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Abstract

Hepcidin is a peptide hormone produced by the liver, of which secretion is closely related to iron status 
in the body. However, little is known about the molecular mechanism(s) by which this peptide regulates body 
iron homeostasis. The purpose of this study was to determine the effects of hepcidin treatment within the 
physiological concentration range on the expressions of two different iron transporter proteins-ferroportin 
(FPN) and divalent metal transporter 1 (DMT1). Differentiated Caco-2 intestinal cells and macrophage J774 
cells were treated with either synthetic hepcidin or hepcidin-rich fraction separated from human urine at the 
concentration of 10 nM and 100 nM for 24 hours. Results show that hepcidin treatment in differentiated Caco-2 
cells or in J774 cells did not change the level of either FPN mRNA or DMT1 mRNA. On the other hand, hepcidin 
treatment at the dose of 100 nM significantly decreased the FPN protein levels and DMT1 protein levels in 
differentiated Caco-2 cells. Similarly, urinary hepcidin treatment (10 nM & 100 nM) also significantly decreased 
the levels of FPN and DMT1 proteins in J774 macrophage cells. These results showed that hepcidin might 
play an important role in the regulation of iron homeostasis by lowering the protein levels of iron transporter 
FPN and DMT1 both in enterocytes and in macrophage cells.
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서   론

철분은 생물의 생존과 성장에 필요한 필수영양소로서 헤

모글로빈 또는 미오글로빈과 같이 체내 산소 운반과 저장을 

담당하는 단백질 및 cytochrome과 같은 산화, 환원 반응에 

관여하는 효소들의 중요한 구성 성분으로 작용한다(1). 그러

나 과잉된 철분은 fenton 반응에 의해 유리라디칼을 생성시

켜 단백질의 산화와 세포막 지질의 과산화 및 DNA 손상 

등을 초래한다(2). 또한 체내에 축적된 과량의 철분은 당뇨, 

간경화, 고혈압 및 신경계 질환 등의 발병 위험율을 높이는 

것으로 보고되고 있다(3). 따라서 체내 필요량은 충족시키면

서 독성을 나타내지 않는 수준의 유지가 매우 중요하다. 

체내 철분 항상성은 주로 소장에서의 철분 흡수 과정과 

세망내피계(reticuloendothelial system, RES)를 구성하는 

대식세포에서의 철분 재이용(recycling) 과정을 조절함으로

써 이루어진다. 우선, 소장에서의 흡수율은 체내 요구도에 

따라 매우 긴밀하게 조절되는데 체내 철분 저장량이 감소하

거나 적혈구 생성량 증가 등으로 인한 체내 필요량이 증가하

게 되면 소장에서의 철분 흡수율은 급격히 증가한다(4). 또

한, RES를 구성하는 대식세포는 식세포 작용으로 흡수한 

노쇠한 적혈구의 철분을 세포내에 저장해 두었다가, 체내 

철분 요구량이 증가되면 이에 반응하여 혈액 속으로 철분 

방출(export)을 증가시킴으로써 철분의 재이용에 중추적 역

할을 한다. 이러한 대식세포로부터의 철분 방출은 체내 철분 

이동의 가장 큰 부분으로서, 하루에 대식세포로부터 공급되

어지는 철분의 양은 약 20 mg으로 소장에서의 철분 흡수량 

1～2 mg의 10배 이상에 해당된다(5,6). 

소장과 대식세포에서 철분의 이동을 담당하는 trans-

membrane 수송체 단백질로 DMT1(divalent metal trans-

porter 1)과 FPN(ferroportin) 두 가지가 현재까지 알려져 

있다. DMT1은 소장 상피세포의 apical membrane에 위치한 

단백질로 DCT1(divalent cation transporter1) 혹은 Nramp2 

(natural resistance-associated macrophage protein2)라고

도 불린다. DMT1 유전자의 돌연변이를 갖고 있는 mk mice 
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모델의 경우, 소장세포로부터의 철분 흡수가 원활하지 못하

