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ABSTRACT

Inhibitory effects of Nardostachys J atamansi on the maturation of dendritic cells

Kwang-Woo O, Ji-Hye Jeong, Hyun-Cheol Cheong, Han-Baek Cho,
Song-Baeg Kim, Chang-Min Choe

Dept. of Oriental Obstetric and Gynecology, college of Oriental Medicine,
Won-Kwang University

Purpose: The purpose of this study is to investigate inhibitory effect on the
maturation of dendritic cells from aqueous extract from Nardostachys Jatamansi(NJ).

Methods: I examined the phenotypic maturation(class Ⅱ MHC, CD40, CD86),
expression of pro-inflammatory cytokine(TNF-α, IL-6, IL-12) and endocytosis of
FITC-Dextran in the LPS-induced bone marrow-derived dendritic cells(BMDCs)
of mice. Furthermore, the Western-blot analysis reveals the mechanism of inhibitory
effect.

Results:
1. The NJ extract inhibited the phenotypic maturation of BMDCs in a dose-

dependent manner.
2. The NJ extract inhibited the LPS induced cytokine production of BMDCs

in a dose-dependent manner.
3. The NJ extract enhanced the endocytosis of Dex-FITC in LPS treated DC.
4. The NJ extract inhibited the activation of JNK and p38 phosphorylation,

but not ERK phosphorylation of MAPK family and doesn't inhibit Ik-Ba degradation
in LPS-stimulated BMDCs.

Conclusion: These results suggest that NJ extract is able to attenuate the
inflammation and maturation in BMDCs and may inhibit proliferation of T cells.
In conclusion, this experiment suggests that NJ extract may be useful in hypersensitivity
disease including autoimmune disease.

Key Words: Nardostachys Jatamansi(NJ), Dendritic cells, Maturation.

2 )

“이 논문은 2009년도 원광대학교의 교비 지원에 의해서 수행됨.”

“This research was supported by Won-Kwang University in 2009”

교신저자(최창민) : 광주시 남구 주월동 543-8 원광대학교 부속 광주한방병원 부인과

전화 : 062-670-6473 이메일 : myway7582@hanmail.net



The Journal of Oriental Obstetrics & Gynecology Vol.23 No.3 August 2010

15

Ⅰ. 緖 論

수지상세포(dendritic cells, DCs)는 림

프기관, 피부와 소화기, 호흡기 등의 상

피조직과 대부분의 실질기관의 간질에

존재한다. 모든 수지상세포는 골수 내

전구세포에서 유래하였을 것으로 생각되

며, 대부분 골수성 수지상세포(myeloid

dendritic cells)로 불리는 단핵 포식세포

계와 관련 있다. 수지상세포는 antigens을

섭취하여 말초조직에서 lymphoid organs

로 이동하는데 특화된 전문적인 항원제

시세포(APCs)이다. naive T cells를 자

극하는 능력이 있어서 일차적 면역반응

을 개시하는 중심적인 역할을 하며, 미

성숙 상태에서 자가관용(self-tolerance)

에 관여하므로 면역질환 치료의 수단과

목적으로 여겨지고 있어1,2), 이식, 알레르

기, 자가면역질환, 감염과 종양에 대한

저항, 면역결핍, 백신 등에 대한 연구에

이용되고 있다3). 특히 한방부인과의 상

견병인 산후풍(産後風)의 한 원인으로

알려진 류마티스 관절염 같은 자가면역

질환의 경우 활성화된 수지상세포의 숫

자가 증가하고, 수지상세포에 의한 자가

항원(self antigen)의 제시는 자가면역질

환에 결정적인 역할을 한다4,5). 따라서

수지상세포의 성숙에 대한 조절은 면역

학적 치료에 있어 중요한 부분이다.

甘松香은 理氣止痛·醒脾健胃 등의 효

능이 있어 위통, 흉복창만, 두통, 히스테

리, 각기병을 치료한다고 하였고
6)
, 실험

적으로 급성 췌장염 억제 효과7), 항산화

효과 및 항스트레스작용
8,9)
, 항박테리아,

항진균작용
10)
에 관한 보고가 있으나, 수

지상세포의 성숙 억제를 통한 염증 및

면역에 관한 연구는 아직까지 접하지 못

하였다.

