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국내 상업용 간장과 재래식 간장 유래 다당에 의한 대식세포 활성화
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Abstract

The varying characteristics between Korean's commercial and traditional soy sauces may be initiated by raw materials 
and fermentation techniques such as the koji and mezu process. We have examined properties of polysaccharides isolated 
from two different soy sauces which were made by the commercial process (CSP-0) and the traditional Korean process 
(KTSP-0) as well as their macrophage activities. Two polysaccharides have not effected the RAW 264.7 cells viability. The 
effects of CSP-0 and KTSP-0 on RAW 264.7 cells were demonstrated by the production of nitric oxide (NO), and reactive 
oxygen species (ROS). The CSP-0 and KTSP-0 significantly augmented NO and ROS productions by RAW 264.7 cells 
under a dose dependent manner. However, the activity of KTSP-0 was more potent than that of the CSP-0 at 1,000 ㎍/㎖. 
The productions of IL-6 and TNF-α were determined by real-time PCR and ELISA. mRNA expression levels of IL-6 and 
TNF-α by KTSP-0 at 1,000 ㎍/㎖ indicated 63 and 71 times higher than negative controls, respectively. Also, the production 
of IL-6 and TNF-α by KTSP-0 at 1,000 ㎍/㎖ showed 32.1 and 4.5 times higher than those by the CSP-0. To assess 
phagocytosis activities, the effects of CSP-0 and KTSP-0 on mRNA expression of Fc receptor I and II (FcR I, II) are being 
determined by RT-PCR products. Only the KTSP-0 showed enhanced expressions of mRNA expression for FcR I in a dose 
dependent manner, whereas the CSP-0 did not affect either the FcR I or II expressions. The above data lead us to conclude 
that the macrophage activations of Korean traditional soy sauce polysaccharide are higher than that of the commercial soy 
sauce polysaccharide.
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서 론   

면역계는 생체 내에서 자연적으로 발생하거나 외부인자들

에게 기인한 각종 이상 현상을 제거하여 신체의 항상성(home-
ostasis)을 유지시키는 생명현상으로 항원에 대한 특이성에 

따라 선천면역(innate immunity, nonspecific immunity)과 후천

면역(adaptive immunity, specific immunity)으로 구분된다(Hoebe 
등 2004). 선천면역은 항원에 비의존적이고 빠르게 일어나는 

반응이며, 피부나 점막과 같은 물리적 방어막 이외에도 보체

계(complement system) 활성화의 부경로(alternative pathway)

와 대식세포(macrophage), 자연 살해세포(NK cell) 등의 면역

세포들이 관여한다(Hoebe 등 2004). 선천면역계에서 생체방

어 기구의 초기 반응을 담당하는 대식세포는 lysosome이 발

달한 단핵 세포로서 조직 내에서 탐식작용이 왕성하고, 선천

면역과 후천면역 모두 관여하는 면역세포이다. 대식세포 방

어 기전과 관련된 수용체는 미생물을 인식하고 살해하는 탐

식 패턴 인식 수용체(endocytic pattern-recognition receptors) 및 
면역계의 활성화를 조절하는 신호 패턴 인식 수용체(signaling 
pattern-recognition receptors)로 나눌 수 있다(Arancibia 등 2007; 
Booth 등 2007). 즉, 탐식 패턴 인식 수용체에 인식된 외래 물
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질은 식세포(phagocytes)에 의하여 살해되고, 신호 패턴 인

식 수용체에 인식된 물질들은 TNF-α, IL-1β, IL-6 및 IL-12
와 같은 다양한 cytokine들을 생산함으로써 선천면역 및 적

응면역계에 항원 제시를 하는 작동 세포의 활성화에 관여한

다(Arancibia 등 2007; Booth 등 2007). 이러한 면역 반응은 

항원을 포함한 항원 제시 세포(antigen presenting cell; APC)
가 생산하는 cytokine 및 항원 제시 세포로부터 항원을 제시 

받은 보조 T세포가 생산하는 항원 특이적 cytokine에 의하

여 조절되어진다(Arancibia 등 2007; Booth 등 2007). 더욱이 

대식세포는 배아 발생(embryogenesis), 상처 치유, apoptic cell
의 제거, 조혈세포 증식(hematopoiesis) 과정 동안 조직의 재형

성에도 관여하는 것으로 알려져 있다(Lingen MW 2001; Klimp 
등 2002).

