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RBL-2H3 세포에서 Cyanidin-3-glucoside의 Th2 사이토카인 발현 억제 효과
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Suppressive Effects of Cyanidin-3-glucoside on Th2 Cytokines Production in RBL-2H3 Cells
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Abstract — Cyanidin-3-glucoside (C3G), an anthocyanin, is one of the most widespread dietary flavonoids. We investigated

the effects of C3G in PMA/ionomycin (PI)-induced RBL-2H3 cells. C3G inhibited the production of IL-4 and IL-13 and also

decreased the level of mRNA in a dose-dependent manner. Furthermore, western blot analysis implied that C3G down-reg-

ulated the protein level of c-Jun, NF-ATc1 and NF-κB but not c-Fos. Taken together, we suggest that C3G may have sup-

pressive effects on Th2 cytokines and will be studied further to develop as functional foods that help alleviate allergy

symptoms.
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IL-4, IL-13 등의 Type-2 helper T cell(Th2) 관련 사이토카인

은 Th2 관련 면역 반응을 증가시키고 IgE의 생산을 증가시킴으

로써 만성 알레르기 반응에 기여한다.1) IL-4는 Th2의 분화를 유

도하고 B 세포를 자극하여 IgE를 생산하게 하는 역할을 한다.2)

IL-4가 결핍된 마우스에서 천식 발병이 억제되었으며, 마우스의

기도에 IL-4 수용체 길항제를 지속적으로 주입하였을 때, IL-4로

유도된 기도과민반응과 기도 호산구 증가증이 감소했음이 보고

되었다.3,4) IL-13은 초기 B 세포의 활성화, IgE의 생산 등 IL-4

유사작용을 나타내는 것으로 알려져 왔으나, 최근에는 IL-13이

IL-4와 별개로도 면역반응을 일으킬 수 있음이 발견되었다.5,6) IL-

13은 점액 변질과 호산구 세포 사멸의 조절, 그리고 기도 개형을

유도한다고 알려져 있으며, 아토피와 아토피 천식 환자에게서 과

도한 IL-13의 생산이 보고되었다.7)

IL-4와 IL-13의 발현은 AP-1, NF-AT 및 NF-κB 등의 다양한

전사인자들에 의해 조절된다.8,9) AP-1은 c-Jun과 c-Fos로 이루어

져 있으며, 세포를 활성화시키는 신호전달 체계인 mitogen-

activated protein kinase(MAPK) 경로를 거쳐 활성화되어 사이

토카인의 발현을 조절한다.10) NF-κB는 평소 T 세포의 세포질

내에서 IκB로 불리는 NF-κB 억제분자와 결합하여 불활성화의

상태로 존재하다 활성화되면 핵으로 이동하여 사이토카인 발현

유전자들의 전사를 촉진한다.11) NF-AT는 면역세포의 분화와 면

역반응을 조절하는 전사인자로, 세포질 내 칼슘 농도가 높아지

면 일련의 과정을 통해 NF-AT가 탈인산화 되면서 핵으로 이동

하여 사이토카인 발현 유전자를 활성화시킨다.12)

Cyanidin-3-glucoside(C3G, Fig. 1)는 검은 콩, 검은 쌀, 포도

및 블루베리 등에 다량 존재하는 안토시아닌의 일종으로, 현재

까지 항산화 작용,13,14) 항염작용,15,16) 신경 보호 작용,17) 항암작

용18) 등의 생리활성이 확인되었으며, 최근에는 C3G가 베타-아밀

로이드로 유도된 인지능력 손상을 치료함으로써 알츠하이머 질

병을 치료할 수 있음이 보고되었다.19) C3G의 항알레르기 작용
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Fig. 1 − Chemical structure of cyaniding-3-glucoside.
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에 대한 기존의 연구로는, C3G가 compound 48/40로 자극된 쥐

의 히스타민 분비량과 가려움증을 억제하고, IgE로 자극된 RBL-

2H3 세포의 Th2 사이토카인의 분비를 억제하였다는 보고가 있

으며,20) 또한 OVA로 자극된 천식모델 쥐에서 C3G가 과도한 점

액분비를 억제하고 Th2 사이토카인의 mRNA 발현을 감소시켰

다는 보고가 있다.21) 그러나, 이에 대한 세포 분자적 기전에 대

한 연구는 아직 완전히 밝혀지지 않은 상태이다.

