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Effect of Steroid Administration Ex Vivo on the IκB/NF-κB

Pathway in Human Peripheral Blood Monocytes
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Background : Synthetic glucocorticoids are widely used in many chronic inflammatory diseases because 

of their excellent anti-inflammatory activity. Enhancing the transcription of IκB and preventing activated 

NF-κB from binding to κB  sites are thought to be the underlying mechanisms. But these data are largely 

derived from in vitro studies using cell lines. In this study, after administrating a steroid to volunteers, we 

evaluated the effect on the NF-κB system.

Methods : Prednisolone(0.5mg/kg/d) was orally administered to 5 healthy volunteers for 7 days. Before 

and after the administration, we sampled their peripheral blood monocytes, and performed western blot 

analysis both with stimulation, using IL-1β, LPS, TNF, and without stimulation(baseline). We also 

performed EMSA after stimulation with LPS.

Results : After ingestion of the steroid, baseline expressions of IκBα were increased in two of the 

subjects, while suppressed degradations of IκBα to stimulations were observed in all five. In addition, 

the binding capacity of NF-κB  after the administration was decreased.
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Conclusion : Steroid plays such roles as enhancing the transcription of IκBα, suppressing the DNA 

binding capacity of NF-κB, and suppressing the degradation of IκBα.(Tuberculosis and Respiratory 

Diseases 2003, 54:542-550)

  Keywords : Steroid, Glucocorticoid, NF-κB , IκB.

서  론

NF-κB는 광범위하게 존재하는 전사인자로서 특히 

면역기능을 담당하는 세포에서 중요성을 가진다. 처

음에는 B 림프구에서 면역글로불린 κ-light chain 

유전자 증강인자의 결합단백으로 분리되었으나1, 

지금은 포유류의 면역 그리고 염증과 관련된 반응

에서 여러 유전자의 발현을 촉진하는 것이 알려져 

있다. NF-κB 전사인자군은 여러 가지 subunit로 

구성된 homo- 또는 heterodimeric 이중합체들로서 

이루어진다2-4. 이 군에 속하는 전사인자들은 모두 

v-rel viral oncoprotein 과 그 cellular homologue

인 c-rel 에 구조적으로 연관되며 또한 DNA에의 

결합과 이중합체형성에 필요한 domain을 가진다는 

공통점을 갖는다5-8. 활성화된 NF-κB는 p50과 p65

로 불리는 두 가지 하위 구조 단백질로 구성된 이

중합체가 가장 대표적으로 알려져 있다. 또한 그 

활성은 세포 내에서의 위치관계(subcellular locali󰠀
zation)에 의하여 결정된다. 이 물질은 세포질 내에

서 억제 인자인 IκB 단백질과 결합한 비활성화형

태(dormant complex)로 존재한다9,10. 여러 가지 다

양한 세포 외의 자극에 의하여 IκB가 분리되면, 유

리된 NF-κB는 복합체의 형태로 세포핵 내로 이동

하여 NF-κB에 결합하는 특이 DNA sequence(κB 

motif)에 결합함으로써 목표유전자(target gene)의 

전사활성을 조절하게 된다. 이 같은 NF-κB의 활

성화에 따른 전사산물에는 각종 염증유발성 사이

토카인, NOS나 COX-2 등의 염증성 효소, 세포부

착분자들, IL-2 및 T 림프구의 수용체 등이 포함

된다11.

  합성 스테로이드 제제는 많은 부작용에도 불구

하고 그 뛰어난 염증억제 효과로 인해 만성 기관

지천식, 류마티스성 관절염, 전신성 홍반성 낭창, 

장기이식 후 거부반응 등의 치료의 근간을 이루고 

있다12-15. 세포내에서 글루코코르티코이드는 글루

코코르티코이드수용체(이하 GR)와 결합하여 수용

체를 활성화시키고, 이러한 복합체는 핵 내로 들어

가 glucocorticoid-response elements(이하 GRE)라 

불리는 부위에 결합하여, 목표유전자의 전사를 증

가시킨다. 그러나 글루코코르티코이드가 염증을 유

발시키는 많은 사이토카인의 전사를 억제시키고, 

이러한 사이토카인들의 유전자에는 GRE가 없다는 

사실은 이러한 억제작용에 다른 기전이 존재할 가

능성을 시사한다11.

