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국문요약

췌장 선세포에서 Cerulein에 의한 Cytokine 발현의 신호전달 체계

친염증성 cytokine이 췌장염의 발생 및 임상경과에 관련되어 있지만 초기 단

계의 조절기전에 대해서는 체계적인 연구가 아직까지 미미한 실정이다. 따라서 

본 연구에서는 AR42J 세포주에 cerulein을 처리한 췌장염 세포모델에서 친염증

성 cytokine인 IL-6, IL-1β, TNF-α의 발현이 ras, MAP kinase, NF-κB, AP-1 

등에 의해 영향을 받고, 또한 ras와 MAP kinase가 NF-κB와 AP-1의 상위조절

자임을 규명하고자 하였다. Ras, NF-κB, AP-1을 억제하기 위해 AR42J 세포에 

Ras N-17, IκB mutant, TAM67을 transfection하였고, 대조군으로 야생종 세포

와 pcDNA를 transfection한 세포를 이용하여 비교 분석하였다. 그리고 MAP 

kinase의 역할은 cerulein에 의한 ERK, JNK, p38 MAPK 활성과 ERK와 p38 

MAPK에 대한 약리학적 억제제를 전처치한 후 NF-κB와 AP-1 활성 그리고 

cytokine 발현을 측정하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. AR42J 세포에 cerulein (10
-8
M)을 처치하였을 경우 cytokine (IL-6, IL-1β, 

TNF-α) mRNA는 cerulein 노출 1∼2시간 후에 발현되어 4시간까지 지속되었

고, cytokine 단백질은 노출시간에 비례하여 발현이 증가하였다.

2. Ras N-17, IκB mutant, TAM67을 transfection하여 ras, NF-κB, AP-1을 

억제하였을 때 cerulein에 의한 cytokine mRNA와 단백질 발현은 야생종 세포

나 pcDNA를 transfection한 세포와 비교하여 현저하게 억제되었다. 

3. Cerulein에 의한 NF-κB의 활성은 노출 30분내에 활성화되었고, 이후 감소

하다가 4∼6시간 후에 다시 활성화되는 시간에 따른 2단계 활성을 보였고, Ras 

N-17, TAM67을 각각 transfection한 세포에서는 대조군 세포와 비교하여 
cerulein에 의한 NF-κB 활성이 모두 억제되어 NF-κB 활성이 ras와 AP-1의 활

성에 영향을 받았다. 

4. Cerulein에 의한 AP-1의 활성은 노출 30분에 활성화되어 6시간동안 지속

되었는데, Ras N-17를 transfection한 세포에서는 대조군 세포에 비해 cerulein

에 의한 AP-1의 활성이 현저히 억제되었으나, IκB mutant를 transfection한 세

포에서는 억제되지 않아 AP-1의 활성이 ras의 활성에는 영향을 받았으나 NF-κ
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B 활성과는 무관하였다. 

5. Cerulein 처치 후 3가지 형태의 MAP kinases (ERK, JNK, p38 MAPK)가 

모두 조기에 활성화되었다.

6. U0126 또는 PD98059를 전처치하여 ERK를 억제하였을 때 cerulein에 의한 

NF-κB와 AP-1활성 및 IL-6, IL-1β, TNF-α mRNA 발현은 전처치하지 않은 

세포와 비교시 감소하였으나, SB203580를 전처치하여 p38 MAPK를 억제시에는 

전사인자 활성 및 cytokine 발현이 감소하지 않았다.

이상의 결과로 AR42J 세포에서 cerulein에 의한 cytokine IL-6, IL-1β, TNF-

α의 발현은 ras, MAPK, NF-κB, AP-1 등에 의해 조절됨을 알 수 있었다. 그리

고 ras가 NF-κB와 AP-1경로의 상위 조절자이고, 또한 전사인자인 NF-κB와 

AP-1는 MAP kinase 특히 ERK의 하위매개체일 것으로 추정된다. 또한 NF-κB

의 활성에서 AP-1의 활성이 필요한 요소임을 규명하였다. 따라서 췌장 선세포

에서 염증반응에 관여하는 cytokine 유전자 발현의 신호전달체계를 차단하는 치

료가 개발된다면 췌장염의 경과를 완화시키는데 도움이 될 것으로 생각된다.

핵심되는 말 ; AR42J 세포, Cytokine, MAPK, NF-κB, AP-1
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췌장 선세포에서 Cerulein에 의한 Cytokine 발현의 신호전달체계

<지도 정  재  복  교수>

연세대학교 대학원 의과학과

서    정    훈

I. 서  론

췌장염의 발생기전은 병리생태학적 이해의 진전에도 불구하고 아직까지 명확

하게 규명되지 않고 있다. 현재까지 췌장염의 기전에 관한 연구는 해부학적 특

성상 인체에서 조직을 얻기가 쉽지 않아서 대부분 동물실험에 의존하고 있다. 동

물에서 실험적 췌장염을 유발시키는 방법으로는 stress, cerulein주입, choline 결핍

성 ethionine 강화식이, taurocholate 주입 등 다양한 방법이 있다.
1,2
 이중 광범위

하게 이용되는 실험적 모델은 급성 부종성 췌장염을 빠르고 반복적으로 유도할 

수 있는 cholecystokinin (CCK) analog인 cerulein을 고용량으로 투여하는 것이

다.
3
 이러한 실험적 췌장염으로 유도되는 반응은 췌장의 부종, 세포질의 공포형

성, 선세포의 괴사, 부종형성, 췌장내로의 염증세포침윤 등 인체의 췌장염과 유

사한 반응을 보이므로 췌장염의 병인 규명을 위한 연구로 널리 이용되고 있다. 

췌장 선세포에서 cerulein의 작용기전은 아직 명확하게 밝혀지지는 않았지만 고

용량의 cerulein 투여시 lipid peroxide (LPO)와 H2O2와 같은 활성산소(reactive 

oxygen species, ROS)가 증가되어 췌장염을 유발하는 것으로 추정된다.
4
 

활성산소는 췌장염의 발병에 중요한 역할을 하고,
2,5
 이러한 활성산소는 췌장

염의 초기 단계에서 발생한다고 알려져 있다.
6
 실험적 췌장염에서 활성산소에 

대한 항산화제를 투여한 경우 cerulein 유도성 췌장염에서 췌장조직의 부종 감

소와 혈청 amylase 증가가 완화되었다.
7
 한편 인체의 급성 췌장염에서도 담즙 

및 췌장조직에서 지질과산화물의 증가와 혈중 항산화비타민의 감소를 보였다.
8,9
 

따라서 활성산소는 다양한 염증반응을 유도하는 시발점이 되고, 췌장염을 지속

시키고 췌장외 합병증을 유발하는데 중추적 역할을 하는 것으로 생각된다.
10
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췌장염의 발생 및 진행에서 interleukin-1 (IL-1), IL-6, IL-8, tumor necrosis 

factor-α (TNF-α)와 같은 친염증성 cytokine, chemokines, 부착분자, inducible 

nitric oxide synthase (iNOS) 등의 발현이 중요한 역할을 하고,
11,12
 cytokine의 

활성 정도는 질병의 중중도나 이환율과 상관관계가 있는 것으로 알려져 있다.
13
 

이러한 분자의 발현은 인체 및 실험적 췌장염에서 증가되어 있고,
14-18
 약리학적 

억제제나 항길항제
19
, 중화항체

18,20
 및 유전자적 접근

17
을 통해 췌장염에서의 역

할이 증명되었다. 이와같이 cytokine이 췌장염의 발생 및 임상경과에 중요한 역

할을 하지만, 초기단계에서의 조절기전에 대해서는 아직 분명치 않다.

활성산소는 전사인자를 활성화시키고, 직접 또는 간접적으로 다른 신호체계에 

영향을 주어 여러 반응을 조절한다. 활성산소에 의한 cytokine과 같은 염증분자

의 발현에서 주된 세포조절기전으로는 전사인자인 nuclear factor-κB (NF-κB)
21

와 activator protein-1 (AP-1)
22
이 알려져 있다. Cytokine 유전자의 promotor에

는 NF-κB와 AP-1에 대한 결합장소가 포함되어 있어 조절을 받는다.
23
 한편 이

러한 전사인자는 염증유발 유전자의 활성 뿐 아니라 세포사멸과 증식에도 관여

하며,
24,25
 세포의 종류에 따라 산화환원 상태가 활성에 밀접하게 관련된다.

