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HK shiitake mushroom mycelium (HKSMM), containing 14% β-glucan, is a health functional food 
ingredient approved individually for liver health by the Ministry of Food and Drug Safety. The im-
mune-enhancing efficacy of a 50% aqueous ethanol extract of HKSMM (designated HKSMM50) was 
studied in Jurkat cells activated with concanavalin A (ConA). Active hexose correlated compound 
(AHCC) was used as a positive control. ConA-activated Jurkat cells were treated with HKSMM50 
(0, 25, 50, 100 μg g/ml) or AHCC (100 μg g/ml), and cultured for 3 and 6 hours. The nuclear factor 
of activated T cells (NFAT) protein content in the cytosol and the nucleus was measured by Western 
blotting. Interleukin-2 (IL-2), interferon-gamma (IFN-γ), and cyclooxygenase-2 (COX-2) were de-
termined using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits. HKSMM50 lowered NFAT content 
in the cytosol, but elevated NFAT content in the nucleus. The IL-2 and IFN-γ productions were 
elevated. Meanwhile, both COX-2 activity and apoptosis were suppressed. The efficacy of the AHCC 
treatment showed similar to those of HKSMM50 treatments. These results indicate that the HKSMM50 
exhibited immune-enhancing effects in ConA-treated Jurkat cells by activation of NFAT protein, and 
suggest that HKSMM could be used as a health functional food ingredient to improve immune functions 
in humans.
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서 론

표고버섯 자실체와 균사체에는 다양한 nutraceuticals와 

pharmaceuticals를 함유하고 있어 건강기능성 식품 및 대

체 의약용으로 사용되고 있다[4, 10, 33, 36]. 이들은 anti-
tumor, immunomodulatory, cardiovascular, hypolipidemic, 
hepatoprotective, heaglutinating, antioxidant 효과와 antimi-
crobial, antiviral, antibacterial 및 antifungal 효과도 있음이 

보고되었다[4, 6, 10, 36]. 표고버섯이나 표고버섯균사체에 

함유된 생리활성물질 중 β-glucan인 lentiann (β-1,6: β-1,3- 
glucan; LNT)과 단백다당체(protein-bound polysaccharides, 
PBP)가 면역활성에 중요한 역할을 한다[4, 6, 10, 33]. LNT
는 immunopotentiator로서, immunomodulatory, antitumor, 

anti-inflammatory, antibacterial, antivirus 등의 역할을 한다

[9, 28, 31, 39]. 
HK표고버섯균사체(HK shiitake mushroom mycelium: 

HKSMM)는 표고버섯균사체를 보리배지에 고체배양한 

다음, 열풍건조, 분말화한 것과 표고버섯균사체를 탈지대

두분을 주원료로 하는 액체배지에서 배양한 다음, 건조, 
분말화한 것을 혼합(2:1, w/w)한 것으로 β-glucan이 14% 
함유되어 있는 한국식품의약품안전처의 개별인정 형 간 

건강 건강기능 식품원료로 인정되었다[30]. HKSMM은 

CCl4 및 ethanol로 간 독성을 유발한 rat에서 glutamate-ox-
alate transaminase (GOT), glutamate-pyruvate transaminase 
(GPT), lactic dehydrogenase (LDH) 활성을 감소시켰고, 항
산화 효소인 superoxide dismuatase (SOD)와 catalase 활성

을 증가시켜 간 기능 보호 효과가 확인되었다[13, 17]. 또
한, 장기간 알코올을 섭취하는 한국인의 간 기능 개선에 

도움이 될 수 있음이 밝혀졌다[22]. 최근 HKSMM은 

Balb/c female mouse에서 nuclear factor kappa B (NF-kB) 
활성을 억제하여 항염증 효과가 있음이 보고되었고[21], 
HKSMM의 50% 수용성 ethanol 추출물(HKSMM50)은 

RAW 264.7 murine macrophage 세포에서도 NF-kB 활성을 
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down-regulation하는 항염증 효과도 보고되었다[37]. 
Jurkat cells는 immortalized T cell lymphocyte로 버섯 유

래 β-glucan 및 다양한 생리활성 물질의 면역활성 연구에 

사용되고 있다[2, 16, 18, 26, 27, 34, 43, 44, 46, 47]. Mitogen
인 concanavalin A (ConA)가 Jurkat cells의 T-cell receptor 
(TCR)에 결합하여 활성화되면 transcription factors인 nu-
clear factor of activated T cells (NFAT), NF-κB 및 activator 
protein 1 (AP-1; c-Fos와 c-Jun의 복합체)이 활성화되어 in-
terleukin 2 (IL-2), interferon gamma (IFN-γ) 등의 immuno- 
regulatory cytokines을 생성한다[7, 18, 46]. 따라서 Jurkat 
cells에서 IL-2 및 IFN-γ의 증가는 면역활성의 지표로 활용

되고 있다. 그러나, Jurkat cells에서 표고버섯이나 표고버

섯균사체의 면역증강 효과에 관한 연구는 문헌에서 찾아 

보기 쉽지 않다. 따라서 Jurkat cells에서 β-glucan을 14% 
함유한 HKSMM의 면역기능 증진 효과를 연구할 필요가 

있다. 
본 연구에서는 HKSMM의 면역증진 효과를 규명하기 

위하여 HKSMM의 50% ethanol 수용액 추출물(HKSMM 
50)을 ConA로 활성화한 Jurkat cells에 처리하여 면역증진 

효과(IL-2와 IFN-γ 생성 증진)를 연구하였다. 현재 면역증

강 물질로 사용되고 있는 active hexose correlated com-
pound (AHCC)를 positive control로 사용하였다.

