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 본 연구는 우리나라 해안에서 널리 서식 중인 해양 자원 중 하나인 전복(Haliotis discus hannai)
의 차세대염기서열분석 데이터 기반으로 선별한 신규 펩타이드의 항암 활성을 평가한 연구이
다. 펩타이드의 항암 활성은 교모세포종 세포주인 SNU-489에서 농도 의존적으로 처리 시간에 
비례하여 증가하였으며, 200 μM로 48시간 처리하였을 때 암 세포 사멸율이 67%로 가장 높게 
나타났다. 반면 정상 세포인 HaCaT에서 가장 높은 세포 사멸율은 18%로 농도 의존적이었으나 
처리 시간과는 무관하였다. 또한 신규 펩타이드의 항암 메커니즘 과정을 밝히기 위해 세포자
멸괴사(Necroptosis) 관련 유전자의 발현 변화를 qRT-PCR 방법을 통해 검증하였다. RIPK3는 신
규 펩타이드 처리군에서 200 μM 처리 시 9배 이상 발현 증가, MLKL는 100 μM 처리군에서 
대조군 대비 2배 이상 유의미하게 발현이 증가되었다. 이러한 결과로 미루어 볼 때, 전복 유래 
신규 펩타이드는 암 세포 특이적으로 세포 독성을 가지며, 세포자멸괴사 메커니즘을 통해 암 
세포 사멸을 일으키는 것으로 추측되므로 신규 펩타이드가 추후 교모세포종 치료제의 후보
물질로 활용될 수 있을 것으로 사료된다. 
 
Glioblastoma is one of the highly aggressive central nervous system tumors and it is 
difficult to treat owing its anatomical location. Peptides are novel class of drugs which 
has the potential to cross the blood brain barrier and exerts its anti-tumor activity. Here, 
we discovered a novel peptide from abalone (Haliotis discus hannai) next generation 
sequencing (NGS) data and tested its anticancer effect on glioblastoma cell line SNU-489. 
The anticancer activity was measured using a cytotoxicity assay in a time and dose-
dependent manner. A concentration and time dependent increase in the cytotoxicity 
was seen in cells treated with the novel peptide. The highest cytotoxicity rate of about 
67% was observed in SNU-489 cells treated with 200 μM peptide for 48 hrs. However, 
the cytotoxic effect was not or less observed in a normal skin cell line HaCaT at similar 
concentration, thus, evident of peptide's cell specific anticancer activity. In addition, the 
gene expression level of necroptosis-related genes was analyzed by qRT-PCR to elucidate 
the anticancer mechanism of the novel peptide. RIPK3 expression was significantly increased 
by 9.6-fold in 200 μM of novel peptide treatment group, and MLKL expression level was 
significantly elevated by 2-fold in 100 μM treated group compared to the control group. 
Therefore, this study confirmed that the novel abalone-derived peptide has anticancer 
potency, and it causes cancer cell death through the necroptosis mechanism. Collectively, 
these results suggest that the novel peptide could be candidate anticancer agent for the 
treatment of glioblastoma in the future. 
 
Keywords: Haliotis discus hannai(전복), Anticancer(항암), Peptide(펩타이드), Next 
generation sequencing(차세대염기서열분석), Glioblastoma(교모세포종) 
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서 론 

전복(Haliotis discus hannai)은 우리나라 해안에서 많이 서식하
는 수산생물로 여러 영양소가 풍부하여 건강식으로 애용되는 해
양 자원이다. 나아가 전복을 여러 형태로 가공한 가공물 및 추출 
성분을 이용하여 화장품, 건강식품 등의 기능성 자원으로 연구 및 
활용되고 있다(Kim et al., 2006; Li et al., 2012; Lim, 2014; Ko et al., 
2016; Lee et al., 2016). 전복 유래 펩타이드는 피부 질환 개선부터 
항균, 항염, 항산화 활성(De Zoysa et al., 2009; Seo et al., 2016; 
Chen et al., 2019; Choi et al., 2020) 등 다양한 분야에 걸쳐 연구가 
이루어지고 있으며, 특히 항암 분야에서는 위암 세포주(Kim et al., 
2013)와 섬유육종 세포주(Gong et al., 2019)에서 생장 및 전이 억
제 효과가 있음이 밝혀졌다. 하지만 항암 분야의 연구 성과는 다
른 분야에 비해 더욱 부족한 실정으로, 다양한 암 종 및 항암 메
커니즘에 대한 연구가 필요한 상황이다. 

