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인간 유방암 MDA-MB-231 세포에서 Peptide H에 의한 
IL-6 발현 억제효과
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Chronic inflammation is involved in cancers, rheumatoid arthritis, and Crohn’s disease. Inerleukin-6 (IL-6) plays 
major roles in inflammation. Chungkookjang, fermented soybean contains diverse peptides produced by cleavage of 
soybean proteins. The peptides can be bioactive compounds. Peptide (Gly-Val-Tyr-Tyr-Met-Tyr was purified from 
Chungkookjang, and modified to be 6mer H, Glu-Val-Tyr-Tyr-Met-Tyr (EVYYMY). Peptide H’s activity to suppress 
IL-6 expression in a human breast cancer cell, MDA-MB-231 was determined. IL-6 Expression was reduced in the 
cell treated with peptide H 25 times less than controls which were not treated with peptide H. Proliferation of 
MDA-MB-231 cells was inhibited by peptide H, which is concentration-dependent. Blocking of IL-6 signals is 
known to be effective in reducing inflammation in rheumatoid arthritis, Crohn’s disease, and cancers. Since peptide 
H can reduce inflammatory IL-6 expression, application of this study will contribute to drug development for 
diseases which are caused by excessive IL-6.
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염증은 인체가 상처를 입거나 병원균의 침입을 받았을 때 면

역세포가 관여하는 면역반응이다. 이 때 면역세포는 다양한 

cytokine을 분비한다. 손상된 조직이 복구되면 염증반응은 멈춘

다. 그러나 조직의 복구에도 불구하고 면역반응이 계속되면 만

성염증이 된다. 암, 류마티스, 크론병 등은 만성염증과 관련되어 

있다(Lin and Karin, 2007). 

Interleukin-6 (IL-6)는 염증의 주요 매개인자이다(Coussens 

and Werb, 2002; Berghe et al., 2006; Mantovani, 2008; Ndlovu 

et al., 2009; Grivennikov et al., 2010). 

청국장은 콩 발효식품으로 대두단백질이 분해되어 다양한 

peptide가 생성되면서, 생리활성물질이 될 수 있다(Lee et al., 

1999; Matsui et al., 2004; Hwang et al., 2011). 본 연구에서는 

청국장에서 분리한 peptide (Gly-Val-Tyr-Tyr-Met-Tyr)를 가공

한 6mer H, Glu-Val-Tyr-Tyr-Met-Tyr (EVYYMY)가 유방암세

포에서 IL-6 발현을 억제할 수 있는지 여부를 결정하였다.

인간 유방암 MDA-MB-231 세포를, DMEM/Highglucose (Hyclone, 

USA)을 사용하여 배양하였다. 배지조성으로는 10% FBS (Hyclone), 

1% Antibiotic-Antimycotic solution (Cellgro)이며, cell이 80–
90% 자랐을 때 1X DPBS로 2번 씻어준 후, 1X Trypsin-EDTA

를 사용하여 세포를 떼어서 계대배양을 실시했다. 계대배양 후, 

37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다.

MDA-MB-231 세포를 96 well plate에 5 × 10³으로 seeding

하고 37℃, 5% CO2 incubator에 24시간 안정화 시켰다. 안정화

된 후 세포배양액을 모두 제거하고 peptide H를 1 mM, 100 μM

로 녹인 배양액을 100 μl씩 넣어 준 후 37℃, 5% CO2 incubator

에 24시간 배양하였다. Enhanced Cell Viability Assay Kit 

(EZ3000, Daeil Lab, Korea) 10 μl씩 각각의 well에 넣어준 후 

배양기에 넣어 30분 반응시켜준 후 450 nm에서 측정하였다.

Peptide를 처리한 MDA-MB-231 세포로부터 Ribospin (GenAll)

을 사용하여 RNA를 추출하였다. 추출된 RNA를 순도 측정하여 

1.8–2.0이 나온 것을 확인 후 2.5 mM dNTP 6 μl, Oligo-dT 6 μl, 

DEPC 34 μl, RNA 6 μl, RNA inhibitor 1 μl를 넣고 70℃에서 

10분간 반응 시킨 후 Reverse transcriptase (Enzynomics) 1 μl, 

10X Reverse transcriptase buffer 5.3 μl를 넣고 43℃에서 90분

간 반응 시키고 70℃에서 5분간 반응 시켜주어 cDNA를 합성하



262  Sung et al.

Fig. 1. Amplification of IL-6 gene. Realtime PCR for the amplification 
of IL-6 mRNA in MDA-MB-231 cell was performed. β-actin 
mRNA was amplified as an internal control.

Fig. 3. Proliferaion of MDA-MB-231 cells. MDA-MB-231 cells were 
cultured without peptide H (control) or with peptide H. Its growth 
was determined. 100 μM; P=0.0026, 1 mM; P=0.0003.

Fig. 2. IL-6 expression. IL-6 expression in MDA-MB-231 cells treated 
with 1 mM peptide H and without the peptide was compared after realtime 
PCR performance. Error bars are shown in control and peptide H treatment. 

였다. 

