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ABSTRACT
Background: Celecoxib, a COX-2 specific inhibitor, has recently been used for the 
treatment of rheumatoid arthritis. However, the molecular and cellular mechanisms of 
celecoxib against RA inflammation remain to be defined. To elucidate the action 
mechanism of celecoxib on inflammatory cells, we investigated the effect of celecoxib 
on the production of two important mediators of inflammation, nitric oxide and PGE2 
Methods: RAW 264.7 cells stimulated with LPS were preincubated with various 
concentrations of celecoxib (from 10-8 to 10-5 M) and 10μM hydrocortisone, respectively. 
The production of NO and PGE2, the end products of iNOS and COX-2 genes, were 
estimated in culture supernatants by Greiss method and EIA, respectively. The 
expression of iNOS gene, COX-2 gene, NF-κB, and I-κB were determined by RT-PCR 
and western blot analysis. Results: Celecoxib and hydrocortisone inhibited the 
production of NO and PGE2 in dose dependent manner, when RAW 264.7 cells were 
stimulated with LPS. The expression of iNOS was also down-regulated by celecoxib 
and hydrocortisone. Interestingly, COX-2 gene differentially expressed according to the 
dose of celecoxib, a decrease with lower dose (10-8 M) but an increase with higher 
dose (10-5 M). NF-κB binding activity was decreased by lower dose of celecoxib, 
whereas was not affected by higher dose of it. The expression of I-κB was suppressed 
by higher dose of celecoxib. Conclusion: The celecoxib strongly suppressed the 
production of NO and PGE2 in LPS-stimulated RAW264.7 cells. The decrease of NO 
seems to be linked to the inhibition of iNOS by celecoxib. The lower and higher dose 
of celecoxib differentially regulated the COX-2 expression and NF-κB activity. 
(Im m une N etw ork  2003;3(1):69-77)
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서      론

  비스테로이드성 항염제(nonsteroidal anti-inflammatory 

drugs: NSAIDs)는 류마티스 질환에서 진통과 항염작용

에 가장 기본이 되는 약물로 cyclooxygenase (COX) 생산

을 억제하여 prostaglandin (PG)의 합성을 막고, L-selectin 

발현을 감소시켜 중성구와 내피세포의 유착을 억제하는 

기능이 있다(1). 이 COX 효소는 내재적으로 발현되어 생

리적 기능을 수행하는 COX-1 효소와 염증성 자극에 의

해 유도되어 PG의 합성에 관여하는 COX-2 효소의 두 

가지 형태가 존재하는데(2,3), 정상적인 상태에서는 백혈

구, 대식세포, 혈관내피세포 및 섬유아세포 등은 COX-2 

효소의 활성이 관찰되지 않으나, lipopolysaccharide 

(LPS), 저산소증, 염증 유발성 사이토카인이나 성장인자

등에 의한 염증성 자극을 받게 되면 COX-2 효소의 작용

이 증가한다(4). 특히 류마티스 활막 조직에서의 대식세

포, 섬유아세포나 혈관내피세포들은 인터루킨-1이나 pho-

rbol ester의 자극에 반응하여 COX-2 유전자에 대한 

mRNA의 발현이나 PGE2 형성이 증가되어 있다(5-7). 한

편 류마티스 관절염 환자의 관절강 내에도 다른 염증부

위와 마찬가지로 대표적인 염증 매개물질인 nitric oxide 

(NO)와 PGE2가 증가해 있는데, 이러한 NO와 PGE2는 활

막세포나 대식세포 등에서 관절강내 류마티스 관절염을 

유발하는 세포들과 서로 상호작용(cross-talk)을 일으키

는 것으로 알려져 있다(8,9). 그러나, NO와 PGE2의 상호

관계에 대하여는 아직도 정확한 기전이 밝혀지지 않은 

상태이고, 항염증약물의 투여 시 NO와 PGE2의 변화 및 

iNOS 및 COX-2 효소발현의 변화에 대하여는 많은 연구

가 필요한 상태이다.

  기존에 알려진 NSAIDs는 대부분 COX-1과 COX-2 효

소를 모두 억제하는 반면 최근 연구가 활발히 진행 중인 

celecoxib (SC-58635)나 rofecoxib, parecoxib 등과 같은 

COX-2 선택적 억제제는 COX-2 효소만을 억제할 수 있

어 기존의 약물에 비해 위장관 부작용을 감소시키는 장

점이 있다. 그중에 celecoxib는 제일 먼저 미국 FDA의 공

인을 받은 약물으로 장기간 약물을 복용해야 하는 류마

티스 질환을 가진 환자들에게 널리 쓰이고 있는 약물이

다(10-12). 하지만 최근의 몇몇 임상연구를 보면 저용량

에 비해서 고용량의 celecoxib치료가 우리가 원하는 진

통, 항염효과의 개선을 보이지 않는다는 보고들이 있었

다(13-15).

