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RBL-2H3 세포에 있어서 꾸지뽕 당단백질에 의한 히스타민 방출 및

COX-2 활성 억제 효과
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Abstract The purpose of this study was to determine the inhibitory effect of a glycoprotein isolated from Cudrania
tricuspidata Bureau (CTB glycoprotein, 75 kDa) on immunoglobulin E (IgE)-induced allergic inflammation in RBL-2H3
cells. This experiment evaluated the production of intracellular reactive oxygen species (ROS), the activities of mitogen-
activated protein kinase (MAPK), transcription factor (c-jun), and cyclooxygenase (COX)-2, and histamine release in cells.
The results showed that the CTB glycoprotein inhibited histamine release and COX-2 expression induced by IgE in the
cells. The CTB glycoprotein also had suppressive effects on the expressions of ERK1/2, p38 MAPK, c-jun, and the
production of intracellular ROS in IgE-treated RBL-2H3 cells. The activities of c-jun and COX-2 were collectively blocked
by ERK1/2 inhibitor (PD98059) and p38 MAPK inhibitor (SKF86002), respectively. Hence, we speculate that CTB
glycoprotein might be a component with potential use in the preparation of health supplements for the prevention of
allergic diseases.
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서 론

알레르기성 질환은 현대사회의 산업화에 따른 환경오염, 식생

활의 변화, 그리고 유전적 영향 등의 복합적인 원인으로 그 발병

율은 남녀노소를 불문하고 급격히 증가하고 있다(1). 일상생활에

서 흔히 볼 수 있는 애완동물과의 피부 접촉, 음식물이나 약물의

복용, 자동차 배기가스나 매연 등의 호흡물질로 인해 우리 몸의

면역체계가 민감하게 반응(hypersensitive reaction) 함으로써 면역

글로블린인 IgE가 과도하게 생성되고, 이에 따라 활성 된 비만세

포(mast cell)로부터 여러 가지 매개 물질들의 유리와 염증세포의

침윤을 복합적인 원인으로 추측하고 있다(2).

비만세포는 피부, 림프관 주위, 호흡기, 혈관 주위, 위장 관의

점막, 뇌 등 전신의 장기에 분포하고 있으며 천식이나 알레르기

성 비염과 같은 알레르기 반응을 매개하는 중요한 세포이다(3).

이 세포는 표면의 immunoglobulin E(IgE) 수용체(FcεRI)에 IgE 항

체와 multivalent antigen이 결합할 때 특이적으로 antigen과 FcεRI

의 cross-linking으로 활성화되면 비만세포의 과립내의 화학매개체

(histamine, proteoglycan, serine proteases, carboxypeptidase A,

sulfatases, exoglycosidases)등과 특이적인 사이토카인을 분비하면

서 알레르기 염증의 초기 반응과 후기 반응을 일으킨다. 게다가

이러한 화학 매개체들이 세포로부터 지속적으로 생성되고 방출

되면 만성적으로 염증반응을 일으킨다(3,4). 이러한 비만세포로부

터 탈과립을 유도하는 방법에는 IgE/FcεRI와 antigen의 결합에 의

한 면역학적 자극 외에 compound 48/80, substance P, anaphyla-

toxin C5a 등에 의한 비면역학적 자극이 있다. 또한 calcium ino-

phore A23187, morphine sulfate, basic polypeptides(polylysine,

polyarginine) 등도 비만세포를 직접 활성화 할 수 있다.

Histamine은 비만세포의 과립으로부터 가장 빠르게 유리되는

화학 매개체로서 말초혈관에 대한 투과성 항진과 확장작용, 기관

지 평활근에 대한 수축작용, 점막표면에 대한 선상세포의 분비

항진 작용 등을 나타내어 과민반응 및 만성 염증반응을 일으킨

다(3,5,6). 또한 cyclooxygenase(COX)는 염증과 알레르기 증상 유

발 물질인 arachidonic acid로부터 eicosanoids의 일종인 prostaglan-

dine(PG)과 leukotrienes의 생합성을 매개하는 효소로써 염증 반응

에 주도적 역할을 한다. COX-1은 대표적인 생리작용인 위장세포

보호 및 신장의 정상기능유지, 그리고 혈소판 응집과 같은 생리
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기능 유지와 관련 있는 효소임에 반해(7), COX-2는 여러 종류의