26

NF-κB는 세포의 성장과 분화, 염증반응, 면역반응에 중요한 유전자들의 발현

을 조절하는 전사인자이고,
27
 Rel homology domain을 공유하는 단백질군으로 

DNA에 homodimer 또는 heterodimer로 결합한다.
21
 NF-κB의 Rel family 

member에는 p50 (NF-κB1), p52 (NF-κB2), Rel A (p65), c-Rel, Rel B, 그리고 

Drosophila morphogen dorsal gene product가 있다.
28
 NF-κB에 의해서 유도되

는 유전자는 대부분의 경우 세포 스트레스에 반응하는 조기반응유전자로 

cytokine, 성장인자, 부착분자, acute phase 단백 등의 유전자를 활성화시킨다.
29
 

대부분의 전사인자와는 다르게 NF-κB는 비자극상태에서 세포질내에서 

inhibitory subunit인 IκB family (IκBα, IκBβ, Bcl-3 등)와 결합체를 이루고 있다.
27
 

세포가 바이러스, 세균, mitogen, 활성산소, 친염증성 cytokine 등의 유도체에 의

해 자극을 받았을 경우 IκB가 인산화과정을 통해 분리되고, NF-κB dimer가 핵

내로 이동하여 목표유전자의 조절부위에서 κB motif를 포함하는 DNA 인지장소

에 결합함으로써 유전자를 활성화시킨다.
30
 이러한 DNA 결합의 선택성은 부분적

으로는 p65, p50, c-Rel과 같은 NF-κB의 여러 subunit에 의해 조절되고,
28
 활성

화되는 NF-κB/Rel dimer의 형태나 활성정도가 염증반응의 정도나 특성을 결정

하게 된다.
31
 췌장에서도 NF-κB의 활성이 염증, 세포손상, 세포괴사에 관련된 유

전자표현을 조절하는데 있어 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다.
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AP-1은 Jun와 Fos family의 complex로 구성되어 있다.
32
 Jun family 단백질

에는 c-Jun, Jun-B, Jun-D 등이 있고, Fos family에는 c-Fos, Fos-B, Fra-1, 

Fra-2 등의 구성원이 있어 Jun/Jun homodimer, 또는 Jun/Fos heterodimer를 

형성한다. AP-1은 정상적으로 핵내에 존재하다가 성장인자나 cytokine 등과 같

은 세포외 자극에 의해 활성화되면 DNA내의 phorbol ester 또는 cAMP 

responsive site에 결합하여 유전자 발현을 유도한다.
33
 AP-1은 세포의 손상, 증

식, 재생, 분화에 중요한 유전자 발현을 조절하고, cytokine 발현에도 관여한다.
22
 

세포형태에 따라 산화조건이나 항산화 조건 모두에서 유도될 수 있는 산화환원 

민감 전사인자로 알려져 있고,
34
 또한 다양한 자극에 의한 MAP kinase의 활성

이 c-Fos와 c-Jun을 인산화시켜 AP-1의 활성을 증가시킬 수 있다.
32
 최근 인체

의 위상피세포인 MKN45나 Kato III세포에서 IL-8 유전자의 발현에 AP-1이 관

련되어 있고,
35,36
 AGS 세포에서도 Helicobacter pylori에 의해 유도된 염증반응에

서 AP-1이 IL-8의 발현에 영향을 주는 것으로 알려져 있지만,
37
 췌장염에서의 연

구는 미미한 실정이다.

Mitogen-activated protein kinase (MAP kinase)는 serine/threonine-specific, 

proline-directed protein kinase로서 주요 기능은 외부자극을 특정 전사인자에 

전달하여 유전자 발현을 조절하는데 관여한다. 이러한 MAP kinase에는 

extracelluar signal regulated kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinase (JNK), 

p38 MAPK 등의 3가지 아형이 있다. ERK는 주로 mitogen에 의해 자극이 되는 

반면, JNK와 p38 MAPK는 열, 자외선, 방사선, 염증성 cytokine 등 세포 스트

레스에 의해 활성화된다.
38
 한편 활성산소가 MAP kinase를 활성화시키고, 항산

화제가 MAP kinase 활성을 억제한다는 사실은 활성산소가 MAP kinase를 통한 

신호전달 체계를 유도할 수 있음을 시사한다.
38,39
 AP-1 활성은 다양한 자극에 반

응하여 MAP kinase에 의해 조절되고,
40
 NF-κB 활성은 JNK와 p38 MAPK의 상

위 kinase인 MEKK1에 의해 조절된다.
41,42

췌장염에서 cytokine이 질병의 발생 및 임상 경과와 관련되어 있지만, 초기 

단계에서 조절기전에 대해서는 단편적인 보고가 있을 뿐 체계적인 연구는 아직

까지 미미한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 AR42J 세포주에 cerulein을 처리

한 췌장염 세포모델에 의한 친염증성 cytokine IL-6, IL-1β, TNF-α의 발현이 

ras, MAP kinase, NF-κB, AP-1 등에 의해 영향을 받고, 또한 ras와 MAP 

kinase가 NF-κB와 AP-1의 상위조절자임을 규명하여 췌장염 발생에서의 신호

전달체계를 알아보고자 하였다. 이를 위하여 흰쥐 췌장 선세포의 유도체인 
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AR42J 세포주에서 cerulein (10
-8
M)에 의한 췌장염 세포모델을 확립하여 ① 친

염증성 cytokine인 IL-6, IL-1β, TNF-α의 발현 및 MAP kinase, NF-κB, AP-1

의 활성을 관찰하고, ② AR42J 세포에 Ras N-17, IκB mutant, TAM67을 

transfection하여 ras, NF-κB, AP-1의 경로를 억제하였을 때 cerulein에 의한 

NF-κB, AP-1활성 및 cytokine 발현 변화를 측정하였으며, ③ cerulein 처치 후 

MAP kinase (ERK, JNK, p38 MAPK)의 활성과 MAP kinase의 약리학적 억제

제를 전처치한 후 전사인자인 NF-κB와 AP-1 활성 및 cytokine 발현의 변화를 

확인하였다.
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II. 재료 및 방법

1. 세포주 및 세포 배양

실험 세포주는 azaserine에 의하여 유도된 백쥐 선세포 종인 AR42J 세포주를 

ATCC에서 구입하여 사용하였다. 배양액으로는 10% FBS가 함유된 DMEM을 

이용하였고, cell viability는 trypan blue exclusion test로 확인하였다.

2. 실험 초안

AR42J 세포는 12-well culture plate에 DMEM 배양액에서 10
6
/ml의 밀도로 

배양하였다. 배양시간에 따른 cytokine의 발현은 cerulein (10
-8
M)을 처리한 후 

시간별로 IL-6, IL-1β, TNF-α mRNA와 단백질 발현을 측정하여 확인하였다. 

Cytokine mRNA는 배양시와 cerulein 처치 후 각각 1, 2, 3, 4시간동안 배양한 

후 핵에서 RNA를 추출하여 RT-PCR을 시행하였다. Cytokine 단백질은 배양시

와 cerulein 처치 후 6, 12, 18, 24시간동안 배양하여 배양액에서 enzyme-linked 

immunosorvent assay (ELISA)로 측정하였다. 한편 배양시간에 따른 NF-κB와 

AP-1 활성 변화는 배양시와 cerulein (10
-8 
M) 처치 후 30분, 1시간, 2시간, 4시

간, 6시간 후에 electrophoretic mobility assay (EMSA)로 측정하였다. NF-κB와 

AP-1 활성의 특이도를 확인하기 위해 cold competition 실험을 하였고, 구성 성

분을 분석하기 위해 supershift 실험을 하였다. Ras, NF-κB, AP-1이 cerulein에 

의한 전사인자 활성과 cytokine 발현에 미치는 영향을 분석하기 위하여 AR42J 

세포주에 Ras N-17 (a specific H-Ras dominant negative gene), IκB mutant, 

TAM67 (a specific c-Jun dominant negative gene)를 transfection하였고, 

control vector로는 pcDNA를 transfection하였다. 각각의 세포는 transfection후 

15시간동안 배양하였고, 배양액을 교환하여 6시간을 추가 배양하였다. Cytokine 

mRNA과 단백질은 cerulein을 처치한 후 각각 2시간과 18시간, NF-κB과 AP-1 

활성은 cerulein 처치 30분 후에 측정하였다. Cerulein (10
-8
M)에 의한 MAP 

kinase의 시간에 따른 활성은 배양시와 cerulein (10
-8
M)을 처치한 후 5분, 10분, 

15분, 20분, 30분에 western blot으로 확인하였다. 그리고 MAP kinase의 화학적 

억제제를 cerulein 노출 1시간 전에 전처치한 후 cerulein에 의한 NF-κB 와 

AP-1 활성을 EMSA로 확인하였고, cytokine mRNA는 RT-PCR로 측정하였다. 
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3. Cytokine 발현 

가. Cytokine mRNA 

AR42J 세포에서 cytokine mRNA 발현은 RT-PCR을 이용하여 측정하였는데, 

internal control로서 housekeeping gene GAPDH을 이용하여 표준화하였다. 총 

RNA는 guanidine thiocyanate extraction method에 의하여 췌장 선세포로부터 

추출하였다.
43
 Random hexamer primer 50 pg, each deoxynucleotide 

triphosphate (dNTP) 500 μM, RNAse inhibitor 25 U, Moloney Murine Leukemia 

Virus reverse transcriptase 200 U를 25 μl로 맞추어 priming하여 (37℃, 1시간) 

총 RNA 2 μg에서 cDNA를 합성하였다. RNA 160 ng과 동량의 cDNA를 각 

cytokine (IL-6, IL-1β, TNF-α)에 맞는 primer를 이용하여 PCR을 시행하였다. 