여 선천적으로 소적혈구성 빈혈(microcytic anemia)을 나타

낸다(7). 한편, FPN은 2000년에 밝혀진 iron exporter 단백질

로 Ireg1(iron regulated protein 1) 혹은 MTP1(metal trans-

port protein 1)이라고도 불린다(8-10). 이 단백질은 소장세

포의 basolateral membrane에 위치하여 소장 내강에서 흡수

한 식이로부터의 철분을 체내 혈액으로 이동시키는데 필수

적으로 요구되며, 또한 체내 철분 이동에서 양적으로 가장 

많은 부분을 차지하는 대식세포의 plasma membrane에 위

치하여 철분 방출에 관여한다. FPN 유전자에 돌연변이를 

갖고 있는 사람에게서 세망내피계의 대식세포에 과량의 철

분이 축적되어 있음은(11-14) FPN이 철분의 세포외로의 방

출에 중요하게 작용함을 보여준다. 이상의 선행 연구를 요약

해 볼 때, DMT1과 FPN 단백질의 수준에 따라 체내 철분 

대사가 민감하게 변화할 것으로 생각된다. 하지만, 이들 단

백질들의 수준을 조절하는 다양한 요인들에 대한 연구는 아

직 미흡한 편이다.

Hepcidin은 간의 hepatocyte에 의해 생성․분비되는 펩타

이드 호르몬으로, 84개의 아미노산으로 이루어진 propep-

tide 형태로 만들어졌다가 processing 과정을 거쳐 25개의 

아미노산으로 구성된 형태로 혈액으로 분비되고 소변을 통

해 배설된다. 이 펩타이드의 아미노산 배열을 살펴보면 

cysteine 잔기를 무려 8개나 포함하고 있어 다수의 disulfide 

bond를 형성하는 특징을 갖고 있다(15,16). Hepcidin과 철분 

대사와의 관련성은 몇몇 실험동물연구를 통해 밝혀지기 시

작했는데, hepcidin 발현이 결여된 knock out 마우스에서는 

간 조직 등에 철분이 과잉 축적되었으며, 이와 반대로 hep-

cidin을 과량 발현시킨 transgenic mice의 경우 체내 철 저장

량이 매우 낮고 심한 철분 결핍성 빈혈 증세를 나타내었다

(17,18). 또한, carbonyl iron 주사로 철분을 과부하(overload)

시킨 마우스에서 hepcidin 생성량이 증가되는 반면(19), 철

분 결핍 식이를 공급하였을 때에는 간의 hepcidin mRNA 

발현량이 급격하게 감소하였다(20). 이로 볼 때, hepcidin은 

체내 철분 항상성 유지에 주요하게 관여하는 것으로 제시되

고 있지만 구체적으로 분자 수준에서의 작용기작은 분명하

지 않다. 이에 본 연구는 철분의 수송에 중추적 역할을 담당

하는 FPN과 DMT1의 유전자 발현에 hepcidin 호르몬이 미

치는 영향을 살펴보고자 수행되었다. 구체적으로, 체내 철분 

대사의 주요 조절 기관인 소장세포(Caco-2)와 대식세포

(J774)에서 생리적 농도 범위의 hepcidin을 처리했을 때, 

FPN과 DMT1의 mRNA와 단백질 수준의 변화를 분석하였

다. 또한, 화학적으로 합성된 hepcidin peptide의 경우 체내

에 존재하는 peptide와 비교하여 disulfide bond의 형성 양상

이 생체내의 peptide 형태와 다를 수 있고 그 활성 여부도 

명확하지 않으므로, 합성 hepcidin과 소변 hepcidin의 효과

를 비교하였다.

재료 및 방법

세포 배양 및 처리

실험에 사용한 Caco-2 세포와 J774 세포는 American 

Type Culture Collection(ATCC)에서 구입하여 사용하였다. 

Caco-2 세포와 J774 세포의 배양액은 각각 Dulbecco’s 

modified eagle’s medium(DMEM)(Gibco, USA)과 mini-

mum essential medium(α-MEM)(Gibco, USA)을 사용하였

고 두 세포 모두 10% fetal bovine serum(FBS), 1% pen-

icillin-streptomycin을 배양액에 포함시켰다. 배양은 5%의 

CO2와 95% humidity 조건으로 37oC에서 실시하였으며, 80 

～90%의 confluency에 도달하면 계대 배양하였다. 