자극에 의해 유도되는 효소이며 염증과 통증을 야기하는 prostag-

landine을 생산함으로써 염증성 질환 및 종양의 생성에도 관여하

는 것으로 알려져 있다(8). 따라서 histamine과 COX-2만을 선택

적으로 억제한다면 정상적인 생리기능은 그대로 유지가 가능함

으로써 부작용이 없거나 감소된 상태로 염증치료가 가능 하다는

가설에 도달하게 된다. 현재까지는 대부분 증상을 완화시키는 약

물들로 스테로이드(steroid), 항히스타민(anti-histaminee), 항류코트

리엔(anti-leukotriene), 아드레날린(adrenalin), 인탈(intal) 등 많은 약

물들이 개발되어 왔으나(9,10) 진정작용이나 식욕증가, 중추신경

장애, 그리고 심혈관계의 부작용을 초래하는 것으로 알려져 있

다. 증가되는 발병률에도 불구하고 아직도 알레르기 질환의 병태

생리가 명확하게 구명되지 않았고 더욱이 뚜렷한 원인치료 약물

이 없는 실정이다. 따라서 최근에는, 이러한 부작용을 줄이면서

도 질환의 진행과정을 방해하고 억제하며, 또한 영양물질 및 식

이요소로 이용될 수 있는 천연물을 이용한 항 알레르기제의 개

발에 많은 연구가 시행되고 있다(11-13).

일반적으로 천연물로부터 분리된 당단백질은 동물, 식물 그리

고 미생물에서 체내 대사나 신호전달, 면역기능 및 항상성 유지

를 위한 유용한 물질로써 작용한다(14). 본 실험실에서 천연물로

부터 당단백질을 추출하여 그에 대한 생물학적인 이용성을 연구

하였던 결과, 느릅나무, 옻나무, 까마중 열매, 그리고 마로부터 추

출된 식물성 당단백질들이 생체 방어적 조절자로서 탁월하고 강

력한 항산화 효과, 항암효과, 그리고 면역기능 조절 효과를 가진

다는 것을 알았다(15-19). 특히 마로부터 추출된 마 당단백질은

여러 세포에서 거의 독성을 나타내지 않았으며, 특이하게도 선택

적으로 전사인자를 조절함으로써 면역세포의 cytokine 발현 양을

조절하였고, 산화적 스트레스에 의해 유도된 흉선 세포자살 과정

을 억제하는 효과를 가지고 있었다(18,19). 이와 같은 결과는 식

물성 당단백질들이 항산화 효과를 지니며 신호전달 경로에 매우

특이적이고 선택적이면서 세포내의 항상성을 유지시키기 때문에,

알레르기 반응을 억제하는데 탁월하다는 것을 암시해 준다.

본 연구에서 사용된 꾸지뽕(Cudrania tricuspida Bureau, CTB)

은 뽕나무과에 속하는 낙엽교목으로 10여종이 알려져 있으나 우

리나라에는 1종만이 충청남도, 전라도, 경상도 등의 남부 지방에

서 자생하고 있으며, 중국과 일본 등 동아시아에 주로 분포하고

있다(20). 예로부터, 꾸지뽕 나무는 한방에서 습진, 유행성 이하

선염, 폐 결핵, 타박상, 급성관절염 등의 치료에 사용되어 왔으며

(21), 동의보감에서도 또한 꾸지뽕 열매가 항암 효과가 뛰어나고

강장, 자양, 숙취해소, 간과 신장보호 등의 효과가 있다고 소개되

고 있다. 그러나 현재까지 꾸지뽕 나무에 대한 연구는 성분분석

연구가 대부분이며, 최근까지 연구로는 꾸지뽕 나무의 잎, 줄기,

뿌리 등을 이용한 항염증 작용 및 항균작용, 고지혈증 억제 작용

(22,23) 등이 보고가 되었을 뿐 꾸지뽕 당단백질에 대한 항 알레

르기 연구는 거의 없는 상태이다. 최근 본 실험실에서는 꾸지뽕

의 열매로부터 당단백질을 추출하여 대략적 크기가 75 kDa이고,

당이 72.5%, 단백질이 27.5%로 구성되어있고 다양한 생리활성

능력을 발견하였다. 이전의 보고에서, 꾸지뽕 당단백질은 oxygen

라디칼에 대한 강한 항산화 효과를 지니고 있었고, 대식세포에서

lipopolysaccharide(LPS)에 의해 유도된 염증 반응을 전사인자인

nuclear factor(NF)-κB의 억제를 통한 항 염증작용을 보여주었다

(24). 이러한 꾸지뽕 당단백질은 염증 매개 인자들의 조절을 통

해 알레르기성 질환의 발병 억제 및 면역능력을 개선하여 알레

르기의 치료제로써 가능성이 있다고 생각된다.

따라서, 본 연구에서는 꾸지뽕 당단백질(CTB glycoprotein)의

항알레르기 효과를 알아보기 위하여 활성된 비만세포에서 ROS

생성, histamine 유리와 COX-2 활성 및 관련된 신호 전달기전을

조절할수 있는지를 밝히고자 한다.

재료 및 방법

시약

본 실험에 사용된 시약 중 anti-dinitrophenyl(DNP) IgE, human

serum albumin(HSA), 2',7'-dichlorodihydrofluorescein(H
2
DCF-DA),

o-phthaldialdehyde, glycine, tris(hydroxymethyl) amino-methane,

glycine, trypsin, sodium dodecyl sulfate(SDS) 등은 Sigma(St.

