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안 많이 수행되었으며 , 유럽산 겨우살이 렉틴의 분자학

적 및 생화학적 특성이 잘 규명되어 있으며 , 일부 물질

Ma cr op h a ge s로부터 IL- 1β 분비 및 전사에 있어서 한국산 겨우살이
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Background: Korean mistletoe (Viscum album) extract has been found to posses immunostimulatory activity . In

this study, Korean mistletoe extract, M 11C (non-lectin components), was used to know whether this extract might

activate mouse peritoneal macrophages to produce interleukin 1β(IL-1β). Methods: Hemagglutination assay was

carried out to examine whether M 11C contained a lectin or not . To know the effect of M 11C on the production

of IL-1β, the macrophages were treated by the M 11C, and then collected the supernatant (M 11C stimulated

macrophages-conditioned media; MMCM). MMCM was analyzed for the IL-1βquantification and mRNA

expression by means of ELISA and RT-PCR, respectively . Results: Maximum effective dose and time of M 11C

on IL-1β production from macrophages were 20㎍/㎖ and 8 hours, respectively . This ELISA data was

reconfirmed by immunoblotting assay . indicating that M 11C is a good candidate for an immunomodulator. The

dose and time dependent effects of M 11C on the expression of IL-1β mRNA from macrophages was also shown

in expression of mRNA detected by RT-PCR. Treatment dose and time for the maximum expression of IL-1β

mRNA were 20 ㎍/㎖ and 4 hours, respectively . Maximum gene expression of IL-1β was much earlier than

maximum production of it . Conclusion: As results, Korean mistletoe extract, M 11C, may be used for an

immunomodulator. This will be able to make up for and solve the problems caused by existent immunoagent with

many adverse effects through many other studies in future including one molecule extraction.

Key Words: Korean mistletoe, non-lectin components, M 11C, macrophages, IL-1β release, IL-1β expression
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은 임상에 응용되고 있는 실정이다(1-4) . 렉틴의 다방면

의 활용 가능성 때문에 렉틴은 많은 연구자들의 연구 재

료가 되어 왔으며 지금도 새로운 렉틴을 찾아내고자 하

는 노력은 계속되고 있다( 1) . 이러한 연구 분위기에 고조

되어 1990년도 중반에 들어오면서 많은 연구진들에 의

해 한국산 겨우살이에 대한 연구가 활성화되면서 한국

산 겨우살이 렉틴의 생화학적 연구가 많이 이루어지고

있다(2-7) . 한방에서는 겨우살이를 오래 전부터 고혈압

을 비롯한 각종 질환에 한방 탕제로 널리 애용되어오고

있다 . 그러나 열을 가하면 활성이 사라지는 당단백질인

겨우살이 렉틴에 대한 연구는 많이 수행되고 있으나 한

방탕제를 대신하는 한국산 겨우살이 성분 중 비렉틴 성

분들에 대한 연구가 아주 미진한 상태에 있는데 , 겨우살

이 비렉틴 성분 중에는 poly saccharides, oligo-

saccharides, amines, alkaloids 등이 있다 (8-12) . 특히 면

역학적 측면에서는 당 계통들의 물질들이 더 많은 흥미

를 불러일으키고 있다 . 이러한 당 계통들의 물질들은 T

림프구 비의존성 면역활성물질로서 잘 알려져 있으며 ,

또한 macrophages를 활성화시킨다 . 활성화된 macro-

phages는 탐식작용을 하고 각종 면역 매개 물질을 분비

하여 생체방어 기능을 수행한다( 12) . 겨우살이 렉틴의

생화학적 작용 중에는 강한 면역활성효과가 있다고 보

고되었다 . 겨우살이 렉틴에 활성화하는 면역세포들 중

하나인 macrophage는 세포 매개성 면역에 있어서 중요

한 역할을 하며 , endotoxin, mitogen, virus 등에 의해서

활성화되며 , 각종 면역활성 매개물질을 분비한다(12) . 이

들 물질 중에는 cytokine 등이 있으며 macrophage가 이

들을 생산 분비하여 생체방어 기능을 수행한다(13, 14) .

