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A Mechanism for the Up-regulation of the IL-8 Gene Expression in 
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Background: Retinoic acid (RA) has been reported to induce the up-regulation of inflammatory cytokines such as 

IL-1, TNF-α and IL-8 in dermal fibroblasts and keratinocytes. There is no evidence to support a direct interaction 

between the RA-mediated transcriptional machinery and IL-8 gene transcription.

Objective: The aim of this study is to clarify the mechanism of the up-regulation of IL-8 in keratinocytes by RA.

Methods: The IL-1, IL-8, TNF-α and MCP-1 mRNA expressions in HaCaT cells stimulated by RA were measured 

by quantitative RT-PCR. The effects of a NF-κB inhibitor and IL-1 receptor antagonist (ra) on the IL-8 mRNA 

expression were measured by quantitative RT-PCR. Electrophoretic motility shift assay (EMSA) was conducted on 

the RA-stimulated HaCaT cells that were or were not treated with NF-κB inhibitor to measure the NF-κB binding 

activity in each group. The phospho-IκB activity in the HaCaT cells after stimulation with RA was also measured 

by Western blotting.

Results: An up-regulation of the IL-8 gene expression by RA was demonstrated in the HaCaT cells. The inhibition 

assay revealed the involvement of the NF-κB binding site of the IL-8 gene in the RA-enhanced promoter activity. 

EMSA demonstrated that RA enhanced the formation of the DNA-NF-κB complex. There was no evidence to 

support IL-1 as an intermediate stimulus between the RA-mediated transcriptional machinery and IL-8 gene 

transcription. Western blot analysis revealed increased phospho-IκB activity in the HaCaT cells after stimulation 

with RA.

Conclusion: Our result suggested that the IL-8 gene expression of HaCaT cells after RA stimulation is caused by 

the activation of IKK and the dissociation of IκB from NF-κB and the transcription of NF-κB in the nucleus. 

(Korean J Dermatol 2009;47(6):674∼682)
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서    론

  레티노이드는 합성 및 자연 상태의 비타민 A로서 생체 

내에서 레티노인산(retinoic acid, RA)으로 변형되어 기능

을 한다
1-3. 세포내 활성상태인 레티노인산은 각질형성세포

의 증식과 분화를 조절할 뿐만 아니라 피지선을 억제하여 

건선이나 여드름 치료제로 사용되고 있다. 그리고 진피의 

콜라겐 분해효소를 억제하기 때문에 피부 주름의 개선제

로 흔히 이용된다1-3. 그러나 레티노인산의 국소 도포는 홍

반과 인설을 동반한 자극성 피부염을 유발하므로 그 사용에 

제한이 있다4-6. 이러한 자극성 피부염의 원인으로 사이토카

인이 관여되리라 생각되며, 레티노인산을 국소 도포한 마우

스 피부와 레티노인산을 투여한 배양 각질형성세포에서 
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IL-1과 IL-8 유전자 발현이 증가됨이 보고된 바 있다7,8.

  레티노인산은 핵 내에서 레티노인산 수용체(retinoic acid 

receptor, RAR)와 결합하여‘레티노인산과 레티노인산 수

용체의 복합체’를 형성한다. 이 복합체가 전사인자로 작용

하여 표적 유전자의 전사 개시를 위한 표적 유전자 프로모

터(target gene promoter)의 레티노인산 반응 영역(retinoic 

acid response elements, RARE)에 결합하여 표적 유전자의 

발현을 유도하여 여러가지 기능을 나타낸다9-11. 그러나 각

질형성세포에서 레티노인산에 의한 사이토카인 발현이 어

떤 기전에 의한 것인지 아직 밝혀져 있지 않다13,14.

  IL-8은 호중구나 T세포의 화학주성에 관계하거나 세포 

사이의 결합이나 호중구의 활성화 또는 histamine의 분비

를 조절하는 등의 역할을 하는 사이토카인으로서 여러 세

포에서 자극 특이적인 방법으로 분비된다. 인간의 IL-8 프

로모터의 5’flanking region에는 AP-1, AP-2, AP-3, gluco-

corticoid receptor, NF-κB, NF-IL-6 등의 전사인자가 결합

할 수 있는 반응 영역(response element)이 있어 IL-8의 분

비를 조절한다. 이 중에서 NF-κB는 IL-8 유전자 발현에 

핵심적인 역할을 한다15. 하지만 IL-8 프로모터에는 레티노

이드가 결합하는 반응 영역이 없으므로 레티노이드에 의

한 IL-8 유전자 발현의 기전을 밝히는 연구가 필요하다.

