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서      론

  종양 내 혈관형성은 암의 증식 및 침윤, 전이에 필수적

으로 수반되는 과정이다(1,2). 따라서 종양의 전이를 차

단하기 위해서는 혈관형성 기작의 이해가 매우 중요하

다. 혈관형성에 관여하는 인자들에는 vascular endothelial 

growth factor (VEGF), basic fibroblast growth factor 

(bFGF), interleukin (IL)-1, IL-8, tumor necrosis factor 

(TNF)-α 등이 있으며 이 인자들은 종양세포 혹은 숙주

세포에서 분비되어 autocrine 또는 paracrine 경로를 통해 

종양 내 혈관형성을 자극한다(3-7). 이들 중 가장 강력한 

인자로 알려진 VEGF는 heparin에 결합된 당단백으로 주

로 내피세포에서 발현되는 fms-like tyrosin kinase (flt), 
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ABSTRACT
Background: Platelet-activating factor (PAF) induces nuclear factor (NF)-κB activation 
and angiogenesis and increases tumor growth and pulmonary tumor metastasis in vivo. 
The role of NF-κB activation in PAF-induced angiogenesis in a mouse model of 
Matrigel implantation, and in PAF-mediated pulmonary tumor metastasis were 
investigated. Methods: Angiogenesis using Matrigel and experimental pulmonary tumor 
metastasis were tested in a mouse model. Electrophoretic mobility shift assay was done 
for the assessment of NF-κB translocation to the nucleus. Expression of angiogenic 
factors, such as tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin (IL)-1α, basic fibroblast 
growth factor (bFGF), and vascular endothelial growth factor (VEGF) were tested by 
RT-PCR and ELISA. Results: PAF induced a dose- and time-dependent angiogenic 
response. PAF-induced angiogenesis was significantly blocked by PAF antagonist, 
CV6209, and inhibitors of NF-κB expression or action, including antisense oligonucleotides 
to p65 subunit of NF-κB (p65 AS) and antioxidants such as α-tocopherol and 
N-acetyl-L-cysteine. In vitro, PAF activated the transcription factor, NF-κB and induced 
mRNA expression of TNF-α, IL-1α, bFGF, VEGF, and its receptor, KDR. The 
PAF-induced expression of the above mentioned factors was inhibited by p65 AS or 
antioxidants. Also, protein synthesis of VEGF was increased by PAF and inhibited by 
p65 AS or antioxidants. The angiogenic effect of PAF was blocked when anti-VEGF 
antibodies was treated or antibodies against TNF-α, IL-1α, and bFGF was 
co-administrated, but not by antibodies against TNF-α, IL-1α, and bFGF each alone. 
PAF-augmented pulmonary tumor metastasis was inhibited by p65 AS or antioxidants. 
Conclusion: These data indicate that PAF increases angiogenesis and pulmonary tumor 
metastasis through NF-κB activation and expression of NF-κB-dependent angiogenic 
factors. (Immune Network 2003;3(1):38-46)
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kinase domain receptor (KDR)와 같은 tyrosine kinase 수용

체들과 결합하여(8-10) 내피세포를 자극하고 혈관투과

성을 증가시킨다(11-13). 또한 혈관형성과정에 관여하는 

많은 단백질 분해 효소들의 발현을 증가시켜(14,15) 여

러 조직에서 혈관형성능을 나타내며 종양증식에 관여한

다(13,16-18). 최근 VEGF를 포함한 혈관형성에 관여하는 

인자들이 생체 내 염증반응과 접히 관련되어 있음이 

보고되고 있는데 즉, 염증 반응에 관여하는 대식세포, 단

구세포 등이 VEGF를 비롯하여 염증성 cytokine인 TNF-α 

및 IL-1 등을 생산하며, 이들이 내피세포를 자극하여 혈

관형성을 유도한다(6,19-21).