  그래서 저자들은 LPS로 자극한 murine RAW264.7 대

식세포주를 가지고, celecoxib가 NO와 PGE2의 생성에 미

치는 영향을 알아보고자 하였다. RAW 264.7 대식세포주

는 LPS로 자극 시 inducible nitric oxide synthase (iNOS)와 

COX-2를 발현하여 NO와 PGE2를 생산하는 염증 모델 

세포로, 각종 약물의 면역 기능과 염증 반응 연구에 흔히 

사용되는 세포이다(16-19). 구체적으로 이 RAW 264.7 대

식세포주를 가지고 iNOS와 COX-2 유전자의 발현과 

iNOS 및 COX-2 단백질의 발현정도를 함께 측정하여, 

celecoxib가 염증매개 물질인 NO의 분비와 PGE2의 생성

의 변화에 미치는 영향을 알아보았다. 또한, COX-2의 발

현을 조절하는 전사인자인 NF-κB의 발현을 함께 측정

하여 celecoxib가 NF-κB를 통해 COX-2 유전자에 미치

는 영향을 확인하고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료. 실험에 사용한 세포주는 한국세포주 은행에

서 구입하였다. 세포배양에 필요한 Dulbecco's modified 

Eagle's medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), 

penicillin-streptomycin은 Gibco BRL회사의 제품을 사용

하였고, PGE2 농도는 Amersham Pharmacia 회사의 PGE2 

EIA system kit를 이용하여 측정하였다. RNA의 분리에는 

Sigma회사의 Tri-reagent (Sigma, USA)를, reverse trans-

cription 반응에는 Promega 회사의 first-strand cDNA 

synthesis kit를 사용하였다. 단백질의 size marker로는 

Bio-rad사의 phosphorylase b (97.4 kDa), bovine serum 

albumin (66.2 kDa), ovalbumin (21.5 kDa), lysozyme (14.4 

kDa)을 사용하였다. Anti-COX-2, NF-κB (p65 subunit), I-

κB alpha antibody는 Santa Cruz Biotechnology 회사 제품

Table I. PCR primers and sizes for analysis of RT-PCR
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

Target mRNA Size Primer sequences
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

iNOS 351 (bp) Sense 5'-TCTTCgAAATCCCACCTgAC-3'
Antisense 5'-CCATgATggTCACATTCTgC-3'

COX-2 251 (bp) Sense 5'-AAgAAgAAAgTTCATTCCTgATCCC-3'
Antisense 5'-TgACTgTgggAggATACATCTCTCC-3' 

NF-κB 306 (bp) Sense 5'-TCgAATggACAAgACAgCAg-3'
Antisense 5'-TCCTTgTCTTCCACCAgAgg-3'

GAPDH 189 (bp) Sense 5'-gATATCATCTCCGCCCCTTC-3'
Antisense 5'-gATggCATggACTgTggTCA-3'

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ



Suppression of NO and PGE2 by Celecoxib  71

을 사용하였고, anti-iNOS antibody는 BD Transduction 

Laboratories 회사 제품을 사용하였다. 기타 나머지 시약

은 Sigma회사 제품을 사용하였다. RT-PCR을 위한 각각

의 primer는 Genbank에 등록된 염기서열을 참고하여 제

작하였으며, 각 primer의 염기 서열 및 증폭된 유전자의 

크기는 Table I과 같다.

실험방법.

세포배양 및 약물처리: 한국세포주은행에서 구입한 

RAW 264.7 대식세포주를 10% FBS, 1% penicillin-strep-

tomycin을 첨가한 DMEM에 37
o
C, 95% air, 5% CO2의 환

경 하에서 배양한 후 LPS를 1μg/ml의 농도로 16시간 처

리하여 염증반응의 세포모델로 사용하였다. celecoxib가 

대식세포주의 NO 및 PGE2 생성에 미치는 영향을 알아

보기 위하여, 세포를 6 well plate에 1×106개가 되도록 

분주하고, LPS를 1μg/ml의 농도로 16시간 처리한 군을 

염증 대조군으로 하였고, celecoxib는 LPS 처리 30분 전

에 10-8, 10-7, 10-6, 10-5M의 농도로 처리하여 실험군으

로 하였다. Celecoxib와 기존의 항염증제들과의 효과 비교

를 위하여 hydrocortisone 10μM을 처리하여 비교하였다.

형태학적 관찰: RAW 264.7 대식세포주를 60 mm 배양

접시에 2×105개로 분주하고 배양액을 첨가하여 24시간 

배양한 후, 정상배지에서 배양한 대조군과 LPS (1μg/ml) 

16시간 처치한 군에서 세포의 형태를 도립현미경(Zeiss, 

Germany)을 이용하여 관찰하였다.

