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인체 전립선 암세포에서 Methyl Gallate의 항암효과

권순재1
․이주혜2

․김재용3
․문광덕1

․이성태4
․서권일5†

1경북대학교 식품공학과, 2순천대학교 기초과학연구소 
3전라남도 천연자원연구원 

4순천대학교 생물학과, 5순천대학교 식품영양학과

Anticancer Activity of Methyl Gallate in RC-58T/h/SA#4 
Primary Human Prostate Cancer Cells

Soon Jae Kwon1, Ju Hye Lee2, Jae Yong Kim3, Kwang Deog Moon1, 

Sung Tae Yee4, and Kwon Il Seo5†

1Dept. of Food Science and Technology, Kyungpook National University, Daegu 750-701, Korea
2Research Institute of Basic Science, 4Dept. of Biologyand, and 

5Dept. Food and Nutrition, Sunchon National University, Jeonnam 540-742, Korea
3Jeonnam Institute of Natural Resources Research, Jeonnam 529-851, Korea

ABSTRACT In this study, we investigated the anticancer activity of methyl gallate (MG), which is the major bio-
logically active component of Galla Rhois, in RC-58T/h/SA#4 human prostate cancer cells. MG inhibited cell pro-
liferation in a dose-dependent manner. Cell death induced by MG increased the population of cells in sub-G1 phase, 
formation of apoptotic bodies, nuclear condensation, and DNA fragmentation. Apoptosis induced by MG was associated 
with activation of initiator caspases-8 and -9 as well as effector caspase-3. Endocrine disruptors such as dioxin and 
bisphenol A increased growth of RC-58T/h/SA#4 cells in charcoal-treated FBS (cFBS) medium. Cell proliferation 
was highest upon treatment with 1 nM and 0.1 μM dioxin and bisphenol A, respectively. MG also dose-dependently 
inhibited cell proliferation in RC-58T/h/SA#4 cells treated with endocrine disruptors. These results indicate that MG 
exerts anticancer effects on RC-58T/h/SA#4 primary human prostate cancer cells.
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서   론

암은 유전 장애, 대사 장애 및 발암물질 등과 같은 매우 

다양한 요인에 의해 발현된다. 최근까지 암에 관한 연구가 

계속 이어져왔음에도 불구하고 현재까지도 그 발생기전이 

정확하게 규명되지 못하고 있으며 발생빈도나 사망률 역시 

증가 추세를 나타내고 있다(1). 암의 국가별 사망원인 통계

를 살펴보면 암 사망률이 그 나라의 생활수준이나 식생활 

습관에 밀접한 관련이 있음을 알 수 있다. 세계적으로 전립

선암이나 대장암과 같이 후천적인 영향을 받아 유발되는 암

의 발생률과 사망률은 후진국이나 개발도상국보다 선진국

인 서양에서 더 높게 나타난다. 최근 우리나라에서도 산업 

및 경제의 발달로 인하여 식습관과 환경오염에 의해 유발되

는 암의 사망률이 증가하고 있으며(2), 그중에서 전립선암의 

발병률은 빠른 속도로 증가하고 있는 추세이다. 2012년 통

계청에서 발표한 우리나라의 사망 통계원인에 의하면 전립

선암에 의한 사망률은 2002년 인구 100,000명당 1.5%이었

으나, 2012년에 2.9%로 10년간 다른 종류의 암들에 비하여 

꾸준한 사망률 증가 추세를 보이고 있다(3). 전립선암은 대

부분 비 유전성으로 환경요인과 자연 발생적인 유전자 변성

이 전립선암 발생과 밀접한 관련이 있다고 알려져 있으며 

유전적인 소인, 남성호르몬인 테스토스테론(testosterone)

의 영향, 식이습관 등이 그 원인으로 알려져 있다(4,5). 기존

의 전립선암 세포에 관한 연구는 주로 상피로 전이된 형태의 

LNCaP-FCG 세포와 척추로 전이된 형태인 PC-3 세포를 

들 수 있다. 이러한 세포들은 전립선에서 각각 상피 및 척추

로 전이된 후의 형태를 가지고 있어 순수한 전립선암이라고 

보기는 어렵다. 하지만 본 연구에 사용된 인체 전립선암 

RC-58T/h/SA#4 세포는 전이되기 전 형태의 primary 

cancer tissue로부터 분리된 세포로서 앞으로 전립선암 연

구를 위한 새로운 인체 암세포 배양 모델로서 중요한 역할을 

할 것으로 생각된다(6). 

