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  The effect of acetone fraction prepared from bamboo leaf on cell 

differentiation was investigated in a HL-60 cell culture system. Treatment of 

HL-60 cells with 50-400㎍/㎖ actone fraction of bamboo leaf for 72h inhibited 

cell proliferation and  induced a small increase in cell differentiation.

Interestingly, synergistic induction of HL-60 cell differentiation was observed 

when the acetone fraction of bamboo leaf was combined with either 5nM 

1,25-(OH)2D3 or 50nM all-trans retinoic acid. Flow cytometric analysis indicated 

that combinations of 1,25-(OH)2D3 and acetone fraction of bamboo leaf stimulated 

differentiation predominanatly to monocytes whereas combinations all-trans 

retinoic acid and the acetone fraction of bamboo leaf stimulated differentiation 

predominantly to granulocytes. These results suggest that the acetone fraction 

of bamboo leaf enhanced leukemia cell differentiation and suggest a possibility 

of bamboo in the treatment of leukemia.

  Also, We investigated the effects of acetone fraction prepared from bamboo 

leaf on the production of IL-12 from mouse macrophages stimulated with 

lipopolysaccharide(LPS). The acetone fraction of bamboo leaf potently inhibited 



the LPS-induced IL-12 production from RAW 264.7 monocytic cell-line in a 

dose-dependent manner. The effect of the acetone fraction of bamboo leaf on 

IL-12 gene promoter activation was analyzed by transfecting  RAW 264.7 cells 

with IL-12 gene promoter/luciferase constructs. The repressive effect mapped to 

a region in the IL-12 gene promoter containing a binding site for NF-κB. 

Futhermore, activation of macrophage by LPS resulted in markedly enhanced 

binding activity to the NF-κB site, which significantly decreased upon addition 

of the acetone fraction of bamboo leaf, indicating that the acetone fraction of 

bamboo leaf inhibited IL-12 production in LPS-activated macrophages via 

inhibition of NF-κB binding activity.
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ⅠⅠⅠⅠ. . . . 서론서론서론서론

  대나무는 일본, 한국, 쿠릴 섬과 사할린 남쪽지역의 일부 러시아에 널리 분포하고 

있으며 대나무 잎과 줄기의 추출물은 일본, 한국, 중국 그리고 에스토니아에서 

stimulation drinks로 사용되어지고 있다. 대나무 잎은 강력한 항종양, 항염, 항균 그

리고 항궤양 활성을 가지고 있어 약물학적 연구에 주목을 받고 있다(Kim et al., 

2001; Kim et al., 1995; Chuyen et al., 1982; Shibata et al., 1979). 또한 대나무 

잎의 lignin은 항암효과를 나타내고(Murakami et al., 1968) 대나무 잎으로부터 분리

된 다당류(polysaccharide)는 항종양활성을 나타내며(Suzuki et al., 1988) 최근 대나

무 잎으로부터 2가지 다당류(GK1, GK2)가 분리되었다(Raidaru et al., 1997). 또한 대

나무 잎의 methanol 추출물이 cancer cell line에 세포소멸(apoptosis)을 유도함으로 

항종양 활성(antitumor activity)을 나타냈다(Kim et al., 2003). 이처럼 대나무 잎 

추출물이 항암, 항염증, 항생제로서의 효과를 나타내는 이유로 대나무 잎 추출물이 면

역계를 조절할 수 있는 역할을 수행하기 때문일 것이라고 생각되며 만일 대나무 잎 추

출물이 면역조절물질로서 작용한다면 지금까지 알려진 효과 이외의 새로운 면역계 질

환의 예방 및 치료에 활용될 수 있을 것으로 예상된다.

  인간의 전골수세포성 백혈병 HL-60 cell은 1,25-dihydroxyvitamin D3〔1,25(OH)2D3〕

혹은 all-trans retinoic acid로 각각 처리하였을 때 단핵구(monocyte) 혹은 과립구

(granulocyte) 계통(lineage)으로 분화된다(Breitman et al., 1980; Tanaka et al., 

1983). 이것은 생체외(in vitro)에서 세포 분화를 연구하기 위한 탁월한 model system

이 되고 있다. 몇 가지 연구에서 protein kinase C의 활성이 특히 단핵구성 경로

(monocytic pathway)에 속한 HL-60 cell의 분화에 필요함을 제시해 주고 있다.

  Interleukin-12(IL-12)는 2개의 유전자에 의해 암호화된 35(p35)kDa과 40(p40)kDa의 

아단위(subunit)가 2개의 이황화결합((disulfide binding)에 의해 구성된 이형복합체 

cytokine이다. IL-12의 발현유도는 다양한 미생물뿐만 아니라 그들의 생성물들에 의한 

자극에 반응하는 식세포와 항원 제시세포에 의해 설명된다(Ma & Trinchieri, 2001). 

p40 아단위의 발현은 높게 유도되어지고 이는 전사단계(transcription level)에서 일

차적으로 조절된다(Kang et al., 1996). 2개의 주요 조절부위가 확인되었고 이것은 전
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사인자(transcription factor)의 Ets에 포함된 유도 단백질과 전사인자의 NF-κB계가 

연결되었음이 밝혀졌다(Gri et al., 1998).

  IL-12는 T cell과 자연살해세포(natural killer cell, NK cell)을 통해 다양한 생물

학적 활성들을 발휘하는데, 세포독성은 증가시키고 interferon-γ의 생산을 유도하며 

세포증식을 촉진한다. IL-12생성은 T helper type 1 cell(Th1 cell)의 발생과 세포매

개면역반응의 개시를 위해 매우 중요하다. 최근 type-1 당뇨병, 다발성 경화증, 류마

티스성 관절염, 감염성 장질환 그리고 급성 graft-versus-host와 같은 Th1 매개 자가

면역질환의 설치동물 model에서 발병에 있어 IL-12의 주요한 역할이 증명되었다

(Adorini, 1999). 따라서 IL-12의 생성을 약리학적으로 조절함은 type-1 cytokine 반

응으로 나타나는 특이 면역매개질환을 조절하는 중요한 방법이다. 

  본 연구는 인간의 전골수세포성 백혈병 HL-60 cell culture system을 통해 대나무 

잎의 acetone 분획이 세포 분화에 미치는 영향에 대하여 연구하였다. 또한 HL-60 cell 

분화에 있어 대나무 잎의 acetone 분획이 1,25(OH)2D3 혹은 all-trans retinoic acid와 

병용 처리하였을 때의 효과에 대해서도 연구하였다. 1,25(OH)2D3와 all-trans retinoic 

acid는 HL-60 cell의 내인성인 분화자극제로서(Chen et al., 1991) 널리 사용되어지기 

때문에 본 연구에 사용하였으며 all-trans retinoic acid는 임상적으로 급성 전골수세

포성 백혈병의 치료제로 널리 사용되어 지고 있다(Orfanos et al., 1987). 대나무 잎

의 acetone분획이 LPS에 의해 활성화된 mouse 대식세포(macrophage)의 IL-12생성에 미

치는 효과도 연구하였다. 이 연구를 통해서 대나무 잎 acetone 분획과 면역관련 질환

과의 상관관계를 밝히고자 하였다.
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ⅡⅡⅡⅡ. . . . 문헌연구문헌연구문헌연구문헌연구

1. 1. 1. 1. 대나무 대나무 대나무 대나무 잎잎잎잎

 1) 1) 1) 1) 기원기원기원기원

  대나무는 벼과의 상록 교목으로 아열대, 열대 및 온대 지방까지 널리 퍼져 있고 우

리나라를 위시한 동남아시아에서 주로 분포하며 특히 우리나라에서는 왕대속

(Phyllostachys), 조릿대속(Sasa) 및 해장죽속(Arundrinaria) 등의 대나무가 자라고 

있다. 우리나라에서 자라는 왕대속은 참대로 불리는 왕대(Phyllostachys ambusoides), 

맹종죽으로 불리는 죽순대(Phyllostachys pubescence), 분죽과 담죽으로 불리는 솜대

(Phyllostachys nigra var. hononis) 등이 있다(이유미, 2005).

  한방에서는 솜대의 어린잎을 죽엽이라 하고 솜대의 잎 외에도 조릿대의 잎을 함께 

사용하고 있으며《명의별록》에는 중품으로 수재되어 있고 담죽엽, 죽엽권심으로 불리

기도 한다. 6∼7월경에 어린잎을 채취하여 햇볕이나 음지에서 건조한 것을 죽엽(竹葉)

이라 하고 대나무의 녹색외피를 먼저 제거한 후 줄기의 중간층을 긁어모은 것을 죽여

(竹茹)라 하며 대나무의 줄기를 자르고 그 중심부분을 가열하여 나온 즙액을 죽력(竹

瀝)이라 한다(신민교, 1979).

  대나무 잎의 한약명이 죽엽과 담죽엽으로 혼용되고 있으나 기원식물과 효능에 약간

의 차이가 있다. 죽엽은 솜대(Phyllostachys nigra var. henosis Stapf)의 잎으로 녹색

이고 길이가 7.5∼16㎝, 너비가 1∼2㎝이며 평행맥이고 6∼8대칭으로 작은 횡맥이 뚜

렷하다. 담죽엽은 조릿대풀(Lophatherum gracile BRONGN)의 잎으로 청색이고 길이가 5∼

20㎝, 너비가 1∼3.5㎝이며 평행맥이고 맥간에 횡문이 있다(김재환 & 주영승, 1996; 

江蘇新醫學院, 1977; 高木敬次郞 등, 1982; 劉春安 & 彭明, 1994; 한국생약학교수협의

회, 1994; 한방약리학교재편찬위원회, 2005; 한국생약학교수협의회, 1998). 

 2) 2) 2) 2) 효능효능효능효능
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죽엽은 청열, 이뇨, 생진의 효능으로 번갈, 소변불리, 구설생창, 소갈 등을 치료하고 

담죽엽은 이뇨, 제번, 청열, 청심화의 효능으로 번민, 요농, 소갈, 구담, 설창 등을 

치료한다. 예로부터 대나무의 방부효과를 이용해서 김치를 담근 후 대나무 잎으로 덮

거나 동치미에 대나무 잎을 띄워서 보관기간을 연장하기도 하였다(김재환 & 주영승, 

1996). 대나무 잎의 성분은 arundoin, cylindrin, taraxerol, friedelin, lignin 등으

로 알려져 있고 이외에도 당류, 아미노산류, 비타민류 등을 함유하고 있다(江蘇新醫學

院, 1977; 高木敬次郞 등, 1982; 劉春安 & 彭明, 1994).

 3) 3) 3) 3) 약리작용에 약리작용에 약리작용에 약리작용에 대한 대한 대한 대한 연구연구연구연구

  김 등(Kim et al.,1996), 김 등(Kim et al., 1996), 정 등(Chung et al., 1995)은 

주로 김치의 젖산균에 대한 항균효과를 보고하였고 백 등(Back et al., 2002)은 식중

독균에 대하여 약한 항균력이 있다 보고하였다. 김 등(Kim et al., 2001)은 약한 항균

성을 보이고 아질산염소거능이 높게 나타났다 보고하였으며 신 등(Shin & Lee, 1991)

은 식품의 변질에 관여하는 균주에 항균성이 있다 보고하였고 Chuyen 등(Chuyen et 

al., 1982)은 가공식품에 사용되어 항균효과가 있음을 보고하였다. 김 등(Kim et al., 

1995)은 CCl4로 유도되어진 지질과산화를 저해한다 보고하였으며 신 등(Shin & Han, 

2002)은 HDL-콜레스테롤을 증가시키고 LDL-콜레스테롤을 감소시켰다 보고하였으며 이 

등(Lee et al., 2004)은 독성이 없고 항돌연변이 활성을 나타내며 동물의 성장에 안전

하다 보고하였다. 이 등(Lee & Moon, 2003)은 강력한 LDL산화억제효과를 나타냈다 보

고하였으며 Hutchin 등(Hutchins & Smith, 1987)은 해열작용과 이뇨작용이 있다 보고

하였고 Shibata 등(Shibata et al., 1975; Shibata et al., 1975)은 항염증, 항궤양, 

중추억제작용 및 중금속해독작용이 있다 보고하였다. Kuboyama 등(Kuboyama et al., 

1981)은 Ehrlich carcinoma 및 sarcoma-180의 고형종양에 대하여 현저한 종양억제작용

이 있음을 밝혔으며 그 작용기전중의 하나로 암세포에 직접 작용하는 것이 아니고 숙

주의 방어기능 활성화에 의한 것으로 보고하였다. 또한 유 등(劉春安 & 彭明, 1994)은 

해열, 이뇨, 항균, 항암작용이 있으므로 방광암, 골암, 백혈병의 치료에 사용된다 보

고하였다.
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2. 2. 2. 2. 악성종양악성종양악성종양악성종양

 1) 1) 1) 1) 정의정의정의정의

  종양이란 비정상적인 과잉발육으로 체내의 각 부위에 확산되고 침윤되어 정상 조직

을 파괴하는 질환으로 이중에서 악성종양을 흔히 암이라 일컫는다(서울대학교의과대

학, 1993; 예방의학과 공중보건편집위원회, 1987). 현재 한국인의 질병 중에서 사망원

인으로 순환기질환에 이어 2위를 차지하고 있다(통계청, 1995). 따라서 현대의 암은 

우리 인류가 극복해야할 난치병중의 하나로 인식되어 많은 연구를 시행하고 있다.

  악성종양을 병리학적으로 암이라 규정하고 있고 빠른 침윤성 성장과 체내 각 부위로

의 확산 및 전이와 같은 특이성을 지니고 있어 생명에 위험을 초래할 뿐만 아니라 현

재의 인류에게 가장 큰 위험성 있는 전신질환으로 인식하고 있다. 다시 말하면 악성종

양은 세포분열을 지배하는 조절기능의 결함이나 악성종양 유전자를 억제하는 능력이 

상실됨으로 발생하는 비정상적인 세포의 증식을 말한다(서울대학교의과대학, 1993; 錢

伯文, 1980; 이승제, 1967; 대한병리학회, 1990; 홍원식, 1980).

 2) 2) 2) 2) 치료에 치료에 치료에 치료에 대한 대한 대한 대한 연구연구연구연구

  악성종양을 치료하기위해 수술요법, 방사선요법, 화학요법, 면역요법 및 유전자요법 

등이 사용되고 있으나 수술요법과 방사선요법은 국소적인 치료법이기 때문에 한계성이 

있고 면역요법은 전신적인 치료법이나 현재로서 치료방법이 정립되어 있지 않는 상태

이며 화학요법은 화학 약재의 독성문제를 아직 해결하지 못하고 있는 실정이다(Fish, 

1984; Goodman et al., 1987). 즉 외과수술요법, 방사선요법, 화학요법 및 면역요법 

등은 암의 종류에 따른 감수성의 차이와 치료 후의 경과 및 부작용이 각기 다르고 치

료에 많은 문제점을 안고 있기 때문에 부작용이 경미하고 항종양 효과가 우수한 새로

운 천연물의 개발에 관심이 요구되고 있다. 왜냐하면 세포의 분열과 기능이 다양한 종

류의 외부자극에 의하여 조절되거나 변조되는데, 이 천연물들은 그 외부자극중의 하나

로 알려진 생물반응변조계(biological response modifier, BRM)로써 취급되어지는

(Dressor & Phillips, 1974; Miller et al., 1973; Neale & Matthews, 1984; MacEwan, 
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1983; Mackness et al., 1974; Glasgow et al., 1977; Halpen et al., 1973) 동시에 

일부 천연물들은 그 구조와 생물학적 특성이 명확해지고 있기 때문이다(Ysukagoshi, 

1975; Lee et al., 1984; Kikumoto et al., 1971; Kino et al., 1989; Pettit, 1988). 

