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Redox factor (Ref)-1, a ubiquitously expressed protein, acts as a modulator of redox-sensitive tran-
scription factors and as an endonuclease in the repair pathway of damaged DNA. However, the function 
of Ref-1 in the differentiation of monocytes into macrophages has not been defined. In this study, 
we investigated the effects of Ref-1 on the monocyte differentiation process using the human monocytic 
cell line THP-1. The differentiation agent PMA increased cell adhesion over time and showed a sig-
nificant increase in phagocytic function but decreased the intracellular amount of Ref-1. Ref-1 inhibitor 
E3330 and Ref-1 knockdown using the siRNA technique reduced cell adhesion and the expression 
of differentiation markers, such as CD14, ICAM-1, and CD11b, by PMA stimulation. This means 
that the role of Ref-1 is absolutely necessary in the initial process of differentiating THP-1 cells 
stimulated by PMA. Next, the distribution of Ref-1 was examined in the cytoplasm and nucleus of 
THP-1 cells stimulated with PMA. Surprisingly, PMA stimulation resulted in the rapid translocation 
of Ref-1 to the nucleus. To prove that movement of Ref-1 to the nucleus is required for monocyte 
differentiation, a Ref-1 vector with the nuclear localization sequence (NLS) deleted was used. As 
a result, overexpression of ∆NLS Ref-1, which restricted movement to the nucleus, suppressed the 
expression of differentiation markers and notably reduced phagocytic function in PMA-stimulated 
THP-1 cells. In conclusion, these data suggest that the differentiation of monocytic THP-1 cells requires 
Ref-1 nuclear translocation during the initial process of biochemical events following stimulation from 
PMA.
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서 론

말초 혈액을 순환하는 단핵구(monocyte)는 혈관내막에

서 다양한 염증 신호에 반응하여 lymphocyte function-asso-
ciated antigen (LFA)-1 같은 다양한 adhesion molecules과 

화학주성 분자들의 상호작용에 의해 조직으로 이동하게 

되며 대식세포(macrophage)로 빠르게 분화하게 된다[15, 
26]. 활성화된 대식세포는 주요 기능인 포식기능(phagocy-
tosis)을 획득하는 동시에 염증성 cytokines, 반응성 활성산

소종(reactive oxygen species), 용해소체 효소(lysosomal en-
zymes)를 합성하여 면역학적 역할을 수행한다[2, 12, 29]. 
하지만 단핵구의 비정상적 거품세포(foam cell)로의 전환

이나 정확히 조절되지 않는 대식세포의 과도한 활성은 혈

관계의 병리적 상태를 초래하게 된다[11, 22]. 그러므로 

단핵구의 대식세포로의 분화 및 대식세포의 활성화 과정

의 정확한 기전과 관련된 인자들의 상호관련성의 이해가 

필요하다.
Redox factor (Ref)-1은 apurinic/apyrimidinic (AP) endo-

nuclease로 DNA repair에 관여하는 핵단백질로 알려져 있

으며[3, 20], 최근 nuclear factor kappa-light-chain-enhancer 
of activated B cells (NF-κB), AP-1, p53 같은 redox-sensitive 
transcription factors의 DNA 부착을 촉진하는 역할을 한다

고 밝혀졌다[8, 13, 31]. 게다가 Ref-1은 endothelial cells, 
hepatocytes, thyroid cells을 포함하는 다양한 유형의 세포

의 cytoplasm에서 관찰되었고[1, 27], 대사적으로 아주 활

발한 spermatocytes와 hippocampal cells의 cytoplasm에서도 

존재함이 보고되었다[4, 10]. Ref-1은 hypoxia, radicals, ion-
izing radiation, DNA-damaging drugs 같은 oxidative stress에 