Macrophage가 활성화되었을 때 분비하는 cytokine에는

interleukin 1(IL-1), interleukin 6(IL-6), interleukin 12

(IL-12), tumor necrosis factor α (TNF-α), interferon-α

(IFN -α) 등이 있다(13, 14) . 그래서 미지의 면역활성물질

을 검증하는데 macrophage로부터 TNF-α와 IL -1 분비

효능 유무검사가 자주 이용되어진다 . 이들 cytokine 중

IL-1은 감염 , 상처 , 각종 항원 자극에 의해서 macrophage

및 일부 면역 관련 세포들로부터 생산된다 . 최근에는 단

구와 macrophage에서 뿐만 아니라 B lymphocyte,

dendritic cell, fibroblast, keratinocyte, Langerhans cell,

neutrophil, astrocyte, epithelial cell, endothelial cell 등을

포함한 많은 종류의 세포에서 생산됨이 알려졌다 (15,

16) . IL-1은 림프구를 활성하고 면역반응에 중요한 역할

을 하는 것으로 알려져 있다 (17-19) . 특히 IL-1의 주요

기능은 helper T cell을 활성화하며 , NK cell 활성을 강화

하고 hematopoietic cell, fibroblast, vascular endothelial

cell에서의 영향을 통해 염증반응에 효과를 준다 (15, 16) .

이에 본 연구는 겨우살이가 오래 전부터 한방탕제로 널

리 이용되고 있은 점을 감안해 한방탕제의 면역효능 유

무를 규명하고자 함이 연구의 주목적이었다 . 이 연구목

적을 위해 한약탕제처럼 겨우살이를 열탕 추출하여 얻

은 물질에 대한 면역활성효과를 검사하기 위해 macro-

phage의 활성여부검사 일환으로 IL-1β 검사하였다 . 이

러한 목적 하에 수행한 연구결과 한국산 겨우살이 열탕

추출물이 macrophage로부터 IL-1β 분비효능을 가지고

있음을 확인하였다 .

재료 및 방법

1. 시약 , 실험 동물 및 세포

세포의 배양을 위하여 배양액 RPMI-1640과 MEM,

fetal bovine serum (FB S), L-glutamine acid, penicillin-

streptomycin, trypsin-EDTA는 Gibco-BRL (Grand Island,

N Y, U SA)로부터 구입하였으며 , 각종 culture plates,

flasks, 그리고 각종 tube들은 Falcon(Franklin Lakes, N J,

U SA)으로부터 구입하였다 . IL-1β검사를 위한 enzyme-

linked immunosorbent assay s (ELISA) kit 및 immuno-

blotting을 위한 각종 항체는 Chemicon (Temecula, CA,

U SA)으로부터 구입했다 . 역전사 중합 연쇄반응 (RT-

PCR)을 위한 시약은 Takara (Otsu, Shiga, Japan)로부터

구입했다 . Chloroform, hexane, methanol, ethanol,

isoprophanol을 비롯한 각종 유기용매들은 Merck (Berlin ,

Germany)로부터 구입했다 . 세포 자극 시약이 유기용매

로 용해했을 경우 유기용매의 최종 농도는 0.1% 이하로

되게 했다 . 본 실험에서 사용된 mouse들은 대한실험동

물 센타(음성 , 충북)로부터 분양받아 항온 항습실에 사

육하면서 실험하였다 . 항온항습실의 조건은 온도 22±

1℃ , 습도 55±5%, 조명 150 Lux의 조건이었다 . Macro-

phages의 추출을 위해 Balb/c 마우스를 사용하였다 .

2 . 겨우살이로부터 M 11C 추출

M 11C 추출에 관한 실험은 다른 문헌을 참조하였다

( 12) . 간단히 설명하면 , 겨우살이로부터 M 11C를 추출하

기 위해 겨우살이를 증류수에 넣고 약한 불로 2시간 동

안 끓인 후 믹서기(솔잎 82A , 대구)로 분쇄하였다 . 그리
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고 난 뒤 4시간 동안 교반기(제일과학 , 서울)를 사용해

저속으로 교반하였다 . 그 후 30분간 원심분리한 후 , 얻

은 상등액을 chloroform 및 hexane을 처리하여 탈지시킨

용액을 얻었다 . 이 용액을 여과막 (60㎛∼0.45㎛ ; Milli-

pore, Bedford, MA 0 1730, U SA)을 통과한 후 ,

polymyxin-B column (Biorad, Hercules, CA , U SA)을 사

용해 오염된 lipopoly saccharide (LP S)를 제거한 후 PB S

로 투석하였다 . 투석 후 동결건조하여 갈색분말을 얻었

다 (이하 M 11C 이라 칭함) . M 11C내의 LP S 잔유량 검사

는 Limulus E S II kit (Wako, Osaka, Japan)로 검사하였

으며 , 잔유량은 42 endotoxin units (EU)/ml 이였다(data

not shown) . 유럽국가에 있어 시약에 LP S 잔유량 허용범

위는 350 EU/ml인데(20), 본 M 11C는 허용범위의 1/8 이

하에 불가해 추후 실험에 아무런 문제가 없었다 .