  염증반응의 조절에 중요한 인자로 대두되고 있는 혈

소판활성인자(platelet-activating factor, PAF)는 phospho-

lipid로 혈소판, 호중구, 대식세포, 내피세포 및 비만세포 

등에서 분비된다. 최근 연구된 바에 의하면 PAF은 종양

세포에서 분비되어 종양세포의 증식과 이동을 자극하고 

종양 내 혈관형성을 유도하여 종양의 증식 및 전이를 항

진시킨다(22,23). 염증반응 시 즉시 분비되어 NF-κB를 

활성화하여 TNF-α, IL-1 등과 같은 염증성 cytokine들의 

생산을 유도한다(24). In vitro에서, 직접적으로 내피세포

를 유인하며 혈관투과성을 증가시키고 혈관형성을 유도

하며(25-27), TNF-α에 의해 유도되는 혈관형성의 중요

한 매개체로 작용한다(28). 이러한 사실들은 NF-κB가 

혈관형성에 필수적이며 NF-κB를 활성화시키는 PAF이 

혈관형성에 매우 중요한 요인으로 작용한다는 사실을 

시사한다. 그러나 PAF에 의한 혈관형성 항진 여부 및 그 

기작에 대해서는 잘 알려져 있지 않다.

  전사인자인 NF-κB는 Rel family에 속하는 heterodimer 

단백질로 정상적인 상태에서는 IκBs라는 억제단백질과 

결합되어 세포질에 불활성상태로 존재하다가 성장인자, 

cytokines 및 산화적 스트레스 등과 같은 자극에 의하여 

IκBs가 인산화되면 NF-κB가 IκBs로부터 떨어져 나와 

핵으로 이동하여 염증반응 및 면역반응에 관여하는 여

러 유전자의 발현을 조절한다(29-33). 최근 연구에 의하

면 NF-κB는 PAF을 비롯한 여러 성장인자 및 cytokine들

에 의해 활성화되고 다양한 염증반응에 관여하며(24,34, 

35), NF-κB 의존적이며 혈관형성인자로 알려져 있는 

TNF-α, IL-1, IL-8 등 여러 cytokine들의 유전자 발현을 

조절하며, 혈관형성 과정에 중요한 역할을 한다고 알려

져 있다(36-40). 이러한 결과들은 PAF에 의한 NF-κB 활

성화와 혈관형성의 관련성을 시사해 주고 있다.

  본 연구에서는 PAF에 의해 유도되는 혈관형성에 NF-

κB 관련성 및 NF-κB-의존성 혈관형성인자들의 역할을 

밝히고자 한다.

재료 및 방법

실험동물. 실험동물은 한국화학연구소(대덕)에서 구입

한 20 g 내외로 8∼10주 된 암컷 C57BL/6와 BALB/c 마

우스를 사용하 으며, 온도 22oC, 습도 55%의 환경조절

제어장치에서 최소한 사용 2주일 전부터 사육하여 사용

하 다.

시약. PAF (1-0-alkyl-2-acetyl-sn-glycery-3-phosphorylcho-

line), N-acetyl-L-cystein (NAC), (+)-α-tocopherol acid 

succinate (Vit. E)은 Sigma (St. Louis, MO)로부터, PAF 길

항제인 CV6209는 WAKO (Kyoto, Japan)에서 구입하

다. 기저막 단백질 추출물로 구성된 Matrigel은 Collabo-

rative Res. Inc. (Bedford, MA)에서 구입하 고, VEGF와 

bFGF의 중화항체와 ELISA kit, VEGF 수용체인 flt-1/Fc

과 KDR/Fc의 chimeras 및 goat IgG는 R&D System (Min-

neapolis, MN)에서, TNF-α와 IL-1α의 중화항체와 ELISA 

kit는 Endogen (Minneapolis, MN)에서 구입하 다. Rabbit 

IgG는 Sigma 제품을 이용하 다. TanslT In Vivo Gene 

Delivery System은 Pan Vera사 제품을 사용하 다. Phos-

phorothiorate oligonucleotides는 NF-κB p65의 전사시작

부위를 포함한 5' 끝부분 19-mer의 antisense oligonu-

cleotide (p65 AS, 5'-GAAACAGATCGTCCATGGT-3')와 

nonsense oligonucleotide (p65 NS, 5'-GTACTACTCTG 

AGCAAGGA-3')를 Peptron (Korea)에서 제작하여 사용하

다.