대두를 주원료로 제조하는 발효 조미료인 간장(soy sauce)은 
오랜 전통을 가진 대표적인 발효식품으로 우리나라의 식문

화에서 중요하게 여겨져 왔으며, 건강에 대한 관심이 증가함

에 따라 세계적으로 사용범위가 넓어지고 있다(Yokotsuka T 
1986). 간장은 조미료의 기능 이외에도 E. coli O157:H7에 대한 

항균 활성(Masuda 등 1998), angiotensin I-converting enzyme(ACE) 
억제 활성(Kinoshita 등 1993), 혈전 생성 억제 활성(Tsuchiya 
등 1999) 및 간장에 함유된 4-hydroxy-2(or5)-ethyl-5(or2)-methyl- 
3(2H)-furanon(HEMF), 4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanone(HMF) 
와 같은 향기성분에 의한 항암 활성(Benjamin 등 1991; Kataoka 
등 1997)등이 알려지며 관심이 집중되고 있다. 또한 최근 일

본식 간장(Shoyu)으로부터 얻어진 다당의 철분 흡수 증진 효

과(Kobayashi 등 2006), 알레르기 억제 효과(anti-allergic effects) 
(Kobayashi 등 2004), 장관면역 증진 활성(Matsushita 등 2008), 
macrophage 및 lymphocyte 기능 증진 효과(Matsushita 등 2006) 
등의 기능성이 보고되기도 하였다. 현재 시판되는 대부분의 

상업용 간장은 일본식 간장처럼 밀과 콩을 원료로 하여 곰팡

이류에 의해 발효하는 koji 방식으로 만들어지고 있는데, 우
리나라의 전통 재래식 간장의 경우, 대두 만을 사용하고, 주
로 Bacillus subtilis 등 세균에 의해 발효되는 메주 방식으로 

제조되므로 상업용 간장과 전통 간장 간에는 원료, 제조과정, 
발효미생물 및 숙성기간 측면에서 큰 차이가 있으며, 따라서 

각각에서 얻어진 간장 유래 다당의 특성도 상이할 것으로 예

상된다(Lee 등 2009). 최근 저자 등은 상업용 양조간장과 재

래식 간장으로부터 다당을 분리하여 화학적 특성의 상이함

과 보체계 활성을 비교한 바도 있다(Park 등 2012). 따라서 본 

연구에서는 일본식으로 만들어진 상업용 간장과 우리나라 

전통방식으로 만들어진 재래식 간장으로부터 얻어진 다당의 

대식세포 활성을 비교함으로써 우리나라 전통 재래식 간장

의 우수한 기능성을 규명하기 위한 기초자료를 제공하고자 

하였다.

재료 및 방법

1. 재료
본 실험에 사용한 상업용 간장은 국내 ‘A’ 식품(Korea) 제

품 중 대두(Glycine max)와 밀(Triticum aestivum)만을 사용하여 
koji 방식으로 만들어진 100% 양조간장을 대형 유통마트에서 

구입하여 사용하였으며, 우리나라 재래식 간장은 전북 순창

에 소재한 농림부 지정 전통식품 제조업체인 ‘L’ 전통식품

(Korea)에서 전통방식으로 제조 및 숙성된 조선간장을 구입

하여 사용하였다.

2. 간장 다당의 분리
각각의 간장 1ℓ에 최종농도가 80%가 되도록 약 4배의 에

탄올을 첨가하여 하룻밤 방치한 후, 원심분리(6,000 rpm, 30
분)하여 침전물을 얻었으며, 여기에 소량의 증류수를 가하여 

침전물을 재용해하고, 최종농도 약 60%가 되도록 2배의 에탄

올을 첨가하여 재차 침전물을 회수하였다. 본 침전물은 증류

수에 재용해한 다음 dialysis tubing cellulose membrane(MW 
cut off 12,000, Sigma Co., St. Louis, MO, USA)을 이용하여 2~ 
3일간 투석을 행하였으며, 동결건조하여 실험에 사용하였다.

