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ABSTRACT

Antimetastatic Effects of Crude Polysaccharide Isolated from Polygonati
Rhizoma on 4T1 Breast Cancer Cells by Activation of Innate Immune System
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Objective: This study is aimed to investigate the anti-tumor metastasis by innate
immunomodulating effects of crude polysaccharide isolated from Polygonati Rhizoma
(CP-PR) on 4T1 breast cancer cells.
Methods: CP-PR was isolated from Polygonati Rhizoma. Antimetastatic experiments

were conducted in vivo mouse model by using 4T1 breast cancer cells. The cell
viability of CP-PR was tested with normal spleen and 4T1 breast cancer cells.
To observe the activation of macrophages with/without 4T1 breast cancer cells,
production of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-6), IL-10 and
IL-12 were measured with enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), respectively.
In addition, the lysis of YAC-1 cells and the production of granzymes were measured
to observe the activation of natural killer (NK) cell.
Results: Intravenous administration of CP-PR significantly inhibited metastasis

of 4T1 breast cancer cells. In an in vitro cytotoxicity analysis, CP-PR affected the
growth of normal spleen and 4T1 breast cancer cells above specific concentration.
The production of TNF-α, IL-6, IL-10 and IL-12 were significantly increased in
macrophages with CP-PR. As compared with control, CP-PR showed significantly
higher production of TNF-α, IL-10 and IL-12 in macrophages co-cultured with 4T1
breast cancer cells. The lysis of YAC-1 cells and the production of granzymes were
significantly up regulated by CP-PR.
Conclusion: CP-PR appears to have considerable activity on the anti-metastasis

by activation of innate immune system.

Key Words: Polygonati Rhizoma, Polysaccharide, Breast Cancer, Anti-tumor
Metastasis, Innate Immune System
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Ⅰ. 서 론

암은 우리나라 사망 원인 1위로 2015년

기준으로 인구 10만 명당 421.4명이 이로

인해 사망하였다. 국내 암발생률은 위암, 대

장암, 갑상선암, 폐암, 유방암 순으로 나타

나나 organization for economic co-operation

and development(OECD) 가입 회원국의

대부분에서 유방암과 대장암이 가장 높은

발생률을 보임을 참고하였을 때 우리나

라의 경우도 비만의 증가 및 식생활의 서

구화로 해당 암의 발생이 더욱 증가할

것으로 예측되고 있다1).

기존에 암의 치료를 위해 외과적 수술

요법, 항암 화학요법, 방사선요법 등이

단독 혹은 복합적으로 시도되어 왔으나

치료의 한계 및 부작용 등으로 인해 최근

항암 면역요법이 대안적 치료법으로 기대

를 모으고 있다2). 대식세포3) 및 natural

killer(NK) 세포4)는 암세포에 대해 살해

력을 가지는 대표적인 면역세포로 면역

조절 물질에 의해 활성화되어 암의 증식

및 전이를 유의하게 억제하는 것으로 보

고되고 있다.

한의학에서 유방암은 乳癰, 乳巖 등으

로 기술되고5) 憂怒抑鬱이 장기간 지속되

어 脾氣와 肝氣가 불균형해진 것을 가장

큰 원인으로 본다. ≪東醫寶鑑≫에 따르면

肝鬱氣滯, 熱毒蘊結, 衝任失調, 氣血兩虛,

脾胃虛弱, 肝腎陰虛로 나누어 변증시치하

고 종괴가 未破한 것은 치료 가능하지만

破해서 瘡을 이룬 것은 치료가 어렵다고

하였다6). 현재 다수의 한약 단미제7-9) 및

처방10-2)이 면역 활성화를 통해 유방암에

유효한 항암 효과를 나타낸다는 연구가

활발히 이루어지고 있다.