Nitric oxide 농도 측정: NO의 생성은 nitrite (NO2
-
)의 농

도를 측정하여 산정하였다. Nitrite의 농도는 Griess reagent 

(1% sulfanilamide 0.1% napthyl-ethylenediamine dihydro-

chloride / 2.5% H3PO4)를 이용하여 colorimetric assay법으

로 측정하였다. 100μl의 배양액을 96 well plate에 넣고, 

Griess reagent 100μl와 1분간 반응시킨 후, 540 nm의 흡

광도에서 microplate reader (Molecular Device, USA)를 이

용하여 측정하였다. 표준 도표(standard curve)는 이미 알

려진 sodium nitrite의 농도를 이용하였고, 배양액만 넣은 

well은 대조군으로 사용하였다. 각 실험 수치는 3차례 반

복하여 평균을 구하였다.

Prostaglandin E2 농도 측정: 배지와 세포 내의 PGE2 농

도는 총 세포 PGE2를 측정하였다. RAW 264.7 대식세포

주를 96 well plate에 well당 2×104개씩 분주하고 180μl

의 배양액을 첨가하여 키웠다. 20μl의 완충액 A (2.5% 

dodecyltrimethylammonium bromide)를 첨가하여 10분간 

agitation한 후, 50μl를 goat anti-mouse Ig coated plate에 

옮겼다. 50μl의 PGE2 항체를 well에 첨가하고 2∼8
oC에

서 3시간 동안 흔들면서 반응시킨 후, 다시 50μl의 

diluted conjugate를 넣고 2∼8oC에서 1시간 저장하였다. 

상층액을 경사하고 wash buffer로 4번 씻어내었다. 150μl

의 enzyme substrate를 미리 실온에서 평형화시킨 후에, 

모든 well에 첨가하고 실온에서 30분간 흔들면서 반응시

켰다. 630 nm의 흡광도에서 microplate reader를 이용하여 

측정하였다. 실험은 표준화와 대조군 실험을 같이 진행

하였고, 3회 반복하였다. 각 결과치의 계산은 각 well의 

흡광도를 측정하여 다음의 식으로 표준 도표를 얻고 이 

도표에 실험치를 회귀방식으로 계산하여 농도를 구했다.

 

(standard or sample OD-NSB OD) 
% B/B0 = ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ × 100

(zero standard OD-NSB OD) 

RT-PCR (Reverse transcription-polymerase chain reac-

tion): iNOS, COX-2, NF-κB (p65 subunit) 유전자의 발현

정도를 알아보기 위하여 RT-PCR을 시행하였는데, 각 실

험군의 RNA는 다음의 방법으로 분리하였다.

  먼저 35 mm dish에 배양한 105개의 세포를 1 ml의 

Tri-reagent를 첨가하여 분쇄한 후, chloroform을 1/10 

volume 가하여 15초간 격렬하게 혼합하였다. 얼음에 5분

간 방치한 다음 14,000 g에서 15분간 원심분리하고 상청

액을 새 tube에 옮긴 후 같은 양의 원액 isopropanol을 가

하여 4
o
C에서 15분간 방치하였다. 14,000 g에서 15분간 

원심 분리한 후 pellet을 70% ethanol로 세척하고 total 

RNA를 추출하였다. RNA의 농도는 A260/A280의 흡광도로 

측정하였다. 필요한 경우 DNA 제거를 위해 DNase-I 20 

unit로 처리하였다.

  역전사 반응은 분리한 RNA에 역전사 효소를 넣어 

cDNA를 만든 후, 백서의 iNOS 유전자, COX-2 유전자, 

NF-κB 유전자의 primer를 가지고 PCR을 시행하여, 각

각의 유전자의 cDNA의 일부분을 대량으로 증폭하였다. 

Total RNA 1μg에 oligo dT primer 또는 random hexamer

를 1μl 넣어 65oC에서 10분간 반응시킨 후에, AMV 역전

사효소 1μl, RNasin 1μl, 10 mM dNTPs 5μl, 10 × 

reaction buffer 5μl, 50 mM MgCl2 및 탈이온수를 첨가하

여 총 용량을 50μl로 하여 42oC에서 1시간 반응시켜 

cDNA를 형성하게 하였다.

  PCR은 PCR 기계(MJ Research, USA)에서 template로 

희석한 cDNA 1μl, Taq DNA polymerase 2 unit (U), 2.5 

mM dNTPs 1μl, sense primer 10 pM 1μl, antisense primer 

10 pM 1μl, 10 x reaction buffer 3μl 및 탈이온수를 첨가

하여 총 30μl의 volume으로 시행하였다. 반응은 94oC에

서 5분간 1회 pre-denaturation시킨 후, 94oC에서 30초 

denaturation하고, annealing 과정은 iNOS는 59
o
C에서, 

COX-2는 63oC에서, NF-κB (p65)는 58oC에서, GAPDH는 

58oC에서 30초, extension으로 72oC에서 30초씩 40회 반

응시키고, 72
o
C에서 5분간 1회 last extension을 시행한 후 

1% 한천 gel에서 전기영동하였다. Standard로는 glyceral-

dehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 유전자 cDNA

의 일부를 같은 방법으로 증폭하여 각 유전자의 발현 정

도를 보정하였다. 각각의 band의 크기는 densitometer 
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(Amersham pharmacia biotec, USA)로 측정하여, GAPDH

와 비교하였다.

