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ABSTRACT

Recently, additional therapeutic potentials of classical antibiotics are gaining

considerable attention. The discovery of penicillin in the 1920s had a major i

mpact on the history of human health. Penicillin has been used for the treatm

ent for fatal microbial infections in humans and has led to the discovery of s

everal new antibiotics. D-(+)-cycloserine (DCS) is an antibiotic isolated from

Streptomyces orchidaceous and is used in conjunction with other drugs in the

treatment of tuberculosis. To determine whether DCS has anti-inflammatory a

nd anti-melanogenic effects, we investigated the ability of DCS in lipopolysac

charide (LPS)-induced RAW 264.7 macrophages and α-melanocyte stimulating

hormone (α-MSH)-induced B16F10 melanoma cells. DCS inhibited the product

ion of nitric oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2) and the expression of proinf

lammatory cytokines such as interleukin-1β (IL-1β), and interleukin-6 (IL-6)

in a concentration-dependent manner. However, it had no effect on the expres

sion of TNF-α. Consistent with these findings, Western blot analysis demonst

rated that DCS inhibited LPS-induced inducible nitric oxide synthase (iNOS)

and cyclooxygenase type-2 (COX-2) expression via inhibition of phosphorylati

on of inhibitory kappa B-α (IκB-α) through down-regulation of phosphorylate

d Akt, ERK and p38. Furthermore, DCS markedly inhibited melanin synthesis

and tyrosinase activity in concentration-dependent manner. Western blotting s

howed that DCS treatment inhibited the expression of tyrosinase (TYR), tyros

inase-related protein 1 (TRP-1) and tyrosine-related protein 2 (TRP-2) via in

hibition of microphthalmia-associated transcription factor (MITF) expression.

These results indicate that DCS may be used as potential drugs for the treat

ment of inflammatory diseases and as melanogenesis inhibitor.

Keywords: D-(+)-cycloserine, antibiotics, anti-inflammation, NF-κB, Akt,

MAPK, anti-melanogenesis, bioactivity, melanin, tyrosinase, MITF
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I. 서 론

최근, 고전적으로 사용되던 항생제의 새로운 분야로의 활용 가능성에 상당한 관

심을 끌고 있습니다. 오랜 시간 동안 항생제는 인류의 건강을 유지하기 위해, 미

생물에 대한 감염에 대항하여 증식을 억제하거나 살균하기 위한 용도로 사용되

었습니다[1-3]. 항생제는 인류의 건강을 유지하기 위해 사용되면서, 질병으로부터

좀 더 자유로워졌으며, 평균 수명도 연장되었습니다[4, 5]. 항생제의 사용이 증가

함에 따라 미생물도 항생물질에 대해 내성을 갖도록 진화하면서, 연구자들은 내

성균에 대한 활성을 가지는 새로운 약물을 개발해왔으며 이에 따라 새로운 내성

균에 의해 기존 항생제들은 항균물질로써 효과적으로 활용되지 못하고 다른 약

물로 대체되었습니다[6-8]. 이번 연구에서는 경제적인 이유로 폐기되거나 다른

약물로 대체되어 효과적으로 활용되지 못하는 기존 항생제에 관하여 새로운 분

야에서의 활용 가능성을 연구하고자 했습니다.

본 연구에 사용된 시료인 D-(+)-cycloserine (DCS)은 Streptomyces orchidaceo

us에서 분리된 항생제이며, 주로 외상 후 스트레스 장애, 불안장애 및 결핵을 치

료하는 데 사용되고 있습니다[9-11]. 또한, DCS가 다른 항생제 등 다른 약물과

동시 처리를 통한 시너지 효과에 관해서는 연구가 보고되고 있으나, DCS의 염증

개선 효과 및 미백 활성에 관한 연구는 미흡한 실정입니다[12, 13]. 본 연구는 D

CS 항생제의 새로운 염증 치료의 가능성을 조사하고, 멜라닌 생성억제 효과가

있는지 확인하기 위해, LPS에 의해 자극된 RAW 264.7 대식세포와 α-MSH에

의해 자극된 B16F10 세포를 사용하여 DCS의 항염증 및 미백 활성에 관한 연구

를 진행하였습니다.

염증은 병원체 또는 조직 손상 침입에 대한 반응으로 숙주 방어의 보호 메커니

즘입니다[14]. 병원체에 의해 감염되면, 대식세포는 식균 작용을 통해 병원체를

제거하고 nitric oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2), tumor necrosis factor alp

ha (TNF-α), interleukin-1 beta (IL-1β) 및 IL-6와 같은 다양한 염증 매개체를
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생성함으로써, 면역 세포 모집을 통해 염증 반응을 강화합니다[15, 16]. 이러한 염

증 과정은 생체 내 항상성을 유지하는 데 필수적이지만, 장기간 또는 과도한 염

증은 천식, 아토피성 피부염, 죽상 동맥 경화증 및 염증성 장 질환과 같은 질병

의 발병을 유발합니다[17]. 따라서 염증 수준을 적절히 조절할 필요가 있습니다.

Lipopolysaccharide (LPS)는 내독소로서 작용하는 Gram(-) bacteria의 세포 외

막의 기본 성분입니다[18]. 대식세포는 세포 표면상의 패턴 인식 수용체를 통해

LPS의 병원체 관련 분자 패턴을 인식함으로써 활성화됩니다[19]. 활성화된 대식

세포는 TNF-α, IL-1β 및 IL-6 을 비롯한 전 염증성 cytokine과 NO 및 PGE2

와 같은 몇몇 염증 매개물질을 생성하는 특징이 있는데, 이렇게 분비된 전 염증

성 매개체는 nuclear factor κB (NF-κB) 및 mitogen activated protein kinase

(MAPK) 신호 경로의 활성화에 의해 매개되는 유도성 유전자의 발현을 통해 조

절됩니다[20-22].

NF-κB는 동종 또는 이종 이합체의 형태로 존재하는 전사 인자입니다[23]. 자극

받지 않은 상태에서, NF-κB는 inhibitor kappa B alpha (IκB-α)에 의해 결합 된

채로 세포질에서 엄격히 통제됩니다[24]. NF-κB 신호전달경로의 활성화는 IκB-

α의 인산화를 통해 proteasome에 의한 ubiquitination 및 후속 분해를 유발함으

로써 조절되는데, 이는 MAPK 및 phosphoinositide 3-kinase/Akt (PI3K/Akt) 신

호전달경로를 통해 활성화됩니다[25]. NF-κB 신호전달경로가 활성화되면, IκBα

가 분해되면서 자유로워진 NF-κB 이합체는 세포질에서 핵으로 빠르게 이동하

고, 반응성 유전자의 프로모터에 결합하여 iNOS, COX-2 및 전 염증 매개체를

포함하는 유도성 표적 유전자의 전사를 활성화합니다[26].

MAPK는 잘 보존된 serine/threonine kinase로 유전자 발현, 유사 분열, 분화 및

세포 생존/소멸을 조절하는 세포 활성에서 중요한 역할을 담당합니다[27]. MAP

K는 extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK 1/2), c-jun N-terminal ki

nases 1/2 (JNK 1/2) 및 p38를 포함하는 3개의 단백질 kinase들로 구성됩니다[2

8]. MAPK는 인산화에 의해 활성화되고 유전자 발현을 조절하는 NF-κB 및 acti
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vator protein-1 (AP-1)의 활성화를 유도합니다[29]. 따라서, NF-kB 및 MAPK

신호전달경로는 항염증 효과에 대한 주요 표적으로 간주할 수 있습니다.