최근 기존의 항암제 부작용에 대한 문제점들이 보고되고 

있다. 이러한 부작용에 대한 문제점을 해결하기 위하여 인체

에 안정성이 입증된 천연물로부터 추출 및 분리한 생리활성
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을 가지는 물질들을 이용한 기능성 식품 및 항암제 개발에 

대한 연구들이 진행되고 있다. 

오배자(Galla Rhois)는 옻나무과에 속하는 붉나무의 잎

에 진딧물이 자상을 주어 생긴 벌레집으로 일본, 중국과 함

께 우리나라 각지에 분포하고 있다(7). 예로부터 오배자는 

해열, 소염, 지열, 부인병, 건장, 화상, 해독, 노인의 만성 기

관지염 및 치질 등의 치료제로 사용되어져 왔다. 오배자의 

주성분은 methyl gallate, gallic acid 등과 같은 pyrogallol 

tannin으로 알려졌다(8). 오배자의 최근 연구동향은 탄닌 화

합물 분리 및 항균 활성(9,10), 세포 독성(11)에 관한 연구들

이 있다.

오배자의 주요 성분인 methyl gallate(MG)는 methyl- 

3,4,5-trihydroxybenzoic acid로 일반명으로 gallicin이라

고도 한다. MG는 solvent extraction, ultrafilteration, mo-

lecular sieve chromatography, reverse octylsine HPLC

에 의하여 천연물에서 순수 분리하였다(12). MG에 대한 생

리 활성 연구로는 항바이러스성 활성(12), 항산화 활성(13) 

및 항균효과(14), 구강암세포의 성장 억제효과(15) 등이 보

고되고 있다. MG에 대한 생리활성 연구들이 진행되고 있으

나 대부분이 항산화 및 항균효과 등에 대한 연구들만이 진행

되고 있으며 암세포의 증식 억제효과 및 세포 사멸 기전에 

관련한 항암효과에 대한 연구는 미흡한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 methyl gallate의 인체 전립선 암

세포(RC-58T/h/SA#4)에 대한 증식 억제효과 및 apopto-

sis를 통한 사멸기전에 대하여 조사하였다.

재료 및 방법

암세포 배양 및 methyl gallate 처리

본 실험에 사용한 인체 전립선암 세포주인 RC-58T/ 

h/SA#4는 Center for Prostate Disease Research(De-

partment of Surgery, Uniformed Services University of 

Health Sciences, Bethosda, MD, USA)로부터 분양받아 

실험에 사용하였으며, 100 units/mL의 Antibiotic Antimy-

cotic과 10% FBS(fetal bovine serum)가 첨가된 DMEM 

배지를 사용하였다. 암세포는 37°C, 5% CO2 incubator 

(HERA cell 150, Heraeus, Hanau, Germany)에서 주 2~3

회 0.25% trypsin-EDTA 용액으로 계대배양 하여 사용하

였으며, passage number가 10회 이상일 때는 폐기하고 새

로운 세포를 다시 배양하여 실험하였다. Methyl gallate 

(MG)는 Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구

입하여 에탄올로 용해하여 본 연구에 사용하였다.

Charcoal-treated FBS 제조

Serum의 호르몬 활성을 최소화하기 위하여 FBS에 5% 

charcoal을 처리하여 55°C에서 30분 동안 교반한 후 3,000 

rpm, 4°C, 20분간 원심분리 하여 상등액을 취하였고, 이를 

2회 반복하여 얻은 상등액을 0.45 μm micro filter로 여과하

여 charcoal-treated FBS(cFBS)를 얻은 후 -20°C에서 보

관하여 실험에 사용하였다(16).

