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Abstract

Rengyolone inhibits MDC/CCL22 expression and STAT1 signaling pathway induced

by interferon-y in HaCaT keratinocyte

Na-.Jin Kang ，Gyeoung-.Jin Kang ，Sang-Chul Han ，Hee-Kyoung Kang ，Eun-Sook Yoo

Departmen‘。f Pharmacology‘JejuNationalUniversitySCha<이 이 Medicine，Jeju，Korea

Rengyolone is a cyclohexylethanoid isolated lrom the Eurya emarginate {ThunbJ Makino. lt has been shown 10 exhibil
antibaclerial activity. anti-inflammatory，and diurelic. The aim 01 this study was to investigale the ef’ective and aclivated
mechanism by which rengYI이one inhibils IFN-y -induced MDC expression in Ihe human keralinocyte cell line HaCaT.We found
that rengyolone dose dependenlly inhibited MDC produclion by lFN-y stimulation in HacaT keratinocytes. Also rengyolone
suppressed IFNγ induced phosphorylalion 01STAT1，a key transcription’actor inlillraling IFN，signaling palhway. Therefore
We propose that Rengyolone could be used as a basis therapeutic material against atopic derma1itis. (J Med Life Sci
2012:9 ’64-68)
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서 론

아도띠 피부염은 가려웅증좋 특정으로 하는 대표적인 만성，채

발생의 염증성 띠부전환으로，알레르기성 비염과 기관지 천식과
함께 대표적으로 보이는 알레르기성 질환이다，.，현재까지 아토

피 피부염의 정확한 원인을 큐명하지는 못하고 있으냐，아토피

피부영은 환경적인 요소와 유전적인 소인，연역학적 요인 둥이

모두 관여하는 복합적인 짙환으로 알려져 있다m 그 밖에도 여러

세포듣 (T Iymph。양te. i잉，gerhans cel1s.keratinocytes)과 인자

틀 (사이토카인과연역글로판련 특히 면역끌로불린 E)이 아토여
피부염의 발생에 관여하는 것으로 보고되어 었다‘’

여기에서 각진행성세포 (keratinocyte)는 zt짚충 구성에 펼수

적인 세포로 피부에서 발생하는 연역반웅의 일차적인 유도제와

표적으로 작용한다 이러한 각질형성세포는 여러 자극에 의해

t.urnornecrosis factor (TNF-a). interferon-gamrna (IFN，)동
다양한 사이포카인융 분비하고.Keratinocyte gr。뼈;h factor
(KGF)의 수용체를 갖고 있어 이러한 사이토카인에 의해 영향을
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받는다" 또한 아토피 피부염 환자의 각질혐성세포에는 고농도
의 상1YJ1lÎcstrorn떠 !ymphopoietin (TSLP)와 rnachrophage-
derived chemokine/chemokine (C-C motif) ligand 22
(MDC/CCL22) 가 존재하는데 이러한 케모카인의 농도는 아토피
피부염과 멸접한관연성올 가지고 었다n

케모카인은 다양한 종류의 백혈구의 이동과 환성화룹 조쟁하

는 사이토카인으로 조직으로의 염증세포의 칭윤을 조절한다n 그

중에서 CC 케모카인은 특히 알레르기성 영중반용에서 호산구

호영구，굉프구툴 끌어틀이는 작용올 한다고 얄려져 있다 실제

로 아토띠 환자의 혈갱 내의 Thymus and Activation Regulated
Chemokine (T.뼈미과 MDC의 농도는 상당히 높았다 이 두 가

지 케모카인은 IFN-y에 의해 더 많이 발현되는데 lFN-y는 T
helper 1 (Thll type 사이토카인으로 Thl cell로의 분화

(differentiation)을 유도한 뿐만 아니라 interle따in-4 (1]，-4).
]L-5‘]L-3양}감은 T helper 2 (까12) \ype 케모카인 발현에도
영향올 미쳐 아토피피부염에서 lFN-r 의 중요성을 말해춘다

(7.8). MDC는 CC 케모카인의 f입띠y로 화학주성인자로 알려져

있으며，또한 단핵구，자연 살해 세포 동에 대한 이주플 초갤하
는 케모카인으로 알려져 있디.uoo

IFN은 흔한 수용체와 절함한 단액질과 관련되었고，중요 면

역조걷 힘충식생 그리고 항바이러스성 효과를 갖는다 IFNs는
직접적인 신호전달 체계틀 이용한다 사이토카인 수용체는 대개
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세포기질 부분의 효소 활성이 없다 이려한 사이토카인 수용체에

