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국문요약

배경: 다발골수종은 B 림프구의 최종 분화단계인 형질세포에서 발생하는

질환으로, 정상적인 항체대신 비정상적인 M 단백질을 과도하게 생성하는 것이

특징이다. 임상적 증상으로는 고칼슘혈증, 골병변, 빈혈 등을 일으키며, 현재

다발골수종의 치료방법으로는 항암화학요법과 조혈모세포이식이 있다. 

에스쿨레틴(Aesculetin)은 물푸레나무, 인진쑥 등에서 추출한 추출물로써 다양한

고형암에서 항산화 효과가 있다고 알려져 있다. 이 실험은 다발골수종 세포들에

에스쿨레틴을 처리했을 때 나타나는 효과를 확인하기 위하여 진행하였다.

방법: 다발골수종 세포주인 RPMI-8226 세포에 에스쿨레틴을 처리한 후 MTS, 

BrdU assay 를 이용해 세포증식 및 세포생존율을 확인하였다. 세포사는 Annexin V 

염색을 통해 확인하였고, 세포주기와 미토콘드리아 막 전위는 유세포 분석기를

이용하여 확인하였다. 이와 관련한 단백질을 면역침강법과 웨스턴 블로팅으로

확인하였다. 

결과: RPMI-8226 세포의 양성 표지분자 (CD38, CD138)와 음성 표지분자 (CD19, 

CD34)를 확인하여 다발골수종 세포주임을 입증하였고, RPMI-8226 세포에

에스쿨레틴을 농도 별로 처리하여 72 시간 뒤 IC50 값 10uM 의 결과를 도출하였다.

유세포 분석을 통한 세포사멸을 비교한 결과, 에스쿨레틴의 농도가 높아질수록

세포사멸이 유도되는 것을 확인하였고, 세포자멸사와 관련된 단백질인 Bax, Bak, 

Bcl-xl, Bcl-2 의 발현이 증가하는 것을 확인하였다. 이후, 세포자멸사가 어떠한

경로를 통해 일어나는지 확인하기 위해 caspase 활성도와 미토콘드리아

막전위를 확인한 결과, 에스쿨레틴의 농도가 높아질수록 caspase 활성도가

증가하고, 미토콘드리아 막전위는 감소하는 것을 확인하였다. 이를 통해

에스쿨레틴에 의해 일어나는 세포사가 내인성 경로를 통해 일어난다는 것을

확인하였다. 또한, 세포주기를 확인한 결과 에스쿨레틴에 의해 G0/G1 구간의

정지를 확인하였고, 관여하는 단백질의 발현정도 또한 에스쿨레틴에 의해

조절되는 것을 확인하였다. 마지막으로 STAT3 경로가 에스쿨레틴에 의해
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일어나는 세포사에 관여하는지 확인하기 위해 면역침강법으로 확인한 결과, 

에스쿨레틴의 농도 의존적으로 P-STAT3, STAT3 의 발현이 감소하는 것을

확인하였다.

결론: 에스쿨레틴은 다발골수종 세포주에서 세포자멸사와 세포증식 억제

효과를 보여, 향후 다발 골수종의 새로운 치료제로서의 가능성이 있다.
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서 론

다발골수종은 조혈계에 발생하는 암이며, 모든 암의 1%, 모든 혈액 악성 종양의

10%를 차지하는 비교적 발병률이 높은 혈액암이다 [1-2]. 국내에서 인구 10 만

명당 2.5 명 정도 발생하며, 전 세계적으로 다발골수종으로 진단되는 평균연령은

69 세이다. 약 70%는 65 세 이상, 40%는 75 세 이상으로 점차 고령화가 진행될수록

발병률은 증가하는 추세이다. 다발골수종의 진행단계는 국제 골수종 연구그룹

기준에 따라 단클론 감마병증과 무증상 다발골수종 단계가 선행된다 [3-5]. 