黃精은 나리과(Liliaceae)에 속한 다년

생 초본인 층층갈고리둥굴레(Polygonatum

sibiricum Redoute)의 근경으로 한의학적

으로 임상에서 補氣養陰, 健脾, 潤肺益腎

하는 효능을 가지며 죽상동맥경화증, 관

상동맥 질환, 만성 간염, 백일해, 만성 기

관지염, 발기부전, 고지혈증 등의 치료에

사용되고 있다. 黃精에서 기능성을 가지는

유용 성분으로는 다당류(polysaccharide)

A, B, C, 올리고당(oligosaccharide) 및 아

미노산 등이 보고되어 있다13). 黃精에 대

한 실험적 연구는 주로 항산화와 지질 분

해 측면에서 이루어지고 있으며14,15) 黃精

의 면역 및 항암 효과에 대한 연구는 아직

그 수가 미비한 실정이다.

이에 저자는 黃精의 선천면역계 활성

에 따른 항암 효과를 알아보고자 4T1 유

방암 세포주를 이용하여 정맥 투여에 의

한 종양세포의 전이 억제와 대식세포의

cytokine 분비, NK 세포 활성에 대한 실

험을 실시한 바, 유의한 결과를 얻었기

에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 실 험

1. 재 료

1) 약 재

증류수를 이용하여 잘 세척하고 건조

시켜 만든 黃精분말(10 g, 건조 기준)에

10배 중량의 증류수를 가하여 100℃에서

2시간 추출하였고 이를 동결 건조하여 95%

에탄올(300 ml)을 처리하고 상온에서 16시

간 동안 교반하였다. 원심분리(3,000 rpm/

25분)를 통하여 침전물을 회수하고 증류수

를 통한 투석(MWCO: 12,000-14,000, Spectrum

Laboratory Inc., Rancho Dominguez, CA,
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USA)을 실시하여, 저분자물질을 선택적으

로 제거하였다. 최종적으로 다시 동결건조

를 시행하여 黃精의 열수 추출 조다당류

시료인 crude polysaccharide isolated from

Polygonati Rhizoma(CP-PR)을 획득하

였다.

2) 동 물

생후 6-8주령의 雌性 BALB/c(20 g±1 g)

를 새론 바이오(Saeronbio. Ltd., Korea)

에서 분양 받아 사육조에 5마리씩 넣어 정

수된 물과 실험동물용 펠렛 사료(Samyang

Co. Ltd., Incheon, Korea)를 자유 공급

하였고, 실험실 환경은 온도 22℃, 습도

50% 및 12시간 간격으로 자동 조명되는

조건에서 스트레스를 받지 않도록 주의

하여 사육하였다.

3) 시 약

종양세포의 배양을 위한 roswell park

memorial institute(RPMI)-1640 배지, fetal

bovine serum(FBS), vitamin solution,

L-glutamic acid 및 thioglycollate 등은

Gibco사(Carlsbad, CA, USA)에서 구입

하여 사용하였다.

4) 세포주 및 세포배양

실험에 사용한 종양세포는 미국 american

type culture collection(ATCC)에서 구입

하여 사용하였고 4T1 유방암 세포주, YAC-1

cell line, primary peritoneal macrophages

및 splenocytes는 7.5% FBS 및 L-glutamine

가 함유된 RPMI-1640 배지를 이용하여 5%

CO2, 95% 습도 및 37℃의 조건을 가진 세

포배양기(Thermo Fisher Scientific Inc.

Waltham, USA)에서 배양되었다.

2. 방 법

1) 종양 전이 모델

5, 50 및 500 μg의 CP-PR을 종양 접종

2일 전에 1회 정맥주사하고 4T1 유방암

세포주를 각각 정맥주사한 14일 후에 마

우스를 희생시키고 폐를 적출하여 Bouin's

용액에서 전이된 종양을 고정시킨 후, 종

양의 군집 수를 측정하였다. CP-PR에 의

한 종양 전이 억제 효과는 종양만 접종한

대조군과 비교함으로써 조사하였다.

2) 세포 독성 측정

CP-PR의 세포 독성을 확인하기 위해,

정상 비장세포(1×105 cells/well) 및 4T1

유방암 세포주(1×104 cells/well)를 6-well

flat-bottomed plates에서 72시간 동안 1,000

μg/ml부터 10배 희석법으로 0.01 μg/ml까

지 처리한 CP-PR과 함께 배양하였다. 세

포 독성은 cell counting kit-8 assay(CCK-8;

Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan)

을 이용하였으며 제조사의 지침에 따라

평가 하였다.