재료 및 방법

재료 및 시약

HKSMM은 ㈜HK바이오텍(Jinju, Korea), AHCC는 

KCFKOREA (Seoul, Korea)로부터 구입하였다. Jurkat cells
은 ATCC (Manassas, VA, USA)에서 구입하였다. Fetal bo-
vine serum (FBS), penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 
µg/ml), bovine serum albumin (BSA), Roswell Park Memo-
rial Institute (RPMI) 1640은 Gibco사(Waltham, MA, USA) 
및 concanavalin A (ConA)와 dimethylsulfoxide (DMSO)는 

Sigma-Aldrich사(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. 
MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium 
bromide] assay kit는 Enzo Life Sciences (Minneapolis, MN, 
USA)에서 구입하였다. Cell proliferation을 위한 enzyme- 
linked immunosorbent assay (ELISA) BrdU assay kit, propi-
dium iodide (PI), Western blotting detecting reagents, pierce 
bicinchoninic acid protein assay kit, NFAT primary antibody 
(anti-NFAT antibody), β-actin mouse polyclonal antibody 및 

anti-goat IgG conjugated horseradish peroxidase (HRP) sec-
ondary antibody는 Santa Cruz사(Santa Cruz, CA, USA)로부

터 구입하였다. Human IL-2 ELISA kit (Invitrogen Co. 
Seoul, Korea), human IFN-γ ELISA kit (Bioscience Co., 
Seongnam, Korea) 및 human cyclooxygenase-2 (COX-2) 
ELISA kit (Invitrogen사)를 사용하였다. NE-PER nuclear/ 

cytoplasmic extraction reagent kit, lysis buffer (50 mM 
HEPES, pH 7.4; 150 mM NaCl; 1% deoxycholate; 1 mM 
EDTA; 1 mM methyl sulfoxide fluoride; 1 ug/ml aprotinin), 
Tris-buffered saline (TBS; 0.1 M Tris/0.15 M NaCl buffer 
solution, 0.05% Tween-20)는 Thermo Fisher Scientific 사
(Seoul, Korea) 및 enhanced chemiluminescence kit (ECL)는 

Bio-Rad사(Hercules, CA, USA)로부터 구입하였다. 그 외 

사용된 시약은 reagent grade 이상이었다. 

HKSMM 시료의 50% ethanol 수용액 추출물(HKSMM

50) 제조

HKSMM (100 g)을 50% ethanol 수용액 1 l에 첨가하고 

충분히 혼합한 후 over night 방치하였다. 혼합기로 균질화

하고 원심분리(7,000 rpm, 4℃, 30 min)하여 얻은 상등액의 

ethanol을 진공농축(50℃)하여 제거하고 동결건조하여 

HKSMM50 시료 갈색분말(45.4 g)을 얻었다[37]. 

세포배양

Jurkat cells은 10% FBS, penicillin (100 U/ml), streptomy-
cin (100 μg/ml)을 함유한 RPMI 1640 배지에서 배양(5% 
CO2 incubator, 37℃)하였다. Cells은 75 cm2 Falcon flask 
(Glendale, AZ, USA)에서 충분히 증식한 후 3일 간격으로 

incubator (37℃, 5% CO2)에서 계대배양하였다. 

Cell viability 측정

배양된 Jurkat cells (2×103 cells/100 μl)을 96 well plate의 

well에 분주하여 24시간 배양(37℃, 5% CO2)하고, HKSMM 
50 및 AHCC 시료 용액(0, 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800, 
1,000 μg/ml) 100 μl를 처리한 후 다시 24시간 배양하고 

배양물을 제거하였다. 여기에 MTT 시약(RPMI 1640 me-
dium으로 5배 희석) 100 μl 분주하고 1시간 반응시켰다(37 
℃, 5% CO2). 상등액을 제거한 후 DMSO 100 μl를 첨가하

여 살아있는 세포에 의해 생성된 formazan을 용해하여 

ELSA microreader (SpectraMax i3, Molecular devices: San 
Jose, CA, USA)로 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Cell proliferation 측정

BrdU assay에 의한 cell proliferation은 제조사(Santa Cruz 
사)의 방법에 준하여 분석하였다. 즉, 배양된 세포(2×103 
cells/90 μl)를 96 well plate의 well에 분주하고 24시간 배양

(37℃, 5% CO2)하였다. 여기에 HKSMM50 시료 용액(0, 
250, 500, 1,000 μg/ml) 100 μl 및 AHCC 시료 용액(1,000 
μg/ml) 100 μl 처리하고 3시간 또는 6시간 배양(37℃, 5% 
CO2)하였다. 또한 24시간 배양된 cells에 ConA 용액(500 
μg/ml) 50 μl 처리 1시간 후에 HKSMM50 시료 용액(0, 500, 
1,000, 2,000 μg/ml) 및 AHCC 시료 용액(2,000 μg/ml) 50 
μl를 처리하고 3시간 또는 6시간 배양하였다. 이들 시료처
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리 배양물에 BrdU 용액 10 μl 처리하여 3시간 배양(37℃, 
5% CO2)하였다. 원심분리(300 g, 10 min)하여 상등액을 

제거한 후, 1시간 건조(60℃)하고, FixDent 시약 200 μl를 

첨가하고 실온에서 고정하였다. 고정액을 제거하고 an-
ti-BrdU-POD working solution 100 μl 첨가하고 실온에서 

반응(90 min)시켰다. 세척 후 substrate solution 100 μl 첨가

하여 반응 시킨 후 1M H2SO4로 반응을 종결 시키고 ELISA 
microreader (SpectraMax i3, Molecular devices)로 450 nm에

서 흡광도를 측정하여 cell proliferation을 측정하였다. 

