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ABSTRACT

Atopic dermatitis (AD) is a chronic, relapsing inflammatory skin disease

associated with allergy and it is commonly characterized with dry skin,

severe pruritus, high serum IgE levels and eosinophilia. Keratinocytes produce

many cytochemokines which are involved in the pathogenesis of skin

disorders. In particular, macrophage-derived chemokine (MDC/CCL22) &

thymus and activation-regulated chemokine (TARC/CCL17) are Th2-type

cytokines, and it has been reported that serum MDC and TARC levels are

associated with AD disease activity. In present study, we investigated the

anti-inflammatory activities of Prunus yedoensis Matsum barks in vitro and

in vivo. In vitro, we evaluated of their inhibitory effect on the atopic

dermatitis (AD)―like inflammatory markers (MDC and TARC) and

Jak-STAT pathway (Jak1 and STAT1) in HaCaT human keratinocytes. In

vivo, we evaluated the inhibitory effect of EtOAc fraction on the skin

symptoms in AD-like murine model induced by DNCB or special diets.

Among different fractions obtained from crude extract (80% EtOH), EtOAc

fraction and E5 sub-fraction showed potent inhibitory activity on the mRNA

and protein levels of MDC and TARC at the concentration of 50 ㎍/㎖ in

HaCaT cells. In addition, E5, EtOAc sub-fraction, inhibited the activity of the

STAT1 proteins associated with MDC and TARC in a dose-dependent

manner. Also, the EtOAc fraction alleviated AD-like skin symptoms (skin

surface hydration, epidermis thickness) in AD-like murine model induced by

DNCB or special diets. These results suggest that P. yedoensis may have an

anti-atopic activity by suppressing the inflammatory chemokines (MDC and

TARC) and skin barrier dysfunction in vitro and in vivo.

Key word : Prunus yedoensis Matsum, Atopic dermatitis, MDC/CCL22,

TARC/CCL17, Jak-STAT, HaCaT keratinocytes, AD-like murine model
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Ⅰ. 서 론

아토피(atopy)는 음식물과 흡입성 물질에 대한 알레르기 반응의 결과로 피부염

이나 천식, 고초열이 나타나는 것을 Coca AF와 Coke RA에 의해 “아토피”라고

정의된 바 있는데, 이러한 알레르기 질환에는 아토피 피부염, 천식, 알레르기성

비염, 알레르기성 결막염 등이 있다 (Min, 2004). 특히 아토피 피부염(Atopic

dermatitis, AD)은 알레르기성 비염이나 천식을 동반하는 경우가 많은 만성 재발

성 피부질환으로, 한 해 태어나는 신생아 중 20%가 앓는다는 보고가 나올 정도

로 매우 흔한 피부병이다. 이 질환은 소양감, 피부건조증, 모낭 주위 항진, 구순

염, 태선화, 습진양병변 등이 특징적으로 나타난다 (Kim, 1983; Chang, 1998).

아토피 피부염의 원인에 대해서는 여러 가설이 제시되어 있으나 확실한 원인은

밝혀지지 않고 있으며 유전학적․면역학적 요인, 이상 약물반응, 환경요인, 미생

물 등이 관여할 것이라고 보고 있다. 최근에는 아토피 피부염 환자에서의 혈청

IgE치의 비정상적인 증가, 세포면역의 중추적 역할을 담당하는 T 림프구의 수적,

기능적 장애 등이 보고된 바 있다 (Baik, 2005).

아토피 피부염의 면역학적인 요인으로는 T 세포 성숙 결핍설, CD8+ 억제 T 세

포의 수적 감소 등이 제안 된 바 있었으나, 최근엔 CD4+ T 세포의 역할이 더욱

중요한 것으로 알려지고 있다 (Min, 2004). 즉, B 세포로부터 IgE의 생성을 유도

하는 IL-4, B 세포로부터 IgE 생성을 촉진하는 IL-5, IgE 생성을 증폭시키는

IL-6 등을 분비하는 T 세포는 CD4+ T 세포 중 Th2 세포인데, AD환자의 말초

혈액 및 피부 병변으로부터 분리한 항원 특이 T 세포 클론이 Th2로 밝혀졌고,

이 세포들에서 IL-4 등의 Th2 cytokine 프로필이 분비된다는 사실이 입증되었다

(Min, 2004).

인체의 외부 침입에 대한 방어 기작인 면역 체계는 T 세포의 활성화를 중심으

로 이루어진다고 알려져 있다. Th1 세포가 생산하는 Th type 1 cytokine은 Th1

세포의 분화를 유도하는 반면 Th2 세포의 증식과 분화를 억제하며, 반대로 Th2

세포가 생산하는 Th type2 cytokine은 Th2 세포의 증식과 분화를 유도하는 반
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면 Th1 세포의 분화를 억제한다고 알려져 있다. 이와 같은 상호 견제를 통해 균

형을 이루며 Th1과 Th2 면역반응을 조절하므로, 이 균형이 깨어지게 되면

Th1/Th2 불균형으로 인한 여러 가지 면역 질환을 겪게 되는 것으로 이해될 수

있다 (Chen, 2004; Ngoc et al, 2005). 아토피 피부염과 같은 알레르기 질환도 그

균형이 Th2 쪽으로 치우친 결과로 유발된 면역 질환 중의 하나이다. 즉, Th2 세

포와 알레르기 질환의 관계는 Th2 세포 기능의 증가와 Th1 세포 기능의 감소라

는 Th2 가설을 통해 이해할 수 있다 (Min, 2004).

아토피 피부염 환자의 피부에서 T 세포의 이동은 특이 chemokine과 그에 대한

수용체에 의해서 매개된다는 보고가 있다. Chemokine (chemoattractant

cytokine)은 염증부위에 백혈구의 이동, 면역세포의 분화, HIV감염의 억제와 면

역 조절 기능 등 여러 가지 활성을 가지는 분자량이 작은 cytokine의 한 부류이

다. 현재 약 50 여종이 알려져 있으며 chemokine은 구조적으로 처음 위치하는

두 개의 시스테인 잔여기의 상대적 위치에 따라 CXC, CC 및 CX3C 그리고 C의

네 종류의 아집단으로 나누어진다. chemokine은 염증질환, 감염질환, 알레르기질

환, 혈관성질환, 암질환, 자가면역질환 등의 여러 가지 병리학적 증상에 밀접하게

관련되어 있으며, 최근 새로운 chemokine과 그 수용체들이 발견되면서 면역세포

의 발생과 성숙, 근간세포(stem cell)보호, T 세포의 분화와 이주, HIV의 억제 및

Th1/Th2 cytokine balance의 조절 작용 등 새로운 기능들이 많이 알려지고 있

다. 그중에서 CC chemokine은 특히 알레르기성 염증반응에서 호산구, 호염구, 림

프구를 끌어들이는 중요한 역할을 한다고 보고되었다 (Lee, 2002; Baumer et al,

2004). 또한, chemokine 수용체로는 CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4와 CCR1,

CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR8과 CX3CR1 등이 있는데,

Th1(CXCR3, CCR5) 세포와 Th2(CCR3, CCR4, CCR8) 세포가 각각 다른

chemokine 수용체를 발현한다. 특히, CXCR3와 CCR4 chemokine 수용체는 각각

Th1과 Th2 세포에서 특이적으로 발현된다고 보고되었다 (Belperio, 2004; Esche,

2004).

다양한 chemokine 수용체들 중 CCR4는 Th2 세포에 많이 발현된다고 알려져

있고, AD-like murine model과 AD 환자의 병변 모두에서 과발현된다는 보고가

있다. 또한, 모든 CLA(+) 피부귀소 기억/작동 T 세포는 필수적으로 CCR4를 표
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현하는 것으로 밝혀졌고, 이러한 CCR4는 Th2 세포와 호산구의 선택적인 염증피

부로의 동원을 통해 아토피 피부염의 병리기전에 중요한 역할을 하는 것으로 추

측된다 (Na, 2005). 이러한 CCR4에 특이적으로 결합하는 chemokine으로는

macrophage-derived chemokine (MDC/CCL22)와 thymus and activation

-regulated chemokine (TARC/CCL17)로 알려져 있다. MDC는 단핵구, 단핵구

유래 수지상 세포와 자연 살해 세포 등에 대한 이주를 강하게 조절하는

chemokine으로 알려져 있고, TARC는 염증병변으로 Th2 세포의 이주를 선택적

으로 조절하는 chemokine으로 보고되었으며, 흉선에서 기본적으로 발현되고 단

핵구 유래 수지상 세포, 내피 세포와 각질 세포 등에서 생성되며, 특히 T 세포의

피부귀소에 중요한 chemokine으로 알려져 있다. 최근 MDC와 TARC의 아토피

피부염과 관련된 연구에서는 아토피 피부염 환자에서 혈청농도의 증가가 보고되

고, 아토피피부염 동물모형에서 MDC와 TARC의 피부발현이 증가됨이 보고되었

다 (Kakinuma et al, 2002; Maeda et al, 2002; Shinada et al, 2004; Jakubzick,

2004; Rozyk et al, 2005).

Signal transducer and activator of transcription (STAT)1은 IFN-γ에 반응하

는 Janus kinases (Jak) 에 의해 발현하는 세포질 내 전사인자이다 (Han, 2002).