Louis, MO, USA)로부터 구입하였으며, Dulbecco’s modified Eagle

medium(DMEM), fetal bovine serum(FBS), antibiotics는 Gibco-

BRL(Grand Island, NY, USA)에서 구입하였고, 그 외 사용된 시

약은 순도가 높은(순도 99% 이상) 등급을 구입하여 사용하였다.

꾸지뽕 당단백질 분리 및 정제

꾸지뽕(Cudrania tricuspidata Bureau) 열매로부터 분리된 꾸지

뽕 당단백질(CTB glycoprotein)은 이전의 방법으로 추출하였다(24).

즉, 꾸지뽕 열매를 전라남도 나주 재래시장에서 구입하여 그 열

매를 잘게 부순 후, 증류수에 3개월간 침지하여 Whatman filter

paper(No. 2)를 이용하여 불순물을 제거하고 회전 농축하였다. 농

축이 끝난 액상 꾸지뽕 추출물을 동결 건조하여 수확물을 얻었

다. 얻어진 수확물을 증류수로 다시 용해시켜 concanavalin A-

sepharose 4B affinity chromatography(24-45 mm, Sigma, C9017)

를 통과시킨 후 0.5 M NaCl을 포함한 0.5 M methyl α-D-glucopy-

ranoside을 이용하여 정제하였다. 정제된 용액은 동결 건조시켜

crude extract를 얻었다. 꾸지뽕 당단백질을 확인하기 위해 분리

및 정제된 꾸지뽕 당단백질을 0.1% SDS가 함유된 15% polyacry-

lamide gel에 100 V, 30 mA에서 2.5시간 전기영동 후 gel은 Schiff

reagent(25)를 이용하여 염색 하고, 그 분자량을 marker와 비교하

여 확인하였다.

세포 배양 및 cytotoxicity

비만세포주 RBL-2H3을 본 연구에서 사용하였다. RBL-2H3세

포는 한국 세포주 은행(Korea Cell Line Bank, KCLB)에서 구입

하였으며, 37oC, 5% CO
2
 incubator에서 10% FBS, 100 U/mL

penicillin, 그리고 100 µg/mL streptomycin이 포함된 DMEM에서

배양하였다. RBL-2H3세포를 anti-dinitrophenyl(DNP) IgE(0.1 µg/

mL)로 22시간 동안 반응시키고 HSA(1 µg/mL)로 반응시키기 15

분 전에 37oC에서 꾸지뽕 당단백질을 처리하였다. 또한, 꾸지뽕

당단백질의 세포독성 능력을 관찰하기 위해, Mosmann의 방법에

따라 3-(4,5 dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide

(MTT) assay(26)로 확인하였다. 간략하게 말하면, RBL-2H3세포

에 꾸지뽕 당단백질(25 µg/mL-200 µg/mL)을 24시간 동안 반응시

킨 후 MTT stock solution(5 mg/mL)을 더해 37oC, 5% CO
2

incubator에서 4시간 동안 반응시켰다. 반응 후, 96 well multi

plates에 acidic isopropanol을 더해 SpectraCount™(Packard Instru-

ment Co. Downers, III., Meriden, CT, USA)을 사용하여 560 nm

에서 읽었다.

Reactive oxygen species(ROS) 정량

RBL-2H3 세포 내에서 생성되는 ROS를 측정하기 위하여 2',7'-

dichlorodihydrofluorescein(H
2
DCF-DA)를 이용하였다. H

2
DCF-DA는

세포내로 들어가면 intracellular esterase 에 의해 deacetylation되면
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서 DCFH로 전환되고 산소 라디칼에 의해 산화되어 DCF라는 형

광을 내는 물질로 전환된다. RBL-2H3 세포를 22시간 동안 anti-

DNP IgE로 감작시킨 후 배양액을 제거하고, DCF-DA를 100 µL

를 가하고 30분 동안 빛을 차단한 곳에서 배양하였다. 30분 후

DCF-DA를 제거하고, HSA를 시간별로 처리하고 꾸지뽕 당단백

질을 농도별로 처리한 후 형광(λex=385 nm, λem=550 nm)을 측

정하였다(27).

Whole protein의 추출

6 well plate에 10% FBS, 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL

streptomycin, anti-DNP IgE가 포함된 DMEM을 2 mL씩 각각 분

주하여 22시간 동안 배양하였다. HSA를 처리하기 15분 전에 일

정한 농도와 시간 동안 꾸지뽕 당단백질을 처리 한 후 상층액을

걷어내고 ice-cold PBS로 씻은 후, protease inhibitor cocktail이 포

함된 whole cell lysis buffer(20 mM HEPES; pH 7.9, 0.42 M

NaCl, 0.5% NP-40, 25% glycerol, 0.2 mM EDTA, 1.5 mM

MgCl
2
, 1 mM PMSF, 1 mM DTT)로 재 현탁한 후, 에펜도르프

튜브에 넣고 30분 동안 혼합하였다. 4oC에서 30분간 14,000 rpm

에서 원심분리 한 후, 상층액을 −70oC에서 보관하였다.