  NF-κB는 사이토카인의 발현을 통해 면역반응과 염증반

응을 매개하는 중요한 전사인자이다. 다양한 신호에 의해 

자극되면 NF-κB에 붙어 있는 IκB는 IκB kinase (IKK)에 

의해 인산화 되면서 분리되어 분해(degradation)되고, NF-

κB는 세포질에서 핵으로 이동하여 여러 가지 유전자들의 

발현을 활성화시키게 된다. 그 중에서도 IL-1 및 IL-8, 

TNF-α는 NF-κB에 의해서 활성화되며, 이들은 다시 NF-

κB를 직접적으로 자극하여 자가 조절성 고리를 형성하여 

다른 사이토카인을 생산하게 함으로써 염증반응을 증폭시

킨다16. NF-κB는 사이토카인 생성 외에도 부착분자와 

nitric oxide (NO) 및 cyclooxygenase (COX-2)와 같은 효소

의 생산도 유발하여 염증반응을 일으키며 세포고사를 억

제하여 세포를 보호하는 역할도 함께 하고 있다17,18.

  이번 연구에서는 각질형성세포에 레티노인산을 투여한 

후 IL-1, TNF-α, IL-8, MCP-1의 mRNA 유전자 발현을 실

시간 정량 PCR로 측정하였다. 그리고 사이토카인 발현에 

주로 관여하는 전사인자인 NF-κB의 작동여부를 electro-

phoretic motility shift assay (EMSA)로 확인하고, NF-κB 

억제제를 이용하여 NF-κB가 작동하지 않을 때 IL-8의 발

현여부를 확인하였다. 그리고 레티노인산이 IκB의 인산화

를 증가시켜 NF-κB의 활성화를 유도하는지 알아보았다. 

또한 레티노인산이 NF-κB를 통해 IL-8 유전자 발현에 영

향을 줄 때 직접적인 자극보다는 간접적인 경로가 있을 가

능성을 생각하였다. 따라서 중간 자극제로서 가능성이 있

는 IL-1의 영향으로 NF-κB가 활성화되어 IL-8 유전자가 

발현되는지를 알아 보기 위해 IL-1 receptor antagonist (ra)

를 이용하여 IL-1의 영향을 배제한 후 레티노인산에 의한 

IL-8 유전자 발현을 확인하였다.

재료 및 방법

1. 실험재료

  본 실험에 사용된 HaCaT세포는 형질 전환된 각질형성

세포로 정상 각질형성세포와 형태 및 반응 양식이 동일하

면서 지속적인 계대배양이 가능한 장점이 있다.

2. 실험방법

1) HaCaT세포 배양

  HaCaT세포는 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco BRL, 

Grand Island, NY, USA)과 1% antibiotic/antimycotic (Gibco 

BRL)을 첨가한 RPMI-1640 (Gibco BRL)을 세포배양액으

로 이용하였다. 37℃, 5% CO2 조건의 배양기에서 배양하

면서 실험에 사용하였다.

2) 레티노인산의 처리 

  10% FBS가 포함된 배양액으로 배양된 HaCaT세포가 

culture flask 면적의 80% 정도를 차지하면, 각 culture flask

에 0.1% ethanol, 10−6 M, 10−7 M 및 10−8 M의 레티노인

산 (all-trans-retinoic acid, ATRA) (Sigma, St, Louis, MO, 

USA)을 2% FBS가 포함된 배양액에 각각 첨가하여 1시간, 

6시간, 12시간, 24시간 동안 배양하였다. 