Hepcidin 처리 실험을 위해서는 Caco-2 세포의 경우, 소

장 상피세포의 특성을 갖는 형태로 분화시켜 사용하였다

(21). 즉, polycarbonate membrane(Falcon, USA)을 포함하

는 이중구조 배양관에 16.3×104 cells/cm2의 density로 

seeding 한 후 confluent 한 상태에서 23일간 배양하여 po-

larization과 microvilli 형성이 이루어지도록 하였다. 또한 

이틀 간격으로 EVOM
TM epithelial voltohmmeter(Millipore 

corp, USA)를 이용하여 세포 단층의 전기저항 값을 측정함

으로써 tight-junction의 형성을 확인하였다. J774 세포는 

실험하기 대략 24시간 전에 6-well plate로 옮겨 배양하고 

50～60% confluency에 도달하였을 때 hepcidin 처리를 실

시하였다.

세포 처리에는 화학적으로 합성한 형태와 체내에서 배설

된 형태 등 두 가지 종류의 hepcidin이 사용되었다. 합성 

hepcidin은 Peptides International사(Japan)로부터 구입하

여 0.016% HCl 용액에 용해시켜 사용하였으며, 소변 hepci-

din은 아래에 설명된 방법으로 건강한 성인의 소변으로부터 

분리하여 이용하였다. 합성 hepcidin은 소변 hepcidin과 동

일한 아미노산 조성과 배열을 갖도록 만들어졌으나, 8개의 

cycteine로부터 형성되는 disulfide bond의 형성 양상이 소

변 hepcidin과 다를 수 있어 peptide 활성에 차이가 있을 것

으로 예상된다. 

소변 속 hepcidin-rich fraction 분리 및 hepcidin 정량

소변 샘플은 연구 참여에 동의한 여자 성인으로부터 24시

간 소변을 제공 받아 이용하였다. 샘플 제공자는 특별한 질

병이 없고 체내 철분 상태를 나타내는 각종 지표가 정상 범

위에 속하였다(Hematocrit 42%, 헤모글로빈 농도 13.6 

g/dL, 혈청 ferritin 농도 37.6 ng/mL). 먼저, CM Macro- 

prep cation exchange matrix(Bio-Rad, USA) 3 mL를 hep-

cidin의 등전점보다 낮은 pH 6.2의 25 mM NH4-acetate로 

평형화시킨 뒤, 수집된 24시간 소변을 잘 섞어 그 중 6.8 mL

를 취하여 상온에서 4시간 동안 아래위로 잘 흔들어 주며 

부착시켰다. 이 후, washing buffer 25 mM NH4-acetate와 

1 mM NH4-acetate로 각각 1회 세척한 후, 5% acetic acid를 
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3 mL 첨가하여 용리한 다음 동결 건조하여 용매를 모두 휘

발시킨 후, 0.01% acetic acid를 첨가하여 재용해하는 과정을 

거쳐 hepcidin-rich fraction을 얻었다(22).

분리한 hepcidin-rich fraction 속의 hepcidin 양을 정량하

기 위하여 immuno-dot assay를 수행하였으며, standard로

는 0～21 pmol의 합성 hepcidin peptide(Peptides Interna-

tional Inc, Japan)을 이용하였다. 먼저 PVDF membrane 

(Amersham, USA)에 hepcidin-rich fraction 혹은 표준물질

을 각각 4 μL씩 duplicate로 loading하고, 이를 고정하기 위

해 실온에서 20분간 0.05% glutaraldehyde로 처리하였다. 그 

다음 실온에서 30분간 blocking solution(Superblock, Pierce, 

USA)으로 처리한 후, rabbit polyclonal anti-human hepci-

din을 1:500으로 희석하여 20시간 이상 부착시켰다. 0.1% 

bovine serum albumin(BSA)가 함유된 Tris-buffered sal-

ine(TBS-T, pH 5.5) 용액으로 세척한 후 2차 antibody로 

donkey anti-rabbit IgG(Amersham, USA)을 1:5000으로 희

석하여 실온에서 2시간동안 부착시켰다. 이후, TBS-T sol-

ution으로 2차 세척하고, ECL(SUPEX solution, Takara, 

Japan) 반응으로 X-ray film에 감광하였다. 감광된 band의 

density는 Gel Doc XR system(Bio-Rad, USA)으로 영상을 

찍은 후 Quantity one 1-D analysis software(Bio Rad, 

USA)를 사용하여 정량하였다. 