Biomakers 및 NFAT protein 측정

배양된 Jurkat cells을 24 well plate의 well에 1×105 cells/ 
900 μl를 분주하여 24시간 배양(37℃, 5% CO2)하고, ConA 
(1,000 μg/ml) 50 μl 처리 1시간 후에 HKSMM50 및 AHCC 
시료 용액(0, 500, 1,000, 2,000 μg/ml) 50 μl 처리하고 3시간 

또는 6시간 배양하였다. 배양물을 원심분리(10,000 rpm, 
5 min)한 후 상등액은 IL-2, IFN-γ 및 COX-2 측정에 사용

하였고(ELIZSA kit 사용), 3시간 배양하여 얻은 침전물 

cells은 NFAT protein 측정에 사용하였다. 
Cells의 NFAT protein은 Jara 등[18]의 방법에 준하여 분

석하였다. NE-PER nuclear/cytoplasmic extraction reagent 
kit를 사용하여 nuclear와 cytosol을 분리하고 lysis buffer로 

lysis 시키고 원심분리(12,000 rpm, 20 min)하여 protein을 

분리 및 정량(Pierce bicinchoninic acid protein assay kit)하
였다. Protein (30 μg)을 8~15% SDS-PAGE로 분리하고, NC 
membrane으로 transfer하여 5% BSA로 실온에서 1시간 

blocking하였다. Membrane에 NFAT primary antibody (anti- 
NFAT1 antibody)를 처리하고 4℃에서 over night 반응시킨 

후 TBS로 3회 세척하였다. 다시 anti-IgG conjugated HRP 
항체를 처리하고 1시간 실온에서 반응 시키고 TBS로 3회 

세척하였다. ECL을 처리하고 ChemiDoc TM touch imag-
ing system (BioRad, CA, USA)를 이용하여 분석하였다. 

Apoptosis 측정

Jurkat cell apoptosis는 세포의 DNA를 PI로 염색한 후 

flow cytometry (FACSCalibur, BD Biosciences: San Jose, 
CA, USA)를 이용하여 형광을 측정하였다. Jurkat cells 배
양 및 시료(ConA 처리 포함) 처리는 상기 Biomarker 측정

과 동일한 방법으로 처리하여 3시간 및 6시간 배양(37℃, 
5% CO2)하였다. 원심분리하여 회수한 세포는 phosphate- 
bufferd saline (PBS)으로 2회 세척하고 세포(1×106 cells)의 

DNA는 PI용액 600 μl로 20분 반응시키고 flow cytometry로 
분석하였다. 유세포분석에서 얻은 data 분석은 CellQuest 
Software (Becton Dickinson, San Jose: CA, USA)을 이용하

여 분석하였다.

β-Glucan, total flavonoids 및 total isolavonoids 함량

분석

HKSMM50 시료의 β-glucan, total flavonoids 및 total iso-
flavonoids 함량은 건강기능식품 기준 및 규격의 3-25 베타

글루칸, 3-48 총플라보노이드, 3-53 대두이소플라본 분석

법에 준하여 분석하였다[29]. 그 결과 HKSMM50 시료에 

β-Glucan은 15.4%, total flavonoids은 1.98 mg/g 및 total iso-
flavonoids는 1.42 mg/g 함유되어 있었다.

통계처리

Data는 3반복 결과를 mean ± SD (표준편차)로 표시하였

다. Data 분석은 ANOVA를 통하여 분석하고 Duncan’s 
multiple range test 또는 Student’s t-test로 유의성을 검증하

였다.

결 과

HKSMM50의 Jurkat cells에 대한 cytotoxiciy

HKSMM50 시료의 Jurkat cell에 대한 cytotoxicity는 

MTT assay로 측정하였다[40]. MTT assay는 살아 있는 세

포의 대사 능력을 측정하는 방법이다. 세포의 대사 활동

에 의해 tetrazolium salt로부터 formazan dye를 형성하는 

능력을 측정하는 원리로, salt 자체가 cytotoxicity를 가지고 

있어 장기간 처리시 세포에 영향을 받을 수 있는 단점이 

있지만, 시료의 cytotoxicity측정에 많이 활용된다. 따라서 

본 연구에서도 HKSMM50의 Jurkat cells에 대한 cytotox-
icity를 MTT assay로 측정하였다. 

Jurkat cells에 HKSMM50 및 AHCC 시료(0~100 μg/ml)
를 처리하고 24시간 배양한 후 MTT assay로 cytotoxicity를 

측정하였다(Fig. 1). HKSMM50 시료의 처리 최고 농도인 

100 μg/ml 처리에서도 cytotoxicity는 없었다(Fig. 1, Left 
panel). Positive control인 AHCC 처리 최고 농도인 100 μg/ 
ml에서도 cytotoxicity는 나타나지 않았다(Fig. 1, Right pan-
el). 따라서, 이들 결과는 Jurkat cells 실험에 HKSMM50과 

AHCC를 100 μg/ml 농도까지 사용할 수 있음을 의미한다. 
HKSMM50 시료에 함유되어 있는 성분 중 가장 함량이 

높은 β-glucan은 T cell에 대한 세포독성이 아주 낮다고 

보고되었다[34, 43]. 따라서, β-Glucan, total flavonoids와 

total isoflavonoids를 포함한 HKSMM50 시료 100 μg/ml 까
지는 Jurkat cells에 독성이 없음을 의미한다

Jurkat cell proliferation에 대한 HKSMM50의 영향

Jurkat cells의 proliferation은 BrdU assay로 측정하였다

[1]. BrdU assay는 새로이 합성된 DNA 양을 측정하는 방

법으로 새로이 합성된 DNA-Br을 BrdU specific antibody를 

이용하여 colorimetric으로 측정하는 방법이다. HKSMM50 
시료의 Jurkat cell proliferation을 측정하기 위하여 ConA로 
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Fig. 1. Viability of Jurkat cells treated with various concentrations of HKSMM50 (Left panel) and AHCC (Right panel) samples. 
The cells were incubated for 24 hr in an incubator (5% CO2, 37℃) with samples. No significant difference was seen 
between all treatments by Duncan’s multiple range test. 

