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MCP-1에 의해 유도된 THP-1 유주에 미치는 Zerumbone의 
영향 

김사현1, 김시현1, 유성률1, 이평재2, 문  철1

1세명대학교 임상병리학과, 2세명대학교 자연약재학과

This study examined the effects of zerumbone on monocyte migration. Monocytes are recognized 
as important mediators of various inflammatory diseases, and the possibility of controlling 
inflammatory diseases by regulating the monocyte functions, such as activity and mobility, has 
been reported. MCP-1, which is a chemokine with levels that increase upon inflammation, causes 
the migration of the monocyte cell line, THP-1. Migration occurred at a concentration of 10 ng/mL 
MCP-1, and the highest migration occurred at 100 ng/mL and 200 ng/mL. MCP-1-induced THP-1 
migration decreased by more than 40% in the presence of zerumbone. The concentration of cAMP, 
an important secondary messenger of the CCR2 signaling pathway, the MCP-1 receptor, was 
increased in the culture medium after a zerumbone treatment. The concentrations of cAMP 
decreased significantly under the MCP-1 treatment condition only. On the other hand, an increase 
in cAMP was observed when zerumbone and MCP-1 were treated simultaneously. Erk 
phosphorylation induced by an MCP-1 treatment was also found to decrease with the zerumbone 
treatment. This study introduces the possibility of controlling inflammatory diseases through the 
function of zerumbone, which regulates the migration of monocytes.
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서  론

단구는 골수에서 생성되는 혈구로써 선천면역계를 구성하는 

주요 세포다. 혈액을 따라 신체를 순환하며 탐식 기능 수행 뿐 아

니라, 조직으로 유주(migration)한 후에는 다양한 대식세포 혹

은 수지상세포로 분화하여 조직에 침투한 외부 감염 인자 탐식, 

조직 항상성 유지 등의 기능을 발휘한다. 수지상세포는 외부 인

자 탐식 후 T림프구에게 항원을 제시하여 선천면역과 후천면역

의 매개자로써 역할을 수행한다. 그러므로, 단구의 활성과 기능

에 대한 지식은 면역반응 전체를 이해하는 중요한 시작점이 된

다. 나아가 단구의 활성과 기능을 강화 혹은 제어할 수 있는 기전

을 통해 외부 침입 인자에 대한 방어를 강화하거나 면역반응을 

조절할 수 있을 것으로 여겨진다. 최근에는 단구와 죽상동맥경

화증(atherosclerosis) 같은 염증 질환과의 관계가 연구되면서, 

단구가 만성ㆍ급성 염증질환의 매개자로 인식되고 있다[1]. 

야생 생강의 일종인 Zingiber zerumbet Smith의 정유
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(essential oil)에 포함되어 있는 주요 성분인 zerumbone은 혈

액종양을 포함한 암세포 죽음, 염증 및 활성산소 감소 등에 기여

할 수 있음이 보고 되었다[2-4]. 또한 면역세포들의 증식과 세포

주기진행, 사이토카인의 생성·발현에도 효과를 나타낸다고 알

려져 있다[5]. 이외에도 간보호, 통증완화, 항동맥경화, 항미생

물 등 zerumbone의 다양한 생물학적 기능이 보고되었다[6-9]. 

특히, 신장상피세포암 세포주를 이용한 이종이식 모델 연구를 

통해 zerumbone이 암세포의 증식, 생존, 혈관형성을 억제하는 

기능이 있음이 보고되었다. 이와 같은 zerumbone의 항암 효능

은 STAT3의 활성을 저하시킴으로써 나타난다[10]. 또한, 

zerumbone은 p53신호전달 과정을 활성화 시켜 췌장 상피암 

세포의 자가사멸을 유도하였다[11]. 이외에도 간암, 위암, 피부

암, 담도암 등 다양한 암세포의 세포자멸사 유발, 전이 방지 효

능을 나타내는 것으로 알려져 있다. 아울러, 항염증 효능도 보고

되었는데, dextran sodium sulfate (DSS) 유발 급성궤양성장

염 증세가 zerumbone 식이를 통해 호전되었으며[12], 콜라겐 

유발 관절염 모델 렛트에게 zerumbone 화합물을 먹인 후에 증

세가 호전되었다는 보고도 있다[13]. Zerumbone은 면역조절 

기능도 지니고 있음이 보고되었다. 마우스의 흉선세포와 비장

세포의 증식이 zerumbone에 의해 더욱 강화되었으며, 사람 말

초혈액 단핵세포(peripheral blood mononuclear cell, PBMC)