결합할 때 janus kinase (Jak꾀 같은 세포기질 내 티로신 인산

화 효소와 결합한다 이렇게 신호전달이 활성화되면， 활성화된

인산화 효소는 수용체 단백질의 티로신애 인산기를 붙이게 된다

Jak 이 인산화 되고 이때 세포기질에 있던 유전자 조절 단백질인

잉gn때 transducer and activator of tr잉lScriplion (STATl)이 수
용체의 인산화된 티로선에 결합하게 되는데， 여기서 STAT은
IFNγ 에 의해 Jak 에 의해 발현 되는 세포질 내 전사 인자이다 u，
JAK은 이들을 인산화시킴으로써 활성화시킨다 그 후 STAT은
수용체 단백질로부터 떨어져 나와서 이량체를 형성하고 핵 내로

이몽하게 된다 그 후 특정 유전자 전사가 활성화되면서 사이토

카인，케모카인과 같은 염증인자의 발현을 조절한다고 보고되었
다 12，13，…

Rengyolone 은 차나무과 (Theaceaae) 의 상록 관목으로 주로

제주도 및 따뜻한 도서지방의 바닷가에서 자라는 우묵사스레피

(Eurya emarginate (’ThnnbJ M없ino) 에도 함유된 것으로 보고

되었디」이또한 Renyolone 은 cyclohexylethanoid 로써， 최근 항

염증 활성을 갖는 물질로 보고되었다%에 하지만， 아토피 피부염

과 관련된 염증성 케모카인인 MDC에 대한 Rengyolone 의 억제

활성은 아직 보고된 바가 없다 따라서， 본 연구에서는

Rengyolone 이 HaCaT keratinocyte 에서 IFN-y 로 유도되는

MDC 생성에 대한 억제 활성과 이와 관련된 작용기전을 알아보

고자하였다

재료 및 실험방법

1 시약 및 시료

본 연구에 사용한 시료는 제주대학교 화학과 이남호 교수님께

제공받은 우묵사스레피에서 추출한 Rengyolone 을 시용하였고，

Rengyolone 을 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 100 mM로 희석하

여 시용하였다 human interferon-y (hlFN-y ，recombinant E
coli)는 G田CO (Grand IsIand ，NY)에서 구입 하여 사용하였다

또한， MDC 생성은 human MDC ELISA duoset kit (R&D
system ，St.lρuis ，MO)을 구입하여 시용하였다 anli-STATl 은
Becton Dickinson (Sandiego ，CA)에서 구입하였고， anti
phospho-STATl 은 Cell signaling (Beverly，MA，USA)에서 구

입하여 사용하였다 그리고 β actin은 Sigma:로부터 구입하여 사

용하였다 또한 기타 시의별은 모두 1등급 시약틀을 사용하였다

2. 서|포배앙

HaCaT 각질형성세포는 10% 우태아혈청 (fetal bovine serum ，
FBS Gibco BRL)과 1%의 100X anlibiolic (GlBCO，Grand
Island ，NY)을 첨가한 Dulbecco's Modified Eagles Medium
(DMEM，USA)을 세포배양액으로 이용하였다 세포는 37D ，5%

CO，로 유지되는 항온기 (Incubator) 에서 배0"하였다 세포의 계

대 배양은 세포 배양접시 (cuJture dish) 연적의 약 80% 정도를

차지할 때까지 배양하였고， 그 다음 0.05%의 트립선을 사용하여

세포를 배양 폴라스크로부터 분리하였다 그 다응에 10% FB업↓

1% antibiotic 이 포함된 배양액으로 트립신을 중화한 후，원심 분

리하여 계대 배양하였다

3 세포 생존능 평가 (WST assay)

세포 생존능 명가를 보기 위하여， HaCaT keratinocyte
(lxlO'cells/mL) 를 96well plate 에 접종한 후 세포를 37D ，5%

CO.항온기에서 18시간 통안 배양하였다 그 다응 interferon
gannna (IFNγ ，10 ng/mL와 rengyolone 을 각각 50，100，20C
t<M의 농도혹 no serum D:MEM배지에 처리하였다 24시간 배양

