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요  약  포유류에 존재하는 Collectin-Placenta 1 (CL-P1)을 포함한 여러 종류의 scavenger 수용체는 주로 내피 세포,
대식 세포 및 평활근 세포 표면에 발현되는 분자이다. 이들 분자는 산화 된 저밀도 지질 단백질 (oxLDL)에 결합하여 
처리 할 수 있는 세포 표면 당 단백질이다. 이들 분자 중 케르세틴이 CL-P1 활성화에 어떤 영향을 미치는가를 확인하였
다. 케르세틴은 산화 반응을 담당하는 자유 라디칼의 제거제 역할을 하여 산화를 중지시키는 항산화제로 알려져 있다.
본 논문에서는 마우스 CL-P1 유전자 promoter 부분의 전사 시작 점부터 -500 번째 염기까지의 단편을 DNA 중합효소
를 이용하여 클로닝 하였다. 그 후에 대식세포 계열인 RAW264.7 및 섬유아세포계열의 NIH3T3 세포에 도입하여 케르
세틴이 CL-P1 유전자 발현에 어떠한 영향을 미치는지에 대한 연구를 하였다. 이 부위에는 세포주기 조절 인자인 E2F 
결합부위를 비롯해서 여러 종류의 전사 인자가 결합하는 염기서열이 다수 위치하고 있다. 이러한 500염기 단편을 
pGL4.10 기본 벡터 및 프로모터에 연결시킨 후 세포에 도입시켰다. 그리고 배양 중에 케르세틴을 처리하여 유전자 발현
양을 형광 색소 발현기법으로 측정하였다. 그 결과 유전자 발현이 시작되는 앞쪽 부분의 -250에서 -350사이의 염기들이
CL-P1 단백질을 만드는데 중요하다는 것을 확인하였다. 그 중에서도 E2F결합 부위가 결정적인 것 이라는 것을 DNA
돌연변이 실험을 통해 확인 하였다. 또한 부착 세포인 RAW264.7 배양액에 케르세틴을 첨가 한 결과, 배양용기 표면에
서 탈락하는 현상을 확인하였다. 즉 발현된 CL-P1단백질이 케르세틴에 의해 세표 표면의 부착 분자에도 영향을 주는
것을 확인하였다.

Abstract  Several types of scavenger receptors, including the Collectin-Placenta 1 (CL-P1) receptorthat is
present in mammals, are molecules that are expressed on the surfaces of endothelial cells, macrophages
and smooth muscle cells. These molecules are cell surface glycoproteins that can be conjugated to 
oxidized low density lipoprotein (oxLDL). Among these molecules, the effect of quercetin on CL-P1 
activation has been confirmed. Quercetin is known as an antioxidant that stops oxidation because it acts 
to remove free radicals that are responsible for the oxidation reaction. In this study, fragments from the
transcription start site of the mouse CL-P1 gene promoter to the -500th base were cloned using DNA 
polymerase. These fragments were then introduced into macrophage like RAW264.7 cells and 
fibroblast-like NIH3T3 cells to study the effect of quercetin on the CL-P1 gene expression. As a result,
we found that bases ranging from -250 to -350 in the anterior part where gene expression starts are
important for producing CL-P1 protein. Among them, the DNA mutation experiments we performed 
confirmed that the E2F binding sites are critical for producing the CL-P1 protein? In addition, when 
quercetin was added to the RAW264.7 culture medium, which was a culture of adherent cells, 
observedthe phenomenon of the cells falling off from the surface of the culture container.
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1. 서론

Scavenger 수용체는 자기 자신의 분자 중에 노후화 
되었거나 변형되어 쓸모가 없는 분자를 제거하는 일명 
쓰레기 수용체로 알려져 있다[1, 2, 3]. 최근에는 허혈성 
심장질환 및 당뇨병환자의 심장외막조직에서의 Scavenger 
수용체에 대한 연구 등이 이루어져 있다[4]. CL-P1유전
자는 Scavenger 수용체의 일종으로 파괴된 세균의 세포
벽 성분 등을 혈액으로부터 제거하는 역할뿐만 아니라 
산화된 저밀도 단백지질과 결합하는 단백질을 만드는 등 
의 다양한 기능을 하는 유전자로 알려져 있다[5, 6]. 주로 
혈관 내피세포, 대식세포, 민 근육세포에서 발현되어 처
리해야할 쓰레기 단백지질을 세포가 식음하게끔 하여 처
리하는 역할을 하는 유전자로 밝혀져 있지만, 그 외에도 
다른 기능이 있을 것이란 추측이 많다.