세포배양. Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC)

는 인간의 탯줄정맥으로부터 Schleimer & Rutledge(41)의 

방법에 따라 분리, 배양하 다. 마우스 내피세포주인 

SVEC4-10과 흑색종 B16F10은 10%의 fetal bovine serum 

(Gibco. Lab. Grand Tsland, NY)을 함유한 D-MEM과 

RPMI1640에 5% CO2, 37
o
C에서 배양하 다.

혈관형성 실험. In vivo 혈관형성 실험은 액화 Matrigel에 

시료를 혼합하여 마우스 배부에 피하 주사한 후 체온에 

의해 고체화된 Matrigel을 일정 기간 후 마우스로부터 분

리하 다. 분리한 Matrigel을 RBC lysis buffer를 넣고 4oC

에서 24시간 방치한 후 Drabkin's reagent (Sigma)를 이용

하여 Matrigel 내의 hemoglobin 양을 혈관형성 정도로 측

정하 다. 

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA). 핵추출은 

Dignam 등(42)의 방법에 따라 추출하고, Igκ-chain 결합 

부위를 갖는 oligonucleotides (κB; 5'-CCGG TTAACAGA 

GGGGGCTTTCCGAG-3')를 probe로 사용하여 oligonu-

cleotide의 상보적인 가닥을 부착시킨 후 α-
32
P-dCTP로 표

지하여 핵 추출물과 반응시킨다. 반응 혼합액은 4% 

polyacrylamide gel에 전기 동하여 건조시킨 후 -70oC

에서 autoradiography하 다.

RT-PCR. VEGF, TNF-α, IL-1α, bFGF, KDR의 mRNA 

발현정도를 분석하기 위하여 0.1μg의 total RNA를 oligo 

(dT)15와 AMV 역전사 효소를 함유한 역전사반응액 

(Promega, Madison, WI)과 혼합하여 42oC에서 30분 동안 
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반응시켜 cDNA를 합성하 다. 1μl의 cDNA를 중합연쇄

반응액과 혼합하고 ThermoCycler (Perkin-Elmer, 2400, 

Norwalk, CT)를 이용하여 95oC에서 30초, 62oC에서 30초, 

72
o
C에서 30초를 반응시켜 증폭한 후 1.2% agarose gel에 

전기 동하 다. Gel은 ethidium bromide로 염색하고 

Fluor -STM imager (Bio-Rad, Muncher Germany)를 이용

하여 각 band의 density를 측정한 후 각 cytokine에 대한 

mRNA 발현 정도는 cytokines/β-actin으로 나타내었다. 이 

때 사용된 primers는 다음과 같다. VEGF; 5'-GCAGAAT 

CATCACGAAGTGG-3' and 5'-GCAACGCGAGTCTGTG 

TTTTT G-3', TNF-α; 5'-CCTGTAGCCCACGTCGTAGC-3' 

and 5'-TTGACCTCAGCGCTGAGTTG-3', IL-1α; 5'-GTC 

TCTGAATCAGAAATCCTTCTATC-3' and 5'-CA TGTC 

AAATTTCACTGCTTCATCC-3', bFGF; 5'-CAAGCGGC 

TGTACTGCAAAAAC-3' and 5'-CAGCTCTTAGCAGAC 

ATTGG-3', KDR; 5'-AGACTTTGAGCATGGAAG- 3' and 

5'-CCATTCCACCAAAAGATG-3', β-actin; 5'-GGGTCA 

GAACTCCTATG-3' and 5'-GTAACAATGCCATGTTCA 

AT-3'.

