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국문요약 
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HMGB1 은 진핵세포에 존재하여 핵 안에서 DNA 의 전사를 조절하는 

핵단백으로 알려졌으나 lipopolysaccharide (LPS), tumor necrosis 

factor (TNF)-α, interferon (IFN)-γ의 자극에 의해 세포 밖으로 

분비된다. 분비된 HMGB1 은 전염증성 cytokine 의 성질을 가지며 이는 

동맥경화, 패혈증, 관절염, 출혈성 쇼크 등의 systemic inflammation 에 

주요한 매개 물질이다. HMGB1 은 인산화, 아세틸화 등의 post-

translational modification 을 거치게 되면 DNA 와 결합력이 

약해지면서 secretory lysosome 을 거쳐 세포 밖으로 분비된다. 본 

실험실에서는 선행연구를 통해 HMGB1 의 인산화가 분비를 일으키는 

주요한 기전임을 보고하였다. 그러나 HMGB1 분비와 관련되는 

신호전달과정은 아직 잘 알려지지 않았다. HMGB1 의 분비기전을 규명하는 

것은 패혈증을 포함한 다양한 염증 질환의 치료제를 개발하기 위해 

필수적이다.  

본 실험은 LPS에 의해 활성화되는 mitogen-activated protein kinase 

(MAPK), nuclear factor (NF)-κB, phosphatidylinositide 3-kinase 

(PI3K) 억제제를 사용하여 실험한 결과, HMGB1 의 분비는 PI3K 와 

연관성이 있음을 밝혔다. 또한 PI3K 의 downstream 에 있는 protein 

kinase B (Akt), mammalian target of rapamycin (mTOR), conventional 

protein kinase C (cPKC) 억제제를 사용하여 HMGB1 의 분비에 영향을 
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관찰한 결과 cPKC inhibitor 가 HMGB1 분비를 감소시켰다. γ-[32P]를 

사용한 in vitro kinase assay 상에서 cPKC 가 HMGB1 을 인산화 시킨 것을 

확인 할 수 있었다. cPKC 는 HMGB1 의 nuclear localization sequence 

(NLS)에 있는 serine 을 alanine 으로 치환시킨 mutant HMGB1 을 인산화 

시키지 못했다. 이 결과들을 토대로 cPKC 는 HMGB1 NLS 의 serine 을 

인산화 시키는 kinase 로 HMGB1 의 분비를 조절하는 kinase 임을 알 수 

있었다. 세포 내에서 Ca2+이 증가되면 HMGB1 의 분비가 일어나고 Ca2+이 

억제되었을 경우 LPS 자극 후에도 HMGB1 의 분비가 감소하는 것으로 보아 

HMGB1 의 분비는 Ca2+에 의해 조절 받으며, cPKC 는 Ca2+에 의해 활성화 

되므로 이를 통해 HMGB1 의 분비는 Ca2+ 의존적인 cPKC 의 활성화와 

관련성이 있을 것으로 생각된다.  

이와 함께 항염증적 특성이 보고된 부자 유래의 higenamine 유도체를 

사용하여 HMGB1 분비에 미치는 영향을 규명하고자 하였다. Higenamine 

유도체를 사람 단구와 RAW264.7 세포에 처리하였을 때, LPS 자극에 의해 

야기되는 핵에서 세포질로의 HMGB1 이동이 억제되었으며, 결과적으로 

HMGB1 의 분비가 감소하였다. 또한 γ-[32P]를 사용한 in vitro kinase 

assay 상에서도 higenamine 유도체가 cPKC 억제제와 유사하게 HMGB1 의 

인산화를 감소시켰다. 이를 통해 higenamine 유도체가 HMGB1 의 인산화를 

일으키는 cPKC 의 작용을 직접적으로 억제하여 HMGB1 의 분비를 

감소시키는 것으로 생각된다.  

본 연구를 통해 HMGB1의 분비를 야기시키는 인산화 과정을 규명하여 

HMGB1 매개 염증반응의 조절가능성을 제시하였다. 그리고 higenamine 
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유도체는 HMGB1의 인산화를 억제하여 그 분비를 감소시키는 것을 확인하여 

HMGB1 매개 패혈증 치료제로써의 가능성을 제시하였다.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

핵심 되는 말 : HMGB1, 패혈증, 인산화, 분비, higenamine, PKC 
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오오오오    영영영영    주주주주    

    

I. I. I. I. 서론서론서론서론    

    

패혈증 (sepsis)은 치사율이 30~70 %에 이르며 미국에서 매년 75 만 

명이 사망하는 염증질환으로 이를 치료하기 위해 드는 비용은 매년 

170억에 달한다.1 패혈증은 주로 그람 음성 박테리아에 의한 감염으로 

일어나며, 대식세포 (macrophage), 상피세포 (epithelial cell), 단핵세포 

(monocyte), 림프구 (lymphocyte)가 과도하게 분비하는 tumor necrosis 

factor (TNF)-α, interleukin (IL)-1β, IL-6, IL-8 등 전염증성 (pro-

inflammatory) cytokine에 의해 유발된다. 이를 통해 체내의 방어 기작 

중에 지나치게 염증 시스템이 활성화 되는 현상을 동반한다.1 현재 미국 

FDA의 승인을 받은 유일한 패혈증의 치료제는 activated protein C 

(Xigris)가 있으나 이는 응혈과정이 개입하여 심각한 출혈이나 뇌졸중을 

일으키는 부작용이 있다.2 초기에는 박테리아 등의 감염 후 이른 시간에 

분비되는 TNF-α, IL-1β 등 전염증성 cytokine의 형성을 억제하거나 
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중화시키는 치료제를 개발했으나 이는 임상시험에서 치사율을 크게 

개선시키지 못했다.  

HMGB1은 모든 진핵 세포의 핵에 존재하는 단백으로써 포유동물에서 

99 %의 상동성을 갖고 있다. 215 개의 아미노산으로 구성된 HMGB1은 2 

개의 DNA결합 모티브 (A, B box)와 acidic tail로 구성되어 있으며 DNA의 

minor groove에 결합한다.3 HMGB1이 결핍된 마우스의 경우 glucocorticoid 

receptor-responsive gene의 활성화가 결여되어 출생 후에 사망하며,4 

이를 통해 HMGB1이 DNA에 결합하여 전사활성 및 DNA 구조 유지에 있어서 

그 중요성이 입증되었다. 

DNA에 결합하고 있던 HMGB1은 세포 사멸사 (apoptosis)의 경우와는 

달리 세포괴사 (necrosis)의 경우 세포 밖으로 수동적 분비가 일어난다. 