RT-PCR을 이용한 DMT1과 FPN의 mRNA 정량

처리가 끝난 세포에 500 μL의 TRIzol
® 
reagent(Invi-

trogen, USA)를 첨가하여 제조사의 지침에 따라 total RNA

를 추출하고, 260 nm에서 흡광도를 측정하여 정량하였다. 

Total RNA 1 μg로부터 reverse transcription master pre-

mix(5X)(ELPIS biotech, Korea)를 이용해 cDNA를 합성하

고, 이를 주형으로 각 유전자에 맞게 제작된 primer를 이용

하여 MJ mini gradient thermal cycler(Bio-Rad, USA)를 

사용하여 PCR을 수행하였다. 사용된 PCR 조건은 denatu-

ration 95oC에서 15초, annealing은 Caco-2와 J774세포 각각 

57
oC와 65oC에서 30초 동안 실시하였고, 72oC에서 1분간 

elongation 과정을 거쳤다. Caco-2 세포의 경우, DMT1 

(+IRE)은 24 cycle, FPN 21 cycle, HPRT(hypoxanthine 

phosphoribosyl transferase) 28 cycle로 실시하였고, J774 

세포는 DMT1과 FPN 24 cycle, β-actin은 18 cycle로 실시

하였다. PCR product는 ethidum bromide를 함유한 2% 

agarose gel에서 전기영동 하였다. 각 band는 Gel Doc XR 

system(Bio-Rad, USA)으로 영상을 찍은 후 Quantity one 

1-D analysis software(Bio Rad, USA)를 사용하여 정량하

였다.

Western blot analysis를 이용한 DMT1과 FPN의 단백

질 수준 분석

처리가 끝난 세포에 4X Tris/SDS(pH 6.8) buffer, 5% β- 

mercaptoethanol, protease inhibitor를 함유한 complete ly-

sis buffer를 첨가하여 collect 한 후, 21G needle로 shearing 

하였다. Bradford assay를 사용하여 단백질을 정량한 후, 15 

～30 μg의 단백질을 95oC에서 5분간 열처리한 다음 10% 

SDS-PAGE(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis)로 분리하였다. 단, FPN 분석의 경우는 열처

리 과정을 생략하였다. 분리된 단백질을 PVDF membrane 

(millipore, USA)에 이동시킨 후, blocking solution(5% 

skim milk in TBS-T)으로 1～2시간 동안 blocking을 실시

하였다. Blocking 한 membrane을 TBS-T로 10분간 3회 세

척한 후, DMT1(Santa Cruz Biotechnology, USA)과 FPN 

antibody를 2.5% skim milk/TBS-T에 각각 200배와 1000배

로 희석하여 20시간 이상 부착하였다. 그리고 membrane을 

TBS-T로 10분간 3회 세척하였으며, 각각의 primary anti-

body에 대항하는 donkey anti-rabbit IgG(Amersham, 

USA, NA 934V, 1:10000), donkey anti-sheep/goat IgG 

(The Binding Site Limited, UK, AP360, 1:10000)를 2.5% 

skim milk/TBS-T에 희석하여 실온에서 1시간 동안 부착시

키고 마찬가지로 TBS-T로 세척하였다. 각 blot의 specific 

band는 5분간 감광하였으며 감광된 band는 Gel Doc XR 

system(Bio-Rad, USA)으로 영상을 찍은 후 Quantity one 

1-D analysis software(Bio Rad, USA)를 사용하여 정량하

였다. 각 단백질의 발현 수준은 아무것도 처리하지 않은 

control을 기준으로 상대적인 값으로 계산하였다.

통계분석

모든 실험의 결과는 Statistical Analysis System ver-

sion8.2(SAS Institute, Cary, NC, USA)를 사용하여 분석하

였다. 모든 결과는 평균(mean)과 표준오차(SE)로 표시하였

으며, 대조군과 처리군의 차이는 t-test를 이용하여 p<0.05 

유의수준에서 유의성을 검증하였다.