3. 적혈구 응집반응 시험 (h em a g g lu t in a t ion t es t )

M 11C에 렉틴의 함유 유무를 알기 위해 적혈구 응집

반응 시험은 렉틴의 적혈구 응집반응시험이 보편화되어

있음을 감안해 다른 문헌을 참조하였다 (12, 2 1, 22) . 그

과정을 간략히 설명하면 다음과 같다 . 먼저 B 형 혈액형

을 지닌 건강한 사람으로부터 적혈구를 채혈하여 PB S로

3회 세척하고 2%가 되게 PB S로 부유시켰다 . 부유시킨

적혈구에 정해진 농도의 추출물 solution M 11C와

negative control로 사용한 PB S, positive control로 사용

한 Korean mistletoe lectin인 KML을 첨가하여 96 well

microtiter plate에서 1시간 동안 배양하여 M 11C의 혈구

응집효과 유무를 확인하였다 .

4 . M ou s e로부터 m a cr op h a g es의 추출 및 자극

Macrophage 추출 및 자극은 다른 문헌을 참조하였다

(12, 23) . 그 과정을 간략히 설명하면 , RPMI-1640으로

24 well plate에 macrophages를 plating하였다 . 순수한

macrophages를 모으기 위해 1시간 정도 배양한 후

macrophages가 붙었는지 확인하고 , 다른 종류의 부유 세

포들을 세척하여 제거하였다 . 세척한 후 Wright and

Giemsa stain법으로 염색했을 때 macrophages의 순수도

는 98% 이상이었다(data not shown) . M 11C로 자극하기

전에 macrophage plate를 incomplete RPMI- 1640 medium

으로 씻어낸 후 , serum free RPMI-1640 medium

(+penicillin-streptomicyn, +L -glutamine)을 1 ㎖씩 주입

하였다 . Macrophages에 M 11C를 첨가한 후 , 37℃에서

자극시켜 얻은 medium을 실험할 때까지 -20℃에 보관하

였다 .

5. S an d w ich E LIS A

IL-1β 분석용 ELISA kit (Chemicon, Temecula, CA ,

U SA)를 사용하여 검사하였는데 간단히 설명하면 다음

과 같다 . IL-1β standard와 samples를 96 well (precoated

with rat anti-mouse IL-1β)에 100 ㎕씩 넣었다 . 그리고

난 후 primary antibody인 rabbit anti-mouse TNF-α 25

㎕를 첨가하여 혼합한 뒤 , 4시간 동안 항온에서 배양한

후 , wash buffer로 씻어내었다 . 이 후에 100 ㎕ second

antibody인 goat anti-rabbit conjugated alkaline phosphate

를 well에 첨가한 후 45분간 배양하였다 . 배양 한 후

wash buffer로 씻어낸 후 , vacuum으로 조심스럽게 물기

를 제거하였다 . 물기를 제거한 후 color reagent를 각

well에 넣고 , 각 well 별로 차별성이 있는 주황색이 나타

나면 stop solution 50 ㎕를 넣어 색깔반응을 고정시켰

다 . 490 nm에서 ELISA reader (Bio-Tek, Highland park,

Vermont, U SA)로 측정하여 IL -1β의 양을 분석하였다

(24) .

6. W e st ern b lot t in g

Western blotting에 관한 자세한 사항은 다른 문헌을

참조하였다 (12, 25) . 간단히 설명하면 , MMCM을 sample

buffer와 섞은 후 16% separating gel로 구성된 0.1%

SD S-PAGE에서 단백질을 분리하였다 . 전기영동이 끝난

gel내의 단백질은 nitrocellulose membrane (N C; Schlei-

cher and Schuell, Verkaufsleiter, Germany) 위에 이동시

켰다 . 이동시킨 후 , NC를 blocking buffer (5% nonfat dry

milk in TB S-T buffer)와 배양시켜 항체와의 비특이적

결합을 억제시켰다 . TB S-T buffer로 씻어낸 후 , rabbit

anti-murine IL -1β polyclonal primary antibody를 첨가하

였다 . 그리고 난 뒤 hybridization incubator (Robbins,

CA, U SA ; speed 10rpm)에서 4℃에서 12시간 동안 배양

하였다 . TB S-T buffer로 씻어낸 후 , 2 차 항체 (goat

anti-rabbit IgG horseradish peroxidase conjugated affinity

purified antibody)를 첨가하여 hybridization incubator에

서 4℃에서 3시간 동안 배양하였고 , TB S-T로 씻어내었

다 . 그 후 N C를 ECL(peroxidase substrate, Amersham,

Cleveland, Ohio, U SA)로 잘 적신 후 5분간 배양하였다 .

