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서      론
  Glucan은 포도당이 수십-수백 개가 연결된 고분자로서 

α와 β-glucan으로 나누어진다. 가루의 전분이나 덱스

트린 등은 α-glucan이고, β-glucan은 β-(1,3), β-(1,4), β- 

(1,6) 등이 있다. 대부분의 β-glucan이 면역 활성 효능이 

있는 것은 아니며 오직 β-1,3-glucan만이 항암 및 면역증

강 작용을 하는 것으로 알려져 있다(1). 미생물의 발효로 

생산되는 β-1,3-glucan은 포도당 분자 간에 β-1,3-결합을 

이루는 고분자 물질이며, 1966년 일본 오사카대학교의 

Tokuya Harada 교수에 의하여 처음 발견되었다(2). β-1, 

3-glucan은 사람과 동물에서 체액성 및 세포성 면역을 자

극하여 면역체계를 활성화시키고 면역 조절물질로 작용

을 한다(3,4). β-glucan의 항암 효과는 암세포를 직접 죽

이는 것이 아니고 대식세포(5), T 임파구(T lymphocyte), 

자연 살해세포(NK cell) 등을 활성화시켜 저하되었던 몸

의 면역력을 회복시키는 기작으로 암의 증식을 억제한

다. 즉, 인간의 정상적인 세포조직의 면역기능을 활성화

시켜 암세포의 증식과 재발을 억제하고 면역세포의 기

능을 활발하게 하는 인터루킨(interleukin) 및 인터페론

(interferon)의 생성을 촉진시키고, 활성 β-glucan은 암세

포가 있는 체내로 들어가 사이토카인(cytokine)을 생산함

으로써 면역세포인 T세포와 B세포의 활동을 지원하여 

세포조직의 면역기능을 활성화시켜, 면역 담당세포의 

신생을 촉진시킬 뿐만 아니라 암의 화학요법과 방사선 

요법으로 저하된 백혈구를 회복시키는 역할을 한다(6). 

β-1,3-glucan이 항암(7-12), 항세균성, 항바이러스성의 활

성이 뛰어나고(13), 상처 치료 효과와 피부재생 효과가 
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ABSTRACT
Background: β-1,3-glucans are well known to enhance the immune reactions, resulting 
in antitumor, antibacterial, antiviral, anticoagulatory and wound healing activities. β-1, 
3-glucans have various activities depending on molecular weight, degree of branching, 
conformation, water-solubility and intermolecular association. However, the β-1,3-glucan 
linked backbone structure is essential and β-D-glucopyranosyl units are required for 
immuno-potentiating activities. Result: In this study, we tested the immunophama-
cological activities of soluble β-1,3-glucans and confirmed the following activities: (1) 
IFN-γ production in PBMCs in the presence or the absence of PHA, LPS, or IL-18; 
(2) induction of various cytokines in the spleen and thymus; (3) adjuvant effect on the 
antibody production; (4) nitrogen oxide synthesis in macrophages; (5) the cytotoxic and 
antitumor effects on cell lines and ICR mice. Conclusion: These results strongly 
suggested that β-1,3-glucans possessed various immuno-pharmacological activities.
(Immune Network 2003;3(2):156-163)
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탁월해 항염증 및 피부의 노화방지 효과가 확인되었으

며, 이밖에도 혈압 및 혈당 강하작용 등의 다양한 약리학

적 효능이 있다(14).

  본 연구는 Agrobacterium species로부터 분리 정제한 

수용성 β-1,3-glucan DMJ-A와 DMJ-E의 면역 활성 효능

을 검증하기 위하여, β-1,3-glucan이 인체 말초혈액단핵

세포(peripheral blood mononuclear cells; PBMCs)의 IFN-

γ 생성에 미치는 향, 마우스 조직(흉선과 비장)에서 

사이토카인 발현양상, 항체생성의 보조 효과, 대식세포

에서 nitrogen oxide (NO) 합성에 미치는 향, 세포의 증

식효과와 항암 효과 등을 검증하여 β-1,3-glucan의 이용

을 위한 기초 및 응용 자료를 제공하고자 하 다.