결과 및 고찰

Caco-2 세포의 분화에 따른 FPN과 DMT1의 mRNA 및 

단백질 발현 수준 

Caco-2 세포는 원래 대장세포에서 유래된 세포이지만 

confluent한 상태로 polycarbonate membrane transwell in-

sert에 2～3주간 배양하면 세포 분열은 정지되고 분극

(polarization), microvilli 형성 등 소장 상피세포(enterocyte)

의 특성을 띠는 세포로 분화된다. 본 연구에서는 Caco-2 세

포주를 소장 상피세포의 특성을 갖도록 분화시킨 후 실험에 

사용하였다. 

우선 Caco-2 세포를 transwell membrane insert에 분주

한 후, polarized monolayer가 형성되는 과정을 세포 단층 

저항(transepithelial electrical resistance, TEER)을 이용하

여 2일 간격으로 측정하고 모니터링 하였다. 세포 간 치밀 

이음부(tight junction)의 permeability를 나타내는 TEER 
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값은 배양 일수에 따라 증가하는 양상을 보였는데(Fig. 1), 

배양 초기에는 395.5±50.06 Ω․cm2였고, 계속 증가하다가 

13～15일 사이에 증가의 폭이 둔화되기 시작하였다. 배양 

후 19일째의 TEER 값은 1002.7±24.8 Ω․cm2으로 최대값

을 나타냈으며 이후 23일까지 배양했을 때 TEER 값이 계속 

유지되었다. 

Caco-2 세포 분화가 진행되는 동안 2일 간격으로 FPN과 

DMT1의 mRNA 수준 변화를 RT-PCR로 측정하였다. 그 

결과, 배양이 진행되는 동안 FPN과 DMT1 mRNA의 수준 

증가가 뚜렷하게 나타났다(Fig. 2A). 특히 DMT1의 경우 분

화에 따른 mRNA 수준 증가의 폭이 FPN에 비해 훨씬 크게 

나타났는데, FPN mRNA의 경우 배양 초기에도 어느 정도 

발현되었지만 DMT1 mRNA는 배양 5일까지는 거의 발현되

지 않았다. 한편, loading control로 사용된 HPRT mRNA의 

수준은 분화 일수에 따른 변화가 관찰되지 않았다. 이는 본 

RT-PCR 분석에서 각 lane마다 사용된 초기 total RNA의 

양은 동일함을 보여준다. 

세포 분화가 진행되는 동안의 FPN과 DMT1 단백질 수준 

변화 역시 mRNA의 변화와 비슷하게 나타났는데(Fig. 2B), 
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Fig. 1.  Increase of transepithelial electrical resistance 
(TEER) in Caco-2 cells by cellular differentiation. 
Caco-2 cells were seeded on to polycarbonate membrane at the 
density of 16.3×104 cells/cm2. TEER was measured every other 
day after the seeding by epithelial voltohmmeter. Data presented 
are mean±SE of 3 independent experiments. 

A)

B)

  

Fig. 2.  Increase of DMT1 and FPN mRNA & protein level 
in Caco-2 cells by cellular differentiation. 
Caco-2 cells were plated on polycarbonate transwell membrane 
at the density of 16.3×104 cells/cm2 and harvested on 0, 5, 7, 9, 
11, 13, 15, 17 days after the plating. A) FPN and DMT1 mRNA 
levels by RT-PCR analysis. B) FPN and DMT1 protein levels 
by Western blot analysis. 

DMT1 단백질은 배양 초기에는 거의 발현되지 않고, 배양 

후 7일째에 이르러 band가 나타나기 시작했으며, 배양 후 

17일째에는 7일째에 비하여 단백질 수준이 10배 이상 크게 

증가되었다. 한편 FPN 단백질의 경우는 Caco-2 세포가 분

화되기 이전에도 어느 정도의 양이 발현되었으며 분화가 진

행됨에 따라 발현양이 증가되어 배양 후 17일째에는 배양 

첫 날에 비하여 약 6배 증가하였다. 