3) 실시간 정량 PCR를 이용한 사이토카인 mRNA의 

정량

  (1) RNA분리 및 정량: 배양한 HaCaT세포로부터 RNA

를 분리하기 위하여 TRIzol reagent (Gibco BRL)을 사용하

여 제작사의 설명서에 따라 분리하였다. 각 대조군과 실험

군으로부터 분리한 RNA를 60oC water bath에서 10분간 가

열시켜 single strand로 분리한 후 spectrophotometer (Bio-

photometer, Eppendorf, Hamburg, Germany)를 이용하여 

RNA농도 및 순수도를 측정하였다.

  (2) 역전사 반응(Reverse transcription): 각각의 대

조군과 실험군으로부터 분리하여 정량, 보정한 RNA 1μg

에 RNA PCR Kit Ver2.1 (TaKaRa, Shiga, Japan)를 이용하

여 제작사의 설명서에 따라 역전사반응을 실행하였다.

  (3) 실시간 정량 PCR (Real time quantitative poly-

merase chain reaction): cDNA와 표적 사이토카인 유

전자의 primers로 디자인한 Light Cycler probes 그리고 

Light Cycler reaction protocol에 따라 만든 mixture를 섞어 

만든 각각의 반응 혼합액을 capillary에, 한 실험 개체당 20

μl씩 채운 다음, 95oC 1분(1회), 95oC 10초(1회), [60oC 15

초, 72oC 8초](40회)의 thermal cycling condition에서 Light 

Cycler (Roche, Mannheim, Germany)를 이용하여 실시간 

정량 PCR을 진행시켰다. 실시간 정량 PCR에 사용된 각 사

이토카인의 primers 및 Light Cycler probes는 Table 1과 같

다.

  인체 glucose-6-phosphate dehydrogenase (h-G6PDH) 유

전자를 기준 표지자로 이용하였다. 최종 PCR 증폭 산물의 

양은 h-G6PDH 기준 유전자를 5×106에서 5×102까지 10

배 단위로 단계적으로 희석하여 각각의 cycle에 해당하는 
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Table 1. Cytokine primers and hybridization probe for quantitative RT-PCR

IL-1

Primers Forward 5'-GTATGTGACTGCCCAAGA-3'

Reverse 5'-CAAGCACACCCAGTAGTCT-3'

Amplicon size 190 bp

Hybridization probe 5'-AGTGCCGTGAGTTTCCCAGAAGAAGA-3'

3' Label: Fluorescein 

5'-GAGGTTGGTCTCACTACCTGTGATGGTT-3'

5' Label: LCRed640 3' Label: Phosphorylated

GenBank access number NM_000575

TNF-α

Primers Forward 5'-CAGCCTGTAGCCCATGTT-3'

Reverse 5'-ATGGCAGAGAGGAGGTTGAC-3'

Amplicon size 261 bp

Hybridization probe 5'-GAGGGCCTGTACCTCTATCTACTCCCA-3'

3' Label: Fluorescein 

5'-GTCCTCTTCAAGGGCCAAGGCTG-3'

5' Label: LCRed640 3' Label: Phosphorylated

GenBank access number NM_000594

IL-8

Primers Forward 5'-TGCCAAGGAGTGCTAAAG-3'

Reverse 5'-CTTCTCCACAACCCTCTG-3'

Amplicon size 200 bp

Hybridization probe 5'-GTCCACTCTCAATTCACTCTCAGTTCTTTGATA-3'

3' Label: Fluorescein 

5'-ATTTGGGGTGGAAAGGTTTGGAGTATG-3'

5' Label: LCRed640 3' Label: Phosphorylated

GenBank access number BC013615

MCP-1

Primers Forward 5'-CGCTAGCCAGATGCAAT-3'

Reverse 5'-TTGGGTTGTGGAGTGGGT-3'

Amplicon size 255 bp

Hybridization probe 5'-CGAGCCTCTGCACTGAGATCTTCCTA-3'

3' Label: Fluorescein 

5'-TGGTGAAGTTATAGCAGCAGGTGACTGGG-3'

5' Label: LCRed640 3' Label: Phosphorylated

GenBank access number M28226

실험군의 양으로 나누어 비교 정량하였다.

