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Purpose: This study demonstrates that pharmacologic induction of heme oygenase-1 (HO-1) along with catalytic 
activation significantly modulated apoptosis of Jurkat cells induced by mycophenolic acid (MPA).
Methods: Cells were cultured with the presence or absence of MPA. Flow cytometric analysis was performed after 
propidium iodide staining. Western blotting of HO-1, Bcl, and Bax was also performed. Cells were stained 
4'-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) and measured by flow cytometry in the absence or presence of CoPPIX.
Results: Treatment of MPA decreased cell viability in a dose- and time-dependent manner. MPA-induced cell 
death was confirmed as apoptosis characterized by sub G0/G1 phase arrest. Expression of HO-1 assumes a pattern 
of decline after rising at the initial phase. CoPPIX, HO-1 inducer, significantly inhibited the cisplatin-induced 
apoptosis. Treatment of MPA resulted in reactive oxygen species (ROS) generation in Jurkat cells. CoPPIX 
attenuated ROS production in MPA-treated cells.
Conclusion: This result suggests that the protective mechanism of HO-1 on MPA-induced cytotoxicity is associated 
with direct inhibition of ROS generation and mitochondrial permeability transition. (J Korean Surg Soc 2010; 
78:343-349)
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서 론

  진균류인 Penicillium stoloniferum에서 추출된 mycophe-

nolic acid (MPA)는 면역억제제로 이식된 장기에 급성 거부

반응의 발생을 억제하기 위해 사용된다.(1) MPA는 B 및 T 

림프구 증식에 사용되는 퓨린의 합성에 중요한 guanine 

monophosphate의 생성을 조절하는 효소인 inosine monopho-

sphate dehydrogenase (IMPDH)를 억제하며, guanylate synthe-

tase의 활성을 저해하여 세포증식을 방해한다.(2,3) 특히, 림

프구는 핵산합성을 퓨린 신합성에 의존하므로 MPA에 의해 

선택적으로 증식이 억제된다고 한다. IMPDH는 type I, II 두 

가지 isoform로 나뉘며, 이 중 활성화된 림프구는 주로 type 

II에 대해 더욱 반응하는 것으로 알려져 있다.(4-6) MPA에 

의한 GTP의 고갈은 림프구 증식 억제 외에 림프구와 단핵
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구의 세포막 당단백으로 fructose나 mannose 전달을 차단하

는 결과를 나타낸다. 이로 인한 세포유착 분자(adhesion mo-

lecule)의 변화는 이들 세포가 혈관 내피세포에 부착되는 능

력을 저해하여 염증 부위로의 림프구와 단핵구의 이동을 

감소시킬 수 있다.(7)

  세포 내에서 생성된 활성산소종을 제거하기 위한 생리적 

방어기전이 존재하며, 대표적인 예로 헤모글로빈을 비롯한 

heme 단백질의 보결분자족인 heme을 담즙색소(biliverdin, 

bilirubin)와 일산화탄소와 환원철(Fe2＋)로 분해하는 heme 

oxygenase (HO)를 들 수 있다. HO는 최소 두 가지의 isozyme 

(HO-1과 HO-2)이 보고되고 있다. HO-2는 구성형 효소이고 

HO-1은 각종 스트레스원에 반응하여 세포 내에서 유도 발

현되는 효소로 이 효소의 반응을 조사하여 스트레스 검출

에 이용하기도 한다.(8,9)

  또한, 이러한 세포 내 활성산소는 미토콘드리아 기능이

상에 의해 초래되거나, 반대로 미토콘드리아 기능이상을 

초래한다고 알려져 있다.(10)

  저자들은 이 활성산소에 반응하여 항산화효소인 HO-1의 

역할이 어떠한 작용 기전을 가질 것인지 연구해보기로 하

였다. 따라서 본 연구에서는 MPA에 의한 Jurkat 세포의 죽

음에서 활성산소 생성, HO-1의 발현 변화, 미토콘드리아 기

능 등을 조사하였고 HO-1 발현 증가를 통한 세포자멸사 조

절 기전을 규명하고자 하였다.