피부는 태양으로부터 오는 자외선과 같은 외부자극으로부터 신체를 보호하기

위한 방어체계를 가지고 있습니다[30, 31]. 피부가 자외선에 노출되면, 각질 세포

는 α-melanocyte stimulating hormone (α-MSH)을 분비함으로써 멜라닌 세포를

자극하며, 흑갈색의 색소인 멜라닌생성을 유도합니다[32, 33]. 이렇게 생성된 멜라

닌은 각질 세포로 전달되어, 자외선을 반사 및 분산시켜 강한 자외선 에너지를

감쇄시킬 뿐만 아니라 피부 내부에 침투한 자외선 및 자유라디칼을 흡수하여 태

양광에 의한 손상으로부터 DNA를 보호하는 역할을 합니다[34-36]. 이처럼 멜라

닌은 자외선으로부터 피부를 보호하기 위해 중요한 역할을 하지만, 필요 이상으

로 생성되면 기미, 주근깨와 같은 과 색소 침착증을 유발할 수 있으며, 심할 경

우, 흑색종과 같은 피부암까지 발병될 수 있다고 알려져 있습니다[37-39]. 따라서

적절하게 멜라닌을 생성을 조절하는 것이 필요합니다.

멜라닌 생합성은 tyrosinase (TYR), tyrosinase related protein 1 (TRP-1) 및 t

yrosine-related protein 2 (TRP-2)와 같은 반응을 촉매하는 다양한 효소가 관여

합니다[40, 41]. 특히, TYR은 멜라닌 생합성의 속도 결정 단계를 담당하는 주효

소로, 멜라닌 생합성과정의 초기 두 단계에서 비필수 아미노산인 L-tyrosine을

수산화 반응시켜 3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPA)로, DOPA에서 산화 반응

시켜 DOPA quinone으로의 반응을 촉매하는 역할을 합니다[42]. 이후, DOPA qu

inone은 자발적 산화 과정을 거쳐 DOPA chrome이 형성되고, 이어서 생성된 DO

PA chrome은 TRP-2로 잘 알려진 DOPA chrome tautomerase에 의해 5,6-dihy

droxyindole-2-carboxylic acid (DHICA)로의 변환이 촉진됩니다[43]. DHICA는

다시 TRP-1에 의해 indole-5,6-quinone carboxylic acid로 전환되고, 이후 자동

산화 반응을 거치고, 서로 결합함으로써 멜라닌이 합성됩니다[44]. 멜라닌의 생합

성과정은 효소의 역할이 중요하게 작용하기 때문에, 멜라닌의 생성량은 TYR, T

RP-1 및 TRP-2 와 같은 효소의 활성과 깊은 연관이 있습니다.
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α-MSH는 생체 내에서 생리적 리간드로써 작용하는 호르몬으로, melanocortin

1 receptor (MC1R)에 결합하고 cyclic adenosine monophosphate (cAMP) 신호

전달경로를 활성화하여 Microphthalmia-associated transcription factor (MITF)

전사 인자의 발현을 촉진 시키는 것으로 알려져 있습니다[45, 46]. MITF 전사 조

절인자는 활성화되면, 핵으로 이동하여 DNA의 TYR, TRP-1 및 TRP-2의 생성

에 관여하는 promoter에 결합하고, 각각의 유전자 발현을 증가시킴으로써 TYR,

TRP-1 및 TRP-2의 생성을 조절한다고 보고되었습니다[47, 48]. 따라서, MITF

의 발현은 멜라닌생성을 반영하는 지표로써 사용될 수 있습니다.
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II. 재료 및 방법

1. 시료 및 시약

본 연구에 사용된 D-(+)-cycloserine (DCS), lipopolysaccharide from Escherich

ia coli (LPS), fetal bovine serum (FBS), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diph

enyltetrazolium bromide (MTT), dimethyl sulfoxide (DMSO), Griess reagent, s

odium nitrite 및 protease inhibitor cocktail은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, U

SA)에서 구매하였으며, 세포 배양을 위한 배지는 Dulbecco’s Modified Eagle’s

Medium (DMEM)과 penicillin/streptomycin을 Thermo Fisher Scientific (Waltha

m, MA, USA)에서 구매하였습니다. 또한, The enhanced chemiluminescence (E

CL) kit, radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer, phosphate buffered sali

ne (PBS) 및 tris-buffered saline (TBS)는 Biosesang (Seongnam, Gyeonggi-do,

Korea)에서 구매하였으며, 양성 대조군으로 사용된 L-N6-(1-Iminoethyl) lysine

dihydrochloride (L-NIL) 과 N-[2-(Cyclohexyloxy)-4-nitrophenyl] methanesulfo

namide (NS-398)는 Cayman chemical company (Ann Arbor, MI, USA)에서 구

매하였습니다. p-ERK, ERK, p-JNK, JNK, p-p38, p38, p-Akt, Akt, p-IκB-α, I

κB-α, β-actin의 특이적 1차 항체와 anti-rabbit 및 anti-mouse antibodies 2차

항체는 Cell signaling technology (Beverly, MA, USA)에서 구매 후 사용하였습

니다. 이외에 anti-iNOS 항체는 Milipore (Temecula, CA, USA)에서 구매하였으

며 anti-COX-2 항체는 BD Sciences (San Diego, CA, USA)에서 구매하였습니

다. PGE2, TNF-α, IL-1β 및 IL-6 측정을 위한 ELISA kits는 R&D systems In

c. (St, Louis, MO, USA)와 BD Biosciences (San Diego, CA, USA)에서 구매하

였습니다. 모든 다른 시약들은 분석등급 이상으로 사용하였습니다.

2. 세포 배양

한국세포주은행(Korean Cell Line Bank)에서 RAW 264.7 세포와 B16F10 세포
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를 구매하였습니다. 세포 배양은 37℃, 5% CO2 조건에서 10% Fetal Bovine Ser

um (FBS)와 1% Penicillin/Streptomycin을 첨가한 Dulbecco’s Modified Eagle’s

Medium (DMEM) 배지를 사용하여 각각 2일, 3일 간격으로 계대배양 하였습니

다.

3. 세포 생존율 평가

시료의 세포 독성을 평가하기 위해서 MTT assay를 통해 세포 생존율을 측정

하였습니다. RAW 264.7 세포는 1.0 x 105 cells/well로, B16F10 melanoma 세포

는 24 well plate에 8.0 x 103 cells/well로 24 well plate에 넣고 24시간 동안 CO2

배양기에서 전 배양한 후, 시료를 처리하여 RAW 264.7 세포는 24시간, B16F10

세포는 72시간 동안 반응시켰으며, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tet

razolium bromide (MTT, Amnesco, USA) 시약을 0.2 mg/mL 농도로 처리하여

4시간 동안 생성된 보라색의 formazan 결정을 세포 생존율로써 측정하였으며, D

MSO로 용해하고 microplate reader를 통해 540 nm에서 흡광도를 측정함으로써

평가하였습니다. 세포 생존율은 시료를 처리하지 않은 대조군(Control)의 OD 값

을 비교계산하여 백분율로 나타내었습니다.