4) EMSA를 이용한 NF-κB 활성도 측정

  (1) HaCaT세포로부터 nuclear extract 제작: T75 

플라스크에 키운 HaCaT세포를 PBS로 2회 세척하고 PBS 1 

ml를 넣은 후 scraper로 세포를 긁어 1.5 ml eppendorf tube

에 옮겼다. 1,200 rpm으로 5분간 원심 분리한 후 상층액을 

제거하고 pH 7.9의 10 mM HEPES, 1.5 mM MgCl2와 10 

mM KCl, 0.5 mM DTT, 0.2 mM PMSF로 구성된 buffer액 

400μl를 넣고 다시 녹인 후 얼음 위에 10분간 두었다. 그 

후 4oC에서 3분간 12,000 rpm으로 원심 분리한 후 다시 상

층액을 제거하였다. pH7.9의 20 mM HEPES, 20% (V/V) 

glycerol, 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA, 0.5 

mM DTT와 0.2 mM phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF)

로 구성된 buffer액 100μl를 넣고 vortex한 후 20분간 얼음 

위에 두었다. 4
o
C에서 3분간 12,000 rpm으로 원심 분리한 

후 상층액(nuclear extract)을 단백농도 2μg/μl로 맞춘 후 

−70oC에 보관하였다.

  (2) Gel-shift assay: Nuclear extract 10μg과 5 X in-

cubation buffer 5μl, 증류수 25μl을 섞은 후 4oC에서 15분

간 방치하고 P32로 표지된 NF-κB oligonucleotide (Prome-

ga, Madison, WI, USA) probe 2μl를 넣고 실온에서 20분간 

방치하였다. NF-κB의 probe은 NF-kB oligo (1.75 pmol/ul) 

2μl와 T4 polynucleotide kinase 10×buffer 1μl, r32P-ATP 

1μl, dH2O 5μl와 T4 polynucleotide kinase 1μl를 섞어 총 
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Fig. 1. Expression level of IL-8 and IL-1 mRNA in HaCaT cells stimulated by 10−6, 10−7, and 10−8 M retinoic acid for 24 hours. 

(A) Expression of IL-8 mRNA were increased for 1∼24 hours after 10−6, 10−7, 10−8 M retinoic acid stimulation, (B) Expression 

of IL-1 mRNA were increased for 1∼6 hours after 10−6, 10−7, 10−8 M retinoic acid stimulation.

용량 10μl을 37oC에서 10분간 둔 후에 0.5 M EDTA 1μl

으로 반응을 정지시켰다. 89μl의 TE buffer를 첨가한 후 

unincorporated nucleotide를 제거하기 위하여 G-25 spin 

column통과시켜 1,300 rpm으로 5분간 원심분리 후 하층액

만 취하여 만들었다.

  NF-κB의 염기서열은 다음과 같다. NF-κB: 5'-AGT TGA 

GGG GAC TTT CCC AGG C-3', 3'-TCA ACT CCC CTG 

AAA GGG TCC G-5'. Probe를 첨가 후 상온에서 20분간 

보관한 후 0.1% bromphenol blue (BPB) dye를 각 샘플마다 

2μl씩 넣고 6% non denaturing polyacrylamide gel에 150 

V, 10 mA에서 2시간 전기영동 시켰다. 전기영동이 끝나면 

vacuum gel dryer (Bio-Rad)에서 건조시킨 후 X-ray film에 

노출하여 감광시켰다.

5) NF-κB 억제제 처리 후 IL-8 mRNA의 발현

  NF-κB의 억제제로는 Bay 11-7082 (Biomol, Plymouth, 

PA, USA)을 사용하였다. 10μM의 Bay 11-7082를 레티노

인산 투여 1시간 전에 HaCaT세포에 주고 실시간 정량 

PCR을 시행하여 IL-8 mRNA의 발현여부를 확인하였다.

6) IL-1ra 처리 후 IL-8 mRNA 발현

  IL-1 수용체를 억제하기 위해 IL-1ra (R&D systems, Min-

neapolis, MN, USA) 50 ng/ml을 레티노인산 처리 24시간 

전에 배양한 HaCaT세포에 미리 투여하였다. IL-1ra 처리 

24시간 후에 레티노인산 10−6 M 및 10−7 M을 투여한 후 

앞에서 설명한 방법대로 IL-8 mRNA 발현을 실시간 정량 

PCR을 시행해 정량하였다. 