3) 대식세포의 cytokine 분비 측정

BALB/c 마우스에 3% thioglycollate를

1 ml 복강주사하고 3일 후에 경추 분리법

으로 희생시킨 후, 복강에 RPMI-1640 배

지 10 ml를 주입하여 복강 내 세포(peritoneal

exudative cells, PEC)를 수집하였다. 수집

된 PEC를 24 well culture plate에 1.5×106

/ml의 농도로 조정하여 분주한 후, 2시간

동안 배양하여 대식세포를 plate에 부착

하고 배양액으로 세척하였다. 이후 부착

되지 않은 세포를 제거하고 100 μg/ml부

터 10배 희석법으로 0.1 μg/ml까지 처리

한 CP-PR을 단독 혹은 4T1 유방암 세포

주(1×103 cells/well)와 동시에 첨가하여

24시간 동안 배양하였다. 배양 완료 후, 배

양 상등액에 유도 분비된 tumor necrosis

factor-α(TNF-α), interleukin-6(IL-6), IL-10

및 IL-12의 측정은 각 cytokine에 대한

enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA)
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kit(Pharmingen, San Jose, CA, USA)를

구입하여 제조사의 지침에 따라 측정하

였다.

4) NK 세포 활성 측정

6주령의 BALB/c 마우스에 200 μg의

CP-PR을 정맥주사하고 3일 후에 마우스

의 비장을 멸균적으로 획득하여 비장세포

(effector cells; E)를 준비하였다. U-bottomed

96-well plate에 마우스로부터 얻은 비장

세포와 NK-sensitive 세포로 알려진 YAC-1

세포(target cells; T)를 E/T 비가 2.5:1,

5:1 및 10:1이 되도록 조정하여 6시간 동안

공동 배양하였다. 배양종료 후에 원심분리

를 통하여 배양 상등액을 취한 후 손상된

YAC-1 세포가 유리한 lactate dehydrogenase

(LDH)의 양을 kit를 이용하여 제조사

(Promega, Fitchburg, WI. USA)의 지침

에 따라 측정하였다. 동시에 granzyme assay

kit(eBioscience, San Diego, CA. USA)를

이용하여 배양 상등액에 생산된 granzyme

의 양을 측정하였다.

3. 통계 처리

실험 결과에 대한 통계 처리는 SPSS for

windows(version 13.0)을 이용하였고 실험

군과 대조군의 비교는 student’s two-tailed

t-test로 분석하여 p-value가 0.05 미만인

경우에 통계적으로 유의한 것으로 판단

하였다.

Ⅲ. 결 과

1. 종양 전이 억제 효과

마우스 모델에서 4T1 유방암 세포주에

대한 전이 억제 효과를 알아보기 위해 종

양 접종 전에 5, 50 및 500 μg의 CP-PR을

정맥 투여하여 폐에 전이된 종양의 개수를

측정한 결과 50 μg/ml 및 500 μg/ml에서

각각 32.8개 및 14.6개로 대조군의 60.7개에

비해 통계적으로 유의하게(*p<0.05) 낮은

수치를 나타내었다(Fig. 1).

Fig. 1. Prophylactic effect of CP-PR on
tumor metastasis of 4T1 breast cancer
cells (*p<0.05).

2. 세포 독성

1) 종양세포

4T1 유방암 세포주에 0.01 μg/ml, 0.1

μg/ml, 1 μg/ml, 10 μg/ml, 100 μg/ml 및

1000 μg/ml의 CP-PR을 첨가하여 세포

생존율을 측정한 결과 각각 102.1±2.2%,

96.0±7.2%, 101.2±2.5%, 100.3±2.0%, 100.9±8.9%

및 90.7±6.9%로 나타났다(Fig. 2).