배양한 후 , 10W safety lamp (Kodak, Rochester, N Y,

U SA)가 설치된 암실에서 x-ray film(Agfa, Devaert,

Belgium))에 감광시킨 후 x-ray film을 developing,
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washing, fixing, washing 순서과정을 거친 후 IL-1β

band의 크기와 강도를 분석하였다 .

7 . 역전사 중합연쇄 반응 (r ev er se t r an s cr ip t ion -

p oly m er a s e ch a in r eact ion )

역전사 중합 연쇄 반응(RT-PCR)에 관한 자세한 사항

은 다른 문헌을 참조하였으며( 12), 역전사 kit 및 중합연

쇄반응 kit(Takara, Otsu, Shiga, Japan)를 이용하여 실시

하였다 . 간단히 설명하면 , Trisol(Gibco-BRL, Grand

Island, N Y, U SA)을 이용하여 total RNA의 추출하였다 .

2 ㎍의 total RNA를 역전사 반응액(total volume : 50 ㎕ ;

10 ㎕ of 5x RAV-RTase buffer, 20 ㎕ of 2.5 mM dN TP,

0.02 μM of IL-1β or β -actin anti-sense primer, 10

units of RAV-RTase)과 혼합하여 42℃에서 1시간 동안

반응시켜 IL-1β와 β -actin의 cDNA를 합성하였다 . 합성

한 각각의 cDNA를 중합연쇄 반응액(total volume : 50

㎕ ; 5 ㎕ of 10x Taq buffer, 4 ㎕ of 2.5 mM dN TP, 1

㎕ of 10 pmoles/㎕ IL-1β or β -actin sense or anti-sense

primer, 8 units of Taq)과 혼합하여 IL-1β와 β -actin의

RT-PCR 증폭산물을 얻었다 . 이 증폭 산물은 1% agarose

gel 전기영동상에서 분석하였다 . 실험에 사용한 primer의

염기서열 및 증폭산물의 크기는 Table 1에 나타내었다 .

8 . 통계 처리

실험성적은 평균 또는 mean± SD로 나타냈으며 , 각

group 간의 통계학적 검정에는 PC-SA S 혹은 Excel 프로

그램을 이용하여 T-검정하였다 . p 값이 0.05 이하일 때

통계적으로 유의한 차이가 있는 값으로 간주하였다 .

결 과

1. 적혈구 응집반응을 통해서 M 11C의 비 렉틴

(n on - lect in ) 성분 확인 분리된 겨우살이

M 11C가 agglutinin 즉 렉틴 기능을 가지는지 조사하

고자 적혈구 응집반응(Fig. 1)을 실시하였다 . M 11C 용액

은 negative control인 PB S처럼 적혈구와 응집 반응을 보

이지 않았다 . Positive control로 사용한 한국산 겨우살이

렉틴인 KML은 매우 높은 응집반응을 보였으며 , 응집을

위해 요구되는 최소의 농도를 확인한 결과 8 ㎍/㎖이 응

집 최소 농도였다 (data not shown) . 따라서 , 본 실험에서

분리된 한국산 겨우살이 추출물 M 11C는 agglutinin 즉

렉틴 기능이 없는 물질임을 알 수 있었다 .