Jaks는 cytokine이나 IFNs 수용체의 membrane-proximal 영역에 존재하면서

cytokine이나 IFNs의 신호전달에 관계하는 protein tyrosine kinases이다. Jaks

는 Jak1, Jak2, Jak3와 Tyk2의 4가지 형태로 존재하는데, 각각의 catalytically

active kinase 영역과 regulatory pseudo kinase 영역은 protein의 carboxy

terminus에 포함되어 있다. IFNs가 세포막에 있는 IFNs 수용체에 결합을 하면,

수용체의 세포질 영역의 tyrosine motifs와 그와 관련된 proteins가 인산화 되면

서 순차적인 신호전달이 시작된다. 세포질 내 영역에서 인산화 된 Jak에 STAT

이 결합을 하게 되고, STAT이 Jak에 의해서 다시 인산화 된다. 인산화 된

STAT 은 homodimers나 heterodimers를 형성한 후 핵 내로 이동하고, specific

DNA sequences에 결합하여 cytokine, chemokine과 같은 염증인자의 발현을 조

절하게 된다고 알려져 있다 (Ivashkiv, 2004; Best et al, 2005). 이전의 연구에서

IFN-γ는 다양한 세포 종류에서 STAT, ERK와 p38 MAP kinases를 활성화 시

킨다는 보고가 있었다 (Komine et al, 2005). 또한, IFN-γ와 IFN-α가 각각
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Jak1/Jak2와 Jak1/Tyk2를 활성화시키고, STAT protein은 다양한 리간드들, 특히

IFN-γ에 의해서는 STAT1, interleukin (IL)-6에 의해서는 STAT3, IL-4에 의해

서는 STAT6가 각각 활성화된다고 보고되었다 (Strobl et al, 2001).

왕벚나무 (Prunus yedoensis Matsum)는 장미과 (Rosaceae) 벚나무속 (Prunus

L.)에 속하는 식물로 높이가 15m에 달하는 낙엽교목으로서 수피가 평활하며 어

린가지에 잔털이 약간 있다. 잎은 호생하며 길이 6 - 12 ㎝로서 표면에 털이 없

고 뒷면에 털이 있으며, 가장자리에 예리한 겹으로 된 톱니모양이 있다. 꽃은 4

월에 잎 보다 먼저 피고 백색 또는 연한홍색이며, 산방화서에 3 - 6 개의 꽃이

달리고 소화경에 털이 있다. 화축에 포가 있고 꽃받침통은 털이 없으며 열편은

난형 예두이고 암술대에 털이 없으며 열매는 둥글고 6 -7 월에 적색에서 흑색으

로 익는다 (Lee, 1999). 대부분이 북반구 온대 지역에서 자라며, 우리나라에도 전

국 산지에 20여종이 있으며, 그 열매는 식용을 하기도 하고, 민간 의학에서는 각

기병, 수종, 유선염, 치통과 통경제 등으로 사용하였다 (Jung et al, 2004). 줄기

및 껍질은 기침, 담마진, 우육체 등의 민간약으로 이용되어 왔으며, 줄기의 껍질

에는 면역력 증가물질이 포함되어 있다는 보고와 항알레르기 효과가 있다는 보

고가 있다 (Kim et al, 2004).

이에 본 연구에서는, 왕벚나무 수피 추출물이 아토피 피부염에 대한 치료 효과

를 갖고 있을 것으로 기대되었고, 이를 규명하기 위하여 HaCaT 세포에 hIFN-γ 

(10 ng/㎖)로 자극하였을 때 유도되는 chemokine인 MDC와 TARC에 대해 왕벚

나무 수피 용매 분획 및 소분획이 억제 효과를 나타내는지 조사하였다. 또한,

HaCaT 세포에서 IFN-γ에 의한 MDC와 TARC의 생성에 관여한다고 생각되는

신호전달 protein인 Jak1과 STAT1에 대한 왕벚나무 수피 용매 분회 및 소분획

의 영향을 조사하였다. 또한, DNCB (2,4-dinitrochlorobenzene) 처리와 special

diets 방법으로 아토피 피부염을 유발한 동물모델에서 왕벚나무 수피 추출물의

처리에 의한 육안적, 조직학적 변화를 관찰하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 왕벚나무 시료 제조

건조 왕벚나무 수피 60 g에 80% 에탄올 60 ℓ를 2회 가하여, 3시간 가열 환류

하고 실온으로 냉각하여 여과하였다. 여액을 합하고 농축하여 8.6 g의 왕벚나무

수피 추출물 (PR-T)을 제조하였다. 왕벚나무 추출물 3 g을 물 1.5 ℓ에 현탁시

키고 에틸아세테이트 2 ℓ로 3회 추출하였다. 에틸아세테이트 층을 합하여 농축

하여 왕벚나무 에틸아세테이트 추출물분획 (PR-E) 0.92 g을 제조하였다. 물 층

을 수포화부탄올 2 ℓ로 3회 추출하여 합하고 감압 하에서 농축하여 왕벚나무

부탄올 추출물분획 (PR-B) 1.18 g을 제조하였다. 물 층을 감압 하에서 농축하여

왕벚나무 물 추출물분획 (PR-W) 0.9 g을 제조하였다. 또한, 에틸아세테이트 추

출물분획 5 g을 실리카겔 칼럼 내경 4.5 cm, 길이 25 cm에서 크로마토그래피 하

였다. 용매는 디클로로메탄 : 메탄올 (50 : 1, 850 ㎖ ; 30 : 1, 820 ㎖ ; 10 : 1,

880 ㎖ ; 8 : 1, 720 ㎖ ; 7 : 1, 560 ㎖ ; 6 : 1, 660 ㎖ ; 5 : 1, 600 ㎖ ;, 4 : 1,

500 ㎖ ; 메탄올, 500 ㎖)로 용출하고 UV, 2% FeCl3용액으로 발색하여 소분획

PR-E1; 1.2 g, PR-E2; 0.28 g, PR-E3; 1.56 g, PR-E4; 1.35 g, PR-E5; 0.7 g (메

탄올 용출분획)을 얻었다 (Scheme 1).

2. 세포 배양 및 시약

형질 전환된 인간각질형성세포주인 HaCaT 세포는 10% 우태아혈청 (fetal

bovine serum, FBS ; Gibco BRL, USA)과 100 unit/㎖ penicillin-streptomycin

(Gibco BRL, USA)을 첨가한 DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium,
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Gibco BRL, USA)을 세포배양액으로 이용하여, 37℃, 5% CO2로 유지되는 항온

기 (incubator)에서 배양하였다. 계대배양은 배양 플라스크 (culture flask) 면적의

80% 정도를 차지할 때까지 배양한 다음, 0.25% trypsin을 이용하여 세포를 배양

플라스크로부터 분리한 후, 10% FBS가 포함된 배양액으로 trypsin을 중화하고

원심 분리하여 여러 차례 계대배양 하였다.

Human interferon-γ (hIFN-γ, recombinant E. coli)는 Roche (Korea) 제품을,

MDC/CCL22 primer와 TARC/CCL17 primer는 Bioneer (Korea) 제품을, β-actin

primer는 Bionex 제품을, mouse anti-human Jak1 antibody와 mouse

anti-human Stat1 antibody는 BD Biosciences (USA) 제품을, BSA (Bovine

serum albumin)은 amresco (USA) 제품을 human MDC, human TARC ELISA

kit는 R&D (Germany) 제품을, mouse IgE ELISA kit는 alpha diagnostic (USA)

제품을, DNCB (2,4-dinitrochlorobenzene)는 TCI (Japan)제품을 실험에 사용하였

으며, 기타 시약은 특급 시약을 사용하였다.
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Scheme 1. Systematic purification using solvent partitioning from Prunus

yedoensis Matsum
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3. 세포독성평가 ; LDH assay

Lactate dehydrogenase (LDH)는 모든 세포의 세포질 안에 존재하는 효소로 원

형질막의 손상이 있으면 세포 밖의 배양액으로 급격하게 분비된다. 따라서 LDH

유리의 증가는 원형질막이 손상된, 즉 죽은 세포가 증가함을 이야기한다. 여러

농도의 왕벚나무 추출물로 처리한 배양 세포에 일정 시간 후에 substrate mix

를 추가하였다. 실온에서 30분간 반응시킨 후 50 ㎕의 반응중지 용액을 넣고 490

nm에서 흡광도를 측정하였다. 용해용액을 넣어 모든 세포를 용해시킨 상태에서

흡광도를 측정하였고, 이를 100%로 했을 때 LDH가 유리된 처리 세포의 흡광도

의 백분율을 계산하였다. 모든 실험은 동일한 조건에서 실시하였고, Cytotox 96
Ⓡ

Non-Radioactive Cytotoxicity Assay kit (Promega, USA)를 사용하였다.

4. RNA 분리

HaCaT 세포 (1 × 10
6
cells/㎖)를 60 φ dish에 분주하고 18 시간 배양한 후, 10배

농도로 조제된 시험 약물과 hIFN-γ (최종농도 10 ng/㎖)를 동시 처리하여 배양한 후

total RNA 추출은 TRI-reagent (MRC)를 이용하여 분리하였다. 세포에

TRI-reagent를 첨가하여 균질화한 후, 클로로포름을 첨가하여 원심분리 하였다.