Western blot analysis: 세포내 단백질의 분리를 위하여 

단층으로 자란 배양된 세포를 PBS로 washing 후 배양접

시에 세포가 붙은 상태로 상온에서 lysis buffer [10 mM 

Tris-HCl (pH7.5), 150 mM NaCl, 15% Triton X-100, 0.5% 

Nonidet P-40, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM PMSF, 

1μg/ml leupeptin and 1μg/ml aprotinin]를 넣어 scraper로 

긁어 eppendorf tube에 모은 후, 12,000 g, 4oC, 60분 간 

원심분리하여 상층액을 Western blot분석에 사용하였다. 

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

를 위하여 전기영동장치(Bio- Rad Mini-Gel, USA)를 조

립한 후 10% separating gel을 제조하기 위하여 Solution 

A (30% acrylamide, 0.8% bis- acrylamide) 5 ml, Solution 

B [1.5 M Tris-HCl (pH 8.8), 0.4% SDS] 2.5 ml, 증류수 

2.5 ml, 10% ammonium persulfate (APS) 50μl, TEMED 5

μl를 혼합하여 유리판 사이에 loading한 후, isopropanol 

2 ml를 부어 수평을 맞추고 gel을 굳혔다. 5% stacking 

gel을 만들기 위하여 Solution A 0.67 ml, Solution C [0.5 

M Tris-HCl (pH 6.8), 0.4% SDS] 1 ml, 10% APS 30μl, 

TEMED 5μl를 혼합한 후 유리판 사이에 loading 하고 

comb을 꽂아 굳혔다. Sample은 준비된 동량의 단백질에

(40μg) 5X sample buffer [60 mM Tris-HCl (pH 6.8), 25% 

glycerol, 2% SDS, 14.4 mM β-mercaptoethanol, 0.1% 

bromophenol blue]를 첨가하여 100
o
C에서 5분 간 가열하

여 간단히 원심분리한 후 실시하였다. 전기영동 완충용액

으로는 25 mM Trizma base, 192 mM glycine, 0.1% SDS 용

액을 pH 8.3으로 맞추어 사용하였으며, 30 mA에서 2시

간 동안 전기영동을 실시하였다. 전기영동이 끝난 gel은 

electrophoretic transfer 방법에 의하여 Mini Protein II Cell 

(Bio-Rad, USA)을 이용하여 transfer buffer (1 L당 Tris 5.8 

g, methanol 200 ml, SDS 0.37 g, glycine 2.9 g)에서 250 

mA로 수시간 전기영동에 의하여 nitrocellulose mem-

brane (Hoefer, USA)에 전이시켰다. 전이 후 남은 gel은 

Ponceau S (0.2% ponceau S, 3% trichloroacetic acid, 3% 

sulfosalicylic acid)로 염색을 하여 전이된 band와 standard 

protein의 위치를 확인하였다.

  Transfer된 membrane은 5% skimmed milk/TBST (Biorad, 

USA) [20 mM Tris (pH 7.5), 500 mM NaCl, 0.05% Tween 

20]에서 2시간 동안 실온에서 반응시켰다(blocking). 

Washing buffer로 5분간 3회 세척한 후 TBST에서 1：

1,000으로 희석한 anti-iNOS, COX-2, NF-κB, I-κB 

antibody (1：1,000)에서 overnight 반응시켰다. Washing 

buffer에서 3회 씻은 다음 1：1,000으로 희석된 horse-

radish peroxidase-conjugated anti-goat IgG antibody (COX-2), 

horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse IgG antibody 

(iNOS), 또는 horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit 

IgG antibody (p65 NF-κB, i-κB alpha)로 반응시킨 후 

ECL detection system (Amersham, UK)으로 반응 정도를 

알아보았다.

통계 처리. 통계 자료의 평균값은 평균±표준오차로 표

시하고, 유의성은 Student's t-test로 확인하였다.

결      과

RAW 264.7 대식세포주의 형태학적 변화.  LPS (1μg/ml) 

자극에 의한 형태학적 변화를 관찰하기 위해 정상 배양

조건에서 배양한 대식세포와 16시간 LPS 처리를 한 세

포의 형태를 도립현미경으로 관찰하였다. Fig. 1에서 

나타난 바와 같이 정상세포가 작고 동그란 모양을 보

이는데 비하여 LPS로 처리된 세포는 활성화되어 세포

의 모양이 신경세포의 모양과 비슷한 수지상 형태를 

보였다.