Fig. 2. Cytotoxicity of CP-PR on 4T1
breast cancer cells.
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2) 비장세포

정상 비장세포에 0.01 μg/ml, 0.1 μg/ml,

1 μg/ml, 10 μg/ml, 100 μg/ml 및 1000 μg/ml

의 CP-PR을 첨가하여 세포생존율을 측

정한 결과 각각 100.9±2.6%, 102.6±3.7%,

105.7±8.3%, 112.8±4.5%, 107.9±7.0% 및

88.2±8.6%로 나타났다(Fig. 3).

Fig. 3. Cytotoxicity of CP-PR on normal
spleen cells.

3. 대식세포의 cytokine 생산 효과

1) TNF-α

대식세포에 CP-PR을 100 μg/ml부터

10배 희석법으로 0.1 μg/ml까지 처리한 후

TNF-α의 분비를 관찰한 결과, 대조군 45.1

±0.6 pg/ml에 비하여 100 μg/ml 농도에서

348.9±40.6 pg/ml로 통계적으로 유의하게

(*p<0.05) 증가하였다(Fig. 4).

Fig. 4. Production of TNF-α from Peritoneal
Macrophages stimulated by CP-PR (*p<0.05).

2) IL-6

대식세포에 CP-PR을 100 μg/ml부터

10배 희석법으로 0.1 μg/ml까지 처리한 후

IL-6의 분비를 관찰한 결과, 대조군 167.3

±12.0 pg/ml에 비하여 10 μg/ml 및 100

μg/ml 농도에서 각각 519.6±33.3 pg/ml 및

1709.6±341.2 pg/ml로 통계적으로 유의하

게(*p<0.05) 증가하였다(Fig. 5).

Fig. 5. Production of IL-6 from Peritoneal
Macrophages stimulated by CP-PR (*p<0.05).

3) IL-10

대식세포에 CP-PR을 100 μg/ml부터

10배 희석법으로 0.1 μg/ml까지 처리한 후

IL-10의 분비를 관찰한 결과, 대조군 98.0

±10.6 pg/ml에 비하여 1 μg/ml, 10 μg/ml

및 100 μg/ml 농도에서 각각 180.8±21.3

pg/ml, 523.1±32.5 pg/ml 및 1972.9±46.3

pg/ml로 통계적으로 유의하게(*p<0.05) 증

가하였다(Fig. 6).

4) IL-12

대식세포에 CP-PR을 100 μg/ml부터

10배 희석법으로 0.1 μg/ml까지 처리한 후

IL-12의 분비를 관찰한 결과, 대조군 27.6

±1.3 pg/ml에 비하여 0.1 μg/ml, 1 μg/ml,

10 μg/ml 및 100 μg/ml 농도에서 각각

39.8±1.3 pg/ml, 66.3±1.4 pg/ml, 273.6±31.3
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pg/ml 및 482.6±3.7 pg/ml로 통계적으로

유의하게(*p<0.05) 증가하였다(Fig. 7).

Fig. 6. Production of IL-10 from Peritoneal
Macrophages stimulated by CP-PR (*p<0.05).

Fig. 7. Production of IL-12 from Peritoneal
Macrophages stimulated by CP-PR (*p<0.05).

4. 대식세포의 tumoricidal 활성 효과

1) TNF-α

대식세포와 4T1 유방암 세포주의 동시

배양에서 CP-PR을 100 μg/ml부터 10배 희

석법으로 0.1 μg/ml까지 처리한 후 TNF-α

의 분비를 관찰한 결과, 대조군 44.9±0.3

pg/ml에 비하여 100 μg/ml 농도에서 237.2

±36.0 pg/ml로 통계적으로 유의하게(*p<0.05)

증가하였다(Fig. 8).

2) IL-6

대식세포와 4T1 유방암 세포주의 동시

배양에서 CP-PR을 100 μg/ml부터 10배

희석법으로 0.1 μg/ml까지 처리한 후 IL-6

의 분비를 관찰한 결과, 대조군 955.0±47.0

pg/ml에 비하여 10 μg/ml 및 100 μg/ml

농도에서 각각 1968.1±411.6 pg/ml 및 1980.4±

400.7 pg/ml로 증가하였으나 통계적으로

유의하지는 않았다(Fig. 9).