    

Fig. 2. Proliferations of Jurkat cells treated with HKSMM50 samples for 3 hr (Left panel) and 6 hr (Right panel) incubation. 
Means with different letters represent significances at p<0.05 by Duncan’s multiple range test. AHCC represents a positive 
control.

활성화되지 않은 Jurkat cells과 활성화된 Jurkat cells에 

HKSMM50 시료(0, 25, 50 및 100 μg/ml)를 처리하고 다시 

3시간 및 6시간 배양한 후 proliferation을 BrdU assay kit로 

측정하였다. Positive control인 AHCC의 농도는 100 μg/ml
를 사용하였다.   

Fig. 2는 ConA를 처리하지 않은 Jurkat cell proliferation
을 나타내고 있다. 3시간 처리에서(Fig. 2, Left panel), 
HKSMM50 시료 처리에 의한 proliferation은 Control 처리

에 비해 유의성 있게 증가되었다(p<0.05). 6시간 처리에서

의 cell proliferation (Fig. 2, Right panel)은 Control보다 증가

하였지만(p<0.05), 그 효과는 3시간 처리보다 낮았다. 
AHCC와 HKSMM50 시료의 동일한 농도에서의 cell pro-
liferation은 차이가 없었으나, 6시간 처리에서 AHCC가 

HKSMM50보다 높았다(p<0.05). 이와 같은 결과는 HKSMM 
50 시료 처리(25~100 μg/ml; 3시간 및 6시간)가 Jurkat cells
의 proliferation을 유도함을 의미한다.

Fig. 3은 ConA로 활성화 시킨 Jurkat cells의 proliferation
을 나타내고 있다. 3시간(Fig. 3, Left panel) 및 6시간(Fig. 

3, Right panel) 처리에서, ConA 처리에 의한 cell prolifera-
tion은 Control 보다 높았다(p<0.01). ConA 처리에 비해 

HKSMM50 시료 처리에 의한 cell proliferation은 처리 농

도 간에는 큰 차이가 없었으나 100 μg/ml 처리에서 만 유

의성이 있었다(p<0.01). AHCC (100 μg/ml)에 의한 cell pro-
liferation은 동일한 농도의 HKSMM50 시료의 proliferation
보다 낮았다(p<0.05). 이 결과는 HKSMM50 시료 처리(100 
μg/ml; 3시간 및 6시간)는 ConA로 활성화한 Jurkat cell의 

proliferation을 증가시켰음을 의미한다.

Jurkat cells의 NFAT protein 활성화에 대한 HKSMM

50의 영향

ConA가 Jurkat cells의 TCR에 결합하면 NFAT, NF-κB와 

AP-1이 활성화되어 IL-2 및 IFN-γ mRNA 등의 발현을 유

도한다[7, 18, 46]. 따라서 IL-2 및 IFN-γ 등의 생성은 면역

증진의 지표로 활용되고 있다. 따라서 Jurkat cells에서 

NFAT protein의 cytosol과 nuclear 분포를 측정하기 위하여 

ConA로 활성화한 Jurkat cells에 HKSMM50 시료(0, 25, 50 
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Fig. 3. Proliferation of ConA-treated Jurkat cells by HKSMM50 samples for incubations of 3 (Left panel) and 6 hr (Right 
panel). Means with different letters represent significances at p<0.05 by Duncan’s multiple range test. Means with star 
marks represent significant differences (*, p<0.05; and **, p<0.01) against ConA treatment by t-test. AHCC represents 
a positive control.

Fig. 4. Reduction of cytosolic NAFT protein content in ConA- 
treated Jurkat cells by HKSSM50 samples. The cells 
were incubated for 3 hr in an incubator (5% CO2, 37℃) 
with samples. Means with different letters represent 
significances at p<0.05 by Duncan’s multiple range 
test. Means with star marks represent significant differ-
ences (*, p<0.05; and **, p<0.01) against ConA treat-
ment by t-test. AHCC represents a positive control.

Fig. 5. Elevation of nucleic NAFT protein content in ConA- 
treated Jurkat cells by HKSSM50 samples. The cells 
were incubated for 3 hr in an incubator (5% CO2, 37 
℃) with samples. Means with different letters repre-
sent significances at p<0.05 by Duncan’s multiple 
range test. Means with star marks represent significant 
differences (*, p<0.05; and **, p<0.01) against ConA 
treatment by t-test. AHCC represents a positive 
control.

및 100 μg/ml) 및 AHCC (100 μg/ml)를 처리하여 3시간 

및 6시간 배양하고 세포를 회수하여 cytosol과 nuclear에 

함유된 NFAT protein 함량을 Western blotting으로 측정하

였다(Fig. 4, Fig. 5).   
Fig. 4는 cytosolic NFAT/β-actin 비를 나타내고 있다. 이 

비는 Control에서 1.7이었으나 ConA 처리로 1.3으로 감소

하였다. 이것은 ConA 처리로 NFAT protein이 cytosol로부

터 nuclear로 옮겨 갔음을 의미한다. HKSMM50 시료 25 

μg/ml 처리에 의한 이 함량 비는 ConA 처리와 비슷하였지

만 HKSMM50 시료 50 μg/ml 및 100 μg/ml 처리는 그 함량 

비를 유의성 있게 감소시켰다(p<0.001). AHCC (100 μg/ 
ml) 처리 효과는 동일한 농도의 HKSMM50 시료 처리 효

과와 유사하였다. 따라서 이 결과는 HKSMM50 시료 처리

가 NFAT protein을 cytosol로부터 nuclear로 이동하였음을 

의미한다.
Fig. 5는 nucleic NFAT/β-actin 비를 나타내고 있다. 이 
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Fig. 6. IL-2 production of ConA-treated Jurkat cells by HKSMM50 sample for incubations of 3 hr (Left panel) and 6 hr (Right 
panel). Means with different letters represent significances at p<0.05 by Duncan’s multiple range test. Means with star 
marks represent significant differences (*, p<0.05; and **, p<0.01) against ConA treatment by t-test. AHCC represents 
a positive control.

