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ABSTRACT

Objective : Canavalia gladiata DC semen (CGS) have been used to improve hematopoietic activity. In the 

current study, we investigated whether CGS regulate hemato-potentiating function using hematopoietic stem 

cells (HSCs) as a testing system.

Methods : HSCs isolated from femur in mice with leukopenia and thrombocytopenia induced induced by CTX. 

Then, Real-time PCR was performed to measure the mRNA expression and hematopoietic related gene (EPO, 

IL-3, SCF, c-kit, GM-CSF), the phoaphorylation of GATA-1 and STAT-5a/b were observed by ELISA method, 

and the number of granulocyte erythrocyte monocyte macrophage colony-forming units (CFU-GEMM) and 

erythroid burst forming units (BFU-E), semisolid clonogenic assay was performed.

Result : When HSCs were treated with CGS, the expression of hematopoietic related genes (EPO, IL-3, SCF, 

c-kit, and GM-CSF) were significantly increased at the levels of mRNA as well as production in HSCs. 

Additionally, CGS enhanced phosphorylation of STAT-1 and signal transducer and activator of 

transcription-5a/b (STAT-5a/b) in HSCs. Furthermore, CGS significantly enhanced the growth rate of 

granulocyte erythrocyte monocyte macrophage colony-forming units (CFU-GEMM) and erythroid burst forming 

units (BFU-E) in vitro. 

Conclusion : These result suggest that CGS has hematopoietic enhancement via hematopoietic cytokine 

-mediated GATA-1/STAT-5a/b pathway.
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서  론1)2)

항암치료시 항암제는 골수의 조혈기능을 억제하여 골수 손

상에 의한 백혈구 감소, 혈소판 감소, 빈혈 등이 일어나기 쉽

기 때문에 조혈기능을 강화하는 일도 중요하다1). 조혈작용 

(hematopoiesis)이란 골수에서의 세포증식 및 분화와 관련된 

경로, 조혈 줄기세포 (hematopoietic stem cell, HSC) 성장

에 대한 필수적인 미세환경, 자가 재생 및 분화를 거쳐 HSC
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로부터 유래된 다양한 유형의 성숙한 기능성 혈액세포의 형성

작용으로 인체면역계의 항상성을 유지하는데 중요하다2-3). 그

래서 질병을 치료하기 위해 화학치료 및 방사선치료를 사용하

고 있으나, 이는 조혈 줄기세포의 수를 감소시키기 때문에 암 

환자의 질병을 오히려 더 진행시키는 부작용이 있다.  따라

서, 이러한 부작용을 예방하거나 치료할 수 있는 조혈증진 천

연 생약제제의 개발이 시급한 실정이다4-5). HSC의 분화를 유

도하는 조혈사이토카인은 stem cell factor (SCF), 

thrombopoietin (TPO), erythropoietin (EPO), granulocyte 

-macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF), 

and interleukins (IL)-1, -3, -6, -7, 그리고 –11을 분비

하는 공급원으로 기저세포(stromal cells)가 알려져 있고6), 

기저세포의 세포표면 분자와 조혈 줄기세포의 표면분자와의 

상호작용으로 혈구형성이 조절된다고 보고하였다7-8). 최근 연

구에서 조혈 줄기세포의 분화에 GATA 단백질이 혈액 세포 

발달에 필수적으로 조혈사이토카인의 유전자 활성이 제대로 

조절되는데, GATA-1과 GATA-2라는 두 가지 신호전달단백

질이 관여한다9-10). 또한 Janus Kinase (JAK)/Signal 

Transducer and Activator of Transcription (STAT)같은 

전사인자가 신호전달통로를 활성화하는데, 이는 사이토카인 

수용체-매개 세포간 신호전달(cytokine receptor-mediated 

intracellular signaling) 및 조혈 줄기세포의 성장 및 분화에 

중요한 역할을 수행한다고 보고되었다11-12).

본초강목에 작두콩(Canavalia gladiata DC.)의 종자

(semen, 이것을 CGS라 칭한다)를 꼬투리가 작두날 모양 이

어서 도두(刀豆)13)라고 하여 암14), 모든 종기, 만성신장염, 그

리고 빈혈 예방에 효과적이라 보고되었다15). 그러나 CGS의 

조혈증진에 관한 구체적인 작용기전 연구가 전무한 상태로 항

산화 작용16), 항균작용17-18), 항당뇨19) 등의 효능이 보고되었

다.