또한 이러한 천연물들은 세포분열 및 기능의 변화에 관련되어 항종양 효과를 나타내고 

있으며 이들의 항종양 효과가 종양세포의 분열을 직접적으로 억제하거나 암을 가진 동

물(tumor-bearing animal)의 면역능을 증가시키는 것으로 밝혀지고 있기 때문이다

(Harsh & Ereireish, 1986; Stajerward & Vanky, 1982; Mavlight et al., 1982; Golub 

& Morton, 1984; Kokker, 1982; Kotani et al, 1975). 현재까지 개발된 천연물들은 암

의 치료에 응용되어 항종양 효과를 보이고 있으며 특히 새로운 천연물질(BRM 또는 항

종양 물질)의 추출 및 개발과 관련된 재료로 민간요법에서 사용되어진 전통약물을 선

택하여 긍정적이고 성공적인 결과를 얻어내고 있는 추세이다.

  천연물로부터 항암활성물질을 찾고자하는 노력은 B.C. 1550년경부터 시작되었다

(Kingston et al., 1990). 그러나 과학적인 연구로서의 천연물과 유사체의 항암활성물

질의 연구가 Hartwell 등의 podophyllotoxin과 유도체의 연구(Hartwell & Schrecker, 

1951)로부터 시작되었고 1950년대 이후에 활발하게 진행되어 1960년에는 미국암센터

(National Cancer Institute, NCI)에서 천연물에 대한 스크리닝이 시작되었다. 1968년

까지 39,000종, 1980년까지 114,045종의 전 세계의 천연물을 수집하여 항암물질의 검

색에 관한 연구가 실행되었다(Suffness & Douros, 1982). Itokawa 등(Itokawa et al., 

1979)은 중국의 암 치료의 처방에 주로 사용되고 있는 생약 중 1차 실험에서 112종과 

2차 실험에서 64종을 선별하여 sarcoma-180을 이용한 항암활성을 검색하였고 Kosuge 

등(Kosuge et al., 1986)은 항암치료에 쓰이는 생약 100종에 대하여 Ehrlich 

carcinima 및 HeLa cell을 이용한 항암활성을 검색하였으며 항암활성이 좋은 생약으로

부터 활성성분을 분리하고 작용기전을 밝힘으로써 항암제의 개발에 기여하고 있다

(Itokawa, 1988; Kinoshita et al., 1986). 이러한 항암제는 천연물에서 분리되거나 

합성되는 것이 대부분이다. 일반적으로 연구대상의 약물이 선정되면 약물을 다양하게 

추출하고 이 물질을 이용하여 생체외에서 스크리닝을 하며 여기서 유효한 분획을 이용

하여 동물실험을 하고 효과가 인정되면 유효한 화합물(compound)을 만든다. 이 화합물

을 이용하여 생체외(in vitro)와 생체내(in vivo)에서 효능을 검색하거나 유효 화합물

의 유도체를 만들어 각종 실험을 수행하며 약물의 독성실험, 흡수, 분포, 대사 및 배
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설 등을 검정하고 임상실험에서 4단계에 이르는 평가를 거쳐 실용화를 한다. 일반적으

로 암 연구의 방법은 세포독성, 종양면역, 생화학적 연구, 분자생물학적 연구, 세포소

멸, 혈관형성저해, 발암유발인자 연구, 세포주기전달, 세포주기조절 연구, 유전자요법 

및 전이예방 등에 관한 연구가 주로 수행되고 있다(김성훈, 1988).

  많은 종류의 암들이 세포의 비정상적인 분화 혹은 분화의 중지에 의해 발생되는 것

으로 알려져 있고 이러한 암의 특징을 이용하여 암 세포에만 특이적으로 작용하는 암

세포를 분화유도하는 물질에 의한 항암제를 개발하는 연구가 활발히 진행되고 있다. 

세포 분화와 증식은 서로 상반되는 관계로 분화가 진행 될수록 증식은 저해를 받고 증

식이 진행될수록 분화는 저해를 받는다. 세포의 분화는 세포의 성숙단계에 있어 필수 

과정이나 암세포의 경우 이 분화과정이 정지되고 세포증식 단계에 머물러 있으면서 이

러한 세포들이 계속해서 축적되는 것이 관찰되고 있다(koeffler, 1983). 결국 분화의 

정지는 암의 치료에서 중요한 인자가 되며 생체외에서 세포의 분화와 성숙을 유도할 

수 있는 물질의 개발 또는 발견은 임상적으로 아주 중요한 의의를 가진다.
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3. 3. 3. 3. 백혈병백혈병백혈병백혈병

 1) 1) 1) 1) 정의와 정의와 정의와 정의와 분류분류분류분류

  

  백혈병은 조혈계의 악성질환인 혈액 암으로 백혈구를 생산하는 조직인 골수 또는 림

프망내계에서 발생한 암세포, 즉 백혈병세포가 비정상적으로 증식하여 모든 장기에 침

윤하면서 다시 증식하여 일어나는 질환이다(문구 등, 1999). 최근에 백혈병의 발생 빈

도가 점점 증가하는 추세이므로 인류의 건강증진 및 생명연장을 위하여 백혈병에 대한 

기초적인 연구와 항암 물질의 개발이 지속적으로 이루어지고 있다. 그러나 최근에 사

용되고 있는 화학요법의 항암제들은 독성이 강하여 간장과 신장 기능 장애, 약물의 축

적에 의한 독성작용, 조혈작용 장애 등 부작용이 발생하는 문제점이 있다(Ruddon, 

1990). 그러므로 정상세포에는 아무런 독성을 미치지 않으면서 암세포만을 특이적으로 

공격하여 파괴하는 항암제의 개발이 절실히 요구되고 있으며 천연물질을 이용한 새로

운 항암제의 개발 가능성을 입증하기 위한 실험 보고들이 증가하고 있다(Ito & 

Shimura, 1985).

  French-American-British(FAB) Cooperative Group에 의하여 급성 백혈병의 분류가 

제안되었고 급성 골수성 백혈병(Acute Myelogenous Leukemia, AML)이라는 용어는 골수

암세포에서 기원하는 모든 급성 백혈병을 포함한다. 즉 AML은 골수계 계열(myeloid 

lineage)의 특정 단계에서 분화정지와 함께 암세포의 클론성 증식이 일어나는 것으로 

골수에서 정상적인 조혈기능을 할 수 없는 혈액 암의 일종이다. AML은 골수계 계열의 

특정 계열 및 관여된 계열의 어느 단계에서 기원하였느냐에 따라 형태학적으로 8종류

의 아형(FAB분류상 M0∼7)으로 나누어지고 각기 다른 염색체 이상과 면역표현형을 동

반하는 다양한(heterogeneous) 질환군이다(Table 1, 2). 세포유전학 검사를 통해 AML

의 클론성 염색체이상(clonal chromosomal aberrations)을 규명할 수 있으며 AML의 과

반수 이상에서 염색체 이상이 나타난다(Lowenberg et al., 1999; 이홍기, 1997).

 2) 2) 2) 2) 치료에 치료에 치료에 치료에 대한 대한 대한 대한 연구연구연구연구

  AML의 치료는 크게 관해유도(remission induction)와 관해후 치료(postremission 
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therapy)로 나눈다. 관해유도는 정상적인 조혈기능을 할 수 있는 여건을 만들어 주기 

위한 치료이고 관해후 치료는 환자 몸속에 존재하는 미세잔류 암세포(minimal 

residual disease, MRD)를 제거함으로서 재발을 예방하여 궁극적으로 완치를 시키고자 

하는데 목적이 있다(이종옥, 2002).

  M3 아형인 급성 전골수성 백혈병(Acute Promyelocytic Leukemia, APL)은 세포유전학 

검사에서 특징적인 t(15:17)가 관찰되고 분자생물학 검사에서 PML/RAR mRNA가 검출된

다(Melinick and licht, 1999)(Fig. 1). 분화유도제인 all-trans retinoic acid의 사용

은 최근 10년간 이 분야에서 획기적인 치료의 하나로 평가되고 있다. All-trans 

retinoic acid는 vitamin A 유도체로서 PML/RAR 유전자 산물에 의해 차단된 세포분화

를 교정하여 APL의 세포분화를 유도한다. All-trans retinoic acid를 관해 유도제로 사

용할 경우 APL의 발병시 잘 동반되는 범발성 혈관내 응고증(Disseminated 

Intravascular Coagulation, DIC)이 수일 내 호전되고 약 90%이상의 높은 완전 관해율

을 나타낸다. APL에서 all-trans retinoic acid와 관련된 많은 전향적 비교연구를 통해 

얻은 현재까지의 결론은 관해유도시 all-trans retinoic acid와 함암제를 병행 투여하

고 관해 후 치료로서 2∼3회의 공고요법을 마친 후 all-trans retinoic acid를 포함한 

유지요법을 약 2년간 실시하는 것이다(Fenaux et al., 1999). 이러한 치료로 APL은 약 

80%의 높은 장기 생존율을 나타내기 때문에 재발에 대한 고위험군(진단시 백혈구수가 

높은 경우와 공고요법 종료 후 골수검사에서 PML/RAR mRNA가 RT-PCR에서 양성인 경우)

을 제외하고는 1차 관해상태에서 동종 조혈모세포이식을 실시하지 않는다. 따라서 APL

의 치료방침은 다른 종류의 AML과 차이가 있기 때문에 골수검사에서 형태학적으로 APL

이 의심스러우나 t(15:17)가 관찰되지 않으면 반드시 생물학(분자유전학) 검사를 실시

하여 확인하여야 한다(이종옥, 2002).

 3) 3) 3) 3) HL-60 HL-60 HL-60 HL-60 cellcellcellcell

  미분화암세포에 분화유도제를 사용하여 성숙한 세포로 분화시키는 연구는 분화와 관

련된 분자생물학적 기전을 이해하는데 도움이 될 뿐만 아니라 새로운 암 치료법으로서

의 가능성도 있어 현재 HL-60 cell를 이용한 분화유도과정의 연구는 많은 연구자들에 

의해 수행되고 있다(서 등, 1997; Akiyama & Toyoshima, 1990; Bruger et al., 1994; 
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Jiang et al., 1994; Koeffler, 1983).

  HL-60 cell은 APL 환자로부터 분리하여 확립한 세포주로서 여러 가지 분화유도 물질

에 의해 과립구계열(granulocytic lineage) 또는 단핵세포/대식세포계열(monocyte/ 

macrophage-like cells)로 분화되는 미분화 암세포주이다(Collins, 1987)(Fig. 2).

  지금까지 알려진 HL-60 cell의 분화유도 물질로는 12-O-tetradecanoylphorbol-13- 

acetate(TPA), 1,25-dihydroxyvitamin D3(Vitamin D3), retinoic acid, dimethyl- 

sulfoxide(DMSO)등이 있으며(Jiang et al., 1994) 분화유도제에 따라서 분화양상과 그

에 따른 분자생물학적 조절기전에도 차이가 있는 것으로 보고 되어있다(Bruger et 

al., 1994; Jiang et al., 1994; Hamel et al., 1993).

  다양한 분화관련 유전자들의 정교한 조절에 의해 세포분화가 이루어지며 그 중에서

도 세포주기 조절은 분화에 있어서 매우 중요한 부분을 차지하고 있는데(Akiyama & 

Toyoshima, 1990; Jiang et al., 1994; Steinman et al., 1994) 세포가 분화될 때에는 

세포주기를 조절하는 인자들의 상호작용으로 세포주기가 G1에 머물면서 분화와 관련된  

유전자들이 순차적으로 발현됨과 동시에 세포소멸 보호(apoptosis protection)가 일어

나는 것으로 알려져 있다(Yee et al., 1998).

 4) 4) 4) 4) 1,25-dihydroxyvitamin 1,25-dihydroxyvitamin 1,25-dihydroxyvitamin 1,25-dihydroxyvitamin DDDD3333

  Steroid hormone인 1,25-dihydroxyvitamin D3〔1,25(OH)2D3, calcitriol〕는 비타민 

D3의 활성대사물질로써 체내의 칼슘대사에 중요한 기능을 하는 것으로 알려져 왔으나

(Norman et al., 1982) 최근에는 면역계의 조절에 중요한 역할을 하는 호르몬임이 밝

혀지고 있다(Fig. 3). 1,25(OH)2D3와 관련된 생물학적 기능은 정상 조혈세포와 악성 조

혈세포의 성장과 분화조절 및 이들 세포에 대해 다양한 생리적 기능을 나타내고 있음

이 확인되었다(Pols et al., 1990)(Fig. 4). 이 호르몬의 본래의 작용기관인 뼈, 소장 

및 콩팥 등에 대해서는 nongenomic 영향을 나타내지만 1,25(OH)2D3에 의한 세포작용의 

대부분은 세포내 수용체(Vitamin D receptor, VDR)에 의해 조절되어지며 이 수용체는 

호르몬과 높은 친화력으로 결합한다(Pike, 1991). 호르몬 수용체의 복합체는 이 복합

체와 반응하는 세포의 특이한 유전자의 전사를 조절하므로 생물적 기능을 나타낸다.

  조혈세포(hematopoietic cells)의 분화에 1,25(OH)2D3가 미치는 영향에 관한 연구에
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서 U937 cells(human monoblastic leukemia cell line)과 HL-60 cells(human 

promyelocytic leukemia cell line)은 액체배양(liquid culture)에서 1,25(OH)2D3에 의

해 세포성장이 저해되고 monocyte/macrophage로 분화되어지며(Mangelsdorf et al., 

1984; Tanaka et al., 1984; Olsson et al., 1983) 세포분화에 따른 c-myc(Simpson et 

al., 1987), c-fos(Brelvi & Studzinski, 1986) 및 c-fms(Scariban et al., 1985) 등

의 원종양형성 유전자(proto-oncogene)의 발현이 mRNA level에서 저해되었다.

  쥐에 골수성 백혈병 세포를 접종시킨 뒤 1,25(OH)2D3를 투여한 결과, in vivo에서 생

명기간이 연장되었다(Honma et al., 1983). 1,25(OH)2D3수용체가 함유된 monocytes와 

mitogen으로 활성화된 T 임파구는 이 호르몬의 표적세포이다. Monocyte는 이 호르몬에 

의해 macrophage로 분화가 촉진되며(Provvedini et al., 1986) antigen presentation

에 있어서 monocyts의 기능이 향상된다. 한편 mitogen으로 활성화된 T 임파구에는 VDR

이 발현되며(Provvedini et al., 1983) 이 호르몬은 T 임파구에 대해 cyclosporin A와 

같이 면역억제 물질로 작용한다(Rigby, 1987). 또한 최근에는 T 임파구의 활성과 분화

에 관여하고 B 임파구와 monocyte에서 생성되는 interleukin 12(IL-12)의 생성을 억제

함이 확인되었다.