Fig. 8. Production of TNF-α from Peritoneal
Macrophages co-cultured with 4T1 breast
cancer cells, stimulated by CP-PR (*p<0.05).

Fig. 9. Production of IL-6 from Peritoneal
Macrophages co-cultured with 4T1 breast
cancer cells, stimulated by CP-PR.

3) IL-10

대식세포와 4T1 유방암 세포주의 동시

배양에서 CP-PR을 100 μg/ml부터 10배 희

석법으로 0.1 μg/ml까지 처리한 후 IL-10

의 분비를 관찰한 결과, 대조군 1842.7±184.0
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pg/ml에 비하여 100 μg/ml 농도에서 3946.3

±424.2 pg/ml로 통계적으로 유의하게(*p<0.05)

증가하였다(Fig. 10).

Fig. 10. Production of IL-10 from Peitoneal
Macrophages co-cultured with 4T1 breast
cancer cells, stimulated by CP-PR (*p<0.05).

4) IL-12

대식세포와 4T1 유방암 세포주의 동시

배양에서 CP-PR을 100 μg/ml부터 10배

희석법으로 0.1 μg/ml까지 처리한 후 IL-12

의 분비를 관찰한 결과, 대조군 258.7±25.7

pg/ml에 비하여 10 μg/ml 및 100 μg/ml 농

도에서 각각 404.1±16.2 pg/ml 및 432.4±33.1

pg/ml로 통계적으로 유의하게(*p<0.05) 증

가하였다(Fig. 11).

Fig. 11. Production of IL-12 from Peitoneal
Macrophages co-cultured with 4T1 breast
cancer cells, stimulated by CP-PR (*p<0.05).

5. NK 세포 활성 효과

1) YAC-1 세포 살해 활성

YAC-1 세포에 대한 비장세포의 비를

2.5:1, 5:1 및 10:1로 하여 YAC-1 세포 유

리 비율을 측정한 결과 2.5:1, 5:1 및 10:1

에서 각각 대조군 4.8±2.0%, 13.1±2.0% 및

14.2±1.1%에 비해 16.7±4.0%, 42.4±2.3%

및 72.1±10.7%로 통계적으로 유의하게

(*p<0.05) 증가하였다(Fig. 12).

Fig. 12. Lysis of YAC-1 cells stimulated
by CP-PR (*p<0.05).
E : normal spleen cells, T : YAC-1 cells

2) Granzyme

YAC-1 세포에 대한 비장세포의 비를 2.5:1,

5:1 및 10:1로 하여 granzyme을 측정한 결

과 5:1 및 10:1에서 각각 대조군 154.8±39.9

pg/ml 및 201.2±51.8 pg/ml에 비해 355.8±

24.8 pg/ml 및 839.6±86.2 pg/ml로 통계적

으로 유의하게(*p<0.05) 증가하였다(Fig. 13).

Fig. 13. Production of Granzymes stimulated
by CP-PR (*p<0.05).
E : normal spleen cells, T : YAC-1 cells
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Ⅳ. 고 찰

외과적 절제술, 항암 화학요법, 방사선

요법 등 기존 항암요법이 정상 세포에 대

한 부작용 및 치료적 한계를 가짐에 따라

최근에는 저하되어 있는 암 환자의 면역

기능을 도와서 암세포에 특이적인 면역

반응을 유발하여 항암 작용을 가지는 항암

면역요법의 유용성이 대두되고 있다2). 선

천면역계에서 대식세포3) 및 NK 세포4)를

통한 세포 면역 기능의 활성화가 종양세

포를 인지하고 살해시키는 데에 주된 역할

을 담당하며 대식세포가 생산하는 다양한

cytokine은 면역세포 간의 신호전달, 면역

세포의 증식 및 작동세포의 활성 조절에

의한 면역 반응 조절 등에 관여한다16).