본 연구에서는 CGS의 조혈 줄기세포 분화와 성장에 관련

된 조혈증진 기전을 in vitro에서 연구하여 유의한 결과를 얻

었기에 보고하는 바이다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 시약 및 도두추출물 분리
실험에 사용한 시약 및 기기는 재조합 IL-3 (rIL-3), 

SCF (rSCF), EPO (rEPO) 단백질과 ELISA kits 은 R&D 

Systems(Minneaplois, MN)에서 구입하였다. Anti-GATA 

-1와 anti-STAT-5a/b은 Santa Cruz Biotechnology 

(Santa Cruz, CA)에서 구입하였다. Anti-phosphotyrosine 

(PY20) antibody는 EMD Chemicals (Gibbstown, MJ)에

서, anti-Sca-1 MicroBead Kit는 Miltenyi Biotec 

(Bergish Gladbach, Germany)에서, trichloroacetic acid, 

PBS는Sigma( USA)에서, 96 well plate (SPL, KOREA), 

BSA (ameresco, USA), FBS (GIBCO, USA), USA), 

ELISA reader (Mediators PhL, Diagnostics systems, 

USA), CO2 incubator (SANYO, Japan)등을 사용하였다. 

또한 실험에 사용한 CGS는 대전대학교 부속한방병원에서 

정선하여 구입한 후, 상지대학교 본초학교실 이영철 교수가 

최종 검정하였다. 검정된 CGS (100g)를 열탕추출기에서 3시

간 추출하여 얻은 추출액을 Kimtex wipers (유한킴벌리, 

Korea)로 여과한 후 이를 감압증류장치 (Rotary 

evaporator, BUCHI B-480, Switzerland)로 농축하여, 이

를 다시 동결 건조기 (Freeze dryer, EYELA FDU-540, 

Japen)를 이용하여 완전 건조한 CGS추출물 (17.1g)을 대전

대학교 한의과대학 중앙공동의학실 초저운냉동고 (-84℃)에 

보관 (표본시료: CGS)하면서 적당한 농도로 희석하여 사용하

였다.

2) Leucopenia, thrombocytopenia 유발 및 조혈줄기

세포 분리
C57BL/6 생쥐 (중앙실험동물, 한국)에 cyclophosphamide 

(CTX, 100 mg/kg)를 복강 주사 4일 후 대퇴골에서 골수 

(bone marrow, BM)를 채취하여 2000 rpm에서 5분간 원심

분리하여 골수세포 (bone marrow cells)를 회수하였다. 분리

된 골수세포를 제조사의 지시에 따라 Anti-Sca-1+ 

isolation MicroBead kit (Miltenyi Biotec, Bergish 

Gladbach, Germany)으로 조혈줄기세포를 분리하였다.

2. 방법

1) 세포독성
세포독성방법은 EZ-Cytox assay법을 약간 변형하여 실험

에 사용하였다. 사람의 정상섬유아세포 (human fibroblast 

cells, hFCs)는 37℃, 5% CO2 배양기에서 1 시간 배양한 후 

CGS 추출물 (최종 농도 500, 250, 100, 50, 25, 10, 1 ㎍/

㎖)을 48 시간 동안 처리하였다. 배양종료 6시간 전에 

EZ-Cytox 용액 10 ㎕씩 각 well에  가하고 실험 종료 시까

지 배양한다. 이 plate를 plate shaker (Lab-Line, U.S.A)

에서 3.5 speed로 5 분간 shaking한고  ELISA LEADER 

(molecular devices, U.S.A)에서 450 ㎚에서 흡광도를 측정

한다.

2) 조혈줄기세포 (Sca-1+)에서 조혈조절 유전자 분석
(1) RNA 추출

C57bl/6 생쥐에 cyclophosphamide (CTX)를 주사하고 4

일 후 대퇴골(femur)에서 Sca-1+ isolation kit를 이용하여 

HSCs를 순수분리하여 양성 대조군으로서 rIL-3 (100 U/ml)

와 rSCF (100 ng/ml)로 자극시키거나 또는 CGS (100㎍/ml, 

10㎍/ml 및 1㎍/ml 농도) 추출물을 3시간동안 배양기 (37℃, 

CO2, Napco, USA)에 배양하였다. 배양한 후 2000 rpm에서 

5분간 원심분리하여 상층액을 제거한 후 RNAzolB를 이용하여 

세포막을 터트린 후 RNA를 추출하는 방법을 택하였다. 추출

한 RNA는 diethyl pyrocarbonate (DEPC)를 처리한 20 μl

의 증류수에 녹여 real-time-PCR에 사용하였다. 