    

Fig. 7. IFN-γ production of ConA-treated Jurkat cells by HKSMM50 samples for incubations of 3 hr (Left panel) and 6 hr 
(Right panel). Means with different letters represent significances at p<0.05 by Duncan’s multiple range test. Means 
with star marks represent significant differences (*, p<0.05; and **, p<0.01) against ConA treatment by t-test. AHCC 
represents a positive control.

비는 Control에서 1.1이였으나 ConA 처리로 1.7로 크게 증

가하였는데, 이것은 ConA 처리로 NFAT protein이 cytosol
로부터 nuclear로 이동하였음을 의미한다. 이 비는 HKSMM 
50 시료 처리 농도 의존적으로 증가되었다(p<0.05). 그러

나 이들 비는 ConA 처리보다는 낮았지만(p<0.05~0.001), 
Control 보다는 높았다(p<0.05). AHCC (100 μg/ml) 처리 

효과는 HKSMM50 (100 μg/ml) 처리 효과와 유사하였다. 
이 결과는 HKSMM50 처리로 NFAT protein을 cytosol에서 

nuclear로 이동되었음을 의미한다.  

Jurkat cells의 IL-2와 IFN-γ 함량 및 COX-2 활성에 대

한 HKSMM50의 영향

ConA로 활성화한 Jurkat cells에 HKSMM50 시료 처리

는 cytosol의 NFAT를 nucleus로 이동시켰음을 확인하였다

(Fig. 4, Fig. 5). 따라서 HKSMM50 시료가 Jurkat cells에서 

immunostimulatroy cytokine인 IL-2와 IFN-γ의 생성 증가를 

확인하기 위하여 ConA로 활성화한 Jurkat cells에 HKSMM 
50 시료(0, 25, 50 및 100 μg/ml)를 처리하고 3시간 및 6시간 
배양한 후의 IL-2 (Fig. 6) 및 IFN-γ (Fig. 7) 함량과 COX-2 
활성(Fig. 8)을 측정 하였다. Positive control로서 AHCC는 

100 μg/ml 처리하였다.
IL-2 함량은 3시간(Fig. 6, Left panel) 및 6시간(Fig. 6, 

Right panel) 배양 처리에서 ConA 및 HKSMM50 시료 처리

는 Control 처리보다 증가하였다(p<0.05). IL-2 함량을 ConA 
처리와 비교하였을 때, 3시간 처리의 경우 HKSMM50 시
료 100 μg/ml까지 농도 의존적으로 IL-2 함량이 증가 하였

지만(p<0.05~0.01), 25 μg/ml 농도에서는 유의성이 없었다. 
또한 HKSMM50 시료 6시간 처리서도 농도 의존적으로 

IL-2 함량이 증가하였는데(p<0.01~0.001), 그 증가 효과는 

3시간 처리의 경우보다 다소 높았다. AHCC (100 μg/ml) 
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Fig. 8. COX-2 activity of ConA-treated Jurkat cells by HKSMM50 samples for incubations of 3 hr (Left panel) and 6 hr (Right 
panel). Means with different letters represent significances at p<0.05 by Duncan’s multiple range test. Means with star 
marks represent significant differences (*, p<0.05; and **, p<0.01) against ConA treatment by t-test. AHCC represents 
a positive control.

처리의 IL-2 함량 증가 효과는 ConA 처리와 차이가 없었

지만, 동일 농도의 HKSMM50 처리보다 낮았다(p<0.05). 
이 결과는 HKSMM50이 IL-2 함량을 증가시켰음을 의미

한다.
Fig. 7은 IFN-γ 함량 증가를 나타내고 있다. 3시간(Fig. 

7, Left panel) 및 6시간(Fig. 7, Right panel) 배양에서 ConA 
및 HKSMM50 시료 처리에 의한 IFN-γ 증가는 Control에 

비해 높았다(p<0.05). IFN-γ 함량을 ConA 처리와 비교하

였을 때, 3시간 처리시에 HKSMM50 시료 100 μg/ml까지 

농도 의존적으로 IFN-γ 함량이 증가하였지만 (p<0.01~ 
0.001), 25 μg/ml 농도에서는 유의성이 없었다. 또한 

HKSMM50 시료 6시간 처리시 농도 의존적으로 IFN-γ 함
량이 증가하였는데(p<0.001), 그 증가 효과는 3시간 처리

와 비슷하였다. AHCC (100 μg/ml) 처리에 의한 IFN-γ 증가

는 동일한 농도의 HKSMM50 처리와 크게 차이가 없었다. 
이 결과는 HKSMM50 처리가 IFN-γ 함량을 증가시켰음을 

의미한다.   

