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Background：Infiltration of eosinophils in the nasal mucosa is a consistent feature of nasal

allergic inflammation. Various cytokines, especially interleukin-5(IL-5), were identified to play

important roles in the infiltration and activation of eosinophils in nasal mucosa. Our previous

study found that among 4 kinds of sophoricosides extracted from Sophora japonica, named

sophi, orobol, genistin, and genistein, 3 compounds except genistein known as protein tyrosine

kinase(PTK) inhibitor had anti-inflammatory and anti-IL-5 effects, and sophi was the most

potent.

Objective：The goal of this study was to investigate the antagonism of sophi on the nasal

eosinophilia in ovalbumin(OA)-sensitized murine nasal allergy model.

Methods：Male BALB/c mice sensitized intraperitoneally and then topically with OA were

treated with sophi(10 or 30mg/kg) or anti-mouse IL-5 monoclonal antibody(anti-IL-5 mAb,

1mg/Kg) intravenously 1 hour before challenge. The effect of sophi on the infiltration of

eosinophils into the nasal mucosa, peripheral blood eosinophilia, nasal symptom, and OA-specific

IgE antibody production were evaluated.

Results：Administration of sophi(10, 30mg/kg) significantly inhibited the nasal eosinophil

infiltration and nasal symptom compared to that of anti-IL-5 mAb. But eosinophil count in
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서 론

경한 알레르기 질환이라도 표적 장기에는 호

산구, 비반세포, T 임파구 등 염증세포의 침윤

이 특징적이다. 이들 중 호산구는 알레르기 반

응에서 독성 단백을 유리시키는데, 유리된 독성

단백이 상피세포를 파괴하여 알레르기 질환의

근본인 과민증을 유발시킬 뿐 아니라 중증도와

도 밀접한 관계가 있는 것으로 알려져 있다.
1)

알레르기 반응 중 유리되는 Interleukin(IL)

-3, IL-5, granulocyte-macrophage-colony

stimulating factor(GM-CSF) 등은 호산구의

생성, 활성화를 촉진시키고, 자사를 억제시키며,

이동 등에 관여하는데 이들 중 IL-5는 IL-3나

GM-CSF와는 달리 줄기세포에서 호산구로 분

화되는 최종 단계에 관여하는 유일한 사이토카

인이므로 호산구 사이토카인이라 명명되기도 한

다.
2)

알레르기 질환의 치료로 다양한 약제들을 포

함한 여러 가지 치료법이 시행되고 있지만 관해

를 이루는 경우가 드물 뿐 아니라 중증 환자도

늘고 있다.
3)
그러므로 최근 알레르기 질환의 보

다 근본적인 치료를 위해 알레르기 염증반응을

소실시키고자 여러 연구가 진행 중이며, 앞서의

염증세포들과 사이토카인 등이 새로운 표적이

되고 있다.

IL-5 knock-out 마우스에서는 호흡기 알

레르기 질환이 발생하지 않지만, 유전자를 재이

식한 경우 유도되었다는 연구 결과를 보면
4)

IL-5가 호흡기 알레르기 질환 발생에 결정적인

역할을 하는 것을 알 수 있다. IL-5 단클론 항

체를 이용한 동물실험 결과에서는 표적 장기로

의 호산구 침윤의 억제와 더불어 기관지과민증

을 소실시킨 것으로 보고되고 있으나,
5-8)

천식

환자에게 투여한 결과는 상반된 결과가 보고되

고 있고
3,10)

특히 항체는 이종의 단백으로 이에

대한 면역반응 등도 문제가 된다. 따라서 항체

가 아닌 새로운 억제제의 개발이 필요하다.