(2) cDNA 합성

역전사 (reverse transcription) 반응은 준비된 total 

RNA 3 ㎍을 75℃에서 5분 동안 변성 (denaturation)시키

고, 이에 2.5 ㎕ 10 mM dNTPs mix, 1 ㎕ random sequence 
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hexanucleotides (25  pmole/ 25 ㎕), RNA inhibitor로서 

1 ㎕ RNase inhibitor (20 U/㎕), 1 ㎕ 100 mM DTT, 

4.5 ㎕ 5×RT buffer (250 mM Tris-HCl, pH 8.3, 375 

mM KCl, 15 mM MgCl2)를 가한 후, 1 ㎕의 M-MLV RT 

(200 U/㎕)를 다시 가하고 DEPC 처리된 증류수로서 최종 

부피가 20 ㎕가 되도록 하였다. 이 20 ㎕의 반응 혼합액을 

잘 섞은 뒤 2000 rpm에서 5초간 원심침강하여 37℃ 항온 

수조에서 60분 동안 반응시켜 first-strand cDNA를 합성한 

다음, 95℃에서 5분 동안 방치하여 M-MLV RT를 불활성화 

시킨 후 합성이 완료된 cDNA를 polymerase chain 

reaction (PCR)에 사용하였다.

(3) Real-time RT-PCR은 Taqman probe PCR master 

mix (Applied Biosystems, Carlsbad, CA)를 이용한 총 

RNA준비와 Real-time RT-PCR이 제조사 지시에 따라 시

행되었다. 사용된 probe는 Table 1에 기술되어있다. 각각의 

유전자에 관계된 mRNA 발현은 negative controlized 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 

mRNA의 레벨에 기준을 맞추었다. 실험은 3개 1조로 각각 

독립하여 2회 시행하였으며, 데이터는 평균 ± 표준오차로 나

타내었다.

Table 1. The Probes Used in Real-Time PCR

Mouse gene Taqman probe sequence Dye

GAPDH 5'-TGCATCCTGCACCACCAACTGCTTAG-3' VIC

EPO 5'-AGAAAATGTCACGATGGGTTGTGCA-3' FAM

IL-3 5'-CCCTCTCTGAGGAATAAGAGCTTTC-3' FAM

SCF 5'-CATTACAAAACTGGTGGCAAATCTT-3' FAM

c-kit 5'-TAGGGGCACTGCACCAGATCATCAC-3' FAM

GM-CSF 5'-GCCCCCCAACTCCGGAAACGGACTG-3' FAM

3) 조혈줄기세포 (Sca-1+)에서 조혈조절 단백질의 효소결

합면역흡착 검사 (enzyme-linked immunosorbent assay)
C57bl/6 생쥐에 cyclophosphamide (CTX)를 주사하고 4

일 후 대퇴골(femur)에서 Sca-1+ isolation kit를 이용하여 

HSCs를 순수분리하여 양성 대조군으로서 rIL-3 (100 U/ml)

와 rSCF (100 ng/ml)로 자극시키거나 또는 CGS (100㎍

/ml, 10㎍/ml 및 1 ㎍/ml 농도) 추출물 처리하고, 6시간 후 

RPMI-1640 배양액으로 각 well을 세척한 후 새로운 배양액

으로 66 시간 동안 CO2 조직배양기에서 배양하였다. 배양 종

료후 전체 배양액을 2000 rpm에서 5분간 원심분리하여 상등

액을 회수, IL-3, SCF, 그리고 GM-CSF의 생산량을 R&D 

Systems에서 구입한 ELISA kits를 사용하여 제조사 지시에 

따라 측정하였다.

4) CGS추출물에 의한 단백질 인산화 (protein phosphorylation)
(1) 세포배양 및 CGS추출물 처리

C57bl/6 생쥐에 cyclophosphamide (CTX)를 주사하고 4

일 후 대퇴골(femur)에서 Sca-1+ isolation kit를 이용하여 

HSCs를 순수분리하여 양성 대조군으로서 rIL-3 (100 U/ml)

와 rSCF (100 ng/ml)로 자극시키거나 또는 CGS (10㎍/ml, 

100㎍/ml농도) 추출물을 20분 동안 동시 배양하였다.