    5) 5) 5) 5) All-All-All-All-ttttransransransrans    retinoic retinoic retinoic retinoic acidacidacidacid

  비타민 A 유도체인 all-trans retinoic acid는 HL-60, ML-1, U-937 세포주(Haskovec 

et al,. 1990; Hongo et al., 1990) 뿐만 아니라 t(15:17)의 염색체 이상을 보이는 

APL세포를 분화 유도시킨다(Fig. 3∼5). 1988년에 Huang 등이 24명의 APL 환자에게 

all-trans retinoic acid를 사용하여 100%의 완전 관해율을 얻었다고 보고하였으나 이

후 진행된 다수의 결과에 의하면 최초의 보고와는 같지 않지만 처음 발병하였거나 1차 

재발한 APL 환자들에 있어서 80∼90%의 높은 완전 관해율을 얻을 수 있었다(Huang et 

al., 1988; Castaigne et al., 1990; Chenet al., 1991, Warrel et al., 1991). 이러

한 all-trans retinoic acid의 탁월한 관해유도효과에도 불구하고 all-trans retinoic 

acid를 단독으로 사용하거나 소량의 항암제만을 재발방지를 목적으로 투여한 경우에 

조기 재발율이 높았지만 강력한 항암화학치료를 시행한 경우는 재발율이 감소하였다

(Degos et al., 1990; Ohashi et al., 1992; Sun et al., 1994). All-trans retinoic 
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acid증후군은 all-trans retinoic acid 투약기간에 발생하는 부작용 중에서 가장 심각

한 것으로 25∼30% 환자에서 나타나며 투약 개시 후 2일에서 3주 사이에 백혈구수의 

급속한 증가와 함께 심장과 신장의 기능부전이 동반되고 심하면 사망에 이른다

(Frankel et al., 1992; Frankel et al., 1994). 그러나 대부분의 all-trans retinoic 

acid증후군은 백혈구의 증가가 선행되어 나타나지만 10,000/㎕미만에서도 발생하는 경

우도 보고되고 있다(Wang et al., 1993).
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Table Table Table Table 1. 1. 1. 1. The The The The FAB FAB FAB FAB Classification Classification Classification Classification of of of of Acute Acute Acute Acute Myelogenous Myelogenous Myelogenous Myelogenous LeukemiaLeukemiaLeukemiaLeukemia

 Category            Abbreviation                     Criteria

 AML M0 

     Myeloblastic leukemia

 AML M1

     Myeloblastic leukemia   

  

 AML M2 

     Myeloblastic leukemia

 AML M3

     Myeloblastic leukemia

 AML M4

     Promyelocytic leukemia

 

AML M5

     Myelomonocytic leukemia

 

AML M6

     Monocytic leukemia

 AML M7

     Megakaryoblastic leukemia 

AML

AML

AML

APL

AMML

AMoL

AEL

AMegL

90% or more of nonerythroid marrow cells are type Ⅰ myeloblasts; 3% 

or  less of blasts stain for myeloperoxidase or for Sudan black B.

30% or more of nonerythroid marrow cells are myeloblasts; 3% or more 

of blasts stain for myeloperoxidase or for granule phospholipid 

(Sudan black).

30% or more of nonerythroid marrow cells are myeloblasts, >10% are 

promyelocytes, and <20% are monocytic elements.

Most marrow cellls are abnormal hypergranular promyelocytes; some 

may contain bundles of Auer rods.

30% or more of nonerythroid marrow cells are blasts. Granulocytic 

elements make up >20% of nonerythroid marrow cells. A monocytic 

component is identified by: a.5,000/㎕ or more monocytic elements in 

the blood and either (1)20% or more of monocytic lineage in the 

cells marrow, or (2)A serum lysozyme level >3 times normal.

b.If monocytic elements in the blood are <5,000/㎕, recognition of 

20% or more cells of monocytic lineage in the marrow with 

confirmation by cytochemical stains shoeing fluoride-inhibited 

nonspecific esterase activity or by elevated serum or urine 

lysozyme.

80% or more of all nonerythroid marrow cells are monoblasts, 

promonocytic cells are monoblasts; In subtype M5A, 80% or more of 

all monocytic cells are monoblasts; in subtype M5B, <80% of 

monocytic cells are monoblasts.

50% or more of all nucleated marrow cells are erythoroid precursors, 

and 30% or more of the remaining nonerythroid cells are blasts.

30% or more of cells are of megakaryocytic lineage in a marrow 

aspirate. If aspirate is unobtainable because of marrow fibrosis, 

then identification may be made by:

a.A marrow biopsy showing excess blasts and, often, increased 

numbers of maturing megakaryocytes plus

b.Circulating megakaryoblasts.

Megakaryocytic lineage of blasts should be confirmed by platelet 

peroxidase reaction on electron microscopy or immunologic 

identification with antibodies to platelet glycoproteins or von 

Willebrand factor.
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Table Table Table Table 2. 2. 2. 2. Special Special Special Special stains stains stains stains and and and and assays assays assays assays used used used used in in in in classifying classifying classifying classifying acute acute acute acute leukemialeukemialeukemialeukemia

Leukemia

Stain or assay

Esterases

Peroxidase or 

Sudan black B
Specific Nonspecific PAS Muramidase TdT

 AML M0

 AML M1

 AML M2

 AML M3

 AML M4

 AML M5

 AML M6

 AML M7

 ALL

 Normal

 neutrophils

 Normal

 monocytes

 Normal

 lymphocytes

-

+

+to+++

+++

++to+++

+

-

-

-

+++

+

-

-

+

++

+++

+to+++

-

-

-to++

-

+++

-

-

-

-

-

-

+to+++

+++

-

-to++

(punctate)

-

-

+++

-

-

-

-

-

-

-

+++

++

(punctate)

+++

+++

+++

±

-

+

+

++

+++

-

-

-

+++

++

-

++

-or+

-

-

-

-

-

-

+++

-

-

-
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Fig. Fig. Fig. Fig. 1 1 1 1 Molecular Molecular Molecular Molecular pathogenesis pathogenesis pathogenesis pathogenesis of of of of APLAPLAPLAPL

The four chromosomal translocations associated with APL result in fusion        

proteins RARα,including the DNA binding and ligand binding domains of           

protein, are linked to four different nuclear proteins containing self-          

association domains.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 2 2 2 2 Differentiation Differentiation Differentiation Differentiation induction induction induction induction in in in in HL-60 HL-60 HL-60 HL-60 human human human human promyelocytic promyelocytic promyelocytic promyelocytic leukemia leukemia leukemia leukemia cells      cells      cells      cells      

                                cultured cultured cultured cultured in in in in vitrovitrovitrovitro    
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Fig. Fig. Fig. Fig. 3 3 3 3 Chemical Chemical Chemical Chemical structures structures structures structures of of of of 1,25-dihydroxyvitamin 1,25-dihydroxyvitamin 1,25-dihydroxyvitamin 1,25-dihydroxyvitamin DDDD3333    and and and and all-all-all-all-transtranstranstrans-retinoic      -retinoic      -retinoic      -retinoic      

                                acidacidacidacid
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Fig. Fig. Fig. Fig. 4 4 4 4 Multiple Multiple Multiple Multiple pathways pathways pathways pathways involved involved involved involved in in in in 1,25-(OH)1,25-(OH)1,25-(OH)1,25-(OH)2222DDDD3333    induced induced induced induced differentiation differentiation differentiation differentiation of       of       of       of       

                                HL-60 HL-60 HL-60 HL-60 cellscellscellscells
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Fig. Fig. Fig. Fig. 5 5 5 5 Multiple Multiple Multiple Multiple pathways pathways pathways pathways involved involved involved involved in in in in all-all-all-all-transtranstranstrans    retinoic retinoic retinoic retinoic acid acid acid acid inducedinducedinducedinduced

                            differentiation differentiation differentiation differentiation of of of of HL-60 HL-60 HL-60 HL-60 cellscellscellscells
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4. 4. 4. 4. 면역조절면역조절면역조절면역조절

1) 1) 1) 1) 면역계면역계면역계면역계

  면역계는 개체 내부에서 발생하는 이물질을 인식하여 제거하는 면역감시기능을 통하

여 개체 내부의 항상성을 유지시키는 바, 이러한 항상성 유지를 위한 면역반응은 크게 

비특이 면역반응, 체액성 반응과 세포성 반응으로 이루어진 특이성 면역반응으로 대별

된다(김진복, 1986; Chung et al., 1986; 윤정구, 1989).

  개체는 수많은 세포로 이루어져 있는데, 이중에서 어떤 세포가 변이를 일으켜 정상

세포와는 다르게 빨리 성장할 수 있는 암세포로 전환될 수 있다. 그러나 실제적으로 

암세포가 급성장을 하여 암괴를 형성하지 못하는 이유는 암세포가 정상세포와는 다른 

항원성 분자를 가지게 됨으로써 숙주의 면역계가 이러한 비자아적 요소를 인식하여 면

역반응을 일으키므로 암괴로 성장하기 전에 암세포가 체내에서 제거되기 때문이다(서

울대학교의과대학, 1986; 김진복, 1986). 이는 면역계의 암 발생에 대한 면역감시

(immunosurveillance)의 개념으로 이때 숙주의 면역계가 보이는 면역반응에는 항체에 

의한 체액성 면역반응과 T 세포에 의한 세포성 면역반응 및 NK세포에 의한 자연적 항

암작용이 있다(서울대학교의과대학, 1986; 김진복, 1986; 윤정구, 1989). 항종양 체액

성 면역반응의 경우, 암세포 표면에 결정적인 결함을 초래하여 사멸시키거나 암세포 

표면에 존재하는 항원과 항체가 결합하면 killer 세포(K cell)가 암세포를 사멸시킨다

(서울대학교의과대학, 1986; 윤정구, 1989). 또한 항종양 세포성 면역반응의 경우, 암

세포에 고유한 항원으로 자극된 T 세포는 세포독성 T세포(cytototoxic T cell)로 되어 

암세포를 직접 사멸시킨다(서울대학교의과대학, 1986; 김진복, 1986; 윤정구, 1989). 

그러나 NK 세포의 경우는 암세포나 바이러스에 감염된 세포를 어떤 기전인지는 밝혀지

지 않았지만 항원으로 인식하여 세포독성을 나타낸다(윤정구, 1989). 이외에도 B 세포

에서 생산된 항체가 부착된 암세포는 호중구나 단핵 대식세포계(mononuclear 

phagocytic system, MPS)에 속하는 탐식세포에 의해 탐식될 수도 있고(서울대학교의과

대학, 1986; 김진복, 1986; 윤정구, 1989, Hibbs et al., 1977) T 세포에서 분비되는 

lymphokine에 의하여 활성화된 MPS 세포는 일산화질소(nitric oxide, NO)를 합성하여 
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암세포를 사멸시킬 수 있다(Hibbs et al., 1977; Hibbs et al., 1972; Drapier et 

al., 1988).

  면역조절에 관여하는 세포들의 활성(activation), 증식(proliferation) 및 분화

(differentiation)를 관장하는 기전은 크게 2가지로 구분할 수 있다. 그 하나는 세포

표면 분자들의 상호반응, 즉 수용체(receptor)와 배위자(ligand)의 반응으로서 이 분

자들을 세포접합인자(cell adhesion molecule, CAM)라고 부르며 여기에는 세포표면 

immunoglobulin(Ig), T cell receptor/CD3, CD4, CD8, MHC, ICAM-1, ICAM-2 등 Ig 

super family, VLA, LFA-1 등 integrin family, ELAM-1, LAM 등 selectin이 있다. 또 

다른 기전은 세포 상호간의 전달(communication)을 유도하는 수용성 펩타이드 조절인

자(soluble peptide regulatory factor)들로서 이들 중 주로 non-immunological cells

의 증식 및 분화에 관여하는 peptide들을 성장인자(growth factor)라고 부르며 여기에

는 인슐린유사 성장인자(insulin like growth factor, IGFs), 전환 성장인자

(transforming growth factor, TGFs), 상피세포 성장인자(epidermal growth factor, 

EGF) 및 혈소판조직 성장인자(platelet derived growth factor, PDGF)들이 속한다고 

할 수 있다. 면역조절 효과(Immunoregulatory effect)가 주기능인 peptide들은 주로 

단핵세포(monocyte) 또는 림프세포(lymphocyte)가 자극을 받을 때 분비하며 이들 분비

세포에 따라 monokine 또는 lymphokine이라고 불려왔다. 요즘은 이들 세포 이외의 세

포들에서도 분비되고 또한 상호 작용함이 알려져서 이들을 모두 cytokine 또는 

interleukin이라고 부른다(변광호, 1992).

  Cytokine은 신체에서 다양한 세포에 의해서 유리되는 작은 단백(～25kDa)이며 대체

적으로 활성화 자극에 의해 유리되고 특별한 수용체에 결합함으로 반응을 유도한다. 

그것들은 자가분비(autocrine) 방법의 형태로 cytokine을 분비하는 세포의 행동에 영

향을 미치거나 측분비(paracrine) 방법의 형태로 인접세포의 행동에 영향을 미칠 수 

있다. 일부의 cytokine은 비록 순환계로 들어가는 능력과 반감기에 따라 영향을 받으

나 내분비 방법으로 행동하여 먼 곳 세포의 행동에 영향을 미칠 수 있다. Chemokine은 

화학주성 성질을 가진 cytokine 계열이며 적절한 수용체를 가지고 chemokine이 분비된 

근원지로 이동하게 한다. 병원체에 반응하여 대식세포에 의해 분비되는 cytokine은 구

조적으로 다양한 분자그룹으로 interleukin-1(IL-1), interleukin-6(IL-6), 

interleukin-12(IL-12), tumor necrosis factor-α(TNF-α) 그리고 chemokine 



- 22 -

interleukin-8(IL-8)을 포함한다. 숫자에 따라오는 이름인 interleukin(IL)은 백혈구

에 의해 분비되고 작용하는 물질에 대한 표준화된 명명법을 만들기 위한 시도로 만들

어졌다. 그러나 이는 다양한 근원, 구조, 효과들을 가진 이미 증가하는 수의 cytokine

이 발견되었을 때 혼란을 가져왔으며 비록 IL의 명칭이 여전히 사용하기는 하지만 점

차적으로 cytokine의 구조에 바탕을 둔 명명법이 발전되기를 기대하고 있다. Cytokine

과 그들의 수용체들은 주요 구조적 3계열이 있다. 적응과 내재면역 둘 다에서 역할을 

하는 많은 IL 뿐만 아니라 성장호르몬을 포함하는 조혈 계열(hematopoietin 계열), 적

응과 내재면역 둘 다에서 역할을 하고 일부의 막결합 구성원들을 포함하는 종양괴사인

자 계열(TNT 계열)과 chemokine 계열이 있다(Charles, 2002).