재료 및 방법

수용성 β-1,3-glucan 생산. 본 연구에 이용된 수용성 β- 

1,3-glucan은 Agrobacterium sp. beta 82 KCTC 10099BP 

(Korea Collection Type Culture, Daejeon, Korea)로부터 생

산된 것(이하 DMJ-A)과 Agrobacterium sp. R259 KCTC 

10197BP로부터 생산된 불용성 β-1,3-glucan (이하 DMJ- 

D)을 glucanase에 의해 수용화한 것(이하 DMJ-E)이다.

  배양 배지(pH 7.0)는 리터당 sucrose 20 g, yeast extract 

5 g, peptone 5 g으로 이루어졌으며, 발효배양액은 리터 

당 100 g sucrose, 4.42 g (NH4)2Cl, 1.44 g KH2PO4, 0.5 g 

MgSO4․7H2O, 10 ml의 미량원소용액(5 g/l FeSO4․

7H2O, 2 g/l MnSO4․H2O, 1 g/l CoCl2․6H2O, 1 g/l ZnCl2, 

초기 pH 7.0) 함유하고 있다. 발효조 배양은 용존산소분

석기와 pH 조절기를 장착한 5l 발효기를 사용하 다. 

30
o
C에서 17시간 동안 배양한 종배양액 300 ml을 발효배

지 2.7l를 포함한 발효조에 접종하 다. pH는 3 N NaOH

를 이용하여 7.0으로 조절하 으며 교반속도와 통기량

은 각각 600 rpm, 0.5 vvm으로 하 다. 배양이 끝난 발효

액을 적절한 농도로 희석하여 18,000 rpm, 30oC, 30분 동

안 원심 분리하여 상등액을 얻었다. 이 상등액에 에탄올 

농도가 80%가 되도록 에탄올을 가하여 4
o
C, 24시간 동안 

방치한 후 원심 분리하여 상등액과 침전물을 얻었다. 

2∼3회 반복된 에탄올 처리 후 원심분리로 얻어진 침전

물을 동결 건조하여 수용성 다당인 DMJ-A을 얻었다.

  DMJ-E는 불용성 다당인 DMJ-D를 Cellulomonas sp. 

ATCC 21712로부터 생산된 glucanase에 의해 수용화한 

것이다. Cellulomonas sp. ATCC 21712는 1% DMJ-D를 포

함한 YCWD 배지(tryptone 10 g/l, yeast extract 1 g/l)에서 

32oC, 48시간 배양하 다. 배양액을 6,000 rpm, 10분 동안 

원심 분리하여 상등액을 취하 다. 상등액에 2% DMJ-D

를 첨가하여 40oC, 48시간 동안 진탕배양기에서 반응시

킨 후 6,000 rpm, 10분 동안 원심 분리하여 잔여 불용성 

다당을 제거하 다. 상등액을 70
o
C, 20분 동안 처리하여 

glucanase를 불활성화하 다. 이 시료에 에탄올 농도가 

75%가 되도록 에탄올을 가하여 4
o
C, 8시간 동안 방치한 

후 원심 분리하 으며, 침전물을 동결 건조하여 수용성 

DMJ-E을 얻었다.

인체말초혈액단핵세포(PBMCs)의 IFN-γ의 측정. Human 

PBMCs를 각각 5×106 cells/ml의 농도로 96 well plate에 

100μL씩 넣고, endotoxin에 의한 오염을 중화시키기 위

해 10μg/ml의 polymyxin B를 처리하 다. Phytohemag-

glutinin (PHA) 1μg/ml, lipopolysacharide (LPS) 5μg/ml, 

IL-18 50 ng/ml과 DMJ-A, DMJ-E를 30, 60μg/ml씩 처리

하여 24시간 배양하여 OptEIA human IFN-γ ELISA kit 

(Pharmingen, USA)를 이용하여 측정하 다.

조직에서 사이토카인 측정. 마우스 4마리의 복강에 3일 

동안 DMJ-A와 DMJ-E 250μg을 주사하고, 2마리는 24시

간 후 흉선과 비장을 채취하 으며, 나머지 2마리는 LPS 

10μg을 주사하고 12시간 후 흉선과 비장을 채취하여 

acid guanidinium thiocyanate phenol chlroform extraction방

법에(15) 의해 total RNA를 분리하 다. RNA 7μg과 400 

ng p (dT)15 primer (Roche, Germany), 75 U reverse tran-

scriptase (Stratagene, USA), 10X reaction buffer, 300 mM 

dNTP (Roche)를 37oC에서 1시간 30분, 95oC에서 5분간 

반응시켰다.