(2) immunoblotting 및 면역침강 (immunoprecipitation)

CGS추출물을 처리한 세포의 cell lysates (≃20 ㎍)에 각

각 anti-phosphotyrosine, anti-GATA-1, anti-STAT 

-5a/b (10 ㎍/ml)와 proteinA-sepharose를 첨가하여 4℃

에서 4시간 반응시킨 후 3회 D-PBS로 세척하고, 면역복합

체를 SDS-PAGE로 분리한 후 PVDF membrane에 전이시

켜 anti-phosphotyrosine-HRP (1: 4000)와 반응시켜 

immunoblotting분석하였다.

5) 반고체 집락형성 분석(semisolid clonogenic 

assay)으로 조혈줄기세포 분화 효과 측정
C57bl/6 생쥐에 cyclophosphamide (CTX)를 주사하고 4일 

후 대퇴골(femur)에서 Sca-1+ isolation kit를 이용하여 

Sca-1+HSCs를 순수분리하여 35mm 플레이트중 rEPO 및 

rIL-3이 포함된 둘베코 반고체 매트릭스 배양 배지 

(Methocult H4100, StemCell Technologies)에 실시하였다. 

CGS (100 ㎍/ml, 10 ㎍/ml)를 처리한 지 14일 후에 콜로니 

수를 inverted 현미경 (NIKON)으로 관찰하고 1x104 HSCs 

당 콜로니 수를 계산하였다. 8개의 과립구 및 erythrocytes 또

는 3개 이상의 erythroid cluster를 포함하는 콜로니를 

CFU-GEMM 또는 BFU-E (Erythroid-committed Stem 

Cells)로 콜로니 형성상에서의 CGS의 상승 효과를 측정하였다, 

6) 통계분석
모든 데이터는 평균 ± 표준오차로 나타내었다. 통계비교

는 p<0.05의 unpaired two-tailed Student's t-test를 이

용하여 유의성을 검증하였다. 모든 실험은 최소한 2회 이상 

시행되었다.

성  적

1. 세포독성에 미치는 영향

세포독성을 정상 사람 섬유아세포 (human fibroblast 

cells에서 EZ-Cytox assay 분석한 결과, CGS 처리군은 모

든 농도에서 세포독성이 나타나지 않았다.

Fig.1. Cytotoxicity effects of  CGS  extract on human fibroblast 
cells(hFCs).
Human fibroblast cells (hFCs) were pretreated with various 
concentration CGS extract. The results are expressed the 
mean±S.E (N=6). Statistically significant value compared with 
control group data by T test (***p<0.001, **p<0.01).
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2. 조혈줄기세포 (HSCs)에서 real-time PCR을 

이용한 조혈증진 효과 분석

HSCs에서 조혈증진관련 유전자인 EPO, IL-3, SCF, 

c-kit, GM-CSF mRNA를 분석한 결과, 음성대조군에 비하

여 양성대조군인 rIL-3+rSCF이 IL-3, SCF, GM-CSF, 

EPO 및 c-kit의 유전자 발현이 통계학적 유의성 있게 크게 

증가하였다. 그리고 음성대조군에 비하여 CGS는 농도 의존적

으로 EPO (Fig. 2A), IL-3 (Fig. 2B), SCF (Fig. 2C), 

GM-CSF (Fig. 2E), 및 c-kit (Fig. 2D),의 mRNA 발현을 

통계학적 유의성 있게 증가시키는 것을 알 수 있다.

Fig.2. Effects of CGS extract on hematopoietic-related gene mRNA 
expression in hematopoietic stem cells.
Isolated hematopoietic stem cells (HSCs) from negative control 
C57bl/6 mouse bone marrow in negative control C57bl/6 mice 
femur were either stimulated with rIL-3(100 U/㎖) plus rSCF (100 
ng/㎖) or treated with CGS extract (100, 10, 1 ㎍/㎖). HSCs were 
not treated (negative control; only cells), co-cultured with 
rIL-3(100 U/㎖) plus rSCF (100 ng/㎖)(positive control), and with 
CGS extract for 4hrs. EPO (A), IL-3 (B), SCF (C), c-kit (D), and 
GM-CSF (E) mRNA express were measured real-time PCR. The 
amount of taqman probe was measured at the end of each 
cycle. The cycle number at which the emission intensity of the 
sample rises above the baseline is referred as to the RQ and is 
proportional to the target concentration. Real time PCR was 
performed in duplicate and analyzed by a Applied Biosystems 
7500 Real-Time PCR system. 
Data represent means±S.E (N=2). Statistically significant value 
compared with only HSCs group data by T test (*p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001). 

