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한국산 겨우살이 열매 추출물의 Immunoadjuvant 효과
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Abstract − To evaluate the immunomodulatory activity of a water extract (KMF-WE) of Korean mistletoe (Viscum album var.

coloratum) fruit, we examined its ability to induce humoral and cellular immune response against keyhole limpet hemocyanine

(KLH). Immunized mice with KLH admixed with KMF-WE (KLH/KMF-WE) showed significant induction of KLH-specific

antibodies compared to mice immunized with KLH alone. The assay for determining isotypes of antibodies revealed that KMF-

WE augmented KLH-specific-IgG1 and -IgG2a production. In vitro T lymphocyte proliferation analysis against KLH revealed

that the splenocytes of mice immunized with KLH/KMF-WE showed a significantly higher proliferative ability than those from

mice immunized with KLH alone. The culture supernatants of splenocytes, which were harvested from mice immunized with

KLH/KMF-WE, showed higher levels of both Th-1 type (IL-2, IFN-γ) and Th-2 type (IL-4) cytokines in response to KLH stim-

ulation compared to those from mice immunized with KLH alone. Also, in delayed-type hypersensitivity (DTH) assay, mice

immunized with KLH/KMF-WE showed a significantly higher reaction to KLH than mice treated with KLH alone. These

results suggest that KMF-WE possess immunoadjuvant activity to enhance both antigen-specific humoral and cellular immune

responses against protein antigens (KLH). 
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유럽에 서식하고 있는 겨우살이과(Loranthaceae)에 속하

는 겨우살이(Viscum album, mistletoe)는 오래 전부터 민간

요법으로서 고혈압, 동맥경화증, 암 등의 질병에 대해 치유

효과가 있는 신비의 약제로 사용되었으며, 1921년부터 항암

활성을 인정받아 종양에 대한 치료제 및 항암 보조제로서

임상적으로 사용되고 있다.
1-3)

 유럽산 겨우살이는 체액성 및

세포성 면역반응을 증강시키는 효과가 있으며,
4)

 종양세포의

증식을 억제하고 암환자의 생존을 증진시키는 것으로 보고

되었다.
5-11)

 이러한 유럽산 겨우살이의 항암활성의 본체는

당단백질인 lectin 성분이 주로 담당하며 숙주에 따라 lectin

성분의 차이가 있음이 알려졌다.
12-14)

 

한국산 겨우살이 (Viscum album var. coloratum, Korean

mistletoe)는 유럽산 겨우살이와는 종이 다른 겨우살이로, 주

성분인 lectin을 비롯하여 탄수화물, alkaloid, viscotoxin, 지

질성분 등 다양한 성분으로 구성되어 있다.
6,9,15-16)

 한국산 겨

우살이의 잎과 줄기 추출물(KM-110)의 lectin 성분은 강력

한 세포 독성 활성 및 암세포에 대한 apoptosis 유도 활성
17)

과 탐식세포 및 NK 세포를 활성화시켜 종양의 전이를 억

제하는 활성이 있으며,
18)

 항원에 대한 특이적 면역증강 활

성에 기인되는 adjuvant 활성도 가짐이 확인되었다.
19)

 또한

KM-110성분 중 lectin 이외의 여러 종류의 단백질 분획이

함유되어 있으며, 또한, 비단백질 성분들은 각각 생리활성
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이 다르며, 일부의 물질은 생체에 독성을 나타낼 수 있다고

보고되었다.
20, 21)

겨우살이의 생리활성에 관한 연구는 잎과 줄기 성분에 집

중되어 왔으며, 열매의 생리활성에 대한 정보는 거의 전무

한 실정이다. 최근 저자들은 한국산 겨우살이 열매의 생리

활성에 관한 연구에서, 열매 과육의 물추출물이 대식세포를

활성화하여 사이토카인의 분비를 촉진하는 면역증강 효과

가 있는 것을 발견하였다.
22)

 이 연구결과는 항원에 의한 자

극 없이 겨우살이 열매 추출물이 비특이적으로 대식세포를

활성화시키는 작용을 가지고 있음을 나타낸 것이다.

본 연구에서는 한국산 겨우살이 열매 성분이 특정 항원에

의해 유도되는 항원 특이적인 면역작용에 대해 면역증강효

과(immunoadjuvant activity)를 가지는 가를 규명하기 위한

목적으로, 마우스를 이용한 동물모델에서 한국산 겨우살이

열매의 물추출물(Korean mistletoe fruit-water extract;

KMF-WE)이 항원물질(KLH; keyhole limpet hemocyanine)

에 대한 항원 특이적인 세포성 및 체액성 면역작용을 상승

시키는 가를 검토하였다. 