PCR은 10 mM Tris-HCl (pH 8.3), 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 0.1 mM dNTP, 

0.6 U Tag polymerase를 최종부피 20 μl로 하여 시행하였다. 총 RNA는 DNA로 

역전사되고 cytokine과 GAPDH에 대한 rat-specific primer를 이용하여 PCR을 

시행하였다. IL-1β primer에 대한 sequence는 5'-TCC TAG GAA ACA GCA 

ATG GTC G-3'(forward primer)와 5'-TTC ATC CCA TAC ACA CGG 

ACA AC-3'(reverse primer)였다. IL-6 primer의 sequence는 5'-CTG GTC TTC 

TGG AGT TCC GTT TC-3'(forward primer)와 5'-CAT AGC ACA CTA 

GGT TTG CCG AG-3'(reverse primer)였다. TNF-α의 sequence는 5'-CTC 

AAA GAC AAC CAA CTG GTG GTA C-3'(forward primer)와 5'-ACA 

GAG CAA TGA CTC CAA AGT AGA CC-3'(reverse primer)였다. GAPDH 

sequence는 5'-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3'(forward primer)와 

5'-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3'(reverse primer)였다. PCR은 95℃

에서 30초간 denaturation, 60℃에서 30초간 annealing, 72℃에서 30초간 

extension하여 32 cycle반복하였다. PCR products는 0.5 μg/ml ethidium bromide

를 함유하는 1.5% agarose gel에서 분리되어 UV transillumination에서 확인되

었다.

나. Cytokine 단백질

배양액내 측정한 IL-6, IL-1β, TNF-α 단백질은 정해진 시간에서 ELISA kit 

(R&D System, Minneapolis, Minnesota)를 이용하였다. 각각의 well에 시료를 
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주입하고 2시간동안 배양하였다. Kit의 세척액으로 4회 실행하고 biotin-conjugate

로 실온에서 1시간동안 반응시켰다. 세척액으로 4회 실행하고 streptavidin-HRP 

시약으로 30분간 반응시킨 후 chromogen 시약으로 빛 차단 하에 실온에서 30

분간 발색시켰다. Kit의 정지용액을 가한 후 405nm에서 ELISA reader를 사용

하여 정량하였다.

4. NF-κB 및 AP-1 활성

가. 세포핵 추출액 

배양이 끝난 세포(1×10
6
cell/ml)는 ice-cold PBS로 2회 세척하고 100 μl의 고

염액(high salt buffer)에 재분산시켰다. 고염액은 20 mM HEPES, pH 7.6, 200

mM NaCl, 0.5mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0.1mM EGTA, 10% 

glycerol, 1% Nonidet P-40, 0.5mM dithiothreitol (DDT), 10 μg/ml leupeptin, 1

mM phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) 및 0.001% aprotinin으로 구성하였다. 

얼음 위에서 15분간 방치한 후 cell lysate는 원심분리하고 상층액은 -70℃에 보

관하여 단백질 정량 및 NF-κB, AP-1 활성 측정에 사용하였다.

나. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)는 Dignam 등
44
에 의해 보고된 

방법을 이용하였다. NF-κB gel shift oligonucleotide(5'-AGT TGA GGG GAC 

TTT CCC AGGC-3')과 AP-1 gel shift oligonucleotide(5'-CGC TTG ATG 

AGT CAG CCG GAA-3') (Promega Corp, Madison, Wisconsin, USA)를 T4 

polynucleotide kinase (Gibco-BRL)를 이용한 [
32
P]dATP (Amersham)에 반응시

켰다. End-labelled probe은 Bio-Rad purification column (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, Califonia, USA)를 이용하여 unincorporated [
32
P]dATP

로부터 정제되었고 Tis EDTA buffer (TE)에서 회복되었다. 세포핵 추출물(10 μ

g)은 12% glycerol, pH 7.912 mM HEPES, pH 7.94 mM Tris HCl, 1mM 

EDTA, 1 mM DTT, 25 mM KCl, 5 mM MgCL2, 0.04 μg/ml poly[d(I-C)] 

(Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indiana, USA), 0.4 mM PMSF, TE 등이 

함유된 buffer에서 preincubation되었다. Labelled probe가 첨가되고 추출물

(sample)은 10분 동안 얼음에서 incubation되었다. 추출물은 nondenaturing 5% 
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acrylamide gel에서 0.5 × Tris borate EDTA buffer를 이용하여 electrophoretic 

seperation을 하였다. Gel은 80℃에서 1시간동안 건조한 후 Kodak X-ray film에 

하룻밤(overnight) 노출시켰다. NF-κB와 AP-1 활성(binding activity)의 특이도

를 확인하기 위해 cold(unlabelled) AP-1 oligonucleotide, cold mutant type 

NF-κB oligonucleotide, cold wild type NF-κB oligonucleotide를 100배 첨가하

여 cold competition 실험을 시행하였다. Supershift 실험은 
32
P-labeled 

oligonucleotide probe와 배양하기 전에 NF-κB subunit(p65 항체와 p50 항체)과 

AP-1 subunit(Jun과 Fos 항체)에 대한 rabbit polyclonal antibodies와 4℃에서 

1시간동안 먼저 배양하였다.

5. MAP kinase 활성

세포는 0.5% Triton X-100과 protease inhibitor mixture (Boehringer 

Mannheim, Indianapolis, Indiana, USA)를 함유하는 Tris HCL (pH 7.4) buffer

에서 균질화시켰다. 각각의 sample에서 14,000 g soluble supernatant의 단백질 

농도는 Bradford 방법
45
으로 측정되었다. 100 μg의 세포단백질은 lane에 loading

되어 환원 조건에서 8% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)에 의

해 분리하여(10mA, 3.5시간) nitrocellulose로 transfer하였다(10 V, 2시간). MAP 

kinase 활성을 알아보기 위하여 세포추출액으로부터 phospho-ERK, 

phospho-JNK, phospho-p38 MAPK에 대한 각각의 항체를 이용하여 western 

blotting을 수행하였다. 이차항체로 goat radish peroxidase가 붙은 

immunoglobulin G를 사용하고, 발광반응 측정은 enhanced chemilluminescence 

kit을 사용하였으며, X-ray 필름에 노출시켜 단백을 확인하였다.

6. 신호전달 억제방법

Mutant transfection을 이용하여 ras, NF-κB, AP-1을 억제한 세포와 MAP 

kinase의 약리학적 억제제를 전처치하여 MAP kinase를 억제한 세포에서 

cerulein (10
-8
M)을 투여한 후 NF-κB와 AP-1 활성 및 cytokine 발현을 측정하

여 비교하였다. ERK의 활성을 억제하기 위해서 MEK1/2의 특이적인 억제제인 

U0126 10 μM 또는 MEK1의 특이적인 억제제인 PD98059 30 μM을 전처치하였

고, p38 MAPK를 억제하기 위하여 pyridinyl imidazoles인 SB203580 10 μM을 전

처치하였다 (Calbiochem
Ⓡ
 Biochemicals). 또한 ras, NF-κB, AP-1을 억제하기 
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위하여 AR42J 세포주에 Ras N-17, IκB mutant, TAM67을 18시간동안 

transfection하였다. Transfection에 사용된 매개물로는 DOTAP liposomal 

transfection reagent; N-[1-(2, 3-dioleoyloxy)propyl]-N, N, N-trimethylammonium 

methylsulfate를 사용하였다.
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III. 결  과

1. Cerulein에 의한 cytokine mRNA와 단백질 발현

Cerulein (10
-8
M)을 처치한 AR42J 세포에서 RNA을 분리하여 cerulein 노출시

간에 따른 IL-6, IL-1β, TNF-α mRNA 발현을 확인하였다. IL-6 mRNA는 1시

간 후 그리고 IL-1β와 TNF-α mRNA는 2시간 후에 발현되기 시작하였고, 모두 

4시간까지 지속적으로 발현되었다(Fig. 1A). 한편 cerulein (10
-8
M)을 처치한 

AR42J 세포의 배양액에서 측정한 cytokine 단백질(pg/ml)은 cerulein 노출 전과 

노출 후 6시간 간격으로 24시간동안 측정하였다. Cerulein 노출 0, 6, 12, 18, 24시

간 후의 cytokine 단백질 발현 정도는 각각 IL-6 0, 21.3, 28.9, 38.2, 39.6, IL-1β 0, 

30.1, 44.6, 65, 69.2, TNF-α 0, 24.1, 44.2, 57.5, 60.7 pg/ml로 노출시간에 비례하여 

단백질 발현이 증가하였다(Fig. 1B).