다발골수종은 다양한 유형의 면역 기능 장애를 동반하는 M 단백질을 생성하는

형질세포의 증식을 특징으로 한다. 형질세포의 축적은 혈액세포의 생성을

방해하고 빈혈, 골수부전, 출혈장애, 용해성 골병변, 고칼슘혈증, 신장기능 부전 등

여러 합병증과 관련이 있다 [6-8].

다발골수종의 현재 치료법으로는 다발골수종 세포의 증식을 억제하는 종양 억제

효과와 면역기능 향상을 통해 종양세포를 제거하는 면역조절효과를 가진

면역억제제 탈리도마이드 (thalidomide), 레날리도마이드 (lenalidomide), 

포말리도마이드 (Pomalidomide) 와 함께 병용하여 사용하는

코르티코스테로이드계 덱사메타손 (Dexamethasone), 프로테아좀 억제제인

볼테조밉 (Bortezomib), 카필조밉 (Carfilzomib)이 있다 [9-11]. 그 외에도 CD38 

또는 SLAMF7 을 표적으로 하는 Monoclonal antibody 및 히스톤탈아세틸효소

억제제의 다양한 조합 치료방법들이 존재한다. 하지만 치료의 많은 발전으로

환자의 생존기간을 연장시켰음에도 불구하고 여전히 높은 재발율로 인해 완전한

치료가 불가능한 상태로 남아있다 [12-13].

에스쿨레틴은 쿠마린의 유도체로 개똥쑥, 인진쑥, 물푸레나무를 포함한

약용식물에서 유래된 천연화합물이다 [14]. 에스쿨레틴은 근섬유세포에서 ERK 

경로 활성화를 통한 항산화 효과와 아토피 피부질환에서 염증성 사이토카인의

발현을 억제하여 항 염증 효과를 나타낸다는 보고가 있다 [15-16]. 기타 구강암
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[17], 유방암 [18], 췌장암 [19], 대장암 [20], 자궁경부암 [21], 위암 [22], 폐암 [23]

등 다양한 고형암에서 항바이러스, 항암 효과를 가진다고 알려져 있다. 

에스쿨레틴은 최근 혈액암 중 하나인 급성 골수성백혈병 세포주에서 미토콘드리아

매개 세포사멸 유도 및 유도인자 발현에 대해 보고되었다 [24-25]. 하지만

다발골수종에 대한 에스쿨레틴의 효과는 아직 알려진 바 없다. 그러므로

다발골수종 세포에서 에스쿨레틴에 대한 효능을 평가하기 위해 연구를 진행하였다

[26-28].
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재료 및 연구방법

1. 시약 & 항체

Aesculetin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 미국)은 구입하여, dimethylsulfoxide 

(Wak-chemie Medical GmbH)에 녹여 -20℃에 보관하였다. 약물의 구조는 Figure. 

1 에 나타내었다. Anti-human CD38-PE, anti-human CD138-FITC 는 Miltenyi Biotec 

(Bergisch Gladbach, 독일)에서 구입하였고, anti-human CD19-FITC, anti-human 

CD34-PE, FITC, PE Mouse IgG-isotype control, Annexin V-FITC 는 BD Bioscience (San 

Diego, CA, 미국)에서 구입하였다. FITC-LEHD-FMK 는 eBioscience (Atlanta, GA, 

미국)에서 구입하였다. Celltiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation 

Assay 는 promega (Madison, WI, 미국)에서 구입하였다. DiOC6(3) (3,3’-

Dihexyloxacarbocyanine Iodide)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 미국)에서

구입하였고, Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents 는 Thermo fisher 

(Waltham, MA, 미국)에서 구입하였다. Cell proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) 

Kit 는 Roche Diagnostics (Mannheim, 독일)에서 구입하였다. Propidium 

iodide(PI)/RNase staining buffer 는 BD pharmingen (San Diego, CA, 미국)에서

구입하였다. Western ECL substrates 는 BIO-RAD (Hercules, CA, 미국)에서

구입하였다. anti-cleaved caspase-3, anti-cleaved caspase-7, anti-cleaved caspase-9, 

anti-cleaved PARP-1, anti-BCL-xl, anti-BAK, anti-Bax, anti-MCL-1, anti-c-myc, anti-