CL-P1 분자량은 140kDa으로 알려져 있으며, 구조적
으로 몇 가지 특징이 알려져 있다. 즉, 콜라겐 유사 구조
인 콜랙틴 (CL)과 탄수화물 인식 구조인 (CRD) 로 구분
되고[7, 8], CL 부분의 역할은 만난 (Mannan)과 결합하
는 단백질 복합체로 알려져 있다[7]. 만난 구조는 동물에
는 존재하지 않고 주로 세균이나 효모의 외곽 구조를 이
루는 물질이다. 즉, CL-P1이라는 것은 세균이나 효모 등
과 결합해서 파괴할 수 있는 동물 세포에 존재하는 막 수
용체 단백질이라 할 수 있다. 

콜렉틴은 다양한 그룹으로 분류된다. MBP-A 및 
MBP-C를 포함하는 만난 결합 단백질 (MBP) 그룹[7], 
계면 활성제 단백질 A (SP-A) 그룹[9], 계면 활성제 단백
질 D (SP-D) 그룹[10], Collectin Liver 1 (CL-L1) 그
룹[11] 및 Collectin Kidney 1 (CL-K1) 그룹[12]등이 
있다.

이들 종류 중에 Ohtani 등에 의해 보고된 막 유형 
CL-P1 콜렉틴 분자의 cDNA는 태반 RNA로부터 처음 
합성 되었으며 주로 혈관 내피 세포에 존재하는 것으로 
보고되었다[5]. CL-P1의 분자구조에서 세포질에 위치하
는 N 말단은 핵에 신호를 전달하는 역할을 하고, 트랜스 
멤브레인 영역인 α 나선형 코일 영역, 콜라겐 -유사 영역 
및 C-말단 탄수화물 인식 도메인 (CRD) 으로 구성 되어 
있다. 또한 인간 CL-P1을 안정적으로 발현하는 
Chinese Hamster Ovary (CHO) 세포와 인간 혈관 내
피 세포(Human Umbilical Vascular Eendothelial 
Cells, HUVECs) 에 CL-P1을 발현 시켜서 효모 유래의 
자이모산 (Zymosan) 에 대해 결합 및 섭취를 보고하였
다[13]. 이외의 여러 연구 결과는 패혈증과 균혈증 에 원

인이 되는 혈관 내의 여러 가지 미생물에 대한 식음 및 
파괴에 직접적으로 관련이 있는 것으로 확인되고 있다
[14].

그러나 인간 및 마우스의 CL-P1 유전자의 전사 조절 
또는 그 발현을 규제하는 조절 기전에 대한 연구는 없었
다. 본 논문에서는 이전에 인간 CL-P1 유전자의 전사 조
절 기전에 대한 연구에 이어서, 마우스에서의 전사조절 
기전에 대해 연구를 진행하여 인간의 경우와 차별 점에 
대해 연구하기로 하였다. 인간 CL-P1을 인간혈관내피세
포 에 발현 시켜 연구한 결과로는, 3 개의 Sp1 전사 인자
의 결합 부위 (-98 / -90, -68 / -56, -28 / -20)가 인
간의 CL-P1 활성에 필수적이라는 것을 확인 하였다[15]. 

본 논문에서는 CL-P1의 기본적인 역할로 알려진 산
화된 저밀도의 단백지질에 관여하는 점에 착안하여, 세포
내 산화 환원에 관여하고 있는 것으로 알려진 케르세틴 
(Quercetin)을 이용하여 연구를 진행하였다. 케르세틴은 
산화적 연쇄 반응을 일으키는 자유 라디칼 (free 
radical)의 제거제로 작용하여 다른 분자의 산화를 억제
하는 항산화제로 분류된다[16]. 또한 여러 종류의 단백질
을 활성화 시키거나 활성을 억제를 하는 것으로도 알려
져 있다. 즉, 단백질 인산화 효소  (Protein Kinase)의 
활성을 억제뿐만 아니라 에스트로겐 수용체를 활성화 시
키는 것으로도 알려져 있다[17]. 케르세틴은 플라보노이
드계 폴리 페놀로 다양한 유도체가 존재한다[18]. 최근에
는 케르세틴류의 다양한 활성에 기반하여 항암제로서의 
연구가 활발히 진행되고 있다[19, 20]. 