2) 2) 2) 2) Interleukin-12Interleukin-12Interleukin-12Interleukin-12

  IL-12는 자연살해세포 자극인자(natural killer cell stimulatory factor, NKSF) 혹

은 세포독성 림프구 성숙인자(cytotoxic lymphocyte maturation factor, CLMF)로 불리

어졌으며 기능적으로 활성화된 IL-12는 분자량 70kD의 cytokine으로 40kD와 35kD의 펩

타이드가 결합되어 있는 cytokine 중에서는 유일한 이종이합체(heterodimer)이다

(Table 3, Fig. 6). 2개의 아군은 이황화물 결합에 의해 공유적으로 연결되므로 활성

화된 cytokine 분자를 형성한다(Trinchieri, 1995; Kobyashi et al., 1989; Stem et 

al., 1990).    또한 p40은 IL-12 p70 활성화의 길항제로서 작용하는 것으로 알려져 있다

(Gillesses et al., 1995). IL-12는 주로 대식세포와 B 세포에서 분비되어 T 세포와 

NK 세포에 작용하는데, 항원제시세포(Antigen presenting cells, APCs)에서 IL-12의 

생성은 CD40L에 의한 CD40의 자극 또는 lipopolysaccharide(LPS)에 의한 CD14의 활성

에 의해 유도되어진다. IL-12생산은 IL-4, IL-10, IL-11, IL-13, TGF-β와 INF-α/β

에 의해 억제된다. 반면 IFN-γ, TNF-α 와 GM-CSF에 의해 IL-12의 생산은 증가되어진

다. IL-12 수용체 발현은 IL-4, IL-10과 TGF-β에 의해 down regulation되며 

interferon-γ(IFN-γ),IL-2, IL-7과 IL-15에 의해 up regulation된다. IL-12 p40 동

종복합체(homodimer)[IL-12 p(40)2]는 Th cell에 있는 IL-12 수용체의 자연 길항제

(natural antagonist)이다(Fig. 7).    또한 IL-12의 생산은 세포내 cyclic AMP level의 

상승, NA/H antiporter의 억제, calcium influx의 차단이나 NF-κB의 억제 등 다양한 
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경로에 의해 억제조절 되어진다(Fig. 8). IL-12의 기능을 3가지로 요약하면, 첫째 NK 

세포를 활성화시켜 세포용해능력을 증가시키고 NK 세포의 성장인자가 되며 IFN-γ의 

생산을 유도한다(Kobyashi et al., 1989).    둘째 세포독성 T 림프세포(cytotoxic T 

lymphocyte, CTL)를 활성화시키며 T 세포의 증식을 촉진시키고 IFN-γ의 생산을 유도

한다(Stem et al., 1990). 셋째 native helper T 세포를 T helper type 1 cell(Th1)로 

분화시킨다(Hsieh et al., 1993). T helper cell은 Th1과 Th2로 나누어지는데, Th1은 

IL-2, IFN-γ를 분비하여 세포매개면역반응이 잘 일어나게 하고 Th2는 IL-4, IL-5, 

IL-10을 분비하여 체액성 면역반응(humoral immunity)이 잘 일어나게 한다

(Trinchieri, 1995; Kemp, 1993)(Fig. 9).    

  Th0 세포가 Th1 세포 또는 Th2 세포로 분화될 때 여러 가지 요인이 작용하지만 

cytokine의 영향이 가장 중요하며 Th2 세포는 Th0 세포로부터 분화될 때 IL-4의 영향

을 받아서 분화가 촉진되고 반면에 IL-12는 Th2 세포로의 분화는 억제하고 Th1 세포로

의 분화를 촉진시킨다(Borish & Rosenwasser, 1996)(Fig. 10).

  IL-12는 활성화된 대식세포에서 분비되는 초기 항염증성 cytokine으로 세포매개면역

에서 중요한 역할을 담당한다. 최근에는 건선, 알레르기성 접촉피부염, 피부 T세포 림

프종 등의 표피와 진피 말초신경 말단에 IL-12 발현이 증가되어 있는 것이 관찰되었다

(Turka et al., 1995).

  이 cytokine은 종양 동물모델이나 사람의 임상연구에 매우 효과적으로 숙주(host) 

항종양반응을 자극하는 것으로 보고 되었을 뿐만 아니라(Lamont & Adorini, 1996; 

Boder et al., 1994) IL-12의 이용은 첫째 B 세포나 대식세포 같은 전문적인 항원제시

세포에서만 생성되기 때문에 IL-12를 암부위에 국소적으로 투여로 내인성 면역반응을 

유도할 수 있고 둘째 고농도의 IL-12를 국소투여로 전신의 독성이 없이 면역반응을 유

도할 수 있으며 셋째 종양세포나 림프세포에 비해 다른 장소로의 이동이 적은 장점을 

가진다. 그러므로 IL-12를 이용한 유전자 치료는 매우 전망이 있다고 사료된다(박 등, 

2003).

3) 3) 3) 3) Nitric Nitric Nitric Nitric oxideoxideoxideoxide

  대기오염물질이며(Goldsmith et al., 1983; Spicer, 1982) 담배연기에 포함된 수많



- 24 -

은 화학물질중의 하나인(Hugod, 1981) nitric oxide(NO)는 독성을 가진 매우 불안한 

기체이며 저농도에서는 인체에서 중요한 생리적인 조절인자로 작용하지만 고농도에서

는 세포의 기질적 손상을 초래하는 유리기(free radical)의 하나이다. NO는 면역계에

서 종양세포나 세포내 기생물에 대한 방어 작용을 하는 중요한 신호전달 물질이며 유

리분자(radical molecule)이다. 일산화질소 합성효소(nitric oxide synthase, NOS)의 

작용에 의해 L-arginine이 L-citrulline으로 변화되는 과정에서 생성된 NO(Knowles & 

Mocada, 1992)는 대부분의 조직세포에 영향을 미쳐 순환기계에서는 혈관 이완물질로, 

중추신경계에서는 신경전달물질로, 면역계에서는 방어물질로 알려져 있다(Wade, 

1990). 탐식작용을 일으킨 대식세포는 NOS를 유도하여 NO를 생성한다(Moncade & 

Higgs, 1993)(Fig. 8). NOS는 물리화학적 성질에 따라 Type Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ 등 3종류의 동

종효소로 분류된다. Type Ⅰ인 신경성 NOS(neuronal NOS, nNOS)와 Type Ⅲ인 내포세피

성 NOS(endothelial NOS, eNOS)는 세포 속에 계속적으로 존재하기 때문에 내재성 

NOS(constitutive NOS, cNOS)로 분류되며 상대적으로 일부 세포에서 LPS, cytokines 

및 박테리아 독소 같은 특수한 자극제들에 노출되는 등 면역학적 변화로 인해 유도한 

경우에만 발현되는 Type Ⅱ인 유발성 NOS(inducible NOS, iNOS)가 있다(Nathan, 

1992). 

  Ca2+/calmodulin에 비의존적이며 혈관내피세포, 근육세포를 포함한 다양한 조직에서 

면역학적 변화로 인해 유도되고, 세균류에 의해 분비되는 내독소인 LPS나 체내에서 면

역반응의 매개체인 사이토카인 특히 IL-1, TNF-α, IFN-γ등에 의해 유도되는(Tetsuka 

et al., 1994; Vane et al., 1994) iNOS인 경우 오랜 기간 동안 다량의 NO를 생성하게 

되고 생성된 NO는 guanylyl cyclase의 활성과 동시에 주위 조직에 세포독성을 나타내

는 것이 특징이다. 대식세포의 NOS는 항상 존재하는 것이 아니라 IFN-γ, TNF-α와 같

은 여러가지 사이토카인과 LPS 등에 의해 NOS 유전자의 발현이 유도되기 때문에 iNOS

라고 하며 L-arginine으로부터 다량의 NO를 생산하게 된다(Hibbs et al., 1998). NO는 

매우 작으면서 반응성이 있고 전기적으로 중성이기 때문에 합성된 곳에서 곧바로 확산

되어 사방으로 퍼져 혈관 투과성, 부종 등의 염증을 촉진시킬 뿐만 아니라 염증매개체

의 생합성을 촉진하여 염증을 심화시키는 것으로 알려져 있다(Scott & Hancock, 2000; 

Lee et al., 1998). 일반적으로 iNOS의 발현은 면역반응이 활성화되면 유발되고 생체

에 유리된 NO는 일반적으로 이롭게 작용하지만 과다하게 생성되면 prostaglandin 등의 
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생합성을 촉진하여 염증반응을 심화시키며(Barnes & Liew, 1995; McCartney-Francis 

et al., 1993) 패혈증 shock를 일으키는 등 해롭게 작용하기도 한다(Blowenstein et 

al., 1994). 현재 NO에 대한 많은 연구보고들에 의해 생체에서 여러 가지 생리화학적 

현상의 전령분자(messenger molecule)로서 매개자(mediator), 신경전달물질(neuro- 

transmitter) 또는 조정자(regulator) 등으로 다양하게 작용함이 밝혀지고 있다(Kuo & 

Schroeder, 1995). 일반적인 NO의 형성은 정상세포의 손상을 초래하여 염증을 유발시

키고 조직손상, 유전자의 변이 및 신경손상 등을 유발한다(Stushr et al., 1991; 

McCartney-Francis et al., 1993; Weisz et al., 1996). 세포의 생존에 대한 NO의 효

과는 세포의 종류에 따라 세포의 증식을 유발하거나 반대로 세포의 고사를 유발하는 

경우도 있는 것으로 알려져 있다(Brűne et al., 1998; Beck et al., 1999).

4) 4) 4) 4) NF-NF-NF-NF-κκκκBBBB

  그람 음성균의 막 구성성분인 LPS는 대표적인 IL-12의 생성을 증가시킨다고 알려져 

있다(Ma & Trinchieri, 2001). IL-12의 생성을 증가시키는 기전으로 전사인자인 핵성 

전사조절인자 κB(NF-κB)의 핵 내로의 이동을 촉진시킨 후 핵 내에서 IL-12의 프로모

터에 결합하여 IL-12의 생성을 증가시킨다는 보고가 있다(Gri et al.,1988). NF-κB는 

DNA 결합부위와 이량체 형성을 위한 부위로 구성된 공통적인 Rel 유사부위(Rel 

homology domain, RHD)를 공유하는 단백질계의 동종이량체나 이종이량체로 구성되어 

있다. Sen과 Baltimore에 의해 NF-κB가 발견된 이후 수많은 연구자가 전사인자 NF-κ

B의 기능을 밝히기 위해 노력해 왔다(Sen & Baltimore, 1988). NF-κB는 면역과 염증

반응 및 세포사멸 조절을 유도하는데 일차적으로 관여한다(Baeuer & Henkel, 1994; 

Ghosh et al., 1998; Barnes & Karin, 1997; Beg & Baltimore, 1996; Foo & Nolan, 

1999). 이들의 표적유전자들은 세포접합분자(cell adhesion molecules), cytokines, 

chemokines 그리고 세포사멸억제인자(anti-apoptotic factors)를 생산한다. NF-κB의 

역할을 저지하는 I-κB분자는 NF-κB의 RHD부위를 차폐함으로서 세포질에 머물게 한

다. 세포가 IL-1, TNF-α와 같은 cytokines들에 의해 자극이 되었을 때 I-κB 인산화

효소(I-κB kinase, IKK)라 부르는 이차 복합체가 활성화된다. IKK의 γ 아단위는 조

절구성원이고 α와 β 아단위들은 kinase 기능들을 가진다. 활성화된 IKK 복합체는 
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ubiquitin-유도성 단백질분해과정에 의한 분해를 위해 준비된 I-κB를 인산화 시킨다. 

이 과정으로 NF-κB는 자유로워지고 표적유전자들의 전사를 활성화를 위해 핵으로 이

동을 할 수가 있게 된다(Israel, 2000; Karin & Ben-Neriah, 2000).

  NF-κB는 저산소증, 이온화 방사능, 전염증 cytokine들(proinflammatory cytokines)

이 중요한 역할을 하는 침입성 미생물에 대한 저항 등과 같이 환경조건에 따른 손상에 

대한 세포방어기작 동안에 작용하는 전사인자로 잘 알려져 있다. 이들 모두는 NF-κB

를 핵 안으로 이동을 유도함으로 일반적인 신호전달경로의 활성화를 자극한다. 요약하

면 이온화 방사능 혹은 독소들(toxins) 같은 환경위험인자들이나 TNF-α와 같은 

cytokine들이 IKK의 활성을 경유하여 NF-κB를 핵 안으로 이동하는 것을 시발한다. 

NF-κB는 p65와 p50 같은 Rel 계통 단백질의 이량체로 구성되었으며 I-κB와 결합한 

상태로 세포질에 존재한다. IKK는 NF-κB에 결합된 I-κB를 인산화 시키며 이들의 인

산화 반응은 ubiquitin ligase이 의해 I-κB의 유비키틴화를 위한 신호이다. 이것은 

proteasome에 의해 분해되기 위한 I-κB의 표식이며 그 후  NF-κB가 방출되게 된다. 

이제 전사인자는 자유로이 핵 안으로 이동할 수 있게 되었으며 핵 안에서 특이적 DNA

요소와 결합한다. 그리고 NF-κB에 의존하는 유전자의 발현을 활성화한다(김 등, 

2003)(Fig. 11).
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Table Table Table Table 3. 3. 3. 3. Cytokine Cytokine Cytokine Cytokine andandandand    receptor(IL-12)receptor(IL-12)receptor(IL-12)receptor(IL-12)

 Family

 Cytokine

 (alternative names)

 Size

 (no. of amino acids and form)

 Receptors

 (c denotes common subunit)

 Producer cells

 Actions

 Effect of cytokine or receptor

 knoctout(where known)

 Unassigned

 IL-12

 (NK cell stimulatory factor)

 197 and 306, heterodimer

 

 IL-12Rβ1

 IL-12Rβ2

 B cells, macrophages

 Activates NK cells, induces CD4 T-cell

 differentiation to TH1-like cells

 IL-12 : impaired in IFN-γ production

 and TH1 responses



- 28 -

Fig. Fig. Fig. Fig. 6 6 6 6 Schematic Schematic Schematic Schematic diagram diagram diagram diagram of of of of IL-12 IL-12 IL-12 IL-12 and and and and proximal proximal proximal proximal nucleotide nucleotide nucleotide nucleotide sequences sequences sequences sequences of of of of IL-12      IL-12      IL-12      IL-12      

                                p40 p40 p40 p40 promoterpromoterpromoterpromoter

A, Schematic diagram of the IL-12 molecule, a heterodimer formed by a heavy 

chain(p40, above) and a light chain(p35, below). B, map of the mouse IL-12 p40 

promoter. Proximal nucleotide sequences of the murine IL-12 p40 promoter are 

shown. The promoter sequences are numbered relative to the transcription start 

site. the putative motifs for binding of transcription factors are boxed. 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 7 7 7 7 IL-12 IL-12 IL-12 IL-12 production production production production and and and and IL-12 IL-12 IL-12 IL-12 receptor receptor receptor receptor expressionexpressionexpressionexpression

The production of IL-12 in APCs is induced by stimulation of CD40 by CD40L or 

activation of CD14 by LPS. The production of IL-12 is subject to inhibition by 

IL-4, IL-10,IL-11, IL-13, TGF-β and IFN-α/β. In contrast, the production of 

IL-12 is augmented by IFN-γ, TNF-α and GM-CSF. IL-12 receptor expression is 

down-regulated by IL-4, IL-10 and TGF-β, and up-regulated by IFN-γ, IL-2, IL-7 

and IL-15. The IL-12 p40 homodimer, IL-12 p(40)2 is a natural antagonist of the 

IL-12 receptor on Th cells.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 8 8 8 8 Multiple Multiple Multiple Multiple pathways pathways pathways pathways involved involved involved involved in in in in the the the the modulation modulation modulation modulation of of of of IL-12 IL-12 IL-12 IL-12 production production production production 

IL-12 production can be inhibited by various approaches including elevation of 

intracelluar cyclic AMP levels, inhibition of NA/H antiporter, blocking of 

calcium influx or inhibition of NF-κB.