3. RAW 264.7 세포에 대한 독성 측정
Mouse leukaemic monocyte macrophage 유래 세포주인 RAW 

264.7(ATCCⓇ TIB 71TM) 세포는 미국 American Type Culture 
Collection(ATCC, Rockbille, MD, USA)에서 분양받아 10% 
FBS를 함유한 MEM 배지(Welgene Inc. Daegu. Korea)를 37℃, 
5% CO2 배양기에서 배양하여 실험에 사용하였다. RAW 264.7 
세포를 2.5×106 cells/㎖의 세포농도로 조정한 후 96-well microplate
에 100 ㎕씩 분주하고, 각 농도의 시료를 100 ㎕씩 처리하여 

3일간 배양하였으며, 생육 정도를 측정하기 위해 CCK-8(Cell 
Counting Kit-8, Dojindo Co. Ltd., Kumamoto, Japan)을 제조사

의 지침에 따라 사용하였다.

4. Nitric Oxide(NO), Reactive Oxygen Species(ROS), cytokine 
생산능 측정

상기에 제시된 방법으로 세포를 24시간 배양하고, 900 rpm, 
4℃에서 5분간 원심분리 후 세포 배양액을 회수하여 배양액 

중 생산된 NO, ROS 및 cytokine 생산능을 확인하였다. 세포 

배양액 내의 NO는 Griess reagent(Promega Co., Madison, WI, 
USA)를 이용, 제조사의 지침에 따라 측정하였다. 세포 내의 

ROS는 2',7'-dichlorofluorescein diacetate(DCFH-DA, Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA)가 활성 산소에 의해 2',7'-dichlorofluorescein 
(DCF)을 형성하는 반응을 이용, 배양 후의 세포에 10 μＭ의 

DCFH-DA를 첨가하여 2시간 동안 배양시킨 후, 세포를 용해
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시켜 상등액의 형광값을 형광측정기(Victor-2, Perkin Elmer, 
Wellesley, MA, USA)를 이용해 excitation 450 nm, emission 530 
nm에서 측정하였다. 세포 배양액 내의 IL-6, TNF-α는 ELISA 
kit(BD Biosciences, Co., Ltd., San Diego, CA, USA)를 이용, 제
조사의 지침에 따라 측정하였다. 

5. RNA 추출 및 First-Strand cDNA 합성
RAW 264.7 세포를 1×106 cells/㎖의 세포농도로 조정한 후 

6-well microplate에 1 ㎖씩 분주하고, 각 농도의 시료를 1 ㎖
씩 처리하였다. 4시간 배양한 후 배양 상등액을 제거하고, PBS
로 세척 후 Trizol reagent(Molecular Research Center Inc., Cincinnati, 
OH, USA)를 이용해 total RNA를 추출하였다. First-strand 
cDNA 합성은 1 ㎍의 total RNA를 사용하여 Revertaid first 
strand cDNA kit(Fermentas., Ontario, Canada)를 이용하여 제조

사의 지침에 따라 진행하였다.

6. Real-Time PCR
Real-time PCR은 SYBR green supermix(Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA)를 사용하였고, CFX96 real-time PCR system(Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA)을 이용하여 DNA를 증폭하였다. Primer는 

IL-6(sense, 5'-CTGGAGTACCATAGCTACCTGGA-3'; antisense, 
5'-GTCCTTAGCCACTCCTTCTGTG-3'), TNF-α(sense, 5'-TAC 
TCCCAGGTTCTCTTCAAGG-3'; antisense, 5'-CTGGAAGACT 
CCTCCCAGGTAT-3'), GAPDH(sense, 5'-AACTTTGGCATTGT 
GGAAGG-3'; antisense, 5'-ACACATTGGGGGTAGGAACA-3')
를 Bioneer사(Daejeon, Korea)에서 제작하여 10 pM이 되도록 

반응하였다. PCR 조건은 95℃-3분(초기변성)하고, 95℃-30초
(변성, denaturation), 60℃-30초(결합반응, annealing), 72℃-30
초(연장반응, extension)로 39회 목적 DNA를 증폭하였으며, 
melting curve 분석은 증폭과정 후 95℃-10초, 60℃-5초, 95℃
-10초의 조건으로 분석한 후 mRNA의 발현량은 2-ΔCt 방법을 

이용하여 정량하였다.