우리는 이 실험을 하기 위해서 CL-P1유전자의 상류 
부분인 프로모터 부분 500염기를 DNA중합효소를 이용
하여 분리하였다. 또한 분리된 500염기 DNA조각의 앞 
과 뒤 쪽의 일부 염기를 제거 및 변이를 시켜서 루시페라
제 발현 벡터인 pGL4.10 DNA에 연결하였다.  제작된 
복수의 프로모터 중에 어느 부분이 단백질 발현에 영향
을 주는가를 조사하기 위하여 RAW264.7 세포와 
NIH3T3세포에 DNA를 도입시켜서 형광 색소 발현기법
으로 발현된 단백질을 간접적으로 측정 하였다. 

그 결과, 유전자 앞부분으로부터 약 -250에서 -350 
사이 염기 부분이 단백질 만드는데 가장 중요하다는 것
을 확인하였다. 또한 이 유전자는 케르세틴에 자극 받으
면 평소보다 2-3배 정도 단백질을 많이 생산한다는 결론
을 얻었다. 또한 E2F 단백질 결합 부위의 염기를 변화 시
키면 발현 양이 최저로 떨어지는 것을 확인 할 수 있었
다. 즉 세포주기 조절 인자인 E2F가 발현에 중요한 부위
인 것을 확인 할 수 있었다. 
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또한 케르세틴이 RAW264.7 세포배양에 영향을 주는
지를 간단한 세포배양으로 확인하였다. 세포 배지에 첨가
되는 혈청을 1시간 정도 제거 후에 케르세틴을 배지에 
첨가 한 후 다시 1시간 배양 하여 관찰하면 배양용기에 
부착되었던 세포가 탈락하는 현상을 확인 하였다. 

2. 재료 및 방법

2.1 시약 및 세포 배양
모든 시약은 달리 명시하지 않는 한 Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA)에서 구입한 것을 사용 하였다. 
RAW264.7세포와 NIH3T3세포는 American Type 
Culture Collection (Manassas, VA, USA)에서 구입 
하였다. 세포를 Dulbecco's modified Eagle's 배지 
(DMEM, GIBCO, Grand Island, NY, USA)와 10 % 
FBS가 보충 된 MEM (GIBCO)에서 각각 배양 하였다. 
실험용 세포는 37 ℃, 5 % CO2 환경의 가습 챔버에서 
배양 하였다.

2.2 프로모터 DNA 제작 및 PCR 반응
DNA중합효소를 이용하여 마우스 CL-P1 유전자의 

프로모터에 해당되는 상류 –500에서 전사가 시작되는 
+1까지의 500 염기부분을 다음의 프라이머 들을 이용하
여 마우스 게놈 라이브러리 용액에서 분리 하였다. 즉, 
DNA 중합효소 연쇄 반응 (PCR)은 마우스 전 혈청으로
부터 제작된 게놈DNA를 사용하였고, 이때 센스 
(forward) 와 안티센스 (backward) 프라이머에는 각각 
EcoRV 와 KpnI의 제한효소 사이트를 넣어서 재조합 
DNA시에 편리하도록 제작하였다. 

CL-P1-EcoRV (센스): 5′- CGG ATA TCA AGG 
GAA GGT TCG CGC GGG AGG CAC CTC CGT -3′ 

CL-P1-KpnI (안티 센스): 5′- ATG GTA CCA 
TGG TGA CTT CGG ATT CTG GCC ACT CGG -3′ 

PCR반응은 처음 5분간 DNA를 변성시키기 위해 
95°C 에서 5분간 가열 하였다. 가열 변성된 DNA를 
94°C에서 30초 다시 변성 시킨 후,  게놈 DNA와 제작
된 프라이머를 결합 시키기 위해 65°C 1분 가온 하고, 
DNA중합 효소를 반응시켜 72°C에서 1분간 합성연장 
시켰다. 이 반응을 30회 반복하여 프로모터 부분을 제작
하였다. 이때 사용된 기계는 PCR thermal cycler 
model 480 (Takara Shuzo, Tokyo, Japan)을 사용하