이에 저자는 甘松香의 수지상세포의 성

숙에 대한 영향을 실험적으로 究明하기

위하여 甘松香 추출물로 전처리한 후 LPS

로 유도된 골수유래수지상세포(BMDCs)

의 세포표면수용체인 class Ⅱ MHC, CD40,

CD86의 발현 정도와 TNF-α, IL-6, IL-12

의 생산량 및 MPAK family인 ERK,

JNK, p38 및 Iκ-Bα의 발현을 관찰하여

유의한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 實驗方法

1. 재 료

1) 약 재

본 실험에서 사용된 甘松香(Nardostachys

Jatamansi)은 옴니허브(경북 영천)에서

구입한 후 정선하여 사용하였다.

2) 시약 및 기기

FBS, RPMI-1640, penicillin-streptomycin

등의 세포 배양용 시약들은 Gibco BRL

(Grand Island, USA)사에서, 배양조는

Corning(Rochester, USA)사에서 구입하

였다. 실험에사용된 항체인 FITC-conjugated

anti-MHC class II Ab(25-3-17), PE-

conjugated anti-CD40 Ab, FITC-conjugated

anti-CD86 Ab, APC-conjugated anti-

CD11c Ab와 FITC-dextran은 BD Pharmingen

(CA, USA)사에서 구입하였다. Antibodies

(Abs) against total 과 phosphospecific

MAPKs는 Cell Signaling Technology

(Beverly, MA, USA)사에서 구입하였다.

Iκ-Bα monoclonal Abs (mAbs)와 peroxidase

-conjugated secondary Ab는 Santa Cruz

Biotechnology(Santa Cruz, CA, USA)사
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에서 구입하였다. Prestained sodium dodecyl

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis

(SDS–PAGE) markers는 Bio-Rad(Hercules,

CA, USA)사에서 구입하였다. ELISA에

사용한 anti-mouse TNF-α, IL-6, IL-12

antibodies, 재조합 TNF-α, IL-6, IL-12,

GM-CSF는 R&D Systems (Minneapolis,

MN, USA)사에서 구입하였다. 실험에 사

용된 모든 시약은 분석용 등급이상으로

사용하였다.

3) 실험동물

C57BL/6 mouse 6주령 암컷을 오리엔

트 바이오(경기도 성남)에서 구입하여

사용하였다.

2. 방 법

1) 시료 제조

1ℓ의 3차 증류수에 甘松香 100 g을

넣고 2시간 동안 전탕한 후, 물 추출물은

-80℃에서 동결 건조시켜 13 g의 분말을

얻었다. 얻어진 분말을 농도별로 녹여서

filter로 여과하여 사용하였고, 사용 전까

지 4℃에서 보관하였다.

2) MTT 분석 - 세포독성 분석
11)

수지 상세포의 생존율은 밀집세포의

미토콘드리아 탈수소 효소에 의해 자주

빛 formazan 생성물로 변하는 MTT환원

을 바탕으로 MTT분석법으로 측정했다.

간단히 설명하면 지수성장을 하는 세포

들을 2 × 10
5
의 밀도로 현탁하였고, 농도

별로 NJ (1 ㎍/㎖, 10 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖)

를 처리하였다. 24시간 동안 배양한 뒤 5

㎎/㎖의 농도로 배양하기 위해서 MTT

용액을 첨가하고 다시 30분 동안 배양하

였다. MTT-formazan 생성물은 DMSO

를 첨가함으로써 용해했다. formazan의 양

은 해액(解液)을 96-well plate에 loading

한 후, 540 ㎚에 흡수되는 양을 측정함으

로서 결정했다.