Fig. 8은 ConA로 활성화한 Jurkat cells에서 HKSMM50 
시료를 3시간(Fig. 8, Left panel) 및 6시간(Fig. 8, Right pan-
el) 처리한 후의 COX-2 효소 활성 감소를 나타낸다. 이들 

두 처리에서 ConA 처리는 Control에 비해 COX-2 활성을 

증가시켰다(p<0.05). 그러나 ConA에 의해 증가된 COX-2 
활성은 HKSMM50 시료 처리로 감소되었는데(p<0.05~ 
0.001), COX-2 효소활성 감소 효과는 3시간 처리와 6시간 

처리에서 서로 비슷하였다. HKSMM50 시료 6시간 처리

시 농도(25, 50,100 μg/ml) 의존적으로 COX-2의 활성이 

감소되었지만(p<0.05~0.001), 25 μg/ml 농도에서는 그 감

소 효과가 다소 낮았고(p<0.05), 50 μg/ml과 100 μg/ml 처
리 농도 간에는 차이가 없었다. AHCC (100 μg/ml) 처리에 

의한 COX-2 활성도 동일한 농도의 HKSMM50 시료 처리

와 유사한 결과였다. 이 결과는 HKSMM50 처리가 COX-2 

활성을 감소시켰음을 의미한다.

Jurkat cell apoptosis에 대한 HKSMM50의 영향

세포의 apoptosis를 측정하는 방법은 apoptosis-specific 
caspases 활성, cell viability와 DNA laddering, 세포 모양의 

변화, cell-cyle arrest 측정 등 다양한 방법이 있지만 본 연

구에서는 cell-cycle arrest 방법으로 Jurkat cells의 apoptosis
를 측정하였다. Jurkat cells에 대한 HKSMM50의 apoptosis 
유도 효과를 검토하기 위하여 ConA로 활성화된 Jurkat 
cells에 HKSMM50 시료(25~100 μg/ml)를 3시간과 6시간 

처리한 후, PI로 염색한 DNA를 flow cytometry로 apoptosis 
DNA (sub, G1 phase DNA)를 분석하였다(Fig. 9, Table 1). 

3시간 처리(Fig. 9, Top panel; Table 1)에서, ConA는 Jur-
kat 세포의 apoptotic DNA가 Control 처리의 7.9%에서 

33.5%로 크게 증가하였다. 그러나 ConA에 의해 증가된 

apoptotic DNA는 HKSMM50 시료 50 μg/ml와 100 μg/ml 
처리로 각각 22.3% 및 23.9%로 감소되었다. AHCC (100 
μg/ml) 처리에 의한 apoptotic DNA는 39.8%로 동일 농도의 

HKSMM50 처리 23.9%보다 높았다. 마찬가지로, 6시간 처

리(Fig. 9, Bottom panel; Table 1)에서 Jurkat cells의 apop-
totic DNA가 Control 처리(7.3%)보다 ConA 처리(74.4%)로 

크게 증가하였다. ConA에 의해 증가된 apoptotic DNA는 

HKSMM50 시료 50 μg/ml와 100 μg/ml 처리로 각각 50.8% 
및 47.8%로 감소되었다. AHCC (100 μg/ml) 처리의 apop-
tosis 억제 효과(59.0%)는 동일 농도의 HKSMM50 처리 

47.8%보다 높았다. 
이와 같은 결과는 6시간 이내의 ConA처리는 Jurkat cells

의 apoptosis를 유도하였고, HKSMM50 시료 처리는 ConA
에 의해 유도된 apoptosis를 억제하여, Jurkat cell을 보호하

는 효과가 있음을 의미한다. 
종합적인 결과로서, Con-A로 활성화된 Jurkat cells에 



Journal of Life Science 2022, Vol. 32. No. 9 685

Control                      ConA               ConA + HKSMM50 100          ConA + AHCC

3 hr

6 hr

Fig. 9. Suppressions of apoptosis in ConA-treated Jurkat cells by HKSMM50 samples. Jurkat cells were treated with ConA 
and HKSMM50 and AHCC samples for 3 hr and 6 hr. The proportion of apoptotic cells (sub. G1 phase DNA) was 
measured by flow cytometric analysis using propidium iodide (PI) staining. AHCC represents a positive control.

Table 1. Suppressions of the apoptosis of ConA-treated Jurkat cells by HKSMM50 sample

Treatment1) 3 hr (%)2)

Treatment1) 6 hr (%)2)

Sub_G1 G0_G16h S G2_M Sub_G1 G0_G16h S G2_M

Control
ConA
ConA+HKSMM50
  (25 μg/ml)
ConA+HKSMM50
  (50 μg/ml)
ConA+HKSMM50
  (100 μg/ml)
ConA+AHCC3)

  (100 μg/ml)

 7.95
33.46
41.72

22.40

23.93

39.83

59.27
12.46
12.55

37.03

37.08

13.63

15.28
21.77
19.49

14.75

14.08

20.13

15.03
28.62
23.85

22.77

21.97

23.80

Control
ConA
ConA+HKSMM50
  (25 μg/ml)
ConA+HKSMM50 
  (50 μg/ml)
ConA+HKSMM50 
  (100 μg/ml)
ConA+AHCC3) 
  (100 μg/ml)

 7.26
74.41
74.06

50.89

47.76

59.84

50.48
 2.03
 5.07

15.78

11.43

 4.33

12.85
 1.27
 3.17

10.45

15.51

 9.38

26.93
20.03
17.04

21.48

23.04

26.64

1)Jurkat cells were treated with ConA, followed by HKSMM50 or AHCC sample, and then incubated for 3 and 6 hr.     
2)The proportion of apoptotic cells (sub_G1 phase DNA) was measured by flow cytometric analysis using propidium iodide 

(PI) staining. 
3)AHCC represents a positive control.

HKSMM50 (25~100 μg/ml) 처리(3시간, 6시간)는 cell pro-
liferation, NFAT 활성화(발현된 NFAT가 cytosol에서 nu-
cleus에로의 이동) 및 IL-2 및 IFN-γ의 함량을 증가시켰고, 
COX-2 활성과 apoptosis는 감소시켰다. 따라서, ConA로 

활성화된 Jurkat cells에서 HKSMM50의 면역증가 효과를 

확인할 수 있었다.