Jumarie와 Malo(21)의 연구에 따르면, Caco-2 세포의 

TEER 값이 최대(1000 Ω․cm2 이상)에 이르렀을 때, enter-

ocyte의 형태적 특성인 돌출된 형태가 전자현미경으로 관찰

되며, 여러 가지 brush-border enzyme(sucrase, maltase, 

lactase, alkaline phosphatase 등)의 활성이 최대가 되는 등 

enterocyte의 기능적 특성도 지니는 것으로 보고되었다. 본 

연구에서 Caco-2 세포를 17일 이상 배양하였을 때 TEER 

수치가 최대에 도달하였고, 이 시점에서 FPN과 DMT1 단백

질도 많은 양이 발현되는 것을 확인하였으므로, 이때를 분화

가 완료된 시점으로 간주하였다.

분화된 Caco-2 세포에서 hepcidin이 FPN과 DMT1의 

mRNA 및 단백질 수준에 미치는 영향

Caco-2 세포에서 hepcidin이 FPN과 DMT1의 발현 수준

에 미치는 영향을 알아보기 위해, 19일간 transwell mem-

brane insert에 배양하여 분화시킨 Caco-2 세포에 소변 

hepcidin 혹은 합성 hepcidin을 10 nM과 100 nM의 농도로 

24시간 처리하였다. 그 결과, 소변 hepcidin을 100 nM 농도

로 처리하였을 때 FPN 단백질 수준이 아무것도 처리하지 

않은 대조군의 60% 수준으로 유의하게 감소하는 것으로 나

타났다(Fig. 3). 이와 비슷하게, 합성 hepcidin을 100 nM 처

리했을 때 역시 FPN 단백질 수준이 유의하게 감소하였다. 

한편, DMT1 단백질 수준의 경우, 소변 hepcidin을 100 nM 

처리하였을 때는 유의적으로 감소하였으나 합성 hepcidin의 

경우 100 nM 처리 시 DMT1 단백질 수준에 변화를 주지 

않는 것으로 나타났다(Fig. 3). 이로 볼 때, 생체 내에 존재하

는 형태인 소변 hepcidin은 100 nM 농도에서 소장세포의 

FPN과 DMT1 단백질 수준을 유의하게 감소시키는 것으로 

보인다. 

Hepcidin이 소장세포에서 FPN과 DMT1 발현에 미치는 

영향에 대한 기존의 몇 가지 선행 연구들을 살펴보면 일관성

이 없는 결과를 보이고 있다. Yamaji 등(23)은 합성 hepcidin

을 Caco-2 세포에 10 μM 농도로 24시간 처리하였을 때 

DMT1 단백질은 감소되었으나 FPN 단백질에는 변화가 없

음을 보고하였고, Yeh 등(24)의 연구에서는 his-tagged re-

combinant hepcidin peptide를 mice에 injection 하였을 때, 

소장 조직에서 FPN1 수준이 유의적으로 감소되는 상반된 

결과를 보고한 바 있다. 이들 두 가지 선행 연구는 혈청 내에 

존재하는 형태의 peptide가 아닌 화학적으로 합성되거나 유

전자 재조합 방법으로 합성된 형태의 peptide를 사용한 제한

점이 있다. 앞에서 언급되었듯이 hepcidin peptide는 다수의 
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Fig. 3.  Effects of hepcidin on FPN and DMT1 protein levels in differentiated Caco-2 cells. 
Caco-2 cells were incubated for 24 hr with urinary or synthetic hepcidin peptide (10 nM, 100 nM). Proteins from cell lysates were 
separated and analyzed for A) FPN and B) DMT1 protein expression by Western blotting. Representative blots are shown. Data 
presented in graphs are the mean±SE of 3 independent experiments. *p<0.05 compared with the control (0 nM). 

cysteine 잔기를 포함하므로 disulfide bond의 형성 양상이 

hepcidin의 활성도에 주요한 영향을 미칠 것으로 사료된다. 

또한, Yamaji 등(23)의 연구에서는 10 μM의 무척 높은 농도

가 사용되었는데, 이는 본 연구에서 사용된 농도(100 nM)의 

100배에 해당하는 농도이다. 실제 정상인의 혈액에 존재하

는 hepcidin 농도는 160 nM 미만이므로 (25), 생리적 범위에 

속하는 농도의 hepcidin을 사용하여 얻은 본 연구의 결과는 

중요한 의미가 있다. 또한, Nemeth 등(26)은 형광물질인 

GFP를 부착시킨 FPN 유전자를 HeLa 세포에 과잉 발현시

킨 모델에서 hepcidin 처리가 FPN 단백질 분해를 촉진함을 

보고한 바 있는데, 본 연구에서는 hepcidin 처리가 Caco-2 

세포에서 실제로 발현되는 내인성(endogenous) FPN 단백

질의 수준을 낮출 수 있음을 확인하였다. 