Nuclear protein의 추출

6 well plate에 10% FBS, 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL

streptomycin, anti-DNP IgE가 포함된 DMEM을 2 mL씩 각각 분

주하여 22시간 동안 배양하였다. HSA를 처리하기 15분 전에 일

정한 농도와 시간 동안 꾸지뽕 당단백질을 처리 한 후 상층액을

걷어내고 ice-cold PBS로 씻은 후, hypotonic buffer(10 mM

HEPES; pH7.9, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT,

0.5 mM PMSF, 1.5 mM MgCl
2
, 0.5% NP-40)로 재 현탁한 후

4oC에서 원심분리하였다. 상층액을 제거하고 핵 단백질은 postease

inhibitor cocktail이 포함된 NE buffer(20 mM HEPES; pH 7.9,

0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 25%

glycerol, 1 mM PMSF, 1.5 mM MgCl, 0.5% NP-40)를 가하여

30분 동안 혼합하고 4oC에서 15분간 12,000 rpm으로 원심 분리한

후, 상층액을 회수하여 −70oC에 보관하였다.

Western blot 분석

Western blot 실험을 수행하기 위하여 RBL-2H3 세포를 HSA로

자극하기 15분 전에 일정한 농도와 시간 동안 꾸지뽕 당단백질

을 처리한 후, 전체 세포 단백질과 핵단백질을 추출하였다. 이렇

게 얻어진 전체 세포 단백질과 핵단백질은 Lowry등(28)의 방법

으로 단백질 농도를 측정하고, 10% polyacrylamide gel에 100 V,

30 mA에서 2.5시간 동안 전기 영동 한 후, nitrocellulose mem-

brane에 transfer 시켰다. Transfer된 nitrocellulose membrane을 5%

탈지분유가 함유된 TBS-Tween 용액(25 mM tris-Cl, 137 mM

NaCl, 2.68 mM KCl, 0.05% tween-20)으로 25oC에서 1시간 동안

반응시킨 다음 3,000배 희석된 primary antibody 와 10,000배 희

석된 secondary antibody를 적당한 시간 동안 처리하고, 발색시약

(ECL)을 넣어 ERK1/2, AP-1(c-jun과 c-fos)과 COX-2의 활성을 확

인하였다.

Histamine 정량

세포배양 상층액 및 혈청 중에 있는 히스타민의 정량은 Shore

등(29)의 방법으로 하였다. 간단히 설명하면, 배양된 RBL-2H3세

포를 4oC에서 5분 동안 400 rpm으로 원심 분리하여 그 상층액이

시료로 사용되었다. 에펜도르프 튜브에 시료 25 µL를 넣고 0.1 N-

HCl 22.5 µL, 60% HClO
4
 2.5 µL를 넣고 혼합 후 원심분리(1,500

rpm, 20 min)하여 그 상층액 40 µL를 5 N-NaOH용액 25 µL, 증류

수 150 µL, n-butanol 500 µL 및 NaCl 0.06 g을 혼합한 튜브에 넣

고 진탕 후 원심분리(2,000 rpm, 10 min)하였다. Butanol층 400 µL

를 에펜도르프 튜브에 넣고 0.1 N-HCI 용액 150 µL, n-heptane

0.5 mL를 가하여 진탕 후 원심분리(2,000 rpm, 10 min)하였다. 여

기에서 얻어진 수층 100 µL에 1 N-NaOH 용액 200 µL와 1% o-

phthaldialdehyde용액 5 µL를 넣고 혼합 후 37oC에서 3분 동안 반

응시킨 후 3 N-HCl용액 10 µL를 넣고 혼합하여 2분 동안 방치한

후 spectrofluormeter(λex=360 nm, λem=440 nm)로 형광도를 측정

하였다.

통계학적 분석

모든 실험은 3회 반복 실시 하였으며, 실험결과는 SPSS program

(ver 12.0)의 one-way analysis of variance(ANOVA)을 이용하여

분산 분석한 후 유의적인 차이가 있는 항목에 대해서는 Duncan’s

multiple range test로 시료간의 유의적인 차이를 검정하였으며, 대

조군과 비교하여 p값이 5% 미만일 때를 통계학적 유의성이 있

다고 판정하였다.