였다. PCR에 의해 생성된 DNA를 벡터 DNA를 연결하
기 위해 각각의 DNA를 제한효소 KpnI과 EcoRV 반응 
시킨 후, 한천 전기 영동기 (agaros gel)에 전개시켜서 
목적하는 DNA 부분을 잘라내서 정제하였다. 그 후 두 
DNA를 연결효소 (ligase)로 연결하여 프로모터 활성을 
측정하였다. 이때 사용된 정제 키트는 QIAquick Gel 
Extraction kit (Qiagen, Hilden, Germany)를 사용하
였다. 완성된 DNA의 염기배열을 확인하기 위해 DNA 
sequencing을 통해 확인하였다. 그리고 앞뒤의 염기를 
제거한 짧은 프로모터 제작을 위해 다음과 같은 프라이
머를 제작하여 상기와 같은 방법으로 재조합 DNA를 제
작하였다.

mP1A (reverse), 5′- AT GGT ACC CGT TTG 
GGG AAG GGC CCA CCT TAC CCC CCG CC-3′,

mP1A1 (reverse), 5′- AT GGT ACC GAC CCC 
AGC AGC AGC GGC ACC TTA GGT GCT CG-3′,

mP1A2 (reverse), 5′- AT GGT ACC GGG AAA 
AAG AGA GAG CCC GCG CGA GTG GGG CC-3′,

mP1B (forward), 5′-AC GAT ATC GGT GAC 
CGT GGG GAC GCA CCG CCG GCC GG -3′: 

mP1C (reverse), 5′-AC GAT ATC CCC GGC 
CGA GCG AGC GGC CGC GCC CAC GCC CCT 
C-3′, 

mP1C (forward), 5′-AC GAT ATC TCT CCT 
GCG CGC CCT GGC CCC ACT CGC GCG G-3′

밑줄 친 부분은 제한효소가 작용하는 염기배열을 나타
내고 있다.

2.3 재조합 DNA 제작 
상기의 정제된 프로모터 DNA는 동물세포 발현 벡터

인 pGL4.10 (Promega)의 KpnI과 EcoRV부위에 연결
하였다. pGL4.10 벡터는 반딧불에서 채취한 발광효소 
(luciferase) 유전자가 들어 있어서 프로모터 부분이 제
대로 작동 된다면 발광효소 단백질이 생산되고, 측정 시 
발광효소가 작용할 수 있는 기질을 넣음으로 해서 형광 
빛을 발한다. 그 빛의 강도를 측정함으로써 프로모터 활
성여부를 측정하는 것이다. 

이때 제작된 모든 DNA는 QIAprep Spin Maxprep 
Kit 를 통해 정제하여 독소성분인 LPS등을 제거하여 동
물세포에 도입 하였다.

2.4 재조합 DNA 도입 및 케르세틴 처리
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프로모터 DNA를 도입시키기 위해 마우스 섬유아세포
와 대식세포를 도입 하루 전에 배양한 후, 96 well plate 
에 8 × 103 되도록 하여 다시 24시간을 배양한다. 세포
가 96 well plate 바닥에 80-90% 되게 자라면 DNA를 
도입 시킨다. 이때 도입 DNA는 프로모터 재조합 DNA 
0.1 µg 과 control DNA인 pGL4.74 5ng을 동시에 처
리하는데, pGL4.74는 해조류 발광효소 유전자가 들어있
는 DNA로 프로모터 활성에 관계없이 일정의 활성을 나
타내야 한다, 즉 DNA가 일정량 도입이 되었는지를 확인
하는 것이다 (renilla luciferase, Promega). DNA의 세
포 내 도입 시에는 Lipofectamine LTX (Invitrogen) 
사용하였고, 도입 5-6시간 후에는 새 배양액으로 교환하
여 LTX로 인한 독소 성분을 제거하여 24시간 배양을 계
속하였다. 그 후에 10uM의 케르세틴을 처리한 후 1시간 
배양을 계속하였다. 배양이 끝난 세포는 생리식염수 
(PBS)로 세척 후에 발광효소 (luciferase)에 의한 활성을 
luminometer로 측정하였다. 