RBL-2H3 세포는 세포 표면의 IgE 수용체의 발현과 면역반응

을 유발하는 사이토카인의 발현, 히스타민의 분비 등 비만세포

와 유사한 특징들을 나타내어 비만세포와 함께 면역반응에 관여

하는 약물 효과를 연구하는데 좋은 실험모델로 알려져 있다.

본 연구에서는 PMA/ionomycin으로 자극된 RBL-2H3 세포를

이용하여 C3G에 의한 IL-4와 IL-13의 생성과 mRNA 발현의 변

화 및 Th2 관련 사이토카인의 발현에 관여하는 전사인자의 활

성 정도를 측정하여 알레르기 질환 예방을 위한 기능성 소재로

서 C3G의 개발 가능성을 알아보고자 하였다.

실험방법

시약

C3G는 Sigma-Aldrich(MO, USA)에서 구입하였으며, 세포

Eagle's minimum essential medium(EMEM) 배지와 fetal

bovine serum(FBS)은 Lonza(MD, USA), antibiotic-antimycotic

은 Invitrogen(CA, USA)에서 구입하였다. 그 외 PMA, ionomycin,

cyclosporine A(CsA) 및 기타시약은 Sigma-Aldrich(MO, USA)

에서 구입하였으며, thiazoyl blue tetrazolium bromide(MTT)는

Amresco(OH, USA)에서, Rat IL-4와 Rat IL-13 ELISA kit는

각각 BD Science(CA, USA)와 Invitrogen(CA, USA)에서 구입

하였다. PCR 분석에 사용된 Trizol은 Invitrogen(CA, USA)에서,

polymerase는 iNtRON Biotechnology(Gyeonggi-do, Korea)에

서 구입하였으며, western blot 실험에 사용된 핵분리 kit는

Active Motif(CA, USA)에서, c-Jun, c-Fos, 및 NF-κB 단백질은

Santa Cruz Biotechnology(TX, USA)에서 각각 구입하였다.

세포배양

본 실험에 사용된 RBL-2H3 세포주는 American Type

Culture Collection(ATCC, MD, USA)사에서 구입하였으며,

EMEM에 15% FBS, 1% antibiotic-antimycotic을 첨가한 세포배

양액을 세포에 가하여 37oC, 5% CO2 incubator에서 배양하였다.

세포생존율 측정

RBL-2H3 세포(7×105 cells/ml)를 96 well plate에 100 µl/well

로 분주하여 16시간 배양시킨 후 0, 0.5, 1, 5, 10, 15, 20 µg/ml

의 C3G를 처리하여 37oC, 5% CO2에서 24시간 배양하였다. 이 후

50 µl의 MTT(3 mg/ml)를 넣고 37oC에서 4시간 동안 배양하여

crystal violet을 형성하게 하였고, 배양이 끝난 후 배지를 제거하

고 50 µl의 DMSO로 formazan을 용해시킨 뒤 ELISA microplate

reader를 이용하여 540 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다.

세포탈과립 측정

RBL-2H3 세포(5×105 cells/ml)를 24 well plate에 500 µl/well

로 분주하여 24시간 배양시킨 후 0.5 µM의 CsA 또는 5 µg/ml의

C3G를 처리하고, 1시간 한 뒤 PMA(50 ng/ml)와 ionomycin

(0.5 µM)을 가하여 30분 배양한 후 10분간 냉각시켜 반응을 종

결하였다. 각 과정마다 siraganian 용액(119 mM NaCl, 5 mM

KCl, 0.4 mM MgCl2, 25 mM PIPES, 40 mM NaOH, pH 7.2)

으로 well을 2회씩 세척하였으며, 5.6 mM glucose, 1 mM CaCl2

와 0.1% BSA가 포함된 siraganian 용액에 시료를 희석하였다.

이 후 상등액을 취해, 상등액 20 µl을 substrate 용액 80 µl과 3oC

에서 30분 동안 반응시킨 다음 stop solution(0.1 M Na2CO3/

NaHCO3)을 첨가하여 ELISA microplate reader를 이용하여 405

nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다.