직면하면 발현이 증가하며, 대식세포의 활성화 과정에도 

관여함이 보고되었다[18, 24, 31]. 대식세포의 기능을 규명

하기 위해 흔히 사용되는 RAW 264.7 세포주에 lipopoly-
saccharide (LPS)로 자극하여 활성화를 유도한 경우, Ref-1
이 NF-κB의 핵으로의 이동을 중재하여 inducible nitric ox-
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ide synthase의 발현을 유도함이 밝혀졌다[19]. 또한 RAW 
264.7 세포주에 Ref-1을 과발현시킨 후 LPS로 자극하면 

NF-κB의 핵이동이 저해되어 대식세포의 활성이 억제됨

이 보고되었다[32]. 하지만 새롭게 밝혀진 Ref-1의 cyto-
plasm에서의 기능과 더불어 cytoplasm과 핵 간의 이동 

shuttle에 관여하는 인자들과 기전에 대하여 정확하게 밝

혀지지 않은 실정이다.
본 연구에서는 단핵구의 대식세포로의 분화과정에서 

Ref-1의 역할을 인간 단핵구세포주 THP-1을 이용하여 조

사하였다.

재료 및 방법

시약

Protease inhibitor cocktail, phorbol 12-myristate 13-acetate 
(PMA), trypan blue, (2E)-2-[(4,5-dimethoxy-2-methyl-3,6- 
dioxo-1,4-cyclohexadien-1-yl)methylene] undecanoic acid 
(E3330)은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) 제품

을 구입하여 사용하였다. CD14, ICAM-1, CD11b, β-actin
에 대한 항체는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, 
USA) 제품을 사용하였다. ProteoJET™ cytoplasmic/ nu-
clear protein extraction kit는 Fermetas (Waltham, MA, USA) 
제품을 구입하였고, enhanced chemiluminescence (ECL) 
western blotting kit는 Amersham Pharmacia Biotech (Piscat-
away, NJ, USA) 제품을 사용하였다.

세포배양 및 분화의 유도

인간 단핵구세포주 THP-1는 한국세포주은행에서 구입

하였고, 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin, 10 mM 
HEPES, 10% heat-inactivated FBS를 포함하는 RPMI-1640 
배양액으로 5% CO2 조건의 37℃ incubator에서 0.5–5×105 
cells/ml 밀도로 유지하였고, 모든 실험에서 plating 하고 

3시간 동안 안정화시킨 후 사용하였다. 분화유도제 PMA
의 농도는 100 nM로 사용하였고, 실험목적에 맞게 24에서 

96시간 동안 배양한 후 세포를 얻어 세포성장, 부착능, 포
식기능 및 western blotting 등을 수행하였다. 또한, Ref-1 
억제제인 E3330은 배양중인 세포에 2시간 동안 먼저 처리

한 후 PMA로 자극하였다.

Phagocytosis(포식기능)의 분석

배양중인 THP-1 세포에 PMA를 처리하여 분화를 유도

한 다음, 24, 48, 72시간 경과한 시점에서 분화한 세포의 

포식기능을 분석하였다. 평균 직경이 0.5 μm인 carbox-
ylate-modified red fluorescent latex beads (Sigma, St. Louis, 
MO, USA)를 이용하여 제조사가 공급한 protocols에 따라 

실시하였다. 세포를 배양중인 각 well에 latex beads를 5 
μl씩 첨가하고 4시간 동안 정상 조건의 CO2 incubator에서 

배양시킨다. 그 후, PBS로 세포를 조심스럽게 씻어준 다

음 형광현미경으로 관찰하였다.