Realtime PCR (Eco, Illumina Inc, USA)을 사용하여 mRNA 

발현을 측정하였다. Illumina 제품인 2X quanti MIX SYBR 시약

을 사용하였고 활성개시를 95℃에서 10분간 실시하였고, denaturation은 

95℃에서 15초 annealing은 52℃에서 15초, extension은 72℃
에서 15초씩 40 cycle 실시하였으며, Melt curve 온도를 측정하

기 위해 95℃에서 15초, 52℃에서 15초, 72℃에서 15초 실시하

였다. 사용한 primer로는 IL-6 forward primer 5′-GACAGC 

CACTCACCTCTTA-3′, reverse primer 5′-CGATCCACACGG 

AGTCTTG-3′, β-actin forward primer 5′-GGATGCAGAAGG 

AGATCACTG-3′, reverse primer 5′-CG ATCCACACGGAGT 

ACTTG-3′를 사용하였다.

Basal level로 발현하는 IL-6양은 유방암 MCF7 세포주에서

는 미약했고, 반면에 유방암 MDA-MB-231 세포주에서는 크게 

높아서 본 연구에서는 MDA-MB-231 세포주를 사용하였다 (Ndlovu 

et al., 2009). 

IL-6 발현은 peptide H를 처리한 세포와 처리하지 않은 세포

에서 각각 β-actin 발현양에 의해 normalization 되었다(Fig. 1). 

인간 유방암 MDA-MB-231 세포에 peptide H (EVYYMY)를 

복수의 sample에 대해 처리해 주면, IL-6 발현은 peptide를 처리

하지 않은 복수의 control에 비해 25배 억제되었다(Fig. 2). 

MDA-MB-231 세포주에서 basal level로 발현하는 IL-6양은 

IL-6 mRNA 수준이 감소할 경우 단백질 수준에서도 감소가 일

어났다(Ndlovu et al., 2009). 전이성 유방암 등에서는 IL-6의 발

현이 크게 증가되어 있으며, 반대로 IL-6 유전자를 제거하면 종

양의 크기가 뚜렷하게 감소함을 보고하였다(Grivennikov and 

Karin, 2011). 이는 IL-6의 종양촉진효과를 시사해 준다. 실제로 

악성 유방암 환자의 serum에서는 IL-6의 농도가 증가되어 있다

(Ndlovu et al., 2009). IL-6는 transcription factor STAT3를 활

성화시켜 암의 개시, 진행, 전이를 촉진시킨다. Peptide H에 의

한 IL-6 발현 감소효과는 유방암 이외의 다른 대장염 관련 대장

암, 간염 관련 간암(Grivennikov and Karin, 2011) 등에서도 종

양 감소효과를 기대할 수 있을 것이다. 

IL-6가 유방암세포의 증식에 기여한다면, peptide H를 처리

하여 IL-6 발현을 감소시키면, 유방암세포 증식은 억제될 것이

다. MDA-MB-231 세포에 peptide H (EVYYMY)를 처리해 주

면 세포의 성장은 농도의존적으로 억제되었다(Fig. 3). 

암이외에, 류마티스, 크론병 등 만성염증 질환에서 IL-6 신호

의 차단은 염증개선에 유효한 것으로 알려져 있다. 인간 IL-6 수

용체에 대한 monoclonal antibody, Tocilizumab, Actemra 등이 

개발되어 있다(Millán et al., 2012). Herceptin은 표적치료제로

서 유용하게 이용되어 왔으나 Herceptin (trastuzmab)에 내성을 

가지는 유방암세포가 등장하고 있으며, 이 내성에 IL-6 신호가 

관여한다. IL-6 수용체에 대한 Monoclonal antibody로 유방암세

포의 IL-6 신호를 차단하면 내성은 사라진다(Korkaya et al., 

2013). Peptide H(EVYYMY)는 염증과 관련된 IL-6 발현의 억

제효과가 있으므로, IL-6 관련 암, 류마티스, 크론병 등의 치료제 

개발로도 응용, 연결될 수 있을 것이다. 

 요

암, 류마티스, 크론병 등은 만성염증과 관련되어 있다. 

Interleukin-6 (IL-6)는 염증의 주요 매개인자이다. 청국장은 콩 

발효식품으로 대두단백질이 분해되어 다양한 peptide가 생성되
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면서, 생리활성물질이 될 수 있다. 본 연구에서는 청국장에서 분

리한 peptide (Gly-Val-Tyr-Tyr-Met-Tyr)를 가공한 6mer H, 

[(Glu-Val-Tyr-Tyr-Met-Tyr(EVYYMY)]가 유방암세포 MDA-MB- 

231에서 IL-6 발현을 억제할 수 있는지 여부를 결정하였다. 

MDA-MB-231 세포에 peptide H를 처리해 주면, IL-6 발현은 

peptide를 처리하지 않은 control에 비해, 크게 억제되었으며, 세

포의 성장은 농도의존적으로 억제되었다. 암 이외에, 류마티스, 

크론병 등 만성염증 질환에서 IL-6 신호의 차단은 염증개선에 

유효한 것으로 알려져 있다. Peptide H는 염증과 관련된 IL-6 발

현의 감소효과가 있으므로, IL-6 관련 암, 류마티스, 크론병 등의 

치료제 개발로 응용, 연결될 수 있을 것이다. 
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