2.5 프로모터 활성 분석
프로모터 활성을 측정하기 위해 세포 용해용액 과 반

딧불 형광효소 기질이 혼합된 용액을 100ul를 첨가하여 
10분 경과 후에 측정기계 (luminometer, Promega)를 
이용해서 발광을 측정한다[21]. 그리고 다시 같은 용액에 
반응 정지용액과 control인 해조류 발광효소 용액 기질 
(hRluc/TK)을 50ul 첨가해서 2분 방치 후에 발광을 측
정하여 세포에 도입된 DNA 양을 측정한다[22]. 이 두 개
의 측정값 (반딧불효소측정값 / 해조류효소측정값)을 가
지고 프로모터 활성을 결정하였다. 이러한 실험의 측정치
는 4-5반응을 동시에 시행한 후에 그 평균치를 활성 값
으로 결정하였다.

3. 결과 및 고찰 

3.1 대식세포 (RAW264.7 cell)에 있어서의 프로모
터 활성 및 활성 촉진 인자

동물에서 면역반응의 최 첨병 중에 해당하는 대식세포
에서의 활성을 측정하였다. 대식세포를 대상으로 한 이유 
중에 하나는 대식세포는 체외에서 침입하는 세균이나 해
로운 물질이 들어올 경우 식음작용이 매우 왕성하여 
CL-P1유전자 활성에 영향을 주지 않을까 하는 생각에서 
실시하였다. 사용한 RAW264.7 세포는 거의 모든 기능

이 순수한 대식세포와 같거나 유사하기 때문에 순수하게 
동물체내에서 분리한 대식세포 대신 사용하였다. 

그림 1a 에서는 도입된 DNA의 프로모터 영역을 나타
내고 있다. 그 결과 그림 1b 회색 그래프에서 보여주듯이 
500염기쌍으로 이루어진 mP1 보다는 150 염기쌍이 줄
어든 mP1A에서 활성이 좋은 것을 확인 할 수 있었다. 
그리고 mP1보다 100염기가 줄어든 mP1A1에서는 다시 
어느 정도 감소하는 현상을 확인 할 수 있었다. 그 후 
100염기가 짧아진 (-150 / +1)에서는 전사활성이 거의 
제로에 가까울 정도인 결과를 확인하였다.

이 결과는 유전자 프로모터 부분은 활성을 높이는 부
분과 억제하는 부분 등이 존재하는데 이 부분들에 제어 
인자와 활성인자 등이 (일명 전사인자) 결합하여 활성에 
+ 혹은 - 영향을 준다는 것을 확인 할 수 있었다. 그리고 
가장 두드러진 것은 –350에서 –150부분의 영역에 활성
에 중요한 부위가 존재한다는 것을 확인 할 수 있었다. 
그림 1b의 mP1A2 와 mP1B의 회색 그래프에서 보여주
듯이 이 부위가 존재해야 만이 활성이 높게 나타난다는 
것은 단백질 발현에 필요하다는 결론이다.

(a)

(b)
Fig. 1. Mouse CL-P1 promoter. 
(a) The promoter region from +1 base to -500 base 
upstream was divided into five parts to analyze the 
part important for the activity of the promoter. (b) 
The gray graph shows the activity of the control 
promoter and the black graph shows the activity of 
quercetin treated for 1 hour.

이번에는 CL-P1유전자 발현에 도움이 되는 외부자극
인자를 조사하기 위해 동시에 케르세틴을 처리하여 실험
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한 결과가 그림 1b의 검은색 그래프이다. 많은 실험 가능
한 물질을 조사한 결과 그 중에 유일하게 케르세틴이 효
과가 있다는 것을 확인할 수 있었다. 케르세틴은 항산화 
물질로 홍당무나 양파 맨 위 껍질 층에 많이 존재한다. 
그림 1b에서 케르세틴의 자극으로 mP1에서는 거의 3배
의 활성이 증가하는 것을 확인 할 수 있었다. 이것의 
-500과 -250 사이에 케르세틴 반응 부위가 존재한다는 
것을 확인시켜주는 것으로, 그러나 케르세틴 자극에 의한 
활성화는 –250에서 +1까지 영역에서는 작용하지 않는 
것으로 판단되었다 (그림 1b의 mP1A1, mP1A2, mP1B). 