ELISA. VEGF는 세포에 200μl의 RIPA 용액(0.1% SDS, 

1% IGEPAL, 0.5% sodium deoxycholate, 1 mM phenyl-

methylsulphonyl fluoride)를 처리하고, 원심분리 후 상층

액에서 취하여 ELISA kit (R & D system)를 이용하여 정

량하 으며, TNF-α 및 IL-1α, bFGF는 세포 배양액으로부

터 ELISA kit (Endogen)를 이용하여 정량하 다. 

NF-κB AS oligonucleotide의 처리. In vivo 생체 내 유전

자 전달은 Trans IT In Vivo Gene Delivery System (Pan 

Vera, US)을 이용하 다. Trans IT In Vivo Polymer 용액

과 p65 AS 또는 NS oligonucleotides를 섞어 유전자 복합

체를 만든 후 흑색종 주사 7일과 4일 전에 마우스 미정

맥에 주사하 다. In vitro 세포 내 유전자(p65 AS 또는 

NS oligonucleotide) 전달은 PAF처리 3일 또는 5일 전에 

처리하 다.

암전이 실험. 암세포의 전이 실험은 1.5×10
5
 흑색종 세

포를 마우스 미정맥에 주사하고 2주 후에 폐를 적출하여 

Bouin's 용액(Sigma, St Louis. Mo)에 고정한 후 폐 표면

의 흑색종 집락을 해부현미경을 이용하여 관찰, 계산하

다.

통계. 실험결과의 유의성 검증은 2 set의 결과 검증 시에

는 student's t test로 분석하 으며, 다수의 결과 검증 시

에는 ANOVA (StatView, version 4.5)를 실시하 다. 모든 

실험은 각각 2회 이상 실시한 실험결과를 토대로 통계, 

분석하 다.

결      과

혈소판활성인자에 의한 혈관형성의 항진. 염증반응 시 

중요한 중개물질로 작용하는 PAF이 혈관형성을 유도하

는지 알아보기 위하여, BALB/c 마우스의 배부에 Matrigel

을 주사하고 일정시간 후 Matrigel plug 내의 헤모 로빈

의 양을 측정하여 혈관형성 정도를 정량하 다. Fig. 1A

에서와 같이 PAF에 의해 Matrigel 내에 증가된 혈관형성

을 관찰할 수 있었으며, 혈관형성정도는 PAF 1μg/plug 

농도에서(Fig. 1B), 그리고 Matrigel 주사 후 6일에 현저

히 증가하 다(Fig. 1C).

Figure 1. PAF augments angiogenesis. (A) The Matrigel plugs mixed with PAF (1μg) were injected s.c.. On day 6, the Matrigel plugs
were excised and photographed. (B) Matrigel was mixed with indicated concentrations of PAF and injected s.c.. On day 6, the Matrigel
plugs were excised and used for quantification of angiogenesis by measuring the hemoglobin content in the Matrigel matrix. Hemoglobin
was measured by using the Drabkin reagent kit 525 as described in the Materials and Methods. Matrigel containing 64 U/ml heparin
and the vehicle alone was used as a control. (C) The Matrigel plugs mixed with PAF (1μg) were injected s.c.. At the indicated days, 
the Matrigel plugs were excised and used for quantification of angiogenesis. The results were expressed as mg of hemoglobin/g of
Matrigel pellet. *: P＜0.0001 compared with control group. Values are expressed as means; bars±S.E.
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혈관형성에 있어서 NF-κB의 관련성. PAF이 NF-κB를 

직접적으로 활성화시키므로(24) PAF에 의해 유도되는 

혈관형성에 있어서 NF-κB가 관여하는지 실험하 다. 