암세포 증식 억제효과  

Monolayer로 자란 전립선 암세포주를 0.25% trypsin- 

EDTA 용액으로 처리하여 single cell로 만든 후 최종농도

가 1×105 cells/mL가 되도록 희석하여 24 well plate에 분

주한 다음 37°C, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양

한 후, MG를 농도별로 첨가하여 24시간 반응시켜 암세포 

증식 정도를 sulforhodamine B(SRB, Sigma-Aldrich Co.) 

및 cell counting 방법에 의하여 측정하였다(17,18).

형태학적 관찰

Monolayer로 배양한 RC-58T/h/SA#4 세포를 각 well

당 1×106 농도로 6 well plate에 분주하고 24시간 배양 후 

MG를 농도별로 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 배양이 

종료된 후 위상차 현미경(LP-1, Leica, Wetzlar, Germa-

ny)을 이용하여 대조군과 시료처리군의 형태학적 변화를 관

찰하였다.

Sub-G1의 함량 측정

Monolayer로 배양한 RC-58T/h/SA#4 세포를 0.25% 

trypsin-EDTA 용액으로 처리하여 single cell로 만든 후 

배양액으로 최종농도가 1×106 cells/mL가 되도록 희석하

여 6 well plate에 분주한 다음 37°C, 5% CO2 incubator에

서 24시간 배양하였다. 24시간이 지난 후 각 well의 배양액

을 제거한 후 MG를 농도별로 well에 처리하여 24시간 더 

배양시킨 후 회수하였다. 회수한 세포를 PBS로 3회 세척하

고, 상층액을 제거한 다음 차가운 70% 에탄올 5 mL를 가하

고 4°C에서 하루 동안 방치하였다. 고정된 세포를 3회 세척

하고 0.1 mg/mL RNase를 처리하여 37°C에서 30분간 반응

시켰다. 반응 종료 후 1 mg/mL의 propidium iodide(PI) 용

액으로 30분간 염색하였다. 염색된 세포 현탁액은 Flow 

cytometer(EPICS XL, Beckman Coulter, Brea, CA, USA)

를 이용하여 세포주기를 분석하였다(19).

핵 형태학적 관찰

RC-58T/h/SA#4 세포를 1×106 cells/mL 밀도로 분주

한 다음 37°C, 5% CO2 incubator에서 24시간 배양한 후 

MG를 농도별로 처리하여 24시간 배양하였다. 배양이 종료

된 well에서 회수한 세포를 PBS로 3회 세척하고 Hoechst 

33258(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)을 첨가

하여 실온에서 20분 염색한 후 형광 현미경으로 관찰하였다

(20).

DNA 분절 정량

Monolayer로 배양한 세포를 0.25% trypsin-EDTA 용

액으로 처리하여 single cell로 만든 후 배양액으로 최종농
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도가 1×106 cells/mL가 되도록 희석하여 6 well plate에 

분주한 다음 37°C, 5% CO2 incubator에서 24시간 배양하

였다. 24시간이 지난 후 각 well의 배양액을 제거한 후 MG

를 농도별로 well에 처리하여 24시간 더 배양시켰다. 세포

를 수거하여 용해 완충액(lysis buffer)을 첨가하여 30분간 

실온에서 세포를 용해시키고, 200×g에서 10분간 원심분리 

하였다. 100 μL의 coating solution(biotinylated anti his-

tone)을 96 well plate에 분주하여 흡착시킨 후에 100 μL의 

용해시킨 상층액과 peroxidase-coupled anti-DNA anti 

bodies를 차례로 첨가하여 90분간 반응시켰다. 반응이 끝난 

각 well에 200 μL의 washing solution을 분주하여 3회 세

척하고, 100 μL의 ABTS[2,2' azino-bis(3-ethylbenzo-

thiazoline-6-sulfonate)] 기질(substrate)을 첨가하여 20

분간 반응시킨 후 microplate reader(Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA)를 이용하여 파장 405 nm에서 흡광도

를 측정하였다(21).