3) BMDCs 배양
12)

C57BL/6 mouse의 tibia와 femur에서

골수를 채취한다. 채취한 골수를 single

세포로 만든 후 nylon mesh로 거른다. 이

세포를 원심분리 한 후에 상층액을 버리

고 0.165M NH4Cl을 넣고 적혈구를 제거

한다. 다시 원심분리한 후에 상층액을

버리고 여기에 RPMI1640 complete (10%

FBS, 항생제)를 넣는다. 이 세포를 petri

dish에 넣고 37℃․CO2배양기에 3시간

정도 배양한다. 3시간 후에 가볍게 pipetting

을 한다. 이 과정에서 dish 바닥에 붙어

있는 세포는 거의 대부분이 macrophage

이다. 상층액을 채취한 후 원심분리 한

다. 그 후에 상층액을 버리고, GM-CSF

를 넣고 배양한다. 이틀마다 배지를 버

리고 6일째 되는 날에 실험한다. 이 6일

째 되는 세포는 거의 대부분이 iDC이거

나 DC precursor이다.

4) Flow cytometry analysis
13)

7일째, 수지상세포를 얻어, PBS로 씻

은 다음, FACS washing buffer(2% FBS

and 0.1% sodium azide in PBS)를 넣은

후 스크랩퍼로 긁어서 세포를 얻어냈다.

normal rat serum, Fc gamma receptor

blocker, anti-CD86-PE, anti-CD11c-APC,

anti-I-Ab-FITC(MHC class II)와 anti-

CD40-PerCP로 4℃에서 20분간 염색하

였다. 염색된 cells은 FACS Calibur flow

cytometer(Becton–Dickinson, San Jose,

CA, USA)를 이용하여 분석하였다.

5) Cytokine(TNF-α, IL-6, IL12)의 측정

LPS(500 ng/㎖)로 수지상세포로 자극

하기 전 甘松香 추출물을 1시간동안 전

처리 하였다. 염증매개물질인 cytokine의
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생성에 미치는 약물의 효과를 검증하기

위해서 LPS(500 ng/㎖)로 자극한 후 18

시간 뒤 이들 염증매개물을 세포 상층액

에서 ELISA법으로 정량하였다.

6) ELISA(enzyme linked immunosorbent

assay
14)

TNF-α, IL-6, IL-12에 특이하게 반응

하는 mouse의 monoclonal 항체로 코팅

된 96-well plate를 0.05% Tween 20이

포함된 PBS로 세척하고 재조합된 TNF-

α, IL-6. IL-12를 희석하여 standard로

사용하였다. 희석액은 10 ng/㎖를 시작

하여 표준커브를 그리게 하였다. 37℃에

서 2시간 동안 배양한 후 well을 다시 세

척하고 각각에 biotinylated anti rat

TNF-α, IL-6, IL-12 0.2 g/㎖를 넣는다.

Well을 세척한 후 avidin-peroxidase를

넣고, 37℃에서 20분간 배양하였다. 다시

well을 세척하고 ABTS substrate를 넣은

후, 자동 microplate ELISA reader를 사

용하여 450 ㎚로 분석하였다.

7) Endocytosis assay
15)

수지상세포의 내포 작용을 측정하기

위해, 세포는 1 시간 동안 37℃에서 1 ㎎/㎖

FITC-dextran(42,000 Da)으로 염색되었

다. 그 후, PBS로 2번 씻어내고, APC

결합된 CD11c 항체를 염색하였다. 이중

염색된 수지상세포는 FACS를 통해 분

석되었다. 저온에서 수지상세포의 내포

작용이 억제됨을 확인하기 위해 같은 실

험이 4℃에서 이루어졌다.

8) Western blot analysis16)

수지상세포를 60 mm culture dish에

5×10
6
cells/㎖로 세포를 배양하고 NJ (50

㎎/㎖)를 1시간 전처리한 뒤에 LPS (500

ng/㎖)로 자극하여 cold PBS로 3회 세

척한 후 시간별로(0, 15, 30, 60mins) cell

을 harvest하여 cell을 얻은 뒤 원심분리

(5000RPM, 5mins) 하여 그 상층액을 버

리고 cell pellet을 수거하였다. lysis buffer

(lysis buffer 1 ㎖ + phosphotase inhibitor

10 ㎕+protase inhibitor 10 ㎕)를 넣어

단백질을 lysis 시켜서 원심분리(15000

RPM, 20mins)하여 찌꺼기를 가라앉히

고 단백질 정량하였다. 동일한 양의 단백

질을 샘플링 버퍼(4×)를 같이 넣어 섞은

다음 그 샘플을 10% SDS-PAGE에 전

기영동 한 후 맴브레인에 옮기고 나서

5% skim milk로 2hrs blocking 하였다.

p-ERK 1/2, p-JNK, p-p38, Ik-Ba, ERK

1/2, JNK, p38, actin를 ECL detection

용액으로 확인하였다.

