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서      론

  Nitric oxide (NO)는 생체 내에서 혈관 평활근 확장, 병

원균 제거, 신경전달물질로서의 기능을 가지는 분자로

(1) 이식 거부 반응에서도 중요한 역할을 담당하는 것으

로 알려져 있다(2). 이와 같은 NO는 병원균 제거 및 면역

계와 관련하여 macrophage가 염증활성 상태에서 induc-

ible nitric oxide synthase (iNOS)를 다량 생산함으로 argi-

nine으로부터 NO를 생성, 염증 반응을 촉진하며, pro-in-

flammatory인자로서 작용을 하게 된다(3). 특히 bacteria

와 같은 세균감염 시 방출된 lipopolysaccharide (LPS)가 

host receptor와 결합하여 세포 내 신호 전달이 일어나는

데, 이 때 IκB kinase (IKK) complex가 활성화되어 IκB

의 phosphorylation 및 degradation이 유발된다(4). 이 때 I

κB에서 분리되어 자유로워진 NF-κB dimmer (p65/p50)

는 세포질에서 핵으로 전위하여 면역 및 염증 관련 유전

자들의 promoter 영역에 결합하여 전사를 증가시키므로 

iNOS 발현 및 NO 생성을 포함하는 다양한 염증 반응이 

일어난다(5). 이러한 과정은 뇌에서도 일어날 수 있으며 

이와 같은 과정에 중요하게 관여하는 세포로서 microglia

가 알려져 있다. Microglia는 뇌에 존재하는 대식세포로

생쥐 소교세포(BV-2)에서 우르소데옥시콜린산에 의한 
iNOS 발현억제 
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ABSTRACT
Background: Inflammation in the brain has known to be associated with the devel-
opment of a various neurological diseases. The hallmark of neuro-inflammation is the 
activation of microglia, brain macrophage. Pro-inflammatory compounds including nitric 
oxide (NO) are the main cause of neuro-degenerative disease such as Alzheimer's disease 
(AD) which is resulted in cell death. Among those pro-inflammatory compounds, NO 
contributes to the cell death by directly or indirectly. Methods: In the study, we ex-
amined whether ursodeoxycholic acid (UDCA), a non-toxic hydrophilic bile acid, inhibits 
the NO production by a direct method using Griess reagent and by RT-PCR in the 
gene expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS). In signal transduction, we 
also examined the NF-κB (p65/p50), IKK, and IκB, which are associated with the 
expression of iNOS gene using western blots. Results: In the present study, we found 
that UDCA effectively inhibited NO production in BV-2 microglial cell, and NF-κB 
activation was reduced by suppressing IKK gene expression and by increasing the IκB 
in cytosol comparing those to the positive control LPS. Conclusion: Taken together, 
these data suggested that UDCA may play a crucial role in inhibiting the NO production 
and the results imply that UDCA suppresses a cue signal of the microglial activation 
via stimulators, such asβ-amyloid peptides which are known to stimulate microglia in 
AD pathogenesis. (Immune Network 2005;5(1):45-49)
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서 monocyte에서 분화되어 중추신경계에 산재하는 비신

경세포로(6) 뇌 손상이나 감염에 대해 초기 반응을 나타

내어 염증성 cytokine, 단백질 분해 효소, 활성 산소 등을 

방출하여 생체를 보호하는 면역세포이다(7). 그러나 

microglia의 지나친 활성화는 만성 염증을 유발하여 알츠

하이머 질환(Alzheimer's disease, AD)과 같은 퇴행성뇌질

환의 주요 원인이 되는 것으로 알려져 있다(8). 특히 최

근 많은 연구가 진행 중인 AD의 경우, 뇌 내 amyloid β 

(Aβ) 펩타이드가 비정상적으로 다량 만들어져 뇌 조직

에 노인반이라고 불리는 senile plaque이 형성되면 

microglia가 이를 항원으로 인식하여 활성화되고 염증을 

일으키는 proinflammatory cytokines 및 NO를 방출하여 

염증 반응을 유발하는데, 이 때 뇌 조직의 산화적 손상 

및 세포사를 유발하여 신경 세포의 기능 손실이 발생한

다고 알려져 있다(9). 따라서 microglia 활성화 억제는 

AD를 비롯한 다수의 신경퇴행성질환의 경과를 경감시키

는 효과적인 접근법이라 할 수 있다(10). 본 연구에서 사

용된 우르소데옥시콜린산(ursodeoxycholic acid, UDCA) 