Abbreviations: 1,25-(OH)2D3, 1,25-dihydroxyvitamin D3: ACE, angiotensin- 

converting enzyme: ASA, acetyl salicylic acid: GC, glucocorticoid: iNOS, 

inducible nitric oxide synthase: NO, nitric oxide: NF-κB, nuciear factor 

-kappaB: OxLCL, oxidized low density lipoprotein: PG, prostaglandin: VIP, 

vasoactive intestinal peptide.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 9 9 9 9 Biological Biological Biological Biological functions functions functions functions of of of of IL-12 IL-12 IL-12 IL-12 in in in in immune immune immune immune systemsystemsystemsystem

IL-12 was originally described as a product of B-cell lines: it is predominantly 

produced by phagocytic cells and dendritic cells, in response to infectious 

agents or upon interaction of the CD40 receptor with CD40L on activated T cell. 

IL-12 is active on T cells and NK cells and induces cytokine production, 

proliferation, enhanced cell-mediated cytotoxicity, and generation of Th1 cells. 

It is also active on hematopoietic progenitor cells in combination with other 

hematopoietic growth factors and mediated both direct and indirect effects on 

B-cell functions.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 10 10 10 10 Overview Overview Overview Overview of of of of Th Th Th Th cell cell cell cell differentiationdifferentiationdifferentiationdifferentiation

Naive CD4+ T cells are differentiated into polarized subsets, Th1 and Th2. IL-12 

promotes IFN-γproduction and Th1 cells responsible for cell-mediated immunity. 

In contrast, ligation of the IL-4 receptor by Il-4, leading to Th2, have been 

implicated in humoral immunity.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 11 11 11 11 Activation Activation Activation Activation of of of of NF-NF-NF-NF-κκκκB B B B by by by by the the the the TNF-TNF-TNF-TNF-αααα    pathwaypathwaypathwaypathway

(1) Binding of TNF-α to its receptor recruits TRADD(TNF receptor-associated     

  death domain protein), RIP(receptor-interacting protein) and TRAF2(TNF         

  receptor -associated factor 2).

(2) TRAF2 activates IκB kinase (IKK).

(3) The active IKK activates NF-kB by degrading the inhibitor protein IκB 

(4) After NF-κB  is activated, it may serve as a transcription factor or        

  inhibit apoptosis.
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ⅢⅢⅢⅢ. . . . 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법 방법 방법 방법 

1. 1. 1. 1. 대나무 대나무 대나무 대나무 잎의 잎의 잎의 잎의 acetone acetone acetone acetone 분획 분획 분획 분획 준비준비준비준비

  대나무(Phyllostachys nigra var. henonis)잎은 전남 담양에서 채집하였다. 1㎏의 

마르지 않은 대나무 잎에 80%(v/v) acetone 2ℓ를 가하여 실온에서 방치하였으며 1개

월 후, 여과를 시켜 잔사를 제거하여 acetone/water 용액을 얻었다. 40℃에서 rotary 

evaporator를 이용하여 acetone/water 용액중의 acetone을 증발시켜 수용액만을 얻은 

후 여기에 활성탄(20g/ℓ)을 넣고 2시간동안 교반하였다. 여과법을 이용하여  활성탄

을 수용액으로부터 분리한 후 증류수로 세 차례 씻어주었다. 활성물질은 80% acetone

을 사용하여 활성탄으로부터 용출시켰다. 80% acetone 용액은 rotary evaporator를 이

용하여 건조시키고 잔사(450㎎)는 -20℃에서 보관하여 사용하였다.(Fig. 12)

2. 2. 2. 2. 세포배양과 세포배양과 세포배양과 세포배양과 시약시약시약시약

  HL-60 cell line은 American Type Culture Collection으로부터 분양을 받았으며 10% 

fetal bovine serum(FBS, Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)이 첨가된 RPMI-1640 배

지(Gibco BRL, USA)에 보관하여 배양하였다. Murine macrophage cell line인 RAW 

264.7 cell을 10% fetal bovine serum(FBS, Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)이 첨

가된 RPMI 1640배지에서 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다. mice로부터 분리한 

비장세포와 macrophage는 10% fetal bovine serum과 항생제가 포함된 Dulbecco's 

modified Eagle's medium (DMEM)에 보관하였다.

  1,25(OH)2D3와 all-trans retinoic acid, Giemsa staining solution, ethanol, 

methanol-free paraformaldehyde, LPS(from E. coli 0111:B4)와 다른 시약들은 

Sigma-Aldrich Chemical co.(St. Louis MO, USA)로부터 구입하였다.
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3. 3. 3. 3. 세포의 세포의 세포의 세포의 생존력과 생존력과 생존력과 생존력과 증식의 증식의 증식의 증식의 판정판정판정판정

  세포의 생존력은 trypan blue exclusion assay(Coligan et al., 1995)에 의해 판정

하였다. 생존력은 total cell에서 살아있는 cell의 %로 계산하였다. 세포의 증식은  

미토콘드리아 내막의 succinate dehydrogenase 효소에 의해 환원되면 불용성의 침전물

을 형성하는 MTT〔3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium〕 시약을 

사용하여 그 활성정도를 측정하였다. MTT assay는 다음과 같이 실시하였다. 10㎕의 

MTT(5㎎/㎖)를 96-cell plates의 각 well에 첨가하고 37℃에서 4시간동안 incubation

한 후, 상층액을 제거해 주고 DMSO로 형성된 불용성 침전물을 0.04N HCl(in 

isopropanol) 100㎕에 녹였다. 각 well의 흡광도를 540㎚에서 kinetic microplate 

reader를 사용하여 측정하였다.

4. 4. 4. 4. 분화유도의 분화유도의 분화유도의 분화유도의 준비준비준비준비

  1mM 1,25(OH)2D3와 1mM all-trans retinoic acid의 stock solution을 absolute 

ethanol(Hayman, UK)에 용해시켜 -70℃에서 보관하였다. 대나무 잎의 acetone 분획 또

한 ethanol에 용해시켜 40㎎/㎖의 stock solution을 만들었다. 최종농도의 ethanol이 

HL-60 cell의 분화와 증식에 영향을 미치지 않게 하기 위해 growth medium으로 최소한 

1,000배 정도 희석하였다. 모든 조작은 빛을 차단시킨 상태에서 수행하였다.

5. 5. 5. 5. 세포 세포 세포 세포 분화의 분화의 분화의 분화의 판정판정판정판정

    1) 1) 1) 1) 형태학적 형태학적 형태학적 형태학적 연구연구연구연구

  HL-60 세포주를 10% FBS가 포함된 RPMI 1640배지(Gibco BRL, USA)에서 배양하고 배

지에 HL-60 세포만, 배지에 200㎍/ml의 대나무 잎의 acetone 분획, 5nM 1,25-(OH)2D3, 
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200㎍/ml의 대나무 잎의 acetone 분획과 5nM 1,25-(OH)2D3, 50nM all-trans retinoic 

acid 또는 200㎍/ml의 대나무 잎의 acetone 분획과 50nM all-trans retinoic acid 혼합

액을 각각 HL-60 세포가 있는 배지에 첨가하고 37℃에서 72시간  배양하였다. 각각의 

배양물로부터 single cell 부유물을 수집하고, 수집한 각각의 세포(2× 105cell)를 

cyto-funnel에 넣고 cytospin centrifuge에서 500rpm으로 회전시켰다. slide들은 

methanol로 고정시키고 건조시킨 후 Giemsa staining solution으로 20분간 염색하였

다. 염색 후 탈이온수로 세척하여 건조시키고 현미경으로 관찰하였다. 염색된 세포의 

크기, 세포 가장자리의 형태, 핵의 형태학적인 특성 등을 평가하였다.

    2) 2) 2) 2) NBTNBTNBTNBT분석법을 분석법을 분석법을 분석법을 이용한 이용한 이용한 이용한 분화된 분화된 분화된 분화된 HL-60 HL-60 HL-60 HL-60 세포의 세포의 세포의 세포의 비율측정비율측정비율측정비율측정

  HL-60 cell의 분화는 Collins 등(Collins et al., 1979)이 사용한 NBT(nitroblue 

tetrazolium reduction) assay에 의해 측정하였다. 이 assay는 조직 PA(plasminogen 

activator)로 자극한 상태에서 superoxide를 생산하는 phagocytic cell의 능력에 기초

를 하고 있다. HL-60 세포주를 10% FBS가 포함된 RPMI 1640배지(Gibco BRL, USA)에서 

배양하고 배지에 각각 0, 50, 100, 200 또는 400㎍/ml의 농도로 대나무 잎의 acetone 

분획을 첨가하였으며 각 농도의 대나무 잎의 acetone 분획이 첨가된 배지에 5nM 

1,25-(OH)2D3  또는 50nM all-trans retinoic acid를 각각 첨가한 다음, 37℃에서 72시

간 배양하였다. 이어 각 배양물을 원심분리하여 수집한 각각의 세포(2× 10
5cell)를 

0.2% nitroblue tetrazolium과  PA가 1ng/㎖가 용해된 PBS에 현탁시키고, 37℃에서 30

분간 어두운 곳에서 배양하였다. Cytospin slide를 준비하고 PMA로 자극된 

respiratory burst를 암시하는 blue-black nitroblue diformazan 침전물을 측정하였

다. 즉 발생된 청흑반점의 생성빈도를 확인하였다. 최소한 200 cell이 각 실험을 위해 

평가되었다.

    3) 3) 3) 3) 세포형광분석법을 세포형광분석법을 세포형광분석법을 세포형광분석법을 이용한 이용한 이용한 이용한 세포표면 세포표면 세포표면 세포표면 항원 항원 항원 항원 발현 발현 발현 발현 여부 여부 여부 여부 확인확인확인확인

  분화된 HL-60 세포의 세포 표면항원인 CD11b의 발현정도를 세포형광분석법을 이용하

여 분석하였다. Immunfluorescence의 정량적 측정은 Kim 등(Kim et al, 1995)이 사용
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한 multiparameter data acquisition and display system(MDADS)이 있는 Epic V flow 

cytofluorograph(Coulter Electronics, Hialeah, FL, USA)로 수행하였다. 간단히 살펴

보면 HL-60 세포주를 10% FBS가 포함된 RPMI 1640배지(Gibco BRL, USA)에서 배양하고 

배지에 200㎍/ml의 대나무 잎의 acetone 분획, 5nM 1,25-(OH)2D3, 50nM all-trans 

retinoic acid, 200㎍/ml의 대나무 잎의 acetone 분획과 5nM 1,25-(OH)2D3 혼합액, 200

㎍/ml의 대나무 잎의 acetone 분획과 50nM all-trans retinoic acid 혼합액을 각각 첨

가하고 37℃에서 72 시간동안 배양하였다. 각각의 배양물로부터 single cell 부유물을 

다양한 배양으로부터 수집하여 ice-cold phosphate buffered saline(PBS, pH7.4)로 2

회 세척하였다. 형광(Fluorescein isothiocyanate, FITC)표지된 anti-human CD14 단클

론항체 또는 phycoerythrin(PE) 표지된 anti-human CD11b 단클론항체(Becton 

Dickinson, San Jose, CA, USA)를 첨가한 후, 4℃에서 1시간동안 반응시켰다. 이어 배

양된 세포를 PBS로 세척하고 1% paraformaldehyde이 함유된 PBS에 고정시켰으며 

cytoflurorometric 분석을 수행하였다. Background 염색은 특이 항체로 염색한 cell을  

FITC-conjugated/ PE-conjugated isotype control 단클론항체로 염색한 cell로 대치시

켜 판정하였다. One parameter fluorescence histogram은 최소한 1× 104cell을 분석하

여 결정하였다.

6. 6. 6. 6. Nitric Nitric Nitric Nitric oxideoxideoxideoxide의 의 의 의 측정측정측정측정

  NO가 IL-12의 생성량에 영향을 준다는 보고와 함께 후천성 면역에도 관여될 수 있다

는 가능성이 제시되고 있어 RAW 264.7 세포에 대나무 잎을 처리하였을 때 NO 생성량에 

어떤 변화가 나타나는지를 조사하고자 아래와 같은 실험을 수행하였다. RAW 264.7 세

포를 각각 세포수가 2× 106cells/㎖로 되도록 조절한 후 48-well plate에 넣고  1∼2시

간 전 배양하였다. 이후 배지를 제거하고 LPS 0.5㎍/㎖와 대나무 잎의 acetone 분획을 

10㎍/ml, 20㎍/ml, 60㎍/ml의 여러 농도를 동시에 처리하여 48시간 배양하였다. 배양 

후 상층액에 Sulfanilamide와 Naphthyletylene diamine을 가해서 각각 5분 정도 반응

시킨 후 540nm에서 흡광도를 측정하였다.
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7. 7. 7. 7. IL-12 IL-12 IL-12 IL-12 p40 p40 p40 p40 promoter promoter promoter promoter 구조와 구조와 구조와 구조와 일시적인 일시적인 일시적인 일시적인 유전자이입유전자이입유전자이입유전자이입

  pXP2에 들어있는 murine IL-12 p40 promoter -689/+98 fragment(Ma et al., 1996)를 

pGL3-basic luciferase vector(Promega, Madison, WI)의 KpnI/XhoI 부위에 넣어 

subclone하였다. 모든 deletion 돌연변이체는 BamHI 부위를 포함하고 있는 primer를 

사용한 polymerase chain reaction(PCR)에 의해 제조되었다. Linker-scanning 돌연변

이체는 NF-κB site에 대한 돌연변이된 sequence를 포함한 내재 overlapping primer에 

의하여 2단계의 PCR의 과정에 따라 만들어졌다. Transfection을 위해 세포는 10% 

fetal bovine serum이 첨가된 배지와 24-well plates에서 24시간 배양하였고 

manufacturer's protocol(Qiagen, Valencia,CA)에 따라서 Superfect의 존재 하에 지시

된 plasmid와 함께 transfect하였다. 12시간 후 세포를 세척하고 10% fetal bovine 

serum이 포함된 DMEM으로 다시 세척하였다. 24시간 후 cell을 harvest하고 luciferase 

활성을 assay하였다. 활성측정 결과는 LacZ 발현 값으로 환산하였다. 

8. 8. 8. 8. Enzyme-Linked Enzyme-Linked Enzyme-Linked Enzyme-Linked Immunosorbent Immunosorbent Immunosorbent Immunosorbent Assay(ELISA)Assay(ELISA)Assay(ELISA)Assay(ELISA)

  IL-12는 외부자극이 존재할 때 그에 반응하여 당단백질 형태로 세포외로 분비된다. 