Primer 선정. GAPDH, IL-1β, IL-2는 Colle 등이 보고한 

primer를 사용하 으며(16), 다른 primer는 IL-6 sense 

primer(S): 5'-CTC TGC AAG AGA CTT CCA TC-3' 

antisense primer (AS): 5'-GCC GAG TAG ATC TCA AAG 

TG-3', TNF-α(S): 5′-ATG AGC ACA GAA AGC ATG 

A-3′, (AS): 5′-ACA GAG CAA TGA CTC CAA AG-3′

IL-1Ra(S): 5′-CTT CTG TTT CAT TCA GAG GC-3′, 

(AS): 5′-GAT GCC CAA GAA CAC ACT AT-3′를 사용

하여 중합연쇄반응을 하 다. 유전자의 증폭을 위한 혼

합액의 조성은 cDNA 4μl, 10 pmole sense primer, anti- 

sense primer, 0.2 mM dNTP, 10X reaction buffer (10 mM 

Tris-Cl (pH 8.3), 50 mM KCl2, 0.001% gelatin), 5X 

Qual-up
TM
 solution (Tulgene, Deajeon, Korea), 1unit Taq 

DNA polymerase (Tulgene) 및 3차 멸균수를 혼합하여 50

μl 채운 후 GAPDH, IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-1Ra와 IL-2

유전자의 증폭을 위하여 94
o
C에서 10분 1cycle, 94

o
C 1분, 

60oC 1분, 72oC 1분 30초 30 cycle, 72oC 10분 1cycle을 

GeneAmp PCR System 9600 (Perkin Elmer)을 이용하여 

중합연쇄반응을 하 다.

항체생성의 보조 효과 측정. E6과 E7는 pET28a vector 

(Novagen, USA)를 이용하여 E. coli에서 발현되도록 제조

하 다(17). 제조한 E6 및 E7의 순수한 단백질 20μg과 

DMJ-A, DMJ-E 250μg, 물 또는 MPL+TDM Adjuvant 

(Sigma, USA) 혼합물 200μl를 만들어 0, 7, 14 및 21일에 

주사한 마우스에서 25일째 심장 혈관에서 혈액을 얻어 

실온에서 2시간 방치 후 원심 분리하여 혈청을 수거하
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다. 혈청을 E6, E7이 코팅 되어진 plate를 사용하여 E6와 

E7의 항원에 대한 항체 역가를 ELISA로 확인하 다. 

대식세포에서 NO의 측정. 사람대식세포 THP-1세포는 

10% heat inactivated FBS (HyClone
Ⓡ
, Logan, UT)가 포함

된 RPMI Medium 1640 (GibcoBRL, USA)에 2×105 

cells/well 배양하고, 마우스대식세포 RAW 264.7 세포는 

10% heat inactivated FBS가 포함된 Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium (GibcoBRL)에서 2×105 cells/well을 배양

하 다. DMJ-E의 처리는 THP-1세포에 각각 50, 100, 200

μg/ml를 처리하고, 3시간이 지난 후 LPS 1μg/ml를 처리

하고 대조군은 LPS를 처리하지 않았다. RAW 264.7 세포

는 DMJ-A를 50μg/ml 처리한 후, LPS 0.1μg/ml를 처리

하여 Migliorini 등의 방법(18)으로 NO를 측정하 다.

in vitro에서 항암 효과 측정. 세포 배양에 있어서 정상 

세포군은 섬유아세포 NIH/3T3세포를 사용하 으며, 암 

세포군은 자궁암 세포군인 HPV 16(+) CaSki, C3와 복강

암세포 Sarcoma 180을 이용하 다. 정상 세포군과 암 세

포군을 10% heat inactivated FBS가 포함된 DMEM 배지

에서 1×10
5
 cells/well로 분주하여 37

o
C, 5% CO2 배양기

에서 24시간 배양하여 DMJ-A와 DMJ-E를 40μg/ml, 120

μg/ml농도로 처리하여 37oC, 5% CO2 배양기에서 48시

간 배양하 다. 배양된 세포에 MTS (3-(4,5-dimethylthiazol- 

2-yl)-5-(3-carboxy methoxyphenyl)-2H tetra-zolium, inner 

salt)와 phenazine methosulfate (PMS)를 39：1로 섞어서 

50μl씩 분주하여 37
o
C에서 1시간에서 3시간까지 배양 

후 490 nm에서 측정하 다.