의 증식 역시 zerumbone에 의해 증가됨이 보고 되었다. 또한, 

zerumbone이 G2/M 세포주기 집중현상, 그리고, interleukin 

IL-2, IL-12 생성/분비 증가를 유발함이 보고되었다[5]. 아울

러, SDF-1에 의해 유도된 T세포주 Jurkat cell의 유주 현상이 

zerumbone에 의해 억제됨도 보고 되었다[14]. 

본 연구는 염증반응, 암세포를 비롯한 면역세포에 다양한 기

능을 나타내는 zerumbone이 단구의 유주에 어떠한 영향을 미

치는지 알아보고자 진행되었다. 먼저 MCP-1에 의해 단구세포

주 THP-1의 유주가 MCP-1에 의해 유발되는 것을 확인하였으

며, MCP-1에 의해 유발된 유주는 zerumbone에 의해 감소되

었다. MCP-1 처리 후 감소하는 cAMP는 zerumbone에 의해 

다시 증가하였고, MCP-1에 의해 유도되었던 Erk 인산화는 

zerumbone에 의해 감소되었다. 이와 같은 결과를 토대로 

zerumbone을 통한 단구의 유주 조절 가능성을 제시하고자 한다. 

재료 및 방법

1. 시약 

본 연구에서 사용된 시약은 Zerumbone (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA)와 Recombinant human CCL2 (MCP-1, 

BioLegend, San Diego, CA, USA)이다. 

2. 세포 및 세포배양

사용한 세포는 사람 단핵구세포주인 THP-1세포(Korean 

Cell Line Bank, Seoul, Korea) 이다. 세포배양액은 Roswell 

Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium with 

L-glutamine (Lonza, Walkersvill, MD, USA)에 10%(v/v) 

Fetal bovine serum (FBS) (Gibco, Grand Island, NY, USA), 

1%(v/v) Penicillin/Streptomycin (Gibco, Grand Island, NY, 

USA), 1%(v/v) 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesul-

fonic acid (HEPES) (Welgene, Daegu, Korea), 1%(v/v) non- 

essential amino acid (Welgene, Daegu, Korea)를 첨가하여 

사용하였다. 배양은 37°C, 5% CO2 조건을 맞춘 배양기를 이용

하여 진행하였다. 

3. Transwell migration assay

세포 유주 평가를 위해 5 m pore size의 falcon cell culture 

inserts (Corning Co., NY, USA)와 24 wells 짜리 falcon 

companion tissue culture plate (Corning Co., NY, USA)를 

사용하였다. 실험은 migration buffer (RPMI 1640, 10 mM 

HEPES, pH 7.4, 0.1% BSA)를 이용하여 진행하였고, 실험 전 세

포는 migration buffer와 함께 37°C, 5% CO2 환경에서 

overnight starvation 과정을 거쳤다. 이후 조건 당 2×105의 

THP-1 세포를 200 L의 migration buffer에 섞어 insert에 넣

고, underwell에는 MCP-1이 첨가된 migration buffer 600 L

를 넣었다. 준비된 insert를 각 underwell에 삽입하고 37°C, 

5% CO2 환경에서 배양하였다. 배양 후에 insert를 제거하고 

underwell로 이동한 세포들을 trypan blue를 이용하여 염색 

계수 하였다. 