3.2 배지의 포함되어 있는 혈청 성분이 CL-P1 프로
모터에 미치는 영향

그림 1 에서 보여주는 결과는 세포배양 시에 일반적으
로 송아지 혈청 성분이 포함된 상태에서의 결과를 나타
낸다. 그러나 혈청성분에는 프로모터의 활성에 영향을 주
는 수많은 종류의 물질이 포함되어 있다. 그림 2에서는 
혈청성분이 제거된 상태에서 프로모터의 활성과 케르세
틴의 영향을 조사하기 위해 우선 세포를 혈청이 포함된 
배지에서 배양한 후, 혈청성분을 제거하기 위하여 무혈청 
배지로 교체하여 1시간 배양 후에 케르세틴을 첨가한 상
태에서의 1시간 배양후에 CL-P1 활성을 측정하였다.

여기서 우리는 –350에서 +1까지의 영역인 mP1A의 
프로모터에서는 무혈청 상태에서 케르세틴에 의해 약 
1.5배의 활성이 증가한다는 새로운 사실을 알게 되었다. 
여기서 의미하는 것은 –350과 –250 염기사이에 케르세
틴이 반응한다는 것을 의미한다.

Fig. 2. Quercetin stimulation with and without serum 
components. 

Cells were cultured in serum-free medium for 1 hour 
and quercetin was added for 1 hour to measure 
CL-P1 activity (grey bar). The black graph was 
treated with quercetin after one hour incubation 
with fresh serum medium.

3.3 무혈청 배지에서 케르세틴이 CL-P1 프로모터 
활성에 미치는 영향

그림 2 에서 보이듯이 무혈청 상태에서의 케르세틴의 
가장 많은 영향을 받는 부위를 조사하기 위하여 새로운 
프로모터인 mP1C 및 E2F결합부위를 돌연변이 시킨 
mP1mC를 제작하였다. 또한 mP1A의 E2F 사이트를 돌
연변이 시킨 mP1mA를 제작하여  각각의 두 쌍으로 구
성된 프로모터의 활성을 조사해 보았다 (그림 3b의 밑줄 
친 부분).  

그림 3a에서 보여주는 바와 같이 무혈청 환경에서 
E2F 의 염기배열인 TTTCGCGC를 TACAGTGC로 변
화시킨 mP1mA과 mP1mC에서 급격하게 활성이 없어
지는 것을 그림 3b에서 확인하였다. 즉, 케르세틴에 직접
적으로 반응하는 부위가 E2F인 것으로 확인 되었다. 여
기서 추측 할 수 있는 것은 –500에서 –350 까지 와 –
100에서 +1까지는 또 다른 전사 제어 조절인자가 작용
하는 것이 아닐까 하는 것이 mP1과 mP1B의 활성에서 
보여주고 있다. 

(a)

(b)
Fig. 3. Assay of transcriptional activity by using 

mutated promoters.
(a) The E2F portion with the changed base was 
marked with an ellipse. (b) The black bars were 
incubated in serum-free medium for 1 hour to 
remove residual serum components, followed by 
addition of quercetin and incubation for 1 hour. The 
gray bars did not add quercetin.
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여기서의 결과는 -500에서 –350까지의 영역과 –100
에서 +1영역을 포함한 프로모터에서는 혈청성분에 의해 
전사활성의 효과를 보이지만 (Fig. 1b), 이 부위가 제거
된 상태에서는 케르세틴이 결정적으로 E2F부이에 작용
하여 전사활성을 높이는 것으로 보여주고 있다 (Fig. 
2b). 이상의 데이터에서 혈청 성분과 케르세틴의 작용부
위를 어느 정도 확인할 수 있지만 정확한 부분에 대해서
는 좀 더 많은 연구가 필요하다고 사료된다.

3.4 섬유아세포 (NIH 3T3 세포)에 있어서의 프로모
터 활성 및 활성 촉진 인자

(a)

(b)

Fig. 4. Measurement of promoters activity in NIH3T3 
cells in medium where serum is present.

(a) Promoter activity was measured by treating 
quercetin for 1 hour. (b) Indicating the promoter 
activity of mutant mP1mA and mP1mC. The black 
bars are quercetin treated in serum containing 
medium.