3. 통계처리

실험 결과에 대한 통계 처리는 Student's

t-test에 준하였고 p-value가 0.05 미만일

경우 유의한 것으로 판정하였다.

Ⅲ. 結 果

1. 세포독성에 미치는 영향

甘松香 추출물의 세포독성을 알아보기

위하여 골수유래수지상세포(BMDCs)에

농도 별로(1 ㎍/㎖, 10 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖)

전처리하고, 24시간 후에 세포의 생존율

을 측정한 결고, 모든 농도에서 독성을

나타내지 않았다(Fig. 1).
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Fig. 1. NJ extract has no cytotoxity
itself in BMDCs.
BMDCs were incubated with NJ extract as
indicated dose for 24 hrs. The cell viability
was measured by MTT assay. Data are mean
± S.E.M. Significant difference (*p < 0.05) vs.
saline-treated group. The results were similar
in 3 additional experiments. Detail methods
were described in Materials and Methods.

2. BMDCs의 세포표면 수용체 class Ⅱ

MHC와 CD40, CD86에 미치는 영향

LPS(500 ng/㎖)에 의한 iBMDCs의

세포표면 수용체 발현정도를 대조군으로

설정하여 실험하였다. 甘松香 추출물을

다양한 농도(1 ㎍/㎖, 10 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖)

로 1시간 전처리한 후 LPS(500 ng/㎖)

로 자극하였다. 甘松香 추출물 전처리 집

단에서 24시간 후 class Ⅱ MHC, CD40,

CD86의 발현이 LPS 단독 자극 집단보다

감소하였고, 발현 정도는 甘松香 추출물

의 농도 의존적으로 감소하였다(Fig. 2).

Fig. 2. NJ extract inhibited the phenotypic maturation of BMDCs in a dose-dependant
manner.
BMDCs were cultured for 1 hr in the presence of 1, 10, 50 μg/㎖ NJ extract. Then BMDCs
were stimulated with or without LPS (500 ng/㎖) for 24 hrs. The expressions of MHC, CD40,
CD86 were measured by FACS analysis as indicated in Material and Method. Data are mean ±
S.E.M. The results were similar in 3 additional experiments. Detail methods were described in
Materials and Methods.

3. BMDCs의 cytokine 생성에 미치는

영향

iBMDCs는 항원의 자극 후 mBMDCs

로 성숙하면서 다량의 cytokine을 분비
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한다. iBMDCs에 甘松香 추출물을 농도

별로(1 ㎍/㎖, 10 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖) 전처

리하고 1시간 뒤 LPS(500 ng/㎖)로 자극

하였다. 24시간 후 세포 상층액을 ELISA

방법으로 측정한 결과, LPS 단독 처리한

집단에 비해 甘松香 추출물을 전처리한

집단은 TNF-α, IL-6, IL-12의 생성이

농도 의존적으로 감소하였다(Fig. 3).

Fig. 3. NJ extract inhibited the LPS-induced cytokine productions of BMDCs in a
dose-dependant manner.
The NJ extract pre-treated cells were incubated for 24 hrs with LPS(500 ng/㎖). The
supernatants were used for checking the cytokine production by ELISA. Data are mean ±
S.E.M. Significant difference(+p < 0.05) vs. LPS-treated group. The results were similar in 3
additional experiments. Detail methods were described in Materials and Methods.