Caspase 활성 측정

Caspase의 활성은 colorimetric assay kit(BioVision, 

Milpitas, CA, USA)로 제조사의 방법에 따라 측정하였다. 

즉 monolayer로 배양한 RC-58T/h/SA#4 세포를 0.25% 

trypsin-EDTA 용액으로 처리하여 single cell로 만든 후 배

양액으로 최종농도가 1×107 cells/mL가 되도록 희석하여 

10 cm dish에 분주한 다음 37°C, 5% CO2 incubator에서 

24시간 배양하였다. 24시간이 지난 후 각 dish의 배양액을 

제거한 후 다양한 농도의 MG를 dish에 처리하여 24시간 

더 배양시켰다. 반응이 종료된 dish에서 회수한 세포를 PBS

로 3회 세척 후 상등액을 제거한 세포에 50 μL lysis buffer

를 첨가하여 용해하고, caspase-3(DEVD-pNA), caspase- 

8(IETD-pNA), caspase-9(LEHD-pNA)와 함께 37°C에

서 2시간 간격으로 배양하였다. 반응 종료 후 96 well plate

용 microplate reader로 405 nm에서 흡광도를 측정하여 

활성 정도를 확인하였다(22).

Caspase inhibitor 활성 측정

Monolayer로 배양한 RC-58T/h/SA#4 세포를 0.25% 

trypsin-EDTA 용액으로 처리하여 single cell로 만든 후 

배양액으로 최종농도가 1×105 cells/mL가 되도록 희석하

여 24 well에 분주한 다음의 상등액을 모두 제거하고 MG를 

처리하기 2시간 전에 2 μM의 caspase-family inhibitor 

(z-VAD-fmk)가 첨가된 배양액을 처리하여 37°C, 5% CO2 

incubator에서 배양하였다. 2시간 후 MG를 농도별로 처리

하고 24시간 더 반응시켰다. 반응이 종료된 후 24 well의 

세포를 수거하여 trypan blue 용액으로 염색하여 생존 세포

와 죽은 세포를 각각 counting하였다(23).

Western blot을 이용한 단백질 측정

Monolayer로 배양한 세포를 0.25% trypsin-EDTA 용

액으로 처리하여 single cell로 만든 후 배양액으로 최종농

도가 1×107 cells/mL가 되도록 희석하여 10 cm dish에 첨

가한 다음 37°C, 5% CO2 incubator에서 24시간 배양하였

다. 24시간이 지난 후 각 dish의 배양액을 제거한 후 다양한 

농도로 준비한 시료가 포함된 새 배양액을 dish에 첨가하고 

48시간 더 반응시켰다. 반응이 종료된 dish에서 회수한 세

포를 PBS로 3회 세척 후 500 μL lysis buffer(50 mM Tris, 

150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 50 mM NaF, 30 mM 

Na4P2O7, 1 mM PMSF, 2 μg/mL aprotinin)를 첨가하여 

얼음에서 용해하였다. 세포 용해액과 2×sample buffer를 

동량으로 섞어 65°C에서 5분간 끓인 후 8%와 12% sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE)를 시행하였다. 전기영동이 끝난 gel의 단백

질을 nitro-cellulose membrane으로 transfer한 후 block-

ing buffer(2.5%, 5% BSA)로 상온에서 1시간 반응시킨 후 

primary antibody(anti-PARP, anti-Bax, anti-Bcl-2, an-

ti-Bid, anti-cytochrome c)를 희석하여 4°C에서 하루 동

안 반응시켰다. T-TBS로 1시간 이상 세척하고 secondary 

anti-rabbit IgG conjugated HRP를 희석하여 4°C에서 1시

간 반응시켰다. 반응 종료 후 membrane을 T-TBS로 1시간 

이상 세척하고 enhanced chemiluminescence kit(ECL 

kit)를 사용하여 필름에 노출시켜 단백질을 확인하였다(19).