in vivo에서 항암 효과 측정. 복강암세포 Sarcoma 180을 

10% FBS가 포함된 DMEM 배양액에서 배양한 후 PBS에 

희석시켜 5×106 cells/mouse를 ICR 마우스에 주사하

다. 24시간 후 DMJ-A와 DMJ-E를 각각 250μg/mouse씩 

복강에 7일 동안 주사기로 투여하고, 일주일에 한번씩 

생존 여부를 확인하 다.

결      과

인체말초단핵세포에서 IFN-γ의 생성에 미치는 향. 

인체말초단핵세포를 분리해서 DMJ-A, DMJ-E와 PHA, 

LPS, IL-18을 24시간 처리하여 β-1,3-glucan이 인체말초

단핵세포의 IFN-γ에 미치는 향을 관찰하 다. β-1, 

3-glucan을 단독처리하 을 경우 DMJ-A가 DMJ-E보다 

300 pg/ml 정도의 IFN-γ를 더 많이 유도하 고, PHA와 

함께 처리한 DMJ-A가 PHA/DMJ-E보다 3배 정도 IFN-γ

의 생성을 더 많이 유도하 다. 그러나, LPS 혹은 IL-18

과 함께 처리했을 경우 DMJ-A와 DMJ-E가 비슷한 증가

를 보 으며, 이들 β-1,3-glucan들에 의한 IFN-γ의 생성

에 대한 상승효과는 관찰할 수 없었다(Fig. 1).

마우스 조직에서 사이토카인의 발현양상. DMJ-A, 

DMJ-E 투여와 LPS 투여군 및 무 투여군에 따른 

GAPDH, IL-1β, IL-6, IL-Ra와 IL-2 사이토카인 유전자의 

발현 정도를 알아보기 위하여 RT-PCR을 수행한 결과 

GAPDH의 유전자의 발현이 마우스의 흉선과 비장조직

에서 모두 일정하게 발현됨을 확인할 수 있었다. 염증성 

사이토카인 IL-1β는 흉선과 비장에서 많이 발현되었으

며(Fig. 2), TNF-α는 흉선과 비장에서는 잘 발현이 되지 

않았다(data not shown). 흉선과 비장에서 β-1,3-glucan에 

의한 IL-6의 발현량은 매우 적었다. IL-2 mRNA는 흉선

에서는 DMJ-A, 비장에서는 DMJ-E에 의해 약간 증가함

을 알 수 있었다. DMJ-A를 처리한 흉선에서 항염증성 

사이토카인인 IL-1Ra mRNA의 발현양이 약간 증가되었

으나 비장에서는 별 차이가 없었다. LPS를 처리한 흉선 

조직에 DMJ-E를 함께 처리하면 LPS에 의한 IL-1Ra 

mRNA의 발현이 DMJ-E에 의해 감소함을 알 수 있었다

(Fig. 2). 본 연구에서는 β-1,3-glucan의 양성 대조군으로 

LPS를 사용하 다. LPS는 endotoxic하며 동물숙주의 면

역계를 자극하고 세균에 의한 동식물에의 감염과정에서 

독성인자로서 작용한다(19). 세균 자신에 대한 LPS의 생

리적 역할은 잘 알려져 있지 않으나, Mg
++
와 같은 2가

의 양이온들과 결합하여 세포 내로 전달해 주거나(20), 

소수성 항생제와 같은 물질들을 배척하여 세포를 보호

하는 세포투과 차단체로 작용한다고 알려져 있다(21,22).