4. BMDCs의 FITC-Dextran endocytosis

에 미치는 영향

BMDCs의 항원 섭취 능력을 조사하

였다. 甘松香 추출물을 iBMDCs에 농도

별로 전처리한 후 1시간 뒤 LPS(500 ng/㎖)

로 자극하였다. 24시간 후 4℃와 37℃에

서 Dex-FITC로 1시간 동안 염색한 후

Dex-FITC 섭취 능력을 FACS로 분석하

였다. 37℃에서 LPS만 처리한 군에 비해

甘松香을 전처리한 군에서 Dex-FITC 섭

취 능력 저하가 억제되었다(Fig. 4).

Fig. 4. NJ extract enhanced the endocytosis of Dex-FITC in LPS treated DC.
NJ extract was pre-incubated for 1 hr as indicated dose, then sitmulated with LPS (500 ng/㎖).
After 24 hrs, the cells were stained by Dex-FITC for 1 hr in 4℃ or 37℃. The uptake of
Dex-FITC was measured by FACS analysis. Data are mean ± S.E.M. The results were similar
in 3 additional experiments. Detail methods were described in Materials and Methods.
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5. NF-κB와 MAPK의 활성에 미치는

영향

甘松香 추출물이 BMDCs의 성숙을

억제하는 기전을 알아보기 위해 MAPK

family인 ERK, JNK, p38의 인산화 정도

를 알아보고, NF-κB의 활성을 알아보기

위해 상대적 지표인 Iκ-Bα의 분해 정도

를 시간별(0, 15, 30, 60mins)로 조사하였

다. 甘松香 추출물은 LPS에 의한 JNK,

p-38의 활성을 억제하였으나, ERK와 Iκ

-Bα의 활성은 억제하지 못하였다(Fig. 5).

Fig. 5. NJ extract inhibited JNK and
p38 phosphorylation, but not ERK1/2,
and did not inhibit Ik-Ba degradation
in LPS-stimulated BMDC.
The cells were pre-treated with 50 ㎎/㎖ NJ
extract for 1hr, and then incubated with 500
ng/㎖ of LPS for indicated time. Detail methods
were described in Materials and Methods.

Ⅳ. 考 察

면역반응은 세균감염에 대한 방어에

중요한 기능을 하지만, 때로 조직의 손

상이나 질병을 일으킨다. 과민 질환

(hypersensitivity disease)은 면역반응에

의하여 야기되며, 흔한 원인은 자기 항

원에 대해서 면역반응을 일으키지 않는

면역학적 특성인 자가관용의 상실이다.

많은 과민 질환들이 TH1 세포가 직접

염증을 야기하거나 또는 조직 손상 및

염증을 유도하는 항체의 형성을 자극함

으로써 일어난다
17)
. 이러한 면역 과정에

서 수지상세포는 naive T cells의 성숙과

분화에 직접적인 영향을 미친다. 미성숙

수지상세포가 regulatory T cells을 자극

하여 말초의 T cells의 관용을 유지하므

로, 수지상세포 성숙 억제는 자가면역

질환 즉 산후 류마티스 관절염과 같은

과민 질환 치료에 중요한 요소가 된다2).

甘松香은 敗醬과에 속한 多年生 草本

인 甘松香 혹은 寬葉甘松의 根과 根莖으

로, 성미는 辛·甘, 溫 하고 無毒 혹은 有

小毒하고 脾·胃 二經에 작용한다. 開胃醒

脾의 효능이 있기 때문에 氣鬱不舒, 脘

腹滿痛, 食慾不振 등의 병증을 다스리고,

또한 收濕拔毒시켜 濕脚氣를 치료한다
6,18,19)

. 甘松香에 대한 실험적 연구 보고

에 의하면 항우울작용, 학습과 기억향상,

뇌경색에 대한 보호, 간보호, 기관지이완

효과 등이 있으며, HL-60 세포의 세포자

멸사 및 분화에 미치는 영향 등 甘松香

의 효과에 대한 다양한 보고가 있으나
20-25)
, 甘松香의 수지상세포에 미치는 영

향에 대한 연구는 없었다.