상층액에 동량의 이소프로판올을 첨가하여 원심 분리시켜 RNA를 침전시키고

75%의 DEPC 처리된 에탄올로 세척한 후, 건조시켜 DEPC 처리된 증류수에 녹

였다. 260 nm의 흡광도를 측정하여 RNA를 정량하였고, A260/A280 nm의 비율

이 1.7～1.9 범위 내의 값을 갖는 RNA를 실험에 사용하였다. 모든 실험은

RNase-free한 조건하에서 이루어졌다.
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5. RT-PCR

1 ㎍의 total RNA를 oligo(dT)18 primer, dNTP (0.5 μM), 1 unit RNase

inhibitor 그리고 M-MuLV reverse transcriptase (2 U)로 70℃ 5 min, 25℃ 5

min, 37℃ 60 min, 그리고 70℃에서 15 min heating 시킴으로서 반응을 중지시

켰다. Polymerase Chain Reaction (PCR)은 합성된 cDNA로부터 MDC, TARC,

β-Actin을 증폭시키기 위하여 1 ㎕ cDNA, 4 μM의 5 과 3 primer, 10x buffer

(10 mM Tris-HCl, pH 8.3, 50 mM KCl, 0.1% Triton X-100), 250 μM dNTP,

25 mM MgCl2, 1 unit Taq polymerase (Promega, USA)를 섞고 distilled water

로 전체를 25 ㎕로 맞춘 다음 Perkin-Elmer Thermal Cycler를 이용하여 PCR을

실시하였다. 이때 PCR 조건은 94℃/45초, 55～60℃/45초, 72℃/60초, 35회이며,

PCR에 의하여 생성된 산물은 1.5% agarose gel에서 전기영동을 실시하고

ethidium bromide로 염색하여 특정 band를 확인하였다 (Table 1).
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Table 1. Primer sequences and the expected product sizes in RT-PCR

analysis

Gene Primer sequences
Fragment

size(bp)

MDC
F 5'-GCATGGCTCGCCTACAGACT-3'

497
R 5'-GCAGGGAGGGAGGCAGAGGA-3'

TARC
F 5'-ATGGCCCCACTGAAGATGCT-3'

351
R 5'-TGAACACCAACGGTGGAGGT-3'

β-Actin
F 5'-ATGGGTCAGAAGGATTCCTATG-3'

588
R 5'-CAGCTCGTAGCTCTTCTCCA-3'
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6. Chemokine 생성 및 정량

Human keratinocyte cell line 인 HaCaT 세포를 DMEM 배지를 이용하여 5 ×

10
5
cells/㎖로 조절한 후 12 well plate에 접종하고, 5% CO2 항온기에서 18시간

전배양 하였다. 이후 배지를 제거하고 10배 농도로 조제된 시험물질 50 ㎕를

hIFN-γ (최종농도 10 ng/㎖)를 포함하는 새로운 배지 (FBS(-)) 450 ㎕에 가하

여 전 배양과 동일 조건에서 배양하였다. 24시간 후 배양 배지를 원심분리

(12,000 rpm, 3 min)하여 얻어진 상층액의 MDC 및 TARC 함량을 각각 human

MDC immunoassay, human TARC immunoassay kit (R&D, Germany)를 이용

하여 정량하였으며, standard에 대한 표준곡선의 r
2
값은 0.99 이상이었다.

7. Western blot analysis

HaCaT 세포 (1 × 10
6
cells/㎖)를 DMEM 배지를 이용하여 5% CO2 항온기에서

18시간 전배양 하였다. 이후 배지를 제거하고 10배 농도로 조제된 시험물질과

hIFN-γ (10 ng/㎖)를 함유한 새로운 배지를 동시에 처리하여 전배양과 동일 조

건에서 배양하였다. 세포를 2～3회 PBS (phosphate buffered saline)로 세척 후 1

㎖의 lysis buffer를 첨가, 30분～1시간동안 lysis 시킨 후 12,000 rpm에서 15분간

원심 분리하여 세포막 성분 등을 제거하였다. 단백질 농도는 BSA (bovine

serum albumin)을 표준화하여 Protein Assay Kit (Bio-rad, USA)를 사용하여

정량하였다. 20～30 ㎍의 lysate를 8% mini gel SDS-PAGE (Poly Acrylamide

Gel Electrophoresis)로 변성 분리하여, 이를 PVDF membrane (BIO-RAD)에

200 mA로 2시간 동안 transfer하였다. 그리고 membrane의 blocking은 1% BSA

(Amresco, USA)가 함유된 TTBS (TBS + 0.1% Tween 20) 용액에서 overnight

실시하였다. Jak1의 발현 양을 검토하기 위한 항체로는 anti-human Jak1 (1 :

250) (BD, USA)을, STAT1의 발현 양을 확인하기 위한 항체로는 anti-human
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STAT1 (1 : 250) (BD, USA)을 TTBS 용액에서 희석하여 상온에서 2시간 반응

시킨 후 TTBS로 3회 세정하였다. 2차 항체로는 HRP (Horse Radish

Peroxidase)가 결합된 anti-mouse IgG (Amersham Co., U.K.)를 1 : 2500으로

희석하여 상온에서 40분 간 반응시킨 후, TTBS로 3회 세정하여 ECL 기질

(Intron, Korea)과 1분 간 반응 후 X-ray 필름에 감광하였다.

8. 실험동물

본 실험에 사용된 실험동물은 생후 7주된 암컷 hairless mice (HOS:HR-1)로,

중앙실험동물(주)에서 구입하여 사용하였다. DNCB (2,4-Dinitrochlorobenzene)

도포 실험에서는 사료와 음용수는 충분히 공급하여 자유롭게 섭취시켰다.

Special diets를 사용한 실험에서는 normal diets와 HR-1을 위한 special diets

(HR-AD manufactured diet, Nosan Corp, Japan)를 동량으로 섭취시키고, 음용

수는 충분히 공급하였다 (Table 2).

9. 왕벚나무 수피 추출물 도포제 제조

실험에 사용한 도포제는 PBS와 에탄올, 글리세롤을 적정 비율 (10:5:1)로 혼합

한 것을 기제로 하고 (carrier), 여기에 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획의 농

도가 1% (W/V)가 되도록 희석하였다.
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Normal
diets

Special
diets

(HR-AD)
　

Normal
diets

Special
diets

(HR-AD)
　

Normal
diets

Special
diets

(HR-AD)

General
ingredients

Minerals Vitamins

Moisture 8.00% 2.10% Ca 0.85% 89% A 10000 IU 32157 IU

Crude
protein

18.00% 20.70% P 0.62% 0.62% D3 2000 IU 4799 IU

Crude fat 5.00% 0.40% Mg 0.25% 0.02% E 50 IU 160 ㎎

Crude
fiber

3.20% 6.00% K 0.25% 0.43% K 10 ㎎ 4.1 ㎎

Crude ash 5.00% 5.40% Na 0.28% 0.20% B1 15 ㎎ 12.8 ㎎

NEF
*
58.20% 65.40% Fe 200 ㎎ 277 ㎎ B2 10 ㎎ 15.4 ㎎

Mn 100 ㎎ 79 ㎎ B6 10 ㎎ 52.1 ㎎

Zn 44 ㎎ 114 ㎎ B12 0.01 ㎎ 0.08 ㎎

I 4 ㎎ 1.3 ㎎ Biotin 0.5 ㎎ 0.8 ㎎

Co 2 ㎎ .002 ㎎
Pantothenic
acid

30 ㎎ 28.6 ㎎

Cu unknown 21 ㎎ Choline 2300 ㎎ 434 ㎎

Folic acid 1 ㎎ 0 ㎎

Inositol 100 ㎎ unknown

　 　 　 　 　 　 Niacin 100 ㎎ unknown

Table 2. Composition of normal and special diets for HR-1 hairless mice

<% or per ㎏>

* NEF, nitrogen free extract
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10. 아토피 피부염의 유발과 추출물의 도포

생후 7주된 암컷 hairless mice를 일주일간 순화 시킨 후, DNCB　무처리군

(DNCB (-)), DNCB 처리군 (DNCB (+)), DNCB 처리 후 왕벚나무 수피 추출물

EtOAc 분획 처리군 (DNCB-PRE)으로 각각 7마리씩 나누었다. 1% DNCB (TCI,

Japan) 용액 (aceton) 100 ㎕를 등 부위에 도포하여 감작시키고, 일주일 후 0.5%

DNCB용액 50 ㎕를 도포하였다 (day 0). 이후 2일 간격으로 0.5% DNCB용액

100 ㎕를 36일간 도포하여 피부염을 유발하였다.

또한 생후 4주된 암컷 hairless mice를 일주일간 안정화시킨 후, normal diets

섭취군 (ND), special diets 섭취군 (AD-cont.), special diets 섭취 후 왕벚나무

수피 추출물 EtOAc 분획 처리군 (AD-PRE)으로 각각 7마리씩 나누어 13주간

섭취 시켜 피부염을 유발하였다.

각각의 실험군에 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획을 100 ㎕씩 2일 간격으로

도포하고, 대조군에는 기제를 동량 도포하여 육안적인 변화를 관찰하였다.

11. 피부 조직표본 제작

각각의 실험 종료 후 경추탈골 시키고, 등 쪽의 피부를 절제한 후 10% 중성 포

르말린 용액에 넣어 고정시켰다. 10% 중성 포르말린 용액에 담긴 피부조직을 24

시간 동안 고정한 후, 통상적인 방법으로 파라핀에 포매하고 3 ㎛ 두께로 연속절

편을 만들었다. 만들어진 연속절편은 H&E (Haematoxylin & eosin)를 이용하여

염색하여 피부 조직표본을 제작하였다.
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12. 피부표면 수분 및 표피 두께 측정

DNCB 도포와 special diets 섭취를 통한 아토피 피부염 동물 모델에서 피부

표면 수분 측정을 2일 간격으로 실시하였으며, 수분 측정은 수분측정기 (scalar,

Japan)를 사용하여 측정하였다.

표피 두께 변화는 H&E 염색한 조직 표본을 이미지화한 후, Image-Pro plus

ver. 4.5를 이용하여 측정하였다.