사이토카인 측정

RBL-2H3 세포(3×105 cells/ml)를 48 well plate에 250 µl/well

로 분주하여 4시간 배양시킨 후 0.5 µM의 CsA 또는 1.25, 2.5,

5µg/ml의 C3G를 처리하고, 1시간 뒤 PMA(50 ng/ml)와 ionomycin

(0.5 µM)을 가하여 37oC, 5% CO2에서 16시간 배양하였다. 이

후 상등액만 취해 상등액 중의 사이토카인(IL-4, IL-13)을 ELISA

kit를 이용하여 그 농도를 측정하였다.

RT-PCR 분석

RBL-2H3 세포(3×105 cells/ml)를 6 well plate에 2 ml/well로

분주하여 16시간 배양시킨 후 0.5 µM의 CsA 또는 1.25, 2.5,

5µg/ml의 C3G를 처리하고, 1시간 뒤 PMA(50 ng/ml)와 ionomycin

(0.5 µM)을 가하여 37oC, 5% CO2에서 6시간 배양하였다. 배양

액을 제거하고 500 µl의 TRIzol 시약을 가하여 세포를 얻은 다

음 200 µl의 CHCl3를 가한 뒤 원심분리 하여 수 층 200 µl를 취

하였고, 동량의 iso-propanol을 가한 후 원심분리 하여 미색침전

의 RNA를 얻었다. RNA는 Maxime RT PreMix kit에 용해시킨

후 45oC에서 1시간, 95oC에서 5분 간 반응시켜 cDNA로 전환하

였다. cDNA는 primer, polymerase와 반응시켜 PCR thermal

cycler에서 DNA를 증폭시켰다(β-actin, IL-4: 95oC-30초, 57oC-

45초, 72oC-30초 32 cycles, IL-13: 95oC-30초, 52oC-40초,

72oC-30초 40 cycles). 증폭된 DNA를 1% agarose gel(0.01%

ethidium bromide 포함)에 전개시켜 DNA image로 특정 band를

확인함으로써 mRNA 발현 정도를 측정하였다. 사용된 primer의

sequences는 다음과 같다. IL-4 sense, 5'-ATG GGT CTC AAC
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CCC CAG C-3'; IL-4 antisense, 5'-GCT CTT TAC GCT

TTC CAG GAA GTC-3'; IL-13 sense, 5'-GGA GCT GAG

CAA CAT CAC ACA-3'; IL-13 antisense, 5'-GGT CCT GTA

GAT GGT GGC ATT GCA-3'. β-actin sense, 5'-ACC GTG

AAA AGA TGA CCC AG-3'; β-actin antisense, 5'-TGT CAG

CTG TGG TGG TGA AG-3'.

Western blot 분석

RBL-2H3 세포(4×105 cells/ml)를 60 mm dish에 4 ml/well로

분주하여 16시간 배양시킨 후 0.5 µM의 CsA 또는 5 µg/ml의

C3G를 처리하고 1시간 뒤 PMA(50 ng/ml)와 ionomycin(0.5 µM)

을 가하여 37oC, 5% CO2에서 3시간 배양하였다. 배양액을 제거

하고 500 µl의 차가운 PBS용액으로 세포를 세척 한 후, 핵 분리

kit를 이용해 핵 단백질을 분리하였다. Hypotonic 용액을 넣고

현탁한 후 원심분리 하여 상등액을 제거하고, protease inhibitor

cocktail이 포함된 lysis 용액을 가해 30분 동안 혼합하여 4oC에

서 10분간 14,000 g로 원심 분리 한 상등액을 얻었다. 핵 단백질

은 BCA 단백질 정량법으로 정량하여 10% SDS page gel에

110 V에서 1시간 30분 동안 전기영동한 뒤, PVDF membrane에

transfer 하였다. Transfer된 membrane은 2% 탈지분유를 함유

한 PBS/T 용액에 실온에서 1시간 동안 반응시킨 다음, 일차항

체(200 ng/ml)와 이차항체(100 ng/ml)를 적당한 시간 동안 처리

하고, ECL 시약을 사용하여 핵 단백질의 발현을 확인하였다.

통계처리

본 연구에서 얻은 실험결과는 mean±S.D. 값으로 표시하였고,

실험 군 간의 데이터는 student's t-test로 분석하여 유의성을 검

정하였으며, p값이 0.05 이하인 것만을 통계적으로 유의성이 있

는 것으로 간주하였다.