2 . M 11C의 m a cr op h a g es로부터 IL - 1β의

분비유도에 있어서 농도 의존성 효과

M 11C로 macrophage를 8시간 동안 각각의 농도로 자

극했을 때 M 11C의 0.02 ㎍/ml 농도에서는 medium

alone 처리군과 같은 IL- 1β 분비량을 보였다(data not

shown) . ED50농도는 2 ㎍/ml 이하 농도이었다 . 농도가

증가함에 따라 IL-1β 분비량이 증가하여 M 11C의 농도

20 ㎍/ml에서 245±6 pg/ml의 IL -1β 분비량 최고정점을

보였다 . 최고 정점을 보일 때의 IL -1β 분비량은 0.02

㎍/ml 처리군과 비교했을 때 통계적으로 매우 유의한 차

Ta ble 1 . P rime rs us e d in RT-P C R

Target mRNA Primer sequences Product size (bp)

IL-1β
sense: 5'-ATGGCAACTGTTCCTGAACTCAAC-3'

anti-sense: 5'-CAGGACAGGTATAGATTCTTTCCTTT-3'
563

β-actin
sense: 5'-GGAGAAGATCTGGCACCACACC-3'

anti-sense: 5'-CCTGCTTGCTGATCCACATCTGCTGG-3'
840

Fig . 1 . The e ffe ct of Ko re a n mist le toe c rude extra ct

(M11C ) o n a gg lut ina t io n of RBC . 1, 2 , 4 a nd 8

ex pre s s 1, 2 , 4 , 8 mult ip le d ilut io ns , re s pe ct ive ly .

P BS , M11C , a nd KML re pre s e nt ne gat ive co nt ro l,

Ko re a n mist le toe c rude ext ra ct , a nd Ko re a n

mist le toe le ct in, re s pe ct ive ly . The re s ult is o ne of

t he fo ur expe rime nts . All othe r deta ils a re a s

de s c ribe d unde r "Mate ria ls a nd Met hods ".
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이를 보였다 (p<0.00 1) . 이 이상 농도부터는 plateau 현상

을 보이거나 점차 감소하는 추세를 보였다 (Fig. 2) . IL -1

β 분비 최고 효과를 보이는 M 11C 농도 20 ㎍/ml는

macrophage를 자극했을 때 분비되는 TNF-α경우의

M 11C의 최적효과 농도와 같았다 (data not shown) .

3. M 11C의 m a cr op h ag es로부터 IL - 1β의

분비유도에 있어서 배양시간 의존성 효과

최적 배양시간을 알기 위한 실험에 있어서 , 농도 의

존성 실험에서 얻은 M 11C의 최적농도 20 ㎍/ml로 각각

의 배양시간동안 macrophage를 배양하였다(Fig. 2-3) .

IL -1β의 분비가 자극되지 않았을 때인 45±5 pg/ml에서

시작해서 배양 8시간에서 최고 250±20 pg/ml까지 약 5

배 정도 증가하였으며 , 통계적으로 큰 유의한 차이를 보

였다(p<0.00 1) . 배양시간 8시간 이후부터는 plateau를 형

성하거나 차츰 감소하는 경향을 띄었다 (Fig. 3) . 결론적

으로 M 11C로 macrophage를 자극할 때 최적 농도와 배

양시간은 각각 20 ㎍/ml과 8시간이었다(Fig. 2-3) . IL-1β

의 최고 분비량은 M 11C로 대식세포를 자극했을 때 분

비되는 TNF-α 분비량에 비해 약 1/ 10 수준이었다 (data

not shown ; 12) . ELISA 실험에서 얻은 결과들을 (Fig.

2-3) 다른 실험기법으로 다시 한번 더 검증하기 위한

immunoblotting 실험 기법을 이용하여 수행하였다 .본 실

험결과에서 M 11C의 최적 농도와 배양시간으로

macrophages를 자극했을 때 ELISA 실험기법에서 얻은

것처럼 IL-1β가 비교구에 비해 많이 분비된다는 것을

보여 주었다(Fig. 4) .

4 . M 11C의 m a cr op h ag es로부터 IL - 1β m RN A

의 전사유도에 있어서 농도 의존성 효과

PCR 기법에서 절대 정량분석은 못하지만 상대적 정

량분석 비교는 할 수 있었기에 , IL-1β mRNA 전사를

Fig . 2 . The dos e de pe nde nt e ffe ct of Ko re a n mist le toe

c rude extra ct (M11C ) o n inte rle ukin- 1β (IL- 1β)

re le a s e fro m ma c ro pha ge . Ba rs re pre s e nt the me a n ±

S .E.M for thre e ex pe rime nts w it h t rip lica te . All ot he r

deta ils a re a s de s c ribe d unde r "Mate ria ls a nd

Methods ".

Fig . 3 . The t ime de pe nde nt e ffe ct of Ko re a n mist le toe

c rude extra ct (M11C ) o n inte rle ukin-1β (IL- 1β) re le a s e

fro m ma cro pha ge . Ba rs re pre s e nt t he me a n ± S .E.M

fo r thre e ex pe rime nts w ith trip lica te . All ot he r deta ils a re

a s de s c ribe d unde r "Mate ria ls a nd Methods ".