Western blotting

배양 세포를 60-mm dish에 2×105 cells/ml의 농도로 분주

하여 사용하였고, 배양액에 존재하는 부유 세포와 부착한 

모든 세포를 수확하여 PBS로 세척한 후, 50 mM Tris-HCl 
(pH 7.4), 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40에 protease in-
hibitor cocktail을 첨가한 lysis buffer를 이용하였다. 분리된 

전체 단백질은 bicinchoninic acid 방법으로 정량한 후, 동
일한 양의 단백질을 10% SDS-polyacrylamide gel에 전기영

동하고 electroblotting apparatus (Bio-rad, Richmond, CA)를 

이용하여 PVDF membrane에 이동시켰다. 일차 항체 및 

horse radish peroxide (HRP)가 부착되어 있는 이차 항체를 

반응시키고, 면역복합체는 ECL kit를 이용하여 LAS-3000 
Luminescent Image Analyzer (Fujifilm, Tokyo, Japan) 기기

에서 분석하였다.

세포 생존율 및 부착능 측정

세포를 24 well plate에 5×104 cells/well의 밀도로 분주하

여 다양한 농도의 E3330과 PMA를 처리하였다. 48시간 

배양 후 부유 세포 및 0.01% trypsin-EDTA을 이용하여 

dish에 부착한 세포를 각각 수확하여 trypan blue dye ex-
clusion 방법으로 염색하여 EVETM automatic cell counter 
(NanoEntek, Seoul, Korea)를 이용하여 살아있는 세포와 죽

은 세포의 수를 측정하여 생존과 세포성장을 분석하였다. 
세포의 부착능은 살아있는 세포의 전체 [N(t)] 와 부착한 

세포의 평균 [N(a)]을 이용하여 [N(a)/N(t)]×100으로 계산

하여 세포수를 표현하였다.

Small interfering RNA (siRNA)의 transfection

인간 Ref-1 mRNA를 특이적으로 방해하도록 설계한 

21-nucleotide duplex siRNA (AA-N19 mRNA target se-
quence 5’-CUUCGAGCCUGGAUUAAGA-3’)를 Dharmacon 
Inc. (Lafayette, CO, USA)에 ‘ready-to-use’ 상태로 주문하

여 사용하였다. THP-1 세포를 1×105 cells/ml의 농도로 60- 
mm dish에 분주한 뒤 12시간 배양한 후, Ref-1 siRNA를 

Amaxa Biosystems (Cologne, Germany) 제품인 Nucleofec-
tor를 이용하여 제조사가 추천하는 protocol에 따라 trans-
fection 하였다.

세포질 및 핵 단백질 분리

ProteoJETTM cytoplasmic/nuclear protein extraction kit를 

이용하였는데 간단히 언급하면, PBS로 세척한 세포를 

protease inhibitor cocktail을 포함한 200 μl hypotonic lysis 
buffer (10 mM HEPES, pH 7.9; 10 mM KCl and 1.5 mM 
MgCl2)에서 resuspension 시킨 후, 2.5% NP-40을 25 μl 첨가
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Fig. 1. Change of Ref-1 on PMA-stimulated differentiation of monocytic cells. THP-1 cells were incubated with 100 nM PMA 
for up to 72 hr. (A) Cells were challenged with carboxylate-modified polystyrene latex beads. Three independent experi-
ments were performed and values are the means of ± SDs obtained from triplicate experiments. *p<0.05 and **p<0.01 
vs. the untreated macrophages. (B) Whole cell lysates were analyzed by western blotting to detect expression level of 
Ref-1. β-actin was used as an internal control to monitor equal protein loading.

하여 파괴시킨다. 부드럽게 vortexing 후, 세포질 분획과 

핵을 얻고, 핵 단백질은 extraction buffer (10 mM HEPES, 
pH 7.9; 100 mM NaCl; 1.5 mM MgCl2; 0.1 mM EDTA and 
0.1 mM DTT)를 이용하여 분리하였다. Cell fractionation의 

모든 과정은 4℃에서 수행하였다.