또한 lipopolysaccharide (LPS),5 TNF-α,6 interferon (IFN)-γ,7 H2O2
8
 

등의 자극이 올 경우 인산화 (phosphorylation),9 아세틸화 

(acetylation),10 메틸화 (methylation)11 등의 post-translational 

modification에 의해 DNA와의 결합력을 잃게 되어 능동적 분비가 일어나게 

된다. HMGB1은 2 개의 nuclear localization sequence (NLS)가 있으며 

또한 nuclear export sequence (NES)를 갖고 있어 핵과 세포질 사이의 

이동이 엄격히 조절되고 있다. DNA와 떨어진 HMGB1은 NES를 통한 CRM1 

(exportin 1)과 결합하여 세포질 내 secretory lysosome으로 이동하여 

exocytosis에 의해 세포 밖으로 분비되며10 이는 IL-1β의 분비과정과 

유사하다.12 HMGB1의 분비는 다른 전염증성 cytokine과는 다르게 내독소 

등의 자극에 의해 8 시간 이후부터 혈청에서 검출되며 72 시간까지 그 
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분비가 지속되는 late mediator이다. 분비된 HMGB1은 autocrine, 

paracrine하게 receptor for advanced glycation endproducts (RAGE),13 

Toll-like receptor (TLR) 2 및 4와 결합14 하여 nuclear factor (NF)-κB, 

mitogen activated protein kinase (MAPK)를 활성화 시킨다. 세포 밖 

HMGB1은 TNF-α 같은 전염증성 cytokine의 성질을 갖고 있어 패혈증 뿐 만 

아니라 동맥경화,15 관절염16 등의 질환에 관여하고 신경세포의 neurite 

outgrowth44, 암세포의 전이,17 수지상 세포의 성숙18 에도 관여한다.  

HMGB1의 분비에 영향을 미치는 신호전달경로는 아직 정확히 밝혀지지 

않았다. LPS 자극 후에 분비되는 HMGB1의 post-translational 

modification에 영향을 주는 신호전달경로는 아직 분명하지 않다. 식물, 

곤충, 양 (lamb)의 HMGB1의 경우 casein kinase II (CKⅡ),19 cyclic AMP- 

dependent protein kinase 2 (cdc2)20에 의해서 인산화 되어 DNA와의 

결합력이 감소한다. Rat의 protein kinase C (PKC)의 경우 calf thymus 

HMG family인 HMG14,17을 인산화 시켜 DNA와의 결합력을 감소시킨다.21 

이들은 HMGB1의 인산화에 대한 기전은 분명하지 않으며 HMGB1의 

분비기전과 관련한 신호전달경로는 밝혀지지 않았다.  

염증반응에 있어 중요한 신호전달경로로는 MAPK, NF-κB, 

phosphatidylinositide 3-kinase (PI3K) 등이 있다. 특히 PI3K는 p85 

regulatory subunit과 p110 catalytic subunit으로 구성되며 세포의 

생존과 관련하여 주요한 신호전달경로로 알려져 있었으나 최근에 

면역세포의 활성화에도 중요한 역할을 하는 것으로 알려졌다.22 PI3K는 

세포막이나 핵막의 phosphoinositide (PtdIns)를 인산화 시키는 lipid 
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kinase이다. 염증반응에 주요하게 알려진 downstream kinase 에는 protein 

kinase B (Akt)-mammalian target of rapamycin (mTOR), PKC등이 있다 

(그림 1).23 HMGB1의 분비에 영향을 미치는 신호전달경로를 규명하는 것은 

패혈증 등 HMGB1이 관여하는 여러 질병의 치료제 개발을 위해 필요하다. 

본 실험에서는 HMGB1의 분비와 관련이 있는 신호전달경로를 알아보고, LPS 

자극 후에 어떤 kinase에 의해 HMGB1이 인산화 되는지 알아보고자 하였다. 

최근 부자의 뿌리 성분인 higenamine은 항염증적 효과가 있다는 것이 

보고되었다. Higenamine은 LPS에 의해 유도되는 inducible nitiric oxygen 

synthesis (iNOS)의 발현을 감소시키며 마우스 endotoxemia 모델에서 

생존율을 증가시켰다.24 Ischemia-reperfusion rabbit 모델에서도 Ca2+의 

농도를 감소시켜 심장 수축을 증가 시키고 관상 동맥의 순환을 개선하며 

심근의 국소빈혈(myocardial ischemia)을 감소시키는 효과가 있다.25 

Systemic inflammation에서 이런 항염증적 효과가 있지만 higenamine이 

HMGB1의 분비와 어떠한 연관이 있는지는 아직 보고되지 않았다. 분비된 

HMGB1이 systemic inflammation과 관련된 여러 질병에서 주요한 

mediator로 주목되기 때문에 higenamine이 HMGB1의 분비 억제 효과가 

있는지 알아보고, 또한 HMGB1 인산화에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 

본 연구를 통해 HMGB1의 인산화에 의한 분비기전을 밝히고, 이에 

있어서 패혈증 치료후보물질인 higenamine 유도체가 미치는 영향을 

제시하고자 하였다.  
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ⅡⅡⅡⅡ. . . . 재료재료재료재료    및및및및    방법방법방법방법    

    

1. 1. 1. 1. 세포주세포주세포주세포주    배양배양배양배양        

마우스의 대식세포주인 RAW264.7 세포는 한국 세포주 은행에서 분양 

받았다. 세포배양은 10% 우태아혈청 (fetal bovine serum, FBS, Gibco BRL, 

Rockville, MD)이 포함된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)를 

사용하였고 5% CO2, 37 ℃에서 배양하였고 사람 단구는 10% FBS-RPMI1640 

배지를 사용하였다. RAW264.7 세포는 5 X 105 세포/well을 6 well에 

하룻밤 동안 배양한 후, 다시 새 OPTI-MEM (Gibco BRL, Rockville, MD) 

배지로 교환한 후 LPS 1 ㎍/㎖을 18 시간 동안 처리한 배양액을 회수하여 

1,000 rpm, 5 분 동안 원심분리 한 다음 상층액을 회수하여 centricon 

(Millipore, Billerica, MA)으로 3,500 rpm, 4℃, 90 분 동안 농축하였다. 

그 농축액을 Western blotting 방법으로 정량하였다. 필요에 따라 

RAW264.7 세포를 10% FBS-DMEM에서 배양하여 실험에 사용하였다. 사람 

단구의 경우 4 X 105 세포/well을 96 well에 10% FBS-RPMI1640에 넣어서 

24 시간 동안 LPS로 자극하였다.  

사람 단구는 건강한 사람의 말초 혈액에서 얻은 peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs)에서 순수 분리하였다. 우선 PBMC 분리는 

혈액과 동량의 RPMI1640을 넣고, Ficoll-PaqueTM PLUS (Amersham 

biosciences, Piscataway, NJ)에 얹은 후 2,000 rpm, 4℃ 에서 20 분 동안 

원심분리하였다. 이후 세포를 RPMI1640으로 2 회 세척하여 액체 질소 

탱크에 보관한 후 사용하였다. 사람 단구는 RPMI1640를 사용하여 5% CO2, 
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37℃에서 1 시간 배양 후에 붙지 않은 세포를 따뜻한 RPMI1640으로 

제거하고 0.02%의 EDTA를 포함한 생리식염수를 넣고 10 분 동안 5% CO2, 

37℃에서 배양하였다. Rubber scrapper를 이용하여 조심스럽게 세포를 

떼어낸 후, 10% FBS-RPMI1640에서 5% CO2, 37℃에서 하룻밤 이상 배양한 

후 시료를 처리하였다. 