PAF에 의해 유도된 혈관형성이 PAF 길항제, CV6209에 

의해 농도의존적으로 억제되었으며(Fig. 2A), p65 AS 및 

NF-κB 활성 억제제로 알려진 항산화제, Vit. E, NAC 처

리에 의해 억제되었다(Fig. 2B, 2C). 혈관내피세포에서 

PAF에 의해 NF-κB의 활성이 유도되는지 마우스 내피

세포주인 SVEC4-10 세포에 PAF을 처리한 결과(Fig. 3)

에서와 같이 PAF에 의해 NF-κB 활성이 유도되었으며, 

PAF 길항제인 CV 6209(Fig. 3A)와 p65 AS 및 Vit. E, 

NAC에 의해 억제되었다(Fig. 3B, 3C). 이러한 결과는 

Figure 3. PAF-induced NF-κB activation is blocked by PAF antagonist, CV6209 or NF-κB inhibitors, p65 AS oligonucleotide and
antioxidants. (A) SVEC4-10 (1×106 cells/dish) were pretreated with CV6209 30 min prior to PAF treatment. (B) SVEC4-10 were 
plated at 1×105 cells/dish, and were pretreated with p65 AS or NS control oligonucleotide at indicated concentrations 3 days prior
to PAF (0.5μg/ml) treatment. (C) SVEC4-10 (1×106 cells/dish) were pretreated with Vit. E, or NAC at indicated concentrations 
30 min prior to PAF treatment. Nuclear extracts were prepared 1 h after PAF treatment, and were incubated with a 32P-labeled κB
and electrophoresed on a 4% polyacrylamide gel.

Figure 2. PAF induces angiogenesis via the activation of NF-κB. (A) Matrigel containing 64 U/ml heparin was mixed with PAF 
(1μg) with or without various concentrations of CV 6209. (B) Matrigel was mixed with PAF (1μg) in the presence or absence of 
indicated concentrations of p65 AS or NS control oligonucleotide. (C) Matrigel containing 64 U/ml heparin was mixed with PAF
(1μg) with or without the addition of Vit. E (5μg) or NAC (10μg). The Matrigel plugs were excised and processed for quantification
of angiogenesis by measuring the hemoglobin content on day 6. The results were expressed as mg of hemoglobin/g of Matrigel pellet.
*: P＜0.0001 compared with control group, **: 0.0001＜P＜0.05 compared with PAF-treated group. Values are expressed as means;
bars, ±S.E.
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PAF에 의해 유도되는 혈관형성에 NF-κB 활성이 관여

함을 시사한다.

혈소판활성인자에 의한 혈관형성인자들의 발현. 상기 

결과들로부터 PAF에 의한 혈관형성의 증가에 NF-κB-의

존적으로 발현이 조절되는 혈관형성인자들이 관여함을 

예측할 수 있다. 사람 탯줄 정맥내피세포(HUVEC)에 

PAF를 처리하여 강력한 혈관형성인자로 알려진 VEGF

를 비롯하여 TNF-α, IL-1α, bFGF 유전자의 발현이 PAF에 

의해 증가되는지 확인하기 위하여 RT-PCR을 실시하

다. VEGF 및 수용체 KDR의 mRNA 발현이 PAF에 의해 

증가하 으며 PAF에 의해 증가된 VEGF와 KDR의 

mRNA 발현은 p65 AS(Fig. 4A) 및 NF-κB 활성 저해제인 

Vit. E, NAC(Fig. 4B)에 의해 억제되었다. TNF-α, IL-1α, 

bFGF 유전자 발현도 PAF에 의해 증가되었으며 p65 AS 

(Fig. 4C) 및 Vit. E, NAC (Fig. 4D)에 의해 억제되었다. 