따라서 대식세포의 특징을 갖는 세포주 RAW 264.7에서 대나무 잎의 acetone 분획이 IL 

생성량에 어떤 영향을 주는지 보기 위해서 이 실험을 진행하였다. 특히 이렇게 분비된 

cytokine은 분자량이 작은 편에 속해서 이를 특이적으로 측정하기 위해서 두개의 항체

를 이용해서 IL-12를 각각 다른 부위에서 결합하도록 하였다. 배양 상층액에서 IL-12 

p40의 정량은 IL-12 p40에 특이 단클론 항체를 사용한 enzyme-linked immunosorbent 

assay(ELISA)에 의해 측정하였다(Kang et al., 2002). RAW 264.7 세포를 각각 세포수

가 2× 10
4 가 되도록 준비한 후 24시간 37℃, 5% CO2 상태에서 배양하였다. IL-12의 자

극원인 LPS와 대나무 잎의 acetone 분획을 여러 농도로 희석해서 준비된 세포에 처리

하였다. 48시간 배양한 후, 상층액을 취해서 이미 단클론 항체로 코팅된 판에 넣어 주

었다. 코팅된 단일 항체와 결합한 상층액내의 IL-12를 바이오틴이 결합된 제2의 단클

론항체와 반응시킨 후 이를 HRP-streptavidin과 결합시켰다. 이때 plate에 도포한 단
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클론항체는 anti-IL-12 p40 monoclonal antibody C17.8(PharMingen, San Diego, CA)을 

사용하였고 바이오틴이 결합된 제2의 단클론항체는 anti-IL-12 p40 monoclonal 

antibody C15.6(PharMingen, San Diego, CA)을 사용하였다. 두개의 단일 항체와 결합

된 IL-12를 측정하기 위해서 과산화효소의 기질인 OPD(o-phenylene diamine)를 반응시

킨 후 490nm에서 흡광도를 측정하였다. Standard curve는 재조합 IL-12를 사용하여 결

정하였고 최소 감지농도는 30pg/㎖이었다.

9. 9. 9. 9. 역전사역전사역전사역전사----중합효소 중합효소 중합효소 중합효소 연쇄반응연쇄반응연쇄반응연쇄반응(RT-PCR)(RT-PCR)(RT-PCR)(RT-PCR)

  IL-12의 생성은 주로 전사단계에서 조절이 된다고 알려져 있다. 대나무 잎의 

acetone 분획 처리 시 IL-12의 생성량에 대한 영향을 전사과정에서 알아보기 위해 역

전사 중합효소 연쇄반응법(Reverse transcription-polymerase chain reaction)을 이용

해 IL-12의 mRNA 발현수준을 조사해 보았다. RAW 264.7 세포를 각각 세포수가 1× 10
6
이 

되도록 준비한 후 10% fetal bovine serum이 포함된 RPMI 1640배지(Gibco BRL, USA)에

서 37℃, 5% CO2의 조건하에서 24시간동안 배양한 다음, 아무것도 처리하지 않은 음성

대조군, 0.5㎍/ml LPS 만을 처리한 양성 대조군, 0.5 ㎍/ml LPS 와 200 ㎍/ml의 대나

무 잎의 acetone 분획을 동시에 처리한 실험군을 준비하고, 다시 6시간 동안 배양하였

다. TRIZOL 시약을 사용해 각 세포에서 total mRNA를 얻고 이를 주형으로 하고 primer

로서 oligo(dT)를 사용한 RT-PCR을 수행하여 각 mRNA에 대한 cDNA를 얻었다. 그리고 

얻어진 cDNA를 PCR방법(Chung et al., 2003)으로 증폭시켜서 IL-12 p40, IL-1 p35, 

IL-6 및 　β-actin의 유전자를 각각 얻었다. 이때 사용된 PCR primer의 sequences는 

다음과 같다.

  mouse IL-12 p40 sense,     5'CAGAAGCTAACCATCTCCTGGTTTG3'

                  antisense, 5'TCCGGAGTAATTTGGTGCTTCACAC3'

        IL-12 p35 sense,     5'TCAGCGTTCCAACAGCCTC3'

                  antisense, 5'CGCAGAGTCTCGCCATTATG3'

        IL-6      sense,     5'TGAACAACGATGATGCACTT3'

                  antisense, 5'CGTAGAGAACAACATAAGTC3'

        β-actin  sense,     5'TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC3'
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                  antisense, 5'TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG3'

  PCR 반응은 MJ thermal cycler(Watertown, MA)를 사용하여 94℃ 30sec, 58℃ 45sec, 

72℃ 30sec 동안 35cycle을 수행하였다. 증폭한 후 PCR 산물 6㎕는 1.5%(w/v) agarose 

gel에 전기영동 시킨 후 ethidium bromide로 염색된 PCR 산물을 자외선 투사기에서 관

찰하였고 폴로라이드 카메라로 촬영하였다.

10. 10. 10. 10. NF-NF-NF-NF-κκκκB B B B binding binding binding binding activity activity activity activity 측정측정측정측정(Electrophoretic (Electrophoretic (Electrophoretic (Electrophoretic Mobility     Mobility     Mobility     Mobility     

        shift shift shift shift assay, assay, assay, assay, EMSA)EMSA)EMSA)EMSA)

  그람 음성균의 막 구성성분인 LPS는 대표적인 IL-12 생성을 증가시킨다고 알려져 있

다. IL-12의 생성을 증가시키는 기전으로 전사인자인 NF-κB의 핵 내로의 이동을 촉진

시킨 후 핵 내에서 IL-12의 프로모터에 결합하여 IL-12의 생성을 증가시킨다는 보고가 

있다. 이러한 LPS에 의한 증가된 IL-12의 생성을 대나무 잎 아세톤 추출액이 NF-κB의 

작용을 억제함으로서 IL-12의 생성을 감소시키는지 보기 위해서 핵 내 단백질을 분리

한 후 NF-κB probe와의 결합정도를 측정하였다. RAW 264.7 세포를 각각 세포수가 2× 

10
6
이 되도록 준비한 후 10% fetal bovine serum이 포함된 RPMI 1640배지(Gibco BRL, 

USA)에서 37℃, 5% CO2의 조건하에서 24시간동안 배양하였다. 아무것도 처리하지 않은 

음성대조군, 0.5㎍/ml LPS 만을 처리한 양성 대조군, 0.5 ㎍/ml LPS 와 1, 10, 50㎍

/ml의 대나무 잎의 acetone 분획을 동시에 처리한 실험군을 각각 준비하고, 다시 1시

간 동안 배양하였다 핵 내 단백질을 분리한 후(Dignam et al., 1993) 분리한 핵 내 단

백질을 32p로 표지된 NF-κB probe〔Immunoglobulin γ-chain (5‘CCGGTTAACAGAGGGGGC 

-TTTCCGAG3')에 있는 NF-κB와 결합된 부위를 포함하고 있는 oligonucleotide〕와 반

응시킨 후 결합정도를 확인하였다. 단백질과 NF-κB의 특이적인 결합은 50배량의 비표

지된, 동일 oligonucleotide 혹은 cAMP 반응요소결합의 oligonucleotide를 포함한 경

쟁실험에 의하여 확인되었다.

11. 11. 11. 11. 통계처리통계처리통계처리통계처리
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  Student's t-test와 ANOVA test로 실험군과 대조군간의 유의성을 평가하는데 사용하

였고 P-values는 <0.05이었다.
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1kg of wet bamboo (Phyllostachys nigra var. henonis) leaves
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↓

Fig. Fig. Fig. Fig. 12 12 12 12 Sample Sample Sample Sample preparation  preparation  preparation  preparation  by by by by purification purification purification purification of of of of bamboo bamboo bamboo bamboo leaves leaves leaves leaves extractextractextractextract 

Immersed in 2L of 80%(v/v) acetone solution 

Filtration, evaporate acetone 

Add activated charcoal(20g/L)

Filtration, active substance was eluted from the charcoal using  80% 

acetone solution

Dry(450mg)
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ⅣⅣⅣⅣ. . . . 결과와 결과와 결과와 결과와 고찰고찰고찰고찰

1. 1. 1. 1. 대나무 대나무 대나무 대나무 잎의 잎의 잎의 잎의 acetone acetone acetone acetone 분획이 분획이 분획이 분획이 세포의 세포의 세포의 세포의 증식에 증식에 증식에 증식에 미치는 미치는 미치는 미치는 영향영향영향영향

  대나무 잎의 아세톤 추출액이 HL-60 cell과 RAW 264.7 세포에 미치는 세포독성을 알

기 위해 MTT assay로 실험한 결과 세포독성이 없음이 확인되었다. 특히 대나무 잎의 

acetone 분획이 HL-60 cell의 분화와 증식에 대한 실험의 2배 이상의 농도(1mg/ml)에

서 세포독성이 없음이 확인되었고, RAW 264.7 세포의 IL-12 생성에 미치는 영향의 실

험 2배 농도(500㎍/ml)에서도 세포독성이 없음이 확인되었다.

2. 2. 2. 2. 대나무 대나무 대나무 대나무 잎의 잎의 잎의 잎의 acetone acetone acetone acetone 분획이 분획이 분획이 분획이 HL-60 HL-60 HL-60 HL-60 cellcellcellcell의 의 의 의 분화와 분화와 분화와 분화와 증식에 증식에 증식에 증식에 미미미미

치는 치는 치는 치는 영향영향영향영향

  HL-60 cell을 2× 105cell/㎖ 농도로 접종하였고 세포는 배지 자체 혹은 50-400㎍/㎖

의 대나무 잎의 acetone 분획과 함께 72시간동안 각각 처리하였다. 대나무 잎의 

acetone 분획이 HL-60 cell의 분화에 미치는 효과를 NBT assay에 의해 측정하였다. 

Fig. 13A에서와 같이 대나무 잎의 acetone 분획 100㎍/㎖ 이상에서는 cell의 분화정도

가 약간(3∼5%) 증가하였다. 그러나 배지 자체 혹은 대나무 잎의 acetone 분획 50㎍/

㎖ 이하에서는 세포 분화에 있어서는 거의 효과가 없었다. 결과적으로 대나무 잎의 

acetone 분획은 HL-60 cell 분화에 있어 매우 약한 유도제임을 보여주고 있다. 

  HL-60 cell을 대나무 잎의 acetone 분획 50-200㎍/㎖로 처리하였을 때 세포의 증식

에 영향을 주지 않았다. 그러나 대나무 잎의 acetone 분획 400㎍/㎖ 이상으로 72시간 

처리하였을 때 세포의 증식은 5∼10% 정도 다소 유의성 있게 억제되었다(Fig. 13B).

  세포의 Giemsa staining에 의하면 대나무 잎의 acetone 분획이 세포의 형태학적인 

면에 미치는 영향은 약간 혹은 거의 효과가 없었다(Fig. 14B). 
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3. 3. 3. 3. 대나무 대나무 대나무 대나무 잎의 잎의 잎의 잎의 acetone acetone acetone acetone 분획이 분획이 분획이 분획이 1,25-dihydroxyvitamin 1,25-dihydroxyvitamin 1,25-dihydroxyvitamin 1,25-dihydroxyvitamin DDDD3333와 와 와 와 all all all all 

----transtranstranstrans    retinoic retinoic retinoic retinoic acidacidacidacid로 로 로 로 유도된 유도된 유도된 유도된 HL-60 HL-60 HL-60 HL-60 cell cell cell cell 분화에 분화에 분화에 분화에 미치는 미치는 미치는 미치는 영향영향영향영향

  대나무 잎의 acetone 분획이 1,25-dihydroxyvitamin D3와 all -trans retinoic acid 

에 유도된 HL-60 cell 분화에 미치는 효과를 측정하기 위하여 HL-60 cell에 대나무 잎

의 acetone 분획을 1,25(OH)2D3 혹은 all-trans retinoic acid와 함께 처리하여 세포의 

분화를 NBT assay 방법으로 측정하였다. Fig. 13A와 같이 대나무 잎의 acetone 분획은 

1,25(OH)2D3와 all-trans retinoic acid에 유도된 HL-60 cell의 분화에 상승효과를 나

타냈다. 대나무 잎의 acetone 분획 200㎍/㎖을 5nM 1,25(OH)2D3와 병용 처리하였을 때 

각각 처리한 효과의 합인 23.2%보다 높은 53.6%의 세포 분화를 나타냈다. 또한 대나무 

잎의 acetone 분획과 all-trans retinoic acid를 병행 처리하였을 때도 유사한 상승효

과를 나타냈다. 대나무 잎의 acetone 분획 200㎍/㎖을 50nM all-trans retinoic acid와 

병용 처리하였을 때 각각 처리한 효과의 합인 24.6%보다 높은 61%의 세포 분화를 나타

냈다(Table 4). 

  대나무 잎의 acetone 분획에 의한 세포 분화가 증가되는 것을 측정하기 위해 HL-60 

cell의 형태학적 표현형과 세포표면 항원발현을 분석하였다. Fig. 14와 같이 Giemsa 

염색된 미분화 HL-60 cell(Fig. 14A)은 둥글고 일정한 세포 가장자리와 큰 핵을 가진 

promyelocyte가 우세하게 보이는데, 이 세포는 DNA합성에 높은 활성과 빠르게 증식함

을 알려주고 있다. 대나무 잎의 acetone 분획 200㎍/ml, 5nM 1,25(OH)2D3혹은 50nM 

all-trans retinoic acid로 처리된 세포는 Fig. 14B, 14C, 14E와 같이 비정형화된 세포 

가장자리와 세포 형태학적면에서 상대적으로 작은 변화들을 나타내고 있다. 대나무 잎

의 acetone 분획 200㎍/ml을 5nM 1,25(OH)2D3 혹은 50nM all-trans retinoic acid와 병

용 처리하였을 때 HL-60 cell은 Fig. 14D, 14F와 같이 유의성 있게 감소된 세포 크기, 

농축된 염색질과 증가된 N/C비율(nuclear/cytoplasmic ratio)을 나타내었으며 이로부

터 HL-60 cell DNA의 합성이 저하되었음을 알 수 있다. Fig. 14D와 14F와 같이 일부 

세포들은 horseshoe(말편자) 형태의 핵이 나타나는데, 이는 monocytic lineage로 세포

가 분화하는 징후라 할 수 있고 일부 세포들은 multilobed 핵이 나타나는데, 이는 

granulocytic lineage로 분화하는 징후라 할 수 있다. 
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  세포형광분석은 HL-60cell의 특이 표면 항원의 발현을 측정하기 위해 수행되었다. 