 

2. 2. 2. 2. 시료처리시료처리시료처리시료처리    및및및및    샘플샘플샘플샘플    준비준비준비준비    

세포에서 HMGB1 분비와 관련된 신호전달체계를 알아보기 위해 다음과 

같은 다양한 억제제를 사용하였다. NF-κB 억제제인 SN-50 및 Bay-11 

(Calbiochem, Darmstadt, Germany), MAPK 억제제인 PD098059 (ERK 

inhibitor, Calbiochem), SB203580 (p38 inhibitor, Calbiochem), 

SP600125 (JNK inhibitor, Calbiochem), PI3K 억제제인 wortmannin 

(Calbiochem) 및 LY294002 (A.G. Scientific, Inc. San Diego, CA)를 

사용하였다. 그리고 PI3K downstream 신호경로 억제제인 Akt inhibitor IV 

(Akt inhibitor, Calbiochem), rapamycin (mTOR inhibitor, Cell 

signaling, Danvers, MA), Gö6983 및 Ro-31-7549 (cPKC inhibitors, 

Calbiochem)을 사용하였다. 또한 Ca2+ 연관성 시약으로 세포내 Ca2+ 

chelator인 BAPTA-AM (Calbiochem), Ca2+ specific ionophore인 A23187 

(Sigma)를 사용하였다. 억제제는 DMSO에 녹여서 -20℃에서 보관하였고 

처리하는 양은 DMSO의 부피가 전체 배지의 0.1% 미만이 되도록 하였다. 

Higenamine 유도체는 3차 멸균 증류수에 녹여서 -70℃에서 보관하였다. 

억제제의 경우 MTT assay를 통해 세포 독성을 알아본 후, 세포 독성이 
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없는 농도에서 시료처리를 하였다. 

Ca2+ 연관성 시약을 제외한 다른 억제제들과 higenamine 유도체는 LPS 

(Escherichia coli 0111:B4, Sigma) 1 ㎍/㎖을 처리하기 1 시간 전에 

전처치 하였다. BAPTA-AM의 경우 1 mM EDTA (USB, Cleveland, Ohio)와 

함께 LPS 처리하기 30 분 전 처리하였다. A23187의 경우 tyroid buffer 

(137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 1.1 mM MgCl2, 11.9 mM NaHCO3, 

0.4 mM NaH2PO4, 5.6 mM glucose, pH 7.2)와 30 분 동안 세포에 처리한 후 

10% FBS-DMEM에 배양하였다. 

 

3. Western blotting3. Western blotting3. Western blotting3. Western blotting 

각각의 상층액을 회수한 후    5X sample buffer [60 mM Tris-HCl pH 6.8, 

50% Glycerol, 2% Sodium dodecyl sulfate (SDS), 14.4 mM 2-

mercaptoethanol, 0.1% bromophenol blue]를 전체 부피의 20%가 되도록 

넣었다. 5 분 동안 끓인 후 Western blotting을 하였다. 12% SDS-PAGE 

gel을 사용하여 단백질을 크기에 따라 분리한 다음, nitrocellulose 

membrane (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ)에 80 V에서 2 시간 

동안 transfer 하였다. Ponceau S (Sigma) 염색을 하여 transfer가 제대로 

되었는지 확인한 후, PBS에 0.1% Tween 20 (USB)이 포함된 PBST로 

세척하였다. 실온에서 1 시간 동안 5% skim milk를 사용하여 blocking을 

한 후 1:2,500으로 희석한 1차 항체 anti-HMGB1 항체 (Abcam) 혹은 anti-

PKC 항체 (BD bioscience, Franklin Lakes, NJ)를 실온에서 2 시간 혹은 

4℃에서 하룻밤 동안 반응시켰다. PBST로 10 분씩 3 회 세척한 후 
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1:10,000으로 희석한 HRP-conjugated anti-rabbit Ig GAM 혹은 

1:5,000으로 희석한 HRP-conjugated anti-mouse Ig GAM (Sigma)을 1 시간 

동안 실온에서 반응 시켰다. PBST로 10 분씩 3 번 세척 한 후 ECL (Lab 

Frontier, Seoul, Korea)를 사용하여 발광정도를 측정하였다. 

 

4. MTT assay4. MTT assay4. MTT assay4. MTT assay    

RAW264.7은 2 X 104 세포/well로 96 well에 분주하여 5% CO2, 37℃에서 

배양하였다. 10% FBS-DMEM 배지에서 20 시간 동안 처리한 후 5 ㎎/㎖ MTT 

(Sigma)를 well 당 50 ㎕씩 넣어서 최종 1 ㎎/㎖이 되게 하였다. 4 시간 

동안 5% CO2, 37℃에서 배양한 후에 상층액을 제거하고 DMSO를 50 ㎕씩 

넣어 녹인 후 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

 

5. DNA 5. DNA 5. DNA 5. DNA 플라스미드플라스미드플라스미드플라스미드    준비준비준비준비        

HMGB1의 이동양상을 관찰하기 위하여 HMGB1-EGFP 플라스미드를 

이용하였다.9 HMGB1-EGFP 플라스미드는 XL-1 blue E.coli (Stratagene, 

San Diego, CA)에 4℃, 30 분 동안 배양한 후 다시 90 초 동안 42℃에서 

heat shock을 주었다. Ampicillin과 kanamycin (USB)이 포함된 LB broth 

500 ㎕를 넣고 37℃에서 45 분 동안 흔들어 배양하였다. Ampicillin과 

kanamycin이 포함된 LB plate에 도말 하였다. 37℃에서 하룻밤 동안 배양 

후 다시 colony 하나를 ampicillin과 kanamycin이 포함된 LB broth 100 

㎖에 넣고 하룻밤 동안 배양하였다. 플라스미드는 midi prep kit (Qiagen, 

Santa Claris, CA)를 사용하여 추출하였다. 
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6.6.6.6. 공초점공초점공초점공초점    현미경현미경현미경현미경    

RAW264.7을 4 X 105 세포/well로 멸균한 cover glass를 넣은 6 well에 

넣고 하룻밤 동안 배양한 후, 1 ㎍의 HMGB1-EGFP 플라스미드와 4 ㎕의 

FuGENETM 6 (Roche, Indianapolis, IN)를 사용하여 transient 

transfection을 수행하였다. Serum free media에 FuGENETM 6와 HMGB1-EGFP 

플라스마드를 넣어 상온에서 30 분 동안 먼저 반응시킨 후 RAW264.7이 

있는 6 well에 첨가하였다. 3 시간 후에 10% FBS가 포함된 배지를 

첨가하여 5% CO2, 37℃ incubator하에 24 시간 동안 배양하였다. 

Higenamine 유도체는 LPS 1 ㎍/㎖을 처리 전후에 각각 처리하였다. 이 때 

양성대조군은 HMGB1의 핵에서 세포질로의 이동을 억제하는 것으로 알려진 

ethyl pyruvate (Sigma)를 이용하였다. LPS 처리시간을 기준으로 18 시간 

후에 차가운 PBS로 2 회 세척하고 3.7% formaldehyde (Sigma)로 실온에서 

15 분 동안 처리하여 세포를 고정시킨 후, 다시 차가운 PBS로 2 회 세척한 

후 암실에서 DAPI (Vector, Burlingame, CA) 염색을 하였다. 공초점 

현미경을 이용하여 세포 내 HMGB1의 이동을 관찰하였다. 