한의학적으로 유방암은 乳癰, 乳巖, 乳

癖, 乳痰 등의 질환과 유사한데 특히 이 중

乳巖과 가장 유사하다. ≪東醫寶鑑≫6)에

따르면 乳巖은 肝氣鬱滯, 憂怒抑鬱, 憂鬱

傷肝 및 思慮傷肝 등의 七情損傷으로 증

상이 發한 것 혹은 이것이 오래되어 장부

기능이 失調된 것이 원인이며 치료 초기에

는 肝鬱氣滯로 인한 것으로 보고 疏肝解

鬱, 疏氣行血하는 治法을 이용하고, 오래

된 경우 大補氣血하는 治法을 사용해야 한

다. 유방암에 대해 국내에 보고된 논문을

살펴보면 단일약물로는 黃芩7), 薑黃8), 三

稜9) 등의 효과가 증명되었고, 처방으로는

加味雙和湯10), 益氣養榮湯11), 歸朮破癥湯12)

등에서 유방암의 암세포 성장 억제 효과

가 밝혀져 있다.

黃精은 임상에서 질병 후의 쇠약, 피로

감, 脾胃虛弱으로 인한 小食, 消渴, 폐가

허약해서 생긴 마른기침 등의 치료에 활용

되고 있다. 黃精과 관련된 최근 연구 동향

은 주로 항산화와 지질 분해 측면에서 이

루어지고 있는데 강 등17)은 黃精이 피부에

항산화 효과를 가진다고 하였고 노 등15)은

黃精이 고지혈증을 완화시키는 효과가 있

다고 하였다. 이에 반해 黃精의 면역 및 항

암 효과에 대한 연구 수는 미미한 편으로

黃精의 면역 효과를 관찰한 실험 연구에

따르면 黃精은 IL-2의 증가를 유발하였

고18) 黃精의 주요 성분인 kaempferol은 폐

암19) 및 간암 세포주20)에서 암세포 성장 억

제 효과를 나타내었다.

한약재에서 유래한 다당류는 종양세포

에 대한 세포 독성 활성, 탐식 활성, 산화

질소 생성 및 cytokine/chemokine 분비 등

을 통해 대식세포를 활성화시키는 것으로

알려져 있으며 비교적 독성이 없어 세균

유래 다당류나 합성물질로 만든 면역 조절

물질에 비해 부작용이 적다21). 黃芪22)에서

유래한 다당류는 TNF-α 및 산화질소 생

성을 유발하였고 桔梗23) 및 가시오가피24)

에서 유래한 다당류는 TNF-α, 산화질소

및 IL-6의 증가를 유도하였으며 이외에

도 當歸25,26), 人蔘27), 蓬朮28) 등의 한약재

에서 유래한 다당류가 대식세포의 활성

화를 유발하여 면역 활성 효과를 나타낸

다는 실험 연구가 보고되어 있다.

黃精에서 유래한 조다당류인 CP-PR의

면역 활성과 항암 효과의 기전을 확인하

고자 CP-PR의 4T1 유방암 세포주에 대한

종양 전이 억제 효과를 관찰한 후 정상 비

장세포 및 4T1 유방암 세포주에 대한 세포

독성과 대식세포에서 분비되는 cytokine,

YAC-1 세포 유리 및 granzyme의 양을 측

정하여 대식세포 및 NK 세포 활성화에

의한 항암 효과에 대해 알아보았다.

CP-PR의 정맥투여를 통해 4T1 유방암

세포주의 전이에 미치는 영향을 알아본
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결과, 50 μg/ml 및 500 μg/ml의 CP-PR