CD11b(Mac-1)는 활성화된 monocytes, granulocytes, lymphocytes 그리고 NK cell에서 

발현된다. HL-60 cell의 세포표면 marker CD11b는 고농도의 1,25(OH)2D3와 all-trans 

retinoic acid에 의해 monocytes/macrophages와 granulocyte로 각각 분화될 때 나타나

는 것으로 알려졌다(Kansas et al., 1990). Fig. 15와 같이 대나무 잎의 acetone 분획

을 5nM 1,25(OH)2D3 혹은 50nM all-trans retinoic acid와 병행 처리하였을 때 

CD11b-positive cell의 수가 상승적으로 증가되었다. 따라서 대나무 잎의 acetone 분

획은 1,25(OH)2D3 혹은 50nM all-trans retinoic acid에 유도되는 HL-60 cell 분화능을 

더욱 상승적으로 강화시킴을 알 수 있다.
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4. 4. 4. 4. 대나무 대나무 대나무 대나무 잎의 잎의 잎의 잎의 acetone acetone acetone acetone 분획이 분획이 분획이 분획이 1,25-dihydroxyvitamin 1,25-dihydroxyvitamin 1,25-dihydroxyvitamin 1,25-dihydroxyvitamin DDDD3333와 와 와 와 

all-all-all-all-transtranstranstrans    retinoic retinoic retinoic retinoic acidacidacidacid와 와 와 와 병용 병용 병용 병용 처리하였을 처리하였을 처리하였을 처리하였을 때 때 때 때 HL-60 HL-60 HL-60 HL-60 cellcellcellcell의 의 의 의 분분분분

화경로에 화경로에 화경로에 화경로에 미치는 미치는 미치는 미치는 영향영향영향영향

  HL-60 cell을 대나무 잎의 acetone 분획으로 단독 처리하거나 대나무 잎의 acetone 

분획과 1,25-dihydroxyvitamin D3와 all-trans retinoic acid로 병용 처리하여 세포 분

화경로를 측정하였다. HL-60 cell을 HL-60 cell을 대나무 잎의 acetone 분획으로 단독 

처리하거나 1,25(OH)2D3 혹은 all-trans retinoic acid와 병용 처리하고 monocytic 표

면 항원 CD14에 대한 monoclonal 항체를 사용한 flow cytometric 분석으로 측정하였

다. CD14 항원은 일반적으로 세포가 monocyte로 분화되었을 때 나타난다(Wright et 

al., 1990). Fig. 16과 같이 HL-60 cell을 대나무 잎의 acetone 분획과 1,25(OH)2D3와 

병용 처리하였을 때 anti-CD14 monoclonal antibody와 매우 강력하게 반응하였다. 

1,25(OH)2D3로 세포를 단독 처리한 경우에도 anti-CD14 monoclonal antibody와 반응하

지만 대나무 잎의 acetone 분획과 1,25(OH)2D3의 병용 처리한 때보다 낮은 반응을 보였

다. 이 실험결과는 대나무 잎의 acetone 분획이 1,25(OH)2D3로 유도되는 HL-60 cell의 

monocyte로의 분화능을 상승적으로 향상시킴을 보여주고 있다. 반면에 HL-60 cell을 

대나무 잎의 acetone 분획과 all-trans retinoic acid와 병용 처리하였을 때 NBT assay

에 의해 세포 분화의 상승효과가 관찰되었지만 CD14 단클론항체의 발현을 유도하지는 

못하였다. HL-60 cell을 대나무 잎의 acetone 분획과 all-trans retinoic acid와 병용 

처리하였을 때 Fig. 15와 같이 HL-60 cell의 분화 marker CD11b에 monoclonal 

antibody가 강하게 발현됨을 고려하면, 이 실험결과는 대나무 잎의 acetone 분획이 

all-trans retinoic acid에 유도된 HL-60 cell의 granulocyte로의 분화를 자극함을 알

려 주고 있다. 

  본 연구의 결과들은 대나무 잎의 acetone 분획이 세포분화의 연구에 대한 model 

system으로 널리 사용되고 있는 인간의 전골수세포성 백혈병 HL-60 cell에서 

1,25(OH)2D3와 all-trans retinoic acid로 유도되는 분화를 강화시켜줌을 보여주고 있

다. HL-60 cell을 대나무 잎의 acetone 분획과 1,25(OH)2D3 혹은 all-trans retinoic 

acid와 병용 처리하였을 때 monocytes 혹은 granulocytes로서 상승적인 분화를 촉진하
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였다. 이전의 많은 연구에서 HL-60 cell 분화에 대한 상가 혹은 상승효과를 나타내는 

몇 가지 화학물의 병용 처리를 보여주고 있다. 이런 병용은 butyrate와 all-trans 

retinoic acid 혹은 hexafluoro vitamin D3(Brietman & He, 1990; Yoshida et al., 

1992), vitamin D3와 interferon-γ(Weinberg et al., 1986), vitamin D3와 tumor 

necrosis factor-α(Wang et al., 1991), all-trans retinoic acid와 α

-tocopherol(Makishima et al., 1996), vitamin D3와 vitamin E succinate(Sokoloski 

et al., 1997) 등이 있다. 

  대나무 잎의 acetone 분획이 1,25(OH)2D3 혹은 all-trans retinoic acid로 유도된 

HL-60 cell 분화를 가능하게 하는 기전은 분명하지 않다. 1,25(OH)2D3와 all-trans 

retinoic acid는 gene transcription(유전자전사)의 regulator에 대한 핵 수용체로

(Haussler et al., 1998), 신속한 non-genomic 효과(Norman et al., 1997)를 나타나게 

하는 것으로 추정되는 세포막 수용체로 상호작용의 결과로서 세포분화를 가능하게하고 

있으며 voltage-gate인 calcium과 chloride channel의 통로(Zanello & Norman, 1997) 

그리고 protein  kinase C의 활성과 mitogen-활성화된 protein kinase(Pan et al., 

1997; Song et al., 1998)를 포함하고 있는 생물학적 반응을 조절한다고 알려져 있다. 

  All-trans retinoic acid는 백혈병 환자의 치료에 사용되고 있고(Warrell et al., 

1991) 이들의 유도체는 건선의 치료에 사용되었을 뿐만 아니라(Orfanos et al., 1987) 

Vitamin D3와 몇 가지 유도체도 건선의 치료에 사용되고 있다(Kragballe, 1992). 결과

적으로 대나무 잎의 acetone 분획과 1,25(OH)2D3 병용 혹은 대나무 잎의 acetone 분획

과 all-trans retinoic acid의 병용은 1,25(OH)2D3 나 all-trans retinoic acid 단독 사

용하는 것 보다 환자의 치료에 있어 독성은 감소되고 더 큰 치료반응을 나타낼 것을 

암시하고 있다. 이러한 가능성을 평가하기 위해 현재 부작용을 유도하지 않는다고 알

려진 대나무 잎의 acetone 분획의 농도에 대해서 임상적인 연구가 필요하다. 

Curcuminoids, tocopherols, carotenoids 그리고 다른 식용식물과 같은 많은 식이약물

들이 RAs와 vitamin D3와 같은 분화자극제가 내부에서 발생하게 하는 일부의 효과로 인

간의 암을 예방할 수 있게 한다. 전염병학 연구에서 과일과 몇 가지 야채들을 아주 많

은 양 섭취하는 사람은 많은 종류의 암에 대한 낮은 위험도를 가진다고 보고 되었다

(Negri et al., 1991). 

  결론적으로 대나무 잎의 acetone 분획은 1,25(OH)2D3와 all-trans retinoic acid로 
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유도된 HL-60 cell의 분화를 강화시켜준다. 이 결과는 대나무 잎의 활성물질들이 

anti-carcinogenic 효과를 갖는다는 것을 설명할 수 있고 신생물질환(종양)의 치료에 

대나무 잎 acetone 분획을 사용할 수 있음을 보여준다.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 13 13 13 13 Effects Effects Effects Effects of of of of the the the the acetone acetone acetone acetone fraction fraction fraction fraction of of of of bamboo bamboo bamboo bamboo leaf leaf leaf leaf on on on on HL-60 HL-60 HL-60 HL-60 cell               cell               cell               cell               

                                        differentiation differentiation differentiation differentiation and and and and cellular cellular cellular cellular proliferationproliferationproliferationproliferation

HL-60 leukemia cells were treated with various concentrations of the acetone 

fraction of bamboo leaf (sample) alone or in combination with either 5 nM 

1,25-(OH)2D3 or 50 nM all-trans RA for 72 h. Afterwards, the cellular 

differentiation was determined by the NBT reduction assay(A). The cellular 

proliferation was determined by the MTT assay(B).Each data represent the mean ± 

SEM (n=3)
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Table Table Table Table 4. 4. 4. 4. Effects Effects Effects Effects of of of of the the the the acetone acetone acetone acetone fraction fraction fraction fraction of of of of bamboo bamboo bamboo bamboo leaf(BL) leaf(BL) leaf(BL) leaf(BL) on on on on HL-60 HL-60 HL-60 HL-60 cell          cell          cell          cell          

                                        differentiationdifferentiationdifferentiationdifferentiation

 

    Conc.Conc.Conc.Conc.

((((㎍㎍㎍㎍/ml)/ml)/ml)/ml)

BLBLBLBL 1,25-(OH)1,25-(OH)1,25-(OH)1,25-(OH)2222DDDD3 3 3 3 (5nM)(5nM)(5nM)(5nM) all-all-all-all-transtranstranstrans    RA(50 RA(50 RA(50 RA(50 nM)nM)nM)nM)

AverageAverageAverageAverage S.DS.DS.DS.D AverageAverageAverageAverage S.DS.DS.DS.D AverageAverageAverageAverage S.DS.DS.DS.D

0000 2.142.142.142.14 0.10.10.10.1 18.3018.3018.3018.30 0.560.560.560.56 19.3119.3119.3119.31 0.490.490.490.49

50505050 1.691.691.691.69 0.140.140.140.14 21.5921.5921.5921.59 0.420.420.420.42 34.1034.1034.1034.10 1.261.261.261.26

100100100100 1.151.151.151.15 0.110.110.110.11 29.6529.6529.6529.65 1.521.521.521.52 41.8841.8841.8841.88 1.261.261.261.26

200200200200 3.23.23.23.2 0.150.150.150.15 57.7457.7457.7457.74 5.985.985.985.98 61.6361.6361.6361.63 0.610.610.610.61

400400400400 3.063.063.063.06 0.090.090.090.09 93.1493.1493.1493.14 0.490.490.490.49 92.0992.0992.0992.09 1.041.041.041.04
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Fig. Fig. Fig. Fig. 14141414 Morphologic Morphologic Morphologic Morphologic analysis analysis analysis analysis of of of of HL-60 HL-60 HL-60 HL-60 cells cells cells cells treated treated treated treated with with with with the the the the acetone acetone acetone acetone fraction fraction fraction fraction of   of   of   of   

                                bamboo bamboo bamboo bamboo leaf leaf leaf leaf alone alone alone alone or or or or in in in in combination combination combination combination with with with with 1,25-(OH)1,25-(OH)1,25-(OH)1,25-(OH)2222DDDD3333    or or or or all-all-all-all-transtranstranstrans    retinoic  retinoic  retinoic  retinoic  

                                acidacidacidacid

HL-60 cells were treated for 72 h with vehicle alone (A), 200 ㎍/ml acetone 

fraction of bamboo leaf  (B), 5nM 1,25-(OH)2D3 (C), 200 ㎍/ml acetone fraction of 

bamboo leaf plus 5 nM 1,25-(OH)2D3 (D), 50 nM all-trans retinoic acid (E) or 200 

㎍/ml acetone fraction of bamboo leaf plus 50 nM ATRA (F). Cytospin slides were 

made from HL-60 cells (2x10
5 cells/ml) and stained with Giemsa staining solution.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 15 15 15 15 The The The The acetone acetone acetone acetone fraction fraction fraction fraction of of of of bamboo bamboo bamboo bamboo leaf-mediated leaf-mediated leaf-mediated leaf-mediated HL-60 HL-60 HL-60 HL-60 cell cell cell cell differentiation    differentiation    differentiation    differentiation    

                                    as as as as determined determined determined determined by by by by cytofluorometric cytofluorometric cytofluorometric cytofluorometric analysis analysis analysis analysis using using using using mAb mAb mAb mAb for for for for a                a                a                a                

                                    differentiation differentiation differentiation differentiation marker marker marker marker CD11b. CD11b. CD11b. CD11b. 

HL-60 cells were treated for 72 h with vehicle alone (A), 200 ㎍/ml acetone 

fraction of bamboo leaf (B), 5 nM 1,25-(OH)2D3 (C), 200 ㎍/ml acetone fraction of 

bamboo leafplus 5 nM 1,25-(OH)2D3 (D), 50 nM all-trans retinoic acid (E) or 200 

㎍/ml acetone fraction of bamboo leaf plus 50 nM all-trans retinoic acid (F). The 

cells were assessed by cytofluorometric analysis using PE-conjugated anti-CD11b 

mAb (unshaded area) or PE-conjugated isotype control mAb (shaded area).
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Fig. Fig. Fig. Fig. 16 16 16 16 Fluorocytometric Fluorocytometric Fluorocytometric Fluorocytometric analysis analysis analysis analysis of of of of HL-60 HL-60 HL-60 HL-60 cell cell cell cell differentiation differentiation differentiation differentiation using using using using mAb mAb mAb mAb for for for for a    a    a    a    

                                monocytic monocytic monocytic monocytic cell cell cell cell surface surface surface surface marker marker marker marker CD14CD14CD14CD14

HL-60 cells were treated according to the same procedure in Fig. 14. The cells 

were assessed by cytofluorometric analysis using FITC-conjugated anti-CD14 mAb 

(unshaded area) or FITC-conjugated isotype control mAb (shaded area). Vehicle 

alone (A), 200 ㎍/ml acetone fraction of bamboo leaf (B), 1,25-(OH)2D3 (C), 200 

㎍/ml acetone fraction of bamboo leaf plus 1,25-(OH)2D3 (D), all-trans retinoic 

acid (E), 200㎍/ml acetone fraction of bamboo leaf plus all-trans retinoic acid 

(F).
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5. 5. 5. 5. 대나무 대나무 대나무 대나무 잎의 잎의 잎의 잎의 aceton aceton aceton aceton 분획이 분획이 분획이 분획이 LPSLPSLPSLPS에 에 에 에 의해 의해 의해 의해 자극된 자극된 자극된 자극된 RAW RAW RAW RAW 264.7 264.7 264.7 264.7 세세세세

포의 포의 포의 포의 NO NO NO NO 생성에 생성에 생성에 생성에 미치는 미치는 미치는 미치는 영향영향영향영향

     대나무 잎의 aceton 분획이 LPS에 의해 자극된 RAW 264.7 세포의 NO 생성에 미치는 

영향을 조사하였다. Fig.17에서와 같이 대나무 잎의 aceton 분획이 LPS에 의해 자극되

어 증가된 NO의 생성을 용량 의존적으로 감소시킴을 알 수 있었다. 60㎍/ml를 처리한 

경우 NO 생성을 약 80% 감소시켰으며 20㎍/ml을 처리한 경우 약 25% 감소시켰고 10㎍

/ml을 처리한 경우 약 75%를 감소시켰다.