Cell viability (% of control) = (sample O.D540nm / control O.D540nm) ˟ 100 (%)

4. NO 생성량 측정

D-(+)-cycloserine이 LPS에 의해 유도된 RAW 264.7 대식세포 내에서 NO 생

성을 저해하는지 확인하기 위해서, 세포 배양액 속에 축적된 NO를 Griess 시약

(1% sulfanilamide, 0.1% N-(1-naphthyl)ethylenediamine, 2.5% phosphoric acid)

을 사용하여 nitrite 형태로 측정하였습니다. 세포를 24 well plate에 1.0 x 105 cel

ls/well로 분주하여 24시간 전 배양하였습니다. 이후, 시료를 처리하고 1시간에 L

PS를 1 μg/mL 농도로 24시간 동안 처리하였습니다. 이후, 처리된 세포 배양액을

Griess 시약과 1:1 비율로 혼합하여 10분간 반응시킨 후, microplate reader를 통

해 540 nm에서 흡광도를 측정하였습니다. Sodium nitrite (NaNO2)의 표준검정
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곡선을 작성한 후, 측정된 OD 값을 비교하여 NO 생성을 정량계산하였습니다.

5. Prostaglandin E2 및 전 염증성 cytokine 생성량 측정

D-(+)-cycloserine이 LPS에 의해 유도된 RAW 264.7 대식세포 내에서 염증 반

응 매개체의 생성을 저해하는지 확인하기 위해서, 세포 배양액 속에 축적된 PGE

2, IL-1β, IL-6 및 TNF-α의 생성을 ELISA kit를 사용하여 평가하였습니다. 세

포는 24 well plate에 1.0 x 105 cells/well로 분주하여 24시간 전 배양하였습니다.

시료를 1시간 동안 전처리하고, LPS를 1 μg/mL 농도로 24시간 동안 처리하였습

니다. 이후, 세포 배양액을 5000 rpm 속도로 5분간 원심 분리한 후, 상등액을 통

해 ELISA kit 제조사의 방법에 따라 PGE2, IL-1β, IL-6 및 TNF-α의 함량을 측

정하였습니다.

6. Melanin 생성량 측정

DCS가 B16F10 세포의 멜라닌생성에 미치는 영향을 확인하기 위해서 melanin

contents assay를 진행하였습니다. 60 mm cell culture dish에 세포를 5.0 x 104

cells/dish가 되도록 3 mL씩 분주하여 24시간 전 배양하고, 다양한 농도의 시료

와 α-MSH를 200 nM 농도로 처리하여 72시간 배양하였습니다. kojic acid는 500

µM 농도로 처리하여 양성 대조군으로 사용하였습니다. 배양 후, 처리된 세포는

배지를 제거하고 차가운 1X PBS buffer를 사용하여 1회 세척 후 lysis buffer

(50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100,

1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 1% Nonidet P-40, and 1% protease

inhibitor cocktail)를 사용하여 20분간 세포를 lysis 시킨 후, microtube에 옮겨

담아 4℃, 15,000rpm 조건에서 15분간 원심분리하여 세포용해물을 얻었습니다.

상등액을 제거하고 분리된 pellet에 10% DMSO가 첨가된 1N NaOH를 500 μL씩

넣어 100℃에서 20분간 처리하였습니다. 이후 96 well plate에 100 µL씩 옮겨 담

아 405 nm에서 흡광도를 측정하고, α-MSH만 단독 처리한 군과 백분율로 비교

계산하여 나타냈습니다.
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7. 세포 내 tyrosinase 효소 활성 측정

60 mm cell culture dish에 세포를 5.0 x 104 cells/dish가 되도록 3 mL씩 분주

하여 24시간 전 배양하고, 다양한 농도로 시료와 α-MSH를 200 nM 농도로 처리

하여 72시간 배양하였습니다. kojic acid는 500 µM 농도로 처리하여 양성 대조군

으로 사용하였습니다. 배양 후, 처리된 세포는 배지를 제거하고 차가운 1X PBS

buffer를 사용하여 1회 세척 하고 lysis buffer (50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 2

mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% sodium deoxycholate, 0.1%

SDS, 1% Nonidet P-40, and 1% protease inhibitor cocktail)를 사용하여 20분간

세포를 lysis한 후, microtube에 옮겨 담아 4℃, 15,000 rpm 조건에서 15분간 원

심분리하여 세포용해물을 얻었으며, 이때 얻은 상등액을 취한 후, BCA Protein

assay kit를 사용하여 상등액의 단백질 함량을 측정하고, 0.1 M sodium

phosphate buffer (pH 6.8)를 사용하여 단백질 농도가 20 μg/µL가 되도록 희석하

였습니다. 희석한 단백질 20 µL를 96-well plate에 넣고 기질인 L-DOPA를 2

mg/mL 농도로 80 µL 첨가하였습니다. 37℃에서 2시간 동안 배양 후 생성되는

DOPA chrome을 490 nm에서 흡광도를 측정하고, α-MSH만 단독 처리한 군과

백분율로 비교계산하여 나타냈습니다.

8. 단백질 추출

RAW 264.7 세포는 60 mm cell culture dish에 세포를 6.0 x 105 cells/dish로 3

6시간 전 배양하였으며, 다양한 농도의 시료와 LPS를 1 μg/mL로 처리하여 각각

표시된 시간 동안 배양하였습니다. B16F10 세포는 60 mm cell culture dish에 세

포를 5.0 x 104 cells/dish로 48시간 전 배양하였으며, 다양한 농도로 시료와 α-M

SH를 200 nM 농도로 처리하여 각각 표시된 시간 동안 배양하였습니다. 처리된

세포는 차가운 1X PBS buffer를 사용하여 1회 세척 하고 lysis buffer (50 mM

Tris-HCl (pH 7.5), 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% sodiu

m deoxycholate, 0.1% SDS, 1% Nonidet P-40, and 1% protease inhibitor cockt

ail)를 사용하여 20분간 세포를 lysis한 후, microtube에 옮겨 담아 4℃, 15,000 rp

m 조건에서 15분간 원심분리하여 세포용해물을 얻었습니다.
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9. 단백질 분리

추출한 세포용해물은 BCA Protein assay kit를 사용하여 bovine serum albumi

n (BSA)의 표준검정 곡선을 작성한 후, 측정된 OD 값을 비교하여 세포용해물

속의 단백질 함량을 정량계산하였습니다. 동량의 단백질과 2x Laemmli sample

buffer을 1:1 비율로 혼합하여 100℃에서 5분간 처리 후, sodium dodecylsulfate

(SDS)-polyacrylamide gel에 동량의 단백질을 loading하고, 전기영동을 통해 단

백질을 크기별로 분리하였습니다. Gel에 분리된 단백질을 PVDF membrane으로

transfer 한 후 5% BSA로 overnight blocking 하였습니다. 0.1 % Tween 20이

첨가된 Tris-buffered saline buffer (TBS-T)를 사용하여 membrane을 10분 간

격으로 6회 세척 후 1차 항체를 사용하여 overnight incubation 하였습니다. 이

후, TBS-T로 6회 세척 하고 horseradish peroxidase-conjugated 2차 항체를 사

용하여 2시간 처리하였습니다. 다시 TBS-T로 6회 세척 하고 ECL kit를 사용하

여 membrane과 반응시켜 Chemidoc (Fusion solo 6S.WL, VILBER LOURMAT,

France)으로 현상하였습니다.