7. Reverse Transcriptase-PCR(RT-PCR)
RT-PCR은 Taq DNA polymerase kit(Komabiotech, Seoul, 

Korea)를 이용, cDNA 2 ㎕, 5 units/㎕ Taq polymerase 0.2 ㎕,  
10×Taq PCR buffer 2 ㎕, 2.5 mM 10×dNTP mixture 1.6 ㎕ 및 

10 pM primer 1 ㎕를 섞고, 증류수로 전체를 20 ㎕ 맞춰 PCR 
증폭시켜 관련된 mRNA의 발현을 확인하였다. Primer 염기서

열은 Matsumoto 등(1993)의 연구를 참고하여 사용하였다. Fc 
receptor I(FcR I)의 발현을 위해 DNA thermal cycler(Takara 
bio., Shiga, Japan)를 이용하여 94℃-5분(초기변성), 94℃-30초
(변성, denaturation), 63℃-1분(결합반응, annealing), 72℃-1분
(연장반응, extension)으로 25회 증폭 후 72℃-10분(재연장반

응, re-extension)으로 마쳤으며, Fc receptor II (FcR II)의 발현

은 94℃-5분(초기변성), 94℃-1분(변성, denaturation), 57℃-1
분(결합반응, annealing), 72℃-1분(연장반응, extension)으로 

33회 증폭 후 72℃-10분(재연장반응, re-extension)으로 마쳤

다. PCR 반응 산물은 GelRedTM(Biotium Co., Hayward, CA, 
USA)를 포함한 1% agarose gel 상에서 전기 영동한 후 Gel- 
doc system(Bio-Rad Lab., Hercules, CA, USA)에서 중합효소 

반응 띠의 밝기를 정량하였다.

8. 통계처리
실험결과는 IBM SPSS statistics 21(IBM Co., Armonk, NY, 

USA)을 이용하여 통계 처리하였으며, 모든 측정 항목에 대한 

평균(mean)과 표준편차(standard deviation, SD)로 나타내었다. 
시료 간 및 처리 농도 간 유의적인 차이는 p<0.05 수준에서 

Duncan’ test 일원배치 분산분석으로 실시하였다.

결과 및 고찰

1. 간장 유래 다당의 화학적 특성
상업용 간장과 재래식 간장에서 추출한 다당의 화학적 특

성은 저자들에 의해 발표된 Park 등(2012)의 보고와 동일 결

과로써 Table 1에 나타난 바와 같다. 상업용 간장에서 얻어진 

다당(CSP-0)은 중성당 64.2%, 산성당 35.8%으로 구성되어 있

으며, 재래식 간장 유래 다당(KTSP-0)은 중성당 73.5%, 산성

당 25.5%으로 구성되어 있었다. KTSP-0는 자연계에서 거의 

발견되지 않는 특이당인 Kdo(2-keto-3-deoxy-D-manno-octulosonic 
acid)가 미량 검출되었다. 또한 CSP-0 및 KTSP-0를 가수분해

하여 alditol acetate 유도체로 전환하고 구성당을 분석한 결과, 
두 종류의 시료 모두 9종의 구성당이 분석되었으며, KTSP-0
에서 상대적으로 산성당의 함량이 낮게 나타났다. 

2. 간장 유래 다당의 RAW 264.7 세포에 대한 영향
대식세포는 탐식세포라고도 하며, 인체의 모든 조직에 분

포하여 면역계에 중요한 역할을 담당하는 선천면역계의 대

표적인 세포이다(Cao 등 2008). 체내로 침입한 바이러스, 세
균 등에 의해 활성화 되면 식세포작용(phagocytosis)을 통해 

잠재적인 병원체를 제거하며(Ripoll 등 2008), 면역매개물질

(inflammatory mediators)을 분비하거나 T 세포의 활성화를 유

도하는 등 면역반응 활성화에 기여한다(Jiang 등 2008). 또한, 
활성화된 대식세포는 cytokine을 생산하여 비정상 세포, 세포 

노폐물, 세포내 세균 등을 제거하는데 중요한 역할을 하며, 
Class II MHC protein을 세포 표면에 발현하여 보조 T세포와 

상호 활성화를 이루기도 한다(Jiang 등 2008). 따라서 대식세

포는 탐식작용 뿐만 아니라, 외부 항원을 대식세포 표면에 
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Table 1. Yields and chemical properties of CSP-0 and 
KTSP-0 isolated from Korean’s commercial and traditional 
soy sauces