(Fig. 1)은 손상된 간에서 나타나는 담즙성 간질환, 고빌

리루빈혈증 등의 개선에 임상적으로 사용되는 친수성 

담즙산으로(11,12) 세포보호 작용과 관련하여 미토콘드

리아의 cytochrome c 방출, caspase 활성화, 핵 내 효소 

PARP의 분열 등을 포함하는 apoptosis 경과를 억제할 수 

있다는 연구가 보고되었고(13) 최근 항염증 효과와 관련

하여 proinflammatory cytokine의 생성을 억제한다는 연

구도 보고되었다(14). 본 연구에서는 LPS로 활성화시켜 

염증 반응을 유도한 BV-2 microglial cell line에 UDCA 농

도 별 처리 시 발생하는 NO 생성, iNOS 단백질 및 유전

자 발현, NF-κB signal transduction의 추이를 관찰하여 

UDCA에 의한 NO억제작용을 확인하였다.

재료 및 방법  

  UDCA (Sigma, U.S.A.), LPS (lipopolysaccharide) (Sig-

ma, U.S.A.) 원액은 마이크로필터(0.2μm)를 통과한 배지

에 녹여 준비했다. UDCA는 2.5, 5, 7.5, 10μg/ml, LPS는 

5μg/ml의 농도가 되도록 했다. 이 원액들은 이 후의 사

용을 위해 -20oC에서 보관하거나 세포 배양 실험을 위

해 1∼5% FBSαMEM 배지에 직접 희석했다. 본 실험에

서 사용된 BV-2 cell line은 primary microglial cell에 v-raf/ 

v-myc oncogen을 감염시켜 만들어진 세포주이며 형태, 

표현형 및 기능적 특성이 primary cell과 같다(15,16). 동

결된 BV-2 세포를 해동하여 10% FBSαMEM (Cellgro, 

U.S.A.) 배지에서 3일 동안 배양하고 5% FBSαMEM 배

지로 교체 후 4일 동안 배양하였다. 1% 이하의 FBS는 

BV-2 세포의 활성화에 영향을 주지 않으므로, 모든 실험

에서는 1% FBSαMEM 배지에서 안정화시킨 BV-2 세포

를 in vitro 모델로 사용하였다.

NO 측정. NO는 Griess reagent system (Promega, U.S.A.)

을 이용하여 측정하였다. 즉, NO 측정을 위해 각 군의 

상징액 50μl를 취하여 96 well plate로 옮긴 후 sulfa-

nilamide 용액 50μl를 첨가하고 차광하여 10분 동안 실

온에서 반응시켰다. 이어서 N-1-napthylethylene diamine 

dihydrochloride (NED) 용액 50μl를 첨가하고 차광하여 

10분 동안 실온에서 반응시킨 후 30분 내에 540 nm의 

파장에서 흡광도를 측정하였다. NO의 생성량은 표준검

량곡선을 통해 계산하였다. 

RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Re-

action). 각 군의 1×107 개/ml의 세포로부터 Trizol Rea-

gent (Life Technologies, U.S.A.)를 이용하여 total RNA를 

추출하였다. Trizol reagent 1 ml를 첨가하여 세포를 용해

시키고 실온에서 5분 동안 방치 후 chloroform 200μl를 

첨가하여 13500 rpm에서 15분 동안 원심분리하였다. 투

명한 상층액을 취하여 새로운 tube로 옮기고 동량의 

isopropyl alcohol을 첨가한 후 13500 rpm에서 10분 동안 

원심분리하여 RNA를 침강시켰다. RNA 침전을 75% 

EtOH in DEPC 1 ml로 세척한 후 공기 중에서 건조시켰

다. RT-PCR 반응 용량은 20μl가 되도록 하였고 ethidium 

bromide로 염색된 1.2% agarose gel에서 전기영동하였다.

Western Blot. 각 군 별로 세포질과 핵에서 각각 단백질 

sample을 분리해낸 후 25μg을 SDS loading buffer와 함께 

90oC에서 5분 동안 가열하고 12% SDS-polyacrylamide 

gel에 전기영동하였다. Gel에서 분리된 단백질을 PVDF 

membrane에 transfer하였다. Membrane은 5% skim milk/ 

TBS-T로 1시간 동안 blocking 한 후 TBS-T에 희석된 

anti-NF-κB p65 (Delta Biolabs, U.S.A), anti-NF-κB p50 

(Delta Biolabs, U.S.A.), anti-IκBα (Santa Cruz Biotechnol-

ogy, U.S.A.), anti-iNOS (Santa Cruz Biotechnology, U.S.A.)