방 법

1) 재료

  (1) 세포주: 사람 T 림프구 세포주인 Jurkat 세포는 한국세포

주은행(KNCC, 서울대학교)으로부터 분양 받아 실험하였다.

  (2) 시약 및 기기: RPMI 1640, 항생제 및 우태아 혈청(fetal 

bovine serum)은 GIBCO BRL사(Grand Island, NY, USA)에

서, 배양용기(24 well plate와 10 cm dish)는 Falcon사(San 

Jose, CA, USA)에서 구입하였다. 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]- 

2,5-diphe-nyltetra zolium bromide (MTT), 4'-6-Diamidino-2- 

phenylindole (DAPI), bicinchoninic acid, dimethyl sulfoxide, 

CoPPIX는 Sigma사(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. 

MPA는 10 mM 농도로 phosphate buffered saline (PBS)에 녹

여 −70oC에 보관하였고, RPMI 1640 배지에 희석하였다.

2) 방법

  (1) Jurkat 세포주 배양 및 시약처리: Jurkat 세포를 CO2 세

포 배양기(37oC, 5% CO2)에서 10% fetal bovine serum이 포

함된 RPMI 1640 배양액에서 배양하였으며, 24시간 간격으

로 배양액을 교체하여 log phase에 있는 세포에 MPA를 처

리한 후 세포사멸 현상과 이에 연관된 생화학 실험을 수행

하였다.

  (2) 세포활성도 측정: 세포 생존율 측정은 MTT assay를 이

용하였다. 세포 배양판(24-well plate)에 세포(1×105 세포수/ 

ml)를 1 ml씩 분주하여 3시간 이상 CO2 세포배양기 안에서 

안정시킨 후 시료를 각각의 조건에 따라 처리하였다. MTT 

용액(5 mg/ml, PBS, pH 7.4)은 각각의 배양세포에 배양액

의 1/10을 첨가하여 4시간 반응시켰다. 살아있는 세포에 

의해 생성된 보라색 formazan은 10% SDS가 포함된 0.01N 

HCl 용액을 1 ml/well에 첨가하여 용해시킨 후, 분광광도계

(THERMO max, USA)를 이용하여 540 nm 파장에서 흡광도

를 측정하였다. 세포 생존율은 정상 대조군과 비교하여 백

분율(%)로 표시하였다.

  (3) Western blot analysis: 배양된 Jurkat 세포에 MPA를 

처리한 후 세포를 채취하여, 냉 PBS로 2회 세척하였다. 채

취된 세포는 파쇄용액(50 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM 

NaCl, 1% deoxycholate, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1μg/ml 

aprotinin)과 4oC에서 30분 반응시켰다. 동량의 세포파쇄액

(200μg)과 2배의 sample buffer를 혼합하여 100oC에서 3분 

동안 가열하여, 12.5% 및 15% SDS-polyacrylamide gel elec-

trophoresis (SDS-PAGE)에 전개 분리시켰다. 이후 electro-

transfer system (Ellard Inc, Seattle, WA, USA)을 이용(0.8 

mA/cm)하여 nitrocellulose membrane으로 이동시키고, block-

ing buffer (5% skim milk)와 상온에서 2시간 반응시켰다. 

HO-1, Bcl-2, Bax 및 β-actin에 대한 항체는 0.05% (v/v)의 

tween-20이 함유된 Tris-buffered saline (TBS-T)에 1：1,000으

로 희석하여 nitrocellulose membrane과 상온에서 2시간 반응

시켰으며, 각 항체에 대한 이차항체 anti-rabbit IgG conju-

gated horse radish peroxidase (HRP)와 anti-mouse IgG con-

jugated HRP는 TBS-T로 희석(1：3,000)하여 상온에서 1시간 

반응시킨 후, enhanced chemilluminescence (ECL) kit (Amers-

ham, England)를 이용하여 현상하였다.