Chemical composition CSP-0 KTSP-0 (%)

Neutral sugar 64.2±2.7 73.5±3.6 　

Uronic acid 35.8±1.7 25.5±0.6

Protein - -

Kdo-liked material1) - 1.1±0.6 　

Component sugar2) 　 　 (Mole %)3)

Rhamnose 6.6±0 9.2±0 　

Fucose 6.1±0 7.5±0

Arabinose 4.5±0 2.9±0

Xylose 15.6±0 12.7±0

Mannose 10.9±0 18.2±0

Galactose 18.0±0 15.9±0

Glucose 2.4±0 7.1±0

Galacturonic A
  + Glucuronic A 35.8±1.7 25.5±0.6 　

Yield 5.3 g/ℓ 10.7 g/ℓ 　

1) Kdo means 2-keto-3-deoxy-D-manno-octulosonic acid.
2) Monosaccharides were analyzed using alditol acetates.
3) Mole% was calculated from the detected total carbohydrate.
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Fig. 1. Effects of CSP-0 and KTSP-0 on viability of 
macrophage cell line RAW 264.7. CSP-0 and KTSP-0 
were isolated from Korean’s commercial and traditional 
soy sauces, respectively. All cells were incubated with 
various concentrations of CSP-0 or KTSP-0 for 3 days. The 
cytotoxic response of these cells was measured by a cell 
counting kit-8. Data were expressed as % control and 
represented mean±SD of three separate experiments.

부착시켜 후천성 면역계 세포가 항원을 인식할 수 있도록 도

와주는 antigen-presenting cell(APC)로써의 역할도 수행한다

(Unanue ER 1984).   
상업용 간장 및 재래식 간장으로부터 분리한 다당이 RAW 

264.7 세포에 미치는 영향을 확인한 결과(Fig. 1), CSP-0 및 

KTSP-0는 모두 처리농도 10~1,000 ㎍/㎖에서 RAW 264.7 세
포에 대한 독성을 나타내지 않았으며, 특히 재래식 간장에서 

분리한 다당(KTSP-0)은 1,000 ㎍/㎖ 처리 시 약간의 세포증식 

효과가 있는 것을 확인하였다. 

3. RAW 264.7 세포의 NO, ROS 생산에미치는간장유
래 다당의 효과

nitric oxide(NO)는 반응성이 높은 자유 라디칼 중의 하나

로, 산소나 superoxide에 의해 N2O3, NO2, nitrite 및 nitrate 등의 

안정한 nitrogen oxide로 전환된다(Gross & Wolin 1995). NO는 

NO 합성효소(nitric oxide synthase, NOS)에 의해 세포 내의 

L-arginine으로부터 만들어지며, 체내 항상성 유지를 위한 

endothelial NOS(eNOS)와 neuronal NOS(nNOS), 염증성 인자

에 의해 생산되는 inducible NOS(iNOS)로 분류된다(Stuehr DJ 
1999). 특히 iNOS에 의해 생산되는 NO는 외부로부터 유입된 

병원체로부터 인체를 방어하는데 중요한 역할을 하며, 순환

계 질환, 염증 질환 및 암과 밀접한 연관이 있는 것으로 알려

져 있다(Kroncke 등 1998; Ohshima & Bartsch 1994). 
활성산소종(reactive oxygen species, ROS)은 세포 내에서 