 

7. 7. 7. 7. 면역침강법면역침강법면역침강법면역침강법    

RAW264.7을 5 X 106 세포를 100 mm dish에 넣고 5% CO2, 37℃에서 

하룻밤 동안 배양하였다. NP-40 buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.6, 2 mM 

EDTA, 1 mM PMSF, 0.5 mM DTT, 1 mM Na3VO4, 5 mM NaF, 150 mM NaCl, NP-

40 1%, aprotinin 1 ㎍/㎖, leupeptin 1 ㎍/㎖, pepstatin A 1 ㎍/㎖)로 

세포를 용해시켰다. 4℃에서 30분 동안 흔들어 준 후 13,000 rpm, 4℃, 20 
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분 동안 원심분리 하였다. Bradford assay를 통해 whole cell lysate를 

정량하였다. PKC α,β,γ isoform에 대한 항체 (BD bioscience) 1 ㎍과 

whole cell lysate 3 ㎎을 4℃에서 2 시간 동안 반응시켰다. Protein G 

agarose (Amersham biosciences) 40 ㎕ (50% slurry)를 NP-40 buffer로 3 

회 세척하였다. 항체와 whole cell lysate를 반응시킨 tube를 세척한 

protein G agarose 와 4℃에서 90 분 동안 반응시켰다. Protein G 

agarose와 반응하지 않은 상층액을 제거한 후, NP-40 buffer로 1 회, 

kinase buffer (20 mM MOPS-NaOH pH 7.2, 1 mM Na3VO4, 0.5 mM DTT, 10 mM 

MgCl2, 1 mM CaCl2, 5 mM NaF, aprotinin 1 ㎍/㎖, leupeptin 1 ㎍/㎖, 

pepstatin A 1 ㎍/㎖)로 3 회 세척하였다. 면역침강법을 통해 얻은 PKC는 

in vitro kinase assay에 사용되었다. 

 

8. 8. 8. 8. In vitroIn vitroIn vitroIn vitro kinase assay kinase assay kinase assay kinase assay    

Recombinant HMGB1 단백질의 인산화 정도를 측정하기 위하여 

recombinant active cPKC (Upstate), casein kinase Ⅱ (CKⅡ) (New 

England Biolab), cdc2 (New England Biolab), recombinant PKC isoform 

sampler kit (Calbiochem), 면역침강법을 통해 얻은 protein G agarose-

PKC Abs coupled cell lysate를 이용하였다. cPKC는 20 mM MOPS (pH 7.2), 

25 mM β-glycerophosphate, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM DTT, 1 mM 

CaCl2, lipid activator (Upstate), 50 μM ATP, 5 μCi γ-[32P]ATP, 10 

mM MgCl2에서 반응 시켰고, CKⅡ는 20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM KCl, 

50 μM ATP, 5 μCi γ-[32P]ATP, 10 mM MgCl2에서 반응시켰고, cdc2는 20 
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mM Tris-HCl (pH7.5), 50 mM KCl, 50 μM ATP, 5 μCi γ-[32P]ATP, 10 mM 

MgCl2, 1 mM EGTA, 2 mM DTT에서 30℃, 40 분 동안 반응시켰다. 사용된 

HMGB1은 E.coli에서 생산하여 순수분리 후 2 μg을 사용하였다.9  HMGB1의  

인산화 정도는 autoradiography로 측정하였다. 

PKC isoform (α, β, γ) 반응시에는 assay dilution buffer Ⅱ (ADB 

Ⅱ) (Upstate), lipid activator, PKA/CaMK inhibitor (Upstate), 75 μM 

ATP, 5 μCi γ-[32P]ATP, 10 mM MgCl2를 넣고 30℃에서 30 분 혹은 1 시간 

동안 배양하였다. P81 phosphocellulose paper (Upstate)에 반응물을 

떨어뜨린 후 30 분 말린 후 0.75% phosphoric acid로 2 회, acetone으로 1 

회 세척 한 후 β-scintillation counter로 cpm 값을 측정하였다.     
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ⅢⅢⅢⅢ. . . . 결과결과결과결과    

    

1.1.1.1.    RAW264.7 RAW264.7 RAW264.7 RAW264.7 세포와세포와세포와세포와    사람사람사람사람    단구에서단구에서단구에서단구에서 LPS  LPS  LPS  LPS 자극자극자극자극    후후후후    활성화활성화활성화활성화    되는되는되는되는    MAPK, NFMAPK, NFMAPK, NFMAPK, NF----κκκκB, B, B, B, 

PIPIPIPI3K 3K 3K 3K 와와와와 HMGB1 HMGB1 HMGB1 HMGB1    분비분비분비분비의의의의    연관성연관성연관성연관성    

그람음성세균의 감염 후 유리된 LPS는 염증반응 및 패혈증 유발의 

주요 원인이다. 단구, 대식세포에서 LPS 자극에 의해 활성화 된다고 

보고된 신호전달체계를 요약하면 아래 그림과 같다 (그림 1). LPS 자극 후 

HMGB1 분비가 어느 신호전달경로와 연관이 있는 경로를 조사하기 위해 

염증반응에 주요하게 관련된 MAPK, NF-κB, PI3K 억제제를 사용하여 HMGB1 

분비 변화를 관찰하였다  

HMGB1은 LPS 자극 6 시간 이후부터 분비되기 시작하여 48 시간 이상 

지속적으로 분비된다.43 본 실험에서 RAW264.7 세포에 1 ㎍/㎖의 LPS 자극 

후 HMGB1 분비를 시간에 따라 Western blotting으로 확인한 결과 HMGB1의 

분비가 12 시간에 증가하여 24 시간에 높은 분비가 관찰되었다 (그림 2). 

이에 따라 앞으로의 실험은 18-24 시간 자극을 기준으로 하였다.                            

먼저 HMGB1 분비에 MAPK 경로인 ERK, p38, JNK의 3 가지 downstream 

신호전달경로와의 연관성을 관찰하고자 LPS 처리 1 시간 전에 PD098059, 

SB203580, SP600125를 각각 전처치하고 20 시간 더 배양한 후에 HMGB1의 

분비변화를 관찰하였다. 그 결과 HMGB1의 분비가 ERK, p38, JNK 억제제 

처리에 영향을 거의 받지 않음을 확인하였다 (그림 3A, 3B 및 3C). 
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그림 1. LPS에 의해 활성화 되는 신호전달경로.  

 

 

 

    

그림 2. RAW264.7 세포에 LPS 자극 후 HMGB1의 분비 측정. LPS 1 ㎍/㎖을 

시간별로 처리한 후 상층액에서 HMGB1의 분비량을 Western blotting으로 관찰함. 
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그림 3. RAW264.7 세포에서 MAPK 신호전달경로 억제제 전처치 후 LPS 자극에 따른 

HMGB1의 분비량 변화. RAW264.7 세포에 PD098059, SB203580, SP600125를 각각 1 

시간 전처지 후 1 ㎍/㎖의 LPS를 20 시간 동안 처리하여 상층액에서 HMGB1 양을 

관찰함.  