를 1시간 동안 incubation후 anti-rabbit Ig-horse radish 

peroxidase (Zymed, U.S.A.) 2차 항체를 붙여 ECL (en-

hanced chemiluminescence luminogram) reagent (Amersh-

am, U.S.A.)로 반응시킨 후 x-ray film에 exposure 하였다.

통계처리. 결과분석은 GraphPad Prizm 4 software를 이용

Figure 1. Chemical structure of UDCA.
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하여 p＜0.05일 때 통계적 유의성이 있음을 인정하였고, 

PCR및 western blot 결과의 분석은 gel/membrane band 

scanning 후 UVIDocMW program을 통해 band intensity의 

상대비교 분석을 실시하였다. 

결      과

UDCA의 NO 생성 및 iNOS 발현 억제 효과. Pro-inflam-

matory cytokines와 더불어 NO는 신경계 염증 및 퇴행 과

정의 주요 매개 인자로 iNOS에 의해 양적 증가가 일어

나며, 고농도의 NO가 존재할 때 만성염증 및 신경세포 

파괴가 일어나게 된다. 따라서 AD와 같은 질환에서 mic-

roglia에 의한 NO의 억제가 요구된다. Fig. 2A에 나타난 

바와 같이, UDCA 처리군에서 NO의 억제가 dose-depen-

dent 하게 나타났으며, 농도의 차이는 있었으나, 12h 및 

24h에서 dose별 유사한 패턴을 보였다. 이러한 결과는 

gene expression및 protein analysis에서 보다 구체적인 비

교를 실시하였으며, 결과적으로 Fig. 2B-C에서와 같이 

iNOS 및 iNOS gene expression은 UDCA에 의해 조절되고 

있음을 알 수 있었다. 특히 UDCA 10μg/ml에서 가장 효

과적인 억제가 관찰되었으며, 5μg/ml 미만의 저 농도에

서 iNOS의 up-regulation이 관찰되어 UDCA의 biphagic 

effect의 가능성이 기대되었다. 

UDCA의 NF-κB 신호 전달 조절. NF-κB는 IκB와 분

리된 상태에서 활성화되어 핵 내로 이동하고 IκB의 분해

는 LPS 등의 외부자극을 통해 IKK에 의한 인산화에 의

해 시작된다(5). Figure 3A-B는 UDCA 처리 후 1시간 내 

나타나는 signal transduction을 관찰한 결과이며, 동일한 

cell lysate에서 추출되는 cytosolic/nuclear protein을 검량

하였다. DNA-binding subunit인 p65는 cytosol과 nuclear간 

농도 비가 현격히 차이가 나 positive control인 LPS와 

UDCA에 의한 NF-κB의 translocation을 예측할 수 있었

다. LPS의 경우 LPS 처리 후 1 시간 이내에 신속한 반응

이 일어나 nuclear내 p65의 농도가 높게 나타나는 것으로 

생각되며, UDCA 농도가 고농도로 갈수록 LPS와 반대의 

경향을 보여 결국 UDCA가 NF-κB의 활성을 억제하고 

있는 것으로 판단된다(Fig. 3A). 반면, p50은 cytosol/nu-

clear내 농도변화의 유의성은 발견할 수 없었으나, UDCA 

최고농도인 10μg/ml에서 nuclear내 p50의 농도가 낮게 

관찰되어 translocation이 되는 p50의 농도가 상대적으로 

적음을 알 수 있었다(Fig. 3B). 또한 이와 같은 신호를 주

Figure 2. Comparison of nitric oxide 
and iNOS expression. A. NO concen-
tration was examined under Griess 
reagent system by taking media at 12
h and 24 h. B. Western blot results of 
iNOS at 24 h. C. RT-PCR was used to
identify the iNOS gene expression at 24
h and the intensity was analyzed by gel
doc (UVIDocMw program). Cont; con-
trol (culture media), LPS; lipopoly-
saccharide (5μg/ml), Veh: vehicle (me-
thanol), U2.5; 2.5μg/ml UDCA, U5: 5
μg/ml UDCA, U7.5; 7.5μg/ml UDCA,
U10: 10μg/ml UDCA. Data are pre-
sented as mean±SD values (n=3). *p
＜0.05, **p＜0.01, ***p＜0.0001 (vs 
LPS).
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는 IκB degradation은 IKK에 의한 작용이 주요하며, 따라

서 본 연구의 consistency를 확인하기 위해 Fig. 4A-B와 

같이 IKK mRNA expression 측정 및 cytosol 내 IκB농도를 

비교하였다. 그림에서 보는 바와 같이 IKK의 gene ex-

pression은 UDCA 농도 의존적으로 감소하였으며(Fig. 4A), 

IκB의 농도변화는 유의한 차이는 없었으나 positive con-

trol인 LPS와 비교하여 비교적 높은 농도를 유지하여 Iκ

B에 의한 NF-κB의 활성이 억제되고 있음이 관찰되었다.