결과 및 고찰

꾸지뽕 당단백질의 세포 독성에 대한 효과

일반적으로 식물성 생리활성물질은 합성물질에 비해 부작용이

적고 그 특이구조에 따라 생리적 기능의 증진은 물론 면역능 증

강에도 관여한다고 알려져 왔다. 산업화에 따른 질병의 예방과

치료를 위하여 많은 자연과학자들은 천연물로부터 여러 생리활

성물질을 탐색하여 동양의학과 접목하여 면역력을 증강시켜 간

접적으로 여러 질병을 예방하고 치료하려고 노력하고 있다. 본

연구에서 사용했던 꾸지뽕 당단백질(75 kDa)은 일반 식물성 유래

당단백질과 같이 생리활성효과를 역시 나타내준다. 예를 들면, 까

마중 열매 당단백질(150 kDa)은 암세포 성장을 억제하는 효과를

가지고있고, 마 당단백질(30 kDa)은 세포에 독성이 없고 또한 강

한 항산화 효과를 지니고 있었다. 꾸지뽕 당단백질은 분자량의

크기에 있어서 까마중 열매 당단백질과 마 당단백질의 중간 크

기의 분자량을 가지고 있었고 또한 라디칼을 소거하는 항산화력

을 가지고 있었고 또한 항염증효과를 가지고 있었다. 흥미스럽게

도 본 연구에서 얻은 결과는 꾸지뽕 당단백질이 항알레르기 실

험 모델로써 RBL-2H3 cells에 HAS에 의해 유도된 알레르기 반

응의 제어에 특이적으로 억제하는 효과를 나타내는 결과로 보아

꾸지뽕 당단백질이 알레르기를 억제할 수 있다고 사료된다.

Fig. 1에서 보는 바와 같이, 꾸지뽕 나무의 효과를 알아보기 위

해 RBL-2H3 세포에 꾸지뽕 당단백질을 처리한 후 MTT assay

를 이용하여 세포 독성을 측정하였다. MTT assay는 살아있고 대

사가 왕성한 세포의 농도를 측정하는 방법으로 미토콘드리아의

탈수소 효소작용에 의해 MTT tetrazolium이 MTT formazan(3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- 2,5-diphenyl-tetrazolium bromide)으로 환

원되고 540 nm의 파장에서 흡광도가 최대가 되어 살아있는 세포

수를 반영한다. Fig. 1A에서 볼 수 있듯이 꾸지뽕 당단백질을 25

µg/mL 에서 200 µg/mL 을 처리 후 세포독성을 관찰한 결과, 꾸

지뽕 당단백질의 가장 높은 농도인 200 µg/mL를 처리 하였을 때

세포독성이 관찰되지 않았다. 또한 Fig. 1B에서와 같이 HSA와

꾸지뽕 당단백질을 함께 처리 한 실험에서도 유의성 있는 세포

독성은 관찰되지 않았다.
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HSA가 처리된 RBL-2H3 세포에서 꾸지뽕 당단백질의 ROS

의 생성 억제 효과

비만세포는 항원에 의해 자극되었을 때 ROS를 생성하고(30),

ROS가 알레르기성 염증반응에서 intracellular second messenger로

써 작용하여 염증 매개 인자들의 생성과 신호전달을 촉진시키기

때문에(30,31), 꾸지뽕 당단백질이 염증 억제 능력을 나타내는지

알아보기 위해 RBL-2H3 세포에 꾸지뽕 당단백질을 HSA와 함께

처리하여 세포 내에서 발생하는 ROS의 생성량을 측정하였다. Fig.

2A에서 보는 바와 같이, 세포내의 ROS 생성양은 DCF fluores-

cence 의 intensity에 비례함에 따라 RBL-2H3세포에 HSA를 1 µg/

mL의 농도로 30분 동안 처리했을 때, 세포내 ROS 생성량은 유

의적으로 증가하였으며 30분 이후는 ROS의 생성량이 감소되었

다. 즉, RBL-2H3 세포에 HSA를 시간에 의존적으로 처리했을 때

세포내 ROS 생성량은 30 분에서 대조군에 비해 1.3배 증가하였

다. 이는 비만 세포 내에서 생성된 ROS가 염증반응에 있어서

second messenger로서 짧은 시간내에 활성을 띠어 염증 반응을

매개한다는 것을 의미 한다. 그러나 꾸지뽕 당단백질을 HSA와

함께 처리했을 때 HSA로 인해 증가한 세포내 ROS의 생성량을

농도에 의존적으로 감소시켰다. Fig. 2B에서 볼 수 있듯이, 꾸지

뽕 당단백질(100 µg/mL)의 처리는 HSA로 인해 증가된 ROS의 생

성량을 HSA 처리구와 비교하였을 때 0.2배만큼 감소시켰다. 이

러한 결과는 강력한 항산화제인 꾸지뽕 당단백질이 RBL-2H3 세

포에서 HSA에 의해 촉진된 ROS의 발생을 막음으로써 염증 반

응을 억제하였다는 것을 의미한다.