한 후 WST solution 을 각각의 well에 5 마씩 넣고 2시간 동안

배양한 후， VersaMax ELISA rnicroplate reader (Molecular
Devices ，CA)로 450 nm 필터에서 값을 측정하였다

4. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELlSA)

MDC의 활성을 확인하기 위하여， HaCaT keratinocyte
(2xlO'’cells/mL) 를 96well plate 에 접종하고， 서1포를 18시간동안
37D ，5% C(fl항온기에서 배양하였다 그 후 IFN-y (10 영ImL)
와 re때yolone (50，100，200 빼)을 no serum DMEM 배지에

희석하여 처리하고， 24시간 동안 추가 배양하였다 그 다음 각

well의 상층액을 human CCL22/MDC ELISA kit를 사용하여 정

량하였다 표준곡선 (standard CU1γe)은 human MDC를 이용하

여 1，000 pg/mL에서부터 1/2씩 순차적으로 희석하고 (serial
dilution) 광학밀도는 450 nm 파장에서 VersaMax ElISA
microplate reader 로 분석하였다

5. Western blot analysis

HaCaT keratinocyte 를 60 mm culture plate에 5xlO'cells/mL
로 10% FBS DMEM 배지에서 18시간 동안 배양하였다 배양

후，세포는 각각 plate 에 re멍yolone 을 50，100，200 t<M의 농도

로 처리하여 2시간 배0"하였다 그 후 각 조건에 맞게 IFN-y
(10 ng/mL) 를 처리한 후 시간에 맞게 차가운 PBS 로 2번
washing' 하여 protein lysis buffer (basic lysis beffer 50 mM
Tris-HCI (pH7.5)，150 mM NaCI，1% Nonident P-40 ，2 mM
EDTA，1 mM EGTA，1 mM NaVQ，，10 mM NaF，1 mM
DTT ，1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride ，25 μg/mL

Ieupeplin) 를 이용하여 단백질만 분리하였다 샘플을 튜브에 모으

고，원심분리 (15000 RPM，4D ，15분)로 cel1 duwrl한 후 상층액

만 분리하였다 단액질 정량은 bradford assay (bio-rad protein
assay kit)를 통해 정량 하였고， geI에 동량의 단백질을 Ioa뼈19
하여 분리한 후， PVDF membrane 에 옮겼다 단백질이 옮겨진

membrane 은 5% skin miIk/PBST 로 1시간 통안 실온에서

blocking 한 후， 각각의 1차 항제 (STATl 1:1000 ，pSTATl
1:1000，ß-aclin 1:500이를 4t: ，overni양1\ (O/N) 하여 처리하였

다 PBST 로 washing 한 후에 HRP-conjugated 2차 항체

(1:5000) 를 실온에서 1시간 3C분 통안 반응시겼다 그 다음

PBST로 washing 후 western blot detection 에t을 이용하여 X
ray film에 감광시켜 결과를 확인하였다
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6. 통계 처리 MDC 단백질 생성에 대한 rengyolone 의 효과.

세포 생존능에 대한 rengyotone 의 효과

(10'lglmI‘)++++

，。
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re명yolone 의 MDC 억제효능을 확인하기 위하여 ELISA를 이

용하여 MDC의 생성을 확인하였다 일반세포문에서는 51.4 :t
0.12 p잉mL의 MDC 생성량이 나타났고， lFN-y (10 때'mL)를
처리한 대조군에서는 221.1 :t 9.12 pg/m1 의 MDC가 생성되었

으며，이는 일반세포군보다 약 4배정도의 생성량 차이를 나타냈

다 re명yolone 을 50，100，200 μM의 농도로 처리하였을 때，50
니M에서는 163.9 :t 11.01 pg/mL ， 100 ~M에서는 110.6 :t
11.67 pg/mL 그리고 200 니M에서는 41.1 :t2.46 pg/mL 생성수

치로 IFN-y를 처리한 군의 MDC 생성수치에 비하여 감소한 것

을 확인할 수 있었다 이를 통해 대조군에 비하여 rengyolone 을
처리한 군에서 농도 의존적으로 MDC의 발현이 억제된 것을 확

인할 수 있었다 특히 100 t<M (110.6:t11.67 pg/mL) ，200 ψJ
(41.1:t2.46 pg/mL) 농도어써 대조군에 비교하였을 때 유의적으