Figure 1. Morphological changes of RAW 264.7 cells in light microscopy were seen unstimulated cells (A) and stimulated cells (B)
by LPS (1μg/ml) for 16 h. Scale bar, 10μm.
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Celecoxib에 의한 nitric oxide (NO)의 생성 변화. 대조군

의 nitrite 농도는 2.27±0.15μM이었으나, 1μg/ml LPS를 

처리한 군에서는 7.12±0.05μM로 증가하여 LPS로 자극

시 NO의 분비가 통계적으로 유의하게 증가함을 알 수 

있었다(P＜0.01). Celecoxib를 10-8, 10-7, 10-6, 10-5 M의 

농도로 전처치한 후 LPS로 처리한 군에서 nitrite의 농도

는 5.68±0.02, 5.04±0.12, 4.95±0.08, 4.74±0.01μM로 

나타나 NO의 분비가 celecoxib 처리군에서 농도의존적

으로 유의하게 저하되었음을 알 수 있었다(P＜0.01) 

(Fig. 2). Hydrocortisone을 처리한 군에서는 nitrite 분비가 

4.92±0.05μM로 나타나, celecoxib 10-6과 10-5 M 중간

정도의 억제작용을 나타내었다.

Prostaglandin E2 농도 측정. 세포 내 PGE2를 측정한 결

과 대조군은 2.10±0.02 pg/well이었으나, 1μg/ml LPS 처

리시에는 4.16±0.02 pg/well로 증가하였으며, 10-8, 10-7, 

10-
6
, 10-

5
 M의 농도로 celecoxib를 전처치한 후 LPS로 

처리한 군에서는 0.83±0.01, 0.79±0.01, 0.85±0.01, 0.80

±0.01 pg/well로 감소하였고(P＜0.01), hydrocortisone을 

처리한 군에서는 2.9±0.02이었다(P＜0.01)(Fig. 3).

RT-PCR (Reverse transcription-polymerase chain rea-

ction)결과. iNOS, COX-2 및 NF-κB의 mRNA에 대한 

RT-PCR을 시행한 결과는 Fig. 4∼6과 같다. RT-PCR 결

과 iNOS는 대조군에서는 잘 발현되지 않았고 LPS를 처

리한 군에서 발현이 증가하였으며, celecoxib를 처리하자 

발현이 농도에 따라 감소하였다. COX-2 유전자는 LPS

를 처리한 군에서 발현이 증가하였고, 저농도(10-
8
 M)의 

celecoxib를 처리하자 발현이 감소하였으나, 농도를 증가

Figure 3. Production of PGE2 in RAW 264.7 cells were assayed
by EIA. 1. Control, 2. LPS only, 3. Celecoxib 10-8 M, 4. 
Celecoxib 10-7 M, 5. Celecoxib 10-6 M, 6. Celecoxib 10-5 M, 
7. Hydrocortisone 10μM.
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(NO) in murine RAW 264.7 macrophage cells. Cells were 
stimulated with 1μg/ml LPS for 16 h in the absence (control)
or presence of celecoxib and hydrocortisone at the indicated 
concentrations. NO concentrations were measured by Griess 
reaction. 1. Control, 2. LPS only, 3. Celecoxib 10-8 M, 4. 
Celecoxib 10-7 M, 5. Celecoxib 10-6 M, 6. Celecoxib 10-5 M, 7. 
Hydrocortisone 10μM.
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Figure 4. RT-PCR analysis of iNOS gene Expression of iNOS 
mRNA in RAW 264.7 macrophage cells was analyzed by 
RT-PCR. GAPDH mRNA was used as an internal standard. 1.
Control, 2. LPS only, 3. Celecoxib 10-8 M 4. Celecoxib 10-5 
M, 5. Hydrocortisone 10μM.
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Figure 5. RT-PCR analysis of COX-2 gene Expression of 
COX-2 mRNA in RAW 264.7 macrophage cells was analyzed by
RT-PCR. GAPDH mRNA was used as an internal standard. 1.
Control, 2. LPS only, 3. Celecoxib 10-8 M 4. Celecoxib 10-5 M, 
5. Hydrocortisone 10μM.

 

! -6� �

%" . " &

� � � � �

0

5

10

15

20

25

30

1 2 3 4 5

R
a
ti
o

! -6� �

%" . " &

� � � � �

! -6� �

%" . " &

� � � � �

0

5

10

15

20

25

30

1 2 3 4 5

R
a
ti
o



74  Seung-Jae Hong, et al.

(10-5 M)시키자 오히려 발현이 증가하는 경향을 관찰하

였다. NF-κB 역시 LPS로 자극한 군에서 발현이 나타났

으며, 저농도(10-
8
 M) celecoxib를 처리하였을 때 약간 발

현이 감소하였으나, 용량을 늘리면서 오히려 발현이 증

가하는 경향을 나타내었다.