2. Ras, NF-κB, AP-1의 억제가 cerulein에 의한 cytokine mRNA 및 단

백질 발현에 미치는 영향

Ras, NF-κB, AP-1이 cytokine의 발현에 미치는 영향을 알아보기 위해 

AR42J 세포에 Ras N-17, IκB mutant, TAM67를 각각 transfection하였다. 그리

고 control vector로 pcDNA를 transfection한 세포를 이용하였다. 각각의 세포는 

transfection 15시간 후에 새로운 배지로 교환하였고, 6시간이 경과한 후 

cerulein (10
-8
M)을 처치하였다. 배양액에 cerulein을 처치한 후 mRNA과 단백질 

분석을 위해 각각 2시간과 18시간동안 배양하였다. Cerulein 처치 2시간 후 

IL-6, IL-1β, TNF-α mRNA의 발현은 Ras N-17, IκB mutant, TAM67를 각각 

transfection한 세포에서 모두 부분적으로 감소하였다(Fig. 2). Cytokine 단백질

(pg/ml)은 cerulein을 18시간동안 처치한 후 배양액에서 ELISA를 이용하여 측

정하였다. IL-6 단백질은 야생종 세포와 pcDNA transfection 세포에서 cerulein

을 처치 전 각각 0.78, 2.15에서 처치 후 23.2, 24.73 pg/ml로 현저히 증가하였으

나, Ras N-17, IκB mutant, TAM67을 transfection한 세포에서는 cerulein 처치 

전 각각 2.38, 2.25, 2.29에서 처치 후 7.04, 5.11, 7.62 pg/ml로 cerulein에 의한 

단백질 발현증가가 대조군에 비해 현저히 억제되었다. IL-1β 단백질은 야생종 

세포와 pcDNA transfection 세포에서 cerulein 처치 전 각각 23.4, 34.2에서 처

치 후 88.6, 78.7 pg/ml로 현저히 증가하였으나, Ras N-17, IκB mutant, TAM67
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을 transfection한 세포에서는 처치 전 각각 31.5, 26.4, 33.5에서 47.2, 48.7, 39.3 

pg/ml로 cerulein에 의한 단백질 발현 증가가 억제되었다. 한편 TNF-α 단백질

은 야생종 세포와 pcDNA transfection 세포에서 cerulein 처치 전 각각 28, 30.4

에서 처치 후 43.5, 49.8 pg/ml로 증가하였고, Ras N-17, IκB mutant, TAM67을 

transfection한 세포에서는 처치 전 각각 27.8, 26.2, 25.3에서 처치 후 39.6, 34.8, 

36.5 pg/ml로 cerulein에 의한 단백질 발현증가가 IL-6나 IL-1β에 비해 부분적

으로 억제되었다(Fig. 3). 이러한 결과는 AR42J 세포에서 cerulein에 의한 친염

증성 cytokine인 IL-6, IL-1β, TNF-α의 발현증가가 ras와 전사인자인 NF-κB와 

AP-1의 활성과 밀접한 관계가 있음을 암시한다. 

3. Cerulein에 의한 NF-κB 및 AP-1 활성

AR42J 세포에서 cerulein에 의한 NF-κB와 AP-1 활성의 시간에 따른 변화를 

관찰하기 위해 cerulein (10
-8
M)을 6시간동안 처치하였다. Cerulein에 의한 NF-

κB 활성은 30분내에 강하게 활성화되었고, 이후 감소하다가 4-6시간후에 다시 

활성화되는 시간에 따른 2단계 활성(biphasic or two-phase time course)를 보

였다(Fig. 4). NF-κB 활성의 특이도를 확인하기 위해 cold(unlabelled) AP-1 

oligonucleotide, cold mutant type NF-κB oligonucleotide, cold wild-type NF-κ

B oligonucleotide를 첨가하여 cold competition 실험을 시행하였는데, cold 

wild-type NF-κB oligonucleotide만이 NF-κB DNA binding probe와 경쟁을 하

였다(Fig. 5A). 한편 NF-κB complex의 구성을 분석하기 위해 p65(Rel A)와 

p50에 대한 항체를 이용하여 supershift 실험을 시행하였는데, p65 항체와 p50 

항체 모두에서 clear supershift를 보였기 때문에 NF-κB complexes에는 p65와 

p50이 존재함을 알 수 있었다(Fig. 5B). AP-1은 cerulein 처치 30분 후 활성화

되어 6시간 후까지 지속되었다(Fig. 6). AP-1 활성의 특이도는 cold AP-1 

oligonucleotide가 AP-1 DNA binding probe와 경쟁함으로써 확인하였고(Fig. 

7A), AP-1에 대한 supershift 실험에서는 Jun과 Fos 단백질에 대한 항체 모두

에서 AP-1의 specific band의 강도가 감소하였다(Fig. 7B).

4. Ras, NF-κB, AP-1의 억제가 cerulein에 의한 NF-κB 및 AP-1 활성에 

미치는 영향

Ras와 AP-1의 활성이 NF-κB의 활성에 미치는 영향과 ras와 NF-κB가 AP-1
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의 활성에 미치는 영향을 분석하기 위해 AR42J 세포에 Ras N-17, IκB mutant, 

TAM67을 각각 transfection하였고, control vector로 pcDNA를 transfection한 

세포를 이용하였다. 각각의 세포는 transfection 15시간 후 새로운 배지로 교환

하였고, 6시간이 경과한 후 cerulein (10
-8
M)을 처치하였다. NF-κB 및 AP-1 활

성을 분석하기 위해 배양액에 cerulein을 처치한 후 30분동안 배양한 후 세포의 

핵추출물을 이용하여 측정하였다. NF-κB의 활성은 야생종 세포와 pcDNA를 

transfection한 세포에서 cerulein 처치 후 현저히 증가하였으나, Ras N-17와 

TAM67을 각각 transfection한 세포에서는 cerulein에 의한 NF-κB 활성이 모두 

억제되었다(Fig. 8A). 한편 cerulein에 의한 AP-1의 활성은 Ras N-17을 

transfection한 세포에서 야생종 세포와 pcDNA를 transfection한 세포에 비해 

현저히 억제되었으나, IκB mutant를 transfection한 세포에서는 억제되지 않았다

(Fig. 8B). 이러한 결과는 cerulein에 의한 cytokine 발현에서 NF-κB 및 AP-1이 

ras의 하위매개체임을 암시하며, 또한 AP-1의 활성증가가 NF-κB의 활성에 필

요한 조건임을 시사한다. 

5. Cerulein에 의한 MAP Kinase 활성

AR42J 세포에서 cerulein에 의한 MAP kinase의 시간에 따른 활성을 알아보

기 위하여 cerulein을 30분동안 처치한 후 phosphospecific MAP kinase 항체

(p-ERK, p-JNK, p-p38 MAPK)를 이용하여 western blotting으로 측정하였다. 

Cerulein(10
-8
M)을 처치 후 인산화된 형태의 ERK(분자량: 46-50 KD), JNK(분

자량: 46-55 KD), p38 MAPK(분자량: 42 KD)는 모두 5∼10분 후에 최대로 활성

화되다가 이후에 감소되었다(Fig. 9). 따라서 cerulein에 의한 cytokine 발현에서 

3종류의 MAP kinase가 모두 조기에 활성화됨을 알 수 있었다. 

6. MAP Kinase의 약리학적 억제제가 cerulein에 의한 NF-κB 및 AP-1 

활성, cytokine 발현에 미치는 영향

MAP kinase가 NF-κB 및 AP-1 활성, 그리고 cytokine 발현의 상위조절자임

을 확인하기 위해 MEK 또는 p38 MAPK의 약리학적 억제제를 이용하였다. 