생산되는 물질로, 인체 내로 바이러스나 세균 등의 각종 병원

체 및 외부물질이 침입하면 다양한 면역 염증반응을 유발한

다. 그 중 대식세포의 산화분출(oxidative burst)은 병원체를 

제거하는데 효과적인 방법으로, 대식세포의 ROS 생산 증가

는 이러한 외부물질을 제거하기 위한 중요 기전으로 설명되

고 있다(Newman SL 1999; Guinazu 등 2010). 또한 ROS는 인체 

내부에서 발생하는 세포 노폐물 및 비정상 세포를 제거하는 

역할과 T 세포와 관련된 자가 면역질환을 방어한다고 보고되

고 있다(Hultqvist 등 2005; Hultqvist 등 2006; Gelderman 등 

2007a; Gelderman 등 2007b; Hultqvist 등 2007).
상업용 간장 및 재래식 간장 유래의 다당을 다양한 농도로 

처리하여 RAW 264.7 세포의 NO 생산능을 측정한 결과, CSP-0
는 1,000 ㎍/㎖ 처리 시 대조군보다 NO 생산이 약 5배 증가하

였으나(Fig. 2A), 그 이하의 농도에서는 유의적인 차이가 없

었다. 반면, KTSP-0의 경우, 100 ㎍/㎖ 처리 시 대조군보다 약 

9배, 1,000 ㎍/㎖ 처리 시 약 10배 증가하여 농도 의존적으로 

NO 생산이 증가됨을 확인할 수 있었다. 또한 ROS의 생산능

(Fig. 2B)은 CSP-0 및 KTSP-0 모두 대식세포로부터 ROS 생산

을 증가시켰다. 그러나 CSP-0는 1,000 ㎍/㎖ 처리 시 대조군

보다 약 1.4배 증가한 반면, KTSP-0는 1,000 ㎍/㎖ 처리 시 약 
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Fig 2. Effects of CSP-0 and KTSP-0 on production of nitric oxide, NO (A) and reactive oxygen spieces, ROS (B) by 
macrophage cell line, RAW 264.7. CSP-0 and KTSP-0 were isolated from Korean’s commercial and traditional soy sauces, 
respectively. All cells were incubated with various concentrations of CSP-0 or KTSP-0 for 24 hr. The level of NO in the 
supernatants was determined by Griess reagent. ROS was measured by 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate in the intracellular 
ROS. The data were expressed as mean±SD of three separate experiments.

1.8배 증가하여 KTSP-0가 ROS 생산에 우수한 영향을 미치는 

것으로 검토되었다. 이러한 결과를 통해 재래식 간장 유래 다

당(KTST-0)은 상업용 간장 유래 다당(CSP-0)보다 대식세포

로부터 NO와 ROS의 생산을 유도하여 면역기능 활성화에 기

여할 가능성이 있음이 추정되었다.

4. RAW 264.7 세포의 IL-6, TNF-α mRNA 발현및 생산
능 측정

면역세포로부터 분비되는 다양한 cytokine은 타 면역세포

의 기능조절과 신호전달에 중요한 역할을 하는 용해성 단백

질로, 면역세포 간의 복잡한 cytokine network를 형성하여 면

역계 전체의 반응 및 효율화에 공헌한다고 알려져 있다(Starr 
등 1997). 또한, TLR(toll like receptor)에 반응하는 물질(LPS 
혹은 천연물)은 대식세포를 활성화하여 T세포와 B세포의 증

식, 식균 작용을 위한 대식세포의 활성화, 미생물 감염에 대

한 방어 등의 2차 면역반응을 조절할 수 있는 IL-1, IL-6, 
IL-10, IL-12 및 TNF-α와 같은 cytokine을 생산한다고 알려져 

