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Background：Allergic disease is an inflammatory disease, whose main inflammatory cells

are eosinophils, mast cells, and T lymphocytes. From that point, new therapeutic targets on

allergic inflammation focusing on them are under investigation.

We extracted four isoflavonoids from Sophorica japonica such as sophi, orobol, genistin, and

genistein which has been known as PTK antagonist. We documented those three iso-flavo-

noids except genistein had an anti-inflammatory effect as potent as dexamethasone on cara-

geen-induced ear model. Also they had antagonism on the Y-16 cell line, whose growth is de-

pendent on IL-5.

Objectives：From above results, in this experiment, we tried to find antagonistic effects of

those compounds on IL-5 using the inhibition of eosinophil activation and survival in vitro and

possibility of anti-allergic medicine.

Methods：LTC4 by RIA and ECP for degranulation by UniCAP
TM
, which had been used

previously were activation markers.

Results：Among those compounds, sophi was the most potent antagonist on IL-5 induced

LTC4 release, degranulation, and survival. Orobol and genistin also had antagonism on them,

but genistein, an antagonist of PTK didn't show any antagonistic effects.

Conclusion：From these results, we concluded those three iso-flavonoids were IL-5 anta-

gonist, and the mechanism of it might not be through PTK signaling. (J Asthma Allergy

Clin Immunol 23: 459-66, 2003)
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서 론

경한 알레르기 질환이라도 표적 장기에는 호

산구의 침윤과 더불어 염증반응이 일어나는 것

으로 보아 알레르기 질환은 주로 호산구에 의한

지속적인 염증으로 초래되는 과민성 질환이다.
1)

알레르기 질환의 치료로 다양한 약제들을 포함

한 여러 가지 치료법이 시행되고 있지만 관해를

이루는 경우가 드물 뿐 아니라, 중증 환자가 늘

고 있다. 그러므로 최근 알레르기 질환의 보다

근본적인 치료를 위해 알레르기 염증반응을 소

실시키고자 여러 연구가 진행 중이다. 알레르기

질환에 관여하는 세포인 T 림프구, 비반세포,

그리고 호산구 등도 이러한 치료의 새로운 표적

이 되고 있다. 호산구로부터 유리된 세포독성단

백은 상피세포를 박탈시켜 과민성을 유발시키거

나 악화시키기 때문에, 호산구의 활성화를 억제

하거나 혹은 자사를 유도하여 알레르기 질환을

근본적으로 치료하고자 여러 연구가 진행되고

있다.
2)

알레르기 반응 중 유리되는 IL-3, IL-5, 그

리고 GM-CSF 등은 호산구를 생성, 활성화시

키고 자사를 억제하므로 이들의 길항제나 항체

를 이용하여 알레르기 염증반응을 억제하려는

시도가 이루어지고 있다. 이들 중 IL-5는 IL-

3나 GM-CSF와는 달리 줄기세포에서 호산구

로 분화되는 최종 단계에 관여하는 유일한 사이

토카인이므로 호산구 사이토카인이라 명명되기

도 한다.
3)
이외에도 세 가지 사이토카인 중 호

산구에 대한 활성능이나 생존능이 가장 강하다.

IL-5 항체를 이용한 동물실험 결과 표적 장기

로의 호산구 침윤의 억제와 더불어 기관지과민

성을 소실시킨 것으로 보고되고 있으나,
4-6)

인

체에서는 그 결과가 만족스럽지 못하다.
7)
특히

이런 항체의 경우 이종의 단백이므로 이에 대한

면역반응도 문제가 되므로 항체가 아닌 새로운

억제제의 개발이 시도되고 있다.