CDK4, anti-CDK6, anti-P-STAT3, anti-CyclinD3, anti-p21cip1, anti-p27kip1, anti-Rabbit 

IgG(H+L)-HRP, anti-Mouse IgG(H+L)-HRP 는 cell signaling technology (Beverly, MA, 

미국)에서 구입하였다. anti-β-actin, anti-CDK2, anti-STAT3 anti-cytochrome C, anti-

BCL-2 는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, 미국)에서 구입하였다.
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2. 세포 배양

본 연구에 사용한 세포는 다발골수종 세포주인 RPMI-8226 이다. 세포의 면역

표현형은 Figure 2 에 나타냈다. RPMI-8226 세포는 RPMI1640 배지 (GibcoBRL, 

Grand Island, NY, 미국)에 소태아혈청 (GibcoBRL) 10%와 페니실린-스트렙토마이신

1%를 사용하였다. 세포는 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였고, 세포가 70~80% 

정도 자랐을 때 계대배양 하였다.

3. 세포 표지자에 대한 유세포 분석 연구

RPMI-8226 세포를 수확하여 phosphate buffered saline (PBS)로 2 회 세척한다. 

그 후, anti-human CD38-PE, anti-human CD138-FITC, anti- human CD19-FITC, anti-

human CD34-PE, FITC, PE Mouse IgG-isotype control 을 4℃에서 30 분 동안

염색한다. PBS 로 2 회 세척하고, 세포를 PBS 에 부유시켜 FACSCalibur flow 

cytometer (BD Bioscience, San Jose, CA, 미국)를 사용하여 세포를 분석한다.

4. 세포 생존율 분석

96 well plate 에 RPMI-8226 세포를 1x104 cells/well 로 seeding 하고, 

에스쿨레틴을 처리하여 72 시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에 배양하였다. 이후, 96 

well plate 에 옮긴 후, 각 well 마다 Celltiter 96® Aqueous One Solution 을

처리하여 4 시간 37℃, 5% CO2 배양기에 배양하였다. 흡광도는 PowerWave XS2 

Microplate 분광 광도계 (BioTek, Winooski, VT, 미국)를 사용하여 490 nm 에서

측정하였다.

5. 세포 증식률 분석 연구

24 well plate 에 RPMI-8226 세포를 5x104 cells/well 로 seeding 하고, 

에스쿨레틴을 처리하여 48 시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에 배양하였다. Cell 

proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, 독일)를

구입하여 사용하였다. 세포를 수확하기 24 시간 전, BrdU labeling reagent 를 전
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처리한 후, 37℃, 5% CO2 배양기에 배양하였다. 72 시간 지난 후, 세포를 걷어내어

Washing buffer 로 2 회 세척한다. 그 후 Fix Denat 를 넣고 상온에서 30 분 교반

하였다. α-BrdU-POD 를 넣어준 후, 상온에서 2 시간 교반한다. Washing buffer 로

2 회 세척한 후, Substrate solution 을 넣어 주고 96 well plate 에 옮긴다. 흡광도는

SpectraMax® ABS Plus Microplate Reader (MOLECULAR DEVICES, San Jose, CA, 

미국)를 사용하여 370nm 에서 측정하였다.

6. 세포 사멸에 대한 유세포 분석기 분석 연구

24 well plate 에 RPMI-8226 세포를 5x104 cells/well 로 seeding 하였다. 그리고

에스쿨레틴을 처리하여 72 시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에 배양하였다. 이 후, 

세포를 걷어내어 PBS 로 2 회 세척한다. Annexin V (BD pharmingen)를 실온에서

15 분 동안 염색하여 FACSCalibur flow cytometer (BD Bioscience, San Jose, CA, 

미국)를 사용하여 세포를 분석한다.

7. Caspase 활성도에 대한 유세포 분석기 분석 연구

96 well plate 에 RPMI-8226 세포를 1x104 cells/well 로 seeding 하였다. 그리고

에스쿨레틴을 처리하여 72 시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에 배양하였다. 각

well 에 FITC-LEHD-FMK 를 처리하고 빛을 차단하여 37℃, 5% CO2 배양기에서

1 시간 염색하였다. 그 후, 세포를 걷어내어 PBS 로 2 회 세척하고, PBS 에 부유시켜

FACSCalibur flow cytometer (BD Bioscience, San Jose, CA, 미국)를 사용하여 세포를

분석한다.