HUVEC 내의 VEGF 단백질 생산 역시 PAF에 의해 증가

되었으며, p65 AS (Fig. 5A) 및 Vit. E, NAC (Fig. 5B)에 

의해 억제되었다. 이러한 결과들은 PAF에 의해 유도된 혈

관형성은 PAF에 의한 NF-κB 활성에 의해 발현된 VEGF 

및 TNF-α, IL-1α, bFGF에 의해 이루어짐을 시사한다.

Figure 4. Expression of TNF-α, IL-α, bFGF, VEGF, and VEGF receptor, KDR mRNA by PAF is inhibited by p65 AS oligonucleotide
and antioxidants. (A, C) HUVEC (1×105 cells/ dish) were pretreated with p65 AS or NS control oligonucleotide 5 days prior to PAF
(0.5μg/ml) treatment. (B, D) HUVEC (1×106 cells/dish) were pretreated with Vit. E, or NAC 30 min prior to PAF treatment. RNA 
was prepared 3 h after PAF treatment. cDNA was reverse transcribed from total RNA of the cells (0.01μg) and amplified as described
in the Materials & Methods. Signal intensity of these amplified cDNA was analyzed quantitatively using Fluor-STM Imager (Bio-Rad, 
Muncher, Germany). These results of RT-PCR are shown (upper panels) and quantitated by calculating the ratio of densitometric reading
of the bands for cytokines and β-actin (lower panels).
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혈소판활성인자에 의해 유도된 혈관형성에 있어서 

NF-κB-의존성 혈관형성인자들의 역할. 혈관형성에 있

어서 PAF에 의해 유도된 NF-κB-의존성 혈관형성인자

들의 작용을 알아보기 위하여 혈관형성인자들의 중화항

체를 처리하 다. PAF에 의해 유도된 혈관형성이 VEGF 

중화항체에 의해 농도 의존적으로 감소하 으며, TNF-α, 

IL-1α, bFGF 중화항체를 각각 처리하 을 때에는 유의

한 차이를 확인할 수 없었다(Fig. 6A). 그러나 PAF에 의

한 혈관형성에 향을 미치지 못한 TNF-α 및 IL-1α, 

bFGF의 중화항체를 ED50 농도(각 cytokine에 의한 혈관

형성을 50% 감소시킨 항체의 양, TNF-α 90 ng, IL-1α 

100 ng, bFGF 80 ng)를 서로 조합하여 처리하 을 때, 각

각을 처리한 경우에 비해 혈관형성의 현저한 감소를 확

인할 수 있었으며, 특히 TNF-α와 bFGF의 중화항체를 

동시에 처리하거나 3종류의 중화항체를 모두 처리한 경

우에는 정상 대조군 수준으로 감소됨을 확인하 다(Fig. 

6B). 이러한 성적은 PAF에 의한 혈관형성과정 중 VEGF

가 가장 강력한 요인으로 작용하며, PAF에 의해 유도된 

여러 가지 혈관형성인자들이 혈관형성에 종합적으로 작

용함을 시사한다.

Figure 5. PAF-induced production of VEGF is inhibited by 65
AS oligonucleotide or antioxidants. (A) HUVEC (1×105 
cells/dish) were pretreated with p65 AS or NS control 
oligonucleotide at the indicated concentrations 5 days prior to 
PAF (0.5μg/ml) treatment. (B) HUVEC (1×106 cells/dish) were
pretreated with Vit. E, or NAC 30 min prior to PAF treatment.
Cell lysates were prepared 3 h after PAF treatment, and the 
contents of VEGF was measured by ELISA. *: P＜0.05 
compared with control group, **: P＜0.05 compared with 
PAF-treated group. Values are expressed as means; bars, ±S.E.