Ref-1 expression vector의 준비와 transfection

Nuclear localization signal (NLS) 부위인 N말단의 35 
amino acids 잔기를 제거한 cytoplasmic Ref-1 (ΔNLS) vec-
tors는 미국 Johns Hopkins 의과대학의 Kaikobad Irani 교수

로부터 공급받았다[9]. THP-1 세포를 1×105 cells/ml의 농

도로 60-mm dish에 분주한 뒤 12시간 배양한 후, cytoplas-
mic Ref-1 (ΔNLS)과 control vector를 Invitrogen (Carlsbad, 
CA, USA) 제품인 Lipofectamin 2000 reagent를 이용하여 

제조사가 추천하는 protocol에 따라 transfection 하였다.

통계

모든 실험은 적어도 세 번 반복하였고, 결과는 means 
± standard deviations (SD)로 표현하였다. 실험결과는 one 
way ANOVA test를 이용하여 p-value를 구하여 유의성을 

검증하였다.

결 과

단핵구세포주 THP-1의 분화와 Ref-1의 감소

PMA는 단핵구를 대식세포로 분화를 유도하기 위해 가

장 널리 사용되는 물질이다. 분화 과정의 지표로 가장 먼

저 나타나는 현상은 다양한 막표면 분자들의 발현과 더불

어 세포 부착능의 증가이고, 성숙한 분화과정을 거친 대

식세포는 포식기능을 획득하게 된다. 우선적으로, 분화 

과정에 따른 포식기능(phagocytic activity) 획득과 Ref-1의 

발현을 조사하기 위하여, 배양중인 THP-1 세포에 100 nM 

PMA를 처리하여 24, 48, 72시간 동안 배양하였다. PMA 
자극에 의해 시간이 경과하면서 THP-1 세포의 포식기능

은 증가함을 나타내었다(Fig. 1A). 놀랍게도, Ref-1의 발현

은 48시간이 지나면서 급격하게 감소하는 경향을 western 
blotting을 이용하여 관찰하였다(Fig. 1B). 이는 완전한 분

화과정을 거친 대식세포에서는 Ref-1이 존재하지 않는다

는 것을 의미한다. 

PMA에 의한 분화 유도에서 Ref-1 억제의 효과

단핵구 분화과정의 초기에 Ref-1의 역할을 조사하기 위

하여, Ref-1의 활성 및 발현을 억제한 후 PMA로 단핵구의 

분화를 유도하였다. 먼저, Ref-1 활성억제제인 E3330을 다

양한 농도에서 세포독성 실험을 한 후(Fig. 2A), 세포 생존

율에는 영향을 주지 않는 100 μM E3330을 2시간 동안 전

처리 후 PMA로 THP-1 세포의 분화를 자극하였다. E3330
은 PMA 자극에 의한 분화 과정의 지표인 세포의 부착능

을 크게 감소시켰다(Fig. 2B). 다음으로, siRNA 기법을 사

용하여 세포에 존재하는 Ref-1 knockdown도 세포 부착능

의 감소를 보였다(Fig. 3). 이는 대식세포로 완전히 분화한 

성숙한 세포는 Ref-1이 존재하지 않지만, PMA 자극에 의

한 THP-1 세포의 분화 초기과정에는 Ref-1이 절대적으로 

필요하다는 것을 의미한다.

PMA 자극에 의한 Ref-1의 핵 이동

Ref-1은 단핵구 분화 초기에 중요한 역할을 수행하기 

때문에, PMA로 자극한 단핵구 세포주에서 Ref-1의 세포 

내 이동의 변화를 조사였다. PMA로 24시간 동안 자극한 

세포로부터 핵과 세포질 단백질을 분리하여 western blot-
ting으로 확인하였디. 흥미롭게도, PMA로 자극한 THP-1 
세포주에서 Ref-1은 세포질에서 핵으로 이동함을 관찰할 

수 있었다(Fig. 4).
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Fig. 2. Effect of Ref-1 inhibitor E3330 on cell viability and adherence. THP-1 cells were plated at 5×104 cells per 24-well 
plate, and the cells were pretreated with different concentrations of E3330 (1, 10 or 100 μM) for 30 min and then 
incubated with 100 nM PMA for 48 hr. (A) Cells were analyzed for viability using the trypan blue dye exclusion assay 
(live cells, ●; dead cells, ○). (B) Cell adherence was analyzed as described in “Materials and Methods”, and data 
shown represent relative cell adherence. The results are presented as the means of ± SDs of three independent experiments. 
*p<0.05 and **p<0.01 vs. the untreated control cells.