3. 조혈모세포(HSCs)에서 ELISA 분석을 이용

한 조혈증진 효과 분석

HSCs에서 조혈증진관련 유전자인 IL-3, SCF, GM-CSF

의 생산량을 측정한 결과, 음성대조군에 비하여 양성대조군인 

rIL-3+rSCF이 IL-3 (Fig. 3A), SCF (Fig. 3B), 그리고 

GM-CSF (Fig. 3C)의 생산량이 통계학적 유의성 있게 현저

히 증가하였다 (p<0.001). 그리고 음성대조군에 비하여 CGS

는 100 ㎍/ml과 10 ㎍/ml농도에서 IL-3 (Fig. 3A), SCF 

(Fig. 3B), 그리고 GM-CSF (Fig. 3C)에서 통계학적 유의성 

있게 생산량을 증가시키는 것을 알 수 있다. 이러한 결과는 

CGS가 HSCs에서 조혈성사이토카인의 생산을 조절한다는 것

을 알 수 있다.

Fig. 3. Effects of CGS extract on hematopoietic-related gene 
expression production in  hematopoietic stem cells.
Isolated hematopoietic stem cells (HSCs) from negative control 
C57bl/6 mouse bone marrow in negative control C57bl/6 mice 
femur were either stimulated with rIL-3(100 U/㎖) plus rSCF (100 
ng/㎖) or treated with CGS extract (100, 10, 1 ㎍/㎖). HSCs 
were not treated (negative control; only cells), co-cultured with 
rIL-3 (100 U/㎖) plus rSCF (100 ng/㎖)(positive control), and 
with CGS extract for 72hrs. The production of IL-3 (A), SCF (B), 
GM-CSF (C) was measured at the ELISA kit (R&D system, USA). 
Data represent means±S.E (N=4). Statistically significant value 
compared with only HSCs group data by T test (*p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001).

4. 조혈줄기세포(HSCs)에서 GATA-1/STAT-5

의 인산화 활성 분석

HSCs에서 GATA-1/STAT5 경로를 활성 인산화를 분석한 

결과,  음성대조군에 비하여 양성대조군인 rIL-3+rSCF이 

GATA-1/STAT5 경로를 활성 인산화 (Fig. 4)가 증가되었

다. 그리고 음성대조군에 비하여 CGS이 각각 농도 의존적으

로 10 ㎍/ml, 100 ㎍/ml 농도에서 GATA-1/STAT-5a/b 

경로를 활성 인산화 (Fig. 4)가 증가되었다.

Fig.4. CGS extract promotes the tyrosine phosphorylation and 
tyrosine kinase activity of GATA-1 and STAT-5a/b in 
Sca-1+hematopoietic stem cells.
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Isolated hematopoietic stem cells (HSCs) from negative control 
C57bl/6 mouse bone marrow in negative control C57bl/6 mice 
femur were either stimulated with rIL-3(100 U/㎖) plus rSCF (100 
ng/㎖) or treated with CGS extract (1, 10, 100 ㎍/㎖). 
Sca-1+HSCs were not treated (negative control; only cells), 
co-cultured with CGS extract for 20 min. After 20min, then 
subjected to immunoprecipitation with α-GATA-1 (1:5000,), α
-STAT-5a/b (1:5000) and anti-phosphotyrosine-HRP (1:4000).