실험결과

C3G가 세포생존율에 미치는 영향

RBL-2H3 세포에 다양한 농도의 C3G를 24시간 처리하고 MTT

assay를 실시해 세포 생존율을 측정하였다. 그 결과, 정상 세포

군을 대조군으로 하여 생존율을 100%로 나타냈을 때, C3G

0.5~5 µg/ml 농도 사이에서 C3G는 세포 생존율에 큰 영향을 미

치지 않았다(Table I). 그러므로, 본 연구에서는 1.25, 2.5, 5 µg/

ml 농도로 실험을 진행하였다.

C3G가 PI로 유도된 RBL-2H3 세포의 탈과립에 미치는 영향

RBL-2H3 세포에 CsA 또는 C3G를 1시간 처리하고, PI를 처

리하여 30분간 반응시킨 후 β-hexosaminidase release assay 방

법22)으로 상등액에 분비된 β-hexosaminidase을 측정하였다. 그

결과, PI군을 대조군으로 하여 β-hexosaminidase 분비량을 100%

로 나타냈을 때, CsA군은 44.5%로 억제되었으나, C3G 5 µg/ml

처리 군은 98.9%로 세포의 β-hexosaminidase 분비량을 억제하

지 못했다(Table II).

C3G가 PI로 유도된 RBL-2H3 세포의 IL-4와 IL-13 생성

에 미치는 영향

RBL-2H3 세포에 CsA 또는 C3G를 1시간 처리하고, PI를 처

리하여 16시간 반응시킨 후 상등액에 분비된 IL-4와 IL-13을

ELISA 방법으로 측정하였다. 그 결과, 정상 세포 군에 비해 PI

처리 군의 IL-4와 IL-13 생성 량이 각각 4044.0 pg/ml와 991.4

pg/ml로 크게 증가하였고, CsA 처리 군에서 IL-4와 IL-13 생성

량은 각각 1.1 pg/ml와 39.2 pg/ml로 PI에 의해 증가한 IL-4와 IL-

13의 생성이 현저히 억제되었다. C3G 처리 군에서 IL-4와 IL-13

생성은 농도의존적으로 억제되었으며 PI에 의해 증가한 IL-4, IL-

13의 수치와 비교했을 때, C3G 5 µg/ml 처리에서 IL-4와 IL-13

의 생성 량은 2495.5 pg/ml와 679.5 pg/ml로 각각 약 38%와

31% 억제되었다(Fig. 2).

C3G가 PI로 유도된 RBL-2H3 세포의 IL-4와 IL-13 mRNA

발현에 미치는 영향

RBL-2H3 세포에 CsA 또는 C3G를 1시간 처리하고, PI를 처

리하여 6시간 반응시킨 후 세포를 얻어 RNA를 분리하고 cDNA

Table I − Effect of C3G on cell viability of RBL-2H3 cells

C3G (µg/ml) Cell viability (%)

0 .0100±9.0

0.5 102.6±8.3

1 098.1±3.4

5 092.8±6.2

10 078.2±6.2*

15 058.5±2.6**

20 041.5±12.8**

Values are expressed as means±SD from three independent
experiments (*p<0.05; **p<0.01 vs. normal group).

Table II − Suppressive effects of C3G on β-hexosaminidase release

in PI-stimulated RBL-2H3 cells

β-Hexosaminidase release (%)

Normal 32.4±1.8

PI .100±2.6###

CsA 44.5±27.9**

C3G 97.8±3.3*

The cells were pre-treated with 5 µg/ml of C3G, 0.5 µM of CsA
for 1 hr, and then stimulated with PI for 30 min. The levels
of β-hexosaminidase in RBL-2H3 cells were analyzed by β-
hexosaminidase release assay. Values are expressed as means±
SD from three independent experiments (###p< 0.001 vs. normal
group, *p<0.05; **p<0.01 vs. PI-treated group).
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를 제조하여 RT-PCR 방법으로 mRNA 발현 정도를 측정하였다.

그 결과, 정상 세포 에 비해 PI 처리에서 IL-4와 IL-13의 mRNA

발현 량이 크게 증가하였고, CsA가 PI에 의해 증가한 IL-4와 IL-

13의 발현을 억제하였다. C3G군에서 IL-4와 IL-13 발현은 농도

의존적으로 억제되었으며 PI에 의해 증가한 IL-4, IL-13의 수치

와 비교했을 때, C3G 5 µg/ml 처리에서 IL-4와 IL-13의 mRNA

발현은 각각 약 31%와 35% 억제되었다(Fig. 3).