항체생성의 보조 효과. β-1,3-glucan이 B 세포를 활성화

하여 항체를 생성하는 데 관여하는지 여부를 알아보기 

위하여 β-1,3-glucan에 의한 항체형성의 보조 효과실험

을 하 다. 비교 물질로 물과 항원으로 E6 및 E7을 함께 

처리한 후 항원(E6, E7)에 대한 항체의 역가를 측정하

F igu re  1. The effect of soluble β-1,3-glucans on IFN-γ
production in PBMCs in the presence or absence of costimulator.
Polymyxin B (10μg/ml) was added to the cells to neutralize 
endotoxin. The concentrations of the reagents used were as 
follows; LPS (5μg/ml), IL-18 (50 ng/ml), PHA (1μg/ml), and 
β-1,3-glucans (30, 60μg/ml). PBMCs (5×105 cells/well) were 
given with PHA and β-1,3-glucan, and incubated at 37oC for 24 
h in a humidified 5% CO2 incubator. Subsequently, the culture
supernatants were collected and IFN-γ concentrations were 
measured as described in materials and methods.
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다. 항원을 코팅한 microtiter well에 항혈청을 희석하여 

반응시킨 후 결합된 항체를 horseradish peroxidase가 결

합된 2차 항체로 확인해 본 결과, E6, E7 항원 자체에 

대한 항체의 역가는 각각 1600, 2400 정도로 낮았으나 

E6, E7 항원에 adjuvant기능이 매우 우수한 MPL+TDM

을 혼합하여 처리한 경우에는 E6, E7 항원에 대한 각각

의 항체의 역가는 140,800, 22,400 정도로 높게 나타났다. 

DMJ-A 및 DMJ-E의 항체 형성의 보조 효과를 알아보기 

위해 E6, E7 항원에 DMJ-A나 DMJ-E을 각각 함께 혼합

하여 처리하 다. DMJ-A를 혼합하여 주사하 을 때 E6, 

E7항원에 대한 각각의 항체의 역가는 2,880, 2,560 정도

로 이들 수치는 E6, E7 항원 자체에 대한 항체의 역가 

보다 약간 높은 편이었다. DMJ-E를 혼합하여 주사한 실

험군의 경우, E6, E7항원에 대한 각각의 항체의 역가는 

3,250, 8,533 정도로 이들 수치는 E6, E7 항원 자체에 대

한 항체의 역가보다는 높은 편이었으나 adjuvant기능이 

매우 우수한 MPL+TDM을 혼합하여 처리한 경우보다

는 낮게 나타났다(Fig. 3, Table I).

대식세포에서 NO합성에 미치는 향. 사람대식세포 

THP-1에 LPS를 처리한 경우와 처리하지 않은 경우에서 

β-1,3-glucan DMJ-E의 농도가 NO의 농도에 미치는 효과

를 측정해 본 결과, DMJ-E의 농도가 증가할수록 NO의 

농도가 비례적으로 증가하는 경향을 보 다. DMJ-E만

을 처리한 세포와, LPS를 DMJ-E와 함께 처리한 THP-1 

세포에서의 NO 생성에는 별 변화가 없었으며 LPS 처리

만으로 THP-1 세포에서 NO 생성은 유도되지 않았다

(Fig. 4A). 마우스 대식세포 RAW 263.7에 DMJ-A, LPS를 

처리하여 NO의 농도를 측정한 결과 LPS보다 DMJ-A에 

F igu re 2 . Expression of IL-1β, IL-6, IL-1Ra, and IL-2 mRNAs in thymi and spleens of Balb/c mice treated with 
DMJ-A and DMJ-E in the presence or absence of LPS. Balb/c mice were injected 3 times with DMJ-A, DMJ-E
(250μg/mouse) and treated with or without LPS (10μg/mouse). Total RNAs extracted from thymi and spleens were 
performed by RT-PCR and PCR products were electrophoresed on 1.5% agarose gel.