최근 저자들은 우리나라에서 자생하는 회화나

무(Sophorica japonica)에서 추출한 iso-

flavonoid계인 4종의 sophoricoside, 즉

sophi., orobol, genistin, genistein을 추

출하였는데, 이들 중 genistein을 제외한 3종

은 항 염증작용이 있었고, sophi는 dexame-

thasone과 동등한 약효가 있었다.
11)
또한 IL

-5 의존적인 Y-16 세포주의 성장을 억제하였

으며,
12)
IL-5에 의한 호산구 활성화

13)
및 생

존을 억제하였고,
14)
IL-3

15)
와 GM-CSF

16)
도

억제하였다. 이러한 연구 결과들을 토대로 본

연구에서는 난황을 이용해 제작한 마우스 알레

르기성 비염 모델을 이용하여 이들 중 가장 강

력한 억제제였던 sophi의 항알레르기 효능을

검증하여 항알레르기 제제로서의 가능성을 알아

보고자 하였다.

연구 대상 및 방법

1. 동물 감작 및 유발시험

6-8주령, 몸무게 25-30 gr의 수컷 BALB/

c를 사용하였다. 감작은 난황(10 ug/100 ul)

과 Imject Alum(Pierce, USA)100 ul를

혼합하여 4회(1, 5, 14, 21일째) 복강 내 주

the peripheral blood and the titer of OA-specific IgE were not affected by sophi.

Conclusion：Sophi inhibited not only the tissue eosinophilia but also the acute nasal allergic

symptom. These findings suggest that sophi has anti-eosinophilic cytokine activity and also

plays blockade of early allergic reaction. Taken together, sophi may be a candidate for new

anti-allergic medicine. (J Asthma Allergy Clin Immunol 23: 467-73, 2003)

Key Word : Sophoricoside, eosinophil, IL-5, nasal allergic symptoms, murine allergy model
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사하였다. 마지막 복강 주사 1주일 후부터 매일

저자등이 고안한 Acryl 통에 생쥐를 넣고 10분

간 2% 난황 용액을 neubilizer(Pari-Inha-

ler boy, Germany)를 이용하여 7일간 흡입

시켰다. 유발시험은 마지막 국소 감작 1주일 후

에 2% 난황으로 2분간 흡입시켜 증상을 유발

시켰다.

2. 실험군의 분류

정상대조군(normal control, N.C.)은 전

혀 감작하지 않은 naive와 생리식염수로 전신

과 국소 감작한 마우스 각각 5마리로 하였다.

양성대조군(positive control, P.C.)은 난황

으로 전신 및 국소 감작한 7마리, 약물 투여군

은 난황으로 감작하고 IL-5 단 클론 항체를 사

용한 군 7마리(IL-5 mAb, 1mg/kg), sophi

(Fig. 1) 10mg/kg 투여군 7마리(sophi-10)

와 30mg/kg 투여군 7마리(sophi-30), sophi

의 용매인 4% DMSO(dimethylsulfoxide)

를 투여한 군 7마리를 가장(sham)군으로 하여

총 7군으로 나누어 검색 비교하였다. 약물 투여

는 1회, 유발검사 1시간 전 꼬리 정맥으로 주사

하였다.

3. 알레르기성 비염의 증상 지수

마우스가 항원 유발검사 후 30분간 코를 긁

는 횟수를 계측하여 증상 지수로 하였다. 코를

긁는 횟수는 1분간 연속적으로 긁은 것을 1회

로 계측하였다. 계측은 5분 간격으로 시행하였

으며, 증상 지수는 동일한 쥐를 2명의 의사가

관찰한 증상의 평균치로 하였다.

4. 조직검사

유발검사 24시간 후 복강내로 pentobar-

bital sodium(30 mg/kg)를 주입하여 마취

시킨 후 흉부를 절개하였다. 심장 천자를 통해

혈액을 채취한 후 도말표본을 만들어 호산구를

계측하였으며, 나머지는 원심분리하여(1800

rpm, 4℃, 5 minutes) 혈청은 -80℃에 보

관하였다. 머리를 절단한 후 비강의 배부(dor-

sum)를 분리하여 비중격을 취하고 10% for-

malin 용액에 보관하였다. 조직 절편을 만들어

광학 현미경으로 400배율에서 10개의 시야에

서 비점막 박탈, 비강내로 침윤된 호산구를 계

측한 후 평균을 구하여 비교 분석하였다.