A B

 

Fig. 3. Effect of Ref-1 siRNA on PMA-stimulated adhesion of monocytic THP-1 cells. Cells were transfected with siRNA for 
the silencing of the Ref-1 gene, and were treated with 100 nM PMA for 48 hr. (A) The efficiency of Ref-1 silencing 
was analyzed by western blotting using specific Ref-1 antibody. (B) Data shown represent relative cell adherence. The 
results are presented as the means of ± SDs of three independent experiments. *p<0.05 and **p<0.01 vs. the untreated 
control cells.

Fig. 4. Nuclear localization of Ref-1 in PMA-stimulated THP-1 
cells. Cells were treated with 100 nM PMA for 24 hr. 
Then, cytoplasmic and nuclear proteins were isolated 
and used for western blotting to detect expression level 
of Ref-1. β-actin was used as an internal control to 
monitor equal protein loading.

단핵구 분화에서 cytoplasmic Ref-1 과발현의 영향

다음으로, 단핵구 분화과정에서 Ref-1의 핵으로의 이동

이 수반되어야 한다는 가설을 증명하기 위하여, 단백질의 

핵으로의 이동에 필요한 서열인 N말단에 존재하는 NLS
를 제거한 Ref-1 vector를 이용하여 조사하였다. 그 결과, 
핵으로의 이동이 제한된 ∆NLS Ref-1의 과발현은 PMA 자
극에 의해 분화과정에 발현하는 막표면 단백질인 CD14, 
ICAM-1, CD11b의 발현 억제를 나타내었다(Fig. 5A). 또
한, ∆NLS Ref-1가 과발현된 세포에 PMA의 자극은 PMA 
단독으로 처리한 세포와 비교하여 carboxylate-modified la-
tex beads의 포식기능도 현저한 감소를 보였다(Fig. 5B).

고 찰

인체에서 산소분자의 대사는 superoxide (O2
.-), perox-
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Fig. 5. Effect of ΔNLS Ref-1 overexpression on PMA-stimulated differentiation of monocytic cells. Cells were transfected with 
ΔNLS Ref-1 expression vector, incubated for 24 hr, treated with 100 nM PMA for 48 hr. (A) The expression of macrophage 
differentiation markers was analyzed by western blotting using specific antibodies against CD14, ICAM-1, and CD11b. 
β-actin was used as an internal control to monitor equal protein loading. (B) Cells were challenged with carbox-
ylate-modified polystyrene latex beads. The results are presented as the means of ± SDs of three experiments. *p<0.05 
and **p<0.01 vs. the untreated macrophages.

ynitrite (ONOO-), hydrogen peroxide (H2O2), nitric oxide 
(NO.) 등 다양한 반응성 산소 대사물(reactive oxygen spe-
cies, ROS)을 생성한다[6, 30]. 정상적인 생리적 환경에서 

ROS는 세포의 성장과 분화과정에서 중요한 신호전달 인

자로써 작용하며, oxidants의 생성속도와 제거속도가 균형

을 이루어 redox (reduction-oxidation, 산화환원) 평형 상태

를 유지한다. 하지만 유해한 환경인자나 감염 등에 의해 

발생하는 산화적 스트레스(oxidative stress)는 조직과 세포

의 항상성과 자기방어 기능을 약화시켜 다양한 염증관련 

질환과 노화뿐만 아니라 암을 야기하는 주요 인자로 인식

되고 있다[5, 14]. 그러므로 조직과 세포에 치명적인 산화

적 스트레스뿐만 아니라 산화된 단백질과 산화된 choles-
terols (oxysterols) 등을 제거하기 위해 다양한 radical scav-
enger 역할을 하는 항산화물질과 항산화효소를 포함한 항