HSA가 처리된 RBL-2H3 세포에서 꾸지뽕 당단백질의 ERK1/

2의 인산화 억제 효과

비만세포를 활성화 시키는 신호전달 체계 중 mitogen-activated

protein kinase(MAPK)는 대표적인 신호전달 매개 단백질로써 세

포 외 신호를 핵 안으로 전달한다. 반응하는 기질에 따라 3가지

그룹으로 분류되며, extracellular signal-related kinase(ERK), c-jun

NH2-terminal kinase(JNK), 그리고 p38 MAPK 이다(32). 비만세포

의 자극 인자에 의해 MAPK이 활성화 되면 전사인자 AP-1을 포

함한 세포 내 기질을 인산화하여 케모카인이나 싸이토카인 유전

자와 COX-2와 같은 염증 유전자를 작동시킨다(33). 꾸지뽕 당단

백질의 비만 세포내 신호전달경로의 변화를 관찰하기 위해 MAPK

의 주요 biomarker로써 ERK1/2의 인산화 형태의 단백질을 측정

하였다. Fig. 3에서 보는 바와 같이, HSA를 처리한 결과 ERK1/

2의 인산화 형태인 phospho-ERK1/2는 시간에 의존적으로 발현이

증가하여 활성화되었으며 특히 30 분에서부터 유의적으로 발현

양이 증가하였다(p<0.05). 그러나 꾸지뽕 당단백질을 처리하였을

때 HSA에 의해 증가된 phospho-ERK1/2을 농도에 의존적으로 감

소시켰다. 즉, RBL-2H3 세포에 꾸지뽕 당단백질의 처리 없이

HSA(1 µg/mL)을 30분동안 처리하였을때, 대조군에 비해 phospho-

ERK1/2의 활성은 10.1배 증가한 반면, 50과 100 µg/mL 꾸지뽕

당단백질의 처리는 HSA에 의해 증가된 phospho-ERK1/2을 각각

0.14 그리고 0.31배 감소 시켰다.

HSA가 처리된 RBL-2H3 세포에서 꾸지뽕 당단백질의 AP-1

의 활성 억제 효과

꾸지뽕 당단백질이 염증성 신호전달인자들의 활성을 조절할 수

있는지를 알아보기 위하여, RBL-2H3 세포에 꾸지뽕 당단백질을

HSA와 함께 처리한 후 핵단백질을 분리하여 전사인자인 AP-1의

대표적 subunit인 c-jun과 c-fos의 활성 변화를 western blot 방법

을 통하여 알아보았다(Fig. 4). AP-1은 세포내의 ROS에 의해 유

도되며 c-jun과 c-fos의 heterodimer로서 비만세포에서 염증반응과

Fig. 1. Effect of CTB glycoprotein on cell viability in RBL-2H3 cells. RBL-2H3 cells were treated with the CTB glycoprotein (25-200 µg/
mL), or cotreated with HSA (1 µg/mL) and the CTB glycoprotein for 24 h. Cell viability was measured by MTT assay as described in Materials
and Methods. Data are the means±SD from triplicate experiments.
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Fig. 2. Inhibitory effects of CTB glycoprotein on ROS Production in RBL-2H3 Cells. RBL-2H3 cells were treated with HSA (1 µg/mL) for
indicated time, or cotreated with HSA (1 µg/mL) and the CTB glycoprotein (50-100 µg/mL) for 30 min. Fluorescence intensity is presented as
relative intensity based on monitoring dichlorodihydrofluorescein (DCF) fluorescence using a fluoresencence microplate reader (Dual Scanning
SPECTRAmax, Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA, USA). Data are the means±SD from triplicate experiments. #, a significant
difference between treatments and control, p<0.05. *, a significant difference between HSA treatment and the CTB glycoprotein treatment in
the presence of HSA, p<0.05.

Fig. 3. Inhibitory effect of CTB glycoprotein in the presence of HSA on phosphorylation of ERK1/2 in HSA-treated RBL-2H3 cells.
RBL-2H3 cells were treated with HSA (1 µg/mL) for indicated time, or cotreated with HSA (1 µg/mL) and the CTB glycoprotein (50-100 µg/
mL) for 30 min. The relative intensities of bands were calculated using Scion Imaging Software (Scion Image Beta 4.02, Maryland, USA). The
data represent triplicate experiments. Lane 1, control; lane 2, HSA alone; lane 3, 50 µg/mL CTB glycoprotein in the presence of HSA; lane 4,
100 µg/mL CTB glycoprotein in the presence of HSA. 
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관련한 인자들의 AP-1 결합부위에 결합하여 전사(transcription)를