13. 혈청 IgE 생성 및 정량

DNCB 도포실험에서는 5주째, 그리고 special diets 실험에서는 13주째 실험동

물을 ethyl ether로 마취한 후 심장 천자법으로 채혈하여 혈청을 분리하고, 혈청

내 IgE를 측정하기 위하여 mouse serum IgE ELISA kit (alpha diagnostic,

USA)를 이용하여 측정하였다.

14. 특수 염색

염증부위 내 세포 이주에 영향을 미치는 비만세포의 분포와 형태변화를 조사하

기 위하여 toluidine blue method를 실시하였다. 우선 파라핀에 포매하여 3 ㎛ 두

께로 절편을 제작하였고, 절편을 toluidine blue (sigma, USA)에 3분간 염색하고

광학현미경을 이용하여 관찰하였다.
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15. 영상분석 및 통계처리

전기영동 및 슬라이드 염색과 같은 이미지화된 결과를 수치화하기 위하여,

Quantity One Ver. 4.2.1과 Image-Pro plus ver. 4.5를 이용하여 분석하였으며,

결과는 mean ± standard error로 기록하였고, 유의성 검정은 Student's T-test

분석방법을 이용하였다.
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Ⅲ. 결 과

1. 세포독성 (LDH 유리에 미치는 영향)

왕벚나무 수피 추출물 용매 분획의 HaCaT 세포에 대한 독성은 LDH assay를

통해 조사하였다. 그 결과 대조군 11.9%에 비하여 80% EtOH (PR-T), EtOAc

(PR-E), H2O (PR-W) 용매 분획에서 각각 28.5, 17.1, 14.8%로 큰 독성을 나타내

지 않았지만, BuOH (PR-B) 용매 분획에서는 39.8%로 비교적 높은 독성을 나타

내었다 (Figure 1).

또한, EtOAc 분획 (PR-E)을 200, 100, 50, 25, 12,5 ㎍/㎖로 처리했을 때, 대조

군 10.3%에 비하여 각각 71.5, 9.6, 6.1, 6.6, 8.0%로 200 ㎍/㎖ 농도에서는 높은

독성을 나타냈으나, 처리 농도 100 ㎍/㎖ 이하에서는 세포독성을 나타내지 않았

다 (Figure 2).

EtOAc 분획의 소분획을 50 ㎍/㎖로 처리했을 때, 대조군 8.9%에 비하여 E1,

E2, E3, E4, E5 분획에서 각각 17.3, 7.3, 10.7, 8.8, 11.0%로 독성을 나타내지 않

았다 (Figure 3).
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Fig. 1. Cytotoxicity of solvent fractions of P. yedoensis on the culture

medium of HaCaT human keratinocytes. Cells (2.0 × 10
5
cells/well) were

pre-incubated for 18 hr, and LDH release was measured after 24 hr

stimulation with hIFN-γ (10 ng/㎖) in the presence of P. yedoensis (50 ㎍/

㎖).
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Fig. 2. Cytotoxicity of  EtOAc fraction of P. yedoensis on the culture

medium of HaCaT human keratinocytes. Cells (2.0 × 10
5
cells/well) were

pre-incubated for 18 hr, and LDH release was measured after 24 hr

stimulation with hIFN-γ (10 ng/㎖) in the presence of P. yedoensis.
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Fig. 3. Cytotoxicity of  EtOAc sub-fractions of P. yedoensis on the

culture medium of HaCaT human keratinocytes. Cells (2.0 × 10
5

cells/well) were pre-incubated for 18 hr, and LDH release was measured

after 24 hr stimulation with hIFN-γ (10 ng/㎖) in the presence of P.

yedoensis (50 ㎍/㎖).
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2. MDC 와 TARC mRNA 발현에 미치는 영향

hIFN-γ로 자극한 HaCaT 세포에서 왕벚나무 수피 용매 분획과 EtOAc 분획의

소분획에 의한 chemokine mRNA 발현 억제정도를 조사하였다.

1) 용매 분획이 MDC 와 TARC mRNA 발현에 미치는 영향

HaCaT 세포에 hIFN-γ (10 ng/㎖)를 사용하여 chemokine의 생성을 유도한 후

왕벚나무 수피 추출물 용매분획에 의한 mRNA 발현의 변화정도를 RT-PCR을

통해 확인하였다. hIFN-γ에 의해 MDC와 TARC의 mRNA 발현은 대조군에 비

하여 증가하였으며, 용매 분획을 50 ㎍/㎖로 처리한 결과 EtOAc 분획 (PR-E)

처리에 의해서 MDC와 TARC의 mRNA 발현이 현저히 감소하였다 (Figure 4

and 5).
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Fig. 4. Inhibition of MDC mRNA expression by solvent fractions of P.

yedoensis in HaCaT human keratinocytes. Cells (5.0 × 10
5
cells/㎖) were

pre-incubated for 18 hr, and the level of MDC mRNA was determined after

24 hr stimulation with hIFN-γ (10 ng/㎖) in the presence of P. yedoensis (50

㎍/㎖).
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Fig. 5. Inhibition of TARC mRNA expression by solvent fractions of P.

yedoensis in HaCaT human keratinocytes Cells (5.0 × 10
5
cells/㎖) were

pre-incubated for 18 hr, and the level of TARC mRNA was determined after

24 hr stimulation with hIFN-γ (10 ng/㎖) in the presence of P. yedoensis (50

㎍/㎖).
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2) EtOAc 분획 및 소분획이 MDC 와 TARC mRNA 발현에 미치는 영향

왕벚나무 수피 추출물 용매분획 중 MDC와 TARC mRNA 발현에 대해 높은

억제효과를 나타낸 EtOAc 분획의 농도별 억제 효과와 EtOAc 분획의 소분획에

의한 억제 효과를 확인하였다. HaCaT 세포에 hIFN-γ (10 ng/㎖)를 사용하여

chemokine의 생성을 유도한 후 EtOAc 분획을 HaCaT 세포에 대해 높은 독성을

나타낸 200 ㎍/㎖를 제외한, 농도별 100, 50, 25, 12.5 ㎍/㎖로 각각 처리 하여

mRNA 발현 변화정도를 RT-PCR을 통해 확인하였다. hIFN-γ에 의해 MDC와

TARC의 mRNA 발현은 대조군에 비하여 증가하였으며, EtOAc 분획은 농도 의

존적으로 MDC 발현을 억제하였고, 100 ㎍/㎖ 농도에서 강한 억제효과를 나타냈

다. 또한, TARC의 발현에 대한 억제효과도 100 ㎍/㎖ 농도에서 강하게 나타났

으며, 농도 의존적인 TARC 생성 억제효과를 나타내었다 (Figure 6 and 7).

EtOAc 분획의 소분획 (E1, E2, E3, E4 and E5)에 의한 억제효과는, HaCaT 세

포에 hIFN-γ (10 ng/㎖)를 사용하여 chemokine의 생성을 유도한 후 소분획을

50 ㎍/㎖로 처리하여 mRNA 발현의 변화정도를 RT-PCR을 통해 확인하였다.

hIFN-γ에 의해 MDC와 TARC mRNA 발현은 대조군에 비하여 증가하였으며,

소분획 50 ㎍/㎖를 처리한 결과 E5 소분획 (PR-E5)에서 MDC와 TARC mRNA

발현이 현저히 감소하였다 (Figure 8 and 9).

EtOAc 분획의 소분획들 중에서 MDC와 TARC에 대한 높은 억제효과를 나타

낸 E5 소분획의 농도별 억제효과를 확인하였다. HaCaT 세포에 hIFN-γ (10 ng/

㎖)를 사용하여 chemokine의 생성을 유도한 후 E5 소분획을 농도별 100, 50, 25,

12.5 ㎍/㎖로 각각 처리하여 mRNA 발현의 변화정도를 RT-PCR을 통해 확인하

였다. hIFN-γ에 의한 MDC와 TARC의 발현은 대조군에 비하여 증가하였으며,

E5 소분획을 농도별로 처리한 결과 MDC와 TARC mRNA 발현에 대해 농도 의

존적으로 억제효과를 보였다 (Figure 10 and 11).
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Fig. 6. Inhibition of MDC mRNA expression by EtOAc fraction of P.

yedoensis in HaCaT human keratinocytes. Cells (5.0 × 10
5
cells/㎖) were

pre-incubated for 18 hr, and the level of MDC mRNA was determined after

24 hr stimulation with hIFN-γ (10 ng/㎖) in the presence of P. yedoensis

(100, 50, 25, 12.5 ㎍/㎖).
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Fig. 7. Inhibition of TARC mRNA expression by EtOAc fraction of P.

yedoensis in HaCaT human keratinocytes. Cells (5.0 × 10
5
cells/㎖) were

pre-incubated for 18 hr, and the level of TARC mRNA was determined after

24 hr stimulation with hIFN-γ (10 ng/㎖) in the presence of P. yedoensis

(100, 50, 25, 12.5 ㎍/㎖).