  최근의 여러 연구결과 이와 같은 글루코코르티

코이드의 염증억제 기전에, 면역 및 염증반응의 초

기에 중요한 역할을 담당하는 NF-κB 가 관여한다

는 사실이 알려지기 시작하였다
15-24. 실제로 글루

코코르티코이드와 관련된 여러 실험적 결과가 대

부분의 항염증작용이 NF-κB 의 억제를 통하여 이

루어짐을 시사하며, 이는 크게 두 가지 기전을 가

진다고 생각된다. 첫째는, GR과 NF-κB 사이의 상

호작용이다18-21. 이들은 서로 길항작용을 나타내며, 

이러한 상호작용은 세포질과 핵 안 모두에서 발생

한다22. 둘째는, 글루코코르티코이드가 IκB의 전사

를 증가시키는 것이다. IκB 유전자의 promoter 영

역에는 GRE가 존재하며 결과적으로 증가된 IκB 

는 목표유전자의 κB motif에 결합되어 있는 활성

화된 NF-κB 와 결합하여, 이를 세포질로 내보내

게 된다
23,24. 이 같은 사실은 실험적으로 T림프구 
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및 단핵구에서 관찰되었으나, 실제로 인체에 투여

한 스테로이드 제제가 NF-κB, IκB 에 미치는 영

향에 대한 연구결과는 없는 실정이다. 이에 저자들

은 스테로이드의 투여가 NF-κB 의 활성에 미치는 

영향을 알아보기 위하여 본 연구를 수행하였다.

방  법

1. 대  상

5명의 건강한 지원자를 대상으로 하였으며, 0.5mg/ 

kg/d의 prednisolone을 7일간 투여하였다.

2. 시  약

Recombinant human TNF-α, IL-1β, LPS는 

R&D System(Minneapolis, MN, USA)에서 구입하

였고 phosphate buffered saline(PBS)에 녹인 후 

여러 개로 나누어 사용할 때까지 -70℃에 보관하

였다. Rabbit의 polyclonal anti-human IκBα항체

는 Santa Cruz Biotechnology(Santa Cruz, CA, 

USA)에서 구입하였다.

3. 말초혈액 단핵구의 분리

헤파린을 첨가한 주사기에 말초혈액을 채취한 후 

말초혈액 단핵구를 Ficoll-Hypaque(Sigma Diagno󰠀
stics, St.Louis, U.S.A.)을 사용한 density sedimen󰠀
tation method를 이용하여 분리 후 2회 RPMI1640 

(GibcoBRL, Grand island, NY)으로 세척하였으며 

5%PHS(pooled human serum)과 5% FCS(fetal 

calf serum)으로 재부유하였다. 0.1% trypan blue

를 사용하여 세포 수를 확인한 후 5-10×106/ml로 

세포 수를 맞추어 1ml PHS로 처리한 tissue 

culture dish에 5ml씩 넣어 37℃ 배양기에 1시간동

안 배양하였다. 비부착세포를 씻어내고 2-5ml의 

HBSS(GibcoBRL, Grand island, NY)를 넣어 4℃ 

냉장고에 20-30분간 넣어둔 후 cell scraper로 부

착세포를 분리하여 1% glutamine, 2% HEPES 

buffer, 5% 자가혈청을 함유한 RPMI1640 배양액

으로 세포 수를 1×106으로 맞추었다. 이렇게 분리

된 단핵구를 round botton 96 well plate에 100μl 

(세포 수 1×105) 씩 넣어 37℃, 5% CO2 배양기에 

밤새 배양하였다.