4. cAMP 분비량 측정

THP-1 세포주를 96 well plate에 2×105cells/well 로 

seeding 후 조건별로 MCP-1과 zerumbone을 처리하였다. 4시

간 후 96 well plate를 원심분리 하고 상층액을 얻어 cAMP 측정 

용 ELISA kit (Cell Biolabs, San Diego, CA, USA)를 이용하여 

cAMP를 정량하였다. 제조사의 측정 방법에 의거 실험을 진행

하였다.

5. Western blot을 통한 단백질양 및 인산화정도 분석

THP-1 세포주를 60 mm 배양 접시에 2×106 cells/well로 

seeding 후 MCP-1을 100 ng/mL 농도로, zerumbone을 다양
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Figure 1. THP-1 cell migration after MCP-1 treatmnet. THP-1 cells 
are incubated with various concentrations of MCP-1 (0, 10, 50, 
100, 200, 500 ng/mL) for 4 hr. After incubation, the cells having 
migrated to the underwells were counted through trypan blue 
exclusion counting method. Values present mean±SD of three 
separate experiments (*P＜0.05, **P＜0.01).

Figure 2. Inhibition of MCP-1 induced THP-1 migration by zerum-
bone. THP-1 cells are incubated with or without MCP-1 (100 ng/mL). 
The cells incubated with MCP-1 are simultaneously treated with 
various concentrations of zerumbone (0, 10, 100, 500, 1000 nM). 
After 4 hr of incubation, the cells of underwells were counted 
through trypan blue exclusion counting method. Values present 
mean±SD of three separate experiments (*P＜0.05, **P＜0.01).

한 농도(1, 5, 10, 50 M)로 2시간 동안 처리해 주었다. PBS로 

2회 세척한 후 lysis buffer를 이용해 세포를 용해시키고 19,000 

×g, 4°C에서 10분간 원심분리하여 단백질을 추출하였다. 단

백질의 농도는 Lowry protein assay kit (Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA)를 이용해 정량하였고, 30 g의 단백질을 10% acry-

lamide gel에서 전기영동하여 분리하였다. 분리된 단백질은 

nitrocellulose membrane에 transfer하고 5% skim milk를 이

용해 실온에서 1시간 blocking 후 각각 pErk1/2, Erk, -actin

에 특이적인 1차 항체를 희석하여 4°C에서 overnight 동안 반

응시켰다. 1차 항체와 반응이 끝나면 3회 세척 후 2차 항체와 실

온에서 2시간 동안 반응 시키고, 다시 3회 세척한 후 ECL kit 

(Thermo, Waltham, MA, USA)와 반응시켜 X-ray film을 이용

해 단백질의 양 및 인산화 정도를 측정하였다.

6. 통계분석

실험결과는 mean±SD 로 표현하였다. ANOVA를 이용한 

Student t-test를 통해 P＜0.05 이하인 경우를 유의한 것으로 

판정하였다. 

결  과

1. MCP-1에 대한 THP-1 세포 유주 유도 확인

Transwell assay system을 통해 다양한 농도의 MCP-1 (0, 

10, 50, 100, 200, 500 ng/mL) 처리 후 THP-1의 유주 현상이 

유발됨을 확인하였다(Figure 1). 10 ng/mL의 MCP-1 처리 시 

이미 5배 이상의 세포가 underwell로 이동하였다. 100, 200 

ng/mL 의 MCP-1 처리 시 유주 세포 수가 약간 상승하였고, 

500 ng/mL 를 처리했을 경우에는 감소하였다. 

2. Zerumbone에 의한 세포 유주 감소

MCP-1에 의해 유도된 세포 유주가 zerumbone에 의해 감소

하였다(Figure 2). MCP-1과 함께 다양한 농도(10, 100, 500, 

1000 nM)의 zerumbone을 동시에 처리해 주고 4시간 후에 

underwells로 이동한 세포를 계수하였다. 10 nM zerumbone

을 처리해 주었을 때 약 30% 의 유주가 감소했으며, 100 nM 

zerumbone 처리 시 50% 이상의 강한 유주 감소 현상이 나타났

다. 500 nM zerumbone 처리 시에는 100 nM zerumbone을 

처리했을 때와 비슷한 정도의 유주 감소가 나타났다. 