- 27 -

Fig. 8. Inhibition of MDC mRNA expression by EtOAc sub-fractions of

P. yedoensis in HaCaT human keratinocytes. Cells (5.0 × 10
5
cells/㎖)

were pre-incubated for 18 hr, and the level of MDC mRNA was determined

after 24 hr stimulation with hIFN-γ (10 ng/㎖) in the presence of P.

yedoensis (50 ㎍/㎖).
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Fig. 9. Inhibition of TARC mRNA expression by EtOAc sub-fractions

of P. yedoensis in HaCaT human keratinocytes. Cells (5.0 × 10
5
cells/㎖)

were pre-incubated for 18 hr, and the level of TARC mRNA was determined

after 24 hr stimulation with hIFN-γ (10 ng/㎖) in the presence of P.

yedoensis (50 ㎍/㎖).
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Fig. 10. Inhibition of MDC mRNA expression by EtOAc sub-fraction

(E5) of P. yedoensis in HaCaT human keratinocytes. Cells (5.0 × 10
5

cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the level of MDC mRNA was

determined after 24 hr stimulation with hIFN-γ (10 ng/㎖) in the presence of

P. yedoensis (100, 50, 25, 12.5 ㎍/㎖).
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Fig. 11. Inhibition of TARC mRNA expression by EtOAc sub-fraction

(E5) of P. yedoensis in HaCaT human keratinocytes. Cells (5.0 × 10
5

cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the level of TARC mRNA was

determined after 24 hr stimulation with hIFN-γ (10 ng/㎖) in the presence of

P. yedoensis (100, 50, 25, 12.5 ㎍/㎖).
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3. EtOAc 분획 및 소분획이 Chemokine 양에 미치는 영향

hIFN-γ로 자극한 HaCaT 세포에서 생성되는 MDC와 TARC에 대한 왕벚나무

수피 EtOAc 분획의 억제활성을 ELISA 방법으로 조사하였다. hIFN-γ의 자극에

의해 HaCaT 세포에서 chemokine이 생성되는 것으로 알려져 있고, 이에 따라

hIFN-γ 10 ng/㎖을 처리하여 HaCaT 세포에서 MDC와 TARC의 생성을 유도하

였다. 여기에 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획을 농도별 (50, 25, 12.5 ㎍/㎖)로

처리하여 MDC와 TARC의 생성을 확인하여 본 결과, 50 ㎍/㎖에서 MDC와

TARC 생성 억제효과를 나타내었고, 농도의존적인 생성 억제효과를 나타내었다

(Figure 12 and 13).

또한, 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획의 소분획을 50 ㎍/㎖로 처리하여

MDC와 TARC 생성에 대한 억제효과를 확인하였다. 그 결과 E5 소분획

(PR-E5)에서 MDC와 TARC의 생성을 현저히 억제하였다 (Figure 14 and 15).
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Fig. 12. Inhibition of MDC production by EtOAc fraction of P.

yedoensis in HaCaT human keratinocytes. MDC concentration in culture

medium was measured with ELISA method in HaCaT cells (3.0 × 10
5

cells/well) stimulated with hIFN-γ (10 ng/㎖) in the presence of P. yedoensis

P<0.05 : *
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Fig. 13. Inhibition of TARC production by EtOAc fraction of P.

yedoensis in HaCaT human keratinocytes. TARC concentration in culture

medium was measured with ELISA method in HaCaT cells(3.0 × 10
5

cells/well) stimulated with hIFN-γ (10 ng/㎖) in the presence of P. yedoensis

P<0.01 : **
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Fig. 14. Inhibition of MDC production by EtOAc sub-fractions of P.

yedoensis in HaCaT human keratinocytes. MDC concentration in culture

medium was measured with ELISA method in HaCaT cells (3.0 × 10
5

cells/well) stimulated with hIFN-γ (10 ng/㎖) in the presence of P. yedoensis

(50 ㎍/㎖). P<0.05 : *, P<0.01 : **
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Fig. 15. Inhibition of TARC production by EtOAc sub-fractions of P.

yedoensis in HaCaT human keratinocytes. TARC concentration in culture

medium was measured with ELISA method in HaCaT cells (3.0 × 10
5

cells/well) stimulated with hIFN-γ (10 ng/㎖) in the presence of P. yedoensis

(50 ㎍/㎖). P<0.05 : *, P<0.01 : **
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4. Jak-STAT 신호전달에 미치는 영향

MDC와 TARC 생성에 관련 있다고 알려진 Jak-STAT 신호전달 경로에 대한

왕벚나무 수피 추출물의 영향을 조사하였다. HaCaT 세포를 IFN-γ (10 ng/㎖)로

자극하고, EtOAc 분획 (50, 25, 12.5 ㎍/㎖)과 EtOAc 분획의 소분획 (50 ㎍/㎖)

을 처리 하여 Jak1과 STAT1 발현에 미치는 영향을 western blotting을 통하여

확인하였다. EtOAc 분획을 농도별로 처리한 결과 STAT1 발현에 대한 억제효과

를 확인 하지 못하였다 (Figure 16). 반면, EtOAc 분획의 소분획을 처리한 결과

E5 소분획 (PR-E5) 처리에 의해서 STAT1 발현이 현저하게 감소하였다

(Figure 17).

STAT1 발현에 대한 억제효과를 나타낸 E5 소분획의 농도 의존적인 억제효과

를 확인하기 위하여, INF-γ (10 ng/㎖)로 자극한 HaCaT 세포에 E5 소분획을

100, 50, 25, 12.5 ㎍/㎖로 처리하여 Jak1과 STAT1 발현에 미치는 영향을

western blotting을 통하여 확인하였다. 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획의 소

분획 E5를 농도별로 처리한 결과 STAT1 발현을 농도 의존적으로 억제 하였다

(Figure 18).
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Fig. 16. Effect of EtOAc fraction of P. yedoensis on the levels of Jak1

& STAT1 in HaCaT human keratinocytes. HaCaT cells (5 × 10
5
cells/㎖)

were pre-incubated for 18 hr, and further incubated with hIFN-γ (10 ng/㎖)

in the presence of P. yedoensis (50, 25, 12.5 ㎍/㎖) for 24 hr. Protein levels

of Jak1 & STAT1 were determined using Westernblotting method.
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Fig. 17. Effect of EtOAc sub-fractions of P. yedoensis on the levels of

Jak1 & STAT1 in HaCaT human keratinocytes. HaCaT cells (5 × 10
5

cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and further incubated with hIFN-γ (10

ng/㎖) in the presence of P. yedoensis (50 ㎍/㎖) for 24 hr. Protein levels of

Jak1 & STAT1 were determined using Westernblotting method.
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Fig. 18. Effect of EtOAc sub-fraction (E5) of P. yedoensis on the

levels of Jak1 & STAT1 in HaCaT human keratinocytes. HaCaT cells (5

× 10
5
cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and further incubated with

hIFN-γ (10 ng/㎖) in the presence of P. yedoensis (100, 50, 25, 12.5 ㎍/㎖)

for 24 hr. Protein levels of Jak1 & STAT1 were determined using

Westernblotting method.
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5. 아토피 유발 동물모델에서의 육안적 ․ 조직학적 결과

1) DNCB 도포 모델

반복적인 DNCB 도포에 의해 아토피 피부염이 유발된 실험동물에서 정상군

(DNCB (-)), 기제만 처리한 군 (DNCB (+))과 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분

획을 처리한 군 (DNCB-PRE)을 비교하였다. 육안적 관찰의 결과, DNCB를 반복

적으로 도포하고 기제만을 처리한 군에서는 정상군 (Figure 19A)에 비하여 각질

층의 손상과 DNCB를 도포한 부분에서 홍반을 관찰할 수 있었다 (Figure 19B).

반면, 왕벚나무 수피 추출물을 처리한 군에서는 각질의 형성, 홍반 등과 같은 증

상이 대조군에 비해 감소한 것을 관찰할 수 있었다 (Figure 19C).

조직학적인 관찰을 통해 DNCB와 기제만을 처리한 군에서는 정상군 (Figure

19D)에 비하여 상피 각질층의 탈락, 세포 과형성과 진피의 염증세포 침윤 등이

관찰되었으나 (Figure 19E), DNCB와 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획을 도포

한 군에서는 각질층의 탈락과 상피 내 세포과형성이 대조군에 비해 감소한 것을

관찰할 수 있었다. 또한, 진피에 침윤된 염증세포들이 감소하거나 전체적으로 퍼

져있는 양상을 관찰할 수 있었다 (Figure 19F).
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Fig. 19. Naked eye- and microscopic observation of skin tissue treated

with DNCB (A, D : DNCB (-) group, B, E : DNCB (+) group, C, F :

DNCB-PRE group).
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2) Special diets 섭취 모델

Normal diets를 섭취한 군(ND)과 special diets 섭취에 의해 아토피 피부염이

유발된 군(AD)에 대한 왕벚나무 수피 추출물의 효능을 육안, 조직학적인 관찰을

통하여 확인하였다. Special diets를 섭취하여 아토피 피부염이 유발된 군은

normal diets를 섭취한 군 (Figure 20A)에 비하여 각질의 형성정도가 심했고, 피

부 표면에 전체적으로 굵은 주름이 나타났다 (Figure 20B). 반면에 왕벚나무 수

피 추출물 EtOAc 분획을 도포한 군에서는 기제만을 도포한 군에 비하여 각질의

형성정도가 감소하였으나, 피부 표면의 굵은 주름에서는 확연한 차이를 나타내지

않았다 (Figure 20C).

조직학적인 관찰에서 special diets 섭취 후 기제를 처리한 군은 normal diets를

섭취한 군 (Figure 20D)에 비하여 표피의 두께가 증가하고, 각질의 과형성도 확

인할 수 있었으며, 진피에 침윤된 염증세포가 증가한 것을 관찰할 수 있었다

(Figure 20E). 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획을 처리한 군에서는 기제만을

처리한 대조군에 비하여 염증세포의 침윤이 감소한 것을 관찰할 수 있었다. 또

한, 육안적인 관찰에서 각질의 형성이 감소함을 확인할 수 있었으나, 조직학적인

관찰을 통해서는 각질층의 감소나 확연한 표피 두께의 변화를 확인하지 못하였

다 (Figure 20F).