 

 다음으로 NF-κB 활성화가 HMGB1의 분비에 미치는 영향을 관찰하고자 

NF-κB 억제제를 전처치 후 HMGB1 분비를 관찰하였다. NF-κB는 자극이 

없으면 세포질에 IκB와 결합하여 불활성화 된 상태로 세포질에 

존재하다가 자극이 오면 IκB kinase (IKK)에 의해 IκB가 인산화되어 

분해되고 분리된 NF-κB가 핵 안으로 이동하여 그 활성을 나타낸다. 본 

실험에서는 NF-κB 신호전달경로의 억제제는 IKK를 억제하는 Bay-11과 NF-

κB의 핵 내 이동을 억제하는 SN-50을 사용하였다. Bay-11을 10 μM 

농도까지 처리하고 SN-50을 50 ㎍/㎖까지 처리하였으나, LPS 자극에 의해 

HMGB1의 분비가 감소되지 않았다 (그림 4A 및 4B). 이를 통해 LPS에 의해 

유도된 HMGB1 분비는 NF-κB 신호전달경로와 무관함을 알 수 있었다.  
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그림 4. RAW264.7 세포에서 NF-κB 신호전달경로 억제제 전처치 후 LPS 자극에 

따른 HMGB1의 분비량 변화. RAW264.7 세포에 SN-50과 Bay-11을 1 시간 동안 

전처치 한 후 LPS를 20 시간 동안 처리하여 상층액을 Western blotting을 통해 

HMGB1의 분비량을 관찰함.  

 

다음으로 HMGB1 분비에 PI3K 신호전달경로의 연관성을 조사하기 

위하여 wortmannin과 LY294002를 사용하였다. RAW264.7 세포에 

wortmannin과 LY294002를 다양한 농도로 전처치하고 LPS를 처리한 결과 

wortmannin 농도 의존적으로 HMGB1의 분비량이 감소하였다 (그림 5A). 

이와 관련된 PI3K downstream 신호전달경로를 조사하기 위하여 Akt 

inhibitor Ⅵ 및 rapamycin을 다양한 농도로 사용한 결과 LPS에 의한 

HMGB1 분비에 영향이 없었다 (그림 5B). PI3K downstream의 다른 경로인 

PKC 연관성을 조사하기 위하여 PKC 억제제인 Gö6983과 Ro-31-7549을 

사용하여 HMGB1 분비의 변화를 관찰한 결과 HMGB1의 분비가 처리한 

억제제의 농도증가에 따라 감소하였다 (그림 5C). Gö6983과 Ro-31-7549은 

각각 PKC α, β, γ, ζ isoform과 PKC α, β, γ, ε isoform을 

억제하여 공통적으로 cPKC (α, β, γ)를 억제한다. 사람 단구에서 PI3K 

경로 연관성을 확인한 결과 PI3K 억제제인 wortmannin, LY294002과 

PKC억제제인 Gö6983을 사용하였을 때, 농도 의존적으로 HMGB1의 분비가 
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감소하여 PI3K-PKC가 HMGB1의 분비에 영향이 있는 것을 확인할 수 있었다 

(그림 5D 및 5E). 따라서 LPS자극이 왔을 때 일어나는 HMGB1의 분비는 

PI3K, PKC 신호전달경로와 연관성을 갖고 있음을 알 수 있었다.  
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그림 5. RAW264.7 세포와 사람 단구에서 PI3K, AKT, PKC 신호전달경로 억제에 

따른 HMGB1 분비. RAW264.7 세포 (A-C) 및 사람 단구 (D, E)에 wortmannin, Akt 

inhibitor IV, rapamycin, Gö6983, Ro-31-7549를 1 시간 전처치 후 LPS를 

처리하고 20 시간 후 상층액에서 HMGB1의 분비량을 관찰함. 
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2. 2. 2. 2. In vitroIn vitroIn vitroIn vitro kinase  kinase  kinase  kinase assayassayassayassay에서에서에서에서 cPKC cPKC cPKC cPKC에에에에    의한의한의한의한 HMGB1  HMGB1  HMGB1  HMGB1 인산화인산화인산화인산화 

HMGB1은 인산화가 일어나면 DNA와의 결합력을 잃고 세포 밖으로 

분비된다.9 따라서 recombinant cPKC (α, β, γ)가 HMGB1 인산화에 

직접적으로 관련이 있는지를 알아보기 위해 γ-[32P]ATP를 이용한 in 

vitro kinase assay를 수행하였다. 식물과 곤충에서 HMGB1 계열 단백질의 

인산화와 관련있는 효소로 알려진 casein kinase (CK) Ⅱ, cdc2를 함께 

사용하였으며, HMGB1은 wild type과 HMGB1 NLS의 serine을 alanine으로 

치환한 mutant HMGB1을 사용하였다 (그림 6A). 그 결과 사람 HMGB1은 

cPKC에 의해 인산화 되며, CKⅡ와 cdc2는 관련이 없는 것을 알 수 있었다 

(그림 6B). 인산화가 예상되는 serine 부위를 모두 alanine으로 치환한 

mutant HMGB1 (NLS1/2A)9는 거의 인산화가 관찰되지 않았고 wild type 

HMGB1만을 인산화가 되는 것을 관찰하였다. 이를 통해 cPKC가 HMGB1 

인산화에 중요하며 주로 NLS1, NLS2 부위의 serine 잔기를 인산화 시킴을 

알 수 있었다. cPKC 효소의 특이성을 조사하기 위해 cPKC 억제제인 

Gö6983을 다양한 농도로 넣고 HMGB1 인산화 억제 정도를 β-scintillation 

counter로 측정하였다. 우선 HMGB1 없이 cPKC 단독 처리시보다 Gö6983을 

넣을 때 cpm 수치가 감소하여 Gö6983이 PKC의 autophosphorylation을 

효율적으로 억제함을 알 수 있었다.26-28 이후 처리한 HMGB1 농도 

의존적으로 HMGB1 인산화가 일어났고 (그림 6C), 또한 Gö6983 농도 

의존적으로 HMGB1 인산화가 억제되어 (그림 6D), HMGB1 인산화에 cPKC가 

중요함을 알 수 있었다.  
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그림 6. In vitro kinase assay를 이용한 HMGB1 인산화. (A) Wild type HMGB1 

(NLS WT)과 mutant HMGB1 (NLS 1/2A). (B) HMGB1 2 ㎍, cPKC 50 ng, CKⅡ 500 U, 

cdc2 20 U를 30℃, 40 분 동안 반응시킨 후 autoradiography를 시행함. (C) 

다양한 농도의 HMGB1에 cPKC와 Gö6983을 첨가한 후 30℃, 1 시간 동안 반응시키고 

β-scintillation counter를 이용하여 cpm 값을 측정함. (D) HMGB1과 cPKC를 

다양한 농도의 Gö6983와 섞은 후 30℃, 1 시간 동안 반응시키고 β-scintillation 

counter를 이용하여 cpm 값을 측정함. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

23 
 
 
 
 

3. RAW264.7 3. RAW264.7 3. RAW264.7 3. RAW264.7 세포와세포와세포와세포와    사람사람사람사람    단구에서단구에서단구에서단구에서 Ca Ca Ca Ca2+2+2+2+의존적인의존적인의존적인의존적인    HMGB1HMGB1HMGB1HMGB1의의의의    분비량분비량분비량분비량    변화변화변화변화        