결 과

1) MPA 처리시 Jurkat 세포의 세포 생존율 측정 및 세포 

죽음의 성격

  MPA의 농도에 따라 Jurkat 생존율을 조사한 결과 MPA 
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Fig. 1. MPA decreased the viability of Jurkat cells in a dose- and time-dependent manner. (A) Cells were treated with various concentrations 

of MPA for 24 hr and cell viability measured by MTT assay. (B) Cell viability was measured by MTT assay after 5μM MPA 

treatment for various times. *P＜0.05 by student t-test, compared to control group.

Fig. 2. MPA increased the sub-G0/G1 fraction in Jurkat cells. (A) 

Cells were treated with 5μM MPA for various periods. 

After PI staining, sub-G0/G1 fraction (%) was measured by 

flow cytometry. (B) Apoptosis (%) in (A) was measured 

and plotted against time. Data represent the mean±S.D. of 

quadruplicates. *P＜0.05 by Student's t-test, compared to 

control group.

0.1μM에서부터 세포의 생존율은 22% 감소하기 시작하여 

5μM에서는 대조군에 비교하여 70% 감소하였다(Fig. 1A). 

또한, MPA에 의한 Jurkat 세포 죽음의 시간의존적인 변화를 

확인하기 위하여 5μM 농도의 MPA를 처리한 후 시간별로 

세포 생존율을 조사한 결과 MPA 처리 6시간 이후부터 유

의한 감소가 시작되어 18시간 이후에는 약 50%로 유의한 

세포 생존율의 감소를 보였다(Fig. 1B). Jurkat 세포에서 

MPA에 의한 세포 죽음이 세포자멸사 기전에 의해서 매개

됨을 확인하기 위하여, MPA (5μM)를 처리한 세포의 DNA

를 PI 염색 후 유식 세포분석기를 이용하여 세포자멸사 정

도를 조사하였다. MPA (5μM)를 18시간 처리한 Jurkat 세포

의 sub-G0/G1 분획은 11.3% 정도로 증가하였으며, 24시간 후
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Fig. 3. Production of H2O2 in MPA treated Jurkat cells. Cells were treated with 5μM MPA for various periods. Then, cells were incubated 

with the dye 2', 7'-dichlorofluorescin diacetate (5μM) and the fluorescence intensity of more than 10,000 cells was analyzed using 

flow cytometry.

Fig. 4. Effects of HO-1 expression on MPA treated-Jurkat cells 

in a time-dependent manner. Cells were treated with 5μM 

MPA for various periods. Cell lysates were separated on 

15% SDS-PAGE and immunoblotted for anti-HO-1 and β- 

actin. The immunoreactive signals were visualized by ECL 

detection kit.

Fig. 5. Effect of CoPPIX on expression of HO-1 proteins in MPA 

treated Jurkat cells. Cells were treated with 5μM MPA in 

the absence and presence of 20μM MPA for 36 hr. Equal 

amounts of protein from cell lysate were subjected on 15% 

SDS-PAGE, transferred onto nitrocellulose membrane and 

immunoblotted with anti-HO-1 and anti-β-actin antibo-

dies. The immunoreactive signals were visualized by ECL 

detection kit.

에는 40%, 그리고 38시간 후에는 45%로 점차 시간의존적

으로 증가하였다(Fig. 2).

  이상의 결과는 MPA가 Jurkat 세포의 생존율을 농도 및 

시간의존적으로 저하시키며, 이러한 MPA에 의한 Jurkat 

세포 독성은 세포자멸사 기전에 의하여 매개됨을 시사하

였다.
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Fig. 6. Effect of CoPPIX, HO-1 inducer, in MPA induced apoptosis on Jurkat cells. (A) Cells were treated with 5μM MPA in the absence 

and presence of 20μM MPA for 48 hr. After PI staining, the fluorescence intensity of more than 10,000 cells was analyzed using 

a flow cytometry. (B) Apoptosis (%) in A was measured and plotted against dose. Data represent the mean±standard deviation 

(S.D.) of quadruplicates. (C) Cells were stained with 10μg/ml DAPI and visualized under fluorescence microscope.