산화계(antioxidant system)의 역할이 중요하다고 할 수 있

다[7, 17, 19].
활성화된 대식세포의 작용기전은 phagolysosome 내 다

양한 분해효소의 합성 외에도 직접적으로 ROS를 이용한

다. 또한 ROS는 redox-sensitive한 전사인자들을 활성화시

켜 IL-1와 TNF-α 같은 염증성 cytokines의 발현을 유도한

다. 또한 혈관에 존재하는 단핵구의 CD11a plus CD18 분
자가 내피세포의 ICAM-1에 부착하는 과정과 조직 내로 

이동 후 대식세포로의 분화과정에서 수많은 인자들의 상

호작용에 다양한 ROS가 관여함이 밝혀지고 있다[2, 21, 
23]. 단핵구의 대식세포로의 분화와 활성화과정의 이해는 

인체의 생리 및 면역 측면에서 실로 중요하지만, 그 상세

한 기전은 아직 완전히 밝혀져 있지 않는 실정이다. 그러

므로 항산화물질의 작용기전 뿐만 아니라 glutathione 
(GSH) synthetase, GSH reductase, GSH peroxidase (GPx), 
thioredoxin (Trx) reductase, superoxide dismutase (SOD), 

catalase, heme oxygenase (HO), Ref-1 같은 항산화과정에 

관여하는 항산화효소들의 연구도 최근 활발히 이루어지

고 있다[16, 28, 33].
Ref-1은 처음 암세포주 HeLa의 핵분획에서 분리되었고 

DNA repair에 관여하는 핵단백질로 알려져 있었으나, 
spermatocytes, hippocampal cells 같은 대사가 활발한 세포

임에도 불구하고 세포질 발현 경향을 보인다. 다양한 세

포에서 Ref-1은 조금씩 다른 subcellular expression pattern
을 보이고, 핵과 세포질을 오가며 다양한 생화학적 역할을 
담당하는 것으로 밝혀졌다. RAW 264.7 대식세포주를 이

용한 선행 연구결과에서, Ref-1은 AKT를 이용해 NADPH 
oxidase의 조립을 조절함으로써 활성화의 지표로 사용되

는 nitric oxide (NO) synthase의 발현에 필요한 NF-κB의 

핵이동을 중재한다는 사실을 밝혔다[24]. 또한, Ref-1의 세

포내 과발현은 lipopolysaccharide로 자극한 RAW 264.7 세
포주의 NO 생성을 억제하였다. 인간 단핵구세포주 THP-1
을 이용한 대식세포로의 분화과정 실험에서, Ref-1은 

NADPH oxidase의 세포질 인자인 p47PHOX subunit과 상호

작용하여 NADPH oxidase 활성을 조절함으로써 대식세포 

표현형 막단백질의 발현과 세포부착에 관여하였다[25]. 
하지만, 단핵구의 대식세포로의 분화과정에서 Ref-1의 정

확한 기전 및 다른 분화 조절인자들의 상호관련성과 핵으

로의 이동 등에 관한 정보는 부족한 실정이다.
본 연구에서 Ref-1의 단핵구 분화과정에 미치는 영향을 

인간 단핵구세포주 THP-1을 이용하여 조사하였다. 가장 

널리 사용되고 있는 분화제인 PMA를 처리하면 시간이 

경과함에 따라 막표면 단백질의 변화와 부착능이 증가하

고 대식세포의 주요 기능인 포식기능을 획득하게 된다. 
하지만, 분화가 진행됨에 따라 Ref-1의 발현은 48시간이 

지나면서 급격하게 감소하는 경향을 보였다(Fig. 1). 이는 
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완전한 분화과정을 거친 대식세포에서는 Ref-1이 존재하