Western blot analysis 결과. COX-2, iNOS의 측정은 각 

군을 16시간 처리한 후 단백질을 모아 Western blot analysis

를 시행하였고, NF-κB(p65 subunit)와 I-κB alpha의 측정

은 1시간 동안 약물을 처리한 후 Western blot analysis를 

시행하였다(Fig. 7). Western blot analysis 결과 iNOS 단백

질의 발현은 대조군에서는 나타나지 않았으나 LPS를 처

리하였을 때 강하게 발현되었고, celecoxib를 처리하였을 

때 농도가 높아질수록 발현이 감소하는 양상을 보였다. 

COX-2의 발현은 대조군에서 발현되지 않았으나 LPS를 

처리하자 발현이 나타났고, celecoxib를 처리하였을 때도 

발현되었으며 농도가 높아져도 지속적으로 발현이 증가

하는 경향을 관찰할 수 있었다. NF-κB (p65 subunit)는 

LPS 처리군에서 발현이 증가하였으며 celecoxib를 처리

함에 따라 발현이 약간씩 증가하는 경향을 보였다. I-κ

B alpha는 대조군에서 많은 양이 발현되었으나 celecoxib

로 처리한 군에서는 농도에 따라 발현이 감소하는 양상

을 보였다.

고      찰

  1990년에 Needleman 등이 인터루킨-1에 의해 자극을 

받은 단핵구에서 ‘inducible enzyme’인 COX-2 효소를 발

견한 이래로, COX-2 효소를 차단함으로 NSAID의 부작

용을 줄이기 위한 노력이 많이 시도되어왔다(3). 인체 

COX-2 유전자는 8.3 kb로 22 kb인 COX-1 유전자에 비해 

작고 glucocorticoid나 인터루킨-6 등과 결합하여 COX-2 

유전자 mRNA 발현이 쉽게 조절된다. 정상적인 상태에

서는 활성화가 관찰되지 않으나, 저산소증, LPS, 사이토

카인이나 성장인자 등에 의한 염증성 자극을 받게 되면 

COX-2효소의 작용이 증가하게 된다. 류마티스 관절염 

환자들의 관절강 내에도 COX-2 효소가 증가해 있는데 

이는 관절이 항원에 의해 자극을 받게되면 주로 활막의 

혈관 내피세포, 단핵구성 염증세포, 활막하 섬유아세포

등에서 COX-2 효소의 활성화와 이로 인한 PGE2의 생성

을 유도한다. 이것은 IL-1β나 TNFα와 같은 염증유발성 

사이토카인, phorbol ester, 및 세포표면 수용체의 자극에 

반응하여 나타나는 것으로 생각되며, 이러한 COX-2와 

PGE2의 증가가 류마티스 관절염이나 종양의 진행과 밀

접하게 연관되어 있는 것으로 밝혀졌다(20-22).

  한편 COX-2 유전자의 상승발현에는 NF-κB와 AP-1과 

같은 여러 전사인자들이 작용하며(23), 특히 NO에 의한 

자극이 COX-2를 증가시킨다는 보고들이 있다. 예를 들

면 NO가 murine RAW 264.7 대식세포주, 활막세포 또는 

혈관내피세포 등에서는 직접적으로 COX-2 활성도를 자

극해서 PGE2의 생성을 증가시킨다는 보고가 있는가 하

면(18,24-26), 다른 보고에서는 배양된 대식세포주에서 

NO가 PGE2의 생산을 감소시킨다고 보고하였다(27).

  또 배서의 복강 내 대식세포에서 NO가 COX-2 mRNA 

발현과 활성화를 억제한다는 보고가 있는가 하면(28), 

골관절염 환자의 연골세포를 이용한 실험에서는 자발적 

혹은 유도성 NO 생성의 저해가 PGE2의 생성을 현저하

게 증가시켰다는 보고가 있다(29,30). 한편 NO가 COX-2 

mRNA 발현에는 별로 영향을 주지는 않고 cytosolic 

COX-2 단백질의 발현을 직접적으로 억제해서 PGE2의 

합성을 억제한다는 보고도 있다(15). 이러한 상반된 보

Figure 6. RT-PCR analysis of NF-κB (p65 subunit) gene 
Expression of NF-κB mRNA in RAW 264.7 macrophage cells 
was analyzed by RT-PCR. GAPDH mRNA was used as an 
internal standard. 1. Control, 2. LPS only, 3. Celecoxib 10-8 M
4. Celecoxib 10-5 M, 5. Hydrocortisone 10μM.
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Figure 7. The expression of COX-2, iNOS, NF-κB (p65 
subunit) and I-kB alpha were determined by Western blot analysis
1. Control, 2. LPS only, 3. Celecoxib 10-8 M, 4. Celecoxib 10-7 M, 
5. Celecoxib 10-6 M, 6. Celecoxib 10-5 M, 7. Hydrocortisone 
10μM.
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고들은 NO와 PGE2 생성에 영향을 주는 미세환경에서의 

다른 매개물질들의 영향에 의한 것으로 생각된다(15). 