7) Phospho-IκB-α항체를 이용한 Western blot

  레티노인산을 처리하여 12시간, 24시간 배양한 HaCaT세

포를 100μl의 SDS sample buffer를 이용하여 세포를 해리

시킨 후 즉시 scraper를 이용하여 세포를 바닥에서 떼어 낸 

후 micro tube로 옮겨서 10∼15초간 초음파로 분해한 후 

95∼100oC정도로 5분간 가열해 얼음에 보관하였다. 이 후 

5분간 원심분리하고 SDS-PAGE gel에 세포추출액을 20μl

씩 넣어 nitrocellulose membrane에 전이하였다. SDS sample 

buffer의 조성은 62.5 mM Tris-HCl, 2% w/v SDS, 10% 

glycerol, 50 mM DTT, 0.1% w/v bromophnel blue이다. 전

이 후에 nitrocellulose membrane을 25 ml TBS로 5분간 상

온에서 보관 후 25 ml의 blocking buffer를 이용하여 상온

에서 3시간 둔 후 Phospho-IκB-α항체(Cell Signaling 

Technology, Beverly, MA, USA)와 10 ml primary antibody 

dilution buffer를 첨가 한 후 4oC에서 약간씩 흔들어 주며 

하룻밤 두었다. 다음에 TBS-Tween을 이용하여 5분간 3차

례 세척한 후 HRP-conjugated secondary antibody (1：2,000)

와 HRP-conjugated anti-biotin antibody (1：1,000)와 bloc-

king buffer를 이용하여 1시간 상온에서 진동을 주며 보관 

후 TBS-Tween을 이용하여 3차례 세척하였다.

  Blocking buffer의 조성은 1×TBS, 0.1% Tween-20 with 

5% w/v nonfat dry milk를 150 ml 되게 만든 다음, 15 ml 

10×TBS와 135 ml water를 넣어 섞는다. 그 후 7.5 g의 

nonfat dry milk를 더 넣고 잘 섞은 다음 0.15 ml Tween-20 

(100%)을 섞었다. Primary antibody dilution buffer의 조성

은 1×TBS, 0.1% Tween-20 with 5% BSA를 20 ml되게 만

든 다음 2 ml 10×TBS와 18 ml water를 섞은 후 1.0 g의 

BSA를 넣고 섞을 때 20μl Tween-20 (100%)을 넣었다. 세

척한 membrane을 10 ml LumiGLO (0.5 ml 20×LumiGLO, 

0.5 ml 20×Peroxide and 9.0 ml Milli-Q water)을 첨가 후 1

분간 상온에서 약간 흔들어 주면서 관찰 후 membrane이 

마르지 않는 한도 내에서 과도한 용액은 제거 후 비닐 랩

(saran wrap)으로 싼 후 10초간 X-ray film에 현상하였다.
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Fig. 4. NF-κB binding activity in HaCaT cells by EMSA after 

treated with all-trans retinoic acid for 24 hours. (A) Without 

NF-κB inhibitor, NF-κB binding activity was increased after 

24 hours in HaCaT cells in 10−6, 10−7 M retinoic acid treated

group, (B) After addition of NF-κB inhibitor, NF-κB binding 

activity was not increased after 24 hours in 10
−6, 10−7 M 

retinoic acid treated group (P: probe only, N: normal, EtOH: 

ethanol, RA: retinoic acid, C: competitor).

Fig. 3. NF-κB binding activity in HaCaT cells by EMSA after 

treated with all-trans retinoic acid for 12 hours. (A) Without 

NF-κB inhibitor, NF-κB binding activity was increased after 

12 hours in HaCaT cells in 10
−6, 10−7 M retinoic acid treated

group, (B) After addition of NF-κB inhibitor, NF-κB binding 

activity was not increased after 12 hours in 10−6, 10−7 M 

retinoic acid treated group (P: probe only, N: normal, EtOH: 

ethanol, RA: retinoic acid, C: competitor).