Fig . 4 . Im muno blot a na lys is of cond it io ne d me d ia

obta ine d fro m Ko re a n mist le toe c rude ext ra ct

(M11C )-tre a te d ma c ro pha ge us ing polyclo na l a nt ibody

of ra bbit a nt i-mous e IL-1β . M a nd Co n re pre s e nt

ma rke r a nd co ntro l (me d ium a lone ) fo r IL- 1β ,

re s pe ct ive ly . The re s ult is one of the five

ex pe rime nts . All othe r deta ils a re a s de s c ribe d unde r

"Mate ria ls a nd Methods ".
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위한 M 11C의 최저 및 최대 효과 농도를 알 수 있었다 .

M 11C로 macrophage를 자극했을 때 M 11C의 0.02 ㎍/ml

와 0.2 ㎍/ml 농도에서는 IL-1β mRNA 전사를 유도하

지 못하였음을 보여 주었다(Fig. 5) . 그러나 ELISA 실험

기법에서 M 11C 0.2 ㎍/ml 농도가 macrophage를 자극해

IL-1β 단백질을 분비하게 함을 보여 주었다 (Fig. 2, 4) .

이러한 두 실험기법간의 결과 차이는 두 실험기법간의

sensitivity로 해석해야 될 것 같다 . 다시 말해서 , PCR 기

법보다 ELISA기법이 더 높은 sensitivity를 가졌음을 보

여 주고 있다 . 전사 유도를 위한 M 11C의 최저 농도는 2

㎍/ml 이였고 , 최대 농도는 20 ㎍/ml 이였다 . M 11C의 최

대 효과 농도는 IL-1β 단백질 분비결과와 같았다 .

M 11C 20 ㎍/ml 보다 높은 농도에서는 감소하였지만 ,

IL-1β 단백질 분비결과와는 달리 급격히 IL -1β mRNA

전사가 감소함을 보였다 (Fig. 2, 5) .

5 . M 11C의 m a cr op h a g es로부터 IL - 1β m RN A

의 전사유도에 있어서 배양시간 의존성 효과

IL- 1β mRNA 전사를 위한 최적 배양시간을 알기 위

한 실험결과에 있어서 , M 11C 최적 농도인 20 ㎍/ml으

로 macrophage를 자극했을 때 , 1시간과 2시간 동안의 배

양에서 미미한 전사를 보이다가 4시간과 8시간에서 최

대의 전사를 보였다 (Fig. 6) . 이 후 배양시간부터는 전사

가 급급히 감소하였다 . 결론적으로 M 11C로 macrophage

를 자극할 때 최적 농도와 배양시간은 각각 20 ㎍/ml과

4시간 혹은 8시간이었다(Fig. 5-6) . 8시간 보다 긴 배양

시간에서는 IL -1β 단백질 분비는 거의 plateau를 이루었

는데 , IL-1β mRNA 전사는 급격히 감소함을 보였다

(Fig. 3, 6) .