5. 반고체 집락형성 분석법으로 조혈줄기세포 

분화 효과 측정

Sca-1+HSCs에서 CFU-GEMM와 BFU-E로의 분화 상승

효과를 분석한 결과, Fig. 5에서 보듯이 음성대조군에 비하여 

대조군인 rIL-3+rEPO처리군의 CFU-GEMM과 BFU-E는 

두 군락을 합한 수는 12배 이상 증가 하였고, rIL-3+rEPO

와 CGS 추출물을 100 ㎍/ml과 10 ㎍/ml에서의 

CFU-GEMM과 BFU-E는 두 군락을 합한 군락 수는 대조군

인 rIL-3+rEPO에 비하여 2.1배 이상 유의성 있게 증가를 

나타내었다 (p<0.001). 그리고  BFU-E의 군락 수는 대조군

에 비하여 100 ㎍/ml과 10 ㎍/ml농도인 CGS 추출물 처리

군의 군락 수는 각각 3.7배와 2.6배로 이상 현저하게 유의성 

있는 증가를 나타내었다 (p<0.001). 그러므로  CGS 추출물

이 특히 BFU-E 을 증가시켜  적혈구계혈 조혈전구세포를  

증식시키는 효과가 있을 것으로 생각된다.

Fig.5. Effects of  CGS extract  of  CFU-GEMM and  BFU-E 
colony formation during  14-day culture in the presence of two 
different cocktails of  recombinant cytokine and CGS extract
Isolated hematopoietic stem cells (HSCs) from negative control 
C57bl/6 mouse bone marrow in negative control C57bl/6 mice 
femur were either stimulated with rIL-3(100 U/㎖) plus rEPO (3 U/
㎖) or treated with CGS extract (100, 10 ㎍/㎖). Number and 
composition of hematopoietic colonies per 1x104 Sca-1+HSCs after 
14 days of culture in semi-solid medium.

고 찰

항암화학요법에서 나타나는 부작용은 오심과 구토, 구내염, 

설사, 변비등으로 암환자의 주된 고통들이다. 특히, 골수의 

조혈세포를 억제하여 백혈구 감소증과 혈소판 감소증, 그리고  

적혈구 감소에 의한 빈혈이 나타나, 이러한 증상을 치료 및 

예방하기 위한 연구로 조혈유도인자를 조절하는 생약제들이 

보고되었다20-24). 항암제는 골수의 조혈기능을 저하시키므로 

약물 투여 후 일정기간 동안 혈액 세포의 생산이 감소하게 되

고, 혈액세포의 수치가 낮아짐에 따라 각각의 혈액 세포의 기

능도 저하되어 이로 인한 부작용이 발생할 수 있다25). 그래서 

조혈기능을 촉진하여 항암제에 의한 골수부전을 치료 및 예방

하기 위한 연구를 수행하여 刀豆의 조혈증진기전을 연구하게 

되었다. 대부분의 혈구 형성은 골수에서 일어나고 있는 혈구

형성 (hematopoiesis)과정중 다분화능 (pluripotent)이 있는 

조혈모세포 (hematopoietic stem cell) 및 기질조직에서 형

성된다26). 골수에서 기질조직은 조혈세포의 증식, 분화 및 이

동을 조절하는 주요한 역할을 한다27-28). 조혈과정에 영향을 

미치는 골수조직은 조혈세포, 기질세포 및 세포외기질로 이루

어져 있으며, 세포외기질은 조혈세포가 아닌 기질세포 

(stroma cell)가 분비한다29-30). 세포외기질은 glycoproteins, 

proteoglycans 및 교원질 등으로 구성되어 있고 조혈줄기세

포들 (hematopoietic progenitor cells)의 세포접착(cell 

adhesion)과 성숙조혈세포등을 조절하는데 직접적으로 관련

되어 있다고 하였다31-32). 혈구들은 혈구형성과정에서 조절되

며 또한 골수 미세환경에서 조혈성 사이토카인 (IL-3, EPO, 

TPO, SCF, GM-CSF등) 유전자 발현의 증가로 혈구형성이 

촉진되는 것으로 알려져 있다33-34). 혈구형성과정중 골수세포

들의 분화 조절은 다양한 단계에서 특이성을 나타내는 조혈성 

사이토카인들과의 복합적인 작용들에 의하여 이루어진다35). 

