microplate Reader

(BIO-RAD Laboratories, Inc. USA)로 595 nm에서 흡광도를

측정하였다. 측정은 모두 세 번 하였으며, 그에 따르는 평균

값과 표준오차는 Microsoft Excel program을 이용하여 분석

하였다.

Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS)에 의

한 apoptosis 관찰

Apoptosis는 FITC-Annexin V apoptosis detection kit (BD

Pharmingen
TM

, San Diego, CA, USA)를 사용하여 측정하였

다. AnnexinV-PI staining을 하기 위해, HT-29 세포에 celecox-

ib 25 μM, LY294002 20 μM을 30분 먼저 처리한 후 셀레늄

0.25 mM을 처리하여 24시간 배양하였다. 처리된 세포는 차가

운 PBS로 세척하고 나서 trypsin-EDTA로 모은 다음, 1×10
6
개

/ml의 농도에서 binding buffer로 suspension하였다. 그 다음

에 1×10
5
개의 HT-29 세포를 Annexin V-FITC와 prodipium

iodide (PI)로 15분간 염색한 후, 1시간 정도 flow cytometry

(Becton-Dickinson Biosciences, Drive Frankline Lages, NJ,

USA)로 분석하였다.

Western blotting

셀레늄을 농도 별로 처리한 후 6시간 동안 CO2 incubator에

서 배양한 후, 단백질을 추출하기 위하여 RIPA lysis buffer

[50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 1% NP 40, 0.5%

sodium deoxycholate, 1 mM phenylmethysulfonyl]를 각

well에 150 μl씩 첨가하여 반응시킨 후, 14,000 rpm, 4℃에서

20분 동안 원심분리 하여 상등액을 취하였다. 그런 다음,

ELISA-reader 595 nm에서 흡광도를 측정하여 각 표본의 단백

질 농도를 결정하였다. 5× Laemmi sample buffer (loading

dye; 250 mM Tris-Cl (pH 6.8), 40% glycerol, 4% β

-mercaptoethanol, 0.08% bromophenol blue, 8% SDS)와

HT-29 세포에서 추출한 단백질을 혼합하여 표본을 제작한 후,

p-Akt, COX-2, β-actin의 1차 항체를 Cell Signaling

Technology (Beverly, MA, USA)로 부터 구입하여 각각 희석

한 후, 반응시켰다. 2차 항체는 GenDEPOT (Barker, TX)에서

구입하여 각각 희석하여 1시간 반응시킨 다음, LAS-4000 (Fuji

Film, Japan)을 이용하여 감광하였다.

Immuofluorescence

셀레늄 0.5 mM을 처리한 후 6시간 동안 CO2 incubator에서

배양한 뒤 배지를 제거하고 3.5% formaldehyde에 20분간 고

정 한 뒤 0.1 % triton X-100 용액에 permiabilization 하였다.

그런 다음 1% BSA 용액에 넣고 1시간 blocking한 후, p-Akt,

COX-2의 1차 항체를 Cell Signaling Technology (Beverly,

MA, USA)로 부터 구입하여 각각 희석하여 반응시켰다. 2차

항체는 Invitrogen (Carlsbad, CA)에서 Alexa488 (green)과

Alexa546 (red)을 구입하여 각각 희석하여 1시간 반응시킨 다

음, confocal microscope (Carl Zeiss, USA)를 이용하여 감광하

였다.

Small interfering RNA (siRNA) transfection

siRNA transfection에 필요한 Akt1 siRNA와 Dharmafect는

Dharmacon (Lafayette, CO)에서 구입하여 transfection을 실

시하였다. 세포를 plate에 1×10
4
개/ml로 분주한 뒤 24시간 동

안 CO2 incubator에서 배양한 후 5 nmol의 Akt1 siRNA와

Dharmafect, 그리고 media를 반응시킨 다음 각 well당 1 ml씩

분주한 뒤 48시간 동안 CO2 incubator에서 배양하였다. 48시
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Fig. 1. Selenium inhibits cell proliferation in HT-29 colon cancer cells. Cell viability was measured by MTT assay. Treatment of

selenium inhibits cell proliferation. Cells were treated with 0.125 - 1 mM of selenium (A). Cells were treated with selenium

0.25 mM in 1-24 hr (B). a,b,c,d,e; p<0.05 (each experiment’s n=3)

간 후 새로운 media로 바꿔 준 뒤에 72시간 후 셀레늄 0.25

mM, 0.5 mM을 처리한 다음 24시간 동안 CO2 incubator에서

배양한 후 MTT assay를 실시하였다. Western blotting의 경우

6 well plate에 각 well당 2 ml씩 분주한 뒤 72시간 후 셀레늄

0.5 mM을 처리한 다음 6시간 후에 RIPA lysis buffer를 이용하

여 수행하였다.