고 찰

유럽산 겨우살이나 한국산 겨우살이에 대한 연구에

있어서 , 겨우살이 당단백질인 렉틴에 대한 연구가 주류

를 이루고 있다 (1-7, 12) . 이에 본 연구는 겨우살이가 일

부 한약탕제에 사용되고 있다는 점을 감안하여 , 한국산

겨우살이로부터 열에 약한 단백질 성분이 아닌 열에 의

해서도 약리효능을 지니는 물질들을 분리하여 면역학적

효능을 밝히고자 하였다 . 이 목적을 위한 연구 접근 중

하나가 macrophage로부터 IL-1β분비효과를 알기 위한

것이었다 . 양성대조구로 사용한 한국산 겨우살이 렉틴인

KML이 적혈구 응집반응을 보이는데 반해 한국산 겨우

살이를 열탕 추출 후 일부 용출된 지용성 물질을 제거한

추출물인 M 11C는 겨우살이 렉틴이 가지는 적혈구 응집

작용을 가지지 않았다(Fig. 1) . 그래서 본 연구에서는

M 11C를 겨우살이 비렉틴 물질들 (non-lectin com-

ponents)로 칭하기로 하였다 . 유럽산 및 한국산 겨우살이

로부터 분리된 렉틴은 당 특이성을 가지며 강한 적혈구

Fig . 5 . The dos e de pe nde nt e ffe ct of Ko re a n mist le toe

c rude ext ra ct (M11C ) o n inte rle ukin-1β ( IL- 1β ) mRNA

ex pre s s io n fro m ma cro pha ge . Ex pre s s io n of m RNA

w a s dete cte d by RT-P C R. Equiva le nt q ua nt it ie s of

m RNA w e re us e d s ince s imila r a mo unts of β-a ct in

w e re ex pre s s e d in e a ch s pe c ime n. 0 .02 , 0 .2 , 2 , 2 0 ,

2 00 , a nd 2000 re pre s e nt 0 .02 ㎍/ ml, 0 .2 ㎍/ ml, 2 ㎍

/ ml, 2 0 ㎍/m l, 2 00 ㎍/ ml, a nd 2 000 ㎍/ml of M11C

dos e , re s pe ct ive ly , t ha t w e re us e d fo r t he s t imula t io n

of ma c ropha ge for 8 hours . The re s ult is one of t he

five ex pe rime nts . All othe r deta ils a re a s de s c ribe d

unde r "Mate ria ls a nd Met hods ".

Fig . 6 . The t ime de pe nde nt e ffe ct of Ko re a n mist le toe

c rude ext ra ct (M11C ) o n inte rle ukin-1β ( IL- 1β ) mRNA

ex pre s s io n fro m ma cro pha ge . Ex pre s s io n of mRNA

w a s dete cte d by RT-P C R. Eq uiva le nt q ua nt it ie s of

m RNA w e re us e d s ince s imila r a mo unts of β-a ct in

w e re ex pre s s e d in e a ch s pe c ime n. 0 , 1, 2 , 4 , 8 , 16 ,

a nd 24 re pre s e nt 0 ho ur, 1 ho ur, 2 ho urs , 4 ho urs , 8

ho urs , 16 hours , a nd 24 ho urs of c ulture t ime ,

re s pe ct ive ly , t ha t w e re us e d for t he s t imula t io n of

ma c ro pha ge w it h M11C (2 0 ㎍/ ml). The re s ult is o ne of

t he five expe rime nts . All othe r deta ils a re a s de s cribe d

unde r "Mate ria ls a nd Met hods ".
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응집을 보인다(5-6, 8-12) . 반면에 본 실험에서 사용한 겨

우살이 열탕추출물인 M 11C는 렉틴 기능이 없는 물질들

(non-lectin components)로 구성되어 있음을 보여 주었다

(Fig. 1) . 이러한 결과는 한방탕제에서 사용되는 겨우살

이의 면역활성 효능을 이해하는데 많은 도움을 주리라

믿는다 . 본 실험에 사용된 비렉틴(non-lectin) 성분인

M 11C가 macrophage를 활성화해 TNF-α를 분비한다는

것을 발표하였다(12) . Macrophage가 활성화할 때 TNF-

α를 비롯한 IL- 1β , IL-6, IL -12가 분비된다는 것이 잘

알려져 있는 사실이다(15-19) . 따라서 M 11C가 면역활성

효과능을 알기 위한 연구 접근방법 중 하나로

macrophage로부터 IL-1β의 전사능과 분비능을 검사하

였다 . 본 연구에서는 M 11C로 macrophage를 자극했을

때 IL-1β가 생산 분비된다는 것을 검사하기 위해

ELISA, Immunoblotting, RT-PCR 기법들을 이용하였다 .

ELISA 실험기법에서 M 11C 20 ㎍/㎖으로 8시간 동안

macrophages를 자극했을 때 IL-1β가 가장 많이 분비되

었음을 보여주었다 (Fig. 2, 3) . 이러한 M 11C의 최대 효과

의 농도와 배양시간은 macrophage로부터 TNF- 를 분비

하게 하는 실험결과에서와 같은 경향을 보여 주었다 (12) .