최근 저자들은 체외실험을 통해 우리나라에서

자생하는 회화나무(Sophorica japonica)에

서 추출한 isoflavonoid인 sophoricoside가

스테로이드와 동등한 항 염증작용이 있음을 규

명하였다.
8)
또한 IL-5 의존성 Y-16 세포주의

성장을 억제하였으므로 IL-5 억제능이 있을 것

으로 추정되는데,
9)
IL-5와 βsubunit이 동일

하여
10)
호산구를 활성화시키는 IL-3도 억제하

였다.
11)
그러므로 본 연구에서는 알레르기 천식

환자에서 순수 분리한 호산구를 이용한 체외실

험을 통해 이 물질이 IL-5에 대한 억제능이 있

는지를 검색하여 sophoriocoside의 항알레르

기 제제로서의 가능성을 알아보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 대상

충북대학교 병원 알레르기 내과를 방문한 천

식 환자들을 대상으로 하였다. 천식의 진단은

특징적인 임상증상을 나타낸 환자들 중, 폐기능

검사에서 기관지이완제에 대해 가역성을 보였거

나, 메타콜린 기관지유발검사를 시행하여 양성

반응을 보인 경우, 혹은 원인 알레르겐을 이용

한 항원기관지유발검사를 시행하여 양성인 경우

로 하였다. 이들 중 문진, 진찰 및 대변검사 등

을 통해 호산구과다증을 유발할 수 있는 다른

질환으로 진단된 환자들과 말초혈액 호산구 수

를 감소시키는 스테로이드제제를 사용하였던 환

자를 제외한 총 10명을 대상으로 하였다.
11)

2. 방법

1) 말초혈액으로부터의 호산구 분리

기존에 저자가 사용하던 CD16 항체를 이용

한 negative immunoselection법으로 분리

하였다.
11)
약술하면 헤파린 처리하여 환자의 전

주와 정맥에서 40-60ml을 채혈하여 PIPES

완충액과 1:1.5로 희석한 다음 1.092 Per-

coll에 부유시켜 원심분리한 후 혈소판, 림파구,

단핵구 등을 제거하고 PIPES 완충액으로 세척

하였다. 이 후 10배 PIPES용액을 이용하여 적

혈구를 용혈시킨 후 남은 세포 pellet에 CD16
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항체가 결합된 immunobead(Miltenyl Bio-

tec, Ger)를 넣어 4℃에서 45분간 결합시키

고 VarioMAC(Miltenyl Biotec, Ger)을

이용하여 호중구를 제거하였다. 호산구의 순수

분리도는 98% 이상이었다.

2) IL-5에 의한 호산구 활성화

2% 알부민으로 전처치한 24 well plate

(Gibco, USA), 각 well에 1ml 당 1X10
6
개의

호산구를 함유한 10% FCS-MEM buffer 1ml

씩을 넣고, 여기에 hIL-5(Endogen, USA)

0.1, 1, 그리고 10ng/ml씩을 넣은 후 37℃ 배

양기(5% CO2)에서 1시간 동안 배양시켰다. 원

심분리하여 상층액은 -70℃에 보관하였다가

RIA Kit를 이용하여 Leukotriene C4(Cay-

man, USA)를 측정하였고, UniCAP
TM
(Phar-

macia-Upjohn, Sweden)으로 ECP를 측

정 비교 분석하였다.

3) IL-5에 의한 호산구 생존

호산구의 생존률은 두 가지 방법으로 측정하

였다. 세포막의 phosphatidylserine과 결합

하여 세포 자사를 조기에 검색할 수 있는 An-

nexin-V로 면역 형광 염색한 후 유세포 분석

하였으며, 세포포절편을 만들어 광학현미경으로

세포질내의 공포, 핵의 응축, 세포의 축소 등의

형태 변화를 검색하였다(Fig. 1). IL-5의 농

도는 1ng/ml로 하였다. 검사는 자극 후 1, 3,

5, 7,일까지 시행하였다.

4) Sophoricoside가 IL-5에 의한 호산구

활성화 및 생존에 미치는 영향

회화나무(Sophorica japonica)에서 추출

한 4가지 isoflavonoid인 sophi, orobol,

genistin과 tyrosine kinase 억제제인 ge-

nistein을 3, 10, 30uM까지 각각 IL-5와

함께 배양하여 억제능을 측정하였다. 자사에 미

치는 영향은 4가지 물질을 30uM로 검색하였

으며, 이들 중 가장 강력한 억제능을 나타낸

sophi만 용량에 따른 억제능을 검사하였다. 자

사에 의한 호산구의 형태 변화는 공포 형성, 세

포의 크기 변화, 그리고 핵의 응축 등을 기준으

로 호산구 100개를 계측 후 합산하여 비교 분

석하였으며, IL-5 존재 하의 생존을 기준으로

억제 정도를 백분율로 나타낸 % 억제능을 산출

하여 비교 분석하였다.

5. 통계 처리

Anova를 이용하여 p<0.05를 유의하다고

판정하였다.