통계처리

실험결과는 평균±표준편차로 표시하였으며, 각 실험군

을 대조군에 대한 백분율로 나타내었다. 각 군 간의 통계적 

유의성에 대한 검증은 Student's t-test를 이용하여 유의성 

여부를 판정하였다(P<0.05).

결과 및 고찰

Methyl gallate의 RC-58T/h/SA#4 암세포의 증식 억제

효과

MG가 인체 전립선암 세포인 RC-58T/h/SA#4 세포의 증

식에 어떠한 영향을 미치는지를 trypan blue assay를 통하

여 확인하였다(Fig. 1A). 배양한 암세포에 MG를 농도별로 

처리한 뒤 24시간 더 배양시킨 결과 농도 의존적으로 암세

포의 증식을 억제시킴을 알 수 있었다. 특히 250 μM의 농도

에서 약 60% 이상의 사멸률을 보여 높은 암세포 증식 억제

효과가 있음을 알 수 있었다. 따라서 MG는 인체 전립선 암

세포 증식을 억제하는 효과를 가지고 있음을 추측할 수 있었

다. 또한 MG의 첨가에 따른 RC-58T/h/SA#4 세포의 형태

학적 변화를 확인하기 위해 농도별로 MG를 처리하여 24시

간 반응 후 각 농도별로 형태학적 변화를 현미경으로 관찰하

였다(Fig. 1B). 무 처리군의 경우 well plate에 안정적으로 

부착되어 정상적인 증식이 이루어진 모습인 반면, MG를 처

리한 군의 경우 농도 의존적으로 세포의 증식이 감소하였으

며 세포가 well plate로부터 분리되어 배양액에 부유한 모습
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(A)

 

(B)

Fig. 1. Effect of MG on the viability of RC-58T/h/SA#4 human 
prostate cancer cells. (A) Cells were treated with MG (10, 50, 
and 250 μM) for 24 hr after which the viability of cells was 
determined by trypan blue exclusion assay. Data values were 
expressed as mean±SD (n=3). Significant differences were com-
pared with the control at *P<0.05 using the Student's t-test. 
(B) After 24 hr incubation with 50 and 250 μM MG, cell  mor-
phology was visualized by inverted microscopy. Magnification 
×200.

Fig. 2. Effect of MG on apoptosis in
RC-58T/h/SA#4 human prostate can-
cer cells for 24 hr. (A) Apoptotic body
formation was observed under a fluo-
rescent microscope after Hoechst 33258 
staining (magnification×400). (B) 
Sub-G1 content was detected by flow
cytometry after propidium iodide 
staining. Significant differences were
compared with the control at *P<0.05
using the Student's t-test. (C) DNA 
fragmentation was measured using 
cell death detection ELISAplus kit. Data
values were expressed as mean±SD
(n=3). Significant differences were 
compared with the control at *P<0.05
by Student's t-test.

이었다. 또한 세포는 일정한 모양을 잃고 크기가 줄어든 것

을 미루어 보아 세포의 사멸이 이루어짐을 알 수 있었다. 