유발하는 전사인자이다. 비만 세포내에서 ROS나 MAPK와 같은

protein kinase를 통해 염증성 신호매개자들인 COX-2 등의 유전

자를 포함하여 다양한 cytokine, cell adhesion molecule, growth

factor 등의 발현에 관여하는 유전자의 promoter나 enhancer의 c-

jun이나 c-fos site에 결합함으로써 전사를 유도하는 것으로 알려

져 있다(34,35). Fig. 4에서 보는 바와 같이, RBL-2H3 세포에 꾸

지뽕 당단백질의 처리 없이 HSA(1 µg/mL)를 처리하고 4시간 경

과 했을 때, 세포 핵 내에서의 c-jun과 c-fos의 활성은 대조군에

비해 현저히 증가 했다(Fig. 4, lane 2). 이에 반해, RBL-2H3 세

포에 50과 100 µg/mL의 꾸지뽕 당단백질을 HSA(1 µg/mL)와 함

께 4시간 동안 처리한 후, 핵 내의 AP-1(c-jun과 c-fos)의 활성은

처리된 꾸지뽕 당단백질의 농도에 비례하여 감소했다(Fig. 4, lanes

3 and 4). 한편, AP-1의 활성은 MAPK 의 인산화를 통해서 조절

이 된 것인지 알기 위해, ERK1/2의 inhibitor인 PD98059(1 µM)

을 HSA로 자극하기 30분 전에 처리하였다. Fig. 4에서 보는 바

와 같이, RBL-2H3 세포에 HSA로 자극하기 30분전에 PD98059

(1 µM)을 처리한 결과, c-jun과 c-fos의 핵 내의 활성은 대조군에

비해 현저히 감소하였다(Fig. 4, lane 5). 이런 결과를 통해 꾸지

뽕 당단백질은 MAPK의 인산화와 전사인자인 AP-1의 활성을 억

제 시킴으로써 염증인자들의 발현을 조절하여 알레르기 염증 반

응을 효과적으로 막는 역할을 한다는 것을 의미한다.

HSA가 처리된 RBL-2H3 세포에서 꾸지뽕 당단백질의 COX-

2의 활성 억제 효과

꾸지뽕 당단백질이 COX-2 단백질의 활성을 조절할 수 있는지

를 알아보기 위해, RBL-2H3 세포에 꾸지뽕 당단백질을 HSA(1 µg/

mL)와 함께 처리한 후 전체 단백질을 분리하여 COX-2 의 활성

변화를 western blot 방법을 통하여 알아보았다(Fig. 5). Fig. 5에

서 보는 바와 같이, RBL-2H3 세포에 꾸지뽕 당단백질의 처리 없

이 HSA(1 µg/mL)를 처리하고 4시간이 경과 했을 때, 세포 내에

서의 COX-2의 활성은 대조군에 비해 현저히 증가 했다(Fig. 5,

lane 2). 이에 반해, RBL-2H3 세포에 50과 100 µg/mL의 꾸지뽕

당단백질을 HSA(1 µg/mL)와 함께 4시간 동안 처리한 후, 세포내

의 COX-2의 활성은 처리된 꾸지뽕 당단백질의 농도에 비례하여

감소했다(Fig. 5, lanes 3 and 4). 한편, COX-2의 활성은 MAPK

Fig. 4. Inhibitory effect of CTB glycoprotein on activities of AP-1 (c-jun and c-fos) in HSA-treated RBL-2H3 cells. RBL-2H3 cells were
treated with HSA (1 µg/mL) or cotreated with the CTB glycoprotein (50-100 µg/mL) and PD98059 (1 µM) for 2 h. The relative intensities of
bands were calculated using Scion Imaging Software (Scion Image Beta 4.02, Maryland, USA). The data represent triplicate experiments. Lane
1, control; lane 2, HSA alone; lane 3, 50 µg/mL CTB glycoprotein in the presence of HSA; lane 4, 100 µg/mL CTB glycoprotein in the presence
of HSA; lane 5, PD98059 in the presence of HSA.

Fig. 5. Inhibitory effect of CTB glycoprotein on COX-2 expression in HSA-treated RBL-2H3 cells. RBL-2H3 cells were treated with HSA
(1 µg/mL) or cotreated with the CTB glycoprotein (50-100 µg/mL) and PD98059 (1 µM) for 2 h. The relative intensities of bands were
calculated using Scion Imaging Software (Scion Image Beta 4.02, Maryland, USA). The data represent triplicate experiments. Lane 1, control;
lane 2, HSA alone; lane 3, 50 µg/mL CTB glycoprotein in the presence of HSA; lane 4, 100 µg/mL CTB glycoprotein in the presence of HSA;
lane 5, PD98059 in the presence of HSA.
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의 인산화를 통해서 조절이 된 것인지 알기 위해, ERK1/2의

inhibitor인 PD98059(1 µM)을 HSA 로 자극하기 30분 전에 처리

하였다. Fig. 5에서 보는 바와 같이, PD98059(1 µM)을 처리 후

COX-2의 활성은 대조군에 비해 현저히 감소하였다(Fig. 5, lane

5). 따라서 본 연구에서 얻어진 결과는 꾸지뽕 당단백질(100 µg/

mL)이 세포내 신호전달 단백질인 MAPK의 인산화와 전사인자인

AP-1의 활성의 조절을 통한 염증 매개 인자인 COX-2 단백질 발

현을 억제시킴으로써 항 알레르기 효과를 가지고 있음을 나타내

고 있다.