Thymus

IL-1β

IL-6

Spleen

GAPDH

LPS (10 µg/mouse)

Sample (500 µg/mouse)

IL-2

IL-1Ra

- - + + - - + + - - + +

DW DMJ-A DMJ-E

M - - + + - - + + - - + +

DW DMJ-A DMJ-E

M

Thymus

IL-1β

IL-6

Spleen

GAPDH

LPS (10 µg/mouse)

Sample (500 µg/mouse)

IL-2

IL-1Ra

- - + + - - + + - - + +

DW DMJ-A DMJ-E

M - - + + - - + + - - + +

DW DMJ-A DMJ-E

M

Thymus

IL-1β

IL-6

Spleen

GAPDH

LPS (10 µg/mouse)

Sample (500 µg/mouse)

IL-2

IL-1Ra

- - + + - - + + - - + +

DW DMJ-A DMJ-E

M - - + + - - + + - - + +

DW DMJ-A DMJ-E

M

Figure 3.  The adjuvant effects of β-1,3-glucans on antibody titers against E6 and E7 antigens. A; E6 (20μg/mouse) or B; E7 (20μg/ 
mouse) and β-1,3-glucans (250μg/mouse), MPL+TDM (100μl/mouse) or saline were i.p. administerd to ICR mice on day 0, 7, 14 
and 21. Blood was obtained by cardipunture on day 25. The E6 or E7 antibodies in sera were measured by ELISA.
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의해 NO가 약간 더 분비되었다. LPS와 DMJ-A를 함께 

처리 한 결과 LPS의 향은 없는 것으로 생각된다(Fig. 

4B). 인체말초단핵세포에서는 모두 DMJ-A, DMJ-E에 의

해 NO가 유도됨을 확인할 수 있었다(Fig. 4C).

in vitro에서 세포의 증식효과와 항암 효과. 물질의 독

성 또는 세포의 증식 효과를 알아보기 위해 정상 세포인 

섬유아세포 NIH3T3, 복강암 세포 Sarcoma 180, 자궁경부

암세포 HPV 16(+) CaSki와 C3에 DMJ-A와 DMJ-E를 종

류와 농도별로 각각 처리하여 MTS assay로 반응시키고, 

ELISA Reader로 발색 정도를 측정하여 control 100을 기

준으로 하여 환산한 결과 NIH3T3 세포에서는 DMJ-A 및 

DMJ-E 40μg/ml 농도에서는 약 18%가 증가된 것으로 보

아 세포 증식 효과가 있고 세포에 독성이 없다고 생각되

었다. 120μg/ml 정도의 높은 농도에서는 10∼15% 정도 

약간 감소된 것으로 보아 세포에 약간의 독성이 있어 세

포의 증식을 억제하는 것으로 생각된다(Fig. 5A). 항암 

효과는 복강암세포 Sarcoma 180 세포에서는 DMJ-A 와 

DMJ-E의 40μg/ml에서는 약 40%가 감소된 것으로 보아 

항암 효과가 있는 것으로 판단된다(Fig. 5B). 자궁 경부

암세포 CaSki세포에서는 DMJ-A와 DMJ-E 모두 20% 정

도 감소된 것으로 나타났으며(Fig. 5C), 자궁경부암세포 

C3세포에서는 DMJ-A에 의해 50% 정도, DMJ-E에 의해

서는 20∼30% 정도 감소된 것으로 나타났다(Fig. 5D).

in vivo에서의 항암 효과. in vivo에서의 항암 효과를 조

사하기 위하여 복강암세포 Sarcoma 180을 마우스의 복

강에 투입하여 암을 생성시키고, DMJ-A, DMJ-E와 물을 

7일 동안 투여한 후 생존율을 확인하 다. 물과 DMJ-A

를 투여군은 3주가 되면서 모두 폐사하 으나, DMJ-E를 

투여한 군에서는 2마리가 9주 후까지 생존하 다. 항암 

효과는 Sarcoma 180을 복강에서 주입한 후 DMJ-A와 

DMJ-E를 처리한 경우에 β-1,3-glucan의 종류에 따라 항

암 효과는 다르지만 명백한 생존율을 확인할 수 있어 β

-1,3-glucan이 항암 효과가 있음을 확인할 수 있었다

(Table II). 모든 β-1,3-glucan이 암세포를 주입 전 또는 

후에 β-1,3-glucan을 복강 주사, 구강 투여와 정맥주사를 

할 경우에 항암 효과를 나타낸다고 보고한 결과와 일치

한다(7-12).