Methyl gallate가 RC-58T/h/SA#4 세포의 apoptosis

에 미치는 영향

MG의 처리에 따른 RC-58T/h/SA#4 세포의 사멸이 

apoptosis에 의해 유도되는지를 Hoechst 33258 염색을 통

한 핵 관찰, sub-G1 함량 변화 및 DNA 분절량 변화 측정을 

통해 확인하였다. 먼저 RC-58T/h/SA#4 세포에 MG를 50 

및 250 μM 농도로 첨가하여 24시간 배양한 후 Hoechst 

염색하여 핵의 형태 변화를 관찰하였다(Fig. 2A). 즉 대조군

의 핵은 손상 없이 형태가 일정한 반면, MG를 처리한 군의 

핵은 손상되어 절편되어졌으며, apoptosis의 특징 중 하나

인 apoptotic body가 형성된 것을 관찰할 수 있었다. 또한 

MG에 의해 유도된 apoptosis 정도를 정량적으로 분석하기 

위하여 MG를 농도별로 24시간 처리하고 PI 염색약으로 염

색시켜 sub-G1의 함량 변화를 flow cytometry로 분석하였

다(Fig. 2B). 분석 결과 MG의 농도에 의존적으로 sub-G1 

함량이 증가하였으며, 특히 250 μM의 농도에서는 sub-G1 

함량이 약 19.4%로 증가하였다. Han 등(24)에 따르면 py-

rogallol이 인체 폐암 세포주인 Calu-6의 세포의 sub-G1의 

함량 변화를 측정한 결과 농도 의존적으로 sub-G1의 함량

이 증가한다고 보고하였다. MG의 처리에 따라 RC-58T/h/ 

SA#4 세포에서 apoptosis가 진행될 때 세포에서 나타나는 

DNA의 분절을 정량적으로 분석하기 위해 Cell death de-

tection ELISAplus kit(Roche, Basel, Switzerland)를 이용

하였다(Fig. 2C). RC-58T/h/SA#4 세포에 MG를 50 및 

250 μM의 농도로 처리하였을 때, 각각 대조군에 비교한 측

정값이 각각 1.64, 1.88로 나타났다. Saeki 등(25)은 차 카

테킨에서 폴리페놀계 물질들을 분리하여 인체 임파선 암세

포에 처리한 결과 DNA 분절이 일어났다고 보고하고 있다. 

위의 결과들을 종합하여 볼 때 본 실험에서 사용한 폴리페놀

계 화합물인 MG의 처리에 따른 RC-58T/h/SA#4 세포의 

사멸은 apoptosis와 연관이 있음을 알 수 있었다.
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Fig. 3. Caspase activity in RC-58T/h/SA#4 cells treated with 
MG. Data values were expressed as mean±SD (n=3). Significant
differences were compared with the control at *P<0.05 by 
Student's t-test.

Fig. 4. Effect of caspase inhibitor (z-VAD-fmk) on cell death 
induced by MG. RC-58T/h/SA#4 cells were preincubated with 
10 μM z-VAD-fmk for 2 hr and then treated with various con-
centrations of MG. Data values were expressed as mean±SD
(n=3). Significant differences were compared with the control 
at *P<0.05 by Student's t-test.

Fig. 5. Effect of MG on the PARP cleavage in RC-58T/h/SA#4
cells. RC-58T/h/SA#4 cells were incubated with 50 and 250 μM 
MG for 24 hr after which cells were harvested and lysed. Protein
lysate were subjected to 12% SDS-PAGE and then immuno-
blotted with corresponding antibodies.

Methyl gallate에 의한 caspase 활성

MG를 처리한 RC-58T/h/SA#4 세포의 사멸에 있어 

caspase-3, -8 및 -9의 활성 여부를 colorimetric assay 

kit(BioVision)를 사용하여 측정하였다(Fig. 3). 즉 MG를 

RC-58T/h/SA#4 세포에 10, 50 및 250 μM 농도로 처리하

여 24시간 배양하고 kit를 이용하여 caspase들의 활성을 

측정한 결과 농도 의존적으로 활성이 증가하였다. 앞서 실험

한 결과를 바탕으로 MG를 처리한 RC-58T/h/SA#4 세포의 

apoptosis는 caspase의 활성에 의해 유도됨을 추측할 수 

있었다. 이를 재확인하기 위하여 caspase inhibitor인 z- 

VAD-fmk를 처리하여 확인하였다(Fig. 4). RC-58T/h/ 

SA#4 세포를 배양하여 z-VAD-fmk 처리군과 무 처리군에 

MG를 농도별로 처리한 후 trypan blue assay를 이용하여 

측정한 결과 무 처리군의 경우 50 및 250 μM의 농도에서 

높은 사멸률을 보였으나, 처리군의 경우 무 처리군에 비해 

낮은 사멸률을 나타내었다. 위 결과를 통하여 MG에 의한 

인체 전립선 암세포의 apoptotic 세포 사멸 유도가 caspase 

활성 경로에 의한 것임을 증명할 수 있었다. Kang 등(26)은 

resveratol을 RC-58T/h/SA#4 primary 전립선 암세포에 

24시간 처리하였을 때 100 μM 이상의 농도에서 대조군에 

비해 약 1.5배 정도 caspase의 활성이 증가하였다고 보고하

고 있다.