Kalechman등 (1995)은 골수세포에 AS101를 농도별로 처리

하여 SCF, GM-CSF, IL-3, IL-6의 유전자 발현이 증가됨

을 확인하였다36). 우리의 연구에서 CTX로 골수부전을 유발한 

후 골수에서 Sca-1+ 조혈줄기세포를 순수분리하여 刀豆 추

출물과 동시배양하여 EPO, IL-3, SCF, c-kit, GM-CSF 

mRNA 유전자 발현과 IL-3, SCF, GM-CSF 생산량을 유의

성 있게 증가시켰다. 이러한 결과는 刀豆가 조혈줄기세포에서 

조혈성 사이토카인의 생산 및 조혈 사이토카인의 신호전달기

전을 조절한다는 것을 알 수 있었다. 조혈계 기원세포

(Commitment hematopoietic progenitor cell)는 조혈줄기

세포로부터 분화되며, 단계별로 여러 계열의 세포로 분화가 

가능한 세포(CFU-GEMM, CFU-GM 등), 단일계열 세포로

만 분화가 가능한 세포(CFU-G, CFU-E, BFU-E, 

CFU-MK 등)로 나눌 수 있다37). 조혈모세포나 조기 다기능 

분화 원기세포에서는 특이한 전사인자의 활성화가 초래

(GATA-1, PU.1)되며 이러한 인자의 발현 및 기능의 활성화

로 특이한 성장인자 수용체의 발현이 증가되며 더 이상의 분

화는 전사인자에 의해 조절되는 다른 분화 유전자의 

up-regulation 혹은 down-regulation을 초래된다38). 조혈

성 사이토카인들은 신호전달에 의해 유전자발현이 유도되는

데, 대표적으로 JAK-STAT 경로를 거치게 된다39). 세포신호

전달 중 JAK-STAT 경로는 ligand와 수용체의 결합으로 활

성화된 protein tyrosine kinase인 JAK (Janus kinase) 

family kinase와 유전자 전사조절 단백질인 STAT (signal 

transducer and activator of transcription)에 의해 이루어

지는데, STAT family는 6개로 구성되는데 STAT1 

(p91/p84), STAT2 (p113), STAT3 (p92), STAT4 (p89), 

STAT5 (p91), 그리고 STAT6 (p94)로 밝혀졌다40). 

JAK-STAT의 대표적인 경로는 interferon-α (IFN-α)와 

interferon-γ (IFN-γ)에의해 활성화된 JAK kinase에 의
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해 STAT이 다시 활성화되어 핵내로 translocation이 일어나 

각기 다른 DNA 전사조절부위에 결합한다41). 

최근 연구에서 적혈구계 발달에 있어서 GATA-1이 활성화

되어 (PU.1은 억제됨) erythropoietin 수용체를 포함한 여러 

표적 유전자를 자극함으로써 BFU-E의 성장을 촉진하는 것

으로 알려져 있다42-43). 

우리 연구에서는 刀豆가 조혈줄기세포에서 GATA-1과 

SATA-5a/b 활성 인산화을 증가시키고, semisolid 

clonogenic assay에서 상대적으로 CFU-GEMM 보다는 적

혈구계 발달로 분화되는 BFU-E 비율이 증가되어 적혈구계

의 성장 촉진 유도가 증명되었다. 계속된 연구로 조혈작용을 

증진하는 刀豆의 생체반응조절물질 (biological response 

modifiers)로 작용하는활성성분을 규명하는 연구가 필요할 것

으로 사료된다.

결 론

암환자에 있어서 항암치료에 의한 골수부전으로 혈구감소

증등의 부작용을 줄여줄 조혈 촉진 천연물인 刀豆에 관한 조

혈증진 시험을 시행하여 다음과 같은 결과를 얻었다. CTX로 

골수부전이 유도된 생쥐의 골수에서 Sca-1+조혈줄기세포를 

분리한 후 刀豆에 대한 조혈증진 효과를 관찰하여 刀豆 추출

물과 동시배양하여 EPO, IL-3, SCF, c-kit, GM-CSF 

mRNA 유전자 발현과 IL-3, SCF, GM-CSF 생산량을 유의

성 있게 증가시켰다. 이러한 결과는 刀豆가 조혈줄기세포에서 

조혈성 사이토카인의 생산 및 조혈 사이토카인의 신호전달기

전을 조절한다는 것을 알 수 있었다. 또한 刀豆가 조혈줄기세

포에서 GATA-1과 SATA-5a/b 활성 인산화을 증가시키고, 

조혈줄기세포 분화에서 상대적으로 CFU-GEMM 보다는 적

혈구계 발달로 분화되는 BFU-E로의 적혈구계의 성장 촉진 

유도됨을 증명하였다. 향후 연구로 조혈작용을 증진하는 刀豆

의 활성성분을 규명하는 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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