2) MPA에 의한 Jurkat 세포자멸사에서 세포 내 활성산소 

생성(reactive oxygen species)

  MPA에 의한 Jurkat 세포의 사멸이 H2O2에 의한 세포사멸

임을 밝히기 위하여 2', 7'-dichlorofluorescin diacetate 염색으

로 세포 내 H2O2의 생성을 flow cytometry를 통하여 조사, 분

석하고 M1 값으로 표시하였다. 그 결과, 5μM 농도의 MPA 

처리시 대조군인 48.8%에 비하여, 12시간에 56.2%, 24시간에 

68.1%, 48시간에 94.0%로 시간의존적인 증가를 보였다(Fig. 

3). 이상의 결과는 MPA에 의한 세포 내 활성산소인 H2O2 생

성이 세포자멸사에 기여하였을 가능성을 시사하였다.

3) MPA에 의한 Jurkat 세포자멸사에서 HO-1 발현 변화

에 미치는 영향

  산화적 손상에 의한 방어기작으로 세포 내 발현이 증가

되는 HO-1 단백질에 대한 MPA의 효과를 Western blot 방법

으로 조사하였다. Jurkat 세포의 HO-1 단백질 발현은 5μM 

MPA 처리시 24시간에 약간 증가하였다가 36시간 이후부터 
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Fig. 7. Effects of CoPPIX on expression of Bcl-2 and Bax proteins 

in MPA treated Jurkat cells. Cells were treated with MPA 

for 36 hr in the absence or presence of CoPPIX. Equal 

amounts of protein from cell lysate were subjected on 15% 

SDS-PAGE, transferred onto nitrocellulose membrane and 

immunoblotted with anti-Bcl-2, anti-Bax and anti-β-actin 

antibodies. The immunoreactive signals were visualized by 

ECL detection kit.

감소하였다(Fig. 4).

4) HO-1 inducer가 MPA에 의한 Jurkat 세포자멸사에 미

치는 영향

  앞에서 MPA 처리시 HO-1의 발현이 감소하였으므로 MPA

에 의한 Jurkat 세포의 세포 죽음에서 HO-1의 역할을 조사

하고자 하였다. 먼저 HO-1 inducer인 CoPPIX (20μM)를 6시

간 전 처리한 후 MPA를 36시간 처리하여 세포를 포집한 

후 HO-1의 발현 정도를 Western blot 분석법으로 조사하였

다. 그 결과 CoPPIX는 HO-1의 발현을 현저하게 증가시켰으

며 MPA 처리에 의해 감소된 HO-1의 발현도 현저하게 증가

시켰다(Fig. 5). 또한 MPA에 의한 세포자멸사 정도를 유식

세포분석기로 조사한 결과, 5μM의 MPA 48시간 처리시 대

조군 3.53%에 비하여 23%의 세포자멸사를 보였으나 CoPPIX 

처리시 5.8%로 감소하였다(Fig. 6A). 이때 CoPPIX 자체는 

세포독성을 보이지 않았으며 이를 histogram으로 표시하였

다(Fig. 6B).

  MPA에 의한 Jurkat 세포의 DNA 분절에 미치는 영향을 

DAPI 염색을 통해 핵의 형태를 형광현미경으로 관찰하였

다. 그 결과 대조군과 CoPPIX 단독처리군에서는 타원형의 

균일한 형광세기를 나타냈지만 MPA 처리군에서는 핵산이 

분절되었다. 그러나 CoPPIX 전처리에 의하여 핵의 분절이 

억제되었다(Fig. 6C). 이상의 결과는 CoPPIX는 Jurkat 세포

에서 HO-1의 발현을 증가시켰으며, HO-1의 발현 증가는 

MPA에 의한 세포사멸을 억제하였으므로, MPA에 의한 Jur-

kat 세포사멸은 HO-1의 발현 감소에 의해 매개되었을 가능

성을 시사하였다.