4. 단백질의 추출

총단백질을 추출하는 방법은 주로 Dejardin 등이 

사용한 방법을 이용하였다25. 먼저 “Western” Lysis 

Buffer를 0.1% NP-40(nonidet, Sigma 사), 5 mM 

EDTA, 50 mM Tris Hydrochloride(pH 7.5-8.0), 

250mM NaCl, 50 mM Sodium Fluoride의 조성으

로 만들어 준비하였다. 여기에 사용 직전에 

protease inhibitor 인 1mM의 PMSF(phenylme󰠀
thylsulfanylfluoride), 10μg/ml의 aprotinin, 10μ

g/ml의 leupeptin을 첨가하여 사용하였다. 배양된 

세포들을 lysis buffer에 작용시킨 후 원심분리하고 

supernatant만을 새 tube에 옮기고 단백질 정량을 

시행하고 이후 실험에 사용할 때까지 -70℃ 냉장

고에서 보관한다. 단백질 정량은 Bio-Rad Assay 

방법으로 시행하였는데 Bovine Serum Albumin 

표준용액을 사용하여 시행하였다.

5. 세포핵분획의 단백질 분리추출

Lysis Buffer(250 mM sucrose, 5 mM Sodium 

Azide, 2 mM EGTA의 용액에 사용 직전 

protease inhibitor인 200 μM PMSF, 1 μM 

leupeptin, 1 μM aprotinin 를 첨가한다.) 로 배양

된 세포를 용해시킨 후 세포액을 1ml Pasteur 

pipette으로 회수하여 cell solution을 Dounce 

Homogenizer 의 pestle B로 20번 stroke 하여 세
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Fig. 1. Steroid ingestion increases baseline expr󰠀
ession of IκB in some volunteers.

        From peripheral blood monocytes before(C) 

and after(S) steroid ingestion, the level of 

IκB in cellular extracts were detected by 
western blood analysis.

Volunteer  1        2       3        4       5 

          C  S    C  S    C  S     C  S    C  S 

←IκBα

포막을 분쇄하고 원심분리한다. Pellet에 lysis 

buffer를 넣어 용해시킨 후 원심분리를 시행하고 

남은 pellet으로부터 nuclear fraction을 얻었다.

6. Western 분석법

세포내의 총단백을 Whole Lysis Buffer(0.1% 

Nonidet P40, 5 mM EDTA, 50mM Tris, pH 

7.5-8.0, 250 mM NaCl, 50 mM NaF)로 추출한 후 

bicinchoninic acid법으로 단백 농도를 측정하였다. 

30 μg의 단백을 10% SDS-PAGE로 전기영동하고 

nitrocellulose membrane으로 이동시켰다. Mem󰠀
brane을 PBS로 희석한 5% skim-milk로 1시간 동

안 비특이 결합을 차단하였다. 5% skim-milk에 

1:1,000으로 희석한 rabbit polyclonal anti-IκBα 

항체를 membrane과 실온에서 밤새 반응시킨 후 

PBS로 15 분씩 3번 세척하였다. Membrane을 5% 

skim-milk에 1:2,000으로 희석한 goat-anti-rabbit 

HRP-conjugated 항체로 1 시간 동안 반응시킨 후 

PBS로 15분씩 3번 세척하였고 ECL kit를 이용해 

발색시켰다.

7. Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Electrophoretic Mobility Shift Assay(EMSA)는 

Duyao등의 방법을 이용하였으며
26
 Band Shift kit 

(Pharmacia Biotech Inc., U.S.A.)를 사용하였다. 