투여 시 통계적으로 유의한 종양 전이 억

제 효과를 보였다. CP-PR의 종양 전이

억제 효과가 시료의 자체적인 세포 독성

으로 인한 것인지 대식세포 혹은 NK 세포

활성화를 통한 선천면역계 작용에 의한

것인지 확인하기 위해 CP-PR의 세포 독

성 여부를 확인한 결과 4T1 유방암 세포

주에서 0.01 μg/ml 및 1-100 μg/ml의

CP-PR은 100%에 가까운 세포 증식을

나타내었고 정상 비장세포에 대한 세포

독성을 확인한 결과, 10 μg/ml 이하의 농

도에서 용량 의존적인 세포 증식을 유도

하였으며 100 μg/ml에서는 100%에 가까운

세포 증식을 나타내어 100 μg/ml 이하의

농도에서는 유의한 세포 독성이 없는 것

으로 관찰되었다. 이에 CP-PR의 4T1 유

방암 세포주에 대한 종양 전이 억제 효과

는 직접적인 세포 독성이 아닌 것으로 판

단되며 이는 암세포가 증식되기 전에 투

여된 CP-PR로 인해 활성화된 대식세포,

NK 세포 등 다양한 면역세포의 작용에

의한 것으로 사료된다.

선천면역계에서 대식세포가 생산하는

다양한 cytokine의 분비를 관찰함으로써

CP-PR의 대식세포 활성화를 확인한 결

과 100 μg/ml에서 TNF-α, IL-6, IL-10

및 IL-12, 10 μg/ml에서 IL-6, IL-10 및

IL-12, 1 μg/ml에서 IL-10 및 IL-12 그

리고 0.1 μg/ml에서 IL-12가 모두 유의하

게 증가하였다. 대식세포는 Th1 면역 작용

에 영향을 받아 TNF-α, IL-6 및 IL-12를

분비하는 M1 대식세포와 Th2 면역 작용

에 영향을 받아 IL-10을 분비하는 M2

대식세포로 분류되는데 TNF-α는 대표

적인 multi-functional cytokine으로 면역

관련 세포를 염증부위에 모이게 하며 T

세포의 분화와 증식에 관여함으로써 암의

억제에 있어 중요한 역할을 하고29) IL-6

은 염증을 유발하여 대식세포를 포함한

phagocyte의 탐식작용 및 보체의 생산을

증가시킴으로써 면역 작용을 한다30). IL-10

은 T세포 및 대식세포 등에서 합성되어

강력한 항염증작용을 나타내고31) IL-12는

세포 매개 면역의 매개자로서 암세포가

존재하는 경우 암세포에 작용하는 NK 세

포의 활성화에 직접 관여함으로써 항암

활성을 유도한다32).

CP-PR이 cytokine inducer로서 활성이

있음을 확인한 바, 대식세포 및 4T1 유

방암 세포주의 동시 배양에서 CP-PR의

투여가 cytokine 분비에 미치는 영향에

대해 확인한 결과 CP-PR은 100 μg/ml의

농도에서 IL-6을 제외한 TNF-α, IL-10 및

IL-12을 유의하게 증가시켰고 10 μg/ml

에서는 IL-12를 유의하게 증가시켰다. 악

성 종양이 발생하는 경우 대식세포는 암세

포를 살해하는 역할을 하는 전통적인 대식

세포(classical macrophage)에서 종양세포

의 증식, 이동, 침략 및 혈관 신생을 유도

하는 종양관련 대식세포(tumor-associated

macrophage, TAM)로 분화한다33). In vivo

연구에 따르면 TAM은 염증의 주요 매개

체계로 작용함으로써 암을 유발하고 원발

성 종양 혹은 전이 부위에 종양을 촉진하

는 역할을 한다34). TAM의 활성화는 유방

암35) 및 자궁내막암36)의 불량한 예후와 관

련되어 있으며 특히 활성화된 TAM에서

분비되는 IL-10은 대식세포가 항원을 제시

하거나 T세포를 자극하는데 필요한 major

histocompatibility complex(MHC) Ⅱ의

발현을 방해하여 T세포 및 NK 세포에

의한 항암 효과 반응을 둔화시키는 면역

억제 환경을 조성하는 것으로 알려져 있
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다37). TNF-α 및 IL-12와 길항적으로 작

용하는 IL-10의 활성 증가는 종양 미세

환경에서 CP-PR의 투여가 종양을 억제

하는 고전적인 대식세포에 효과적으로 면

역 효과를 가지지 못함을 의미할 수도 있

어 이에 대한 추가 연구가 필요할 것으로

사료된다.