교모세포종(Glioblastoma)은 높은 치명도와 공격적인 특성을 가
지는 악성 뇌종양으로 방사선과 화학적 요법에 저항성을 가지며, 
뇌혈관 장벽(Blood-Brain Barrier)의 낮은 투과도로 인해 약물 전달
력이 저하되어 치료에 어려움을 겪고 있다(Oberoi et al., 2016). 최
근까지도 효과적인 항암제 개발이 이루어지지 않아 수술적 치료 
방법에 의존하고 있으며, 국내에서는 치료제 연구 또한 비활성화 
되어 있는 분야이다. 최근 연구를 살펴보면, 교모세포종을 포함
하여 다양한 암 종에서 세포 사멸 과정 중 세포자멸괴사(Necro- 
ptosis)을 목적으로 하는 치료 전략이 대두되고 있다. 세포자멸괴
사는 교모세포종의 종양 형성 및 악성 발달의 원인 중 하나인 세
포자멸사 내성(Apoptosis resistance)을 극복하는 메커니즘으로 알
려져 있다(Pagano et al., 2022). 세포자멸괴사 신호전달 과정에서 
RIPK1, RIPK3, MLKL 등의 유전자가 매개 인자로 알려져 있으며, 
교모세포종 세포주인 U118을 이용한 연구에서 후보 약물 처리 
시, RIPK1과 RIPK3과 연관된 세포자멸괴사가 유발됨이 확인되었다
(Melo-Lima et al., 2015). 이러한 연구에 기반하여, 본 연구에서는 
세포자멸괴사 관련 유전자 발현 변화를 관찰하여 신규 펩타이드
의 항암 메커니즘을 확인하고자 하였다. 

4차 산업혁명 시대를 맞아 범람하는 정보와 데이터를 효율적이
고 생산적으로 이용하기 위한 연구가 활발히 이루어지고 있다. 
특히 의료 분야에서는 바이오 빅데이터가 의료 서비스 개선, 질병 
진단 및 치료 그리고 신약 개발 분야에서 중요하게 활용되고 있
다(Lee et al., 2020). 전통적 방식의 신약 개발은 10년 이상의 기간
이 소요되나 성공률은 매우 낮은 고비용 산업이다. 또한 생물학
과 화학 등 여러 학문의 통합 및 연계가 필요한 분야로 관련 빅
데이터를 잘 활용하기만 한다면 신약 개발의 효율성을 매우 높일 
수 있어 데이터 활용의 중요성이 대두되고 있다(Jung and Kwon, 
2021). 이번 연구에 사용된 신규 펩타이드는 전복의 NGS 데이터 
기반으로 선별되었으며, 기존 연구에서 전복 추출물 제조와 정제, 
성분 분석 등의 과정이 생략되었기에 매우 경제적이고 효율적으

로 개발되었다. 
따라서, 이번 연구를 통해 높은 약물 저항성, 낮은 약물 투과성

으로 치료제 개발에 어려움을 겪고 있는 교모세포종을 대상으로 
전복의 NGS 데이터를 기반으로 추출된 신규 펩타이드의 항암 활
성과 작용 메커니즘을 확인하고, 경제적인 항암 후보물질로 연구 
가능성을 입증하고자 한다. 

재료 및 방법 

1. 전복 유래 신규 펩타이드의 선별 및 합성 

본 연구에서 사용한 전복 유래 신규 펩타이드(ACVRACVRAC- 
VRACV)는 선행 연구에서 확립된 펩타이드 선별 프로세스를 통해 
선별되었고(Lee et al., 2021), 그 과정을 요약하여 Table 1에 나타
내었다. 전복 유래 신규 펩타이드는 (주)루젠에스씨아이(Bucheon, 
Korea)에서 합성하여 본 연구에 사용하였다. 

2. 세포 배양 

항암 효과 검증에 사용된 교모세포종 세포주는 SNU-489로 한
국세포주은행(KCLB, Korea)에서 분양 받아 사용하였다. SNU-489 
세포 배양은 10% Fetal Bovine Serum (FBS, corning, USA)와 1% 
페니실린-스트렙토마이신(Penicillin-streptomycin, Gibco, USA)이 포
함된 RPMI1640 (Welgene, Korea) 배지에 배양하였다. 정상 세포
주로 사람의 표피 세포인 HaCaT은 10% FBS와 1% 페니실린-스트
렙토마이신을 첨가한 DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium, 
Welgene, Korea) 배지로 배양하였다. 모든 세포주는 37℃, 5% CO2 
조건이 유지되는 배양기에서 배양하였고, 2~3일 간격으로 배지 
교환 및 계대 배양을 실시하였다. 