결 과

1. 호산구 활성화에 미치는 억제능

1) LTC4 유리에 미치는 억제능

IL-5(0.1, 1, 10ng/ml) 자극에 의해 호산

구(10
6
개)로부터 생성 유리된 LTC4는 0.35±

0.12, 0.67±0.14, 1.39±0.21ng으로 완충

액의 0.13±0.09ng에 비해 0.1ng/ml부터 유

의하게 상승하여 호산구를 활성화시키는 것을

알 수 있었다.

IL-5 0.1ng/ml로 자극한 호산구에 sophi,

orobol genistin, genistein(3, 10, 30uM)

을 첨가한 경우 유리된 LTC4(0.35±0.12ng/

ml)는 sophi의 경우 0.21±0.13, 0.17±

Fig. 1. Light microscopic findings of apoptotic

eosinophil (a): initial stage of apoptotic eosinophil

showing vacuolization, condensation of chromatin,

shrinking of cell size, (b): terminal stage of apo-

ptosis showing nucleolaxis
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0.09, 0.12±0.09ng/ml로 10uM에서부터

나타나기 시작하였다(Fig. 2, p<0.05). Oro-

bol의 경우는 각각 0.37±0.15, 0.24±0.12,

0.21±0.1ng/ml이었고, genistin의 경우는

0.39±0.11, 0.23±0.14, 0.2±0.08ng/ml

로, 이들은 30uM에서부터 억제능이 나타났다

(Fig. 2, p<0.05). 그러나 genistein의 경우

는 30uM까지 억제능을 나타내지 않았다.

IL-5 1ng/ml로 활성화된 호산구로부터 유리

되는 LTC4의 유리능(0.67±0.14ng/ml)에

미치는 억제능은 sophi의 경우 0.57±0.21,

0.36±0.13, 0.21±0.09ng/ml로 10uM에

서부터 나타나기 시작하여 농도가 증가함에 따

라 억제능도 증가하였다(Fig. 2, p<0.05)

Orobol의 경우는 0.67±0.19, 0.48±0.12,

0.31±0.14ng/ml로 30uM에서부터 억제능

이 나타났다(Fig. 2, p<0.05). Genistin의

경우도 0.68±0.24, 0.45±0.19, 0.31±0.12

ng/ml로 30uM에서부터 나타났다(Fig. 2,

p<0.05). 그러나 Genistein은 억제능이 없었

다. IL-5 10ng/ml(1.39±0.21ng/ml)에 대

한 억제능은, sophi의 경우 0.99±0.21,

0.66±0.13, 0.34±0.09ng/ml로 3uM에서

부터 나타나기 시작하여 농도가 증가함에 따라

억제능도 증가하였다(Fig. 2, p<0.05). Oro-

bol의 경우는 1.1±0.19, 0.88±0.12, 0.64

±0.14ng/ml로 10uM에서부터 억제능이 나

타났다(Fig. 2, p<0.05). Genistin의 경우

도 1.12±0.24, 0.8±0.19, 0.61±0.12ng/

ml로 10uM에서부터 나타났다(Fig. 2, p<

0.05). Sophi는 3uM부터 억제능을 나타내어

10uM부터 억제능을 나타낸 orobol이나 ge-

nistin보다 강했다.

2) 탈과립에 미치는 억제능

탈과립은 ECP를 측정하였다. IL-5(0.1

ng/ml)로 자극하였을 때 ECP 농도가 2135±

121ug/L인데 반해, sophi를 첨가한 경우 농

도별(3, 10, 30uM) ECP 농도는 1507±211,

1146±201, 876±198ug/L로 10uM에서부

터 나타났다(Fig. 3, p<0.05). Orobol의 경

우는 각각 2001±219, 1678±245, 1395±

Fig. 2. Inhibition of sophoricosides on IL-5-induced LTC4 release from eosinophils(10
6
) Concentration of

IL-5 is different in each diagram, which of a, b, c, is 0.1, 1, 10ng/ml respectively. Each bar in it represents

LTC4 release by IL-5. *p<0,05
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144ug/L로 10uM에서부터 억제능을 나타내

었다(Fig. 3, p<0.05). Genistin도 2027±

234, 1706±167, 1581±212ug/L로 30uM

에서부터 억제능을 나타내었다(Fig. 3, p<

0.05). IL-5(1ng/ml)에 의해 유리된 ECP

는 5397±304ug/L이었으며 sophoricoside

의 억제능은, sophi의 경우 농도별로 각각

4002±314, 2610±281, 1211±189로 10

uM에서부터 나타내었다(Fig. 3, p<0.05).