8. 미토콘드리아 막 전위 (MMP)에 대한 유세포 분석기 분석 연구

60mm dish 에 RPMI-8226 세포를 5x104 cells/ml 로 seeding 하고, 에스쿨레틴을

처리하여 72 시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에 배양하였다. 각 well 마다

DiOC6(3)를 처리하고 빛을 차단하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 30 분 염색하였다. 

DiOC6(3)는 세포 침투성 표지자로 미토콘드리아의 막 전위에 따라 미토콘드리아의



6

세포질에 축적된다. 그 후, 세포를 수확하여 PBS 로 2 회 세척하고 PBS 에 부유시켜

FACSCalibur flow cytometer (BD Bioscience, San Jose, CA, 미국)를 사용하여 세포를

분석한다.

9. 싸이토크롬 C 에 대한 세포질 추출 준비

에스쿨레틴을 농도 별로 72 시간 처리한 세포를 수확하여 PBS 로 세척한다. 

차가운 Cytoplasmic Extraction Reagent (CER)Ⅰ과 단백질분해효소 억제제를

처리하여 얼음에 10 분간 배양한다. 그리고 CERⅡ를 처리하여 얼음에 1 분간

배양한 후, 5 분동안 16,000g 원심분리를 하여 상등액만 분리해, gel loading 한다. 

이를 anti-cytochrome C 로 immunoblotting 하여 확인한다.

10. 세포주기 분석에 대한 유세포 분석기 분석 연구

100mm dish 에 RPMI-8226 세포를 5x104 cells/ml 로 seeding 하고, 에스쿨레틴을

처리하여 72 시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에 배양하였다. 이후, 세포를 걷어내어

PBS 로 2 회 세척하고, 4℃ 75% 에탄올을 처리하여 하룻밤 고정시킨다. 고정된

세포를 PBS 2 회 세척한 후, 세포에 Propidium iodide(PI)/RNase staining buffer (BD 

pharmingen, San Diego, CA, 미국) 시약을 처리하고 실온에서 15 분 동안 빛을

차단한 상태에서 염색하였다. 염색된 세포를 FACSCalibur flow cytometer (BD 

Bioscience, San Jose, CA, 미국)를 사용하여 세포를 분석한다.

11. Western blot 분석 연구

RPMI-8226 세포에 에스쿨레틴을 농도 별로 처리한 후, RIPA lysis buffer (50mM 

Tris-HCl, pH7.5, 150mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholic acid, 0.1% SDS, 

1mM PMSF), 단백질분해효소 억제제 혼합제 (AEBSF 1mM, Arotinin 800mM, 

Bestatin 50μM, E64 15μM, Leupeptin 20μM, Pepstatin A 10μM)를 이용해 용해시킨다. 

용해된 단백질은 Bicinchoninic acid (BCA) 단백질 분석 시약 (Thermo fisher, 

Waltham, MA, 미국)으로 정량 하였다. 동량의 단백질을 SDS-PAGE 로 분리하여
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Nitrocellulose membrane 으로 이동시켰다. 항체와 단백질의 비특이적인 결합을

막기 위해 5% 무지방 탈지유 (BD Difco, Bedford, MA, 미국) in Phosphate buffered 

saline with tween20 (PBST)로 상온에서 1 시간 동안 교반하였다. 1 차 항체를 5% 

무지방 탈지유 in PBST 에 희석시켜 4℃에 하루 동안 반응시켰다. 시간을 두고

PBST 로 세척한 후, 2 차 항체를 PBST 에 희석하여 상온에서 1 시간 반응시켰다. 그

후, PBST 로 세척하여 western ECL blotting 기질 (Bio-Rad, Hercules, CA, 미국)로

탐지하였다.