따라서 본 연구에서는 甘松香의 면역

학적 자가관용에 대한 효과를 알아보기

위해 수지상세포의 성숙 억제에 미치는

영향에 관한 실험적 연구를 하였다. 본

실험에서는 mouse의 tibia와 femur의 골

수에서 채취한 BMDCs를 사용하였으며,

LPS로 단독 자극한 iBMDCs를 대조군

으로 설정하였고, 甘松香 추출물을 전처

리한 후 LPS로 자극한 iBMDCs를 실험

군으로 하였다.

甘松香 추출물이 iBMDCs에 독성을
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나타내는지 알아보기 위하여 MTT 방식

으로 세포 생존율을 측정하였다. 그 결

과 대조군에 비해 세포 생존율을 저하시

키지 않아, iBMDCs에 대한 독성이 없

음을 확인하였다(Fig. 1).

상피나 다른 조직 내에 존재하는 수지

상세포는 단백질 항원을 포획하여 가까

운 림프절로 운반한다26). 세포 표면에 발

현되는 TLR이 병원균에 있는 분자 양

상을 감지하면서 세포내 신호전달과정이

촉발되고, 수지상세포의 성숙을 통해 T

cells의 활성화를 강화한다
27)
. 수지상세포

는 자극에 따라 미성숙 수지상세포(iDCs)

와 성숙 수지상세포(mDCs)로 구분할 수

있다. 미성숙 수지상세포는 자가항원 감

작에 대해 T cells을 비활성화시키는

peripheral T cell tolerance를 유지하게

하고, inflammatory signals 등을 받아 성

숙 수지상세포로 전환되면 T cells을 활

성화시킨다. 이러한 수지상세포의 성숙

여부는 세포 표면의 수용체 발현, cytokine

분비, 항원 섭취 능력 및 세포 이동 능력

변화 등으로 나타난다2,3,28).

미성숙 수지상세포가 LPS 등 항원의

자극을 받아 성숙 수지상세포로 변하면

서, antigen capturing devices를 잃게 되

고, 대신 T-cell stimulatory functions이

증가하여, 세포 표면의 class Ⅱ MHC와

CD40, CD80, CD86의 발현이 증가하게

된다
3)
.

MHC는 T cells에 항원을 제시하여 인

식하게 하는데 필수적인 다형성 당단백

질로, 그 중 class Ⅰ MHC는 TH cells에서

유래한 cytokines의 영향 아래에서 Tc

cells(CD8+ T cells)와 결합하여 Tc cells

이 증식, 분화하고, class Ⅱ MHC는 TH

cells(CD4
+
T cells)에 항원을 제시하여

다양한 cytokines을 분비하는 효과세포

로 작용하게 한다28).

CD86은 수지상세포, B cells, monocytes

에서 표현되는 동시자극자 (costimulatory

molecules)의 하나이며, CD40은 macrophages,

수지상세포, endothelial cells, fibroblasts,

keratinocytes 등에서 표현되어, B cells의

성장, 분화, 변화에 기여하며, macrophage

와 수지상세포에서 cytokine 생산을 자

극하며, 수지상세포의 부착 분자의 up-

regulation을 담당한다29). T cells이 동시

자극자 결합 없이 항원 인식만 한 경우

에는 무반응(anergy)이 일어나는 반면,

항원과 동시자극자에 의하여 활성화된

T cells은 CD40 ligand(CD40L)를 발현

하여 APCs 표면의 CD40과 결합하며

APCs의 cytokine 생산을 증강시키고,

cytokine 유전자 전사를 자극한다
17,27)
.

甘松香 추출물이 BMDCs의 세포표면

수용체 발현 정도에 미치는 영향을 알아

보기 위하여, 농도별로 전처리한 후 LPS

로 자극하여 측정한 결과, 甘松香 추출

물은 class Ⅱ MHC, CD40, CD86의 발

현을 억제하였다(Fig. 2). 따라서 甘松香

추출물은 LPS에 의한 iBMDCs의 성숙을

억제시켜 class Ⅱ MHC, CD40, CD86

등의 세포표면 수용체 발현을 억제하며,

이는 naive T cells의 분화를 억제함을

의미한다.