3. 세포 독성 평가 

SNU-489와 HaCaT 세포주를 5×103 cell/well의 밀도로 96-well 
plate (SPL, Korea)에서 24시간 배양하고 배지를 제거한 뒤, serum-
free medium에 펩타이드를 3.125~200 μM까지의 농도로 2배 연
속 희석법으로 희석하였다. 이 용액을 100 μl씩 분주하고 24시간, 
48시간 동안 각각 처리하였다. 이후 10 μl의 Ez-Cytox (Dogen, 
Korea)을 각 well에 첨가하고 3시간 동안 세포 배양기에서 배양하
였다. Spectrophotometer를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정
하였으며, 세포 생존율은 대조군의 생존율 100%를 기준으로 펩
타이드 처리군의 상대적인 세포 생존율을 백분율로 나타내었다. 
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4. RNA 추출 및 실시간 중합효소연쇄반응(Quan- 
titative real-time polymerase chain reaction, qRT-
PCR) 

교모세포종에서 세포자멸괴사 신호전달 과정에 연관된 유전자 

 

RIPK3와 MLKL의 발현 변화를 확인하기 위해 qRT-PCR을 수행하
였다. 각 유전자의 프라이머는 오리진 테크놀로지(OriGene Tech- 
nologies Inc., USA)에서 qRT-PCR 방법으로 유전자 특이적 증폭이 
확인된 서열 정보를 사용하였고 이를 Table 2에 나타내었다. RNA 
추출을 위해, SNU-489 세포주를 5×105 cell/well의 밀도로 6-well 

Table 1. Properties prediction and filtration of novel peptide derived from abalone (Haliotis discus hannai) 

Propensity Tools Descriptions/Parameters Cutoff No. of sequences 

Total protein fragments 

Physiochemical 

Pepstats Peptide length ≥2 to 50 161,622 

Pepstats Charge >0 (+) 102,964 

Pepstats pI3) ≥8 to ≤12 65,500 

AMPA Stretch ≥1 139,414 

Aggregation (In vivo) 

Tango AGG ≤500 144,995 

Tango Helix ≥0 Helix ≤25 154,363 

Tango Beta ≥25 Beta ≤100 72,552 

Aggregation (In vitro) Aggrescan Na4vSS ≥-40 Na4vSS ≤60 129,093 

Similarity BlastP Similarity <80 20,877 

AMP 

CAMP1) 

SVM4) classifier >0.5, AMP 5,559 

Random forest classifier >0.5, AMP 5,621 

ANN5) classifier AMP 7,515 

ADAM2) 
Discriminant analysis classifier >0.5, AMP 5,539 

SVM4) classifier >0.5, AMP 13,952 

Final    2,327 

1) Collection of anti-microbial peptides 
2) A Database of anti-microbial peptides 
3) Isoelectric point 
4) Support vector machine 
5) Artificial neural network 

Table 2. Gene specific primer sequences 

Accession No. Genes Sequences Product size (bp) 

NM_003804 Receptor interacting serine/ 
threonine kinase 3 (RIPK3) 

Forward (5'-3') TATCCCAGTGCCTGAGACCAAC 
127 

Reverse (3'-5') GTAGGCTCCAATCTGAATGCCAG 

NM_152649 Mixed lineage kinase domain 
like pseudokinase (MLKL) 

Forward (5'-3') TCACACTTGGCAAGCGCATGGT 
128 

Reverse (3'-5') GTAGCCTTGAGTTACCAGGAAGT 

NM_002046 Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) 

Forward (5'-3') GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG 
131 

Reverse (3'-5') ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA 
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plate (SPL, Korea)에서 배양하고, 24시간 동안 배양하였다. 배양 
배지를 제거하고, 50, 100, 200 μM의 농도로 신규 펩타이드를 희
석한 serum-free medium을 분주하여 추가로 24시간 배양하였다. 
배양 후, 배지와 부착 세포를 모두 수거하여 원심분리 후 상층액
을 제거하고 PBS로 세척하였다. 이렇게 얻어진 세포를 RiboExTM 
(Geneall, Korea)를 사용하여 용해하고 RNA를 추출한 뒤, Accu- 
Power® CycleScript RT PreMix (Bioneer, Korea)로 제조사 실험 지침
에 따라 cDNA를 합성하였다. 유전자 증폭은 EzAmp fast qRT-PCR 
2x master mix (ELPIS-BIOTECH, Korea)를 사용하여 AriaMx Real-
Time PCR System (Agilent Technologies, Inc., USA)에서 이루어졌다. 
95℃에서 3분간 heating 후 95℃에서 5초 간 denaturing, 60℃에
서 10초 동안 annealing과 extension하는 과정을 40회 반복하여 
qRT-PCR을 수행하였다. 이후 얻어진 Cq 값을 2-ΔΔCq 방법으로 
분석하고 GAPDH로 상대 정량하였다. 또한, 95℃에서 30초, 65℃
에서 30초, 95℃에서 30초 조건으로 melting curve를 분석하여 프

라이머가 비특이적 증폭이 없는 것을 확인하였다. 