Methyl gallate에 의한 PARP 단백질 발현의 변화

MG가 RC-58T/h/SA#4 세포에 apoptosis를 유도하는데 

관련하는 단백질의 종류를 알아보기 위해 western blot법

을 시행하였다. Effector caspase인 caspase-3는 PARP와 

같은 단백질들의 cleavage를 유도하여 apoptosis를 유도한

다(27). MG가 PARP 단백질의 발현에 cleavage를 유도하

여 apoptosis를 유도하였는지 확인한 결과는 Fig. 5와 같다. 

즉 MG를 처리하지 않은 경우 cleaved PARP가 발현되지 

않았으나, 50 및 250 μM로 처리한 경우 cleaved PARP가 

발현되었음을 확인하였으며 높은 농도에서 cleaved PARP

의 발현이 높아진 것을 관찰할 수 있었다. Chen 등(28)은 

가자나무로부터 분리한 polyphenol 화합물들을 인체 혈구

암 세포인 HL-60에 처리하였을 때 50 μg/mL 이상의 농도

에서 caspase-3의 활성을 유도하였으며 cleaved PARP가 

발현되었다고 보고하였다. 따라서 MG는 caspase-3의 활

성을 유도함으로써 cleaved PARP 단백질의 발현을 증가시

켜 apoptosis를 유도함을 확인하였다. 

Methyl gallate에 의한 Bcl-2 family 단백질 발현의 변화

MG를 RC-58T/h/SA#4 세포에 처리하였을 때 apopto-

sis와 가장 밀접한 연관성을 가지는 단백질인 Bcl-2 family 

단백질의 발현에 영향을 미치는지를 western blot법을 통

해 확인하였다(Fig. 6). Anti-apoptotic 분자로서 apopto-

sis의 유발을 억제하는 기능을 가진 Bcl-2 단백질의 발현은 

MG 농도가 높아질수록 줄어들었으며, pro-apoptotic 분자

로서 apoptosis의 유발을 유도하는 Bax 단백질의 발현은 

농도가 높아질수록 증가함을 확인하였다. 한편 활성화된 

caspase-8은 Bid 단백질의 cleavage를 유도하여 tBid 단

백질의 발현을 증가시키고 발현된 tBid 단백질은 미토콘드

리아로 이동하여 cytochrome c 단백질의 방출을 유도한다. 

이를 확인하기 위하여 Bid 단백질의 cleavage와 cyto-

chrome c 단백질의 발현을 확인한 결과 농도가 높아질수록 

tBid 단백질의 발현이 증가하였으며 또한 cytochrome c 단

백질의 발현이 증가하였음을 확인하였다. Hong과 Kim(29)
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Fig. 6. Effect of MG on the levels of Bcl-2 family proteins 
in RC-58T/h/SA#4 cells. RC-58T/h/SA#4 cells were incubated
with 50 and 250 μM MG for 24 hr after which cells were har-
vested and lysed. Protein lysate were subjected to 12% SDS- 
PAGE and then immunoblotted with corresponding antibodies.

(A) (B)

Fig. 7. Effect of endocrine disruptions in RC-58T/h/SA#4 cells treated with MG. (A) RC-58T/h/SA#4 cells were treated with 1%
cFBS, 1% cFBS+dioxin and 1% cFBS+dioxin+each concentration of MG for 24 hr. (B) RC-58T/h/SA#4 cells were treated with
1% cFBS, 1% cFBS+bisphenol A and 1% cFBS+bisphenol A+each concentration of MG for 24 hr. Cell viability was determined 
by SRB assay. Data values are expressed as mean±SD of triplicate determinations. Significant differences were compared with 
control at *P<0.05 by Student's t-test.