재료 및 방법

겨우살이 열매의 수집 및 추출 −연구에 사용한 한국산

의 겨우살이 열매는 2006년 9월 지리산에서 참나무에 서식

하는 겨우살이로부터 채집하였다. 한국산 겨우살이 열매 물

추출물(Korean mistletoe fruit-water extract; KMF-WE)의

추출은 3 kg의 한국산 겨우살이 열매로부터 과육만을 분리

하고, kg당 3 L의 물을 첨가한 후 3일간 냉침하였다. 그 후,

buchner funnel를 이용하여 감압여과하고, 감압 농축을 실시

하여 흰색의 추출물 KMF-WE(225 g, 수율 8.5%)를 얻었다.

추출이 끝난 KMF-WE는 PBS (phosphate buffer saline pH

7.3)로 10 mg/ml의 농도로 조정하여 stock solution으로 만

든 후, 20
o
C에 저장하면서 실험에 사용하였다. 겨우살이 열

매 추출물의 열처리는 autoclave를 이용하여 실시하였다.

마우스 면역 −실험에 사용된 마우스는 생후 6-8주령의

Balb/c 마우스(암컷)를 Orient Ltd., (Seoul, Korea)로부터 구

입하여 사용하였다. 마우스 면역 실험은 Keyhole limpet

hemocyanine (KLH, 20 µg/mouse) 단독 혹은 KMF-WE(50

µg/mouse)와 같이 혼합하여 (KLH/KMF-WE)을 그룹 당 3-

5마리 마우스에 각각 피하주사 하였다. 1차 면역 2주 후에

같은 방법으로 2차 면역을 행하였다. 2차 면역 후부터 1주

일 간격으로 retro-orbital bleeding으로 마우스 혈액을 채취

하여 혈청을 분리한 후 항체가를 측정하였다. 

항체가 측정 −마우스 혈청내의 KLH 특이 항체가는

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 방법으로 측

정하였다.
23)

 Flat-bottom 96 well plate에KLH항원을 50mM

bicarbonate buffer와 반응시켜 4
o
C에서 overnight coating한

후 1% BSA (Sigma, MO, USA) 용액을 첨가하여 37
o
C에

서 2시간 반응하여 blocking 시킨 후 세척하였다. 마우스의

혈액에서 채취한 혈청을 1/1000로 희석하여 각 well에 첨가

하고 37
o
C에서 2시간 반응 후, 세척하였다. 전체항체의 역

가를 측정하기 위하여 2차 항체로 peroxidase가 결합된 goat

anti-mouse IgG+A+M 혼합액(Zymed, USA)을 각 well 에

첨가하고 37
o
C에서 2시간 반응 후 세척하였다. 그 다음

3,3'5,5'-Tetramethylbenzidene(TMB; Calbiochem, Germany)

기질용액을 각 well에 첨가하여 37
o
C에서 1시간 반응시켜

발색시킨 후 0.5 M sulfuric acid을 첨가하여 반응을 중단시

킨 후 450 nm에서 ELISA plate reader(BioRad, CA, USA)

에서 흡광도를 측정하였다. 항체의 sub-isotype을 결정하기

위하여 2차 항체로 peroxidase가 결합된goat anti-mouse

IgG1, IgG2a 및 IgM를 각 well 에 첨가하고 37
o
C에서 2시

간 반응시켰다. 

T 세포 증식 반응 −림프구 증식반응은 그룹당 3마리의

마우스를 위에 언급된 방법으로 KLH 단독 또는 KLH/KMF-

WE 로 2주 간격으로 2차 면역시켰다. 1차 면역한지 4주 후

마우스로부터 비장세포를 분리하여96 well culture plate에

5×10
5
/well의 농도로 분배하고 0, 0.635, 2.5 및 10 µg/well

농도의 KLH 항원을 첨가하여 24시간 자극하였다. 림프구

증식 정도는 Cell Counting Kit(Allexis, MA, USA) 용액을

각 well에 첨가한 후 2시간 반응시켜 발색 시킨 후 450 nm

에서 흡광도를 측정하였다. 

Cytokine 분비 정량 −그룹당 3마리의 마우스를 2주 간

격으로 KLH 혹은 KLH /KMF-WE로 2회 면역을 하였다.

1차 면역한지 4주 후에 마우스로부터 비장세포를 분리하여

5×10
5
/well로 96 well plate에 분배한 후 10 µg/well 농도의

KLH로24시간 동안 자극하였다. 24시간 후에 배양 상청액

를 수집하여 IL-2, IL-4 및 IFN-γ의 생성량을 ELISA kit

(R&D, MN, USA)를 사용해서 측정하였다. 