HSA가 처리된 RBL-2H3 세포에서 꾸지뽕 당단백질의 hista-

mine 억제 효과

비만세포의 활성화에 대한 탈 과립(degranulation)의 지표로써,

histamine의 측정은 알레르기 억제물질의 생물활성 측정에 유용

하게 사용되고 있다(5,6). 꾸지뽕 당단백질이 histamine 의 분비를

조절할 수 있는지를 알아보기 위해 RBL-2H3 세포에 꾸지뽕 당

단백질을 HSA(1 µg/mL)와 함께 처리한 후 histamine의 분비량을

측정하였다. Fig. 6A에서 보는 바와 같이, RBL-2H3 세포에 꾸지

뽕 당단백질의 처리 없이 HSA(1 µg/mL)를 시간별로 처리했을

때, histamine의 분비량은 대조군에 비해 1시간에서 30 µM 유의

적으로 증가 했다(Fig. 6A). 이에 반해, RBL-2H3 세포에 50과

100 µg/mL의 꾸지뽕 당단백질을 HSA(1 µg/mL)와 함께 처리한 후

세포내의 histamine의 분비는 꾸지뽕 당단백질의 농도에 비례하

여 감소했다(Fig. 6B, lanes 3 and 4). 즉, RBL-2H3 세포에 50

과 100 µg/mL의 꾸지뽕 당단백질을 HSA(1 µg/mL)와 함께 처리

했을 때 histamine의 양은 각각 23.9 µM과 22.8 µM로 측정 되었

다. 이러한 결과는 꾸지뽕 당단백질이 생체 내에 있는 비만세포

의 막을 안정화시켜 histamine의 분비를 억제하는 것을 보여준다.

지금까지의 연구 결과를 종합해볼 때, 꾸지뽕 당단백질이 세포

의 ROS 생성 및 ERK1/2의 인산화와 AP-1의 활성을 조절함으로

써 프로스타글란딘류와 histamine 방출 제어를 통한 염증 신호 전

달 기전을 억제할 수 있었다. 따라서 꾸지뽕 당단백질은 탁월한

천연 항산화제로써 비만세포의 활성화에 따른 염증 반응을 억제

하고 체내의 면역기능 그리고 항상성 유지를 위한 유용한 물질

로써 작용할 것으로 생각된다. 향후 꾸지뽕 당단백질의 항 알레

르기 신호기전에 대한 분자생물학적인 연구로서 다른 염증성 매

개 인자들인 tumor necrosis factor(TNF)-α, interleukin(IL)-1β, 그

리고 IL-6 등의 발현 및 생성에 대한 연구가 수행되어야 할 것

이다.

요 약

본 연구는 꾸지뽕 나무 열매로부터 75 kDa의 당단백질(꾸지뽕

당단백질)을 추출한 후 꾸지뽕 당단백질의 첨가에 따른 알레르기

성 염증 인자인 histamine 유리 억제능력 및 COX-2의 활성 억제

효과를 평가하였다. RBL-2H3세포를 22시간 동안 IgE로 감작시

Fig. 6. Inhibitory effect of CTB glycoprotein on histamine release in HSA-treated RBL-2H3 cells. RBL-2H3 cells were treated with HSA
(1 µg/mL) or cotreated with the CTB glycoprotein (50-100 µg/mL). Data are the means±SD from triplicate experiments. #, a significant
difference between treatments and control, p<0.05. *, a significant difference between HSA treatment and the CTB glycoprotein treatment in
the presence of HSA, p<0.05.
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킨 후, HSA를 처리하여 histamine의 유리양을 측정한 결과 꾸지

뽕 당단백질을 처리한 농도가 증가함에 따라 histamine의 유리와

COX-2의 활성 억제율은 증가하였다. 또한 꾸지뽕 당단백질의 처

리는 HSA에 의해 유도된 세포내 ROS 생성량을 농도에 의존적

으로 억제하였다. 한편 꾸지뽕 당단백질을 농도별로 처리하여 세

포내 단백질을 추출하여 western blot을 실시한 결과 100 µg/mL

농도의 꾸지뽕 당단백질을 처리한 그룹에서 ERK1/2, AP-1과

COX-2의 활성 수준은 현저히 억제 되었다(p<0.05). 따라서 이러

한 결과에 미루어볼 때, 꾸지뽕 당단백질은 세포내 해독효소의

활성을 증가시킴으로써 ROS 수준을 감소시켰으므로 꾸지뽕 당

단백질의 역할이 다른 천연물 유래의 당단백질과 마찬가지로 특

이적인 항산화 능력을 지니고 있음을 나타내며 histamine의 유리

억제와 COX-2의 활성이 억제되었을 것으로 생각된다. 이는 꾸지

뽕 당단백질이 항 알레르기 효능을 갖는 물질로써 알레르기성 비

염, 아토피 등과 같은 알레르기 관련 질환의 예방 및 치료제로

사용될 수 있을 것 사료된다.
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