Orobol의 경우는 각각 5019±629, 4001±

375, 2968±334g/L로 30uM에서부터 억제

능을 나타내었고,(Fig. 3, p<0.05), genis-

tin도 5202±334, 4459±217, 3031±214

ug/L로 10uM에서부터 억제능이 나타났다

(Fig. 3, p<0.05). IL-5(10ng/ml)에 의해

유리된 ECP는 9289±604ug/L이었으며,

sophi의 경우 농도별로 각각 6402±514,

3461±381, 2411±199ug/ml로 3uM에서

부터 나타내었다(Fig. 3, p<0.05). Orobol

의 경우는 각각 8019±729, 7001±475,

5968±334g/L로 10uM에서부터 억제능을

나타내었고(Fig. 3, p<0.05), genistin도

8202±534, 6459±716, 5031±214ug/L

로 10uM에서부터 억제능이 나타났다. 탈과립

에 대한 억제능도 LTC4와 유사하였다. Geni-

stein은 억제능을 나타내지 않았다.

2. 호산구 생존에 미치는 억제능

Annexin-V 염색 결과 IL-5로 처리하지 않

은 호산구는 1일 후 98%가 자사되었으며, 형

태학적으로도 1일 후부터 세포질의 공포, 핵의

농축 및 세포 축소 등이 관찰되었고, 3일 후에

는 모든 세포가 축소되었다. IL-5로 처리한 결

과 시간 경과에 따라 유세포 분석 결과 1, 3, 5

일 후에 각각 53±8.9, 78±10.2 100±9.1%

로 5일이 지나 전 세포가 자사되어 IL-5가 호

산구 자사를 억제하는 것을 알 수 있었다.

Sophoricoside(30uM)가 미친 억제능은

sophi의 경우 Annexin-V 양성률이 시간에 따

라 87.1±11.2, 99±3.4%로 3일이 지나 전 세

Fig. 3. Inhibition of sophoricosides on IL-5-induced ECP release from eosinophils(10
6
) Concentration of

IL-5 is different in each diagram, which of a, b, c, is 0.1, 1, 10ng/ml respectively. Each bar in it repre-

sents ECP release by IL-5.
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포의 자사가 유도되었으며(Fig. 4, p<0.05),

형태적 변화도 1일 지나면서 핵의 응축과 세포

가 축소되었고, 3일째는 거의 모든 세포 크기가

축소되었으며, orobol의 시간 경과에 따른

Annexin-V 양성률은 71.7±7.9, 93.4±9.1

로 3일째 거의 자가가 진행되었고, genistin

의 경우도 3일째 95±6.7%의 자사가 진행되었

다. Sophi의 농도에 따른 억제능은 10uM의

경우 Annexin-V 양성률이 57.1±8.2, 90±

3.4%, 3uM의 경우 50.1±11.4, 90±5.9%

로 농도별 차이가 없었으며, 3일이 지나 90%

이상의 세포가 사멸되었다.

고 찰

회화나무 열매는 종래 기침, 거담, 진해제로

쓰였던 한약재로 본 연구에서는 이 열매에서 추

출한 isoflavonoid인 4종의 sophoricoside

중 tyrosine kinase 억제제인 genistein을

제외한 나머지 sophi, orobol, genistin 등이

IL-5에 의한 호산구 활성화를 억제하였을 뿐

아니라 생존을 억제시켜 자사를 촉진시키는 결

과를 도출하여, 이들의 IL-5 억제능을 규명하

였다. 이는 강 등의
9)
Y-16 세포주를 이용한

실험 결과와도 일치한다.