10. 통계처리

모든 데이터는 3번의 독립적인 실험으로부터의 평균 ± SD (표준 편차)로 표시

하였습니다. student’s t-test를 사용하여 통계 분석을 수행하였습니다(* p < 0.0

5, ** p < 0.01, *** p < 0.001). p <0.05의 p-value 값은 통계적으로 유의한 것

으로 간주하였습니다.
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III. 결 과

1. D-(+)-cycloserine (DCS)의 항염증 활성

1) 세포 생존율 평가

RAW 264.7 대식세포에서 항염증 활성을 가지는지 확인하기 위해서, DCS가 R

AW 264.7 세포에 대하여 DCS가 세포 독성에 영향을 미치는지 확인하였습니다.

세포 생존율에 대한 평가는 MTT assay를 통하여 실시하였습니다. RAW 264.7

세포를 1.0 × 105 cells/well 농도로 24-well cell culture plate에 24시간 동안 전

배양을 하였습니다. 이후, 임의로 설정한 다양한 농도(2, 4, 6, 8 및 10 mM)로 D

CS를 24시간 처리하였습니다(Fig. 1). 세포 생존율은 살아있는 세포의 미토콘드

리아 탈수소 효소를 통해 MTT solution (0.2 mg/mL) 가 tetrazolium salt로 전

환 된 MTT formazan crystal을 흡광도 540nm에서 측정함으로써 평가하였습니

다[20]. DCS는 2-6 mM (세포 생존율 ≥ 90%) 농도 범위에서 RAW 264.7 세포

의 생존력에 영향을 미치지 않았습니다. 따라서, 우리는 후속 실험에서 DCS를 2

-6 mM 농도로 처리하여 사용했습니다.
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Figure 1. The effect of DCS on the viability of RAW 264.7 cells. Cells were

plated in 24-well plates (1.0 × 105 cells/well) for 24 h, and then treated with

DCS (2, 4, 6, 8, and 10 mM) for 24 h. Cytotoxicity of DCS was evaluated usi

ng the MTT assay. The results are presented as the mean ± SD from three

independent experiments. ***p < 0.001 vs unstimulated control group. The resu

lts shown are representative of three independent experiments.
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2) NO 생성량 측정

DCS가 LPS에 의해 유도된 RAW 264.7 세포에서 NO 생성을 억제할 수 있는지

조사하기 위해, Griess 시약을 사용하여 세포 배양 배지 속에 축적된 NO의 생성

량을 아질산염 형태로 측정했습니다. 또한, iNOS 특이적 억제제인 N6-(1-iminoe

thyl)-L-lysine, dihydrochloride (L-NIL)를 양성 대조군으로 실험에 사용하였습

니다. (Fig. 2)와 같이, LPS 단독 처리 군은 LPS 미처리 군에 비교하여 NO 생

성 수준이 현저하게 증가 되었습니다. iNOS 저해제는 LPS에 의해 유도된 NO의

생성을 효과적으로 억제하였습니다. DCS는 LPS만 처리한 세포(100%)와 비교하

여 2-6 mM 농도에서 27.5 %, 51.8 % 및 60.5 %씩 농도 의존적으로 억제하였습

니다(Fig. 2).
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Figure 2. The effect of DCS on production of nitric oxide in LPS-induced R

AW 264.7 cells. Cells were plated in 24-well plates (1.0 × 105 cells/well) and

incubated for 24 h, and then pretreated with DCS (2, 4, and 6 mM) for 1 h f

ollowed by LPS stimulation for 24 h. Cytotoxicity of DCS was evaluated usin

g a MTT assays. The amount of nitric oxide in the medium was measured u

sing a Griess reagent. L-N6-(1-Iminoethyl) lysine dihydrochloride(L-NIL) was

used as a positive control. The results are presented as the mean ± SD from

three independent experiments. #p < 0.001 vs unstimulated control group. ***p

< 0.001 vs LPS alone. The results shown are representative of three independ

ent experiments.
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3) Prostaglandin E2 생성량 측정

DCS가 RAW 264.7 대식세포에서 LPS에 의해 유도된 PGE2 생성을 억제할 수

있는지 조사하기 위해, ELISA의 방법으로 세포 배양 배지 속의 PGE2의 양을 평

가하였습니다. (Fig. 3)와 같이, COX-2 단백질의 특이적 억제제인 N-[2-(cycloh

exyloxy)-4-nitrophenyl]-methanesulfonamide (NS-398)를 양성 대조군으로 실험

에 사용하였습니다. LPS는 PGE2 생성의 급격한 증가를 유도하였습니다. COX-2

저해제는 LPS에 의해 유도된 PGE2 생성을 효과적으로 억제하였습니다(59.5%).

DCS는 시험 된 농도에서 PGE2 생성을 약간 억제하였다(4.3%, 7.7% 및 12.7%)

(Fig. 3).
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Figure 3. The effect of DCS on production of PGE2 in the LPS-induced RA

W 264.7 cells. Cells were pretreated with DCS (2, 4, and 6 mM) for 1 h and

then stimulated for 20 h with LPS. N-[2-(Cyclohexyloxy)-4-nitrophenyl] meth

anesulfonamide (NS-398) was used as a positive control. PGE2 production wa

s determined by ELISA. The results are presented as the mean ± SD from t

hree independent experiments. #p < 0.001 vs unstimulated control group. *p <

0.05, ***p < 0.001 vs LPS alone. The results shown are representative of thre

e independent experiments.
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4) 전 염증성 cytokine 생성량 측정

TNF-α, IL-1β 및 IL-6과 같은 잘 알려진 전 염증성 사이토카인은 병원성 자극

에 의해 활성화되고 다양한 질병과 관련된 염증 반응을 매개한다고 알려져 있습

니다[29-31]. DCS의 항염증에 대한 추가적 가능성을 조사하기 위해, ELISA를

사용하여 LPS에 의해 자극된 RAW 264.7 세포에서 TNF-α, IL-1β 및 IL-6과

같은 전 염증성 사이토카인의 생성을 측정하였습니다. LPS 자극은 세포 배양 배

지 속의 TNF-α, IL-1β 및 IL-6 생성을 유도하였다. 시험 된 농도에서, DCS는

농도 의존적 방식으로 IL-1β (49.3 %, 80.1 % 및 86.6 %) 및 IL-6 (41.6 %, 71.9

% 및 81.6 %)의 LPS에 의해 유도된 IL-1β 및 IL-6 생성을 억제하였습니다. (Fi

g. 4,5). 그러나, DCS는 LPS에 의해 유도된 TNF-α 생성에 영향을 미치지 않았

습니다. (Fig. 6)
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Figure 4. The effect of DCS on the LPS-induced production of IL-1β in RA

W 264.7 cells. Cells were pretreated with DCS (2, 4, and 6 mM) for 1 h and

then stimulated for 20 h with LPS. The production of IL-1β were determined

using ELISA. The results are presented as the mean ± SD from three indepe

ndent experiments. #p < 0.001 vs unstimulated control group. ***p < 0.001 vs

LPS alone. The results shown are representative of three independent experim

ents.
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Figure 5. The effect of DCS on the LPS-induced production of IL-6 in RAW