Figure 6. Neutralizing antibodies against NF-κB-dependent 
angiogenic factors inhibit the angiogenic effect of PAF. (A) 
Matrigels containing 64 U/ml heparin were mixed with PAF (1
μg) in the presence or absence of neutralizing antibodies for 
VEGF, TNF-α, IL-1α, and bFGF. Isotype-matched rabbit IgG
(100 ng) or goat IgG (100 ng) were used as negative controls.
(B) Matrigels were mixed with PAF (1μg) in the combinational
presence of neutralizing antibodies for TNF-α (90 ng), IL-1α 
(100 ng), and bFGF (80 ng) at concentration that resulted in the
neutralization of 50% maximal angiogenic effect of each cytokine
in Matrigel. The results are expressed as mg of hemoglobin/g
of Matrigel pellet. *: P＜0.0001 compared with control group,
**: 0.0001＜P＜0.05 compared with PAF-treated group. Values 
are expressed as means; bars, ±S.E.
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혈소판 활성인자에 의한 폐로의 암전이 항진에 있어

서 NF-κB 관련성. PAF에 의한 폐로의 암전이 항진에 

있어서 NF-κB 관련성은 마우스 모델로 실험하 다. 마

우스에 흑색종 B16F10 세포를 미정맥으로 투여하기 30

분 전, 1일 후, 2일 후에 PAF을 3차례 복강투여하고, 흑

색종 주사 2주 후에 폐를 적출하여 폐 표면에 형성된 흑

색종 집락을 관찰한 결과 Fig. 7에서 보는 바와 같이 PAF

에 의해 폐로의 암 전이가 현저히 증가하 고, 이러한 

암전이 항진 효과는 Trans IT In Vivo Gene Delivery 

System (Pan Vera)를 이용하여 p65 AS를 전처리하 을 

때 차단되었으며 p65 NS에 의해서는 차이가 없었다(Fig. 

7A). 또한 NF-κB 활성 저해제인 Vit. E, NAC를 전처리 

하 을 때 폐로의 흑색종 전이가 현저히 차단되었다

(Fig. 7B). 이러한 결과는 PAF에 의한 암전이 항진에 있

어서 NF-κB의 활성이 요구됨을 시사해주고 있다.

고      찰

  암의 증식과 전이에는 종양 내 혈관형성이 필연적으

로 수반되어야 한다(1,2). PAF은 다양한 염증반응 및 암

의 증식과 전이에 관여하며(22,24), 내피세포를 유인하여 

혈관형성을 증진시킨다(27). NF-κB 또한 혈관형성에 중

요한 역할을 하며(39,40) 많은 혈관형성인자들이 NF-κB

에 의존적으로 발현된다고 보고되고 있다(36-38). 이러

한 결과들로 PAF에 의한 암 증식과 전이의 항진에는 

PAF에 의해 혈관형성이 유도되며 이 과정에 NF-κB가 

관여하리라 추측할 수 있다. 본 연구에서는 PAF에 의한 

혈관형성에 있어서 NF-κB 활성화 및 NF-κB 의존적 활

성인자들을 확인하 고 PAF에 의해 항진된 암전이에 있

어서 NF-κB의 역할을 실험하 다. PAF의 혈관형성능

을 알아보기 위하여 Matrigel을 운반체로 이용하여 혈관

형성을 실험한 결과 PAF은 농도 의존적으로 혈관형성을 

유도하 으며(Fig. 1), PAF에 의한 혈관형성은 NF-κB 저

해제인 p65 AS 및 Vit. E, NAC에 의해 차단되었다(Fig. 

2). 혈관형성에 필수적인 세포인 내피세포에 PAF을 처

리한 후 NF-κB 활성을 확인한 결과 PAF에 의해 NF-κB 

활성이 증가하 으며, p65 AS 및 Vit. E, NAC에 의해 억

제되었다(Fig. 3). 이러한 결과들은 PAF에 의한 혈관형성

에 있어서 NF-κB 활성의 중요성을 시사해주고 있다.