5. 난황 특이 IgE 항체

효소면역법으로 측정하였다. 약술하면 96

well plate에 100 ug(200 ul in PBS)의

난황을 넣고 4℃에서 18시간 방치하였다. 3차

례 PBS로 세척 후 비특이적 반응을 차단하기

위해 5% 탈지유를 넣고 상온에서 1시간 배양

하였다. 세척 후 100 ul의 마우스 혈청을 넣고

역시 1시간 상온에서 반응시킨 후 세척하였다.

발색반응을 위해 1:1000으로 희석한 HRP-

conjugated rat anti-mouse 단클론 IgE

항체(Biosource, USA) 100 ul와 상온에서

1시간 반응시킨 후 세척하였다. 0.04% OPD

(O-phenyldiamine, in citrate phospha-

te buffer) 용액과 30% 과산화수소 용액으로

발색반응을 유도한 후 spectrophotometer

(BEP II plus, Germany) 492 nm에서

OD(optic density)를 계측하였다.

6. 혈액 내 호산구 계측

도말표본을 Wright-Giemsa 염색하여 광

학현미경으로 1000배에서 총 100개의 백혈구

를 계측한 후 호산구의 백분율을 구하여 비교

분석하였다.

7. 통계처리

SAS를 이용하였으며, 증상지수와 호산구 수

의 군간의 차이는 Wilcoxon’s rank sum

test를 사용하여 비교분석하였다. p<0.05를

유의하다고 판정하였으며, 수치는 평균±표준편

차로 표기하였다.
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결 과

1. 비강내 호산구 침윤

가장군과 양성대조군에서는 음성대조군에 비

해 점막, 기저층(basal lamina)과 고유층(la-

mina propria)에 호산구의 침윤이 두드러졌으

나(Table 1, Fig. 2, p<0.01), 이 두 군간에

는 차이가 없었다(p>0.05). Sophi-10과 30

군(43.8±20.6, 19.0±9.4)에서는 sham군

(73.8±16.7)에 비해 호산구의 침윤이 유의

하게 감소되었으며(p<0.05 sophi-10 vs

sham, p<0.01, sophi-30 vs sham),

sophi-30군은 sophi-10군에 비해 유의하게 적

었으며(p<0.05), 음성대조군(18.5±12.4)과

비슷하였다. IL-5 항체 투여군(44.2±17.8)에

서도 호산구의 침윤이 유의하게 감소하였으나

(Table 1, p<0.05), 억제능은 sophi-10과 유

사하였다(p>0.05). 음성대조군과 naïve(21.5

±12.4) 사이에는 차이가 없었다(p>0.05).

2. 혈액 내 호산구 수

Sophi-10, 30군에서의 혈액내 호산구 백분

률은 양성대조군과 차이가 없었으며, 양성대조

군과 sham군도 차이가 없었다(Table 1,

p>0.05). IL-5 항체군도 양성대조군에 비해

차이가 없었다(Table 1, p>0.05).

3. 증상

양성대조군(16.6±4.0)과 가장군(17.2±

3.2) 사이에는 증상 지수의 차이가 없었지만

(p>0.05), 음성대조군(3.1±2.0)에 비해서는

증상지수가 5배 이상 증가하여 유발검사에 양성

임을 증명하였다(Fig. 3, P<0.001). Sophi-

10군의 증상지수는 8.5±4.1로 가장군보다 유

의하게 감소하였으며(Fig. 3, P<0.05), so-

phi-30군도 증상지수가 3.4±1.9로 유의하게

감소하였는데(Fig. 3, p <0.01), 이는 음성대

조군과 차이가 없었다(Fig. 3, p >0.05). IL

-5 항체군도 증상지수가 9.5±4.2로 감소하였

으나(Fig. 3, p<0.05), sophi-30군보다는

유의하게 높았다(p<0.05). 음성대조군과 nai-

ve(4.4±2.5)는 차이가 없었다(p>0.05).