3. Zerumbone에 의한 cAMP 발현 강화

Zerumbone 및 MCP-1 처리 시, cAMP 발현 변화를 발색반

응 측정 원리에 기반한 ELISA kit를 이용하여 측정·분석 하였다. 

2×105/well의 THP-1 세포를 zerumbone, MCP-1 단독 처리 

혹은 동시 처리하여 4시간 배양 후 원심 분리 하여 상층액을 얻

었다. ELISA kit 제조사의 실험방법에 따라 상층액 내의 cAMP 

농도를 측정하였다. 어떠한 시약으로도 처리하지 않았을 때에

는 약 70 ng/mL 의 cAMP가 측정되었고, zerumbone 단독으로 

처리해 주었을 때에는 95 ng/mL로 증가하였음을 확인하였다. 

반면에 MCP-1 단독으로 처리해 주었을 때에는 cAMP 농도가 

45 ng/mL 로 감소하였다. MCP-1 단독 처리에 의한 cAMP의 

감소는 zerumbone을 같이 처리해 주었을 경우 80 ng/mL 정도

로 다시 상승하였다(Figure 3). 
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Figure 3. Increase of cAMP expressions after treatment of zerum-
bone. THP-1 cells were incubated with zerumbone, MCP-1, and 
both reagents for 4 hr. After culturing, supernatant was obtained 
and cAMP concentration was measured. Values present mean±SD
of three separate experiments (*P＜0.05, **P＜0.01).

Figure 4. Decrease of phosphrylation of Erk induced by MCP-1 
after treatment of zerumbone. Changes in the phosphorylation 
patterns of Erk proteins after zerumbone and MCP-1 treatment 
were analyzed. Phosphorylation of Erk was increased by MCP-1 
and was decreased when MCP-1 and zerumbone were simultane-
ously treated. Zerumbone treatment alone doesn’t induce the 
phosphorylation.

4. Zerumbone에 의한 Erk 단백질의 인산화 감소

Erk 단백질의 인산화 정도는 세포 단독 조건과 zerumbone 

단독 처리 조건에서 변화가 없었으나, MCP-1을 단독으로 처리

해 주었을 때 증가하였다(Figure 4). 그러나, zerumbone을 

MCP-1과 동시에 처리해 주었을 때에는 다시 세포 단독 조건 혹

은 zerumbone 단독 조건과 비슷한 수준으로 감소하였다. Erk 

단백질 자체의 양은 MCP-1, zerumbone 단독 처리 혹은 동시 

처리 조건에서 변화가 없었다. 대조 단백질인 -actin의 양도 

의미있는 변화를 나타내지 않았다. 

고  찰

단구는 골수 유래 세포로써 혈행을 따라 신체를 돌다가 조직

과 림프기관으로 이동한다. 그곳에서 대식세포 혹은 특이 수지

상세포들로 분화하는 특성을 지닌다[15]. 일상적인 조건하에서 

조직으로 이동한 경우 조직 내 대식세포 수를 보충해 주는 역할

을 하지만, 염증에 대한 반응으로 조직으로 이동한 경우에는 면

역 반응 및 염증 반응에 참여하는 역할을 하게 된다. 단구와 기타 

면역 세포들의 조직 내 이동현상은 화학주성을 일으키는 케모

카인(chemokines)을 통해 유발된다. 이 화학주성은 G-단백결

합케모카인수용체(G protein-coupled chemokine receptors, 

GPCR)와 하부 신호전달 과정의 활성화를 통해 진행된다. 염증

이 일어난 조직으로 이동하는 단구들은 CC chemokine family 

receptor 2 (CCR2)를 많이 발현하고 있다. CCR2는 염증반응 

중 높게 발현되는 MCP-1과 결합하는 수용체다[16]. MCP-1에 

의해 유발되는 단구의 유주 현상은 염증에 대한 적절한 면역반

응의 발현을 위해서 중요한 의미를 지니지만, 여러 염증 질환의 

진행에 연관되어 있다. 특히 죽상동맥경화 플라크 형성 및 질병 

진행과 단구 간의 관계는 널리 알려져 있다[1]. 이에 단구의 유주 

현상을 조절하는 방식으로 죽상동맥경화증을 예방·치료할 가

능성을 생각해 볼 만 하다. 