12. 통계 분석

GraphPad prism7.0 소프트웨어 (GraphPad, San Diego, CA, 미국)를 이용하여

분석하였고, 모든 결과는 세번 이상의 독립적인 실험에 의한 평균 ± 표준

오차(SEM)를 사용하여 통계처리 하였다. 또한, 모든 값은 Tukey’s range test 에

따른 one way ANOVA 에 의해 분석되었다. 차이는 p<0.05 {95% confidence 

intervals}로 유의함을 보여주었다.
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결 과

1. 에스쿨레틴은 다발골수종 세포에서 세포독성을 유도한다.

에스쿨레틴이 (Fig. 1) 다발골수종 세포에서 세포독성을 일으킬 수 있는지 확인하기

위해 다발골수종 세포인 RPMI-8226 세포에 에스쿨레틴을 처리하였다. 동시에

RPMI-8226 세포가 다발골수종 세포임을 증명하기 위해 양성 표지분자인 CD38, 

CD138 (Fig. 2A)와 음성 표지분자인 CD19, CD34 (Fig. 2B)를 확인하였다. 

에스쿨레틴을 농도별로 처리 후, RPMI-8226 세포의 생존율이 에스쿨레틴의 농도

의존적으로 감소하는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 3A). 또한, 세포독성이

세포자멸사와 관련 있는지 확인하기 위해 Annexin V 염색을 통해 유세포

분석기로 확인하였다. 그 결과, Annexin V 양성 세포가 에스쿨레틴 농도

의존적으로 증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 3B). 이를 통해 에스쿨레틴이

다발골수종 세포주에서 세포자멸사와 연관된 세포독성을 가진다는 것을

확인하였다.
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Figure 1. Molecular structure of Aesculetin.
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Figure 2. Characterization of major surface marker in multiple myeloma cell line.

Positive marker (CD38, CD138), Negative marker (CD19, CD34); Filled histogram 

represents the isotype control mouse IgG1; open histogram represents each antigen.
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Figure 3. Aesculetin induces cytotoxity in RPMI-8226 cells.

(A) RPMI-8226 cells were treated with Aesculetin 0, 1, 5, 10, 20 μM for 72h, the cell 

viability was analyzed by MTS. (B) Flow cytometric analysis of the cell death after 

Aesculetin 0, 5, 10, 20 μM treatment for 72h. Data are represented mean ± SEM.; ***, 

p<0.001. *Significantly different from control cells.
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2. 에스쿨레틴은 Caspase 의 활성화를 통해 RPMI-8226 세포에서 세포사멸을

유도한다.

에스쿨레틴에 의한 다발골수종 세포주 RPMI-8226 세포의 세포독성이 세포자멸사

기전으로 일어난다는 것을 단백질 분석을 통해 확인하였다. 그 결과, 에스쿨레틴

농도 의존적으로 cleaved caspase-3, -7, -9 와 Poly ADP-ribose polymerase-1(PARP-

1)의 단백질 발현이 증가되는 것을 확인하였다 (Fig. 4A). 또한, FITC-LEHD-FMK 을

염색을 통해 확인하였을 때도, 에스쿨레틴의 농도 의존적으로 caspase-9 의 활성이

증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 4B). 이를 통해 에스쿨레틴에 의한 다발골수종

세포사가 세포자멸사 기전에 의해 일어나며 caspase pathway 의존적으로

나타나는 것을 확인하였다.
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Figure 4. Aesculetin causes toxicity in RPMI-8226 cells through caspase 

activation.

(A) Whole cell extracts were probed by western blot for cleaved caspase-3, -7, -9, 

and PARP-1. β-actin was shown as a loading control. (B) Caspase-9 enzymatic activity 

was measured in multiple myeloma cells by flow cytometry. The experiments were 

repeated three times and data are represented mean ±SEM.; **, p<0.01,***, p<0.001. 

*Significantly different from control cells
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3. 에스쿨레틴은 RPMI-8226 세포에서 미토콘드리아 경로의 활성화를 통해

세포사멸을 유도한다.