- 43 -

Fig. 20. Naked eye- and microscopic observation of skin tissue in

normal and special diet-fed hairless mice (A, D : ND group, B, E :

AD-cont. group, C, F : AD-PRE group).
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6. 피부표면 수분 및 표피 두께 변화에 미치는 영향

왕벚나무 수피 추출물의 도포가 실험동물의 등 부위 피부표면의 수분과 표피

두께의 변화에 미치는 영향을 조사하였다.

1) 피부표면 수분 변화에 미치는 영향

DNCB 도포에 의한 아토피 피부염 유발 동물 모델에서 등 피부표면의 수분 변

화량을 측정하였다. 0.5% DNCB를 반복적으로 도포하였을 때, 정상군 36.18 ±

1.29 (day 6), 35.36 ± 1.33 (day 16), 35.79 ± 0.87% (day 26)에 비해 피부표면의

수분이 각각 감소하였다. 0.5% DNCB와 기제를 도포한 군에서는 각각 32.39 ±

1.67 (day 6), 32.24 ± 1.51 (day 16), 32.31 ± 1.82% (day 26)로 수분의 변화에

큰 차이를 나타내지 않은 반면, 0.5% DNCB와 1% 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc

분획을 도포한 군에서는 각각 30.81 ± 1.77 (day 6), 32.72 ± 1.36 (day 16), 33.55

± 1.87% (day 26)로 피부표면 수분이 대조군에 비하여 유의적으로 증가하였다

(Figure 21.)

또한, special diets 섭취 동물모델에서 피부표면 수분을 측정했을 때, normal

diets를 섭취한 정상군에서는 각각 36.06 ± 0.88 (10 week), 35.36 ± 1.33 (11

week), 35.68 ± 0.95% (12 week)인 것에 비하여 special diets를 섭취한 대조군

에서 각각 29.49 ± 2.03 (10 week), 29.03 ± 2.13 (11 week), 30.29 ± 2.08% (12

week)로 피부표면의 수분이 감소하였다. 기제만을 도포한 대조군에서는 수분의

변화가 크지 않은 반면, 1% 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획을 도포한 군에서

는 각각 30.82 ± 1.16 (10 week), 31.76 ± 1.35 (11 week), 31.14 ± 2.29% (12

week)로 피부표면 수분이 유의적으로 증가하였다 (Figure 22).



- 45 -

Fig. 21. Changes in the degree of skin surface hydration by DNCB

treatment (DNCB (-) : PBS + carrier, DNCB (+) : 0.5% DNCB +

carrier, DNCB-PRE group : 0.5% DNCB + 1% PRE). P<0.05 : *
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Fig. 22. Changes in the degree of skin surface hydration in normal and

special diet-fed hairless mice (ND group : normal diets, AD-cont.

group : AD-diets + carrier, AD-PRE group : AD-diets + 1% PRE).

P<0.05 : *
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2) 표피 두께 변화에 미치는 영향

DNCB 도포와 special diets 섭취에 의해 유도된 아토피 피부염 동물 모델에서

왕벚나무 추출물 EtOAc 분획의 도포가 표피 두께 변화에 미치는 영향을 조사하

였다. 0.5% DNCB와 기제를 도포한 군의 표피 두께는 31.98 ± 1.49 ㎛로 정상군

12.63 ± 0.81 ㎛에 비해 증가한 것을 관찰할 수 있었다. 이에 반해 0.5% DNCB

와 1% 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획을 도포한 군은 26.62 ± 4.26 ㎛로 대

조군에 비해 표피 두께가 유의적으로 감소되었다 (Figure 23).

또한, special diets를 섭취한 아토피 피부염 동물모델에서도 normal diets를 섭

취한 정상군이 12.63 ± 0.80 ㎛인 것에 비해 special diets를 섭취한 군에서 표피

두께가 35.22 ± 5.03 ㎛로 증가한 것을 관찰할 수 있었고, 1% 왕벚나무 수피 추

출물 EtOAc 분획을 도포한 군에서는 31.32 ± 2.70 ㎛로 대조군에 비해 표피 두

께가 유의적으로 감소되었다 (Figure 24).
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Fig. 23. Changes in epidermis thickness by DNCB treatment (DNCB (-)

: PBS + carrier, DNCB (+) : 0.5% DNCB + carrier, DNCB-PRE group :

0.5% DNCB + 1% PRE). P<0.05 : *
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Fig. 24. Changes in epidermis thickness in normal and special diet-fed

mice (ND group : normal diets, AD-cont. group : AD-diets + carrier,

AD-PRE group : AD-diets + 1% PRE). P<0.05 : *
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7. 혈청 IgE 생성에 미치는 영향

DNCB 도포와 special diets 섭취에 의해 아토피 피부염이 유발된 군에 대한 왕

벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획의 도포가 실험동물의 혈청 IgE 변화에 미치는

영향을 조사하였다. 혈청 내 IgE 량은 실험 종료 후 ether를 이용하여 실험동물

을 마취 시키고 심장 천자 법을 이용하여 채혈한 후 원심분리기로 혈청을 분리

하여 IgE 량을 mouse serum IgE ELISA kit를 이용하여 측정하였다.

DNCB 도포에 의해 아토피 피부염이 유발된 실험군에서 기제만을 도포한 군

(DNCB (+))과 왕벚나무 수피 추출물을 도포한 군 (DNCB-PRE)의 혈청 내 IgE

량은 각각 27.79 ± 3.65와 25.01 ± 2.58 ㎍/㎖로 DNCB (+)군에 비해

DNCB-PRE군이 감소하였다 (Figure 25). 또한, normal diets를 섭취한 군(ND)과

special diets의 섭취에 의해 아토피 피부염이 유발된 실험군에서 기제만을 도포

한 군(AD-cont.), 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획을 도포한 군(AD-PRE)의

혈청 내 IgE 량은 각각 0.26 ± 0.03, 11.12 ± 3.53, 9.66 ± 4.97 ㎍/㎖로 ND군에

비해 special diets를 섭취한 실험군에서 혈청 내 IgE 량이 증가하였고, AD-PRE

군이 AD-cont.군에 비해 혈청 IgE 량이 감소하였다 (Figure 26).
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Fig. 25. Changes in serum IgE levels by DNCB treatment (DNCB (+)

group : 0.5% DNCB + carrier (PBS + EtOH + Glycerol), DNCB-PRE

group : 0.5% DNCB + 1% PRE).
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Fig. 26. Changes in serum IgE levels in normal or special diet-fed

hairless mice (ND group : normal diets, AD-cont. group : AD-diets +

carrier, AD-PR group : AD-diets + 1% PRE).
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8. 피부조직 내 mast cell의 침윤에 미치는 영향

DNCB 도포와 special diets 섭취에 의해 아토피 피부염이 유발된 동물 모델에

서 왕벚나무 수피 추출물이 mast cell의 진피 내로의 침윤에 미치는 영향을

toluidine blue 염색을 통하여 관찰하였다. 0.5% DNCB와 기제를 도포한 군에서

는 DNCB를 처리하지 않은 군에 비하여 mast cell의 진피 내로의 침윤이 증가하

는 양상을 관찰할 수 있었고, 이 때 0.5% DNCB와 1% 왕벚나무 수피 추출물

EtOAc 분획을 도포하여도 mast cell의 진피 내 침윤에는 영향을 미치지 않았다

(Figure 27).

Special diets에 의한 동물 모델에서는 normal diets를 섭취한 정상군에 비해

special diets를 섭취하고 기제만을 처리한 대조군에서 진피 내로 침윤한 mast

cell의 수가 증가한 양상을 나타내었다. 이에 반해 special diets를 섭취한 후 1%

왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획을 도포한 군에서는 대조군에 비해 mast cell

의 진피 내 침윤이 감소하는 것으로 관찰되었다 (Figure 28).
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Fig. 27. Changes in the infiltration of mast cells in skin tissue in

DNCB and PRE-treated hairless mice (A : DNCB (-) group, B : DNCB

(+), C : DNCB-PRE group).
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Fig. 28. Changes in the infiltration of mast cells in skin tissue in

normal and special diet-fed hairless mice (A : ND group, B :

AD-cont. group, C : AD-PRE group).
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Ⅳ. 고 찰

아토피 피부염은 전 인구의 0.5% ～ 20%에서 발생하는 대단히 흔한 피부질환

으로 소아기에 흔히 보이며 소양감, 구질, 태선화, 습진양병변 등의 임상적 소견

을 보인다. 원인이나 발병기전은 아직까지 확실하게 밝혀져 있지 않으나 유전적

요인, 환경적 요인, 여러 가지 면역학적 이상 등이 복잡하게 연관되어 작용한다

고 알려져 있고, 천식, 알레르기성 비염, 아토피 피부염 등의 아토피성 질환의 과

거력이나 가족력이 있는 환자에서 흔히 발생하며 임상적 경과가 만성적이며 자

주 재발한다고 알려있다 (Kim, 1983; Chang et al, 1998; Na, 2005).