C3G가 PI로 유도된 RBL-2H3 세포의 사이토카인 발현에 관

여하는 전사인자에 미치는 영향

RBL-2H3 세포에 CsA 또는 C3G를 1시간 동안 전처리 한 다

음, PI를 처리하여 3시간 반응시킨 후 세포를 얻어 핵 단백질을

분리하고 western blot 방법으로 핵 내 전사인자의 발현 정도를

측정하였다. c-Jun의 경우, 정상 세포에 비해 PI군에서 c-Jun의

발현이 크게 증가하였고, CsA와 C3G군에서 PI에 의해 증가한

c-Jun의 발현이 억제되었다. PI에 의해 증가한 c-Jun의 발현과 비

교했을 때, C3G 5 µg/ml 처리에서 c-Jun의 발현은 약 25% 억제

되었다(Fig. 4A). c-Fos의 경우, 정상 세포에 비해 PI군에서 c-

Fos의 발현이 크게 증가하였고, CsA군에서 PI에 의해 증가한 c-

Fos의 발현이 억제되었다. 그러나 C3G군에서 c-Fos의 발현에는

영향을 미치지 못했다(Fig. 4B). NF-ATc1의 경우, 정상 세포에

비해 PI군에서 NF-ATc1의 발현이 크게 증가하였고, CsA와 C3G

군에서 PI에 의해 증가한 NF-ATc1의 발현이 억제되었다. PI에

Fig. 2 − Suppressive effects of C3G on cytokine production in PI-

stimulated RBL-2H3 cells. The cells were pre-treated with

C3G or 0.5 µM of CsA for 1 hr, and then stimulated with

50 ng/ml of PMA and 0.5 µM of ionomycin for 16 hr. The

levels of (A) IL-4 and (B) IL-13 in RBL-2H3 cells were

determined by ELISA. Values are expressed as mean±SD

from three independent experiments (###p<0.001 vs.

normal group, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 vs. PI-

treated group).

Fig. 3 − Suppressive effects of C3G on gene expression in PI-

stimulated RBL-2H3 cells. The cells were pre-treated with

C3G or 0.5 µM of CsA for 1 hr, and then stimulated with

50 ng/ml of PMA and 0.5 µM of ionomycin for 6 hr. Cellular

RNA from each treatment was extracted and the mRNA

expression for cytokine in RBL-2H3 cells was analyzed by

RT- PCR. The mRNA expression was quantitated by

densitomeric analysis with that of the control being 1 fold.

Values are expressed as mean±SD from three independent

experiments (##p<0.01 vs. normal group, *p<0.05; **p<

0.01 vs. PI-treated group).
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의해 증가한 NF-ATc1의 발현과 비교했을 때, C3G 5 µg/ml 처리

에서 NF-ATc1의 발현은 약 23% 억제되었다(Fig. 4C). NF-κB의

경우, 정상 세포에 비해 PI군에서 NF-κB의 발현이 크게 증가하

였고, CsA와 C3G군에서 PI에 의해 증가한 NF-κB의 발현이 억

제되었다. PI에 의해 증가한 NF-κB의 발현과 비교했을 때, C3G

5 µg/ml 처리에서 NF-κB의 발현은 약 19% 억제되었다(Fig. 4D).

고찰 및 결론

최근에는 인체에 대한 안전성이 보장되어 있고, 주위에서 쉽

게 접할 수 있는 천연물을 이용해 선천면역계를 조절함으로써 알

레르기 질병을 예방 또는 치료하려는 연구가 활발하게 이루어지

고 있다. 안토시아닌은 꽃, 과일 및 야채에 다량 존재하는 천연

색소로, 본 연구에서는 안토시아닌 성분인 C3G가 RBL-2H3 세

포에서 Th2 관련 사이토카인의 발현을 억제하는 효과를 확인해,

항 알레르기 소재로서 C3G의 개발가능성을 평가하였다.