에스쿨레틴에 의한 다발골수종의 세포사가 미토콘드리아와 어떤 관련이 있는지를

확인하기 위해 미토콘드리아의 막 전위를 측정하였다. 에스쿨레틴을 농도 별로

처리한 다음, DiOC6(3)로 염색하였다. 그 결과, 에스쿨레틴 농도 의존적으로

DiOC6(3) 양성 세포가 감소하는 것을 RPMI-8226 세포에서 확인하였다 (Fig. 5A). 

anti-apoptotic 단백질인 BCL-2 와 BCL-xL 의 발현이 농도 의존적으로 감소하는

것을 확인하였고, pro-apoptotic 단백질인 Bax 와 Bak 이 증가하는 것을 확인하였다

(Fig. 5B). 또한, 세포질로 방출된 싸이토크롬 C 를 단백질 발현 정도로 확인하였을

때도 에스쿨레틴 농도 의존적으로 증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 5C). 이를 통해

에스쿨레틴에 의한 다발골수종 세포 사멸은 미토콘드리아 막 전위에 의해 영향을

받아 일어나는 것임을 확인하였다.
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Figure 5. Aesculetin induces activation of the mitochondrial pathway in RPMI-

8226 cells.

(A) Decrease in the fluorescent intensity of DiOC6(3) is shown in cells with a loss of 

the mitochondrial membrane potential. Aesculetin-treatment induced depolarization 

of mitochondrial membrane in multiple myeloma cell. (B) The anti-apoptotic proteins, 

BCL-2, BCL-xl were decreased and pro-apoptotic protein, Bax and Bak were 

increased dose-dependently. It evaluated by western blot. The membrane was 

stripped and reprobed with anti-β-actin mAb to confirm equal loading. (C) The 

cytochrome C release from the mitochondria to the cytosol in Multiple Myeloma

cells after Aesculetin treatment for 72h. The membrane was stripped and reprobed 

with anti-β-actin mAb to confirm equal loading.
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4. 에스쿨레틴은 RPMI-8226 세포의 세포증식 억제 및 G0/G1 세포주기 정지를

유발한다.

에스쿨레틴이 다발골수종 세포에서 세포증식에 영향을 주는지 확인하기 위해

RPMI-8226 세포에 에스쿨레틴을 처리하였다. 에스쿨레틴을 처리 후 RPMI-8226 

세포의 세포증식률이 약물의 농도 의존적으로 감소하는 것을 확인할 수 있었다

(Fig. 6A). 다발골수종 세포에서 에스쿨레틴에 의해 세포증식이 억제되는 것을

세포주기 분석을 통해서도 확인하였다. 그 결과, 에스쿨레틴의 농도 의존적으로

G0/G1 구간이 증가되는 것을 확인하였다 (Fig. 6B). 세포주기 G0/G1 구간에

관여하는 단백질인 CDK2, CDK4, CDK6 는 감소하고, 사이클린 의존성 인산화효소

억제제인 p21cip1, p27kip1 은 단백질 발현이 증가하였다 (Fig. 7A, B). 위의 결과를

통해 다발골수종 세포에서 에스쿨레틴이 세포주기 구간 중 G0/G1 구간을

정지시켜 세포 증식을 억제하고 세포자멸사를 유도한다는 것을 확인하였다.
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Figure 6. Aesculetin inhibits cell proliferation of RPMI-8226 cells and induces 

G0/G1 cell cycle arrest.

(A) RPMI-8226 cells were treated with Aesculetin 0, 5, 10, 20 μM for 72h, the cell 

proliferation was analyzed by BrdU assay. (B) The indicated concentrations of 

Aesculetin were applied to RPMI-8226 cells for 72h. Representative graphs and 

quantitative cell cycle analysis after flow cytometry. Data are represented mean 

±SEM.; ***, p<0.001. *Significantly different from control cells.

Figure 7. Aesculetin regulates the expression of cell cycle related proteins in 

RPMI8226 cells.

(A, B) Expression levels of the G0/G1 phase related protein CDK2, CDK4, CDK6,  

p21cip1, p27kip1 were detected by western blot. The membrane was stripped and 

reprobed with anti-β-actin mAb to confirm equal loading.
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5. 에스쿨레틴은 RPMI-8226 세포에서 STAT3 의 발현을 억제한다.