Delayed-type hypersensitivity (DTH) 실험 −그룹당 3

마리의 마우스에 KLH (20 µg/mouse) 단독 혹은 KLH/

KMF-WE (KLH; 20 µg/mouse, KMF-WE; 50 µg/mouse)

을 2주 간격으로 피하주사하여 2회 면역하고, 2차 면역 후

7일 후에 모든 마우스의 양쪽 발바닥에 KLH (20 µg/mouse)

를 intrafoodpad (i.f.)로 주사하였다. 주사 후에 발바닥의 두

께를 4일 동안 측정하였다. DTH의 반응은 footpad swelling

의 % 증가로 나타내었다.
24)

 

결 과

KLH 항원에 대한 특이항체의 증가 − KLH의 면역에 의

해 유도되는 항원 생산에 대해 KMF-WE가 미치는 영향을

알아보기 위하여, 마우스를 KLH 혹은 KLH/KMF-WE혼합

액으로 2회 피하주사 하여 면역시킨 후 항체가를 주별로 분
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석하였다 (Fig. 1). 그 결과, 이전의 연구에서 관찰되었듯이

KLH만을 면역한 군에서는 항체가의 상승이 극히 미약했으

나,
18)

 KMF-WE와 함께 KLH를 면역해 준 마우스에서 1차

면역 3주 후부터 KLH 단독으로 면역한 마우스에 비해 항

체가가 상승하였다. 특히 5주차에서는 KLH/KMF-WE혼합

액으로 면역한 마우스 혈청의 항체가가 KLH단독으로 면역

한 마우스의 항체가 보다 4배 높았다 (Fig. 2). 면역한 마우

스의 혈청 중에 함유되어 있는 KLH에 특이적인 항체의

isotype 을 ELISA로 측정한 결과 (Fig. 3), KMF-WE/KLH

를 면역한 마우스가 KLH만으로 면역한 마우스에 비해 현

저히 높은 IgG1과 IgG2a 항체가를 보였다. 이들 결과로부

Fig. 1. Effect of KMF-WE on induction of KLH-specific

antibody response. Five Balb/c mice per group were

immunized s.c. twice at the interval of 2 weeks with PBS

(normal), KLH or KLH/KMF-WE. The antibody titers of

serum specimens were measured by ELISA as described in the

Experimental procedures. **p<0.001 compared with the control

group (KLH alone) by Student’s two-tailed t-test.

Fig. 2. Comparison of antibody-inducing activity between mice

immunized with KLH and KLH/KMF-WE 5 weeks after

primary immunization. The antibody titers were expressed as

the reciprocal of the highest serum dilution which expressed an

absorbance value that was at least twice that of the wells

containing normal sera.

Fig. 3. Determination of subisotypes of KLH-specific antibodies in serum specimens. Three Balb/c mice per group were immunized

s.c. twice with the indicated conditions as the same method described in Fig. 1. Sub-isotypes of KLH-specific antibodies were

determined by ELISA using 1000-fold diluted serum specimens obtained 5 weeks after the primary immunization. *p<0.05,

**p<0.01 compared with the control group (KLH alone) by Student’s two-tailed t-test.
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터 KMF-WE는 KLH에 대한 IgG1 및 IgG2a특정 유형의 항

체 생산을 촉진시키는 adjuvant 효과가 있는 것으로 사료되

었다. 

KLH 항원 특이적인 T 세포 반응의 증가 − KMF-WE의

adjuvant 효과를 세포성 면역반응의 관점에서 검토하기 위

하여 in vitro에서 항원 특이적인 T 세포 증식 반응을 조사

하였다. KLH 단독 혹은 KLH/KMF-WE 혼합액을 2회 면

역한 마우스의 비장세포와 여러 농도의 KLH (0~10 µg/ml)

를 배양기에서 24시간 혼합 배양한 후 T 세포의 증식을 측

정한 결과, KLH /KMF-WE를 면역한 마우스의 T 세포의

증식이 현저히 높은 것으로 관찰되었다 (Fig. 4). 이들 결과

로부터 KMF-WE는 T 세포를 활성화시켜 항원 특이적인 세

포성 면역반응을 상승시키는 adjuvant 효과가 있는 것으로

사료되었다. 