고 찰

Human T lymphocyte인 Jurkat cells은 ConA에 의해 활성

화 되면 NFAT protein이 activation (dephosphorylation)되어 

IL-2 및 IFN-γ 등의 immunostimulatroy cytokines의 합성이 

증가되어 면역 활성을 나타낸다(Fig. 10) [7, 18, 46]. 본 연구

에서 ConA로 활성화한 Jurkat cells에 HKSMM50 처리는 

cytosol의 NFAT protein 함량은 낮추었고(Fig. 4), nucleic 

NFAT protein 함량을 높여(Fig. 5), IL-2 함량(Fig. 6)과 IFN-
γ 함량(Fig. 7)을 증가시켰다. 또한 HKSMM50은 ConA로 

활성화한 Jurkat cells의 COX-2 활성을 감소시켰고(Fig. 8), 
apoptosis를 억제하였다(Fig. 9, Table 1). 

많은 버섯 자실체 및 균사체의 추출물은 면역기능을 

증가시킨다고 보고되었는데, 이들 중 표고버섯 관련 추출

물이 가장 우수한 면역증진 역할을 한다고 밝혀졌다[2, 
5, 6, 10, 28]. Park 등[33]은 표고버섯, 먹물버섯, 새송이버

섯, 민자주방망이버섯의 열수추출물을 투여한 생쥐의 

spleen T 및 B lymphocytes의 IFN-γ/IL-4 비와 TNF-α의 생

성이 표고버섯 처리에서 높아 표고버섯의 면역작용이 가

장 높음을 시사하였다. 또한 Park [32] 등은 표고버섯 균사

체의 ethanol과 열수추출물이 sarcoma 180 세포로 처리된 

mouse에서 survial rate를 28% 증가시키고, tumor를 63% 
감소하였다고 보고하였다. 이와 같은 표고버섯의 면역증
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Fig. 10. A proposed mechanism by which HKSMM50 enhan-
ces immune functions in ConA-treated. Jurkat cells 
through NFAT protein activation, and β-glucan (LNT) 
and polyphenols (PP) actions. β-Glucan interacted 
with receptors (TCR and others) on the surface of 
Jurkat cells to activate an NFAT protein activation 
(dephosphorylation), resulting in the elevation of 
NFAT translocation into the nucleus from the cytosol, 
followed by an increase in IL-2 and TNF-γ cytokine 
productions. Meanwhile, the antioxidant activity of β- 
glucan including LNT, and PP suppressed apoptosis 
of Jurkat cells. COX-2 protein expression was also 
suppressed in Jurkat cells for an unknown reason.

진 효과는 표고버섯에 함유된 수많은 nutraceuticals 및 

pharmaceuticals에 기인하지만 그 중에서 가장 중요한 면

역증진과 관련 물질은 HKSMM50에도 15.4% 포함되어 있

는 β-glucan 인 LNT이다. 
LNT는 mouse macrophages, dendrite cells, peritoneal exu-

date cells 및 splenocytes 등의 면역세포를 직접 활성화하여 

IL-1α, IL-1β, TNF-α, IFN-γ 등을 비롯한 immunostimulatory 
cytokines 생성을 유도하였다[28, 31, 39]. 또한 LNT는 간접

적으로 T 세포 활성을 통하여 항종양 효과를 나타낸다. 
LNT는 Jurkat cells의 TCR/CD3에 결합하여 NFAT protein
의 activation에 의한 면역증강에 효과를 나타내는데, 이에 

관한 연구내용은 많지않다. LNT와 화학적 구조가 비슷한 

잎새버섯 (Maitake mushroom, Grifola frondosa)의 β-glucan
인 crudue Grifola fondosa polysaccharide (CGFP)는 Jurkat 
T cells에서 IL-5의 생성을 증가시켰다[34]. 우슬(Achyr-
anthes bidentata)의 β-glucan은 human T cell에 작용하여 

IFN-γ의 분비를 촉진시켰고[19], Tinospora cordifolia 유래 

RR1 β-glucan은 T cell의 증식을 촉진하고 IL-1, IL-12, 
IL-18 및 IFN-γ의 합성을 촉진시켰다[14]. 따라서 본 연구

에서 ConA로 활성화한 HKSMM50 (15.4% β-glucan 함유)
의 NFAT protein의 activation에 의한 IL-2와 IFN-γ의 생성 

증가는 LNT가 Jurkat cells의 TCR/CD3 receptor에 결합에 

기인하는 것으로 생각된다 

COX-2는 inflammation, platelet aggregation, neurotrans-
mitter release, smooth muscle contraction 등과 같은 수많은 

biological effects를 나타내는 prostaglandin E2 (PGE2)를 합

성하는 효소이다[16, 38]. COX-2가 수많은 고형암에서 과

발현된다는 것으로 보고되어[38], 대장암, 위암, 유방암 및 

전립선암과 인간 전립선암 세포에서 과발현되었다[25]. 따
라서 COX-2 효소 및 PGE2 합성이 chemoprevention과 anti-
tumor therapy의 주요 타겟이 됨을 의미한다[25]. Iniguez 
등[16]은 Jurkat cells이 TCR/CD3 또는 phorbol 12-myristate 
13-acetate (PMA)에 의한 활성화는 COX-2 mRNA와 protein
이 빠르게 유도되었고, COX-2의 선택적 억제제인 NS398 
및 celecoxib에 의해 early 또는 later events인 IL-2 및 IFN-γ 
생성이 억제되었음을 보고하였다. 이와 같은 결과는 Jurkat 
cells에서 NF-kB와 NFAT protein expression 억제에 기인한