미성숙 수지상세포는 항원에 의한 자

극 후 성숙 수지상세포로 전환되면서

TNF-α, IL-6, IL-12 등의 proinflamatory

cytokine을 생산한다. TNF-α는 monocytes

와 macrophage 등에서 생산되어 염증과

면역기능의 강력한 매개체로써 감염부위

로 호중구 및 단핵구의 보충을 자극하는

기능을 한다. IL-6은 T cells, B cells,
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macrophages 등에서 생산되며, B cells과

T cells의 기능을 조절하여, 급·만성 감

염, neoplasia, 자가면역 질환, 건선 그리

고 3도 화상 등에서 증가된다
17,28)
. IL-12

는 수지상세포와 macrophages에서 생산

되며, 세포 내 미생물에 대한 초기 선천

면역반응의 주요한 매개자로, 세포매개

면역을 유도하고, CD4+ T cell에서 IFN-

γ를 생산하는 TH1으로 분화하게 한다
17)
.

甘松香 추출물이 BMDCs의 cytokine

의 생성에 미치는 영향을 알아보기 위해

iBMDCs에 농도별로 전처리한 후 LPS

에 의해 유도된 cytokine의 생산 정도를

측정하였다. 그 결과 TNF-α, IL-6, IL-12

모두 억제되었다(Fig. 3). 따라서 甘松香

추출물은 수지상세포의 성숙에 따른 염

증성 cytokine 생산을 감소시킬 수 있으

며, IL-12에 의한 CD4
+
T cell에서 TH1

세포로의 분화를 억제할 수 있음을 의미

한다.

항원의 섭취와 제시에 있어 미성숙 수

지상세포는 항원제시의 준비 단계로 항

원을 활발하게 섭취하지만, 성숙 수지상

세포는 T cells에 항원을 전달하기 위해

이동성이 증가하므로, 미성숙 수지상세

포와 성숙 수지상세포는 항원 섭취 능력

에서도 차이를 보이게 된다
29)
. 따라서 미

성숙 수지상세포에서는 높은 항원 섭취

능력과 낮은 항원 제시 능력을 보이고,

반대로 성숙 수지상세포에서는 낮은 항

원 섭취 능력과 높은 항원 제시 능력을

나타낸다28).

甘松香 추출물이 BMDCs의 성숙에

따른 항원 섭취 능력의 변화에 미치는

영향을 알아보기 위하여, 甘松香 추출물을

iBMDCs에 농도별로 전처리한 후 LPS로

자극하고, FITC-dextran의 섭취능력을

측정하였다. 아무런 자극도 가하지 않은

집단에 비해 LPS를 처리한 집단에서는

46%정도로 섭취 능력이 현저히 감소한

반면, 甘松香 추출물을 전처리한 집단에

서는 농도 의존적으로 FITC-dextran 섭

취 능력이 향상되었으며, 50 ㎍/㎖ 농도

의 甘松香 추출물로 전처리한 집단에서

는 83%로 섭취 능력의 저하가 억제되었

다(Fig. 4). 따라서 감송향 추출물은 LPS

(500㎚/㎖)로 유도된 iBMDCs가 mBMDCs

로 전환되는 과정에서 FITC-dextran 섭취

능 감소가 억제된 사실을 통해서 iBMDCs

의 성숙을 억제하였음을 알 수 있다.

TLR은 미성숙 수지상세포가 병원균

과 접촉할 경우 병원균 특이적 분자양상

(PAMP)을 감지하고 신호를 전달하여

미성숙 수지상세포가 성숙 수지상세포로

분화하게 하는 역할을 한다
26)
. LPS는

TLR의 여러 유형 중 주로 TLR4에 결

합한다. LPS가 수지상세포의 TLR4에

결합하게 되면, NF-κB와 ERK, p38,

JNK를 포함하는 MPAK를 활성화시키

게 된다30).

NF-κB는 TLR 신호전달에 의해 활성

화되는 주요한 전사 인자들 중 하나로,

염증 cytokine, chemokine 및 혈관내피세

포 부착 분자들 등의 면역반응에 관여하는

많은 분자들의 유전자 발현을 자극하는 중

요한 전사 인자이다17). NF-κB는 NF-κB

가 핵으로 이동하는 것을 막아주는 Iκ

-Bα와 결합하고 있다가, Iκ-Bα가 인산

화 되어 떨어져 나가면 핵으로 이동하여

유전자를 전사함으로써 수지상세포의 발

달, 생존, cytokine 생성을 조절하게 된

다31).