로 감소한 수지가 나타났다 즉，rengyolone 을 200 빼의 농도로

처리하였을 때，MDC 양을 억제하는 것으로 보아 rengyolone 이
염증 억제와 관련하여 영향을 마치는 것으로 생각된다 (Fig，3)

。•l
’H

H。

과결

。
Figure 1. Chemical structure of rengyolone

24시간 동안 배양하였고， WST assay_로 세포의 독성을 측정하였

다 그 결과 rengyolone 이 세포 생존능에 영향을 주지 않음을 확

인할 수 있었다 (Fig 2)

각 실험군의 유의생 검정은 Student' s T~test 분석을 이용하

여 검정하였다 Western blot에서 측정한 density-는 Image J을

시용하여확인하였다

re며yolone 는 cyclohexylethanoid 계 물질로， triterpenoid 양+
ligan없S 그리고 glycosides 의 구조를 갖고 있다 α18.W)(Fig1)

세포에 rengyolone 을 처리하여 활성 펑가에 들어가기에 앞서，

rengyolone 이 세포 생존능에 영향을 주는지 확인해 보았다 세포

에 IFNγ (10 명/mL)와 함께 rengyolone 을 농도별로 처려하여

140
Figure 3. Effect of rengyolone on the protein production
of MDC in HaCaT human keratinocytes ，
Cells (2.0 X 105 cells/mL) were pre-incubated for 18 hrs ，
and MDC production was determined from the culture
supemåtant of cells stimu1ated by IFN-y (10 ng/mL) in
the presence of rengyolone (50，100，200 마~)for 24 hrs
MDC production was measured by ELISA. The
measurements of ν1DC were done in triplicate. Data are
presented as the mean ::!: SD of three experiments
**p(0.01 compared to the IFNγ alone
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Figure 2. Effect of rengyolone on the cell γiability in
HaCaT human keratinocytes
Cells were pre-incubated for 18 hrs，and cell viability was
determined from the cells treated with rengyolone (50，
100，200 t<M) for 24 hrs. CelI 찌ability was determined by
WST assay

lFNγ 를 세포에 지극하였을 때 나타나는 주된 신호전달과정은

Jak/STAT 신호전딸기전이다 위 Fig，3의 data 에서 rengy 이。ne

이 MDC 생성을 억제하는 것을 확인하였다 따라서 우리는

rengyolone 이 어떠한 작용기전을 통해서 활성을 억제하는지 확

인하고자 IFN-y 신호전달 경로인 Jak/STAT pathway 에 대한
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고 찰

IFN.y ‘-+- + -+- -+- -+- -+- -+- “ (101!~mL)
‘bDtO~l ‘30(ÎOO~. ’30 60 (mtn)

Figure 4. Effect of rengyolone on the phosphorylation of
STATl in HaCaT human keratinocytes
Cel1s (5.0 X 10' cel1s/mL) were pre-incubated ror 18 hr딩
πle cells were pre-treated with rengyolone (200 ~M) for 2
hrs and then stimulated with lFN-y 00 ng/mLl ror
indicated time. The phospholy!ation and total forms of
STATl and ß -actin were determined using western
blolting method

rengyolone 의 영향을 west.ern bl야으로 확인하였다 HaCaT
keratinoeyte 에 rengyolone 을 200 빼을 처리하여 2시간 동안 배
양한 후，1FN-，.00 때ImL)훈 처리하여 각 시간대별로 단백질융

분리 하여 STATl 의 인산화 갱도운 확인하였다 그 결과 1FNγ
자극에 의해서 암'ATl의 인산화가 5분부터 증가하였으며， 15분
째에 가장 충가하였다 반면에， rengyolone 을 전 처리했을 때는

lFN- ，•.로 유도되는 STATI의 인산화가 감소하였다 (Fïg，4)
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STATI의 신호전달기전을 차단하여 TAR양t MDC를 억쩨하며，

p38 mitogen-activa 생d protein kinases (MAPKsl pathway 룹
봉한 NF-K8 환성을 억제하여 HaCaT 세포에 1FN-，.필자극하여
유도된 뻐C의 생성이 억제되었다는 보고도 있었대’"，따라서