PKC는 cPKC외에 δ, ε, η, θ isoform를 포함하는 novel PKC 

(nPKC)와 ζ, ι isoform을 포함하는 atypical PKC (aPKC)가 있으며 

cPKC는 nPKC, aPKC와 달리 Ca2+에 의해 활성화 된다. 따라서 Ca2+과 HMGB1 

분비의 상관성을 조사하기 위해 RAW264.7 세포에 Ca2+ specific 

ionophore인 A23187을 처리하였다. 그 결과 LPS 자극 없어도 처리 12 시간 

후부터 급격하게 HMGB1이 분비되었다 (그림 7A). 반대로 Ca2+ chelator인 

BAPTA-AM과 EGTA를 LPS 전처치 하였을 때 Ca2+ chelator 농도 의존적으로 

HMGB1의 분비가 억제되어 HMGB1 분비에 세포 내 Ca2+이 관여함을 알 수 

있었다 (그림 7B). 이는 사람 단구를 이용한 실험에서도 유사한 결과를 

나타내었으며 Ca2+ ionophore에 의한 HMGB1 분비가 더욱 빠르게 

시작되었다 (그림 7C 및 7D). 

 

4. cPKC4. cPKC4. cPKC4. cPKC에에에에    의한의한의한의한 HMGB1 HMGB1 HMGB1 HMGB1의의의의    인산화인산화인산화인산화    

Gö6983에 의해 활성화가 억제되는 PKC α, β, γ isoform을 대상으로 

각각의 isoform이 HMGB1 인산화에 기여하는 정도를 알아보고자 하였다. 

Recombinant PKC α, β, γ isoform 동량을 사용하여 in vitro kinase 

assay를 시행한 결과 PKCα와 γ가 HMGB1의 인산화에 크게 관여하였다 

(그림 8A). 실제로 세포 내에서 PKC α, β, γ에 의한 HMGB1의 인산화를 

관찰하기 위하여 RAW264.7 세포에서 각각의 특이 항체로 면역침강법을 

실시하여 각 효소를 얻은 후 HMGB1의 인산화를 측정하였다. 우선 PKC α, 

β, γ의 존재를 Western blotting으로 확인한 결과 예상되는 위치에서 각 
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효소가 존재함을 확인하였다 (그림 8B). 면역침강법으로 분리한 PKC α, 

β, γ에 recombinant HMGB1을 넣고 in vitro kinase assay를 하여 cpm 

값을 측정한 결과 (그림 8C), PKC α에 의한 HMGB1 인산화 PKC β나 

γ보다 높게 나타났다.  

 

A                             A                             A                             A                                          B B B B 

                            

C  C  C  C                                                                                                                              DDDD    

                            

 

 

그림 7. RAW264.7 세포와 사람 단구에서 세포내 Ca
2+
 농도 변화에 따른 HMGB1의 

분비량 변화. RAW264.7 세포 (A) 및 사람 단구 (C)에 A23187을 30 분 동안 

처리하고 새 배지로 교환 후 6, 12, 18 시간 동안 배양하여 상층액에서 HMGB1의 

분비량을 관찰함. RAW264.7 세포 (B) 및 사람 단구 (D)에 BAPTA-AM과 1 mM EGTA를 

30 분 전처치 후, LPS를 20 시간 처리하여 상층액에서 HMGB1의 분비량을 관찰함.  
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그림 8. PKC α, β, γ에 의한 HMGB1의 인산화. (A) PKC α, β, γ을 각각 60 

ng과 HMGB1 2 ㎍을 넣어 30℃, 30 분 동안 반응시킨 후 β-scintillation 

counter를 이용하여 cpm 값을 측정함. (B) RAW264.7 세포의 whole cell lysate 3 

㎎을 PKC α, β, γ 각각의 항체로 면역침강 후 Western blotting을 시행함. (C) 

RAW264.7 세포의 whole cell lysate 동량에서 각 isoform의 PKC를 분리한 후 

HMGB1 2 ㎍을 넣어 반응시켜 cpm을 측정결과임. 각 cpm 값은 항체를 넣지 않고 

bead만 넣어 반응시킨 cpm 값을 제외한 값임.  
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5. RAW264.7 5. RAW264.7 5. RAW264.7 5. RAW264.7 세포와세포와세포와세포와    사람사람사람사람    단구단구단구단구에서에서에서에서 higenamine  higenamine  higenamine  higenamine 유도체에유도체에유도체에유도체에    의의의의한한한한    HMGB1HMGB1HMGB1HMGB1의의의의    

인산화인산화인산화인산화    및및및및    분비분비분비분비억제억제억제억제    

Higenamine은 부자의 뿌리 성분으로 NF-κB등의 활성을 억제하여 항 

염증작용을 하는 것으로 보고된 바가 있으나24 아직 PKC와의 연관성에 

대해서는 많은 연구가 진행되어 있지 않아 HMGB1의 인산화에 미치는 

영향을 조사하였다. 본 실험에서 사용하는 higenamine 유도체 (CKD-712)는 

테트라하이드로이소퀴놀린기를 가지며 키랄성이 있는 C-1의 위치에 나프틸 

메틸기와 결합되어 있다 (그림 9A). 먼저 HMGB1의 분비에 대한 사용 적정 

농도를 결정하기 위해 RAW264.7 세포를 이용하여 MTT assay를 수행한 결과 

100 μM 이상이 되면 CKD-712는 세포 독성을 갖는 것을 알 수 있었다 

(그림 9B).  

CKD-712가 LPS 자극에 대한 HMGB1의 분비에 영향을 끼치는지 알아보기 

CKD-712를 전저치 한 후 LPS를 처리한 결과 RAW264.7 세포와 사람 

단구에서 HMGB1의 분비가 농도 의존적으로 감소되었다 (그림 10A). CKD-

712가 핵 내 HMGB1이 LPS 자극에 의한 세포질로 이동에 미치는 영향을 

관찰하기 위하여 공초점 현미경을 사용하였다. 그 결과 LPS 자극에 의한 

HMGB1의 세포질로 이동이 양성 대조군인 ethyl pyruvate와 유사하게 CKD-

712에 의해 억제되는 것을 관찰하였다 (그림 10B 및 10C). CKD-712는 LPS 

처리하기 1 시간 전처치 뿐만 아니라 1 시간 후처치에도 HMGB1의 이동을 

억제하였으나, LPS 처리 4 시간 후에 처치했을 경우에는 HMGB1의 세포질로 

이동을 억제하는 정도가 미약하였다 (그림 10C).  
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그림 9. Higenamine 유도체 (CKD-712)의 세포독성. (A) CKD-712의 구조. (S)-

1-naphthalene-1-ylmethyl-1,2,3,4-tetrahydroisoq uinoline -6,7-diolmethanes 

ulfonic acid (C20H19NO2↙HO3SCH3). (B) RAW264.7 세포에 CKD-712를 처리한 후 

20 시간 배양하여 MTT assay를 수행함. 