있다(Wang 등 2003). IL-6는 감염과 조직손상에 따른 면역 초

기반응에서 생산되는 주요한 반응 매개물질로 IL-1, TNF-α 

등에 의해 IL-6의 유전자 발현이 자극되어 단핵세포, 대식세

포, 간질 세포 등에 의해 생산되며, 급성 염증 반응 촉진 또는 

억제하는 것으로 알려져 있다(Hamilton & Adams 1987). 또한 

TNF-α는 림프구에 의해 생산되는 염증 매개성 cytokine으로, 
생체 면역반응에서 단독적 혹은 IL-1 등과 같은 cytokine과 복

합적으로 작용하여 종양의 혈관을 손상시켜 결과적으로 종

양 괴사를 유발하거나 미생물에 의한 감염 저항성을 향상시

킨다고 보고되어 있다(Visner 등 1990). 
RAW 264.7 세포에 간장 유래 다당을 처리하여 RNA를 추

출, real-time PCR을 수행하여 IL-6 및 TNF-α의 생산과 관련된 

mRNA의 발현량을 측정하였으며 세포 배양액 내의 IL-6 및 

TNF-α의 생산을 확인하였다. 상업용 간장 유래 다당 CSP-0
는 1,000 ㎍/㎖ 처리 시 IL-6 mRNA의 발현량이 음성 대조군

에 비해 약 9.7배 증가하였으나, 이하의 농도에서는 뚜렷한 

발현량 증가가 확인되지 못했으며(Fig. 3A), TNF-α mRNA의 

발현량은 모든 농도에서 유의적인 차이를 확인하지 못했다

(Fig. 3B). 하지만 KTSP-0는 IL-6 mRNA 발현량이 대조군에 

비해 100 ㎍/㎖ 처리 시 약 18배 증가하였고, 1,000 ㎍/㎖ 처리 

시 약 63배 증가하는 높은 발현량 증가를 나타내었으며, TNF-
α mRNA의 발현량 또한 100 ㎍/㎖ 처리 시 약 25배, 1,000 ㎍/
㎖ 처리 시 약 71배 증가하는 것을 확인하였다. 이러한 

mRNA의 발현량 변화를 통해 KTSP-0는 LPS와 같이 대식세

포의 TLR에 반응하여 cytokine 생산에 관련된 유전자를 발현

시켜 최종적으로 cytokine 생산을 유도할 것으로 예상되었다. 
이러한 가설은 ELISA를 이용해 간장 유래 다당의 IL-6 및 

TNF-α 생산 활성을 측정한 결과, CSP-0는 IL-6의 생산에 유

의적인 영향을 미치지 않았지만, KTSP-0의 경우 농도의존적

으로 IL-6의 생산이 증가하였으며, 1,000 ㎍/㎖ 처리 시 양성 

대조군에 준하는 생산을 유도하였으며, 동일 농도의 CSP-0보
다 약 32.1배 높은 생산을 유도하였다(Fig. 3C). TNF-α 또한 

CSP-0는 1,000 ㎍/㎖ 처리 시 TNF-α의 생산을 유도하였지만, 
그 효과는 미미하였다. 반면에 KTSP-0는 농도의존적으로 

TNF-α의 생산이 증가하였으며, 1,000 ㎍/㎖ 처리 시 동일 농
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Fig. 3. Effects of CSP-0 and KTSP-0 on mRNA expression (A, B) and production (C, D) of IL-6 and TNF-α by macrophage 
cell line, RAW 264.7. IL-6 and TNF-α mRNA expression level of CSP and KTSP-0 were determined by real-time PCR. 
Also, the production of IL-6 and TNF-α in the supernatants of the cultures were determined by ELISA kits. LPS (5 ㎍/㎖) 
was used as the positive control. The data were expressed as mean±SD of three separate experiments. 

도의 CSP-0보다 약 4.5배 높은 생산을 유도하였다(Fig. 3D). 
본 실험을 통해 대식세포를 간장 유래 다당에 의해 자극한 

결과, 재래식 간장에서 분리한 다당 KTSP-0는 염증부위에 면

역세포의 귀소 및 NO, ROS 생산과 관련이 있는 cytokine인 

IL-6와 종양 괴사 유발 및 감염 저항성 향상과 관련이 있는 

TNF-α를 유의하게 생산하는 활성을 가지고 있으며, 생체방

어에 작용하는 면역기구의 활성 및 조절에 관여할 수 있다는 

가능성을 제시하였다.

5. RAW 264.7 세포의 Fc 수용체 I, II 유전자 발현 측정
간장 유래 다당은 대식세포를 활성화시켜 NO, ROS 및 염

증성 cytokine의 생산을 유도할 뿐만 아니라, 대식세포의 Fc 
수용체의 발현량을 증가시켜 탐식작용을 유도할 것이라 예

상되었다. 대식세포는 혈청 내의 항체와 보체에 의해 수용체가 

발현되면서 탐식세포로서의 역할을 하게 된다(Indik 등 1995). 
Fc 수용체(Fc receptor, FcR)는 대식세포의 수용체와 관련된 

식세포작용(phagocytosis)에서 중요한 역할을 담당하는 수용

체 중 하나로, 항원에 결합한 Immunoglobulin G(IgG)의 Fc 부
분을 인식하여 항원-항체 복합체를 탐식세포에 부착시키는 

opsonin 작용을 유도한 후, phagosome을 형성하고, 탐식세포 

내의 lysosome에 의한 식세포작용이 이루어지게 한다(Indik 
등 1995; Nimmerjahn 등 2005; Nimmerjahn & Ravetch 2006; 
Nimmerjahn & Ravetch 2007). FcR I은 마우스의 IgG2a와 사람

의 IgG1, IgG3와 강하게 결합하는 것으로 알려져 있으며, FcR 
II는 IgG와 친화성이 약해 결합을 촉진하기 위한 다양한 면역

복합체를 요구한다고 보고되어 있다(Nimmerjahn & Ravetch 
2006).