NK 세포는 바이러스 감염세포 혹은 암

세포 등 비자기 세포를 살해하는 세포성

면역 활성을 가지고 있으며 IL-12에 의

하여 종양세포를 살해하는 작동력을 획

득한다. NK 세포에 의한 암세포 살해는

퍼포린(perforin)을 통해 암세포의 세포벽

에 구멍을 내고 그 구멍을 통해 단백질 분

해효소인 granzyme을 분비함으로써 수행

된다38,39). In vivo 연구에 따르면 NK 세포

가 결핍된 마우스에서 암의 성장 및 전이

가 증가하였으며 반대로 활성화된 NK 세

포는 종양의 전이를 감소시켰다40,41). CP-PR

의 NK 세포 활성 효과를 알아보기 위해

YAC-1 세포 살해 활성 및 granzyme 생산

을 관찰한 결과 YAC-1 세포에 대한 비장

세포의 비인 E/T 비에 의존적으로 LDH

유리 및 granzyme의 양이 유의하게 증가

하였다. 이는 CP-PR의 정맥투여가 대식

세포 외에도 NK 세포를 활성화함에 따라

선천면역계의 활성을 유발하는 것을 의

미한다.

이상의 실험 결과에서 CP-PR은 정맥

투여로 유의한 항암 효과를 나타내었기에

향후 기존의 항암 치료 방법과 병용되어

상승작용을 유도할 수 있는 가능성을 보

여준다. 그러나 본 연구는 대식세포 및

NK 세포 위주의 선천면역계 활성 측면

만을 다루었다는 한계가 있어 적응면역

계에 대한 추가적 확인이 요구되며 종양

미세 환경에서 CP-PR의 면역 기전에는

TNF-α 및 IL-12이 주로 관여할 것으로

생각됨에 따라 IL-10의 증가 의의에 대해

서 추후 연구가 필요할 것으로 사료된다.

조다당류 외에 黃精에서 기능성을 가지는

유용 성분 분리 및 각각의 기전에 대해

자세히 밝히고 다른 한약재와의 조합을

통한 한약 처방 연구가 지속적으로 이루

어진다면 黃精이 한의학적 항암 치료에

효용성이 큰 약재로서 응용 가능할 것으

로 판단된다.

Ⅴ. 결 론

CP-PR이 암에 미치는 영향을 알아보

고자 종양세포의 전이 억제, 대식세포의

cytokine 분비 및 tumoricidal 활성, NK

세포 활성 등을 관찰하여 다음과 같은

결론을 얻었다.

1. 4T1 유방암 세포주의 정맥투여를 통한

종양 전이 억제 효과를 측정한 결과

CP-PR은 50 μg 및 500 μg에서 유의한

종양 전이 억제를 나타내었다.

2. 세포 독성을 평가한 결과, 0.01 μg/ml

및 1-100 μg/ml의 CP-PR은 정상 비

장세포 및 4T1 유방암 세포주 모두에

서 세포 독성을 나타내지 않았다.

3. 대식세포의 cytokine 분비에 미치는 효

과를 조사한 결과 CP-PR 100 μg/ml

에서 TNF-α, IL-6, IL-10 및 IL-12,

10 μg/ml에서 IL-6, IL-10 및 IL-12,

1 μg/ml에서 IL-10 및 IL-12 그리고

0.1 μg/ml에서 IL-12가 모두 유의하게

증가하였다.

4. 대식세포의 tumoricidal 활성 효과를 조사

한 결과, CP-PR 100 μg/ml에서 TNF-α,
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IL-10 및 IL-12 그리고 10 μg/ml에서

IL-12가 모두 유의하게 증가하였다.

5. NK 세포 활성 효과를측정한 결과 CP-PR

은 YAC-1 세포 살해 활성을 E/T비 2.5:1,

5:1 및 10:1에서 유의하게 증가시켰고,

granzyme의 생산을 E/T비 5:1 및 10:1

에서 유의하게 증가시켰다.
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