Fig. 2. Down regulation of the IL-8 mRNA expression in 

HaCaT cells pretreated with NF-κB inhibitors. *p＜0.01

결    과

1. 레티노인산 투여 후 HaCaT세포에서의 사이토카인 발

현량 측정을 위한 실시간 정량 PCR실험

  10−6, 10−7 및 10−8M 레티노인산 투여 1, 6, 12, 24시간 

후 HaCaT세포에서 발현된 사이토카인 mRNA 측정 결과, 

10
−6, 10−7, 10−8 M 농도에서 IL-8 mRNA는 1, 6, 12, 24시

간에 증가되었다(Fig. 1A). IL-1 mRNA의 발현은 1, 6시간

에 증가하였다가 다시 감소하였으며(Fig. 1B), TNF-α 및 

MCP-1 mRNA는 발현이 증가되지 않았다.

2. NF-κB 억제제를 투여한 후 IL-8 mRNA 실시간 정

량 PCR의 결과   

  NF-κB 억제제(Bay 11-7082) 투여 후 10−6 및 10−7 M 

레티노인산 투여 12시간 후 HaCaT 세포에서 발현된 IL-8 

mRNA 측정 결과, 10−6, 10−7 M 두 농도에서 IL-8 mRNA 

발현이 유의하게 저하되었다(Fig. 2).

3. NF-κB 억제제 투여 전후의 레티노인산 처리 후 

HaCaT세포에서의 NF-κB결합 활성도 측정을 위한 

EMSA 

1) NF-κB에 대한 억제제(Bay 11-7082) 투여 전과 

후에 10−6 및 10−7 M 레티노인산 처리 12시간 후 

HaCaT 세포에서 발현된 NF-κB 결합 활성도

  10
−6

 및 10
−7

 M 레티노인산 투여 12시간 후 HaCaT 세

포에서 NF-κB결합 활성도 측정 결과, 10−6, 10−7 M 두 농

도에서 농도에 비례하여 NF-κB결합 활성도가 증가되었다
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Fig. 5. Effect of IL-1 receptor antagonist (ra) on the IL-8 

mRNA expression in HaCaT cells stimulated by retinoic acid

Fig. 6. Western blot analysis revealed increased phospho-IκB 

activity in the cytoplasm of HaCaT cells at 12, 24 hours after

stimulation with 10−6 M retinoic acid (C: control, EtOH: 

ethanol, RA: retinoic acid).

(Fig. 3A). 반면에 NF-κB에 대한 억제제를 투여했을 경우

에는 NF-κB 결합 활성도에는 큰 변화가 없었다(Fig. 3B).

2) NF-κB 억제제 투여 전후의 10−6 및 10−7 M 레

티노인산 처리 24시간 후 HaCaT 세포에서 발현된 

NF-κB 결합 활성도

  10
−6
 및 10

−7
 M 레티노인산 투여 24시간 후 HaCaT 세

포에서 NF-κB결합 활성도 측정 결과, 10−6, 10−7 M 두 농

도에서 NF-κB결합 활성도가 증가되었다(Fig. 4A). 반면에 

NF-κB에 대한 억제제를 투여했을 경우에는 NF-κB 결합 

활성도에는 큰 변화가 없었다(Fig. 4B).

4. IL-1ra가 레티노인산에 의한 IL-8 mRNA 발현에 미

치는 영향

  IL-1ra처리 전후에 레티노인산을 10
−6
, 10

−7
 M 투여하여 

IL-8 mRNA의 발현을 비교하였을 때 IL-1ra를 처리하지 않은 

좌측의 그래프와 IL-1ra 처리 후의 우측의 그래프에서 IL-8 

mRNA발현에 큰 차이가 없는 것으로 관찰되었다(Fig. 5).

5. Phospho-IκB-α항체를 이용한 Western blot

  10−6 M 레티노인산 투여 12시간과 24시간 모두에서 세

포질 내의 인산화 된 IκB의 농도가 증가되는 것을 확인하

였다(Fig. 6). 

고    찰

  각질형성세포는 표피를 구성하는 세포로 단순한 물리적 

장벽의 기능뿐만 아니라 많은 종류의 사이토카인을 분비

하여 면역 기능과 염증반응에 관여한다
20
. 외부 자극을 받

으면 각질형성세포는 IL-1, TNF-α와 같은 일차 사이토카

인을 분비하여 IL-8이나 MCP-1, IP-10과 같은 케모카인의 

생성을 유도함으로써 활성화된 염증세포들이 자극 부위로 

모이게 하여 염증반응을 일으킨다21-23.