결      론

  NO는 host defense를 위해 생체 내 및 면역계에서 중요

한 역할을 담당하지만 NO의 지나친 생성은 세포사를 유

발하고 조직에 손상을 주는 퇴행성 기능을 동반하기도 

한다(17). 특히 중추신경계에서 microglia의 만성 염증 반

응에 의한 NO 생성은 신경세포의 기능 손실 및 사멸을 

유도하여 AD를 비롯한 신경퇴행성 질환을 유발시킨다

(18). 특히 다량의 NO 생성은 inducible NOS의 경로로 만

들어지게 되는데, 이들은 대부분 면역학적 자극이나 염

증성 자극에 의한다. 따라서 microglia와 같은 macropha-

ge에서 NO의 증가는 그 의미가 크며, 이러한 NO 생성에 

대한 신호전달과정 억제는 세포손상 및 세포사를 차단

하는 중요한 단계이다. 본 연구에서 LPS 처리시 활성화

되는 microglia로부터 발현되는 iNOS를 측정하여 NO 농

도 변화에 대한 validation을 수행하였고, 이러한 iNOS의 

발현을 촉진하는 신호전달과정인 NF-κB, IκB 및 IKK

의 작용 및 활성여부를 관찰하여 UDCA의 강력한 NO억

제효과를 확인하였다. Fig. 2에서 NO의 농도와 iNOS의 

발현은 상호 일치하는 결과가 인정되었고 특히 UDCA 

10μg/ml에서 가장 효과적으로 억제됨이 관찰되었다. 이

러한 결과는 NF-κB 활성억제에서 확인되었다. 즉, NF-

κB의 upstream과정인 IκB degradation과 이들을 인산화 

시키는 IκB 인산화효소(IKK)의 일련의 과정에서 UDCA

는 positive control에 비해 IKK발현억제, IκB 농도유지

(UDCA 고농도에서 증가) 및 NF-κB (p65/p50)의 trans-

location의 억제가 관찰되어 IκB degradation에 의한 NF-

κB 활성이 조절되고 있음을 알 수 있었다. 이와 같은 

결과는 UDCA의 항염효과와 NO에 의한 세포손상 보호

효과가 가능함을 제시하고 있으며, 특히, 이와 같은 결과

Figure 3. Regulation of NF-κB 
in cytosol and nucleus at 1 h. E-
qual amounts of protein (25μg) 
was loaded for the detection of 
p65 and p50 in both status and the
blot intensity was compared be-
tween cytosol and nucleus. Cont: 
control (culture media), LPS: lipo-
polysaccharide (5μg/ml), Veh: ve-
hicle (methanol), U2.5: 2.5μg/ml 
UDCA, U5: 5μg/ml UDCA, U7.5: 
7.5μg/ml UDCA, U10: 10μg/ml 
UDCA.
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Figure 4. Regulation of IKK (RT-
PCR) and IκB (western blot) ex-
pression. Cells were treated with 
UDCA (ranged from 2.5 to 10μg/
ml) after the pretreatment of LPS.
A. RT-PCR for IKK gene expres-
sion. B. Western blots for relative
IκB concentration in cytosol at 
the same condition of IKK prepa-
ration. Cont: control (culture medi-
a), LPS: lipopolysaccharide (5μg/ 
ml), Veh: vehicle (methanol), U2.5:
2.5μg/ml UDCA, U5: 5μg/ml 
UDCA, U7.5: 7.5μg/ml UDCA, 
U10: 10μg/ml UDCA. Data are 
presented as mean±SD arbitrary 
units (n=3). * p＜0.05, **p＜0.01 
(vs LPS)
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가 microglia로부터 얻어진 결과임을 고려할 때 AD와 같

이 만성염증이 질병의 원인이 되는 퇴행성뇌질환을 예

방 및 치료할 수 있는 후보물질로 기대된다. 
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