5. 통계 처리 

모든 실험은 3반복 진행하였으며, 측정한 결과는 평균 ± 표준
편차(Mean ± SD) 값으로 표시하였다. Prism 7 (GraphPad, USA) 
프로그램을 이용하여 통계 처리하였으며, 데이터 간의 유의성은 
student t-test 방법으로 분석하였다. p<0.05 이하일 때 통계적으
로 유의하다고 판단하였다. 

결 과 

1. 전복 유래 신규 펩타이드의 교모세포종에 대한 
항암 활성 평가 

신규 펩타이드의 교모세포종 세포주에 대한 항암 활성과 정상 
세포에 미치는 독성을 확인하기 위해 세포 독성 실험을 실시하였
다. 3.125~200 μM의 농도로 펩타이드를 처리한 결과, HaCaT 세포
주에서는 24시간 동안 신규 펩타이드를 처리했을 때, 50 μM 이상
의 농도부터 유의미한 세포 독성을 보였으며(p<0.05), 24시간 동
안 처리한 경우 48시간 처리군보다 세포 생존율이 더 크게 감소
하는 경향이 관찰되었다(Fig. 1 (A)). 48시간 동안 200 μM로 펩타이
드를 처리했을 때 24시간에 비해 1.1배 높은 세포 생존율을 보였
다. 이러한 결과로 미루어 볼 때, 정상 세포인 HaCaT의 경우 펩타
이드 농도 의존적으로 세포 독성은 있으나, 처리 시간에는 비례
하지 않는 것으로 보인다. SNU-489에서 음성 대조군에 비해 각각 
12.5 μM과 25 μM 이상의 농도로 처리했을 때 유의미한 세포 독
성이 관찰되었다(Fig. 1 (B)). 또한 이러한 세포 독성은 농도 의존적
인 경향을 보였다. 24시간 동안 100 μM과 200 μM 처리 시 각각 
55%와 35%의 생존률을 보였고, 48시간 동안 처리한 경우 각각 
51%와 32%의 생존률이 관찰되어 100 μM 이상 농도부터 처리 
시간이 증가함에 따라 세포 독성도 증가하는 결과를 확인하였다. 
하지만 HaCaT과 SNU-489에서 24시간과 48시간 처리군 사이에 
유의미한 차이는 발견되지 않았다. 

2. 전복 유래 신규 펩타이드가 RIPK3와 MLKL의 
mRNA 발현에 미치는 영향 

신규 펩타이드의 항암 메커니즘 과정을 밝히기 위해 세포자멸
괴사와 관련된 주요 유전자의 발현 변화를 qRT-PCR 방법을 통
해 확인하였다(Fig. 2). 신규 펩타이드는 농도 의존적이며 유의미
한(p<0.001) 세포 사멸 효과가 확인된 50, 100, 200 μM의 농도로 
24시간 동안 SNU-489에 처리하였다. 그 결과, RIPK3는 신규 펩타
이드 200 μM 처리군에서 대조군에 비해 9배 이상 발현이 증가
하였고 이러한 현상은 농도 의존적인 것으로 관찰되었다. 또한 
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MLKL은 100 μM 처리군에서 대조군 대비 유전자 발현이 2배 이
상 증가되었고, 200 μM 농도로 펩타이드를 처리한 경우 1.87배 
증가하여 농도 의존적인 영향력은 확인되지 않았다. 하지만 신규 
펩타이드를 처리한 모든 그룹에서 유전자 발현 증가는 유의미한 
것으로 분석되었다. 

고 찰 

본 연구에서는 전복(Haliotis discus hannai)의 NGS 데이터를 기
반으로 기존 방식인 가공 및 추출물 제작, 정제 및 성분 분석 등
의 과정을 생략하여 경제적이고 효율적인 방식으로 전복 유래 신
규 펩타이드를 발굴하였다. 또한 높은 약물 저항성, 낮은 약물 투

과성으로 치료제 개발에 어려움을 겪고 있는 교모세포종을 대상
으로 신규 펩타이드의 항암 활성과 작용 메커니즘을 규명하고, 
경제적인 항암 후보물질로 연구 가능성을 입증하고자 하였다. 