지 않는다는 것을 의미한다. 하지만 Ref-1의 억제제인 

E3330과 Ref-1 siRNA를 이용한 실험에서, Ref-1이 PMA 
자극을 받은 THP-1 세포의 분화 초기과정에 절대적으로 

필요하다는 것을 밝혔다(Fig. 2, 3). Ref-1은 오랜 기간 핵

단백질로 알려져 있었으나, 최근 많은 연구자들에 의해 

Ref-1이 세포질에 존재하며 다양한 기능을 가진다는 보고

가 이어지고 있다. THP-1 세포주에서 Ref-1은 세포질과 

핵에 모두 존재하며 다양한 기능을 하는 것으로 여겨진

다. PMA로 자극한 THP-1 세포주에서 Ref-1은 세포질에서 

핵으로 분화초기에 이동하기 때문에(Fig. 4), 핵으로의 이

동에 필요한 서열인 N말단에 존재하는 NLS를 제거한 ∆
NLS Ref-1 vector를 이용하여 가설을 증명하였다. 결론적

으로, Ref-1이 분화제 자극에 의한 분화 초기과정에 핵으

로 이동하여 다양한 전사인자의 활성에 관여하는 것으로 

여겨진다. 하지만, 염증반응을 포함한 oxidative stress (산
화적 스트레스) 상황에서 Ref-1은 항산화 효과를 나타내

기 위하여 증가하게 된다. 이는 세포질에서의 양적 증가

를 초래하게 되기 때문에 단핵구의 분화와 활성화 과정에

서 상호작용의 이해를 위한 연구가 절실하다고 여겨진다.
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초록：단핵구세포주 THP-1의 분화과정에서 Ref-1의 역할
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Redox factor (Ref)-1은 세포질과 핵을 오가며 산화환원(redox) 환경에 민감한 transcription factors의 조절

과 손상된 DNA의 교정 등 다양한 기능을 수행하는 단백질이다. 하지만, 단핵구(monocyte)의 대식세포

(macrophage)로의 분화과정에서 Ref-1의 역할은 잘 알려져 있지 않다. 본 연구에서는 인간 단핵구세포주 

THP-1을 이용하여 Ref-1의 단핵구 분화과정에 미치는 영향을 조사하였다. 분화제 phorbol 12-myristate 
13-acetate (PMA)는 시간이 지날수록 세포의 부착능을 증가시키고 포식기능의 현저한 증가를 보이지만, 
Ref-1의 세포 내 양을 현저히 감소시켰다. Ref-1의 억제제인 E3330와 siRNA 기법을 이용한 Ref-1 knock-
down은 PMA에 의한 세포 부착능과 막표면 분화인자의 발현을 현저히 감소시켰다. 이는 PMA에 자극을 

받은 THP-1 세포의 분화 초기과정에는 Ref-1의 역할이 절대적으로 필요하다는 것을 의미한다. 단핵구 분화

과정에서 Ref-1의 작용기전을 조사하기 위하여, PMA로 자극한 THP-1 세포의 세포질과 핵에서 Ref-1의 

분포를 조사하였다. 놀랍게도, PMA 자극은 Ref-1을 빠르게 핵으로 이동하는 결과를 나타내었다. Ref-1의 

핵으로의 이동이 단핵구 분화에 필요함을 증명하기 위하여, nuclear localization sequence (NLS)가 제거된 

Ref-1 vector를 사용하였다. 그 결과, 핵으로의 이동이 제한된 ∆NLS Ref-1의 과발현은 PMA 자극에 의한 

막표면 단백질의 발현 억제와 포식기능의 현저한 감소를 보였다. 이를 종합하면, Ref-1은 분화제 자극에 

의한 분화 유도 초기과정에 핵으로 이동하여 다양한 분화인자의 발현에 관여하는 것으로 보인다.