RAW 264.7 세포에 간장 유래 다당을 다양한 농도로 처리
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Fig 4. Effects of CSP-0 and KTSP-0 on expression of Fc receptor I (A) and II (B) from macrophage cell line, RAW 
264.7. Fc receptor I and II mRNA expression level of CSP and KTSP-0 were determined by RT-PCR. RT-PCR products 
from negative control (NC), positve control (PC), CSP-0 and KTSP-0 stimulated macrophage were analyzed on 1% agarose 
gel electrophoresis. The data were expressed as mean±SD of three separate experiments. 

한 후 RNA를 추출하고, RT-PCR을 수행하여 Fc 수용체 I, II 
(FcR I, II)의 발현량 증가를 측정한 결과, FcR I의 경우 CSP-0
는 대조군과 유의적인 차이를 확인할 수 없었다. 반면, KTSP-0
는 모든 처리 농도에서 FcR I의 발현량을 유의적으로 증가시

켰으며, 1,000 ㎍/㎖ 처리 시 대조군보다 약 1.5배 증가하는 

것을 확인하였다(Fig. 4A). 한편, FcR II의 발현량은 두 다당 

모두 유의적인 차이가 나타나지 않는 것을 확인하였다(Fig. 
4B). 이를 통해 KTSP-0는 IgG와 강하게 결합하는 FcR I을 통

해 외부로부터 유입된 바이러스, 세균 등을 탐식하여 면역증

진효과를 유도할 것이라 예상할 수 있었다.

요 약

본 연구에서는 일본식으로 제조된 상업용 간장과 우리나

라 전통방식으로 제조된 재래식 간장으로부터 다당을 분리

하여 RAW 264.7 대식세포주를 이용한 면역 증진활성을 비교

하였다. 간장 유래 다당, CSP-0 및 KTSP-0는 RAW 264.7 세
포주에 대해 모든 농도에서 세포 독성을 나타내지 않았다. 또
한 재래식 간장 유래 다당인 KTSP-0는 상업용 간장 유래 다

당 CSP-0보다 대식세포에 의한 NO 및 ROS의 생산을 농도의

존적으로 증가시켰으며, KTSP-0를 1,000 ㎍/㎖ 처리하였을 

시 가장 높은 생산능을 나타내었다. 간장 유래 다당의 RAW 
264.7 세포로부터 면역반응에 중요한 cytokine인 IL-6와 TNF-

α의 cytokine mRNA의 발현량과 해당 단백질의 생산을 각각 

real-time PCR과 ELISA로 확인한 결과, CSP-0는 IL-6와 TNF-
α mRNA의 발현 및 생산에 유의적인 영향을 미치지 않았지

만, KTSP-0는 농도의존적으로 IL-6와 TNF-α mRNA 발현 및 

생산을 증가시키는 것을 확인하였으며, 1,000 ㎍/㎖ 처리 시 

최대 활성을 보였다. 한편, 대식세포의 탐식작용에서 중요한 

역할을 하는 Fc 수용체의 발현 증가를 RT-PCR로 확인한 결

과, CSP-0는 FcR I, II의 발현에 모두 영향을 미치지 않았지만, 
KTSP-0는 FcR I의 발현을 선택적으로 증가시킴이 확인되어 

항원에 결합한 IgG와 강하게 결합하여 탐식작용을 촉진시킬 

것으로 예상되었다. 본 연구를 통해 상업용 간장에서 분리한 

다당, CSP-0보다 우리나라 전통 재래식 간장에서 분리한 다

당, KTSP-0가 대식세포를 활성화하여 높은 면역 증진 효과를 

나타내는 것으로 결론 지을 수 있었다.
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