선행 연구를 통해 감태, 해삼 등의 해양생물에서 발굴한 펩타이
드는 교모세포종 세포주인 SNU-489에서 세포 사멸 효과가 유의
미하지 않음을 확인하였다(data not shown). 반면, 본 연구의 전복 
유래 신규 펩타이드는 200 μM로 48시간 처리 시 67%의 세포 사
멸 효과가 관찰되었고, 같은 조건에서 정상 세포주인 HaCaT의 세
포 사멸율이 9.6%인 것에 비하면 7배 이상 높은 비율로 암 세포
주 선택적 세포 사멸 효과가 있음이 확인되었다. 

1994년부터 2021년까지 248개의 교모세포종 세포주에 대해 교
모세포종의 표준 치료제인 테모졸로마이드(Temozolomide)의 세
포 사멸 실험이 수행된 것으로 보고되어 있다. 연구에 따르면, 가
장 많이 사용된 세포주인 U87에 테모졸로마이드를 48시간 동안 
처리했을 때 IC50은 223.1 μM이었으며, 환자 유래 세포주에서 72시
간 처리 시 IC50 값은 220 μM인 것으로 확인되었다(Poon et al., 
2021). 본 연구에서 전복 유래 신규 펩타이드를 위와 유사한 조건
인 200 μM 농도로 48시간 처리했을 때의 결과와 비교하면 테모
졸로마이드보다 세포 사멸 효과는 더 높은 것으로 보인다. 하지
만 정확한 비교를 위해서는 SNU-489에 테모졸로마이드를 대조군
으로 하여 신규 펩타이드의 효능을 비교하거나, 다른 교모세포종 
세포주에서 신규 펩타이드의 세포 사멸 효과를 검증하는 연구를 
추가로 수행할 필요가 있다. 

신규 펩타이드의 항암 작용 메커니즘을 확인하기 위해 최근 교
모세포종에서 세포자멸사 내성(Apoptosis resistance)의 대안으로 
주목받는 세포자멸괴사(Necroptosis)에 관련된 인자(RIPK3, MLKL)
의 mRNA 발현 변화를 살펴보았다. 그 결과, 이들 인자의 발현이 
SNU-489에서 전복 유래 신규 펩타이드 처리 시 유의미하게 증
가하는 것을 확인하였다. RIPK1, RIPK3, MLKL은 세포자멸괴사 경
로의 주요 인자로 알려져 있으며, RIPK1과 RIPK3가 활성화되어 네
크로좀(Necrosome)을 형성하고, 이어 MLKL을 인산화시키면 MLKL
이 활성화되어 원형질막으로 이동 후 세포 괴사(Necroptotic cell 
death)를 유발한다(Pagano et al., 2022). 보다 정확한 항암 메커니
즘을 밝히기 위해서는 신규 펩타이드가 이러한 주요 인자들의 단
백질 수준의 발현 및 인산화 여부에 영향을 미치는지에 대한 추
가 연구도 필요하다. 

현재까지 교모세포종 치료제 개발이 어려운 이유 중 하나는 
뇌혈관 장벽(Blood-Brain Barrier, BBB)에 대한 약물의 낮은 투과율 
때문이다. 하지만 동물 실험 모델에서 독소루비신(Doxorubicin)
과 파클리탁셀(Paclitaxel)에 짧은 서열의 펩타이드들을 결합하여 
뇌혈관 장벽 투과율을 향상시킨 사례들로 볼 때(Oberoi et al., 
2016), 전복 유래 신규 펩타이드의 변형(Modification) 및 뇌혈관 
표적 펩타이드 또는 세포 투과 기능을 가지는 펩타이드 등의 결
합(Conjugation) 시도를 통해 뇌혈관 장벽으로 인한 약물의 투과 
문제도 극복이 가능 할 것으로 사료된다. 
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종합해보면, 본 연구에서 NGS 데이터 기반으로 발굴한 전복 유
래 신규 펩타이드가 교모세포종에 대해 암 세포 특이적인 항암 
활성을 가지고 있으며, 세포자멸괴사 관련 인자의 발현에 영향을 
주는 사실을 확인하였다. 이로써 전복 유래 펩타이드가 현재 어
려움을 겪고 있는 교모세포종 치료를 위한 항암제 후보물질로써 
활용 가능성이 있음을 시사하였다. 
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