즉 NFκB consensus oligonucleotide (5'-AGT 

TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3')를 T4 

polynucleotide kinase를 사용하여 [γ323P] ATP로 

radiolabelling을 시행하고 purify하였다. 4% poly󰠀
acrylamide gel을 만들고 pre-electrophoresis를 30

분간 시행하였다. 2 μl oligonucleotide probe, 2 

μl nuclear protein extract, 500 mM NaCl, 5 mM 

dithiothreitol, 2 mM EDTA, 5% glycerol, 1 μg 

poly(dI-dC), 0.05% Nonidet P-40, 0.05 mg/ml 

bovine serum albumin 을 총량 20 μl가 되게 혼

합한 다음 실온에서 20분간 반응시켰다. 이후 elec󰠀
trophoresis를 시행하고 gel을 건조시킨 후 -70℃에

서 autoradiography를 시행하였다.

결  과

1. 스테로이드 투여가 기저상태의 IκBα의 발현

에 미치는 영향.

스테로이드의 투여가 기저상태의 IκBα 발현에 미

치는 영향을 평가하기 위하여, 자원자 5명에서 스

테로이드를 투여하기 전과 스테로이드를 7일간 투

여한 후 말초혈액 단핵구에서 기저 상태의 IκBα

의 발현을 관찰하였다. 세 명에서는 스테로이드 투

여전과 후에 IκBα 발현의 차이가 관찰되지 않았

지만, 2명의 자원자에서는 스테로이드 투여 전과 

비교해 스테로이드 투여 후에 기저상태의 IκBα 

발현이 증가되었다(Fig. 1). 따라서, 스테로이드 투

여에 따른 IκBα 발현은 사람에 따라 차이를 보임

을 알 수 있었다.

 

2. 스테로이드 투여가 외부 자극에 의한 IκBα의 

분해에 미치는 영향

스테로이드의 투여가 외부 자극에 의한 IκBα의 
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Fig. 2. Steroid ingestion inhibits degradation of Iκ
Bα

        Peripheral blood monocytes before (C) and 
after(S) steroid ingestion were stimulated 
with TNFα (5ng/ml) for 30 minutes, 
LPS(1μg/ml) for 1 hour, or IL-1α
(5ng/ml) for 30 minutes. Then the level of 

IκB in cellular extracts were detected by 
western blood analysis.

←IκBα

          Baseline  TNFα

           C   S   C   S

        Baseline    LPS    IL-1β 

         C   S    C   S   C    S          

         Baseline   TNFα 

           C   S    C   S  

←IκBα

←IκBα

Fig. 3. Steroid ingestion reduces NFκB-DNA bin󰠀
ding activity.Peripheral blood monocytes 

before(C) and after(S) steroid ingestion 

were stimulated with LPS(1μg/ml) for 1 

hour. Then nuclear extracts were prepared 

and subjected to Electrophoretic Mobility 

Shift Assay(EMSA) with kB site DNA 

probe as described in Materials and 

Methods.

    Baseline  LPS  Baseline  LPS  

         C            S 

←NF-κB 

분해에 미치는 영향을 평가하기 위하여, 스테로이

드 투여 전, 후에 분리한 말초혈액 단핵구를 TNF

α, LPS, IL-1β로 자극하고 IκBα의 발현을 평

가하였다. 스테로이드 투여 전에 분리한 말초혈액 

단핵구에서는 외부 자극에 의해 IκBα의 분해가 

관찰되었는데, 스테로이드 투여 후에 기저 상태의 

IκBα 발현이 증가되지 않았던 자원자의 말초혈액 

단핵구에서 외부 자극에 의한 IκBα의 분해가 억

제되었다(Fig. 2A, B). 스테로이드 투여로 기저 상

태의 IκBα 발현이 증가되었던 자원자의 말초혈액 

단핵구에서도 외부 자극에 의한 IκBα의 분해가 

억제되었다(Fig. 2C). 이 결과는 스테로이드 투여 

후 기저 상태의 IκBα 발현의 증가 유무와 관계없

이, 스테로이드 투여는 생체 내에서 외부 자극에 의

한 IκBα의 분해를 억제함을 시사하는 소견이다.