4. 난황 특이 IgE 항체

효소면역법으로 측정한 난황 특이 IgE 항체

의 역치는 양성대조군은 0.37±0.09, sophi-

10과 30군 과 IL-5 항체군 및 가장군은 각각

Table 1. Eosinophil numbers in peripheral blood and nasal mucosa 24 hours after allergen challenge

Group Peripheral blood Smear (%) Nasal septum (No/X 400 HPF)

Naïve 3.5±1.9 10.5±7.8

N.C. 3.4±2.9 9.2±8.6

P.C. 3.1±2.1 81.0±21.8

Sham 2.0±1.8 73.8±16.7

Sophi-10 2.7±1.9 43.8±20.6*

Sophi-30 2.1±0.9 19.0±9.4*,**

IL-5 mAb 2.3±1.8 39.5±19,1*

Negative control group(N.C.) was sensitized, challenged, and pre-treated with saline, Naïve as neither sensi-
tization, nor treatment. P.C. were sensitized and challenged with OA and no treatment at all. The sham
group was sensitized and challenged with OA and pre-treated with 4% DMSO in saline. Group Sophi-10,
30, and anti-IL-5 were sensitized and challenged with OA and pre-treated with 10 mg/kg, and 30 mg/kg
Sophi, and anti-IL-5 mAb(1 mg/kg) in 4% DMSO each. Values represent mean ±S.D.* p < .05, **P <.01
compared with sham. No = Number; N.C., P.C.= negative, positive control; HPF = high power field
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0.36±0.11, 0.41±0.08, 0.35±0.1,

0.38±0.12로 군간에 차이가 없었다

(p>0.05). 그러나 음성대조군과 naive 각각

의 OD인 0.05±0.07과 0.04±0.04보다는

10배 정도 높았다(Fig. 4, p<0.001).

고 찰

민간요법이나 한의학에서 사용하고 있는 진해

제, 거담제 혹은 호흡곤란 치료제들 중 효능이

있다고 알려진 것조차도 임상연구나 동물실험을

통해 그 효능이 검증된 것은 극히 드물다. 최근

Li 등이
17)
동물실험을 통해 중의에서 사용해오

던 Ting Li Zi, Xing Ren, Jei Jin과 Da

Zao의 복합 추출물인 MSSM-002가 T 임파

구 억제를 통해 천식을 억제한다고 보고한 바

있다. 본 연구는 이와는 달리 복합제제가 아닌

단일 열매에서 추출한 단일제제가 호산구 사이

토카인 억제작용을 통해 호흡기 알레르기 질환

인 알레르기성 비염 증상과 호산구의 조직 내

침윤을 억제한다는 것을 최초로 규명한데 의의

가 있다.

IL-5는 호산구의 생성, 분화, 활성, 이동, 생

존 등에 관여하는 사이토카인으로, 이를 knock

-out시킨 마우스에서는 기도내 호산구 유입과

기관지과민증이 소실되었으나, 유전자 치료를

통해 복원하면 기도내 호산구 유입과 더불어 비

염과 천식이 유도되는 것으로 보아
4)
IL-5가 호

흡기 알레르기 질환 발생에 주요한 역할을 하는

것을 알 수 있다. 그러므로 IL-5를 억제하여 호

흡기 알레르기 질환을 치료하고자 여러 가지 시

도가 이루어지고 있다. 알레르기 동물 모델을

이용한 실험에서는 IL-5 단클론 항체로 전 처치

한 결과 말초혈액이나 표적 장기인 비강이나 기

도 내로의 호산구 유입뿐 아니라 증상과 기도과

민성이 소실되어 효능이 입증되었지만,
5-9)
천식

환자에게 투여한 결과를 보면, 중증의 천식 환자

에게는 효능이 없었고,
3)
경증이나 중등증 천식

환자의 경우는 기도내로의 호산구 유입은 억제

되었으나 기관지과민증은 소실되지 않았다.
10)