아토피 피부염에서 MDC와 TARC의 관련성을 연구한 보고에 따르면 아토피 피

부염 동물 모델인 NC/Nga 마우스의 피부 병변에서 MDC와 TARC의 발현이 증

가하였고 (Vestergaard et al, 1999), 아토피 피부염 환자에서 혈청 농도가 증가

하였으며, 또한 human keratinocytes 인 HaCaT 세포에서 TNF-α와 IFN-γ로 자

극 했을 때, MDC와 TARC의 발현이 증가한다는 보고가 있다 (Vestergaard,

2001; Yu, 2002; Xiao, 2003). 따라서 이러한 연구 결과들은 MDC와 TARC가 아

토피 피부염 국소 피부병변에서 다량 생산되며 그 결과 CCR4 발현 T 세포의 피

부 침윤과 순환 혈액 내 농도가 증가되는 것을 시사 한다고 할 수 있다 (Na,

2005). 이에 본 연구에서는 HaCaT human keratinocytes를 이용하여 MDC와

TARC의 생성을 유도하고, 왕벚나무 수피 추출물이 MDC와 TARC 생성에 대한

억제효과를 갖는지를 조사하였다.

우선 HaCaT 세포에 hIFN-γ (10 ng/㎖)를 이용하여 자극하고, 왕벚나무 수피

추출물에 의한 세포독성을 LDH assay를 이용하여 평가하였다. 왕벚나무 수피

추출물의 80% EtOH, EtOAc, BuOH, H2O 용매 분획에 대한 독성 평가에서는

BuOH 용매 분획이 대조군에 비해 39.8%로 비교적 높은 독성을 나타냈을 뿐, 다

른 분획에서는 독성을 나타내지 않았다. EtOAc 분획의 농도별 200, 100, 50, 25,

12.5 ㎍/㎖에서의 세포에 대한 독성 평가에서는 200 ㎍/㎖에서 세포 독성을 나타

냈지만, 나머지 농도에서는 세포에 대한 독성을 나타내지 않았다. 또한, EtOAc
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분획의 소분획인 E1, E2, E3, E4, E5를 50 ㎍/㎖로 처리 했을 때 세포에 대한 독

성을 평가한 결과 독성을 나타내지 않았다.

왕벚나무 수피 추출물의 세포독성을 확인 한 후 독성이 없는 농도 범위에서

hIFN-γ로 자극한 HaCaT 세포에서 발현되는 MDC와 TARC mRNA에 대한 억

제 효과를 RT-PCR을 통하여 확인하였다. 용매 분획 50 ㎍/㎖에 대한 mRNA 발

현 억제효과를 확인한 결과, 80% EtOH 분획과 EtOAc 분획에서 MDC와 TARC

mRNA 발현에 대한 억제효과를 확인할 수 있었으며, BuOH 분획을 처리한 실험

군에서는 강한 세포독성을 나타내어 제외시켰다.

왕벚나무 수피 추출물의 용매 분획의 MDC와 TARC mRNA 발현에 대한 강한

억제효과를 나타낸 EtOAc 분획의 농도별 억제효과를 확인해 본 결과, 200 ㎍/㎖

에서 세포독성을 나타내었지만, 100 ㎍/㎖ 이하의 농도에서는 농도의존적인 억제

효과를 나타내었다. EtOAc 분획의 소분획인 E1, E2, E3, E4, E5 을 50 ㎍/㎖로

처리하여 MDC와 TARC mRNA 발현에 대한 억제효과를 확인하여 본 결과, E5

소분획에서 강한 억제효과를 나타내었다. 또한, E5 소분획을 100, 50, 25, 12.5 ㎍

/㎖로 처리 하였을 때, MDC와 TARC mRNA 발현에 대한 농도 의존적인 억제

효과를 확인 할 수 있었다.

이와 같은 결과를 바탕으로 HaCaT 세포에 hIFN-γ로 자극하여 생성되는 MDC

와 TARC에 대한 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획의 억제 정도를 ELISA

assay를 통해 정량분석 하였다. EtOAc 분획을 농도별로 처리했을 때, MDC와

TARC mRNA 발현 억제 양상과 비슷한 양상으로 MDC와 TARC의 생성을 억

제했다. 이는 MDC와 TARC의 생성이 왕벚나무 수피 추출물을 처리에 의한

mRNA 발현 억제를 통해 조절되어 나타난 결과로 보여진다. 또한, EtOAc 분획

의 소분획들에 대한 MDC와 TARC 생성 억제 효과를 확인하여 본 결과, E3, E4

와 E5 소분획에서 mRNA 발현 억제효과와 유사한 양상을 보였으며, E5 소분획

의 강한 생성 억제 효과를 확인 할 수 있었다. 하지만, E1 소분획의 경우에는

RT-PCR을 통한 mRNA 발현 억제효과가 나타나지 않았지만, ELISA assay를

통한 protein 생성 억제효과 평가에서는 MDC와 TARC의 생성을 억제한 것으로

나타났다.

IFN-γ는 다양한 세포 종류에서 STAT, ERK, p38 MAP kinase 등을 활성화시
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킨다고 알려져 있고, HaCaT 세포에 TNF-α와 IFN-γ를 함께 처리를 했을 때

TARC의 생성을 증가시키고, IFN-γ를 단독으로 처리하였을 때에는 STAT1의

인산화와 처리 후 약 1시간 내의 약한 p38의 인산화가 나타난다는 보고가 있다

(Komine, 2005). 또한, HaCaT 세포에서 IL-4와 IFN-γ의 자극에 의해서 MDC의

생성이 증가한다는 보고가 있으며 (Bonecchi, 1998), MDC와 TARC의 생성에는

STAT, NF-κB and AP-1 sites가 관여한다는 보고가 있다 (Nakayama, 2004).

이와 관련해서, IFN-γ로 자극한 HaCaT 세포에서 생성되는 MDC와 TARC에 대

한 왕벚나무 수피 추출물의 억제효과가 MDC와 TARC 생성에 관여한다고 생각

되는 Jak-STAT pathway의 Jak1과 STAT1에 미치는 영향을 Western blotting

을 통하여 확인하여 보았다.

먼저, HaCaT 세포에 hIFN-γ을 10 ng/㎖로 처리하고 왕벚나무 수피 추출물

EtOAc 분획을 농도별로 처리하여 Jak1 (130 kDa)과 STAT1 (91/84 kDa)에 대

한 억제효과를 확인해 보았다. 그 결과 EtOAc 분획의 농도 의존적인 억제효과를

확인하지 못했다. 하지만, EtOAc 분획의 소분획인 E1, E2, E3, E4 와 E5를 처리

했을 때는 mRNA 발현 억제 양상이나 단백질 정량을 통한 결과와 비슷한 양상

을 보였고, E5 소분획에서 STAT1에 대한 강한 억제 양상을 나타냈다. 또한, E5

소분획의 STAT1에 대한 농도 의존적인 억제 효과도 확인할 수 있었다. E5 소

분획이 Jak-STAT pathway의 신호전달에 관여하는지를 확인하기 위하여 시료

처리 후 1시간 동안 시간에 따른 Jak1과 STAT1 단백질의 인산화에 대한 영향

을 연구 중에 있다.

아토피 피부염의 면역학적 이상소견의 하나로 아토피 피부염 환자에서 혈청

IgE 가 정상인에 비해 증가되어 있으며, 일반적으로 증가의 정도는 피부염의 증

상이 심할수록 더 큰 것으로 알려져 있다 (Chang, 1998). 항원에 의해 감작된

IgE 항체는 주로 호염기구 또는 비만 세포와 결합하여 항원 항체 반응을 일으키

는데 이때 세포질 내에서 과립이 방출되어 반응을 일으키면서 유리된 히스타민,

각종 염증이나 조직을 파괴시키는 화학전달 물질 등에 의해 온몸으로 전달되며

각종 알레르기 반응 즉, 피부발진, 두드러기, 천식, 아토피 피부염, 비염 등을 일

으키며 여러 가지 문제를 야기 시킨다는 보고가 있다 (Cho, 2001). 또한, 알레르

기 증상의 대부분은 비만세포나 호산구가 분비하는 히스타민 등의 염증반응 매
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개물질에 의해서 기도, 피부 등의 상피세포 주변의 모세혈관의 확장, 면역 세포

의 유입, 근육의 수축과 점액 분비물의 증가에 따른 소양, 부종, 충혈, 기침, 가래

등의 임상적 증상으로 나타난다는 보고가 있다 (White, 1990; Min, 2004).

다양한 아토피 피부염 동물 모델 중, 피부염을 인위적으로 일으키는 hapten 형

성물질인 DNCB (2,4-dinitrochlorobenzene)나 TNCB (2,4,6-trinitro-1-chrolo-

benzene)를 도포하거나, special diets 섭취를 통한 아토피 피부염 동물 모델은

피부 표면 수분과 두께의 변화, 조직학적인 관찰을 통한 다양한 염증세포의 침

윤, 혈청 IgE 수준의 변화 등과 같은 지표를 통해 아토피 피부염 동물 모델에 적

합하다는 연구 결과가 있다 (Matsumoto, 2004; Fujii, 2005; Baik, 2005; Fujii,

2006).

이에 human keratinocytes인 HaCaT 세포 실험에서 활성이 확인된 왕벚나무 수

피 추출물 EtOAc 분획의 아토피 피부염 인자 억제 활성을 in vivo에 적용시키고

자, DNCB 도포와 special diets 섭취로 유도된 아토피 피부염 동물 모델을 통해

그 효과를 알아보았다. 먼저, DNCB 도포에 의해 아토피 피부염이 유발된 실험

동물 모델에서 0.5% DNCB와 1% 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획의 도포에

의한 육안적인 변화, 조직학적인 변화, 등 피부 표면의 수분 변화, 표피 두께의

변화와 혈청 IgE 수준의 변화를 살펴보았다. 0.5% DNCB와 기제만을 도포한 대

조군에서 정상군에 비해 등 부위에서 굵은 주름, 홍반과 함께 심한 각질이 일어

나 있는 것을 관찰할 수 있었고, H&E 염색을 통해서 진피에 침윤된 많은 염증

세포와 표피 두께의 증가를 확인할 수 있었다. 또한, 정상군에 비해 등 피부 표

면의 수분이 감소하고, 혈청 IgE 수준이 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 이에

반해 0.5% DNCB와 1% 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획을 함께 도포한 실험

군에서는 대조군에 비해 등 부위의 주름, 홍반, 각질 등이 감소함을 관찰할 수

있었고, 진피 내 염증세포의 수와 표피 두께가 감소한 것을 확인할 수 있었다.