 

CKD-712의 HMGB1 분비 억제 기전을 알아보기 위해 HMGB1의 인산화에 

미치는 영향을 알아보고자 in vitro kinase assay를 수행하였다. cPKC와 

HMGB1에 다양한 농도의 CKD-712를 넣어준 결과 농도 의존적으로 HMGB1 

인산화가 억제됨을 확인하였다 (그림 10D). 따라서 CKD-712는 cPKC에 의해 

HMGB1 인산화를 억제함으로써 LPS 자극에 의해 분비되는 HMGB1 양을 

감소시키는 것을 알 수 있었다.  
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그림 10. RAW264.7 세포와 사람 단구에서 CKD-712에 의한 HMGB1의 분비 및 인산화 

억제. (A) RAW264.7 및 사람 단구에 CKD-712를 1 시간 전처치하고 LPS 자극 18 시간 

후에 HMGB1의 분비 관찰. (B, C) RAW264.7에서 HMGB1-EGFP를 transient transfection 

한 후 CKD-712를 LPS 1 ㎍/㎖ 처리 1 시간 전처치, 1 시간 및 4 시간 후처치하여 

공초점 현미경을 통해 관찰하고, 세포를 50 개 정도 세어 HMGB1이 세포질에 있는 

세포의 수를 세어 백분율로 나타냄. (D) Recombinant HMGB1 5 ㎍, cPKC 20 ng, CKD-

712를 넣어 37℃, 1 시간 동안 반응시킨 후 cpm 값을 측정함. 
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ⅣⅣⅣⅣ. . . . 고찰고찰고찰고찰    

    

HMGB1은 진핵세포에서 ubiquitous 하게 존재하는 핵단백으로 사람의 

HMGB1은 마우스와 99%의 상동성을 지니고 있다. HMGB1은 세포괴사가 

일어날 때 세포 밖으로 유리되고 또한 내독소, 전염증성 cytokine의 

자극에 의해 secretory lysosome을 통해 능동적으로 분비된다. 분비된 

HMGB1은 전염증성 cytokine과 같은 활성을 보여 염증반응 및 패혈증 

증상을 유발한다. HMGB1은 TLR2 및 TLR4와 RAGE와 결합하면 MAPK, NF-

κB를 활성화시켜 다시 TNF-α, IL-1β, IL-6등의 전염증성 cytokine의 

분비를 유도하므로 HMGB1의 분비의 차단은 질병의 진행을 억제하는데 

중요하다.  

HMGB1은 post-translational modification이 일어나면 DNA와의 결합이 

떨어져서 세포질로 이동한다. 선행연구를 통해 HMGB1은 TNF-α, LPS 

자극에 의해 인산화가 일어나며, HMGB1의 인산화는 세포 밖으로 분비를 

일으키는 주요기전 중에 하나임을 밝혔다.9 식물 및 곤충 HMGB1는 CKⅡ,19 

cdc2,20 PKC29,30에 의해 인산화가 일어나 DNA와의 affinity가 감소된다. 본 

실험에서 사람 HMGB1의 인산화를 일으키는 kinase를 관찰한 결과 CKⅡ, 

cdc2와는 무관하며 cPKC에 의해서 HMGB1이 인산화 되는 것을 in vitro 

kinase assay를 통해 확인하였다. 실제로 RAW264.7 세포와 사람 단구에서 

cPKC 억제제를 처리한 결과 HMGB1의 분비가 억제되어 HMGB1의 분비에 

인산화가 중요함을 확인하였다. NLS의 serine 잔기를 alanine으로 치환한 

형태의 HMGB1은 cPKC에 의해 인산화가 일어나지 않은 것을 통해 cPKC는 
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HMGB1 NLS에 위치한 serine 잔기를 인산화 시킨다는 것을 알 수 있었다. 

이는 HMGB1의 DNA 결합 모티브에 있는 serine 잔기가 인산화 되어 DNA와의 

이온결합력이 약해져서 해리된다는 이론을 뒷받침한다.21 PKC α, β, 

γ에 의해 HMGB1을 인산화 시키는 정도를 in vitro 상에서 관찰한 결과 

recombinant PKC와 면역침강법을 통해 얻은 PKC에서 PKC α가 다른 PKC 

isoform보다 HMGB1을 높게 인산화 시켰다. 하지만 HMGB1 인산화에 중요한 

특정 PKC isoform을 밝히기 위해서는 추후 정확한 실험이 필요할 것으로 

생각된다. 또한 면역침강법을 통해 얻은 PKC β, γ에 의한 HMGB1의 

인산화 양상이 recombinant PKC를 이용한 것과 다소 다른 것은 RAW264.7 

세포에서 PKC isoform의 양적 차이에 의한 것으로 추측된다.45 cPKC는 

aPKC 및 nPKC와 달리 Ca2+에 의해 활성화 되므로 세포질 내 Ca2+농도를 

증가시키면 LPS 자극이 없이도 HMGB1이 시간에 지남에 따라 분비되었다. 

반대로 세포 내의 Ca2+을 억제하였을 경우에는 LPS 자극이 와도 HMGB1의 

분비가 감소하였다. HMGB1의 분비는 Ca2+에 의존적으로 이루어짐을 알 수 

있었다. 본 실험에서 세포내 Ca2+ 증가에 따라 활성화되는 많은 신호경로 

중 cPKC가 HMGB1의 인산화에 주요한 영향을 끼친다는 것을 보였으며 

Ca2+의 증가를 억제하는 것이 HMGB1의 분비를 억제하는 기전이 될 수 

있으나 Ca2+ 매개 다른 효소와의 관련성은 좀 더 연구되어야 할 것으로 

생각된다. 

LPS에 의해 활성화되는 MAPK, NF-κB, PI3K33 억제제를 이용하여 

HMGB1의 분비 변화를 관찰한 결과 PI3K와 연관성이 있음을 밝혔다. PI3K에 

의해 활성화 되는 다양한 세포에서 cPKC는 핵으로 이동한다.39-41 이러한 
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nuclear PKC는 세포의 증식이나 분화, 세포 사멸사, 심혈관 질병을 

조절한다.36,37 본 실험에서도 핵 내로 이동된 cPKC가 HMGB1의 인산화에 

관계됨을 밝혀 HMGB1을 매개로 하는 다양한 질병에서 HMGB1의 분비를 

차단할 수 있는 근거를 제시하였다. MAPK, NF-κB를 억제하는 ethyl 

pyruvate는 TNF-α, HMGB1의 분비를 감소시켜 HMGB1의 분비에 MAPK, NF-

κB의 연관 가능성을 제시하였지만42 본 실험에서 확인한 결과 MAPK (ERK, 

p38, JNK), NF-κB는 HMGB1의 분비와 무관함을 밝혔다. 이는 TNF-α, IL-

1β등 MAPK, NF-κB을 통해 전사단계에서 발현이 증가되어 이른 시간에 

분비되는 전염증성 cytokine과는 다른 기전을 통해 post-translational 

modification을 거쳐 늦은 시간에 HMGB1의 분비가 이루어 짐을 짐작할 수 

있으며 본 실험을 통해 HMGB1의 분비가 조절되는 기전중의 하나가 PI3K, 

cPKC 활성화를 통한 HMGB1의 인산화임을 알 수 있었다. 