  레티노인산의 국소도포로 유발될 수 있는 자극성 피부

염은 다른 화학물질에 의한 전형적인 자극성 피부염에 비

하여 다소 지연되어 나타나며 레티노인산으로 인한 염증

유발 기전에 IL-1, TNF-a, IL-8, IL-10 등의 사이토카인이 

관여한다고 알려졌으나 이들 염증성 사이토카인이 발현되

는 기전에 대해서는 아직 정확히 밝혀져 있지 않다24-26. 본 

연구에서도 레티노인산 투여 후 IL-1, IL-8같은 사이토카

인의 증가를 확인하였는데, IL-1은 자극 초기에만 증가하

나 IL-8은 레티노인산 투여 24시간 후에도 증가하는 모습

을 보였다.

  레티노인산이 유전자 발현을 조절하는 방법으로는 몇 가

지가 알려져 있다. 첫째로 레티노인산은 핵 수용체인 레티

노인산 수용체(RARα, β, γ)와 레티노이드 X 수용체

(retinoid X receptor, RXRα, β, γ)에 결합하고 이들 수

용체에 특이한 DNA 염기서열에 결합하여 리간드에 의한 

전사조절에 관여하게 된다10,27. 즉, RAR은 대개 RXR과 서

로 합하여 이형이랑체(heterodimer)를 형성하는데, 이 이형

이랑체는 특정 유전자 위쪽 프로모터에 존재하는 특이한 

호르몬 반응 단위에 결합함으로써 특정 유전자의 발현을 

전사적으로 활성화 시킨다10. 레티노인산 수용체에 의한 유

전자 발현 조절의 두 번째 방법으로는 서로 연관되지 않는 

전사인자와의 단백-단백 직접결합에 의한 반응을 들 수 있

다. 즉, 레티노인산은 AP-1에 반응하는 유전자에 대해서 

억제하는 역할을 하는데, 이는 RAR이 AP-1 전사인자 복

합체 중 하나인 c-JUN과 결합하여 AP-1이 반응 영역(re-

sponse element)에 결합하는 것을 방지하며 대표적인 예가 

collagenase promoter이다28,29
. 마지막으로 RAR과 연관이 

전혀 없는 여러 유전자들도 레티노인산이 다른 전사인자

를 활성화 시키거나 억제시킴으로써 유전자 발현을 조절

하게 된다31
.

  NF-κB는 사이토카인과 스트레스 또는 생물리학적인 자

극에 의해 활성화되어 여러 유전자의 발현에 영향을 미침

으로써 염증반응과 면역반응에 핵심적인 역할을 하는 전

사인자이다. 불활성화 상태의 NF-κB는 IκB라는 NF-κB

의 억제제에 의해 세포질 내에 머물러 있다가 활성화되면 

IκB는 IκB kinases (IKK)에 의해 인산화되면서 분해되고 

NF-κB는 핵 안으로 들어가 유전자와 결합한다16. 이러한 

NF-κB 경로는 여러 다양한 자극에 의해 세포마다 특이하
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Fig. 7. A proposed mechanism 

of retinoic acid induced IL-8 

gene expression in keratinocytes 

via IκB degradation.

게 활성화되어 유전자 발현에 서로 다른 효과를 나타낸다31. 

  IL-8은 C-X-C 케모카인에 속하는 8.4 kDa의 케모카인으

로 단핵구/대식세포, 섬유모세포, 혈관내피세포, 활막세포, 

각질형성세포, 상피세포 등 다양한 세포와 위암세포나 뇌

신경종양 등의 종양세포에서도 생산된다32. IL-8의 전형적

인 유도인자는 염증반응의 자극으로 IL-1, TNF, bacterial 

lipopolysaccharides, 바이러스, 12-O-tetradecanoylphorbol-13- 

acetate, double-strand RNA 등이 있다. IL-8 유전자의 3' 

flanking region에는 ATTTA 모티브가 존재하여 여러 가지 

사이토카인을 불안정화시키는 역할을 하고, IL-8의 프로모

터인 5’flanking region에는 여러 가지 전사인자, 즉 AP- 

1, AP-2, AP-3, HSE, HNF-a, IRF-1, glucocorticoid 수용체, 

NF-κB, NF-IL-6와 octamer factor가 결합할 수 있는 유전

자를 포함한다
33,34. 그러므로 NF-κB가 IL-8 유전자의 전사

에 핵심적인 역할을 한다고 추정할 수 있다.