MAPK는 선천 면역과 획득 면역에서

모두 중요한 조절 인자로 작용하고, ERK,
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p38, JNK 3가지 유형이 포유류에 존재

한다. MAPK는 세포 안팎의 변화에 대

해 폭 넓게 반응하며, 다른 신호 전달

pathway와 상호 작용하여, 세포내 유전

자 발현과 세포 기능 조절에 기여함으로

써 염증을 유발하는 cytokines의 생성 조

절에 결정적인 역할을 한다
30,32)
.

이러한 기전을 바탕으로 甘松香 추출

물이 수지상세포의 성숙을 억제하는 기전

을 알아보기 위하여, 본 실험에서는 ERK,

JNK, p38의 MAPK와 NF-κB의 발현

정도를 반영하는 Iκ-Bα의 활성을 조사하

였다. 실험 결과 甘松香 추출물은 Iκ-Bα

와 ERK는 억제하지 못했지만 JNK, p38

의 활성에 대해서는 억제하였다(Fig. 5).

따라서 甘松香 추출물은 MAPK의 JNK

와 p38의 활성 억제를 통해 class Ⅱ MHC

와 CD40, CD86의 발현과 cytokine인

TNF-α, IL-6, IL-12의 생성을 억제함으

로써 수지상세포의 성숙을 억제하는 것

으로 사료된다.

이상의 실험 결과로 볼 때 甘松香 추

출물은 염증성 cytokine의 생성을 억제

하여 항염증효과를 가지며, 또한 T cells

을 성숙하게 하는 수지상세포의 성숙을

억제하므로, T cells에 의해 매개되는 많

은 과민 질환에 대해 활용 가능성이 있

을 것으로 사료된다.

Ⅴ. 結 論

甘松香 추출물의 수지상세포 성숙에

미치는 영향을 조사하기 위하여 mouse

의 iBMDCs를 LPS로 자극한 후, class

Ⅱ MHC, CD40, CD86의 발현 정도와

TNF-α, IL-6, IL12의 생성을 관찰하고,

수지상세포의 항원 섭취 능력 조사를 위

해 Dextran의 세포내 이입을 관찰하였으

며, 작용기전을 구명하고자 ERK, JNK,

p38 및 Iκ-Bα의 활성에 미치는 영향을

분석한 결과, 다음과 같은 결론을 얻었

다.

1. 甘松香 추출물의 세포 독성을 확인하

기 위하여 MTT assay를 수행한 결

과, 甘松香의 농도별 처리는 iBMDCs

에 대한 세포 독성을 나타내지 않았

다.

2. 甘松香 추출물은 iBMDCs에서 LPS에

의한 class Ⅱ MHC, CD40, CD86의

발현을 억제하였다.

3. 甘松香 추출물은 iBMDCs에서 LPS에

의한 TNF-α, IL-6, IL12 생성을 농도

의존적으로 억제하였다.

4. 甘松香 추출물은 iBMDCs에서 LPS에

의해 저하되는 FITC-Dexran 세포내

이입을 향상시켰다.

5. 甘松香 추출물은 ERK와 Iκ-Bα의 활

성을 억제하지는 못하였으나, JNK,

p38의 활성을 억제하였다.

이상의 결과에서 甘松香 추출물은

iBMDCs의 성숙을 억제하였으며, iBMDCs

에서 JNK와 p38의 활성을 억제함으로

써, 염증 관련 cytokine의 생성을 억제하

는 것으로 나타나, 임상에서 급·만성 염

증질환 및 수지상세포의 성숙 억제와 관

련된 면역 질환의 치료에 활용될 수 있

을 것으로 사료된다.

□ 투 고 일 : 2010년 7월 29일

□ 심 사 일 : 2010년 8월 3일

□ 심사완료일 : 2010년 8월 10일
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