ERK를 억제하기 위해 U0126 10 μM 또는 PD98059 30 μM, p38 MAPK의 억제는 

SB203580 10 μM을 1시간 전에 전처치한 후 cerulein (10
-8
M)을 투여하였다. 

NF-κB와 AP-1 활성은 cerulein 처치 30분 후에 핵추출물을 이용하여 EMSA로 
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측정하였고, cytokine mRNA 발현은 cerulein 처치 2시간 후에 핵에서 RNA를 

분리하여 RT-PCR로 확인하였다. NF-κB는 U0126 또는 PD98059를 전처치하였

을 때는 전처치하지 않은 세포에 비해 cerulein에 의한 활성이 억제되었으나, 

SB203580를 전처치한 경우는 활성이 저하되지 않았다(Fig. 10A). 또한 cerulein

에 의한 AP-1 활성증가도 NF-κB와 유사하게 U0126 또는 PD98059를 전처치하

였을 경우에만 억제되었다(Fig. 10B). 그리고 cytokine IL-6, IL-1β, TNF-α 

mRNA 발현은 U0126 또는 PD98059을 전처치시 cerulein에 의한 활성이 억제되

었으나 SB203580를 전처치한 경우에는 억제제를 투여하지 않은 경우와 차이가 

없었다(Fig. 10C). 이상의 결과는 cerulein에 의한 cytokine 발현에서 MAP 

kinase 특히 ERK가 NF-κB 및 AP-1활성, cytokine 발현에 중요한 조절자임을 

시사한다.
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Fig. 1. Time response of AR42J cells to cerulein for IL-6, IL-1β, TNF-α mRNA 

and protein expression. (A) Cytokine mRNA expression in AR42J cells treated 

with cerulein (10
-8
M) was assessed at an indicted time point, as determined 

by RT-PCR. The internal standard(GAPDH) was coamplified with each 

cytokines. mRNA expression of cytokines were evident at 1 to 2 hours. (B) 

Cytokine protein level(pg/ml) in the culture medium from AR42J cells treated 

with cerulein (10
-8
M) was determined at the indicated time point using ELISA. 

Cerulein caused a time-dependent increase of cytokine protein expression.
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Fig. 2. Effects of IκB mutant, Ras N-17, TAM67 transfection on IL-6, IL-1

β, TNF-α mRNA expression in the AR42J cells treated with cerulein. The 

AR42J cells were treated with cerulein (10
-8
M) in the presence of IκB 

mutant, Ras N-17, TAM67 transfection for 2 hours. Cytokine mRNA 

expression was determined by RT-PCR. The internal standard(GAPDH) was 

coamplified with each cytokine. Wild = non-transfected cells; pcDNA= control 

vector. The cerulein-induced cytokine mRNA expression was inhibited in 

transfected cells with IκB mutant, Ras N-17, TAM67 compared with 

wild-type cells or pcDNA cells.
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Fig. 3. Effects of IκB mutant, Ras N-17, TAM67 transfection on IL-6(A), 

IL-1β(B), TNF-α(C) protein production in the AR42J cells treated with 

cerulein. The AR42J cells were treated with cerulein (10
-8
M) in the presence 

of IκB mutant, Ras N-17, TAM67 transfection for 18 hours. The cytokine 

protein expression was determined by an ELISA. Wild = non-transfected 

cells; pcDNA= control vector. The cerulein-induced cytokine protein expression 

in the culture medium was inhibited in transfected cells with IκB mutant, Ras 

N-17, TAM67 compared with wild-type cells or pcDNA cells.
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Fig. 4. The time course of NF-κB activation in the AR42 cells treated with 

cerulein. The AR42J cells were treated with cerulein (10
-8
M) and cultured for 

6 hours. Nuclear extracts were prepared from AR42J cells and subjected to 

electrophoretic mobility shift assay (EMSA) for NF-κB DNA binding 

activity. NF-κB activation induced by cerulein displayed a biphasic time 

course. The NF-κB DNA binding activity increased within 30 min of 

cerulein treatment, and then decreased substantially by 1 h. A second wave of 

NF-κB activation was prominent at 4∼6 h after cerulein treatment.
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Fig. 5. Subunit composition of NF-κB complexes in AR42J cells at 30 

minutes after cerulein (10
-8
M) stimulation. (A) Cold competition experiments 

confirming the specificity of NF-κB binding by adding 100 ×molar excess of 

unlabelled(cold) AP-1 oligonucleotide or cold NF-κB mutated oligonucleotide, 

or cold wild-type NF-κB mutated oligonucleotide. Only wild-type, and not 

mutated, NF-κB oligonucleotide competed with the probe for the NF-κB 

DNA binding. (B) Supershift analysis using antibodies to p65 and p50 NF-κ

B proteins. Antibody against p65 or p50 produced a clear supershift 

indicating p65 and p50 proteins are present in the NF-κB complex.
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Fig. 6. The time course of AP-1 activation in the AR42J cells treated with 

cerulein. The AR42J cells were treated with cerulein (10
-8
M) and cultured for 

6 hours. The AP-1 DNA binding activity in nuclear extract was determined 

by EMSA. Cerulein induced AP-1 activation after 30 minutes, and it remained 

elevated at 6 h.
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Fig. 7. Subunit composition of AP-1 complexes in AR42J cells at 30 

minuites after cerulein (10
-8
M) stimulation. (A) Cold competition experiments 

confirming the specificity of AP-1 binding by adding 100 × molar excess of 

unlabelled(cold) AP-1 oligonucleotide or cold AP-1 mutated oligonucleotide, 

or cold wild-type NF-κB mutated oligonucleotide. Only wild-type, and not 

mutated, AP-1 oligonucleotide competed with the probe for the AP-1 

binding. (B) Supershift analysis using antibodies to c-Fos, c-Jun proteins. 

The addition of c-Fos or c-Jun antibody caused a significant decrease of the 

specific AP-1 band indicating the presence of c-Fos and c-Jun in AP-1 

complex.
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Fig. 8. Effects of IκB mutant, Ras N-17, TAM67 transfection on NF-κB and 

AP-1 activation in the AR42J cells caused by 30 minutes stimulation of cerulein 

(10
-8
M). NF-κB and AP-1 activations were determined by an EMSA. 

pcDNA cell was used for control vector. (A) Transfection of Ras N-17 or 

TAM67 reduced cerulein-induced NF-κB compared with wild-type cells or 

pcDNA cells. These data suggest that AP-1 activation may be required for 

activation of NF-κB. (B) Cerulein-induced AP-1 activation was reduced by 

transfection with Ras N-17 whereas the transfection of IκB mutant showed 

no change of AP-1 activation compared with wild-type cell or pcDNA cells.
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Fig. 9. Time response of AR42J cells to cerulein for MAP kinase activities. 

The cells were lysed at indicated time points after stimulation of cerulein 

(10
-8
M). The cells were lysed and 100 μg total cell extract were 

immunoprecipitated with phospho-specific antibodies for ERK, JNK or p38 

MAPK. In vitro kinase assays were performed and phosphorylated substrates 

were detected by western blot analysis using phospho-specific antibodies. The 

three subtypes of MAP kinases activities were elevated rapidly in AR42J cell 

treated with cerulein.
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Fig. 10. Effects of pharmacological inhibitors of MAP kinases on NF-κB 

and AP-1 activation and cytokine expression. The AR42J cells were treated 

with either the inhibitors or DMSO for 1 hour prior to stimulation with 

cerulein. The NF-κB(A) and AP-1(B) activations or cytokine expression(C) 

were measured in the presence of SB203580 (p38 MAPK inhibitor) 10 μg, 

U0126 (MEK1/2 inhibitor) 10μg, or PD98059 (MEK1>MEK2 inhibitor) 30 μg. 

Inhibiton of MEK, but not p38 MAPK, activity resulted in a significant 

reduction of cerulein-induced NF- κB and AP-1 activations, or cytokine 

expressions. These data suggest that NF-κB and/or AP-1 transcription factors 

are potential downstream mediator of MAP kinases, expecially ERK in the 

cerulein-induced cytokine expression in AR42J cells.
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NF-κB

A

Wild-none

Wild-cerulein

MEK1 & 2:U0126

MEK1:PD98059

P38:SB203580

NF-κB

A
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   IV. 고  찰

췌장 선세포에서 cerulein에 의해 유도된 활성산소는 초기단계에서 췌장염의 

발생 및 진행에 중요한 매개체이고 cytokine 생성에 관여한다. 이와같이 췌장 

선세포에서 생성된 cytokine은 췌장으로의 염증세포침윤을 유도하여 염증반응을 

일으킨다. 최근 이러한 cytokine의 발현을 조절하는 중요한 조절자로 NF-κB가 

확인되고 있다.
3,46
 그리고 NF-κB와 더불어 AP-1은 초기염증반응을 조절하는 

중요한 전사인자이다.
22
 따라서 본 연구에서는 AR42J 세포를 이용한 췌장염 모

델에서 NF-κB와 AP-1의 활성뿐 아니라, 이러한 전사인자의 중요한 상위조절

자인 MAP kinase의 활성을 분석하여 cerulein에 의한 cytokine 발현의 신호전

달체계를 알아보았다. 