Table I. The comparison of β-1,3-glucans as adjuvant for Ab 
production against E6 and E7 antigens
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ
β-1,3-glucans E6 Ab Titer E7 Ab Titer
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Normal   -   - 
DW 1,600 2,400
DMJ-A 2,880 2,560
DMJ-E 3,250 8,533
MPL+TDM 140,800 22,400
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
E6 (20μg/mouse) or E7 (20μg/mouse) and DMJ-A, E (250μg/ 
mouse), MPL+TDM (100μl/mouse) or saline were i.p. admini-
sterd to ICR mice on day 0, 7, 14 and 21. Blood was obtained
by cardipunture on day 25. The levels of E6 and E7 antibodies
in sera were measured by ELISA

Figure 4. The effects of β-1,3-glucans on the NO production in THP-1, RAW 263.7 and PBMCs. A). THP-1 cells (2×105/well) were 
incubated for 4 h with various doses of E (DMJ-E, 50, 100, 200μg/ml) in the presence or absence of LPS (1μg/ml). B). RAW 263.7 
cells (4×104/well) were incubated for 4 h and treated with DMJ-A (50μg/ml), LPS (0.1μg/ml). C). PBMCs (1×107/well) were incubated 
for 4 h and treated with A, E (60μg/ml) and LPS (0.1μg/ml). After an additional 24 h incubation at 37

oC in a humidified 5% CO2 
incubator, the culture supernatants were collected and nitric oxide concentrations were measured as described in materials and methods.
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고      찰

  β-1,3-glucan은 곰팡이, 효모, 조류, 박테리아와 고등 

식물과 같은 다양한 종류에서 얻을 수 있다. β-1,3- 

glucan은 면역체계를 활성화시키고 면역 조절물질로서 

작용을 하고(23,24), 면역 반응을 증폭하여 항암 치료제

로 사용하고 있다(25-28). 이러한 내용을 바탕으로 여러 

가지 사이토카인의 생성(29,30)과, 항체 보조제 효과(31), 

NO 분비, 항암 효과(32-35)를 확인하 다. 본 연구에 이

용된 수용성 β-1,3-glucan은 Agrobacterium sp. beta 82 

KCTC 10099BP로부터 생산된 DMJ-A와 Agrobacterium 

sp. R259 KCTC 10197BP로부터 생산된 불용성 β-1,3- 

glucan DMJ-D를 glucanase에 의해 수용화한 DMJ-E이다. 