한편, hepcidin 처리 후 FPN과 DMT1 mRNA 수준의 변

화를 RT-PCR 법으로 비교한 결과, 소변 hepcidin과 합성 

hepcidin 모두 10 nM과 100 nM 농도 범위에서 이들 mRNA 

수준에 변화를 주지 않는 것으로 나타났다(Fig. 4). 이로 볼 

때 hepcidin 처리는 FPN과 DMT1 유전자의 전사 과정을 

억제하기보다는 FPN과 DMT1 단백질로의 번역과정을 억

제하거나 분해를 촉진함으로써 이들 단백질의 수준을 낮추

는 것으로 생각된다. 

J774 세포에서 hepcidin이 FPN과 DMT1의 mRNA 및 

단백질 수준에 미치는 영향

대식세포에서 hepcidin이 FPN과 DMT1의 발현에 미치는 

영향을 알아보기 위하여 마우스 대식세포주인 J774 세포에 

10 nM과 100 nM의 소변 hepcidin과 합성 hepcidin을 24시간 

처리한 후 FPN과 DMT1의 단백질과 mRNA 수준을 대조군

과 비교하였다. 그 결과, 10 nM과 100 nM의 소변 hepcidin 

처리는 FPN 단백질 수준을 각각 대조군의 72%, 60% 수준으

로 감소시키는 것으로 나타났으며(Fig. 5), 합성 hepcidin을 

처리한 경우 역시 10 nM과 100 nM 농도 모두에서 유의적으

로 감소하는 것으로 나타났다. Chaston 등(27)은 THP-1 대

식세포주에 합성 hepcidin을 1 μM 농도로 4시간 혹은 24시

간 처리했을 때 FPN 단백질 수준이 유의적으로 감소됨을 

보고한 바 있는데, 본 연구 결과, 이보다 낮은 농도 범위(10～

100 nM)에서도 hepcidin은 FPN 단백질 수준을 낮출 수 있

음을 알 수 있었다. 또한, 앞의 Caco-2 세포를 이용한 실험 

결과(Fig. 3)에서는 100 nM 농도 처리 시에만 FPN 단백질의 

감소가 있었음을 고려할 때, 소장세포에서보다 대식세포에
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Fig. 4.  Effects of hepcidin on FPN and DMT1 mRNA levels in differentiated Caco-2 cells. 
Caco-2 cells were incubated for 24 hr with urinary or synthetic hepcidin peptide (10 nM, 100 nM). Total RNA were extracted analyzed 
for FPN and DMT1 mRNA levels by RT-PCR. 

A)

B)

Fig. 5.  Effects of hepcidin on FPN and DMT1 protein levels in J774 cells. 
J774 cells were incubated for 24 hr with urinary or synthetic hepcidin peptide (10 nM, 100 nM). Proteins from cell lysates were separated 
and analyzed for A) FPN protein expression B) DMT1 protein expression by Western blotting. Representative blots are shown. Data 
presented in graphs are the mean±SE of 3 independent experiments. *p<0.05 compared with the control (0 nM). 

서 hepcidin 농도 변화에 대해 더욱 민감하게 FPN 단백질 

수준을 조절하는 것으로 보인다. 