5) HO-1 inducer가 MPA에 의한 Jurkat 세포자멸사에서 

Bcl-2 및 Bax 단백질의 발현에 미치는 영향

  MPA 처리시 발현 변화된 Bcl-2 및 Bax 단백질에 대한 

HO-1의 영향을 조사하기 위하여 CoPPIX (20μM)를 6시간 

전 처리한 후 MPA (5μM)를 36시간 처리하여 Western blot

을 실시하였다. 그 결과 MPA에 의해 감소되었던 Bcl-2 단

백질의 발현양에는 차이가 없었으며, MPA 처리에 의해 발

현이 현저히 증가되었던 Bax 단백질은 발현양이 감소하여 

대조군 수준의 발현 양상을 보였다(Fig. 7).

고 찰

  MPA는 T 림프구와 B 림프구의 증식을 선택적으로 억제

한다.(11) 이는 MPA가 GTP뿐만 아니라 ATP 생성까지 영향

을 주는 IMPDH의 활성을 억제하고 GTP의 고갈을 유도하

기 때문이다.(12)

  활성산소종은 활성화된 호중구, xanthine oxidase, 미토콘

드리아 호흡 및 아라키돈산 대사 과정을 통해서 생성된다. 

(7) 비록 superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase 

효소 등이 세포 내에서 생성된 활성산소종을 제거하기 위

한 생리적 방어기전으로 작용하지만, 과도한 활성산소종은 

이들 방어체계를 초과하여 세포손상을 초래한다.(10)

  신체의 각 장기는 환경에서 오는 다양한 스트레스로부터 

항상성을 유지하기 위하여 즉각적으로 반응한다. 카드뮴, 

납, 수은과 같은 중금속이나 endotoxin이 체내에 들어오거

나, heat shock, 자외선, 활성산소, 저산소 상태에 노출되면, 

장기에서는 스트레스에 대한 반응으로 다양한 단백질과 

효소가 유도되면서 생체 방어 작용이 일어난다. 대표적인 

예로 헤모글로빈을 비롯한 heme 단백질의 보결분자족인 

heme을 담즙색소(biliverdin, bilirubin)와 일산화탄소와 환원

철(Fe2＋)로 분해하는 HO를 들 수 있다. HO는 최소 두 가지

의 isozyme (HO-1과 HO-2)이 보고되고 있는데, HO-2는 구

성형 효소이고, HO-1은 각종 스트레스원에 반응하여 세포 

내에서 유도 발현되는 효소로 이 효소의 반응을 조사하여 

스트레스 검출에 이용할 수 있다.(13) 본 연구에서 MPA에 

의한 Jurkat 세포자멸사는 세포 내 활성산소종인 H2O2의 생

성 증가와 HO-1 단백질의 발현 감소를 초래하였다. 특히, 

외부 스트레스에 반응하여 항산화 작용을 하는 HO-1이 

MPA 처리 24시간에 일시적으로 증가하였으나 MPA 처리 

48시간에 현저히 감소하였으며, 세포 내 H2O2는 48시간에 
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최대의 생성량 증가를 보였다.

  저자들의 연구 결과에서는 MPA는 Bcl-2의 발현 감소와 

Bax의 발현 증가 혹은 그에 따른 비율의 감소를 초래하여 

Jurkat 세포의 세포자멸사를 유도하였을 것으로 판단된다. 

특히 이러한 세포자멸사 현상은 HO-1 inducer인 CoPPIX로 

HO-1 단백질의 발현을 증가시켰을 경우 MPA에 의한 Jurkat 

세포 내 H2O2의 생성을 억제하였고, Bax 단백질의 발현 증

가를 억제하여 세포자멸사를 억제하였다. 따라서, MPA는 

Jurkat 세포에서 활성산소의 생성을 유도하고 이를 위한 방

어기작인 HO-1의 발현 감소를 유도하여 세포자멸사를 초

래하였다고 판단된다. 특히 HO-1의 발현은 Nrf2라는 전사

활성인자에 의해 조절되는 것이 잘 알려져 있으며,(14) MPA

에 의한 Jurkat 세포자멸사에서 이에 대한 정확한 조절 기전

연구가 요구된다.

결 론

  MPA는 Jurkat 세포에서 활성산소의 생성을 유도하고 이

를 위한 방어기작인 HO-1의 발현 감소를 유도하여 세포자

멸사를 초래하는 한 원인으로 판단된다.
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