IL-5가 호산구의 생성에서부터 생존, 활성

화, 이동 등 모든 과정에 관여하며, 호산구가 알

레르기 염증반응의 주세포이므로, IL-5 단클론

항체를 포함한 IL-5 억제제들이 알레르기 질환

치료에 시도되고 있다. 천식 동물을 이용한 실

험 결과 IL-5 단클론항체가 말초혈액과 표적

장기로의 호산구 유입을 억제하며 동시에 기도

과민성을 억제하는 것으로 보고되었으나,
6)
천

식 환자에게 투여한 결과는 기관지 과민성을 소

실시키지 못했는데,
7)
이는 호산구가 기관지과

민성을 발생시키는 유일한 세포가 아니며, 호산

구의 활성화가 IL-5에 의해서만 이루어지는 것

이 아니기 때문일 것으로 생각된다. 그러나 so-

phoricoside는 본 연구자들의 연구 결과들을

종합해보면 스테로이드와 동등한 항염증 작용과

호산구 활성화에 관여하는 사이토카인인 IL-5

를 비롯한 IL-3
11)
와 GM-CSF를 모두 억제할

뿐 아니라,
12)
leukotriene C4에 의한 기관지

수축을 억제하였다(not published). 또한 IL

-3와 GM-CSF 억제 작용을 통해 비반세포의

활성화도 억제하였으므로(not published) 조

기 반응도 억제할 수 있을 것으로 사려된다. 그

러므로 IL-5 단클론항체보다는 항 알레르기 작

용이 우수하므로, 향후 항 알레르기 약제로서

개발 가능성이 있을 것으로 사려된다.

본 연구 결과 활성화에 대한 억제능은 sophi

가 가장 강했고 10uM에서부터 시작되었으나,

IL-5를 10ng/ml로 자극한 경우는 0.1이나 1

ng/ml로 자극한 경우보다 더 낮은 농도인 3

um에서부터 억제능이 나타났다. 이는 orobol

이나 genistin도 마찬가지로 IL-5의 농도가

높은 경우 낮은 경우보다 세 종류의 sophori-

coside 모두 더 강한 억제능을 나타내었다.

그러나 자사에 미치는 영향은 sophoricosi-

de 농도별 차이가 없었는데 이는 관찰 방법과

시간 때문인 것으로 사려된다. 자사의 관찰은

Annexin-V를 이용한 면역형광 염색과 형태적

관찰을 하였는데, Annexin-V는 phosphati-

Fig. 4. Inhibition of sophoricosides(30Um) on IL-

5-induced eosinophil survival Concentration of IL-

5 is 1ng/ml
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dylserin과 결합하는데, phosphatidylserin

은 정상 세포에서는 세포막의 안쪽 소엽(inner

leaflt)에 존재하지만, 자사가 진행되면 초기에

세포막 바깥으로 나오게 되어 세포막의 인지질

균형을 깬다.
13)
그러므로 자사를 초기에 진단하

는데 유용하다. 본 실험에서는 Annexin을 사

용하여 자사의 초기 과정을 관찰하였을 뿐 아니

라, 자사를 관찰한 시간이 익일부터 이틀 간격

으로 하여 sophoricoside가 자사에 미치는 영

향을 상세히 관찰하지 못하여, 농도변화에 따른

정확한 결과를 유추하지는 못했다.

Sophoricoside의 작용기전은 본 연구 결과

로 유추하건데, PTK 억제제인 genistein
14)

이 IL-5에 의한 활성화뿐 아니라 생존도 억제

하지 않은 것으로 보아 PTK 신호전달과정이

관여하는 것은 아닌 것으로 사려된다. IL-3,

IL-5와 GM-CSF 등은 그 기능이 유사한데,

특히 호산구에 대해서는 IL-5가 분화의 마지막

단계에 작용하는 것을 제외하고는 거의 동일한

데, 이는 이들이 공유하고 있는 β수용체 때문

인 것으로 알려져 있다.
10)
Sophoricoside가

이 세 가지 사이토카인을 다 억제하므로 β수용

체 길항제일 가능성도 고려해 볼 수 있을 것 같

다. 그러나 sophi는 leukotriene C4 작용도

억제하는데 이는 β수용체 길항제로는 설명할

수 없으므로 sophoricoside의 작용 기전은 향

후 연구 규명되어야 할 것이다.

결 론

새로운 iso-flavonoid제제인 sophi, oro-

bol, 그리고 genistin이 IL-5에 의한 호산구

활성화 및 생존에 미치는 억제능을 연구한 결과

새로운 세 종류의 iso-flavonoid가 IL-5 억제

제임을 알 수 있었으며, 이는 이들의 항 알레르

기 약제로서의 가능성이 있음을 시사한다.
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