β-hexosaminidase는 평소 비만세포의 과립 내에 저장되어있다

가, 세포가 알레르겐과 IgE/FcεRI의 결합에 의해 활성화되면

histamine과 함께 분비되어 세포의 탈과립을 측정하는 지표로

사용된다.23) C3G가 PI로 활성화된 RBL-2H3 세포의 β-

hexosaminidase 분비량에 미치는 영향을 측정한 결과, C3G는 β-

hexosaminidase 분비에 영향을 미치지 못했다. 이는 C3G가 IgE

로 활성화된 RBL-2H3 세포의 β-hexosaminidase 분비를 억제하

지 못했다는 결과와 일치한다.20)

반면, PI로 활성화된 RBL-2H3 세포에서 분비된 Th2 면역반

응을 유발하는 사이토카인 IL-4와 IL-13의 생성과 mRNA의 발

현이 C3G에 의해 농도의존적으로 억제되는 것을 확인하였다. 이

는 IgE로 유도된 RBL-2H3 세포의 IL-4가 C3G에 의해 억제되

었고, OVA로 유도된 천식모델의 쥐에서 IL-4와 IL-13의 mRNA

발현이 억제되었다는 보고와 일치한다.20,21) 또한 안토시아닌 혼

합 캡슐을 건강한 성인에게 섭취시킨 결과, IL-4와 IL-13의 생성

이 감소되었다는 보고가 있다.24)

Fig. 4 − Effects of C3G on PI-induced activation of transcription factors involved in the Th2-associated cytokines expression. The cells were

pre-treated with 5 µg/ml of C3G or 0.5 µM of CsA for 1 hr, and then stimulated with 50 ng/ml of PMA and 0.5 µM of ionomycin for

3 hr. Nuclear extracts were isolated and separated by SDS-PAGE. The level of each transcription factor, (A) c-Jun, (B) c-Fos, (C) NF-

ATc1 and (D) NF-κB p65 was determined by Western blot analysis using specific antibodies. Values are expressed as mean±SD from

three independent experiments (#p<0.05; ##p<0.01 vs. normal group, *p<0.05; **p<0.01 vs. PI-treated group).
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비만세포에서 IL-4와 IL-13의 발현은 AP-1, NF-AT 및 NF-κB

와 같은 전사인자들이 상호작용함으로써 유전자의 전사를 유도

하는 것으로 알려져 있다. NF-κB와 AP-1은 알레르겐 침입 시 동

시에 활성화되어 면역반응을 일으키며 일정한 시간이 지나면 활

성화된 두 신호전달체계가 서로의 활성을 억제하여 전체 면역 방

어 반응을 중지시킨다고 알려져 있다.25) 또한 NF-AT는 AP-1과

협동하여 IL-4의 발현을 유도하는 것으로 알려져 있다.26) 이때

CsA는 NF-AT가 핵으로 이동하는 것을 억제함으로써 특이적 면

역억제제로 작용한다. 본 연구에서는 PI로 활성화된 RBL-2H3

세포의 C3G 처리군에서 c-Jun과 NF-ATc1 및 NF-κB의 발현이

억제되는 것을 확인하였다. C3G가 AP-1과 NF-ATc1에 미치는

영향은 아직 보고된 바가 없으나, IgE로 활성화된 RBL-2H3 세

포를 이용한 연구에서 C3G에 의한 NF-κB의 억제가 보고되었으

며, 인형 대식세포 THP-1 세포와 인형 제대정맥내피세포

HUVECs, 그리고 미세아교세포 BV-2 세포를 이용한 실험에서도

각각 C3G에 의한 NF-κB의 억제가 보고되어 있다.20,27-29)

따라서, 본 연구 결과를 통해 C3G가 RBL-2H3 세포에서 AP-

1과 NF-ATc1 및 NF-κB의 활성을 억제함으로써 IL-4 및 IL-13

의 생성과 mRNA 발현을 하향 조절하여 알레르기 반응을 감소

시킬 수 있음을 확인하였다. 이를 바탕으로 C3G가 RBL-2H3 세

포에서 AP-1, NF-ATc1, 그리고 NF-κB의 활성을 조절함으로써

Th2 면역반응을 유발하는 사이토카인의 발현을 억제해 알레르

기 예방과 치료에 효과적으로 작용할 것으로 기대되며, 추후 기

능성 소재로 개발하기 위한 기전 연구가 필요하다고 사료된다.
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