통계처리

통계 프로그램인 SPSS 17.0을 사용하여 실험설계에 대한

분산분석은 ANOVA로, 각 처리군들 과의 비교는 일원배치

분산분석을 실시하여 검정하였다. 각 자료는 3번 이상의 반복

된 실험을 통하여 얻어진 결과로 검정하였고 p<0.05인 경우

통계적으로 유의하다고 판정하였다.

결 과

셀레늄이 HT-29 대장암 세포의 증식과 사멸에 미치는 영향

본 연구에서는 셀레늄이 HT-29 세포의 증식에 미치는 영향

을 알아보기 위하여 셀레늄을 농도별(0.125 mM, 0.25 mM, 0.5

mM, 1 mM)과 시간별(0, 3, 6, 12, 24 hr)로 처리한 후 세포

생존율을 측정하였다. 그 결과 Fig. 1A와 같이 셀레늄을 농도

별로 24시간 처리하였을 때 0.125 mM에서는 약 78%, 0.25 mM

에서는 약 61%, 0.5 mM에서는 약 34% 그리고 1 mM에서는

약 12%로 농도 의존적으로 세포의 증식이 억제됨을 확인하였

다. 또한 Fig. 1B에서와 같이 셀레늄 0.25 mM을 시간별로 처리

하였을 때 1시간 후에는 98%로 크게 차이가 없었으나 3시간

후부터 통계적으로 유의하게 세포의 증식이 억제됨을 확인하

였다.

셀레늄에 의한 HT-29 세포의 apoptosis 유도 효과

셀레늄이 HT-29 세포의 apoptosis에 미치는 영향을 관찰하

기 위하여 셀레늄 0.5 mM을 처리하여 Annexin V-PI 염색을

통해 apoptosis시 나타나는 phosphatidyl serine의 발현을 측

정해 보았다. 그 결과 셀레늄을 처리하였을 때 phosphatidyl

serine을 측정하는 Annexin V 염색시약에 positive한 세포의

수가 증가하는 것을 확인하였다(Fig. 2). 따라서 HT-29 세포의

증식억제에 있어서 셀레늄이 효과적으로 작용하며, 세포의

apoptosis를 유도함을 확인하였다.

셀레늄에 의한 p-Akt, COX-2 신호단백질의 발현 조절

HT-29 세포에 셀레늄을 농도별로 6시간 처리하여 p-Akt와

COX-2의 신호단백질의 조절 양상을 알아보기 위하여

Fig. 2. Treatment of selenium induces apoptosis in HT-29 colon

cancer cells. Cells were treated with selenium 0.5 mM.

Apoptosis was measured by Annexin V-fluorescein iso-

thiocyanate and popidium iodide.
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Fig. 4. Cells were treated with 0.5 mM of selenium. The phosphorylation of Akt and expression of COX-2 shown with immune-fluo-

rescence staining using Alexa 488 (green), Alexa 546 (red) and nuclei shown with Hoechst 33342 dye (blue) (B).

Fig. 3. Selenium effects on p-Akt and COX-2 in HT-29 colon

cancer cells. Cells were treated with 0.125-1 mM of

selenium. Protein levels of them were determined by

Western blotting.

Western blotting을 실시하였다. Fig. 2에 나타난 바와 같이

셀레늄을 0.125 mM, 0.25 mM, 0.5 mM, 1 mM로 처리했을

때, 농도에 의존적으로 p-Akt와 COX-2의 발현이 감소하는 것

을 확인하였다. 또한 셀레늄 0.5 mM을 6시간 처리하여 im-

munofluorescence를 실시한 결과, 셀레늄을 처리하였을 때 세

포질 내부에 활성화 되어 있는 p-Akt (red)의 발현이 저해되었

으며, 세포질 및 핵내 발현이 증가되어 있던 COX-2 (green)가

감소하였다(Fig. 4).