이러한 배경으로, 본 연구는 zerumbone이 MCP-1에 의해 

유도된 유주 현상에 미치는 영향에 대해 알아보고자 진행되었

다. Zerumbone은 야생 생강의 일종인 Zingiber zerumbet 

Smith의 주요 생물 활성 성분이다. 실험에 사용된 THP-1 세포

는 급성 단핵구성 백혈병 세포에서 유래한 세포주로써 단핵구

의 기능, 기능 기전, 신호전달과정, 단핵구 및 대식세포 기능 등 

다양한 단핵구 관련 연구에 널리 사용되고 있다[17]. 우선적으

로, MCP-1에 의해 THP-1의 유주가 발생하는지 여부를 알아보

았다. 500 ng/mL 농도를 제외하고, 처리해 준 모든 농도의 

MCP-1에 의해 유주 현상이 발생한 것을 확인하였다(Figure 1). 

Transwell assay system 을 사용하였고, 4시간 배양 후 underwell

로 이동한 THP-1세포의 수를 trypan blue를 이용하여 계수하

였다. 가장 강한 유주현상을 유발한 MCP-1의 농도는 200 

ng/mL 이지만, 오차 범위와 시약 준비의 용이성 등을 고려해 이

후의 모든 실험에 100 ng/mL 의 농도를 사용하였다. 

다음으로 zerumbone 이 유주 현상에 미치는 영향을 알아보

기 위해 transwell assay 중 다양한 농도의 zerumbone을 처리

해 주었다. MCP-1 (100 ng/mL)을 단독으로 처리해 준 조건에

서 이동한 세포의 수를 기준으로 각 농도 별 zerumbone 처리 후 

이동 세포수의 백분율을 구하는 방식으로 정량 하였다. MCP-1

과 zerumbone을 동시에 처리해 주었을 경우, 처리한 모든 농도

의 zerumbone 이 유주 현상을 감소시켰음을 확인하였다

(Figure 2). 10 nM의 농도에서 이미 30% 감소를 나타냈으며, 

100 nM 과 500 nM에서 50% 이상의 강한 감소를 나타냈다. 
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1000 nM에서는 유주 현상이 다소 증가하는 양상을 관찰하였다. 

이러한 zerumbone의 유주 현상 감소 기능이 어떻게 나타나

는 가를 알아보기 위해 cyclic adenosine monophosphate 

(cAMP) 분비량과 Erk 단백질의 인산화 변화 양상을 분석하였

다. cAMP는 MCP-1의 수용체인 CCR2 신호전달 과정 중 중요

한 세포 내 2차 전달자 중 하나이다[18]. cAMP 측정을 위해 

THP-1 세포를 zerumbone, MCP-1 각각 단독으로 처리해 준 

조건, 두 시약을 동시에 처리해 준 조건의 배양액 내 cAMP 농도

를 측정하였다(Figure 3). 세포 단독으로 배양해 주었을 때에 비

해서, zerumbone 단독 처리 시 배양액 내 cAMP 의 농도가 30% 

이상 증가하였다. MCP-1 단독 처리 시에는 비슷한 정도로 감소

한 것을 확인할 수 있었다. 그러나, MCP-1과 zerumbone을 동

시에 처리해 주었을 때 cAMP의 농도는 다시 크게 상승하였다. 