264.7 cells. Cells were pretreated with DCS (2, 4, and 6 mM) for 1 h and the

n stimulated for 20 h with LPS. The production of IL-6 were determined usin

g ELISA. The results are presented as the mean ± SD from three independen

t experiments. #p < 0.001 vs control group. ***p < 0.001 vs LPS alone. The re

sults shown are representative of three independent experiments.
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Figure 6. The effect of DCS on the LPS-induced production of TNF-α in R

AW 264.7 cells. Cells were pretreated with DCS (2, 4, and 6 mM) for 1 h an

d then stimulated for 20 h with LPS. The production of TNF-α were determi

ned using ELISA. The results are presented as the mean ± SD from three in

dependent experiments. #p < 0.001 vs control group. The results shown are re

presentative of three independent experiments.
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5) Western blot 분석

(1) iNOS 효소단백질 발현량 측정

LPS에 의해 유도된 RAW 264.7 세포에서의 DCS의 NO 생성억제 효과가 iNOS

단백질 발현의 하향조절을 통한 것인지 조사하기 위해, Western blot 분석을 수

행하였습니다. Western blot 분석 결과는 LPS만 단독으로 자극된 그룹에서 iNO

S 단백질의 발현이 급격히 증가한 것을 확인하였습니다. 그러나, DCS 처리 후 L

PS로 자극된 그룹은 농도 의존적 방식으로 iNOS 단백질의 발현이 감소한 것으

로 나타났습니다(Fig. 7). 이들 결과는 DCS가 iNOS 효소 단백질의 발현을 억제

함으로써 NO 생성을 억제한다는 것을 보여 주고 있습니다.
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Figure 7. The effect of DCS on the level of iNOS in LPS-induced RAW 264.

7 cells. Lysates were prepared from cells pretreated with DCS (2, 4, and 6 m

M) for 1 h and then treated with LPS (1 μg/mL) for 12 h. β-actin was used

as a loading control. Total cellular proteins were separated using SDS-PAGE,

transferred to PVDF membranes, and detected using specific antibodies agains

t iNOS and β-actin.
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(2) COX-2 효소단백질 발현량 측정

LPS에 의해 유도된 RAW 264.7 세포에서의 DCS의 PGE2 생성억제 효과가 CO

X-2 단백질 발현의 하향조절을 통한 것인지 조사하기 위해, Western blot 분석

을 수행하였습니다. Western blot 분석 결과는 LPS만 단독으로 자극된 그룹에서

COX-2 단백질의 발현이 급격히 증가한 것을 확인하였습니다. 그러나, DCS 처리

후 LPS로 자극된 그룹은 농도 의존적 방식으로 COX-2 단백질의 발현이 약간

저해되는 것으로 나타났습니다(Fig. 8). PGE2 생성이 저해되는 결과와 유사하게

DCS는 COX-2의 단백질 발현을 약간 감소시키는 것을 확인하였습니다. 이 결과

는 DCS가 COX-2 효소 단백질의 발현을 저해함으로써 PGE2 생성을 억제한다는

것을 보여 주고 있습니다.
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Figure 8. The effect of DCS on the level of COX-2 in LPS-induced RAW 26

4.7 cells. Lysates were prepared from cells pretreated with DCS (2, 4, and 6

mM) for 1 h and then treated with LPS (1 μg/mL) for 12 h. β-actin was use

d as a loading control. Total cellular proteins were separated using SDS-PAG

E, transferred to PVDF membranes, and detected using specific antibodies ag

ainst COX-2 and β-actin.
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(3) IκB-α 인산화 단백질 발현량 측정

DCS가 NF-κB 신호전달경로를 통해 염증성 사이토카인 생성 및 유도성 효소단

백질의 발현을 조절하는지 확인하기 위해서, Western blot 분석을 하여 LPS에

의해 유도된 RAW 264.7 세포에서 IκB-α 및 인산화된 IκB-α의 단백질 수준을

확인하였습니다. (Fig. 9)과 같이, LPS는 표시된 시간에서 IκB-α의 인산화를 유

도하였습니다. 그리고 DCS는 LPS에 의해 유도된 IκB-α의 인산화를 농도 의존

적으로 억제하는 것을 확인하였습니다. 이러한 결과와 일치하게, DCS는 농도 의

존 방식으로 세포질에서 IκB-α의 분해를 억제하였습니다. 이전 연구에서, NF-κ

B는 TNF-α, IL-1β 및 IL-6과 같은 전 염증성 매개체의 발현을 매개하고 iNOS

및 COX-2와 같은 염증성 효소의 발현을 유도하는 것으로 보고되고 있습니다.

이 결과는 DCS가 IκB-α의 인산화를 조절을 통해 IκB-α의 분해를 억제함으로써

NF-κB 활성화를 억제함을 나타냅니다.
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Figure 9. The effect of DCS on the level of phospho-IκB-α and IκB-α in LP

S-induced RAW 264.7 cells. Lysates were prepared from cells pretreated with

DCS (2, 4, and 6 mM) for 1 h and then treated with LPS (1 μg/mL) for 15

min. β-actin was used as a loading control. Total cellular proteins were separ

ated using SDS-PAGE, transferred to PVDF membranes, and detected using

specific antibodies against phospho-IκB-α, IκB-α, and β-actin.
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(4) Akt 인산화 단백질 발현량 측정

DCS가 IκB-α의 인산화를 억제함을 확인하였습니다. 이전 연구는 PI3K/Akt 신

호전달 경로를 통해 IκB-α의 분해를 촉진함으로써, NF-κB 활성화를 유도하는

것으로 보고되었습니다[12]. DCS가 PI3K/Akt 경로를 통해 NF-κB 활성화를 조

절하는지 확인하기 위해서, Western blot 분석을 통해 Akt의 인산화에 대한 DC

S의 영향을 확인하고자 하였습니다. 연구결과, DCS는 표시된 시간에서 LPS에

의해 유도된 Akt 인산화를 하향조절함을 확인하였습니다(Fig. 10).
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Figure 10. The effect of DCS on the level of phospho-Akt and Akt in LPS-i

nduced RAW 264.7 cells. Lysates were prepared from cells pretreated with D

CS (2, 4, and 6 mM) for 1 h and then treated with LPS (1 μg/mL) for 10 mi

n. β-actin was used as a loading control. Total cellular proteins were separat

ed using SDS-PAGE, transferred to PVDF membranes, and detected using sp

ecific antibodies against phospho-Akt, Akt, and β-actin.
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(5) MAPK 인산화 단백질 발현량 측정

DCS가 MAPK의 인산화를 조절하는지 조사하기 위해, LPS에 의해 유도된 RA

W 264.7 대식세포에서 DCS의 다양한 농도(2, 4 및 6 mM)에서 Western blot 분

석을 통해 ERK, JNK 및 p38의 인산화를 조절하는지 조사하였습니다. LPS 처리

군은 LPS 미처리 군에 비교하여 인산화된 ERK, JNK 및 p38이 현저히 증가한

것으로 나타났습니다. DCS는 LPS에 의해 유도된 RAW 264.7 세포에서 ERK의

인산화를 하향 조절함을 확인하였으며, p38의 인산화에서 약간의 감소가 나타났

습니다.
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Figure 11. The effect of DCS on the LPS-induced MAPK in RAW 264.7 cell

s. Lysates were prepared from cells pretreated with DCS (2, 4, and 6 mM) fo

r 1 h and then treated with LPS (1 μg/mL) for 15 min. β-actin was used as

a loading control. Total cellular proteins were separated using SDS-PAGE, tr

ansferred to PVDF membranes, and detected using specific antibodies against

phospho-ERK, ERK, phospho-JNK, JNK, phospho-p38, p38 and β-actin.
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6) 항생제 세포 생존율 및 NO 생성량 스크리닝 평가