다고 하였다. 반면에, Kundu 등[24]은 PMA로 활성화한 

mouse skin에서 resveratrol은 COX-2 protein expression과 

NF-kB activation이 억제되었음을 보고하였다. 본 연구에

서는 HKSMM50은 ConA로 활성화된 Jurkat cells에서 

NFAT protein activation이 증진되었지만(Fig. 4, Fig 5), COX- 
2 활성은 억제되었다(Fig. 8). 따라서 ConA로 활성화된 

Jurkat cell에서의 HKSMM50에 의한 COX-2 활성억제는 

더 연구가 수행되어야 할 것이다.
Apoptosis가 진행되는 동안 mitochondria에서 전자전달

계와 에너지대사의 파괴, caspase-specific활성화 단백질 

방출, 세포 내로 ROS유출, 세포 내 물질 환원 등과 같은 

변화가 일어난다. 따라서 세포내로 방출된 ROS는 신호전

달 및 신경전달, 세포증식 및 macrophages활성화 등을 포

함한 다양한 과정에 관여하며[15, 35], ROS는 apoptosis 유
도와 밀접한 관계가 있다[20, 41, 42]. ROS는 췌장 β-세포 

감소를 유도하여 type 1 및 2형 당뇨병의 발병을 유도하지

만[41, 42], 정상세포에서 apoptosis과정을 통해 비정상적

이거나 손상된 세포를 제거하고[11, 35], 암세포에서는 

apoptosis 과정을 유도하여 암세포를 제거한다[12, 35]. 이
와 같은 연구결과는 세포 내에서의 ROS가 apoptosis를 유

도한다는 것이다. 본 연구에서는 HKSMM50은 ConA로 활

성화된 Jurkat cells에서 apoptosis를 억제하였다(Fig. 9). 이 

결과는 HKSMM50이 항산화성을 나타내기 때문인 것으

로 추정된다. 많은 phenol화합물[47]이나 버섯 및 버섯균

사체 추출물에 함유된 polyphenols과 polysaccharides (β- 
glucan 및 LNT)가 항산화성이 있음이 보고되었다[3, 4, 8, 
9, 12, 23, 45]. Song 등[37]은 HKSMM50이 β-glucan (15.4 
%)와 polyphenol류(3.4 mg/g)를 함유하고 있어 RAW264.7 
cell에서 SOD와 catalase의 활성을 증가시켰다. Feher 등[9]
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은 높은 농도(10 ug/ml)의 LNT는 활성 간경변증 환자의 

적혈구와 림프구의 낮은 SOD 활성을 증가시켰다. 따라

서, HKSMM50에 함유된 β–glucan 및 total polyphenol의 

항산화성에 의해 세포 내에서 생성된 ROS제거에 의한 

Jurkat cells의 apoptosis를 억제함을 의미한다. 그러나 Yao 
등[47]은 phenol 화합물인 nonylphenol이 Jurkat cells에서 

caspase-8 의존 기전에 의해 apoptosis를 유도한다고 하였

다. 따라서, Jurkat cells에서 HKSMM50의 apoptosis 억제 

기전에 관한 연구는 더 수행되어야 할 것이다. 
결론적으로, 14% β-glucan과 페놀화합물을 비롯한 다양

한 생리활성물질을 함유한 HKSMM50은 ConA를 처리한 

human T lymphocyte인 Jurkat cells에서 NFAT protein을 활

성화 시켰다(Fig. 4, Fig. 5, Fig. 10). 따라서 NFAT protein이 

cytosol에서 nuclear로의 이동이 증가되어 IL-2와 IFN-γ의 

합성을 증가시켰다. 또한 HKSMM50은 ConA로 활성화한 

Jurkat cells에서 COX-2의 활성과 apoptosis를 억제하였다. 
따라서, HKSMM은 인체의 면역기능을 증진시키는 소재

로 활용할 수 있을 것이다.
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초록：HK표고버섯균사체의 ConA로 처리된 Jurkat cells에서 NFAT 활성화를 통한 면역증진
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HK shiitake mushroom mycelium (HKSMM: 14% β-glucan)은 식품의약품안전처의 개별인정형 간 건강 

기능식품 원료이다. HKSMM의 50% ethanol 추출물 (HKSMM50)에 대한 면역증강 효과를 Concanavalin A 
(ConA)로 활성화한 human T lymphocyte Jurkat cells에서 연구하였다. Active hexose correlated compound 
(AHCC)는 positive control로 사용하였다. ConA로 활성화한 Jurkat cells에 HKSMM50 (0, 25, 50, 100 μg g/ml) 
및 AHCC (100 μg g/ml)를 처리하고 3시간 또는 6시간 배양하였다. Jurkat cells의 cytosol과 nucleus에 함유된 

transcription factor인 nuclear factor of activated T cells (NFAT) 함량은 Western blotting으로 측정하였다. 
Interleukin-2 (IL-2)와 interferon-gamma (IFN-γ) 함량 및 cyclooxygenase-2 (COX-2) 활성은 enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA) kit로 분석하였다. HKSMM50은 cytosolic NFAT protein 함량은 낮추었고, nuclear 
NFAT protein함량은 증가시켰다. IL-2와 IFN-γ 함량은 증가되었고, COX-2 활성과 apoptosis는 억제되었다. 
AHCC 효과는 HKSSM50의 효과와 유사하였다. 이와 같은 결과는 HKSMM50가 ConA로 활성화된 Jurkat 
cells에서 NFAT protein을 활성화시켜, IL-2와 IFN-γ 함량을 증가시켰음을 의미한다. 또한 HKSMM50은 

COX-2 활성과 apoptosis를 억제하였다. 따라서 이와 같은 결과는 HKSMM이 면역증진을 위한 건강기능식

품 원료로 사용할 수 있음을 의미한다.