또한, 대조군에 비해 등 피부 표면의 수분이 증가하고, 혈청 IgE 수준이 감소한

양상을 보였다. 하지만, toluidine blue를 이용한 mast cell 관찰에서는 대조군과

실험군에서 큰 차이를 보이지 않았는데, 이는 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획

과 DNCB를 함께 도포함으로 인한 계속된 알러젠의 유입으로 mast cell의 침윤

이 감소하지 않은 것으로 생각된다.
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Special diets 섭취에 의한 아토피 피부염 동물 모델에서는 special diets를 섭취

하고 기제만을 도포한 군이 normal diets를 섭취한 군에 비해서, 심한 각질의 형

성, 표피 두께의 증가, 등 피부 표면의 수분 감소, 혈청 IgE 수준의 증가를 확인

할 수 있었다. 이에 반해 special diets를 섭취하고 1% 왕벚나무 수피 추출물

EtOAc 분획을 도포한 군에서는 기제만을 도포한 군에 비해 등 피부에 일어난

각질의 형성이 줄어들고, 표피 두께의 감소, 피부 표면의 수분의 증가, 혈청 IgE

수준의 감소를 확인할 수 있었다. Toluidine blue의 염색을 통한 mast cell의 관

찰에서도 normal diets를 섭취한 군에 비해 special diets를 섭취한 군에서 mast

cell의 진피 내로의 침윤이 현저하게 증가한 것을 관찰할 수 있었고, 1% 왕벚나

무 수피 추출물 EtOAc 분획을 처리한 군에서는 기제만을 처리한 군에 비해

mast cell의 침윤이 감소한 양상을 확인할 수 있었다.

본 실험 결과를 요약하면, 왕벚나무 수피 추출물의 EtOAc 분획과 E5 소분획이

in vitro 에서 아토피 피부염 인자인 MDC와 TARC의 발현과 생성 억제 효과를

나타냈으며, Jak-STAT pathway 신호전달과 관련된 STAT1에 대한 억제효과를

나타냈다. 또한 DNCB 도포와 special diets 섭취에 의해 아토피 피부염이 유도된

동물 모델에 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획을 처리 했을 때, 피부표면 수분

의 증가, 표피 두께의 감소, 혈청 IgE 수준의 감소와 같은 증상 완화 효과를 나

타냈다. 이러한 결과들은 천연식물로부터 아토피 피부염의 예방 및 치료를 위한

활성 성분의 분리와 작용기전 연구에 중요한 기초자료가 될 것으로 사료된다.
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24:201-208.
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Ⅵ . 적 요

본 연구에서는 천연물로부터 효능이 뛰어난 아토피 피부염 관련 염증 인자 억

제 활성물질을 찾기 위하여 왕벚나무 수피를 채집하여 계통적인 방법에 의하여

추출하고, 그 추출물에 의한 아토피 피부염 관련 염증 인자에 대한 억제효과를

조사하였다.

벚나무의 열매 및 줄기는 수종, 유선염, 통경제, 기침, 담마진, 우육체 등의 민간

약으로 이용되어 왔다. 하지만, 그와 관련된 성분의 생리 활성에 대한 보고는 벚

나무 잎의 항산화 활성과 줄기 껍질에서 항알레르기 효능이 있다는 보고만 있을

뿐, 아토피 피부염 관련 인자에 대한 생리 활성과 관련된 보고는 거의 없는 실정

이다. 이에 HaCaT human keratinocytes에 interferon γ (IFN-γ)로 자극을 주어

유도되는 chemokines (MDC와 TARC)와 이와 관련된 Jak-STAT pathway의

Jak1과 STAT1에 대한 왕벚나무 수피 추출물의 억제 활성을 조사하였다. 또한,

DNCB 도포와 special diets 섭취로 유도된 아토피 피부염 동물 모델에 대한 왕

벚나무 수피 추출물의 효과를 확인하였다.

결과, 왕벚나무 수피 추출물을 용매 분획별로 처리하였을 때 IFN-γ (10 ng/㎖)

로 자극한 HaCaT 세포에서 EtOAc 분획이 MDC와 TARC mRNA 발현에 대한

현저한 억제 효과를 보였으며, EtOAc 분획의 E5 소분획에서 MDC와 TARC의

mRNA와 protein level에 대한 강한 억제 효과를 나타내었다. Jak-STAT

pathway의 Jak1과 STAT1에 대한 억제 정도를 확인하기 위해 IFN-γ (10 ng/

㎖)로 자극을 주고 EtOAc 분획의 E5 소분획을 처리 하였을 때, STAT1에 대한

농도의존적인 억제 효과를 확인할 수 있었다. 또한, DNCB 도포와 special diets

섭취에 의해 유도된 아토피 피부염 동물 모델에서 1% 왕벚나무 수피 추출물

EtOAc 분획을 도포하였을 때, 육안적․조직학적 피부 상태 변화, 피부표면 수분,

표피 두께, 혈청 IgE 수준과 같은 아토피 피부염 관련 인자에 대한 효과를 확인

할 수 있었다.

결과적으로, in vitro와 in vivo 에서 왕벚나무 수피 추출물 EtOAc 분획 및 소

분획의 아토피 피부염 관련 염증 인자에 대한 억제 활성을 확인할 수 있었으며,
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이러한 결과들은 천연식물로부터 아토피 피부염의 예방 및 치료를 위한 활성 성

분의 분리와 작용기전 연구에 중요한 기초자료가 될 것으로 사료된다.

Key word : 왕벚나무, 아토피 피부염, MDC/CCL22, TARC/CCL17, Jak-STAT

pathway, HaCaT keratinocyte, 아토피 피부염 동물 모델
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넘어야 할 한계가 없다면 도착한 후의 기쁨은 반으로 줄어든다.

건너야 할 어두운 계곡이 없다면 정상에서의 경이로움은 반으로 줄어든다.

- 헬렌 켈러 (Helen Keller)

유은숙 교수님께서 졸업선물로 주신 책에서 “달콤한 도전”의 한 구절입니다. “도전”은

제가 좋아하는 단어입니다. 새로운 도전으로 생각했던 석사 과정을 마무리하는 이 시점

에서 지난 대학원 생활을 돌아보면 웃음과 안도의 한숨이 납니다. 저의 새로운 도전에

도움과 격려를 주신 여러분들에게 이 지면을 빌어 감사의 말씀을 전하고자 합니다. 먼저,

부족한 저에게 관심과 조언을 아끼지 않으시며, 믿고 이끌어 주신 유은숙 교수님께 정말

감사드립니다. 또한, 논문의 부족한 부분을 세심하게 지적해 주신 강희경 교수님과 박덕

배 교수님께도 감사하다는 말씀을 전하고 싶습니다. 그리고 대학원 과정동안 늘 관심과 

조언으로 학문의 길로 이끌어 주신 이영기 교수님, 이봉희 교수님, 강현욱 교수님, 정영

배 교수님, 맹영희 교수님, 조문제 교수님, 고영상 교수님, 현진원 교수님, 이근화 교수

님, 김수영 교수님, 조수현 교수님, 은수용 교수님께도 감사드립니다.

그리고, 많은 조언을 해주신 남권호 선생님과 생화학 교실의 영미 누나, 희경이 누나,

지은 누나, 경아, 미생물학 교실의 지현 누나, 정은이와 약리학 교실의 상철이형, 재희,

엘비라 선생님, 과사에서 많이 도와준 명선이에게 고마움을 전합니다. 모든 면에서 큰 힘

이 되어 준 혜자 누나, 새로운 도전으로 이끌어준 원종이형, ‘동기사랑 나라사랑’을 외치

며 함께 고생했던 정일이와 진영이, 매일 티격태격 고생하면서 많은 도움을 준 은진이,

시기를 잘못 맞춰 얼떨결에 고생한 선순이와 동물실험에 많은 도움을 주신 병리학 교실

이정희 선생님께 감사의 마음을 전합니다.

힘들었던 시간 함께 하며 잠시나마 내게 웃음을 주던 인라인 동호회 INNO 여러분들께

도 감사의 마음을 전합니다. 오랜 시간 끈끈한 우정을 나누며 서로에게 힘이 되어준 태

일이, 철수, 민호, 영민이와 사촌동생 챙겨준다고 신경써준 정윤이형, 옆에서 힘내라며 많

이 챙겨준 미정이에게 감사하단 말을 전합니다.

많은 격려해 주신 큰 어머니, 작은 아버지, 작은 어머니와 외할아버지, 외할머니와 영화,

영이, 영옥, 영우, 영숙 이모와 이모부, 윤호, 철호 삼촌과 부족한 아들을 믿고 응원해 주

시는 아버지와 어머니, 멀리서 많은 응원을 보내주는 누나와 매형에게 감사하다는 말씀

을 전합니다.

앞으로 더 열심히 하는 모습 보이는 경진이가 되겠습니다. 감사합니다.
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