3. 스테로이드 투여가 NF-κB 와 DNA 부착능에 

미치는 영향

스테로이드의 투여가 기저 상태와 외부 자극에 의

한 NF-κB 와 DNA 부착능에 미치는 영향을 평가

하기 위하여, 스테로이드 투여 전과 후에 얻은 말

초혈액 단핵구를 각각 LPS로 자극하고 NF-κB와 

DNA 부착능을 electrophoretic mobility shift 

assay(EMSA)로 평가하였다. 기저 상태의 NF-κB

와 DNA 부착능은 스테로이드 투여 전의 말초혈액 

단핵구에 비해 스테로이드 투여한 후의 말초혈액 

단핵구에서 낮게 관찰되었다. 스테로이드 투여 전

에 분리한 말초혈액 단핵구에서는 LPS 자극으로 

NF-κB와 DNA 부착능이 증가하였는데, 스테로이

A (Volunteer 1)

B (Volunteer 3)

C (Volunteer 4)
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드를 투여한 후에 분리한 말초혈액 단핵구에서는 

LPS 자극에 의한 NF-κB와 DNA 부착능의 증가

가 관찰되지 않았다(Fig. 3).

고  찰

글루코코르티코이드의 투여는 면역체계에 많은 변

화를 유발한다. 우선 림프구의 재분포를 유도하여 

혈중에 존재하는 림프구를 골수 등으로 이동시킬 

뿐만 아니라27, 림프구의 기능의 변화를 초래하여 

림프구의 사이토카인 분비를 억제하고 자가 증식

능력을 떨어뜨린다27,28. 현재까지의 여러 연구 결과

는 글루코코르티코이드가 NF-κB를 강력히 억제하

며, 이것이 글루코코르티코이드의 염증억제작용의 

주된 기전임을 시사한다15-24. 즉 글루코코르티코이

드에 의한 NF-κB의 억제는, NF-κB에 의해 전사

가 촉진되는 여러 세포부착분자의 억제를 통해 림

프구의 재분포를 유도하며, 각종 사이토카인의 분

비를 억제를 통해 염증세포의 기능을 변화시킨다.

  글루코코르티코이드가 NF-κB를 억제하는 주된 

기전의 하나로 규명된 GR과 NF-κB 간의 상호억

제작용은, 다른 세포 내 수용체와 전사인자, 혹은 

서로 다른 전사인자 간에도 광범위하게 발생하여 

여러 염증관련물질의 전사를 조절하는 것이 알려

져 있다. 이것을 cross-coupling이라 부르며 이러

한 다양한 결합에 의해 전사인자들과 해당 DNA 

결합부위와의 상호작용이 항진되거나 억제된다. 예

를 들면, NF-κB /bZIP의 결합은 전사를 항진시키

며, AP-1/GR이나 NF-κB /GR의 결합은 전사를 

억제시킨다29-31.

  본 연구에서도 스테로이드의 투여에 의해 NF-κ

B의 DNA 부착능이 감소하는 것을 관찰하였으나 

이 결과만으로는 이것이 NF-κB의 핵으로의 이동

이 제한되어 생긴 결과인지 아니면 핵 안에 있는 

NF-κB의 DNA 부착능이 억제된 결과인지를 판단

하기는 어렵다. 

  NF-κB 억제의 또 다른 기전인 IκB 발현의 증가

는 단핵구와 T림프구에서는 증명되었지만
24,32
, 모든 

세포에서 일어나는 현상은 아닌 것으로 생각된다33. 

글루코코르티코이드와 GR의 복합체가 GRE에 작용

하여 IκB의 전사를 촉진하고, 그 결과 증가된 IκB 

단백이 세포질 내에서 활성화된 NF-κB가 핵 안으

로 이동하는 것을 방해하여 결과적으로 NF-κB의 

작용을 억제하는 것으로 이해된다.