- 55 -

                                

Fig. Fig. Fig. Fig. 17 17 17 17 Effect Effect Effect Effect of of of of bamboo bamboo bamboo bamboo leaf leaf leaf leaf acetone acetone acetone acetone fraction fraction fraction fraction to to to to decrease decrease decrease decrease NO NO NO NO production production production production 

                                            in in in in RAW RAW RAW RAW 264.7 264.7 264.7 264.7 cell cell cell cell stimulated stimulated stimulated stimulated by by by by LPS LPS LPS LPS 
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6. 6. 6. 6. 대나무 대나무 대나무 대나무 잎의 잎의 잎의 잎의 aceton aceton aceton aceton 분획이 분획이 분획이 분획이 LPSLPSLPSLPS에 에 에 에 의해 의해 의해 의해 자극된 자극된 자극된 자극된 mousemousemousemouse의 의 의 의 

macrophagemacrophagemacrophagemacrophage에 에 에 에 의한 의한 의한 의한 IL-12IL-12IL-12IL-12의 의 의 의 생산에 생산에 생산에 생산에 미치는 미치는 미치는 미치는 영향영향영향영향

  대나무 잎의 aceton 분획이 LPS에 의해 자극된 mouse의 macrophage에 의한 IL-12의 

생산에 미치는 효과에 대한 실험을 수행한 결과 Fig. 18A에서와 같이 LPS는 예상한 것

과 같이 IL-12의 생성을 빠르게 유도하였다. 그러나 대나무 잎의 aceton 분획은 LPS에 

유도된 IL-12 생성을 용량 의존적으로 유의성 있게 억제하였다. 더욱이 IL-12 분비의 

억제는 mRNA 생성이 감소되어 나타났다. IL-12 p40과 p35 mRNA 발현에 있어 대나무 잎

의 aceton 분획의 효과는 LPS로 자극된 macrophage로 분석하였다. Fig. 18B 에서와 같

이 대나무 잎의 aceton 분획은 IL-12 p40과 p35 mRNA 수준을 유의성있게 억제하였으며 

이는 대나무 잎의 aceton 분획에 의한 IL-12 생성억제가 mRNA 수준에서 일어나고 있음

을 보여주고 있다. 반면에 대나무 잎의 aceton 분획으로 처리하였을 때 LPS에 의해 자

극된 macrophage의 IL-6 mRNA생성 수준은 영향을 받지 않았는데 이로부터 대나무 잎의 

aceton 분획에 의한 IL-12 생성 억제효과는 세포활성의 일반적 저해(dampening)의 결

과가 아님을 알 수 있었다. 또한 대나무 잎의 aceton 분획의 일정 농도가 존재하는 배

양기간 동안에 macrophage의 생존력은 모든 배양 중 일정하게 유지되었고 이는 trypan 

blue exclusion test에 의해 확인되었기 때문에 대나무 잎의 aceton 분획에 의한 

IL-12 억제는 일반적인 세포독성효과의 결과도 아님을 알 수 있었다.

  최근 몇가지 화합물들이 monocytes와 macrophage를 포함한 몇 가지 항원제시세포에 

있어 IL-12 생성을 억제한다고 보고 되었다. Corticosteroid는 IL-12 생성을 억제함으

로 CD4+ T cell에서 IL-4 합성을 유도하는 macrophage의 능력을 증진시킴을 보여주었다

(Dekruyff et al., 1998). 또한 angiotensin 전환효소저해제인 captopril, lisinopril 

은 사람의 peripheral blood mononuclear cell로부터 IL-12 생성을 억제함을 보여주었

다(Constantinescu et al., 1998). Phosphodiesterase의 inhibitor인 thalidomide는 

IL-10, transforming growth factor-β(TGF-β), PGE2와 같은 IL-12 생성의 내인성 억

제제와는 다른 기전으로 사람의 monocytes로부터 IL-12 생성을 억제함이 보고 되었다

(Moller et al., 1997). Salbutamol을 포함한 β2-adrenergic 화합물들은 사람의 

monocytes 혹은 증가된 세포내 cAMP 수준에 의한 dendritic cell로부터 IL-12 생성을 
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억제하며 이는 Th1 cell의 발생을 억제시키는 반면 Th2 cell의 분화를 촉진하였다

(Panina-Bordgnon et al., 1997). 

  IL-12 생성을 억제하는 대나무 잎 aceton 분획의 활성을 나타내는 영역을 확인하기 

위해 Fig. 19A 에서와 같이 전사개시부위와 연관된 -689에서 +98, -185에서 +98의 부

위로부터 IL-12 p40 promotor sequence를 포함하는 보고된 일련의 luciferase 

reporter 구조체를 제작하였다. IL-12 p40 subunit는 높은 유도성과 정교하게 조절되

는 IL-12의 component로 알려져 있다(Kang et al., 1996). Mouse RAW 264.7 monocytic 

cell에 이런 구조체들을 도입시키고 각각에 LPS 단독 혹은 LPS와 대나무 잎의 aceton 

분획으로 처리한 후 luciferase activity를 측정하였다. Fig. 19B 에서와 같이 2개의 

construct는 대나무 잎의 aceton 분획으로 처리하지 않았을 때는 LPS에 의해 강한 자

극을 나타냈지만 대나무 잎의 aceton 분획으로 처리하였을 때는 약화된 자극을 나타냈

다. 특히 -185(p40/185) deleting sequence는 LPS 의존 promotor activity의 감소가 

없고 대나무 잎의 aceton 분획의 억제효과는 여전히 관찰되었다. 따라서 대나무 잎의 

aceton 분획의 target site는 이 영역 안에 있음을 알 수 있었다. NF-κB site의 역할

에 대한 직접적인 증거를 확보하가 위하여 NF-κB site인 p40 promotor의 -689와 +98 

construct내의 -121과 -131 사이에 linker scanning mutation p40/LS을 도입하였다. 

LPS 의존성 promotor 활성은 상당량 감소되었지만 p40/LS에서는 여전히 관찰되었다. 

이러한 결과는 NF-κB site는 p40 promotor의 LPS-매개 유도에 중요함을 보여주고 있

다. 그러나 LPS-자극된 cell에 대나무 잎의 aceton 분획을 첨가하면 p40/LS에 거의 억

제효과를 나타내지 않았으며, 이로부터 IL-12 생성에 대한 대나무 잎의 aceton 분획의 

억제효과는 κB site를 통해 매개되어짐이 명백하게 나타났다.

  p40-κB 기능이 대나무 잎의 aceton 분획에 매개된 억제의 기전을 좀 더 자세히 알

기위해 LPS로 자극되지 않은 세포, LPS로 자극한 세포, LPS와 대나무 잎의 aceton 분

획으로 처리한 세포의 핵 추출액에 존재하는 NF-κB binding activity를 분석하였다. 

Fig. 20 에서와 같이 LPS 자극된 macrophage의 핵 추출액은 consensus IG-κB site를 

포함하고 있는 labeled oligonucleotide를 사용한 EMSA에서 강력한 NF-κB 결합 

activity를 보여 주었다. 이러한 binding activity는 특이적인 것으로 unlabeled된 동

일한 oligonuceotide에 의해 억제되지만 관련 없는 oligonuceotide와는 경쟁적 저해현

상을 보여주지 않았기 때문에 LPS에 의하여 자극된 핵 추출액의 NF-κB binding 
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activity는 특이적인 결합임이 확인되었다. 또한  자극되지 않은 cell로부터의 핵 추

출물에서도 특이적인 결합 활성은 나타나지 않았다. LPS와 대나무 잎의 aceton 분획으

로 처리한 macrophage의 핵 추출물은 대나무 잎의 aceton 분획물의 용량 의존적으로 

NF-κB 결합 activity를 감소시켰다. 본 연구의 대나무 잎 aceton 분획물에 의한 

IL-12 생성의 NF-κB를 매개로 한 억제기전은 이전의 연구 결과들 즉 1.25-dihydroxy- 

vitamin D3와 retinoid 그리고 chloromethyl keton이 NF-κB 활성의 downregulating과 

IL-12 p40 gene의 NF-κB sequence 결합을 억제함으로써 IL-12 생성을 억제한다는

(D'Ambrosio et al., 1998; Na et al., 1999; Kanget al., 1999) 보고들과 일치하였

다. 

  결론적으로 대나무 잎의 aceton 분획이 LPS-자극된 macrophage에서 IL-12 p40-κB 

site에 대한 NF-κB 매개 결합의 down regulating을 통해서 IL-12 생성을 억제함을 보

여주고 있다. Macrophage에서 대나무 잎의 aceton 분획 매개 IL-12 생성 억제는 항염

증 활성을 포함하고 있는 대나무 잎의 aceton 분획의 몇 가지 생물학적 효과를 잘 설

명할 수 있다.
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Fig. Fig. Fig. Fig. 18 18 18 18 Inhibition Inhibition Inhibition Inhibition of of of of IL-12 IL-12 IL-12 IL-12 expression expression expression expression in in in in LPS-activated LPS-activated LPS-activated LPS-activated monocytic monocytic monocytic monocytic RAW264.7         RAW264.7         RAW264.7         RAW264.7         

                                    cell-line cell-line cell-line cell-line by by by by the the the the acetone acetone acetone acetone fraction fraction fraction fraction of of of of bamboo(bamboo(bamboo(bamboo(Phyllostachys Phyllostachys Phyllostachys Phyllostachys nigranigranigranigra    var.      var.      var.      var.      

                                    henonishenonishenonishenonis) ) ) ) leaf(Extract)leaf(Extract)leaf(Extract)leaf(Extract)

(A) RAW264.7 cells were stimulated with LPS (5 ㎍/ml) for 48 hr in the absence 

or presence of various concentrations of the acetone fraction of bamboo leaf, 

and IL-12 levels in the culture supernatants were evaluated by an ELISA.  The 

ELISA data represent the mean ± standard error (n=3).  *P < 0.01 vs. a group 

stimulated with LPS alone.  (B) Inhibition of IL-12 mRNA expression. RAW264.7 

cells were stimulated with LPS (0.5 ㎍/ml) for 6 hr in the absence or presence 

of 200 ㎍/ml acetone fraction of bamboo leaf, and the IL-12 mRNA were 

investigated by RT-PCR.  RT-PCR products for IL-12 p40, IL-12 p35, IL-6 and 

b-actin were analyzed in 1.5 % agarose gels.
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p40/689        -689                                                             +98
p40/185                                                  -185                   +98
p40/LS         -689                                                             +98

NF-κκκκBA

B

p40/689        -689                                                             +98
p40/185                                                  -185                   +98
p40/LS         -689                                                             +98

NF-κκκκB

p40/689        -689                                                             +98
p40/185                                                  -185                   +98
p40/LS         -689                                                             +98

NF-κκκκBA

B

Fig. Fig. Fig. Fig. 19 19 19 19 Analysis Analysis Analysis Analysis of of of of acetone acetone acetone acetone fraction fraction fraction fraction of of of of bamboo(bamboo(bamboo(bamboo(Phyllostachys Phyllostachys Phyllostachys Phyllostachys nigranigranigranigra    var.            var.            var.            var.            

                                        henonishenonishenonishenonis) ) ) ) leaf(Extract)-mediated leaf(Extract)-mediated leaf(Extract)-mediated leaf(Extract)-mediated transcriptional transcriptional transcriptional transcriptional repression repression repression repression of of of of IL-12      IL-12      IL-12      IL-12      

                                        p40 p40 p40 p40 promoter promoter promoter promoter constructs constructs constructs constructs activated activated activated activated by by by by lipopolysaccharidelipopolysaccharidelipopolysaccharidelipopolysaccharide

RAW264.7 cells were transiently transfected with mouse IL-12 p40 promoter 

constructs and a linker-scanning mutant of the NF-kB site (schematic 

representation, A),followed by stimulation with LPS (0.5 ㎍/ml) either in the 

absence or presence of the acetone fraction of bamboo leaf (1, 5 and 10 ㎍/ml).  

Normalized luciferase expressions from triplicate samples are presented relative 

to the LacZ expressions (B).  The data represent the mean +/- SD from triplicate 

determinations.  The data are representative of three independent experiments. 

*P < 0.05 vs. a group stimulated with LPS alone.
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LPS      - +     +     +     +
Extract      - - 1    10    50   S  NS

NF-κκκκB

LPS      - +     +     +     +
Extract      - - 1    10    50   S  NS

NF-κκκκB

  

Fig. Fig. Fig. Fig. 20 20 20 20 Acetone Acetone Acetone Acetone fraction fraction fraction fraction of of of of bamboo(bamboo(bamboo(bamboo(Phyllostachys Phyllostachys Phyllostachys Phyllostachys nigranigranigranigra    var. var. var. var. henonishenonishenonishenonis) ) ) ) leaf          leaf          leaf          leaf          

                                    (Extract)-mediated (Extract)-mediated (Extract)-mediated (Extract)-mediated inhibition inhibition inhibition inhibition of of of of NF-kB NF-kB NF-kB NF-kB binding binding binding binding by by by by NF-kBNF-kBNF-kBNF-kB

Nuclear extracts prepared from monocytic cells stimulated with LPS either in the 

absence or presence of acetone fraction of bamboo leaf (1, 10 and 50 ㎍/ml) were 

examined for NF-kB binding activity in the electrophoretic mobility shift assay 

using a labeled oligonucleotide containing a consensus immunoglobulin-kB site.  

The specific binding of NF-kB to kB sites was confirmed in nuclear extracts in 

the presence of an unlabeled, identical oligonucleotide (S) and nonspecific 

oligonucleotide (NS), respectively.  The specific NF-kB complex is as indicated. 
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ⅤⅤⅤⅤ. . . . 결론결론결론결론

  국내에서 자생하는 대나무 잎의 acetone 분획물이 세포 분화 및 면역조절에 미치는 

영향을 조사하였다. 대나무 잎의 세포분화에 미치는 영향은 HL-60 cell culture 

system을 통해 관찰하였다. HL-60 cell은 대나무 잎의 acetone 분획 50∼200㎍/㎖로 

72시간 처리하였을 때 세포증식이 영향을 받지 않았으며, 200㎍/㎖이상의 농도에서 3

∼4% 정도의 세포분화가 유도되었다. Flow cytometric 분석을 통해 대나무 잎의 

acetone 분획을 1,25-dihydroxyvitamin D3와 병용 처리하면 현저하게 monocyte로 분화

를 자극하였고 대나무 잎의 acetone 분획을 all-trans RA와 병용 처리하면 현저하게 

granulocyte로 분화를 촉진시켰다. 이러한 대나무 잎의 백혈구 암세포주 분화 촉진효

과는 백혈병 치료에 대나무 잎을 활용할 수 있음을 보여준다.

     또한    interleukin-12(IL-12)생성을 억제하는 자가면역질환의 실험적인 model system

을 이용하여 대나무 잎의 acetone분획물이 LPS에 의해 활성화된 mouse macrophage의 

IL-12 생성에 미치는 영향을 관찰하였다. 대나무 잎의 acetone 분획물은 RAW 264.7 

monocytic cell-line에서 용량 의존적으로 LPS에 의해 유도되어지는 IL-12의 생성을 

강력하게 억제하였다. 이러한 IL-12 생성 억제 기전은 대나무 잎의 acetone 분획이 

NF-κB 결합 활성을 억제함으로써 LPS에 의한 IL-12생성유도를 저해하는 것으로 밝혀

졌다. Macrophage에서 대나무 잎의 acetone 분획물이 매개하는 IL-12 생성 억제 효과

는 항염증 활성을 포함하여 대나무 잎의 aceton 분획물의 몇 가지 생물학적 효과를 설

명할 수 있다.
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