또한 다양한 세포들에서 NOS와 COX-2 유전자는 조직

세포 특이적인 발현과 조절을 보일 것으로 생각되는데, 

Janabi 등의 인간 뇌세포 연구에 의하면 microglial cell은 

NO가 PGF2a생성을 증가시키지만, 성상세포는 이런 현상

이 나타나지 않았다고 보고하였다(30). 이는 NO가 COX- 

2-dependent PGE2생성에 양면성을 가지고 있음을 알 수 

있으며, 사용한 조직과 세포별로 차이가 날 수 있음을 

의미한다.

  Celecoxib는 1,5-diaryl pyrazole 복합체로 이루어져 있

으며, COX-2에 대한 선택성이 약 375배정도 되는 COX- 

2 선택적 억제제로(31), 지금까지 류마티스 또는 골관절

염을 가진 환자들에서 celecoxib의 효과와 그 부작용을 

알아보기 위해서 행해진 임상연구를 볼 때 celecoxib의 

용량에 따라 그 효과에 차이가 큰 것을 알 수 있었다

(13-15). 즉, 저용량(200 mg/day)에서 나타나던 진통, 항

염효과가 용량을 증가시켜도 진통, 항염효과에 더 이상

의 호전이 없었고 고용량(400 또는 800 mg/day)을 투여

시 오히려 저용량 투여한 군에 비해 환자의 반응도가 떨

어지는 것으로 나타났다(32).

  이와 같은 celecoxib의 항염효과의 차이를 알아보기 위

해서 저자들은 면역반응과 염증 반응연구에 널리 사용

되는 RAW 264.7 대식세포주를 가지고, 대표적인 염증 

매개 물질인 PGE2와 NO를 측정하였다. 결과에서 보듯

이 celecoxib는 염증매개 물질인 NO를 농도의존적으로 

뚜렷하게 억제하였다. 또한 NO 분비의 감소와 iNOS 

mRNA와 단백질의 발현의 억제가 일치하여, celecoxib가 

농도의존적으로 iNOS 유전자의 발현을 억제시켜서, NO

의 생성을 억제한 것을 알 수 있었다. 이는 기존의 NSAIDs

의 효과와 동일한 것으로, celecoxib가 iNOS의 전사를 억

제하여 NO에 의해 유발되는 혈관확장, 세포독성, 혈관

투과성 증가현상들을 억제할 수 있음을 의미한다. 하지

만 이에 대하여 다른 결과를 보인 보고가 있는데, 

Niederberger E 등에 의하면 IL-1β로 자극한 백서의 

mesangial cell을 가지고 NO와 iNOS의 발현을 관찰했을 

때, celecoxib를 처리했어도 NO의 분비가 감소하지 않았

고, celecoxib의 용량을 높이자 오히려 NO의 분비가 증가

하는 경향을 보였다(33). 또한 iNOS mRNA와 단백질의 

발현도 celecoxib에 의해 영향을 받지 않았다. 이는 신장

조직에 대한 조직 특이적인 반응이거나, 저자들과는 달

리 비염증세포를 가지고 한 실험의 결과로 생각된다.

  PGE2 생성에 미치는 celecoxib의 효과 역시 농도에 따

라 PGE2의 생성을 감소시켜서 celecoxib의 항염효과를 

확인할 수 있었다. 그러나, 염증부위에서 PG를 합성하는

데 필수적인 COX-2 유전자의 발현에 대해서는 다른 결

과가 나왔다. 저농도의(10-8 M) celecoxib를 처리하자 

COX-2 유전자의 발현이 감소하였지만 농도를 증가(10-
5
 

M)시켰을 때 COX-2 유전자의 발현이 증가되는 경향을 

관찰할 수 있었는데, 이러한 결과는 백서의 mesangial 

cells을 가지고 한 실험에서도 동일하게 보고되었다(33). 

이 사실은 농도에 따라 celecoxib가 COX-2를 억제하는 

기능에 차이를 보이는 것을 의미하는 것으로, 약물학적

으로 celecoxib의 초기 최고 한계 효과(early ceiling effect)

를 말해주는 것이다. 즉, celecoxib가 저농도와 고농도에

서 COX-2 유전자에 미치는 영향이 다를 것이라는 것을 

시사해 준다. 또한 이런 결과는 임상적으로 celecoxib를 

투여했을 때 저용량에 비해 고용량에서 오히려 환자들

의 치료효과가 떨어지는 경향을 부분적으로 설명할 수 

있다.