은 인체 유방암 세포인 MDA-MB-231에 epigallocatechin 

gallate을 처리하였을 때 Bcl-2 family 단백질인 Bax와 

Bcl-2의 단백질 발현을 조절함으로써 apoptosis 유도를 통

한 세포 사멸을 일으킨다고 보고하고 있다. 위의 결과를 통

해 MG는 Bcl-2 family 단백질의 발현에 영향을 주어 RC- 

58T/h/SA#4 세포에서 apoptosis를 유도하는 것을 알 수 

있었다.

Methyl gallate의 처리에 따른 환경 호르몬이 처리된 

RC-58T/h/SA#4 세포 증식 억제효과

전립선 암세포에 환경호르몬인 dioxin과 bisphenol A를 

호르몬을 제거한 배지에 각각 1 nM과 0.1 μM의 농도로 처

리하여 RC-58T/h/SA#4 세포를 증식시킨 후 MG를 다양한 

농도로 처리하여 72시간 동안 배양시켜 증식 억제효과를 

측정하였다(Fig. 7). 그 결과 dioxin과 bisphenol A를 처리

한 배지 모두에서 농도 의존적으로 암세포의 증식을 억제하

는 결과를 보였다. 특히 dioxin과 bisphenol A를 처리한 군 

모두 250 μM의 농도에서 높은 억제율을 나타내었다. Kwon 

등(30)은 dioxin과 bisphenol A의 처리에 의해 증식이 유도

된 RC-58T/h/SA#4 인체 전립선 암세포에서 산수유 에탄

올 추출물이 전립선 암세포의 증식을 억제하였으며, Kim 

등(31)은 환경호르몬에 의해 유도된 MCF-7 유방암 세포의 

증식이 유자와 탱자의 과피 에탄올 추출물의 처리로 인해 

농도 의존적으로 억제되었다고 보고하였다. 따라서 본 실험

의 결과로 MG가 환경호르몬으로부터 유도된 RC-58T/h/ 

SA#4 전립선 암세포의 비정상적인 과증식을 억제함을 확인

할 수 있었다. 

요   약

본 연구에서는 MG의 RC-58T/h/SA#4 인체 전립선 암세포

에 대한 증식 억제 및 apoptosis 유도효과에 대하여 확인하

였다. MG는 RC-58T/h/SA#4 세포의 증식을 농도 의존적

으로 억제하였다. 이러한 MG에 의한 RC-58T/h/SA#4 세

포의 사멸이 apoptosis에 의해 일어나는지를 sub-G1 함량 

측정 및 Hoechst 33258 염색을 이용하여 확인하였다. 그 

결과 MG를 처리한 군의 sub-G1의 함량이 대조군에 비하여 

증가하였으며, methyl gallate를 처리한 군에서 핵의 응축

과 apoptotic body 형성을 Hoechst 33258 염색을 통하여 

관찰할 수 있었다. 또한 RC-58T/h/SA#4 세포에서 MG가 

유도하는 apoptosis의 기전을 확인하기 위하여 다양한 실험

을 실시하였다. MG는 DNA의 분절량 증가 및 caspase 활성

을 유도하였으며, 활성화된 caspase-8, -9 및 -3에 의해 

PARP와 Bid 단백질의 분절을 발현시켰으며, Bcl-2 family 

단백질의 발현에 영향을 미쳐 apoptosis를 유도하였음을 확

인하였다. 한편 환경호르몬인 dioxin과 bisphenol A를 다양

한 농도로 처리한 결과 각각 1 nM, 0.1 μM 농도에서 가장 

높은 전립선 암세포 과다증식을 유도하였으며, 이를 바탕으

로 MG를 농도별로 처리한 결과 환경호르몬에 의해 유도된 

인체 전립선 암세포의 증식을 농도 의존적으로 억제시켰다. 

본 연구 결과 MG는 RC-58T/h/SA#4 전립선 암세포에서 
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apoptosis 유도를 통한 암세포 성장 억제효과를 가지고 있

음을 확인하였으며, 환경호르몬에 의해 유발될 수 있는 암에 

대해서도 유사한 보호효과를 가지고 있음을 증명하였다. 
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