Akt, COX-2 저해제 처리 및 Akt siRNA가 HT-29 세포

의 증식에 미치는 효과

Akt의 저해제인 LY294002와 COX-2의 저해제인 celecoxib

를 셀레늄과 병행처리하였을 때 HT-29 세포의 증식에 미치는

영향을 알아보기 위하여 MTT assay를 실시하였다. Fig. 5에서

와 같이 LY294002 20 μM, celecoxib 25 μM, 셀레늄 0.25 mM을

24시간 동안 각각 그리고 병행처리하였을 때의 암세포의 증식

을 확인한 결과, LY294002를 단독으로 처리하였을 때에는 약

Fig. 5. Selenium inhibited cell growth through p-Akt and COX-2

inhibition in HT-29 colon cancer cells. 0.25 mM selenium

was treated with 25 μM of Celecoxib or 20 μM of

LY294002. HT-29 cells were pre-treated with 25 μM of

Celecoxib or 20 μM of LY294002. Cell viability was

measured by MTT assay.

81%의 생존율을 보였고, 셀레늄과 LY294002를 병행처리하였

을 때에는 약 51%의 생존율을 보였다. 또한 celecoxib를 단독

으로 처리하였을 때에는 약 89%의 생존을 보였으나 셀레늄과

celecoxib를 병행처리하였을 때에는 약 49%의 생존율을 나타

내었다. 이와 같이 셀레늄과 Akt, COX-2의 저해제를 병행처리

한 결과가 셀레늄을 단독으로 처리하였을 때 보다 세포증식억

제 효과가 더 강하게 나타나는 것을 확인하였다.

HT-29 세포에 Akt siRNA를 이용하여 gene knockdown을

시킨 뒤 세포증식억제 효과를 알아보기 위하여 MTT assay를

실시하였다. 그 결과 Fig. 6에서와 같이 control군에서는 셀레

늄을 0.25 mM 처리하였을 때 약 57%의 생존률을 보였으나

동일한 조건에서 Akt siRNA transfection 군에서는 약 43%의

생존율을 보였다. 셀레늄을 0.5 mM 처리하였을 때에도 con-
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Fig. 6. Inhibition of cell growth through Akt deficiency in sele-

nium treated HT-29 cells. Cells were transiently trans-

fected with p-Akt1 siRNA or a nonspecifiec siRNA

(control) for 72 hr and treated with selenium (0.25-0.5

mM). Cell viability was measured by MTT assay (A).

Fig. 7. Regulation of COX-2 by Akt dependency in selenium

treated HT-29 cells. Cells were transiently transfected

with p-Akt1 siRNA or a nonspecifiec siRNA (control)

for 72 hr and treated with 0.5 mM of selenium for 6

hr. Protein levels of p-Akt and COX-2 were detected by

Western blotting.

trol군에서는 약 34%의 생존률을 보였으나 Akt siRNA trans-

fection 군에서는 약 13%생존율을 나타내었다.

Akt siRNA에 의한 셀레늄의 COX-2 신호분자의 조절

Akt가 COX-2를 조절하는 조절자로서 작용할 수 있는지 알

아보기 위하여 Akt siRNA를 이용하여 gene을 knockdown

시킨 뒤 셀레늄을 0.5 mM 처리하여 COX-2의 발현을 확인하

였다. 그 결과 Fig. 7에서와 같이 control군에 비하여 Akt

siRNA transfection 군에서의 COX-2 발현은 약하게 나타났으

나 COX-2의 발현이 완전히 저해되지는 않았으며 셀레늄을

처리하였을 때 아무것도 처리하지 않은 none에 비하여 COX-2

의 발현이 저해된 것을 확인하였다. 이러한 결과는 셀레늄이

Akt 경로를 거치지 않고도 COX-2의 발현을 저해하는 것으로

보인다.

고 찰

셀레늄은 우리 몸에 필수적인 미량원소로, 단백질을 구성하

고 여러 생화학적 기능을 하며, 생체내에서 주로 유기 형태인

셀레노메티오닌(selenomethionin, Sem) 및 셀레노시스테인

(selenocysteine, Sec), 항산화효소와 셀레노시스테인을 포함

하는 셀레노 단백질로 존재한다[19]. 셀레늄은 항산화 작용 및

면역기능 강화, 항암효과를 가지고 있다는 연구가 보고되었

다. 셀레늄은 산화적 스트레스를 받았을 때 glutathione perox-

idase와 같은 항산화효소를 생성해 내어 항산화 작용을 하는

것으로 알려져 있다[18]. 또한 여러 암세포종에서 세포성장을

억제하며, 전사인자의 활성을 조절하여 암세포의 세포사멸을

유도하는 것으로 알려져 있다[5,7,21].