DCS 외 다른 항생제의 항염증 활성에 관하여 확인하기 위해 ametycin, anisom

ycin, azithromycin, roxithromycin, spiramycin, splitomicin이 LPS에 의해 유도된

NO의 생성을 억제하는지 평가하였다. 스크리닝 평가는 임의로 농도를 설정하여

6.25 μM-200 μM 농도의 범위에서 MTT assay를 통해 세포 생존율을 평가하였

으며, Griess 시약을 사용하여 세포 배양액 속에 축적된 NO의 생성량을 아질산

염 형태로 측정했습니다. LPS 처리는 RAW 264.7 대식세포에서 현저하게 증가

된 NO 생성 수준을 나타냈습니다. ametycin과 anisomycin은 임의로 설정한 농

도 내에서 RAW 264.7 세포 독성을 나타내었습니다(Fig. 12, 13). azithromycin

과 roxithromycin은 각각 50 μM, 100 μM 농도에서 독성 없이 NO의 생성을 저

해하는 것을 확인하였습니다(Fig. 14, 15). 또한, spiramycin은 모든 농도에서 독

성이 나타나지 않았으며, LPS에 의해 유도된 NO의 생성을 농도 의존적 방식으

로 억제하였습니다(Fig. 16). splitomicin의 경우, 모든 농도에서 세포 독성이 나

타나지 않았으며, NO의 생성에 대해서도 활성이 나타나지 않았습니다(Fig. 17).
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Figure 12. The effect of ametycin on production of nitric oxide in LPS-induc

ed RAW 264.7 cells. The cells were plated in 24-well plates (1.0 × 105 cells/

well) and incubated for 24 h, and then pretreated with ametycin (6.25-200 μ

M) for 1 h followed by LPS stimulation for 24 h. Cytotoxicity of ametycin w

as evaluated using the MTT assay. The amount of nitric oxide in the mediu

m was measured using the Griess reagent. The results are presented as the

mean ± SD from three independent experiments. #p < 0.001 vs unstimulated c

ontrol group. ***p < 0.001 vs LPS alone. The results shown are representative

of three independent experiments.
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Figure 13. The effect of anisomycin on production of nitric oxide in LPS-ind

uced RAW 264.7 cells. The cells were plated in 24-well plates (1.0 × 105 cells

/well) and incubated for 24 h, and then pretreated with anisomycin (6.25-200

μM) for 1 h followed by LPS stimulation for 24 h. Cytotoxicity of anisomycin

was evaluated using the MTT assay. The amount of nitric oxide in the medi

um was measured using the Griess reagent. The results are presented as the

mean ± SD from three independent experiments. #p < 0.001 vs unstimulated c

ontrol group. ***p < 0.001 vs LPS alone. The results shown are representative

of three independent experiments.
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Figure 14. The effect of azithromycin on production of nitric oxide in LPS-in

duced RAW 264.7 cells. The cells were plated in 24-well plates (1.0 × 105 cell

s/well) and incubated for 24 h, and then pretreated with azithromycin (6.25-20

0 μM) for 1 h followed by LPS stimulation for 24 h. Cytotoxicity of azithrom

ycin was evaluated using the MTT assay. The amount of nitric oxide in the

medium was measured using the Griess reagent. The results are presented as

the mean ± SD from three independent experiments. #p < 0.001 vs unstimulat

ed control group. ***p < 0.001 vs LPS alone. The results shown are represent

ative of three independent experiments.
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Figure 15. The effect of roxithromycin on production of nitric oxide in LPS-i

nduced RAW 264.7 cells. The cells were plated in 24-well plates (1.0 × 105 c

ells/well) and incubated for 24 h, and then pretreated with roxithromycin (6.25

-200 μM) for 1 h followed by LPS stimulation for 24 h. Cytotoxicity of roxith

romycin was evaluated using the MTT assay. The amount of nitric oxide in

the medium was measured using the Griess reagent. The results are presente

d as the mean ± SD from three independent experiments. #p < 0.001 vs unsti

mulated control group. **p < 0.01, ***p < 0.001 vs LPS alone. The results sho

wn are representative of three independent experiments.
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Figure 16. The effect of spiramycin on production of nitric oxide in LPS-ind

uced RAW 264.7 cells. The cells were plated in 24-well plates (1.0 × 105 cells

/well) and incubated for 24 h, and then pretreated with spiramycin (6.25-200

μM) for 1 h followed by LPS stimulation for 24 h. Cytotoxicity of spiramycin

was evaluated using the MTT assay. The amount of nitric oxide in the medi

um was measured using the Griess reagent. The results are presented as the

mean ± SD from three independent experiments. #p < 0.001 vs unstimulated c

ontrol group. **p < 0.01, ***p < 0.001 vs LPS alone. The results shown are re

presentative of three independent experiments.
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Figure 17. The effect of splitomicin on production of nitric oxide in LPS-ind

uced RAW 264.7 cells. The cells were plated in 24-well plates (1.0 × 105 cells

/well) and incubated for 24 h, and then pretreated with splitomicin (6.25-200

μM) for 1 h followed by LPS stimulation for 24 h. Cytotoxicity of splitomicin

was evaluated using the MTT assay. The amount of nitric oxide in the medi

um was measured using the Griess reagent. The results are presented as the

mean ± SD from three independent experiments. #p < 0.001 vs unstimulated c

ontrol group. *p < 0.05 vs LPS alone. The results shown are representative o

f three independent experiments.
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2. D-(+)-cycloserine (DCS)의 미백 활성

1) 세포 생존율 평가

B16F10 melanoma에서 DCS의 세포 독성을 평가했습니다. 세포를 72시간 동안

다양한 농도 (2, 4, 6, 8 및 10 mM)의 DCS로 처리하였다 (Fig. 18). B16F10 me

lanoma에서의 세포 독성은 RAW 264.7 대식세포와 마찬가지로 미토콘드리아 탈

수소 효소를 통해 tetrazolium salt로 전환된 MTT formazan crystal을 측정함으

로써 평가되었다[20]. DCS는 2 mM 이상의 농도로 처리하였을 때, 세포 독성이

나타났기 때문에, 후속 실험에서 1 mM 이하의 농도로 DCS를 처리하였습니다.
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Figure 18. The effect of DCS on the viability of B16F10 melanoma cells. Cell

s were plated in 24-well plates (8.0 × 103 cells/well) for 24 h, and then treate

d with DCS (0.5-10 mM) for 72 h. Cytotoxicity of DCS was evaluated using

the MTT assay. The results are presented as the mean ± SD from three ind

ependent experiments. ***p < 0.001 vs unstimulated control group. The results

shown are representative of three independent experiments.
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2) Melanin 생성량 측정