다발골수종 세포주 RPMI-8226 세포에서 에스쿨레틴의 농도가 높아질수록 활성화

된 Signal transducer and activator of transcription 3(STAT3)의 발현이 감소하는

것을 면역침강법을 통해 확인하였다 (Fig. 8A). 또한, STAT3 경로와 관련된 단백질인

c-Myc, BCL-xl, Mcl-1, Cyclin D3 도 마찬가지로 에스쿨레틴 농도 의존적으로

감소하는 것을 확인하였다 (Fig. 8B). 이를 통해 에스쿨레틴에 의한 세포증식

억제와 세포사멸에 STAT3 경로가 관여한다는 것을 확인할 수 있었다.
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Figure 8. Aesculetin inhibits STAT3 expression in RPMI-8226 cells.

(A) Whole cell extracts were probed by immunoprecipitation for STAT3, P-STAT3. (B) 

Whole cell extracts were probed by western blot for c-Myc, BCL-xl, Mcl-1, Cyclin D3.

β-actin was shown as a loading control.
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Figure 9. Mechanism schematic diagram showing the effect of Aesculetin in 

multiple myeloma.

Treatment of Aesculetin on multiple myeloma cells affects caspase-dependent 

apoptosis by increasing cleaved caspase-3, -7, -9, PARP-1. In addition, it induces 

mitochondria-dependent apoptosis through decreasing BCL-xl, BCL-2 and increasing 

Bax, Bak. It inhibits the cell cycle by increasing p21cip1, p27kip1 and decreasing CDK2, 

CDK4, CDK6, Cyclin D3. Aesculetin inhibits the expression of STAT3 and also 

decreases STAT3-related proteins Mcl-1 and c-Myc. In summary, Aesculetin induces 

apoptosis of multiple myeloma cells and inhibits proliferation through cell cycle 

inhibition.
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고 찰

다발골수종은 최근 히스톤 디 아세틸라아제 억제제, 암면역치료, 종양항원 표적

단클론성항체, 면역체크포인트 차단제, 세포치료제 등 여러 신약들이 개발되어

다양한 분야에 임상연구가 활발히 진행되고 있다 [29]. 하지만 여전히 기존

치료제에 대한 의존도가 높고 내성과 재발에 대한 문제가 있어, 치료 효과는 더

좋으면서 부작용은 덜한 새로운 약물에 대한 요구가 꾸준히 있어 왔다 [30]. 이를

바탕으로 본 연구는 기존 치료제를 보완할 수 있는 새로운 천연물 치료제로

에스쿨레틴을 선택하여 가능성을 확인하였다.

천연물인 에스쿨레틴은 항산화제 [15], 항염증제 [16], 항균제 [31] 및

고형암에서 항종양치료제로 많이 연구되어 왔다 [17-23]. 최근 기계론적 연구에서

에스쿨레틴은 β-catenin 의 Lys345, Asn387, Lys312 및 Gly307 잔기와 직접

결합하면서 β-catenin-Tcf 복합체의 형성을 방해함으로써 잠재적 Wnt-β-catenin 

경로 억제제로 보고된 바 있다 [32]. 또 다른 연구로는 주로 세포사멸 관련

DR5 단백질의 상향 조절 및 면역세포화학을 통해 에스쿨레틴의 항 증식효과 관련

연구가 보고되었다 [33]. 이러한 선행연구를 바탕으로 천연물인 에스쿨레틴이

다발골수종 세포주 RPMI-8226 세포의 세포 증식률과 생존율의 감소를 유도할 수

있음을 기대하였다.

STAT3 는 STAT 의 7 개의 구성원 중 하나로 세포증식, 세포생존, 염증, 면역 및

다양한 생물학적 과정에서 중요한 역할을 한다고 알려져 있다 [34]. STAT3 의

지속적인 활성화는 CyclinD1, c-Myc 의 발현을 상향조절하여 암과 같은 질환에서

세포주기 진행을 가속화하며, 다발골수종은 이러한 STAT3 의 과발현이 특징이다

[35-36].