Akt는 대장암을 비롯한 여러 암종에서 과발현되어 있다고

보고되었으며 물질대사, 세포 성장, 생합성, 분화 그리고

apoptosis의 억제와 같은 세포내 활동에 다양한 영향을 미치

는 것으로 알려져 있다[9]. Akt는 anti-apoptotic protein인 cy-

clic- AMP response element-binding protein (CREB) 등을 활

성화 시키며 IκB를 인산화 시키는 IκB kinase (IKK)를 활성화

하여 IκB를 분해하고, NF-κB가 핵 내로 이동시킴으로써 여러

발암유전자들의 발현을 촉진시키는 것으로 보고되었다[3, 15].

뿐만 아니라 Wnt 신호경로의 주요 조절자인 GSK3β의 인산화

를 촉진시킴으로써 Wnt 신호경로의 전사인자인 β-catenin의

핵 내 이동을 촉진하는 것으로 보고되었다[10]. Akt가 암세포

의 증식과 성장에 관여하는 신호경로들에서 중요분자로서 작

용하고 있다는 보고에 따라, 본 연구에서는 HT-29 세포에 셀

레늄을 처리하였을 때 세포증식억제 효과를 알아보았고, Akt

의 활성억제에 따른 세포증식억제의 시너지 효과를 알아보고

자 하였다. 이를 위하여 먼저 셀레늄을 농도별과 시간별로 처

리하여 HT-29 세포의 생존율을 측정하였다. Fig. 1A, B에서

보이는 바와 같이 아무것도 처리하지 않은 대조군에 비하여

셀레늄을 농도별로 처리하였을 때, 셀레늄의 농도가 높아짐에

따라 HT-29 세포의 생존율이 감소하였고, Fig. 2에서와 같이

이러한 암세포의 생존율 감소가 apoptosis에 의한 것임을 확

인하였다. 선행연구들에서 HT-29 세포 및 Hep3B 간암세포에

셀레늄을 처리하였을 때 세포의 증식이 억제되고 apoptosis가

일어난다고 보고되었으며, 선행연구 및 본 실험에서 수행한

연구결과를 통하여 셀레늄이 암세포의 증식을 억제하고

apoptosis 유도효과가 있음을 확인 할 수 있었다[12,20].

셀레늄의 세포증식억제 효과에 있어서 세포증식에 관여하

는 Akt 및 COX-2 신호분자의 활성을 Western blotting을 통해

관찰한 결과, Fig. 3에서와 같이 셀레늄을 농도별로 처리하였

을 때 Akt의 활성형인 p-Akt의 발현은 감소하였고, COX-2의

발현 역시 감소하였다. 최근 연구에서 ER-negative, HER2-

positive한 유방암에서 COX-2의 과 발현은 Akt 신호경로의

활성을 통하여 일어난다고 보고되었다[6]. 따라서 Akt가 세포
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내에서 COX-2와 결합하여 신호전달을 촉진하는지 알아보기

위하여 immunofluorescence를 실시한 결과, Fig. 4에서 나타

난 바와 같이 셀레늄에 의하여 p-Akt와 COX-2의 발현은 감소

되지만 p-Akt는 세포질에서 발현이 조절되며, COX-2는 핵내

에서 발현이 조절되어 둘이 결합하여 작용하는 것은 아님을

확인할 수 있었다. Akt와 COX-2가 HT-29 대장암세포의 증식

에 미치는 영향을 알아보기 위하여 Akt의 저해제인 LY294002

와 COX-2의 저해제인 celecoxib를 처리하여 세포 생존률을

측정한 결과, Fig. 5에 나타난 바와 같이 LY294002와 celecoxib

를 처리하였을 때 세포의 증식이 억제됨을 확인하였고, 이들

저해제를 셀레늄과 병행처리하였을 때 셀레늄의 세포증식억

제효과가 더 높게 나타남을 확인하였다. 최근 연구들에서 셀

레늄이 PI3K/Akt 신호경로를 저해한다고 보고되었으며, 혈관

내피세포에서 셀레늄을 처리하였을 때 COX-2의 발현이 저해

된다고 보고되었다[16]. 또한 간세포의 간암형성에 있어서

Akt와 COX-2 신호경로의 활성이 매우 중요한 역할을 하고

있다고 보고되었고, COX-2의 upstream으로 Akt와 ERK가 작

용할 수 있다고 보고되었다[11,22]. 이러한 선행연구 및 본 실

험에서 수행한 연구결과를 비교해 보았을 때, 셀레늄을 처리

하였을 때 일어나는 HT-29 세포의 증식억제에 p-Akt 및

COX-2의 발현저해가 중요한 역할을 하는 것으로 보여진다.