본 연구에서는 흰쥐에 azaserine을 투여하여 췌장내 과증식성 결절을 유도하

여 분리한 AR42J 세포주를 사용하였다. 실험적 췌장염의 모델로 췌장조직에서 

분리된 선세포를 일차적인 배양을 통해 얻을 수 있으나, 생존기간이 짧고 분리

과정에서의 자극으로 인하여 cytokine 발현 및 p38 MAPK가 활성화되는 단점이 

있다.
47
 이러한 AR42J 세포는 소화효소의 합성 및 분비와 같은 정상 췌장 선세

포의 특성을 지속적으로 유지하는 유일한 세포주로서 췌장선세포와 유사한 수

용체 발현과 신호전달을 나타낸다.
48
 따라서 현재 췌장외분비계의 세포분비, 성

장, 증식, 신호전달을 연구하는데 광범위하게 이용되고 있다. 

AR42J 세포에서 cerulein (10
-8
M)을 처치하였을 떄 cytokine IL-6, IL-1β, 

TNF-α mRNA는 2시간 내에 모두 발현되었고, 한편 배양액에서 ELISA로 측정

한 cytokine 단백질은 시간에 따라 증가되는 소견을 보였다. 췌장염에서 

cytokine 생성은 후기단계에서 췌장을 침윤하는 염증세포에서 유도되는 것으로 

알려져 있다. 그러나 최근 IL-6, TNF-α, monocyte chemotactic protein-1과 같

은 cytokine이나 chemokine이 염증세포가 아닌 췌장 선세포 자체에서도 생성됨

이 밝혀졌고,
20,47
 cerulein에 의해 자극된 선세포에서도 IL-6, IL-1β mRNA 및 

단백질 발현이 증가하였다.
4
 췌장 선세포에서 생성된 cytokine이나 chemokine은 

췌장염의 발생초기에 췌장으로의 염증세포침윤에 필요한 첫 신호를 보내기 때

문에 중요한 역할을 한다.
12
 본 연구에서도 분리된 AR42J 세포에서 cerulein에 

의해 cytokine이 발현됨을 확인하여 염증세포가 아닌 췌장 선세포 자체에서 생

성된 cytokine이 췌장염의 발생에서 중추적인 역할을 하는 것을 다시 한번 증명
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하였다. 한편 in vivo 실험적 췌장염에는 IL-6, IL-1β, TNF-α 발현에서 시간적

인 차이를 보였으나 이는 cytokine이 염증세포와 췌장 선세포 모두에서 생성되

기 때문이고, 본 실험에서는 췌장 선세포 자체에서만 cytokine이 생성되었기 때

문에 시간적 차이를 보이지는 않았다. 

AR42J 세포에서 cerulein을 처치하였을 때 NF-κB 활성은 30분내에 강하게 

활성화되었고 1시간 후에는 감소추세를 보이다가, 4∼6시간 후에 다시 활성화되

는 시간에 따른 2단계 활성을 보였다. 반면 AP-1은 30분내에 활성화되었고 

NF-κB와는 다르게 지속적으로 강하게 활성화 되었다. 현재까지 실험적 모델을 

이용한 췌장염에서 NF-κB 활성에 대한 보고는 많이 있다. 췌장관 결찰에 의해 

유도된 담즙성 췌장염 모델에서 NF-κB가 활성화되고, amobarbital로 NF-κB를 

억제하였을 경우 췌장염의 지표의 하나인 amylase 수치가 호전되어 NF-κB와 

췌장염의 발생간의 상관관계를 추론할 수 있었다.
49
 본 실험 결과도 cerulein에 

의한 췌장염모델에서 NF-κB의 조기 활성화를 보고한 다른 연구 결과와 일치된 

소견을 보였다.
3,46 
이러한 사실을 종합해 볼 때 췌장 선세포에서 NF-κB의 활성

은 췌장염의 초기 단계에서의 일차적인 현상이고, 췌장염 발생에서 중요한 공통

적인 기전이 될 수 있음을 암시한다. 본 연구에서 NF-κB 활성이 2단계로 활성

화를 보이는 이유는 비록 IκB 단백질에 대한 실험 결과가 없지만 IκBα와 IκBβ

가 각각 1단계와 2단계에서 다른 특성을 보이기 때문으로 추정된다. Cerulein에 

의한 췌장염 모델을 이용하여 NF-κB 활성을 연구한 실험에서 IκBα는 급격하게 

일시적으로 분리되다가 cerulein 처치 3∼6시간 후에는 정상화되는데 비해, IκBβ

는 좀더 천천히 분리되어 6시간 후까지 분리가 유지되는 양상을 보였다.
46
 따라

서 NF-κB의 1단계 활성화는 IκBα의 분리에 의해 일어나고, 2단계 활성화는 I

κBβ에 의해 유도됨을 알 수 있다. IκBα와 IκBβ의 서로 다른 특성은 NF-κB에 

의한 유전자 전사조절의 차이 때문이다. 즉 IκBα의 유전자는 기능적으로 NF-κ

B 결합장소를 함유하기 때문에 NF-κB에 의해 활성화되고 따라서 NF-κB의 활

성화는 IκBα을 빠르게 재합성하여 정상화시킬 수 있다.
29,50,51

 이렇게 재합성된 Iκ

Bα는 핵내로 이동하여 NF-κB dimer와 DNA 결합장소를 분리시킨다.
50
 반면 Iκ

Bβ유전자는 κB motif가 없기 때문에 발현에 NF-κB가 관여하지 않는다.
29.50
 그

리고 2단계에서의 NF-κB 활성화에는 췌장 선세포에서 분비되는 cytokine에 의

한 NF-κB 활성도 일부 관여할 것으로 생각된다. 한편 췌장염에서 AP-1의 활

성에 대한 연구는 드물게 보고되고 있는데, taurocholate로 유도된 췌장염과 

cerulein을 처치한 췌장 선세포 등에서 활성화가 보고되었고,
52
 본 연구 결과에서
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도 이와 일치된 결과를 보였다. 이와같이 cerulein에 의한 NF-κB와 AP-1의 활

성화는 cerulein에 의해 생성된 활성산소가 NF-κB의 핵내이동에 필요한 IκB 인

산화나 AP-1의 구성 성분인 c-Fos/ c-Jun을 유도하여 산화조건에 민감한 전사

인자인 NF-κB와 AP-1을 활성화시키기 때문인 것으로 생각된다.
28
 활성화된 

NF-κB의 전형적인 형태는 p65와 p50의 subunit으로 구성된 heterodimer인데, 

본 연구에서도 supershift 실험 결과 p65와 p50 subunit가 AR42J 세포에서 활성

화됨을 알 수 있었다. 이제까지의 보고에서 cerulein이나 taurocholate를 이용한 

췌장염 모델에서 p65가 췌장 선세포 핵내로 이동됨이 증명되었고,
3,52
 자극된 중

성구(stimulated neutrophil)에 노출된 췌장 선세포에서 p50/p65 NF-κB 

heterodimer와 p50 NF-κB homodimer의 핵내이동이 유도됨이 확인된 바 있

다.
53
 한편 AP-1와 대한 supershift 실험에서도 c-Jun과 c-Fos가 모두 확인되었

다.