이로 미루어 볼 때 IL-5가 호산구의 생성이나

활성화에 관여하는 유일한 사이토카인도 아니

며, 호산구에 의해서만 호흡기 알레르기 질환이

발생하는 것은 아니므로 IL-5 단클론 항체외의

새로운 약제의 개발이 필요함을 알 수 있다. 본

연구의 대상이었던 sophi의 경우 30mg/Kg로

투여한 경우 IL-5 단클론 항체(예비 연구결과

IL-5 단클론 항체는 I mg/kg에서 가장 억제

능이 강했다.)보다는 억제능이 높았으며 본 연

구자들의 다른 연구 결과를 종합해 보면 IL-

315)와 GM-CSF
16)
에 대한 억제능도 있어

IL-5 단 클론 항체보다는 항알레르기 작용이

우수할 것으로 사료된다.

본 연구 결과 sophi가 유발검사 후 조기 반

응을 억제시켰는데, 이는 IL-5 억제 작용만을

통해 이루어진 것은 아닌 것으로 생각된다. 왜

냐하면 유발검사 후 표적장기로의 호산구 유입

과 IL-5의 증가는 적어도 1시간 후부터 이루어

지기 때문이다.
5)
Sophi는 IL-3 억제능이 있

으며,
15)
IL-3는 조기반응의 주 세포인 비반세

포를 활성화시키므로, 이의 억제를 통해 이루어

졌을 가능성이 있다. Garbor 등은
18)
sopho-

ricoside가 류코트리엔이나 프로스타글란딘 등

을 억제하는 것으로 보고하였으며, 기니아픽 기

도 평활근을 이용한 본 연구자의 실험 결과도

sophi가 leukotriene C4에 의한 수축을 억

제시켜(미발표), 이를 통해 억제되었을 가능성

도 있을 것으로 사료된다. 그러나 정확한 기전

에 관하여는 향후 연구가 이루어져야 할 것이

다.

본 연구에서는 비강 내로의 호산구 침윤은 억

제되었으나, 말초혈액 호산구 분획 뿐 아니라

결과를 명시하지는 않았으나 자동계측기로 측정

한 호산구 수도 변화가 없었는데, 호산구의 이

동 역학(kinesis) 즉 골수, 말초혈액, 표적장

기의 호산구 수의 변화를 동시에 시간 별로 계

측하지 못해 이러한 차이의 원인을 정확히 설명
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할 수는 없으나, 혈액을 채취한 시간 때문인 것

으로 생각된다. 알레르겐 유발검사 후 말초 혈

액 호산구는 5-7시간 후에 최고치에 도달하며,

24시간 후에는 유발검사 전의 기저치로 환원된

다.
19-21)

본 연구에서 혈액내 호산구 수를 계측

한 것은 유발검사 24시간 후였다.

대조군에 비해 양성 군과 치료군에서는 비점

막 박탈이 관찰되었으나, 치료군과 양성군 사이

에는 차이가 없었는데, 이는 약물 투여가 알레

르기 염증 반응이 이미 진행된 후에 투여되었을

뿐 아니라 1회 투여이기 때문일 것으로 사료되

어 향후 이에 대한 효능을 검색하기 위해서는

투여횟수 및 투여 시기의 조정이 필요할 것으로

사료된다.

결 론

한국에서 자생하는 회화나무(Sophorica

japonica) 열매에서 추출한 sophoricoside

인 sophi(O-gluogenistein)의 IL-5 억제능

을 난황으로 감작한 알레르기 마우스 모델에서

연구하였다. 30mg/kg를 유발검사 1시간 전에

정맥주사 결과 비강 내 호산구 침윤이 억제되었

을 뿐 아니라 조기반응도 억제되었으며, 이는

IL-5 단클론 항체보다 강하였다. 이러한 연구

결과, sophi가 항알레르기제제임을 시사하는

것이므로, 향후 알레르기 약제로서 개발 가능성

이 있을 것으로 사료된다.
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