  본 연구에서는 레티노인산을 HaCaT세포에 투여하였을 

때 시간에 따른 차이는 있었지만 IL-1과 IL-8의 증가를 확

인 할 수 있었다. 또한 레티노인산에 의해 IL-8이 증가되는 

기전이 NF-κB의 경로에 의할 것이라는 가설 하에 EMSA

로 레티노인산 투여 후 농도와 시간에 따라 NF-κB 발현

이 증가됨을 확인하였으며, NF-κB에 대한 억제제를 투여

한 후 레티노인산을 처리하면 IL-8의 발현이 의미있게 감

소되는 것을 알 수 있었다. 또한 레티노인산 처리 후 세포

질 내에 인산화된 IκB의 양이 증가되는 것을 확인하였다. 

하지만 레티노인산에 의해서 IL-8이 증가하는 것은 증명되

어 있으나 IL-8 유전자의 조절부위에 전형적인 레티노인산

의 반응 단위가 존재하지 않으므로 레티노인산이 어떻게 

IL-8의 발현을 증가시키는지에 대해서는 밝혀져 있지 않으

며 다만 NF-κB와 연관된다고 추정되어 왔다13,33. 저자들

은 이에 레티노인산 투여 후 초기에만 증가하는 IL-1 같은 

일차 사이토카인이 중간 자극제 역할을 하여 IL-1이 IL-1

수용체에 결합 후 IKK를 활성화 시켜 NF-κB가 핵 내로 

진입하여 IL-8의 프로모터에 결합함으로써 IL-8 유전자 발

현을 조절할 수 있다는 가설을 세우고 IL-1수용체에 대한 

길항제를 투여하여 IL-1에 의한 NF-κB의 활성화를 억제

했을 때 IL-8의 발현이 증가되는지를 확인하였다. 결과에

서 보듯이 IL-1ra 처리 후에 레티노인산을 투여하였을 때 

발현되는 IL-8 mRNA의 양은 큰 차이가 없어 IL-1이 IL-8

유전자 발현에 영향을 미쳤다고 볼 수는 없었다. 결론적으

로 레티노인산을 각질형성세포에 처리 후 NF-κB 작동에 

의해 IL-8 유전자 발현이 증가된 것은 레티노인산이 IKK

에 의한 IκB의 해리를 증가시켜 NF-κB의 핵 내 진입을 

용이하게 함으로써 IL-8 유전자 발현에 영향을 미쳤을 것

이라고 생각된다(Fig. 7). 하지만 레티노인산이 어떤 경로

를 통해 IKK를 활성화 시키는지에 대해서는 계속적인 연

구가 진행되어야 할 것이다.

결    론

  레티노인산을 각질형성세포에 투여하였을 때 증가하는 

대표적 사이토카인인 IL-8의 유전자 발현에 레티노인산이 

어떤 경로로 작용하는지를 알아보고자 본 연구를 시행하

였으며, 다음과 같은 결론을 얻었다. 첫째, 레티노인산을 

각질형성세포에 투여하였을 때 IL-1과 IL-8 mRNA의 발현

이 증가하였다. 둘째, 레티노인산을 각질형성세포에 투여

하면 각질형성세포 내의 IκB의 인산화가 증대되었고 NF-
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κB가 활성화 되었다. 셋째, 레티노인산에 의한 IL-8 유전

자의 발현에 IL-1은 중간자극제로서 관여하지 않았다. 결

론적으로 레티노인산에 의한 각질형성세포의 IL-8 유전자 

발현의 증가는 NF-κB를 통해서 이루어짐을 알 수 있었다. 

그리고 NF-κB의 활성은 IL-1에 의한 영향과는 관련이 없

음을 확인하였으며 레티노인산에 의해 IKK가 활성화되면 

이로 인해 IκB의 인산화와 해리가 촉진되어 NF-κB 활성

이 증가 되었을 것으로 추정하였다.
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