Cytokine 발현에 영향을 주는 상위조절자임을 알아보기 위해 AR42J 세포에 

Ras N-17, IκB mutant, TAM67을 각각 transfection하여 ras, NF-κB, AP-1을 

차단하였을 때 cerulein 자극에 의한 cytokine IL-6, IL-1β, TNF-α mRNA와 단

백질 발현은 야생종 세포와 pcDNA 세포를 transfection한 control vector에 비

해 감소하여 cytokine의 상위 조절자로서 ras 그리고 NF-κB와 AP-1이 관여함

을 알 수 있었다. 일반적으로 NF-κB나 AP-1과 같은 전사인자는 cytokine 유전

자의 promotor에 결합하여 유전자 발현을 조절할 수 있다. 췌장염 모델에서 염

증세포에서 분비된 IL-1과 TNF-α가 NF-κB를 활성화 시킬 수 있고,
12,20
 분리된 

췌장 선세포 자체에서도 TNF-α가 분비되어 NF-κB를 활성화 시킬 수 있으나 

이것은 초기단계보다는 후기단계에서 cytokine이 NF-κB를 활성화시키는 기전

으로 알려져 있다.
20,46
 한편 췌장염의 초기 단계에 관한 연구에서는 흰쥐의 

cerulein 유도성 췌장염에서 NF-κB가 조기에 활성화되고 NF-κB의 억제시에 

cytokine KC와 IL-6발현이 감소되며,
46
 N-acetylcysteine이나 pyrrolidine 

dithiocarbamate와 같은 항산화제를 투여하여 NF-κB 활성이나 NF-κB와 상위 

조절자 결합부위간의 상호작용을 억제하였을 때 cytokine 발현이 억제된다는 보

고가 있다.
53,54
 이러한 결과는 활성산소가  IκB를 인산화시키거나, 상위 조절자

를 경유하여 NF-κB을 활성화시켜 cytokine을 발현시키고,
55
 항산화제가 활성산

소에 의해 매개된 전사인자 활성을 억제함으로써 cytokine 생성을 감소시킬 수 

있음을 암시한다. 본 연구에서는 AR42J 세포 자체에서 cerulein 처치 30분내에 

NF-κB와 AP-1이 활성화되어 cytokine 발현보다 먼저 발생하였고, NF-κB나 
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AP-1을 차단시 cytokine 발현이 억제된 점은 췌장염의 초기단계에서 활성산소

나 상위조절자에 의해 NF-κB와 AP-1가 활성화되고, 이것이 cytokine 발현에 

영향을 미치는 것을 시사한다. 이와같이 췌장염의 초기단계에서 NF-κB가 

cytokine 발현을 조절함은 기존의 보고와 일치된 결과를 보였고, AP-1도 NF-κ

B와 유사하게 cytokine 발현에 관여함을 본 연구에서 새롭게 보고하는 바이다. 

따라서 NF-κB와 AP-1의 활성과 친염증성 cytokine인 IL-6, IL-1β, TNF-α 발

현의 상관관계는 췌장염에서 초기 단계에서 이러한 전사인자가 중요한 역할을 

함을 암시한다.

Ras, NF-κB, AP-1이 NF-κB 및 AP-1 활성에 미치는 영향을 분석하기 위해 

Ras N-17, IκB mutant, TAM67을 transfection 한 세포를 이용하였다. NF-κB

의 활성은 Ras N-17 또는 TAM67을 transfection한 세포에서 cerulein을 처치

시 야생종 세포나 pcDNA를 transfection한 세포에 비해 활성이 억제되었다. 이

러한 사실은 ras가 NF-κB의 상위조절자이고, AP-1의 활성증가가 NF-κB의 활

성에 필요한 조건임을 암시한다. 일반적으로 NF-κB와 AP-1은 서로 독립적인 

전사인자로 작용하여 유전자 발현을 조절하지만, 본 연구에서는 AP-1 활성이 

NF-κB 활성에 영향을 주었다. 이러한 결과는 AP-1의 구성 성분인 c-Fos와 

c-Jun이 NF-κB의 p65와 물리적으로 상호작용할 수 있고, Fos와 Jun에 대한 항

체가 NF-κB와 κB 결합 장소의 결합능을 감소시킨다는 보고와 keratinocyte에

서 dominant negative Jun으로 AP-1을 억제시 NF-κB의 활성이 억제된 실험과 

일치하지만, 정확한 기전에 대해서는 향후 추가적인 연구가 필요할 것으로 생각

된다.
56,57
 한편 AP-1은 Ras N-17을 transfection한 세포에서 cerulein에 의한 활

성증가가 감소되었으나, IκB mutant를 transfection한 세포에서는 변화가 없었

다. 이러한 결과로 cerulein에 의한 AP-1의 활성에서 ras가 상위조절자로 작용

하였으나 NF-κB의 활성에는 영향을 받지 않음을 알 수 있었다.

MAP kinase는 세포막에서 핵내로 신호전달을 하는 중요한 매개체이기 때문에 

AR42J 세포에서 cerulein에 의한 MAP kinase의 역할을 규명하였다. Cerulein 처

치 후 ERK, JNK, p38 MAPK 등 3종류의 MAP kinase가 모두 5∼10분 후에 최

대로 활성화되다가 이후에 감소하였는데, 이는 cerulein에 의해 유도된 활성산소

가 MAP kinase 신호를 증가시켜 cytokine 발현에 관여함을 시사한다. 이러한 결

과는 췌장 선세포를 이용한 in vivo와 in vitro 실험에서 cerulein이 3종류의 MAP 

kinase를 모두 활성화시키고, CCK작용에 의해 p38 MAPK가 활성화된다는 보고

와 일치된 결과를 보였다.
58,59
 Cerulein에 의한 MAP kinase의 활성에 대한 연구
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에서는 JNK가 가장 먼저 활성화되고 췌장염과 관련된 세포 표지자와 가장 상관

관계가 있다는 보고와 p38 MAPK 활성화가 JNK보다 조기에 활성화되고 ERK

보다 강하게 활성을 보인다는 상반된 보고가 있다.
58,60
 본 연구에서는 ERK, 

JNK, p38 MAPK가 모두 유사한 형태로 조기에 활성화되었다. Cerulein에 의한 

cytokine 발현에 ERK와 p38 MAPK의 역할을 규명하기 위해 각각의 억제제를 

투여하였다. JNK의 약리학적 억제는 이용이 가능하지 않아 시행하지 않았다. 

ERK의 활성억제는 ERK activating kinase인 MEK1을 좀더 선택적으로 억제하는 

PD98059와 MEK1/2를 모두 억제하는 U0126을 전처치하였고, p38 MAPK를 억

제하기 위하여 pyridinyl imidazole인 SB203580을 전처치하였다. 이 화합물은 다

른 protein kinase는 억제하지 않고 선택적으로 p38 MAPK의 α와 β의 isoform

만을 선택적으로 억제하기 때문에,
61
 p38 MAPK의 역할규명을 위해 널리 이용

된다. SB203580을 전 처치한 후 cerulein에 노출시 AP-1과 NF-κB 활성 및 

cytokine 발현은 전처치를 하지 않았을 경우와 비교시 변화를 보이지 않았다. 

이러한 결과는 p38 MAPK가 cerulein을 투여시 활성화되었지만, 억제제를 전처

치하였을 때 cytokine 발현에 영향을 주지 않아 cerulein에 의한 cytokine 발현

에서 직접적인 조절자로서의 관련성이 적음을 암시한다. 최근 p38 MAPK의 활

성이 몇몇 세포에서 IL-6, IL-1β, IL-8, TNF-α 생성에 관련됨이 보고되었고,
62,63
 

췌장에서도 cytokine 발현에 p38 MAPK가 관여하는 것으로 알려져 있지만,
47 
본 

연구 결과에서는 상반된 결과를 보여 추가적인 연구가 필요하리라 생각된다. 한편 

PD98059 또는 U0126를 전처치하였을 경우에는 SB203580와 다르게 AP-1 및 

NF-κB 활성, cytokine 발현을 모두 감소시켜 ERK가 상위조절자로 작용함을 

알 수 있었다. 이와같이 NF-κB가 MAP kinase 특히 ERK에 의해 조절됨이 확

인되었는데, 가능한 기전으로는 NF-κB의 활성에 필요한 IκB의 인산화가 IκB 

kinase (IKK)에 의하고, IKK는 mitogen-activated protein (MAP) kinase/ 

extracellular signal-regulated kinase (ERK) kinase (MEKK)와 protein kinase 

C등에 의해서 조절되기 때문에 MAP kinase가 NF-κB을 활성에 영향을 줄 수 

있다.
64
 한편 AP-1활성에도 MAP kinase가 관여하였는데 이는 활성산소가 ERK

에 의한 Elk-1의 인산화를 유도하여 serum response factor (SRF)와의 상호작

용을 촉진하고, 이것이 c-Fos의 promotor region에 있는 serum response 

element (SRE)와 결합하여 c-Fos의 발현을 증가시키기 때문이다.
40
 보고에 따라

서는 ERK는 c-Fos의 활성을 유도하는 반면 JNK와 p38 MAPK는 c-Fos와 

c-Jun의 활성을 모두 유도하여 AP-1활성에 ERK, JNK, p38 MAPK 등 서로 
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다른 MAP kinase가 관여한다는 결과가 있지만,
65,66
 본 연구에서는 p38 MAPK 

보다는 ERK와 밀접한 관련이 있었고 JNK에 대한 연구는 시행하지 않았다. 이

상의 결과 cerulein에 의한 췌장염 모델에서 NF-κB와 AP-1의 활성은 적어도 

부분적으로는 MAP kinase 특히 ERK에 의해 조절됨이 확인되었다. 이것은 활

성산소가 직접적으로 전사인자를 활성화시키거나, 전사인자의 상위 조절자인 

MAP kinase에 영향을 주어 cytokine 발현에 관여하는 것으로 생각된다.