이 같은 cAMP의 상승은 zerumbone 단독 처리 시 정도는 미치

지 못했으나, MCP-1 처리에 의한 cAMP 감소 효과를 충분히 극

복하고 남을 정도의 효과로 보여진다. 다음으로, 대표적인 

MCP-1 유발 THP-1 신호전달 단백질 Erk의 인산화 경향 변화

를 살펴보았다[19]. Zerumbone만 처리해 주었을 때는 아무것

도 처리하지 않은 상태의 Erk 인산화 정도가 관찰되었다(Figure 

4). MCP-1을 단독으로 처리해 준 경우에는 분명한 Erk의 인산

화가 관찰되었고, MCP-1과 zerumbone을 동시에 처리해 준 

경우에는 다시 인산화 정도가 감소하였다. 

본 연구는 zerumbone이 단핵구 세포주인 THP-1 세포의 유

주 현상을 억제할 수 있음을 시사한다. 유주 현상 유발을 위해 사

용한 MCP-1은 염증 반응 시 발현·분비되는 대표적인 케모카인

으로써, 이미 많은 연구를 통해 죽상동맥경화 시 증가하여 단구

의 이동과 지방 축적을 유도한다는 사실이 알려져있다[1]. 그러

므로, 본 연구결과는 zerumbone을 이용한 죽상동맥경화 플라

크 형성 및 질환 발전을 감소 가능성을 보여준다. 이를 위해 우선 

사람의 혈액에서 분리한 단구를 이용하여 zerumbone의 기능

을 확인해야 할 필요가 있다. 나아가 동물질환모델을 이용하여 

zerumbone의 효과를 확인해야 할 것이다. 또한 zerumbone의 

작용 기전을 밝히기 위해 보다 자세한 생화학적 연구가 필요하

다. MCP-1은 염증과 면역반응 과정에서 중요한 기능을 나타내

는데, 특히 죽상동맥경화증과 연관된 심혈관 질환의 초기, 후기

에 연관되어 있는 것으로 알려져 있다[20]. MCP-1 단독 처리 후 

감소한 cAMP의 농도는 zerumbone 처리를 통해 다시 상승하

였는데, 이에 대한 자세한 기전 연구가 필요하다. cAMP에 의해 

활성이 증가되는 cAMP-dependent protein kinase A (PKA)

의 활성을 측정하는 것도 가능하다. 또한, cAMP와 Erk 인산화 

간의 관계를 보다 명확하게 분석해야 하며, CCR2와 같은 

GPCR 신호전달과정의 다른 분자들의 활성이 zerumbone에 

의해 어떠한 영향을 받는지 분석해 봐야 할 것으로 생각된다. 

요  약

본 연구는 zerumbone이 단구의 유주에 어떠한 영향을 미치

는지 알아보고자 진행되었다. 단구는 다양한 염증 질환의 중요

한 매개자로 인식되고 있으며, 활성, 유주 등 단구의 기능 조절

을 통해 염증 질환을 조절하는 가능성이 보고 되고 있다. 염증 발

생 시 증가하는 케모카인인 MCP-1에 의해 단핵구 세포주 

THP-1의 유주가 유발되는 것을 확인하였다. 10 ng/mL의 농도

에서 유주가 발생하였으며, 100 ng/mL과 200 ng/mL의 농도

에서 가장 높은 유주 현상이 나타났다. MCP-1에 의해 유발된 

THP-1 유주는 zerumbone 존재 시 50% 이상 감소하였다. 

MCP-1 수용체인 CCR2 신호전달 과정의 중요 2차 전달자인 

cAMP 의 배양액 내 농도는 zerumbone 단독 처리 시 세포 단독 

배양 조건에 비해 증가하였으며, MCP-1 단독 처리 시에는 의미

있게 감소하였다. 그러나, zerumbone과 MCP-1을 동시에 처

리했을 때에는 다시 cAMP의 증가가 관찰되었다. MCP-1 처리

에 의해 일어나는 Erk 인산화도 zerumbone과 동시 처리 시 감

소하는 결과를 확인했다. 본 연구는 염증성 질환에 중요한 매개

자로 인식되고 있는 단구의 유주 현상을 조절하는 zerumbone

의 가능성을 보여준다. 
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