본 연구에서는 면역체계를 증폭하고 다양한 면역 조절 

물질의 가능성을 확인하 다. 다양한 사이토카인들은 

면역계를 구성하는 세포에 작용하여 면역세포의 분화와 

특이적인 기능을 담당하며, 하나의 네트워크로서 연결

하고 있다. 본 실험에서는 말초혈액단핵세포, 비장과 흉

선에서 사이토카인의 발현을 측정하 다. DMJ-A, E는 

말초혈액 단핵세포에서 IFN-γ를 방출하 다. β-1,3-glu-

can을 처리하여 IFN-γ가 다량 방출되면 세포가 2′-5′

oligoadenylate synthetase와 같은 효소를 합성하게 되는

데, 이들 효소는 바이러스의 RNA 혹은 DNA의 복제를 

방해하여 바이러스 복제를 억제하는 역할을 할 뿐만 아

니라, 자연살해세포의 용해 능을 증가시키며, T 임파구

와 NK세포를 활성화하여 선천성과 후천성 면역반응에 

작용할 것으로 생각된다(36). IFN-γ는 대식세포를 활성

화한다. 활성화된 대식세포는 세균의 탐식, 항원의 발현, 

염증성 사이토카인을 분비한다고 알려져 있다(37,38). 그

러나, 베타 루칸에 의해 생성된 IFN-γ의 작용 기전은 

아직 알려지지 않았다(39). 본 연구에서 흉선과 비장의 

사이토카인 발현 정도를 측정한 이유는 비장은 대표적

인 세망 내피계의 기관이고, 흉선은 체내의 면역학적 발

현 및 성숙에 필수적인 기관이므로, 루칸 투여 시 나타

나는 비특이적인 면역학적 반응을 관찰하기 위하여 

DMJ-A와 DMJ-E로 자극을 주었을 때 흉선과 비장에서 

다양한 사이토카인 IL-1β, IL-6, IL-1Ra와 IL-2의 발현 정

도를 알아보았다. 사이토카인의 mRNA 변화는 DMJ-A, 

Figure 5.  The effect of β-1,3-glucans on the viability of various cells by MTS assay. A; NIH3T3, B; Sarcoma 180, C; CaSki and
D; C3 cells (1×105cells/well) were preincubated at 37oC for 24 h in a humidified 5% CO2. The different doses of DMJ-A, DMJ-E
(40, 120μg/ml) were given into NIH3T3, Sarcoma 180, CaSki and C3 for 48 h, respectively.
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Table II. Antitumor activity of β-1,3-glucans against Sarcoma 
180 ascites tumor in ICR mice
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

NO. of survivors/total
β-1,3-glucans ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

＜3 week ＜4 week ＜7 week ＜9 week
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
DW (100μl) 0/7 - - -
DMJ-A 0/7 - - - (250μg/mouse)
DMJ-E 3/7 2/7 2/7 2/7 (250μg/mouse)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Sarcoma 180 tumor cells (5×106) were inoculated into ICR mice
on day 0. DMJ-A, E or H2O were i.p. administered to the same
mice on 7 times (1∼7 day). For 9 weeks after tumor inoculation, 
survival rate were checked and the values in the table represent
number of survivors.
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E를 처리하 을 때나, LPS로 자극을 주었을 경우 큰 변

화는 없었다(Fig. 2). DMJ-A와 DMJ-E는 모두 IL-1β 

mRNA를 흉선과 비장에서 증가시키고, DMJ-E는 흉선에

서 LPS에 의해 증가된 IL-1Ra가 β-1,3-glucan을 처리하

을 때 감소하 다. 이 결과로 미루어 DMJ-A와 DMJ-E

는 IL-1 저해제인 IL-1Ra 발현을 저해하고 염증성 반응 

매개인자 IL-1을 증가시키는 것으로 생각된다. 증가된 

IL-1은 세균의 탐식, 살균작용을 하고(40), 종양세포에 

상해 및 증식을 억제할 뿐만 아니라(41), 면역계의 T세포

를 증식할 것으로 생각된다. DMJ-A와 DMJ-E에 의한 항

체 생성의 보조효과를 확인해 본 결과 모두 항체 보조효

과가 있음을 확인할 수 있었다(31). β-1,3-glucan은 사이

토카인을 생산하여 T임파구와 B임파구의 항원 특이적

인 면역반응이 활성화됨으로써 IL-2와 IFN-γ가 분비된

다. 이렇게 분비된 사이토카인은 세포 장애성 T세포를 

활성화시키고, 대식세포의 세포장애기능도 활성화시킴

으로써 IL-1β가 분비된다. IL-1β는 암세포를 파괴하는 

작용을 할 것으로 생각된다. 본 실험에서도 DMJ-A와 

DMJ-E를 처리하여 IL-1β가 발현되고 iNOS가 활성화되

어 NO의 합성이 유도되는 것을 확인할 수 있었다. IL-1

에 의해 매개되는지를 알아보고자 DMJ-A와 DMJ-E를 

IL-1Ra (IL-1 receptor antagonist)와 함께 처리한 후 NO의 

생성여부를 측정해 보아야 할 것이다. DMJ-A와 DMJ-E

에 의해 분비된 NO에 의해 세포사멸을 유도하거나 보호

를 하고, 사이토카인이 생산되어 면역 담당세포의 신생

을 촉진시키며 암의 화학요법과 방사선 요법으로 저하

된 백혈구를 회복시키는 역할을 하는 것으로 생각된다. 

본 실험에서도 마우스의 복강 암에 DMJ-A와 DMJ-E를 

투여하여 항암 효과를 실험한 결과, DMJ-E를 처리하

을 경우에는 항암효과를 확인할 수 있었다. 이러한 결과

를 살펴보면 DMJ-A와 DMJ-E 모두 다양한 사이토카인

들은 면역계를 구성하는 세포에 작용하여 하나의 네트

워크로서 연결하여 면역반응를 증폭할 것으로 생각되며 

더 나아가 DMJ-E는 항암 치료제로도 사용가능할 것으

로 생각된다.
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