DCS가 멜라닌 생성에 영향을 미치는지 확인하기 위해서, B16F10 세포에서 mel

anin contents assay를 통해 평가하였습니다. 세포 독성이 나타나지 않은 범위의

DCS를 다양한 농도(0.25, 0.5, 1 mM)로 처리하였으며, 양성 대조군으로 kojic aci

d를 사용하였습니다. 아무것도 처리하지 않은 군에 비해 α-MSH를 처리한 군은

melanin의 생성이 유의적으로 증가함을 확인하였습니다. 또한, 미백 활성을 나타

낸다고 잘 알려진 kojic acid를 500 μM 농도로 처리했을 시, α-MSH에 의해 유

도된 멜라닌의 생성을 감소하는 것을 확인하였습니다. DCS는 (Fig. 19)와 같이

α-MSH에 의해 유도된 멜라닌의 생성을 농도 의존적으로 감소시키는 경향을 확

인하였습니다.
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Figure 19. The effects of DCS on production of melanin in α-MSH-stimulate

d B16F10 cells. Cells were plated in 60 mm cell culture dish (5.0 x 104 cells/d

ish) and incubated for 24 h, then treated with DCS (0.25, 0.5 and 1 mM) for

72 h in the presence of α-MSH (200 nM). α-MSH was used as the negative

control and kojic acid (500 μM) was used as the positive control. The results

are presented as the mean ± SD from three independent experiments. #p < 0.

001 vs unstimulated control group. **p < 0.01, ***p < 0.001 vs α-MSH alone.

The results shown are representative of three independent experiments.
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3) 세포 내 tyrosinase 효소 활성 평가

DCS가 α-MSH에 의해 유도된 멜라닌의 생성을 감소시키는 것이 tyrosinase 효

소에 의하여 melanin 생합성이 조절되는지 확인하기 위해서 tyrosinase 효소 활

성을 확인하고자 하였습니다. α-MSH를 200 nM 농도로 처리하고, 다양한 농도

의 DCS를 처리(0.25, 0.5, 1 mM)한 후, 72시간에 세포막을 제거하여 세포 내에

존재하는 tyrosinase 효소 단백질의 활성을 L-DOPA를 기질로 하여 생성되는 D

OPA chrome의 양을 통해 측정하였습니다. 실험결과, (Fig. 20)과 같이 DCS가 t

yrosinase 효소 활성을 농도 의존적으로 저해하는 것으로 확인하였습니다.
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Figure 20. The effects of DCS on tyrosinase activity in α-MSH-stimulated

B16F10 cells. Cells were plated in 60 mm cell culture dish (5.0 x 104 cells/dis

h) and incubated for 24 h, then treated with DCS (0.25, 0.5 and 1 mM) for 72

h in the presence of α-MSH (200 nM). α-MSH was used as the negative con

trol and kojic acid (500 μM) was used as the positive control. The results are

presented as the mean ± SD from three independent experiments. #p < 0.001

vs unstimulated control group. ***p < 0.001 vs α-MSH alone. The results sho

wn are representative of three independent experiments.
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4) Western blot 분석

(1) 세포 내 TYR, TRP-1 및 TRP-2 효소단백질 발현량 측정

앞서 실험한 바와 같이(Fig. 19, 20) DCS는 melanin 생성을 저해하였고, tyrosi

nase 효소 활성을 저해함을 확인하였습니다. L-tyrosine 아미노산이 멜라닌 생성

관련 효소인 TYR, TRP-1, TRP-2에 의해 melanin 합성을 촉진하는 주효소로

작용한다고 알려져 있습니다. 이런 효소 활성이 이들 효소 단백질의 발현량과 관

련이 있는지 확인하기 위해서, Western blot 분석을 통해 확인하였습니다. 실험

결과, Fig. 21과 같이 DCS를 0.25, 0.5 mM 농도로 처리하였을 때, 농도에 따라

각각의 효소 단백질의 발현을 저해함을 확인하였습니다. 이번 실험에서 DCS를 1

mM로 처리한 군에서는 농도 의존적인 결과는 얻지 못했지만, 앞서 실험한 결과

와 두 가지 농도(0.25, 0.5 mM)로 처리된 결과를 보았을 때, DCS는 TYR, TRP-

1, TRP-2의 발현을 감소하는 것으로 확인됩니다.



- 44 -

Figure 21. The effects of DCS on the level of TYR, TRP-1, TRP-2 in α-M

SH-stimulated B16F10 cells. Cells were plated in 60 mm cell culture dish (5.0

x 104 cells/dish) and incubated for 48 h, then treated with DCS (0.25, 0.5 and

1 mM) for 24 h in the presence of α-MSH (200 nM). α-MSH was used as t

he negative control and arbutin (200 μM) was used as the positive control. β

-actin was used as a loading control. Total cellular proteins were separated u

sing SDS-PAGE, transferred to PVDF membranes, and detected using specifi

c antibodies against TYR, TRP-1, TRP-2 and β-actin.
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(2) 세포 내 MITF 전사 인자 단백질 발현량 측정

이전 연구에서, 이 MITF 전사 인자의 발현은 TYR, TRP-1 및 TRP-2 단백질

의 발현을 조절하는 것으로 보고되었습니다. MITF는 TYR, TRP-1 및 TRP-2의

유도성 유전자의 promoter에 결합하여 각각의 효소 단백질이 생성되도록 촉진합

니다. 본 연구에서는 TYR, TRP-1 및 TRP-2 효소 단백질의 하향발현이 MITF

전사 인자의 조절에 의한 것인지 확인하기 위해 추가로 Western blot 분석하였

습니다. 실험결과, Fig. 22와 같이 DCS가 농도 의존적으로 MITF 발현을 하향조

절하는 것을 확인하였습니다.
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Figure 22. The effects of DCS on the level of MITF in α-MSH-stimulated

B16F10 cells. Cells were plated in 60 mm cell culture dish (5.0 x 104 cells/dis

h) and incubated for 48 h, then treated with DCS (0.25, 0.5 and 1 mM) for 24

h in the presence of α-MSH (200 nM). α-MSH was used as the negative con

trol and arbutin (200 μM) was used as the positive control. β-actin was used

as a loading control. Total cellular proteins were separated using SDS-PAGE,

transferred to PVDF membranes, and detected using specific antibodies agains

t MITF and β-actin.
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Ⅳ. 고 찰

병원균의 침입, 세포 및 조직의 손상과 같은 자극에 대하여 면역반응을 일으키

고 회복하는 과정은 정상적인 생리적 기능이며, 생존을 위해 필수적인 과정입니

다[50]. 염증 과정에서 대식세포는 전 염증성 cytokine을 분비하는데, 이를 통해

다른 면역 세포들에 신호를 전달하며, 염증 반응을 강화하여 빠르게 회복될 수

있도록 합니다[51]. 그러나, 전 염증성 매개체가 과도하게 생성되면, 염증이 더욱

심해지고, 천식, 아토피성 피부염, 죽상 동맥 경화증 및 염증성 장 질환과 같은

질병을 유발할 수 있다고 알려져 있으며, 이러한 염증성 질환을 치료하기 위해

적절한 염증 수준을 유지하도록 조절하는 것이 필요합니다[52, 53].