KLH 특이적인 cytokine의 생산 − KMF-WE에 의한 KLH

특이적인 면역반응 증가 활성을 측정하기 위해 KLH 단독

또는 KLH/KMF-WE으로 2회 면역한 마우스에서 수집한 비

장세포를 KLH 항원으로 24시간 자극한 후 배양 상청액에

서 분비된 cytokine을 측정하였다 (Fig. 5). KLH/KMF-WE

를 주사한 마우스의 비장세포는 KLH만을 주사한 마우스의

비장세포보다 KLH항원에 특이적인 Th-1-type cytokine (IL-

2와 IFN-γ) 및 Th-2-type cytokine (IL-4)의 분비가 모두 현

저히 상승됨이 관찰되었다. 

KMF-WE에 의한 DTH 증가 활성 − KLH에 의해서 일어

나는 세포 면역 반응에 대한 KMF-WE의 adjuvant효과를 실

Fig. 4. Effect of KLM-WE on T lymphocyte proliferating

activity in response to KLH. Three Balb/c mice per group

were immunized s.c. twice at 2-week intervals with the

indicated conditions. Four weeks after the primary

immunization, splenocytes were harvested from the immunized

mice and stimulated with indicated doses of KLH for 24

hours. The proliferating activity of KLH-specific T

lymphocytes were measured using Cell counting kit according

to manufacturer’s protocol and represented as percentage of

growth.

Fig. 5. The effect of KMF-WE on KLH-specific cytokine production from splenocytes. Three Balb/c mice per group were immuniz

s.c. twice at 2-week intervals with the indicated conditions. Four weeks after the primary immunization, splenocytes were harves

from the immunized mice and stimulated with KLH (10 µg/ml) for 24 hours. The level of IFN-γ (A), IL-2 (B) and IL-4 (C) in 

culture supernatants was determined by ELISA kits. *p<0.05, **p<0.01 compared with the control group (KLH alone) by Studen

two-tailed t-test.
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험하기 위해서, in vivo에서 DTH 유도능을 조사하였다. KLH

단독 또는 KLH/KMF-WE으로 마우스를 2회 면역하고 7일

후에 각 마우스의 footpad에 KLH 항원을 주사한 후 footpad

swelling을 관측하였다 (Fig. 6). KMF-WE와 혼합하여 KLH

로 면역시킨 마우스에서 KLH 단독으로 면역한 마우스 보

다 주사 후 1일째에 현저한 DTH footpad swelling이 관찰

되었다. 이러한 DTH 반응은 두 그룹 모두에서 footpad 주

사 후 1일째에 최고조에 이르렀다가 점차 감소하여 주사 3

일째에 이르러 거의 소멸되었다.

 

고 찰

이전의 연구에서 본 연구진은 한국산 겨우살이 열매를 식

품소재로서 적용함에 있어서 가장 일반적이고 간편한 물추

출법으로 준비한 한국산 겨우살이 열매 물추출물 (KMF-

WE)이 마우스 대식세포를 비특이적으로 활성화시켜 IFN-

γ, IL-1β 및 TNF-α 등의 사이토카인과 RANTES, MCP-1,

MIP-1α 및 MIP-1β 등chemokine의 생성을 유도하며, 이러

한 면역활성 작용이 열에 민감하며 분자량 10,000 이상의

고분자 물질에 의해 매개된다는 점을 보고하였다
22)

. 본 연

구에서는 KMF-WE의 면역활성 효과에 대한 연구의 연장

선에서 항원 특이적인 체액성 및 세포성 면역반응에 대한

KMF-WE의 imunoadjuvant 효과에 대해 검토하였다. 

본 연구 결과, KMF-WE를 KLH 항원과 혼합하여 면역한

마우스는 KLH 단독으로 면역한 마우스에 비해KLH 특이

항체 생성이 유의하게 증가되었으며 (Fig. 1), 이는KMF-WE

가 항원 특이 체액성 면역반응 생성에 있어서 유용한

adjuvant로 작용할 수 있음을 시사하였다. 일반적으로B 세

포가 항원 특이적인 항체를 생산함에 있어서 주변의 보조

T 세포에서 생성되는 cytokine 들이 영향을 끼칠 수 있는데,

IL-2 및 IFN-γ와 같은 Th-1 type cytokine들은 B 세포의

IgG2a 유형의 항체 생산을 촉진시키는 반면, IL-4와 IL-6 등

의 Th-2-type cytokine들은 B세포가 IgG1을 분비하는 세포

로의 분화 및 활성화를 도와주는 것으로 알려져 있다
25)