Akt siRNA를 이용하여 gene knockdown을 시켰을 때

HT-29 세포의 증식 및 COX-2 신호분자의 발현 조절을 알아보

기 위하여 MTT assay 및 Western blotting을 실시하였다. 그

결과 Fig. 6에 나타난 바와 같이 셀레늄을 처리하였을 때 con-

trol군에 비하여 Akt siRNA transfection군에서 더 강하게 세

포의 증식이 억제되는 것을 확인하였다. 선행연구들을 통해

Akt가 COX-2의 upstream으로 작용할 수 있다는 보고에 따라

본 연구에서 Akt siRNA transfection을 통하여 COX-2의 조절

양상을 확인한 결과, Fig. 7에 나타난 바와 같이 Akt siRNA

transfection군에서 non-transfection군에 비하여 아무것도 처

리하지 않은 none의 COX-2 발현이 더 감소되었을 확인하였으

며 Akt siRNA transfection군에 셀레늄 0.5 mM을 처리하였을

때 COX-2의 발현이 저해되는 것을 확인하였다. 따라서 앞선

선행연구 및 본 연구결과를 통하여 HT-29 대장암세포의 증식

억제효과는 Akt와 COX-2신호분자의 조절을 통해 일어나며,

Akt의 활성억제가 COX-2의 발현 조절에도 영향을 미칠 수

있음을 확인할 수 있었다. 최근 연구들에서 HT-29 대장암세포

주에 커큐민을 처리하였을 때 AMP-activated protein kinase

(AMPK)가 COX-2를 저해한다는 것이 보고되었으며, 셀레늄

을 처리하였을 때 Akt의 저해는 AMPK에 의존적인 경로와

비의존적인 경로 모두를 통하여 일어날 수 있다고 보고되었다

[13,14]. 따라서, 셀레늄에 의한 COX-2의 저해는 Akt의 활성억

제를 통해 일어나는 것뿐만 아니라 AMPK와 같은 다른 신호

경로들의 조절을 통하여 일어날 수도 있다고 생각된다.

결론적으로, 본 연구를 통하여 셀레늄이 HT-29 세포의 증식

억제와 apoptosis를 유도하는 것이 밝혀졌으며, 이는 Akt와

COX-2 신호분자의 활성을 저해하는 것을 통해 일어나는 것으

로 보인다. 또한 셀레늄에 의한 세포증식억제효과에 있어서

Akt의 조절이 매우 중요한 역할을 하는 것으로 나타났으며,

Akt 신호분자의 저해가 셀레늄에 의한 세포증식억제 시너지

효과를 나타냄을 확인하였다. 그러나 본 연구결과를 통하여

Akt siRNA를 통한 Akt gene의 부재에도 COX-2의 발현이 나

타났으며, 이러한 조건에서 셀레늄이 COX-2의 발현을 억제하

는 것으로 보아 Akt가 존재하지 않을 때 COX-2의 조절에 있어

어떠한 신호분자들이 작용하는지 향후 진행될 연구과제로 여

겨진다.
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초록：HT-29 대장암세포에서 Akt 활성 저해에 따른 셀레늄의 세포 증식억제 효과

박송이1․김인섭1․이세희1․이솔화1․정다운1․박옥진2․김영민1*

(
1
한남대학교 생명나노과학대학 생명과학과,

2
한남대학교 생명나노과학대학 식품영양학과)

Akt는 세포의 증식과 분화에 관여하며 많은 암종에서 과발현되어 있다는 것이 보고되었다. 본 연구에서는 Akt

의 조절을 통한 셀레늄의 HT-29 세포의 세포증식억제 시너지효과를 확인하였다. 셀레늄을 농도별과 시간별로

처리하였을 때 HT-29 세포의 증식이 억제되었고, apoptosis가 일어남을 확인하였다. 셀레늄을 농도별로 처리하여

Western blotting 및 immunofluorescence를 실시한 결과 Akt의 인산화가 저해되었고 COX-2의 발현도 저해되었

다. 또한 Akt 저해제인 LY294002를 처리한 결과, HT-29 대장암세포의 증식이 억제되었으며, LY294002를 셀레늄

과 병행처리하였을 때 셀레늄에 의한 세포증식억제 효과가 더 강하게 나타나는 것을 확인하였다. Akt siRNA에

의한 Akt의 불활성화는 non-transfected 세포에 비하여 HT-29 세포의 성장을 더 강하게 억제하였으며, Akt가 불

활성화 되었을 때 COX-2의 발현 역시 non-transfected 세포에 비하여 감소된 것을 확인하였다. 따라서 HT-29 세
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