췌장 선세포 자체에서의 cytokine 발현 및 생성은 급성 췌장염의 발생에서 중

요한 역할을 하며, 생성된 cytokine은 손상부위로 염증세포의 침윤을 유도하여 

선세포의 세포사멸 또는 괴사를 유도한다. 이러한 cytokine생성에 NF-κB와 p38 

MAPK가 초기 단계에서 관여한다는 보고가 있지만, 본 연구에서와 같이 

cerulein을 이용한 췌장염모델에서 cytokine 발현에 관련된 신호전달체계를 체계

적으로 보고한 바는 없었다. 

결론적으로 AR42J 세포에 cerulein을 처치하였을 때 cytokine mRNA와 단백

질 발현이 증가하였고, NF-κB, AP-1, 3종류의 MAP kinase 등이 활성화되었다. 

한편 ras, NF-κB, AP-1의 억제시 cytokine 발현이 억제되었고, MAP kinase 억

제제를 전처치하였을 때 특히 ERK가 NF-κB와 AP-1 활성 및 cytokine발현에 

관여하였다. 또한 AP-1 활성을 억제하였을 경우에는 NF-κB의 활성이 감소하

였다. 이상을 종합해 볼 때 ras와 MAP kinase, 특히 ERK는 NF-κB나 AP-1의 

상위조절자로 작용하여 cerulein에 의한 cytokine의 발현을 조절하였고, 또한 

AP-1도 정확한 기전을 알 수 없지만 NF-κB 활성에 관여하였다. 따라서 췌장 

선세포에서 염증반응에 관여하는 cytokine 유전자 발현의 신호전달체계를 차단

하는 치료가 개발된다면 췌장염의 경과를 완화시키는데 도움이 될 것으로 생각

된다.
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V. 결   론

본 연구에서는 AR42J 세포주에 cerulein을 처리한 췌장염 세포모델에서 친염

증성 cytokine 발현의 조절자로서 ras, MAP kinase, NF-κB, AP-1의 역할을 규

명하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. AR42J 세포에 cerulein (10
-8
M)을 처치하였을 경우 cytokine (IL-6, IL-1β, 

TNF-α) mRNA는 cerulein 노출 1∼2시간 후에 발현되어 4시간까지 지속되었

고, cytokine 단백질은 노출시간에 비례하여 발현이 증가하였다.

2. Ras N-17, IκB mutant, TAM67을 transfection하여 ras, NF-κB, AP-1을 

억제하였을 때 cerulein에 의한 cytokine mRNA와 단백질 발현은 야생종 세포

나 pcDNA를 transfection한 세포와 비교하여 현저하게 억제되었다. 

3. Cerulein에 의한 NF-κB의 활성은 노출 30분내에 활성화되었고, 이후 감소

하다가 4∼6시간 후에 다시 활성화되는 시간에 따른 2단계 활성을 보였고, Ras 

N-17, TAM67을 각각 transfection한 세포에서는 대조군 세포와 비교하여 
cerulein에 의한 NF-κB 활성이 모두 억제되어 NF-κB 활성이 ras와 AP-1의 활

성에 영향을 받았다. 

4. Cerulein에 의한 AP-1의 활성은 노출 30분에 활성화되어 6시간동안 지속

되었는데, Ras N-17를 transfection한 세포에서는 대조군 세포에 비해 cerulein

에 의한 AP-1의 활성이 현저히 억제되었으나, IκB mutant를 transfection한 세

포에서는 억제되지 않아 AP-1의 활성이 ras의 활성에는 영향을 받았으나 NF-κ

B 활성과는 무관하였다. 

5. Cerulein 처치 후 3가지 형태의 MAP kinases (ERK, JNK, p38 MAPK)가 

모두 조기에 활성화되었다.

6. U0126 또는 PD98059를 전처치하여 ERK를 억제하였을 때 cerulein에 의한 

NF-κB와 AP-1활성 및 IL-6, IL-1β, TNF-α mRNA 발현은 전처치하지 않은 

세포와 비교시 감소하였으나, SB203580를 전처치하여 p38 MAPK를 억제시에는 

전사인자 활성 및 cytokine 발현이 감소하지 않았다.

이상의 결과로 AR42J 세포에서 cerulein에 의한 cytokine IL-6, IL-1β, TNF-

α의 발현은 ras, MAPK, NF-κB, AP-1 등에 의해 조절됨을 알 수 있었다. 그리

고 ras가 NF-κB와 AP-1경로의 상위 조절자이고, 또한 전사인자인 NF-κB와 

AP-1는 MAP kinase 특히 ERK의 하위매개체일 것으로 추정된다. 또한 NF-κB
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의 활성에서 AP-1의 활성이 필요한 요소임을 규명하였다. 따라서 췌장 선세포

에서 염증반응에 관여하는 cytokine 유전자 발현의 신호전달체계를 차단하는 치

료가 개발된다면 췌장염의 경과를 완화시키는데 도움이 될 것으로 생각된다.
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Abstract

Signal transduction of cerulein-induced cytokine expression in 

pancreatic acinar cells

Jeong Hun Seo

Department of Medical Scinence
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(Directed by Professor Jae Bock Chung)

The signaling pathways mediating cytokine production in pancreatic acinar 

cells have not been fully understood. Recent studies indicated that cytokine 

expression requires activation of NF-κB and AP-1 as well as activation of the 

MAP kinases. However, the precise relationship between transcription factor 

and MAP kinase remains unclear. We examined the requirements of ras, MAP 

kinases, NF-κB, and AP-1 for cerulein-induced cytokine expresssion in pan- 

creatic acinar AR42J cells. Cerulein was treated to the wild-type cells and 

the transfected cells with control vector (pcDNA), IκB mutant gene (IκB mt), 

H-ras mutant gene (Ras N-17), or c-jun dominant negative gene (TAM67). 

In addition, to investigate the role for MAP kinases, three subtypes of MAP 

kinases were measured in the cerulein-treated AR42J cells, and we used 

pharmacological inhibitors to attenuate signaling via these kinases. As a 

result, ① cerulein (10
-8
M) induced production of the inflammatory IL-6, IL-1

β, and TNF-α mRNA and protein expression in AR42J cell. ② Inhibition of 

ras, NF-κB, and AP-1 using transfected cell with Ras N-17, IκB mutant, 

and TAM67 decreased the cytokine gene expression induced by cerulein 

(10
-8
M) as compared to pcDNA cells and the wild-type cells. ③ Cerulein 

induced NF-κB activation with biphasic kinetics. That is, NF-κB was 

strongly activated within 30 min after the stimulation and a second phase of 

NF-κB activation was prominent at 4∼6 h. Transfection of Ras N-17 or 

TAM67 in AR42J cells reduced cerulein-induced NF-κB activation. ④ 
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Cerulein induced the activation of AP-1 within 30 min after stimulation and 

AP-1 activation was sustained continuously until 6 h. Transfection of Ras 

N-17 but not IκB mutant reduced cerulein-induced AP-1 activation. ⑤ Three 

subtypes of MAP kinases (ERK, JNK, and p38 MAPK) activities were 

elevated rapidly by cerulein in AR42J cells. ⑥ Inhibition of MEK activity 

resulted in a reduction of NF-κB and AP-1 activations, and cytokine 

expressions whereas the inhibition of p38 MAPK did not. In conclustion, 

cytokine gene expression by cerulein in AR42J cells was mediated via the 

activation of the ras, MAP kinases, NF-κB, and AP-1. Ras functioned as 

common upstream activators of both NF-κB and AP-1 pathway, and AP-1 

might be required for activation of NF-κB. AP-1 and/or NF-κB transcription 

factors were potential downstream mediators of MAP kinases, especially 

ERK in the cerulein-induced cytokine expression in AR42J cell. It was 

believed that inhibition of signal transduction pathway such as ras, MAP 

kinases, NF-κB, and AP-1 might alleviate the inflammatory response in 

pancreatic acinar cells by suppressing cytokine gene expression.
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