이러한 IL-1β분비에 대한 ELISA 실험결과를 다시 한번

더 확증하기 위해 immunoblotting 실험기법을 이용하였

다 . 이때 사용한 M 11C의 농도와 자극시간은 ELISA기법

에서 얻은 최대 효과농도 20 ㎍/㎖와 최대효과 배양시간

인 8시간이었다(Fig. 4) . 이 실험결과 , ELISA 기법에서

얻은 결과처럼 M 11C가 macrophage를 활성화시켜 IL-1

β이 분비됨을 확증해 주었다 . ELISA 기법을 이용한 정

량분석을 했을 때 M 11C 자극에 의한 macrophage의 IL -1

β의 분비는 TNF- 분비의 약 1/ 10 수준이었다 (data not

shown) . 유럽산 겨우살이 렉틴 ML I, ML II, ML III는

사람 단구로부터 IL- 1β를 대조군보다 2∼3배 더 분비하

게 했다(26) . 그리고 터어키산 겨우살이의 알코올 추출물

이 macrophage로부터 TNF- , IL-1 , IL -1β를 분비하게

한다고 보고했다(27) . 그러나 한국산 겨우살이 추출물의

IL -1β분비 효과에 대한 보고는 아직까지 없다 . 겨우살

이 렉틴이 면역세포로부터 각종 cytokine을 생산 분비하

게 하는 기전은 면역세포표면의 당과 결합으로 인한 작

용이라 제안하고 있다 (28) . 그러나 렉틴이외의 겨우살이

물질들에 대한 작용기전은 잘 밝혀지지 않았다 .

Macrophages가 M 11C의 자극을 받아 IL-1β를 분비하

기까지 signal transduction에 의해 세포내 여러 작용기전

들에 의해 여러 전사조절 물질들을 활성화시킬 것이라

유추되었다 . 그래서 본 실험에서도 IL- 1β 유전자의 전

사와 해독의 관계를 알기 위해 RT-PCR기법을 이용하였

다 . 실험결과 , IL-1β mRNA의 전사는 IL -1β 단백질분

비 결과처럼 M 11C의 농도와 배양시간에 의존했다 . 그러

나 IL-1β mRNA의 전사는 IL-1β 단백질분비보다 2시

간 정도 빨리 전사의 peak를 보였으며 , 또한 빨리 급격하

게 전사가 감소함을 보여 주었다 (Fig. 2, 3, 5, 6) . 이러한

IL -1β 전사와 분비기전의 양상은 어떠한 신호전달인자

와 전사인자가 관련되어 있는지에 대해서는 추후 심도

있는 다른 연구 과제들을 요구하고 있다 . IL- 1β는 대식

세포의 활성화의 지표인 TNF-α와 더불어 대식세포가

분비하는 주요한 cytokine이며 , T-림프구 및 B-림프구의

증식 , 분화 , 활성화에 관여하는 면역물질 중 하나이기에

M 11C의 면역활성 효능검사에 좋은 잣대가 된다 . 만약

M 11C가 endotoxin인 lipopoly saccharide (LP S)처럼 대

식세포를 강하게 활성화시켜 다량의 IL-1β 및 TNF-α

를 분비해 심한 염증반응과 septic shock 등과 같은 부작

용을 일으킨다면 M 11C가 면역활성제가 아니라 독소라

고 우려해볼 수도 있다 . 본 실험에 있어서 M 11C의 최대

효과 농도인 20 ㎍/ml이 LP S 1 ㎍/ml보다 20 배 이하의

농도에서 1/4정도의 IL-1β분비를 보였다(data not

shown) . 또한 M 11C는 20 ㎍/ml 농도 이상에서는

macrophage를 더 이상 더 활성화시키지 않는 plateau 경

향을 보인데 반해 LP S는 1 ㎍/ml보다 더 높은 농도에서

도 plateau가 아닌 상승되는 활성을 보였다(data not

shown) . 그러기에 M 11C가 IL-1β을 분비해 면역작용의

일환으로 일부 염증반응을 일으킨다고 하더라도 IL-1β

의 많은 면역활성 작용 중의 하나로 간주되어지기에

M 11C를 우려할만한 염증매개물질(inflammatory media-

tor)로 고려하지 않아도 되리라 여겨진다 . 결론적으로 , 한

국산 겨우살이 열탕 추출물인 비렉틴(non-lectin) 구성성

분인 M 11C가 일차 면역반응에 주요한 항원제공세포로

작용하는 macrophages 활성화의 지표인 TNF-α의 분비

와 (12) IL -1β를 분비하게 했다 . 이러한 본 연구결과가

M 11C가 면역활성제로 기여할 수 있음을 강하게 제시하

였다 . 그리고 겨우살이가 면역활성효능의 한약탕제의 재

료로 사용할 수 있음을 확인할 수 있는 실험결과였다 . 그

러나 추후 더욱 더 많은 연구를 수행해서 M 11C 구성물

질 중 어떠한 단일 물질이 면역활성화에 주로 기여하는

지를 알아내야 하는 과제를 남겨 놓고 있다 .
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