 혈관형성 과정에는 VEGF를 비롯하여 다양한 NF-κ

B-의존성 혈관형성인자들이 관여한다. 내피세포에 PAF

을 처리하고 혈관형성인자들이 유도되는지 RT-PCR과 

ELISA를 실시하 다. VEGF, KDR, TNF-α, IL-1α, bFGF

의 발현이 PAF에 의해 증가하 으며, NF-κB 저해제인 

p65 AS 및 Vit. E, NAC에 의해 감소하 다(Fig. 4). 상기 

혈관형성 인자들이 PAF에 의한 혈관형성에 직접적으로 

작용하는지 알아보기 위하여 각 인자들의 중화항체를 

이용하여 PAF에 의해 증가된 혈관형성에 각 인자들의 

효과를 실험한 결과, VEGF 중화항체를 처리하 을 경우 

PAF에 의한 혈관형성정도를 유의하게 감소시켰다. 이는 

PAF에 의한 혈관형성에 있어 VEGF가 가장 강력한 인자

로 작용함을 시사해 주고 있다. 그리고 PAF에 의해 증가

된 혈관형성에 미비한 효과를 나타낸 TNF-α 및 IL-1α, 

bFGF 항체들을 조합하여 처리하 을 때 혈관형성을 유

의하게 감소시켰다. 이는 PAF에 의해 유도된 혈관형성

은 이들 인자들이 종합적으로 작용한 결과임을 시사해 

주고 있다(Fig. 6). In vivo에서 PAF에 의한 암전이 증진

에 있어서 NF-κB의 관련성을 실험한 결과 PAF에 의해 

항진된 폐로의 암전이가 NF-κB 저해제인 p65 AS 및 

Vit. E, NAC에 의해 저해되었다(Fig. 7). 이러한 성적은 

PAF에 의한 암전이에 있어서 NF-κB 활성이 중요함을 

Figure 7. NF-κB p65 AS oligonucleotide or antioxidants inhibit
PAF-induced enhancement of pulmonary tumor metastasis. PAF
was administered (single injection, daily) i.p. for 3 consecutive 
days (days 0-2) after B16F10 melanoma cell injection on day 0
(1.5×105/mouse, i.v.). (A) p65 AS or NS control oligonucleotide
mixed with Trans IT In Vivo Polymer solution was injected i.v. 
7 and 4 days prior to B16F10 melanoma cell injection. (B) Each
group of mice (n=5) was treated with Vit. E (0.5 mg/mouse, 
i.p.) 2 h prior to each injection of PAF or NAC (2.5 mg/mouse,
oral) 30 min prior to each injection of PAF. Lungs were removed
on day 14, and the number of surface colonies was counted.
*: P＜0.05 compared with control group, **: P＜0.05 compared with
PAF-treated group. Values are expressed as means; bars, ±S.E.
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시사해준다.

  이상의 결과들로 PAF에 의한 혈관형성은 PAF이 NF-κB

를 활성화시키고 이어서 NF-κB 의존적 혈관형성 인자

들 중 강력한 VEGF 발현을 유도함으로 일어나는 일련

의 결과임을 알 수 있었으며, PAF에 의한 암전이 항진에 

있어서 NF-κB의 활성이 반드시 요구됨을 확인할 수 있

었다. 그러나 지금까지 밝혀진 바에 의하면 PAF이 어떻

게 VEGF의 발현을 유도하는지에 관한 결과들은 아직 

충분하지 않다. 실제적으로 VEGF 프로모터 부위에는 정

확한 NF-κB 결합부위가 존재하지 않으나 HUVEC에서 

PAF에 의해 증가된 VEGF 발현이 NF-κB 저해제에 의해 

감소하는 것을 확인할 수 있었으며, Chiao 등(43)의 보고

에 의하면 VEGF 프로모터 부위에는 NF-κB 유사부위가 

존재하여 NF-κB에 의해 VEGF의 유전자 발현이 조절된

다고 한다. 그러나 프로모터 조절부위의 NF-κB 결합부

위에 관한 연구는 앞으로 더 추구해야 할 과제라고 생각

한다.
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