  본 연구에서는 자원자들 중 일부에서만 스테로

이드 투여에 의한 IκBα의 기저발현 증가가 관찰

되었다. 물론 IκBα mRNA의 양을 비교하지 않았

으므로 기저발현의 증가가 관찰되지 않은 자원자

에서 IκBα 전사의 항진여부를 결론짓기는 어렵

다. 하지만 in vitro 에서의 단일한 조건과는 달리 

실제로 인체에 스테로이드를 투여했을 경우 사람

마다 스테로이드에 의한 IκBα 발현 증가의 정도

가 다를 가능성도 염두에 두어야 한다.

  글루코코르티코이드가 IκB 분해를 억제하는 기

전을 통하여 항염증작용을 일으킨다는 보고는 없

었다. 실제로 Brostjan 등은 내피세포주를 LPS로 

자극하였을 때, 스테로이드 전처치가 IκB 분해를 

억제하지 못함을 발표하였다33. 하지만 본 연구에

서는 5명의 자원자 모두에서 외부자극에 의한 IκB 

분해가 스테로이드 복용으로 억제됨을 확인하였다. 

이는 in vitro 에서와는 달리 실제로 인체에서 스

테로이드의 항염증작용의 일부가 IκB 분해의 억제

를 통하여 이루어질 수도 있는 가능성을 강력히 

시사한다.

  본 연구의 제한점으로는 자원자의 수가 너무 적

고 자원자간의 실험결과가 다소의 차이를 보인다

는 점을 들 수 있으며 따라서 본 연구만으로는 새

로운 기전에 대한 결론을 내리기는 어렵다. 향후 

이 부분에 대한 추가적인 연구가 필요할 것으로 

생각된다.

  그러나 이제까지 세포 수준에서 혹은 동물실험

에서 규명되었던 스테로이드의 NF-κB 억제와 그 
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기전들을 직접 인체에 스테로이드를 투여한 후 말

초 단핵구를 분리하여 확인하였다는 점에서 본 연

구의 의의를 찾을 수 있다. 스테로이드의 항염증 

작용 기전에 대한 명확한 이해는, 스테로이드 내성

의 극복과34.35 좀 더 부작용이 적고 효과가 뛰어난 

신약개발의 가능성을 제시한다는 점 외에도 염증 

및 면역반응의 세포내 기전의 이해를 넓혀줄 것으

로 기대한다.

요  약

배  경 :

스테로이드는 그 뛰어난 염증억제 효과로 여러 만

성 염증성질환의 치료제로 널리 쓰이고 있다. 최근 

스테로이드의 염증억제의 기전이 IκB의 전사를 증

가시키고, 활성화된 NF-κB를 억제시키는 것으로 

밝혀졌다. 그러나 대부분의 연구가 세포주에 스테

로이드 처치를 한 후 이루어진 것이어서 본 연구

에서는 인체에 직접 스테로이드를 투여한 후, 스테

로이드가 NF-κB 에 미치는 영향을 알아보고자 하

였다.

방  법 :

건강한 자원자 5명을 대상으로 prednisolone을 

0.5mg/kg/d의 용량으로 7일간 투여하였고 투여 전

과 후에 각각 말초혈액 단핵구를 추출하여 이를 

자극하지 않은 군(baseline), IL-1β, LPS, TNF로 

자극한 군으로 나누어 IκBα에 대한 western blot

을 시행하였다. 또한 투여 전후에 얻은 말초단핵구

를 각각 LPS로 자극하고 EMSA를 시행하였다.

결  과 :

5명중 3명에서는 IκBα의 기저발현에 차이가 없었

으나, 나머지 2명에서는 스테로이드 투여 후 IκB

α의 기저발현이 증가하였다. 5명 모두에서 스테

로이드 투여 후에 외부자극에 의한 IκBα의 분해

가 억제되었으며, EMSA로 NF-κB의 DNA 결합

능이 감소하는 것을 확인하였다.

결  론 :

스테로이드의 항염증효과는 IκBα의 기저발현의 

증가, NF-κB 의 DNA 결합능 감소, 그리고 자극

에 의한 IκBα 분해의 억제에 의한다.
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