DMT1 단백질 역시 소변 hepcidin 처리에 의해 10 nM과 

100 nM에서 각각 대조군의 40%, 37% 수준으로 유의적으로 

감소한 것으로 나타났다. 합성 hepcidin 처리 시에는 유의적

인 차이는 없었으나 대조군에 비해 DMT1 단백질의 수준이 

감소되는 경향을 보였으며, 이러한 차이는 생체 내 존재하는 

hepcidin의 활성이 합성 hepcidin에 비해 높기 때문인 것으

로 생각된다(Fig. 5). 소변 hepcidin은 혈장에서 발견되는 

peptide와 동일한 형태로 알려져 있다(28). 한편, J774 세포

에 hepcidin을 처리했을 때, 처리한 hepcidin의 농도와 형태

에 상관없이 FPN mRNA와 DMT1 mRNA 수준에는 변화를 

주지 않는 것으로 나타났으며(결과 제시 생략), 이는 Caco-2 

세포에서의 결과와 일치한다(Fig. 4).
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대식세포에서 hepcidin의 영향에 대한 기존의 연구는 주

로 FPN 단백질에 대해서만 이루어졌었고, hepcidin 처리에 

의해 대식세포 DMT1 단백질이 감소함을 밝힌 것은 본 연구

가 처음이다. 대식세포에서 DMT1은 endosome의 막에 존

재하는데, 대식세포의 endosome은 식세포 작용에 의해 흡

수된 노쇠한 적혈구가 위치하므로 다량의 철분을 함유한다. 

이상의 결과를 종합해 볼 때, hepcidin은 대식세포의 plasma 

membrane에 존재하는 FPN 단백질을 감소시켜 철분의 세

포 외로의 방출을 억제할 뿐 아니라, endosome 막의 DMT1 

수준을 낮춰 endosome에 존재하는 철분의 세포질로의 이동

을 감소시킴으로써 체내 철분의 항상성을 조절하는 데에 관

여하는 것으로 생각된다. 

요   약

본 연구에서는 소장세포(Caco-2)와 대식세포(J774)를 이

용하여 FPN과 DMT1의 유전자 발현에 hepcidin 펩타이드 

호르몬이 미치는 영향을 알아보기 위하여 수행되었으며 그 

결과를 요약하면 다음과 같다. Caco-2 세포에서 FPN과 

DMT1의 mRNA 및 단백질 수준은 분화 진행에 따라 비례하

여 증가하였으며, 특히 DMT1 단백질은 분화 초기에는 거의 

발현되지 않다가 분화 7일째에 비로소 발현되기 시작한 후 

급격히 증가하여 분화 17일째에는 7일째에 비해 단백질 수

준이 10배 이상 크게 증가되었다. 분화된 Caco-2 세포에서 

소변 hepcidin과 합성 hepcidin을 100 nM 농도로 24시간 동

안 처리하였을 때, FPN 단백질 수준이 대조군에 비해 각각 

60%와 70% 수준으로 유의하게 감소하였다. DMT1 단백질

의 경우, 소변 hepcidin 100 nM 농도에서만 대조군의 55% 

수준으로 유의하게 감소되었다. J774 세포에 소변 hepcidin 

혹은 합성 hepcidin을 24시간 처리한 결과, 10 nM과 100 nM 

농도에서 모두 대조군에 비해 FPN 단백질 수준이 유의적으

로 감소하는 것으로 나타났으며, DMT1 단백질 수준도 소변 

hepcidin 10 nM과 100 nM 처리에 의해 각각 대조군의 40%

와 37% 수준으로 유의하게 감소하였다. 분화된 Caco-2 세

포와 J774 세포에서 10 nM 혹은 100 nM 농도의 hepcidin 

처리 시 DMT1 mRNA와 FPN mRNA 수준에는 영향을 미

치지 않는 것으로 나타났으며, 이로 볼 때 hepcidin은 전사과

정의 조절보다는 DMT1과 FPN 단백질로의 번역과정을 억

제하거나 분해 속도를 촉진함으로써 이들 단백질의 수준을 

낮추는 것으로 보인다. 이상의 결과는, hepcidin 펩타이드 

호르몬이 DMT1 단백질과 FPN 단백질의 수준을 억제함으

로써 체내 철분 대사 조절에 중요하게 관여함을 나타낸다. 

특히 소장세포와 대식세포에 동시에 작용함으로써, 소장에

서의 철분 흡수와 대식세포에서의 철분 방출을 효율적으로 

억제하는 조절 인자로 작용할 수 있음을 제시한다. 앞으로 

hepcidin의 생성 및 분비를 조절하는 요인에 대한 연구와 

hepcidin이 실제 세포 내외로의 철분의 수송이 미치는 영향

에 대한 기능적 연구가 계속적으로 이루어져야 할 것으로 

사료된다. 
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