실험결과에 따르면 에스쿨레틴은 RPMI-8226 세포에서 농도의존적으로

세포생존율을 감소시켰으며 (Fig. 3), 이러한 세포생존율 감소가 세포자멸사의 주요

단백질인 caspase 와 미토콘드리아 경로의 활성화를 통해 일어나는 것을

확인하였다 (Fig. 4 와 Fig. 5). 또한 에스쿨레틴을 RPMI-8226 에 처리함으로써
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세포증식률과 세포주기 관련 단백질을 조절하여 G0/G1 단계의 정지를 유발하였다

(Fig. 6). 더욱이 STAT3 의 과발현이 특징인 다발골수종에서 에스쿨레틴이 STAT3 를

Target 하여 감소시킨다는 결과는 이후 연구에 중요한 단서가 될 수 있을 것이다.

또한 이번 연구를 통해 얻은 결과를 바탕으로 앞으로 실험은 STAT3 의 경로를

확인한 것을 기반으로 siRNA 를 이용하여 다발골수종 세포주와 STAT3 인자의

관계에 대해 심화된 실험을 진행할 것이다. 더 나아가 In vivo 상에서

이종이식모델을 통한 에스쿨레틴의 안정성과 유효성 평가가 필요하다. 또한, 현재

다발골수종의 치료에 사용되는 약물과 병용 효과를 연구함으로써 임상적

활용가능성을 확인할 것이다.
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영문요약

Background: Multiple myeloma (MM) is a disease that occurs in plasma cells, the 

final stage of differentiation of B lymphocytes, and is characterized by excessive 

production of abnormal M protein instead of normal antibodies. Clinical symptoms 

include hypercalcemia, bone lesions, and anemia. Currently, treatment methods for 

multiple myeloma include chemotherapy and hematopoietic stem cell 

transplantation. Aesculetin is an extract extracted from the ash tree and injin 

mugwort and is known to have anticancer effects in various solid cancers. This 

experiment was conducted to confirm the effect of treatment with Aesculetin on 

multiple myeloma cells.

Method: RPMI-8226 cells, a multiple myeloma cell line, were treated with Aesculetin, 

and then cell proliferation and cell viability were confirmed using MTS and BrdU 

assays. Cell death was confirmed by Annexin V staining, and cell cycle and 

mitochondrial membrane potential were confirmed using flow cytometry. Proteins 

related to this were confirmed by immunoprecipitation and Western blotting.

Results: Positive marker molecules (CD38, CD138) and negative marker molecules 

(CD19, CD34) of RPMI-8226 cells were identified to prove that they are multiple 

myeloma cell lines. The result of IC50 value of 10uM was derived. As a result of 

comparing apoptosis through flow cytometry, it was confirmed that apoptosis was 

induced as the concentration of Aesculetin increased. Confirmed. Subsequently, as 

a result of checking caspase activity and mitochondrial membrane potential to 

determine through which pathway apoptosis occurs, it was confirmed that caspase 

activity increase and mitochondrial membrane potential decreased as the 

concentration of Aesculetin increased. It was confirmed that the cell death caused 

by this occurs through an endogenous pathway. In addition, as a result of checking 

the cell cycle, it was confirmed that the G0/G1 section was stopped by Aesculetin, 
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and the expression level of the protein involved was also regulated by Aesculetin. 

Finally, as a result of immunoprecipitation to confirm whether the STAT3 pathway is 

involved in cell death caused by Aesculetin, it was confirmed that the expression of 

P-STAT3 and STAT3 decreased depending on the concentration of Aesculetin.

Conclusion: Aesculetin has shown the effect of inhibiting apoptosis and cell 

proliferation in multiple myeloma cell line, and has the potential as a new treatment 

for multiple myeloma in the future.

Key word : Multiple myeloma (MM), Aesculetin, Apoptosis, Caspase activation, 

Mitochondrial pathway, Proliferation, Cell cycle arrest, STAT3.
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