  그래서 저자들은 COX-2 유전자의 전사에 중요한 역

할을 하는 것으로 알려져 있는 NF-κB를 측정하여 이 전

사인자의 발현에 celecoxib가 미치는 영향을 조사하였다.

  Celecoxib를 처리하였을 때 저농도(10-8 M)에서는 NF-

κB의 발현의 감소를 뚜렷이 관찰할 수 있었지만, 고농

도(10-
5
 M)에서는 NF-κB의 발현의 감소가 관찰되지 않

았다. 또한 I-κB 단백질의 발현은 농도를 증가시키자 점

차로 감소되는 경향을 관찰하였다. 따라서 celecoxib가 

고농도에서 전사인자인 NF-κB의 발현을 증가시키고, 

증가된 NF-κB가 COX-2 유전자의 발현을 증가시킨 것

으로 생각할 수 있다. 다시 말하면, celecoxib가 NF-κB의 

DNA 결합능력을 항진시키고, NF-κB를 세포질에서 핵 

내로 전사를 유도하여, COX-2 유전자와 같은 NF-κB 의

존성 유전자의 전사를 증가시켜 나타나는 기전으로 생

각된다(23,33). 그러나, 고농도에서도 PGE2 생성이 감소

하는 것을 볼 때, celecoxib의 COX-2 효소 활성도를 저해

시키는(enzymatic inhibition of COX-2 activity) 기능은 남

아있기 때문에 임상적으로 볼 때 항염효과를 완전히 상

실하거나 오히려 염증이 더 심해지기보다는, 저농도의 

항염치료에 비해 더 이상의 호전이 없는 상태가 되는 것

으로 판단된다.

  Celecoxib가 NF-κB를 항진시킬 수 있다는 사실은 다

른 NF-κB 의존성 사이토카인에도 영향을 주어 기존의 

염증상황을 악화시킬 수 있음을 의미한다. 특히 TNF-α

와 같이 류마티스 관절염의 활막세포의 염증반응에 핵

심적인 역할을 하는 물질의 발현은 PGE2 합성과는 별개

로 다른 염증매개물질과 matrix metalloproteinases (MMP)

의 발현을 증가시켜 연골과 뼈의 파괴를 촉진시킬 수 있

다(33-35).

  한편, NF-κB의 활성화가 고농도의 celecoxib의 효과

에 관련이 있다는 다른 증거는 가족성 대장 용종증 환자

들에게 사용되는 celecoxib의 항암효과에서 찾아 볼 수 

있다. 즉 하루 800 mg의 고용량의 celecoxib만이 대장 용

종의 수를 의미있게 감소시켰는데, 이 용량은 대장암세
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포가 세포자사를 일으키도록 유도하기 위한 NF-κB 활

성화의 양으로, 이 NF-κB 활성화가 celecoxib의 화학예

방요법의 효율성에 필수적이기 때문이다(36-38). 이런 

NF-κB 활성화가 celecoxib와 같은 COX-2 선택적 억제

제에 한해 발생하는지 여부는 아직 밝혀지지 않았다. 

celecoxib의 결과와는 반대로 acetylsalicylic acid와 flurbi-

profen과 같은 비선택적인 NSAIDs는 오히려 NF-κB 활

성화를 억제하는 것으로 알려져 있는데, 이러한 상반된 

결과는 COX 효소의 비선택적인 억제나 또는 기존의 

NSAIDs의 산성화에 의한 것으로 추정된다(23,39-41). 염

증성 대식세포주뿐만 아니라, 비염증 세포인 신장세포

에서도 동일한 결과를 얻었는데, 백서의 mesangial 세포

를 가지고 한 실험에서도 고농도의 celecoxib를 사용할 

때 TNF-α, COX-2와 같은 NF-κB 의존성 염증 유발 인

자들이 증가하는 것을 볼 수 있었다(33). 흔히 임상에서 

celecoxib를 사용 시 혈압이 상승하거나, 말초부종이 발

생하여 환자의 약물순응도를 떨어뜨리는 경우가 있는데

(42), 이는 주로 신장에서 PG 생성을 억제함으로 신장의 

혈류량이 감소하고, 염분저류가 발생하여 생기는 것으

로 생각되지만, 다른 한편으로는 이러한 염증인자의 증

가도 영향이 있을 것으로 생각된다. 더욱이 비교적 약물

에 반응이 빠른 대식세포나 mesangial cell을 가지고 실험

한 경우에 이럴 가능성이 높을 것으로 생각된다.

  결론적으로 celecoxib는 NO와 PGE2와 같은 염증매개 

물질을 억제하여 항염 효과를 보이지만, 약물 농도에 따

라 COX-2 유전자의 발현에 다르게 반응할 수 있으며, 

이 결과는 임상에서 celecoxib를 투여 시 약 용량을 증가

시켜도 환자의 치료 반응이 호전되지 않는 이유를 부분

적으로 설명할 수 있다.
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