이러한 연구등은 HaCaT keratino 양te에 1FN-，.틀자극하연 아토

피 피부염과 관련된 케모카인인 MDC가 다량 생성되며.이러한

MDC 생성이 STATI pathway 를 봉한 기전뿐만 아니라 다양한

신호전달기전을 용하여 생성되는 것을 시사 한다고 함 수 있다

이에 본 연구에서는 각질형성세포인 HaCaT keratinocyte 에

IFN-，.를자극하여 뻐C의 생성과 STAT1 인산화의 발현올 유도

하고 rengyoloneO 1 MDC 생성과 STATl 인산화 신호전달옹 억

제히는 효과룹 갖는지틀 초사하였다

우선 HaCaT keratinocyle 에 rengyolone 올 각 50，100，200 μ
M의 세포 생존농에 영향이 없는 각 농도로 처리한 후 1FN-，•.로

자극해서 MDC를 유도하여 MDC 억제 효과틀 확인하였다 그 결

과 200 llM에서 대초군과 비교하었을 때 유의적으로 MDC 생생
량을 억제하는 것을 확인하였다 (Fig ，3) 즉， rengyolone 이
1FN-，•.로 유도된 아토피 피부염과 관련된 인자인 MDC를 억제하

는 것올 알 수 있었다 앞선 결과에서 rengyoloneOI IFNγ 자극

으로 유도되는 MDC의 생성에 대한 억제환성블 확인하였다 따

라서 이전 rengyolone 의 작용기전융 확인하고자 IFN-，.신호전

탈 경로 중 가장 중요한 역함을 하는 것으로 알려진 STATI에
대한 rengyolone 의 영향을 확인하였다 앞선 결과에서 가장 농은

억제 효과틀 보였던 농도인 200 llM의 re뼈yolone 올 세포에 전

치리한 후，1FN-，.월처리하여 시간대연로 확인한 결과，IFN-，.틀

처리하고 않-이 지났올 때의 STATl 의 인산화가 가장 높은 억제

효과블 보였다 (Fig 4) 그러나 ELISA플 용하여 확인한 MDC 억
제 효과보다 westem blot융 사용하여 측정한 STATl 의 신효전

딸기전은 적은 억제 효과툴 보였다 이러한 결과흘 보았음 때‘

MDC 생성량을 확인할 때와 STATI 신호전달 경로흘 확인항 때

rengyolone 처리시간 차이가 있었고，MDC 억제 환생에 비해

STAT1 인산빽 대한 억쩨환성이 적었다 이는 MDC 생성과 관

련된 다른 신호전달 경로에도 영향올 주었기 때문일 수 있다 따

라서 rengyolone 이 뻐앵 STATI 신호전달기전 외에도 아토피

피부염과 관련 된 다른 인자인 TARC 또는 'NF-K8 신호전달기전

억제 효과월 가질 것인지에 대한 추가적인 연구가 필요하다고 생

각된다

이에 본 연구에서 사용한 시료인 rengyolone 은 아토피 피부영

과 관련 된 인자인 MDC와 STATl 인산화 신호전달 과갱올 억제

하는 붙질 또는 아토피 피부염 예방 및 치료에 있어서 생분의 분

리와 작용기전 연구에 관한 기초자료로써 관련된 불질로 합용 가

능할것으로사료된다
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1.'
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RA’p"ololle + + + + + (2에OpM)
‘1m. o 5 J~ 30 60 0 ~ 15 30 60 (m1띠
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아포피 피부염의 발생룡의 중가에 영향을 미치는 요인으로는

대기 오염，핵가족화，수입과 교육수준의 중가，항생제 사용의 증

가로 인한 항원에 대한 노출의 중가，주거환경 변화‘공업 발달

로 인한 새로운 항원물질의 둥장 둥이 관여히는 것으로 생각되어
진다)"

아토피 피부영에서 각질형성세포와 MDC의 관련성을 연구한

보고에 따르연 각진 형성세포 중에서 Human ad비t low-ca1cium
hi앙l-temperaωre (HaCaTl 세포는 형질전환 된 인간 각칠형성

세포주로，HaCaT 세포에 1FNγ 틀 지극하연 MDC가 분비된다는

보고가 있다∞'，211 그리고 HaCaT keratinocyte 에서 NF-KB2j-

응~ 1.4

뚫 0.'
향 0.'
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