. 본

연구에서 KMF-WE와 혼합된 KLH로 면역시킨 마우스는

KLH 단독 면역군에 비해 IgG 1및 IgG2a 유형의 항체 생

산이 증가된 반면, IgM 유형은 KLH 단독군과 비슷한 수준

을 유지함이 관찰되었다 (Fig. 3). 이는 KMF-WE가KLH 특

이 T 림프구를 활성화시켜 Th-1과 Th-2 모두cytokine의 분

비를 증가시키는 결과 (Fig. 5)와 일치하며, 따라서, KMF-

WE는 KLH 항원 특이적인 면역반응을 유도함에 있어 Th1

과 Th2 유형의 모두를 활성화시킬 수 있음을 의미한다 할

수 있다. 또한 KMF-WE와 혼합된 KLH로 면역시킨 마우스

는 KLH 단독 면역군에 비해 in vitro에서 강력한 T 세포 증

식을 유도하였을 뿐 아니라 (Fig. 4), in vivo에서도 T 세포

에 의한 DTH 반응도 증가시킴이 확인되었다 (Fig. 6). 이들

결과는 KMF-WE는 단백질 항원(KLH)에 특이적인 체액성

및 세포성 면역반응 모두를 강력히 유도할 수 있는 adjuvant

임을 강력히 시사하였다.

이전의 보고와 본 연구의 결과를 종합하여 보면, 한국산

겨우살이 열매 물추출물인 KMF-WE는 항원제시세포의 하

나인 대식세포를 비특이적으로 활성화하여 면역기능을 조

절하는 사이토카인의 분비를 촉진하며, 또한 KMF-WE를

항원과 함께 투여한 경우에는 항원에 대한 특이적인 면역

반응을 상승시키는 효과가 있는 것으로 밝혀졌다. 대식세포

는 항원제시세포의 하나로서 이 세포의 활성화는 항원 특

이적 면역기능을 담당하는 림프구의 면역작용을 상승시키

게 된다. 그러므로 KMF-WE에 의한 항원 특이적인 면역반

응의 증강효과에는 항원제시세포인 대식세포의 활성화가 관

련되어 있을 것으로 추정된다. 

한국산 겨우살이 잎과 줄기의 ammonium sulfate 침전 추

출물 (KMF-110) 및 KMF-110에서 분리한 lectin 성분에 의

해 매개되는 대식세포 활성화 효과와 immunoadjuvant 활성

등
18,19)

 지금까지 보고된 한국산 겨우살이에 의한 각종 면역

활성 효과에 대한 연구 보고들과 유사한 면역활성 효과를

지니고 있음을 보여주었다. 하지만 본 연구의 결과만으로는

KMF-WE의 어떤 성분이 어떤 기전으로 이러한 강력한 항

원 특이 면역활성 증강작용에 관여하는지에 대해서는 정확

히 알 수 없으나, 단지 한국산 겨우살이 추출물의 면역증강

활성에 있어서 가장 중요한 성분으로 간주되는 lectin의 함

량을 측정한 결과, KMF-WE 내에도 lectin이 함유되어 있

는 것으로 밝혀져(data not shown), KMF-WE의 면역증강활

성에는 lectin이 관여할 것으로 사료된다. 앞으로 KMF-WE

의 여러 성분 중 항원 특이 항체 생성 및 림프구 활성화에

중요 역할을 담당하는 주 성분을 확인하고 분리하여 면역

Fig. 6. Effect of KMF-WE on induction of KLH-specific DTH

reaction. DTH reaction was carried out using mice immunized

twice with the indicated conditioned as described in

Experimental procedures. DTH reaction was represented as the

percentage increase of footpad swelling. *p,0.05 compared

with the control group (KLH alone) by Student’s two-tailed t-

test.
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활성 기전에 대한 연구를 심도있게 수행한다면 향후 KMF-

WE의 면역증강제로서의 활용 가치에 대해서도 검토할 수

있을 것으로 사료된다.

결 론

한국산 겨우살이 열매 물추출물 (KMF-WE)을 이용하여

단백항원 (KLH)에 대한 adjuvant 효과를 조사한 결과 다음

의 결과를 얻었다. KMF-WE는 KLH항원과 함께 면역시킨

마우스의 항원 특이적인 체액성 면역반응을 활성화시켜

KLH-특이적인 IgG1과 IgG2a 항체 생성을 증강시켰다. 또

한, KLH/KMF-WE 혼합액으로 면역한 마우스에서 KLH-특

이적인 T 세포 증식능 및 Th-1 및 Th-2 유형의 cytokine 생

성이 KLH 단독 면역군에 비해 현저히 증가됨을 관찰하였

으며, in vivo DTH 반응도 유의하게 증가됨을 확인하여

KMF-WE가 KLH 특이적인 세포성 면역반응을 활성화 시

킴을 관찰하였다. 따라서, KMF-WE가 단백항원을 면역시

킴에 있어 효과적인 immunoadjuvant로 작용할 수 있음을

확인하였다.
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