대식세포와 같은 방법으로 혈청성분이 포함된 배지에
서 배양한 마우스 섬유 아세포 (fibroblast cell)인 
NIH3T3에서 활성을 조사하였다. Fig.4a 에서 보이는 바
와 같이 DNA 도입 후에 활성 패턴은 Fig 1b와 유사하였
다. 여기서도 볼 수 있는 것은 E2F사이트가 제거된 상태

인 mP1A와 mP1A2에서 케르세틴 유무에 관계없이 활
성이 저하되는 현상을 보여주고 있다. E2F를 변이시켜 
활성을 측정한 그림 4B에서는 이 사이트가 활성에 중요
한 부위인 것을 확인해주고 있다 (Fig. 4b). 이것 역시 예
측할 수 있는 것은 -500과 -350 사이에 결합하는 미지
의 제어인자가 존재한다고 추측할 수 있다.

3.5 케르세틴이 RAW264.7 cell 배양에 미치는 영향
케르세틴이 CL-P1유전자 활성에 많은 영향을 준다는 

것을 확인하였고, 이 성분에 세포 전체에는 어떤 영향을 
주는지 가장 간단한 실험을 통해 알아보기로 했다 (Fig. 
5). 대식세포는 전형적인 부착세포로 배양용기에서 배양
할 경우 바닥에 부착하면서 자라는 것이 특징이다. 

(a)

(b)

Fig. 5. Morphological change of RAW264.7 under 
quercetin stimulation. 

(a) Culture in serum-present medium. (b) After 
incubation for 1 hour in serum-free medium, 
quercetin was added and incubated for 1 hour.
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일반적인 세포 배양 시에는 배양액에 혈청이 최종 
10% 되도록 첨가하는데, 이 혈청에는 많은 종류의 유전
자를 활성화 시키는 물질이 존재한다. 고로 이번 실험에
서는 혈청 존재 하에서 배양 중에 무혈청 배지로 교체하
여 1시간 배양 후 케르세틴을 최종 10 uM 농도 되게 배
지에 첨가하여 다시1시간 배양 하였다. 그 후에 세포배양 
플라스크를 생리식염수로 세정한 후 각 세포형태를 현미
경으로 관찰하였다.  Fig. 5b 에서의 결과는 케르세틴이 
대식세포 배양액에 첨가 되었을 때 부착세포의 50%이상 
배양용기에서 탈락하는 현상을 나타내었다. 세포가 배양
용기에 부착하기 위해서는 세포 부착인자가 발현 되어야 
하는데 케르세틴이 부착인자 발현에 영향을 주는 것으로 
추측 된다. 

이러한 현상이 CL-P1유전자와 연관성이 있는지는 더 
많은 실험과 연구를 통해서 확인해야 할 것이다.

4. 결론

유전자 프로모터 부분은 활성을 높이는 부분과 억제하
는 부분 등이 존재하는데 이 부분들에 제어 인자와 활성
인자 등이 (일명 전사인자) 결합하여 활성에 + 혹은 - 영
향을 준다. 본 실험에서 목표로 했던 프로모터의 활성은 
적어도 –350에서 –250 사이에 존재하는 E2F사이트가 
결정적이라는 것을 확인할 수 있었다. 또한 케르세틴은 
무혈청 배지에서E2F 사이트가 존재하는 프로모터에서 
활성을 증가시키는 enhancer로 작용한다는 것을 확인
하였다. 또한 그림 3에서와 같이 -500에서 –350 사이와 
–100에서 +1사이의 염기쌍에는 제어 인자가 작동한다는 
추측이다. 즉, mP1에서 -500에서 -350 영역을 제거한 
mP1A 과 mP1A에서 –100에서 +1영역을 제거한 
mP1C에서는  활성이 증가하는 데이터가 이를 증명 있
다. 그러나 –500에서 -350영역 부분에 어떤 억제인자가 
작용하는지는 많은 인자가 존재함으로 확인하기가 싶지 
않았다. 여기서 확실히 알 수 있는 것은 -350에서 -250
영역 사이에 CL-P1활성을 촉진하는 인자가 결합한다는 
것이다. 케르세틴의 영향부위도 역시 -350에서 -250 사
이의 영역에 존재하는 E2F라는 것이다. 케르세틴 처리시
에 -100에서 +1사이의 영역이 존재한다면 케르세틴의 
활동이 작용할 수 없다는 결론이다. 이상의 데이터에서 
혈청성분과 케르세틴의 작용부위를 어느 정도 확인 할 
수 있지만 정확한 부분에 대해서는 좀 더 많은 연구가 필
요하다고 사료된다.
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