부자의 뿌리 성분인 higenamine은 항염증적 성질이 보고되어 iNOS의 

발현을 감소시키고 세포의 사멸사를 감소시키며 나아가 endotoxemia, 

ischemia-reperfusion injury에서 생존율을 높인다.24,25 Higenamine 

유도체 (CKD-712)는 패혈증 치료 후보제로 염증반응 억제의 연구되고 

있으며 HMGB1 분비와의 연관성을 관찰한 결과, CKD-712는 독성을 보이지 

않는 농도에서 LPS에 의해 유도된 HMGB1의 분비를 감소시켰다. CKD-712는 

in vitro kinase assay를 통해 cPKC에 의한 HMGB1의 인산화를 감소시킨 

것으로 보아 CKD-712의 HMGB1 분비 억제 기전을 이해할 수 있었다. CKD-

712는 LPS 자극 후 4 시간 후에 그 억제 효과가 감소하는데 이것은 LPS 

자극 후 1~2 시간 내에 HMGB1의 인산화가 일어나기 때문이라고 추측된다.9 
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CKD-712가 패혈증의 치료제로써의 가능성을 확인하기 위해서는 추후에 

cecal ligation and puncture 모델을 통해 in vivo 상에서 CKD-712에 의한 

HMGB1 분비가 감소 여부를 확인할 필요가 있다. 

이상의 결과로 HMGB1의 인산화에 의한 분비 기전을 밝힘으로써 

HMGB1의 분비를 차단시킬 수 있는 발판을 제시하였으며 CKD-712가 HMGB1의 

인산화 및 분비를 차단 시키는 것을 통해 새로운 패혈증의 치료제가 될 

가능성을 확인하였다 (그림 11).  

 

 

 

그림 11. 본 실험을 통해 제시하는 HMGB1의 인산화 기전 및 CKD-712의 작용 기전. 
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ⅤⅤⅤⅤ. . . . 결론결론결론결론    

 

1. 핵단백 HMGB1의 인산화를 일으키는 신호전달경로에 대한 연구는 아직 

보고되지 않았다. 따라서 본 실험은 LPS에 의해 유도되는 HMGB1의 인산화 

및 분비에 영향을 미치는 신호전달경로를 실험하여 다음과 같은 결론을 

얻었다.  

 가. HMGB1의 분비는 MAPK, NF-κB 경로와는 무관하며, PI3K-PKC 경로에 

의해 조절을 받는다. 

 나. HMGB1 인산화는 cPKC에 의해 되고 이는 CKⅡ, cdc2에 의해서는 

일어나지 않는다. cPKC는 HMGB1의 NLS에 위치한 serine 잔기를 

alanine으로 치환한 mutant HMGB1을 인산화 시키지 못하고 wild type의 

HMGB1을 시킨 것을 통해 cPKC는 HMGB1의 NLS에 있는 serine 잔기를 

인산화를 시키는 것을 알 수 있었다. 

다. HMGB1의 분비는 Ca2+에 의존적인 것을 통해 HMGB1 분비에 Ca2+에 

의존적 cPKC의 활성화가 중요한 요소임을 간접적으로 확인하였다. 

라. Recombinant PKC α, β, γ와 면역침강법을 통해 얻은 세포 내 PKC 

α, β, γ를 이용한 in vitro kinase assay를 통해 cPKC 중 PKC α가 

HMGB1 인산화에 더 많이 관여함을 확인 할 수 있었다. 

본 실험을 통해 LPS에 의해 활성화 되는 PI3K, PKC에 의해 HMGB1의 

분비가 조절되는 것을 알 수 있었다. 활성화된 cPKC에 의해 핵 안의 DNA와 

결합하고 있는 HMGB1가 인산화 되어 분비되는 가능성을 확인할 수 있었다.     
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2. Higenamine 유도체 (CKD-712)는 항염증적 특성을 갖고 있으며 패혈증 

치료 후보 물질로 HMGB1의 분비 및 PKC 신호전달경로에 미치는 영향을 

관찰하여 다음과 같은 결과를 얻었다.  

 가. CKD-712는 LPS에 의해 유도된 HMGB1의 분비를 억제하였다.  

나. CKD-712는 LPS에 의해 핵에 있던 HMGB1이 세포질로 이동을 억제하였 

다. 

 다. CKD-712는 HMGB1을 인산화 시키는 cPKC의 작용을 억제하였다. 

이상으로 CKD-712는 HMGB1의 cPKC에 의한 인산화를 억제함으로써 

HMGB1의 분비를 억제하는 효과가 있음을 알 수 있었다.  
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Abstract 

 

HMGB1 is phosphorylated by protein kinase C that results in secretion 
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(Directed by Professor Jeon-Soo Shin) 

 

High mobility group box-1 protein (HMGB1), which is secreted from activated 

monocytes/macrophages, has been studied as a key late mediator of systemic 

inflammatory diseases including sepsis, ischemia/reperfusion. The regulation of 

secretion is important to control the systemic inflammation diseases. Phosphorylation 

of HMGB1 is one of the major secretion pathways in our previous report. To 

investigate the phosphorylation-related pathway of HMGB1, LPS-induced HMGB1 

secretion was observed with various inhibitors in RAW264.7 cells and human 

monocytes. When RAW264.6 cells were pre-treated with SP600125 (JNK inhibitor), 

PD098059 (ERK inhibitor) and SB203580 (p38 inhibitor), LPS-induced HMGB1 

secretion was not changed. SN-50 and Bay-11, the NF-κB inhibitors, also failed to 

inhibit HMGB1 secretion. However, wortmannin and LY294002 inhibited HMGB1 
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secretion, suggesting that phosphoinositide 3-kinase (PI3K) is involved in secretion of 

HMGB1. Akt inhibitor IV and rapamycin failed to inhibit HMGB1 secretion, 

suggesting no relevance of Akt-mTOR axis pathway. In contrast, protein kinase C 

(PKC) inhibitor Gö6983 and Ro-31-7549 could inhibit HMGB1 secretion. And it is 

confirmed by that HMGB1 was directly phosphorylated by conventional PKCs 

(cPKCs) but not by casein kinase II or cdc2 in in vitro kinase assay. A23187, a 

calcium ion specific ionophore, could induce HMGB1 secretion without LPS 

stimulation and BAPTA-AM, an intracellular calcium ion chelator, could block LPS- 

induced HMGB1 secretion, supporting that Ca2+-dependent cPKC activation is 

involved in the secretion of HMGB1. Also, we investigated an effect of higenamine 

derivative (CKD-712) on HMGB1 secretion, which has been studied as a candidate 

drug for sepsis. CKD-712 could inhibit LPS-induced HMGB1 secretion on 

RAW264.7 and human monocyte and inhibit HMGB1 translocation from nucleus to 

cytoplasm. In vitro kinase assay, HMGB1 phosphorylation by cPKCs was reduced by 

CKD-712 in a dose-dependent manner. Taken together, we propose that cPKCs is an 

effector kinase for HMGB1 phosphorylation, which is one of the secretion pathways, 

and PI3K may act in concert to control of HMGB1 secretion via independent manner 

of MAPK and NF-κB pathways. Also, we suggest that CKD-712 could be one of the 

novel drugs to inhibit HMGB1 secretion. 
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