NO는 생체 내에서 세포 신호전달에 중요한 역할을 하는 분자 메신저입니다[5

4]. 대식세포가 활성화되면 NO는 neuronal NOS (nNOS), endothelial NOS (eNO

S), cytokine-inducible NOS (iNOS) 및 bacterial NOS (bNOS)를 포함하여 여러

유형의 산화질소 합성 효소 (NOS)에 의해 L-arginine으로부터 합성되어 생성되

는데, 신경 전달, 혈관 확장, 산화 스트레스, 항균 작용 및 병원체에 대한 면역

방어와 같은 다양한 생리 기능에 관여합니다[55]. 특히, NO는 병원체의 침입과

같은 자극에 대해 반응하여 iNOS 효소 단백질에 의한 생성량이 가장 큰 비중을

차지하며 과잉 생산을 유도합니다[56, 57]. 이전 연구에서, 과도한 NO 생성은 염

증성 및 자가면역 질환을 유발하는 것으로 보고되고 있습니다[58, 59]. 따라서, N

O 생성 및 iNOS 발현을 하향 조절하는 것은 염증성 질환의 치료를 위한 적절한

전략일 수 있습니다. 본 연구는 LPS에 의해 유도된 RAW 264.7 염증 모델에서

DCS가 LPS에 의해 유도된 NO 생성을 억제함을 확인하였으며, western blot 분

석을 통해 유도성 효소 단백질인 iNOS 발현을 통해 억제함을 검증하였습니다.

PGE2는 혈관 확장과 혈소판 응집을 억제, 평활근 조직의 수축 및 이완 등 생리

적 기능에 관여하며 국소적 호르몬 역할을 합니다[60]. 일반적으로 염증의 초기
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단계에서 염증 반응을 촉진하는 물질로 알려져 있으며, 과다 분비 시 발열반응을

일으키고 통각 과민증을 유발하는 등 광범위한 병리학적 상태와 관련이 있다고

알려져 있습니다[61, 62]. 이로 인해, PGE2 생성억제는 염증을 완화하는 치료 목

적으로 연구되고 있습니다[63, 64]. PGE2는 세포막 인지질에 있는 arachidonic aci

d가 효소 단백질 COX에 의해 변환되어 합성됩니다[65]. COX는 COX-1, COX-2

두 가지가 존재하는데 주로 COX-1은 정상적인 상태에서 PG를 생성하지만, CO

X-2는 염증 반응과 연계되어 PGE2의 과잉 생산을 유발한다고 알려져 있습니다

[66, 67]. 이번 연구에서, DCS는 LPS에 의해 유도된 PGE2의 생성을 약간 감소시

켰으며, 이 결과와 일치하게 PGE2를 합성을 매개하는 주효소인 COX-2 단백질의

발현을 감소시키는 것을 검증하였습니다.

LPS에 의해 활성화된 대식세포는 IL-1β, IL-6, TNF-α와 같은 cytokine의 발현

을 촉진하며, 이 3가지 cytokine은 대식세포의 염증 반응을 유도하는 데 중요한

역할을 합니다[68]. IL-1β는 세포증식, 분화 및 apoptosis를 포함한 다양한 세포

활동에 관여하며, 염증 반응의 중요한 매개자입니다[69, 70]. 또한, 중추신경계에

서 이 cytokine에 의한 COX-2의 유도는 염증성 통증 과민증에 기여 하는 것으

로 알려져 있습니다[71]. IL-6는 대식세포에서 NF-κB 신호전달 경로의 활성화에

의존하며, 당뇨병, 죽상 동맥 경화증, 우울증, 알츠하이머, 다발성 골수종, 전립선

암, 베체트병, 류머티즘 관절염과 같은 다양한 염증성 질환 및 많은 암과 관련되

며, 염증 및 자가면역과정을 자극한다고 알려져 있습니다[72, 73]. TNF-α는 면역

세포를 조절하는 내인성 발열원으로 급성 단계 반응을 담당합니다[74]. 이 cytoki

ne은 발열, apoptosis에 의한 세포 사멸, 염증, cachexia을 유도하고 IL-1과 IL-6

의 생산을 통해 sepsis에 반응하여 tumorigenesis와 viral replication을 저해한다

고 보고되었습니다[75, 76]. 본 연구에서, DCS는 전 염증성 매개체인 TNF-α의

생성 저해 활성은 나타나지 않았지만, IL-1β, IL-6의 발현을 농도 의존적으로 감

소시키는 활성을 확인하였습니다. 이를 통해, DCS가 다양한 염증성 질환을 치료

하는 약물로 활용 가능성을 확인하였습니다.

염증 과정은 주로 NF-κB 신호전달경로에 의해 조절됩니다. NF-κB는 염증 및
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면역을 포함하는 유전자의 조절 인자입니다[77]. 비활성 상태의 NF-κB 복합체는

세포질에서 IκB-α에 결합함으로써 엄격하게 통제됩니다[78]. LPS에 의한 활성화

는 proteasome을 통한 ubiquitination을 매개하여 IκB-α의 후속 분해를 초래합니

다[79]. 이어서, NF-κB 복합체는 세포질에서 핵으로 이동하여 TNF-α, IL-1β 및

IL-6과 같은 염증성 cytokine 및 iNOS, COX-2 유도성 효소단백질의 생성에 관

여하는 유전자의 promoter에 결합하여 암호화하며, 이들의 생성을 촉진합니다[8

0]. 본 연구에서, Western blot 분석으로 IκB-α 및 인산화된 IκB-α의 단백질 발

현수준을 평가하였습니다. 실험결과, DCS가 IκB-α의 인산화를 저해를 통해 IκB

-α의 분해를 억제함으로써 NF-κB 활성화를 억제함을 검증하였습니다. 최근 연

구에 따르면, PI3K/Akt 신호전달경로는 염증 자극하에 p65의 Ser 536 잔기의 인

산화를 통해서 NF-κB 경로를 활성화하는 것으로 보고되었습니다[25, 81]. 본 연

구에서 DCS가 LPS에 의해 유도된 Akt의 인산화를 하향조절함으로써 IκBα 인산

화를 조절함을 확인하였습니다.

MAPK 신호전달경로는 NF-κB 신호전달경로를 활성화하는 것으로 알려져 있

습니다[82]. 잘 보존된 serine/threonine 단백질 kinase이며, MAPK는 세포 활성

에서 중요한 역할을 합니다[83]. LPS는 MAPK의 인산화를 자극하며, MAPK의

활성화를 촉진합니다[84, 85]. 이어서, 인산화된 MAPK는 NF-κB 활성화를 유도

함으로써, TNF-α, IL-1β 및 IL-6 및 iNOS 및 COX-2의 발현을 촉진하기 때문

에, MAPK의 구성 단백질인 ERK, JNK 및 p38의 인산화는 염증의 진행을 반영

할 수 있습니다[86]. 본 연구에서는 DCS가 ERK 및 p38 인산화를 하향 조절함을

확인하였으며, 이들 결과는 DCS가 NF-κB 및 MAPK 신호전달경로를 통한 염증

치료 가능성을 나타냅니다.

멜라닌은 melanocyte에 있는 melanosome에 의해 생성되며, 각질 세포로 전달

되어, 태양으로부터 오는 자외선을 반사 및 분산시켜 체내로 들어오는 자외선 에

너지를 감쇄시킬 뿐만 아니라 피부 내부에 침투한 자외선 및 자유라디칼을 흡수

하여 태양광에 의한 손상으로부터 DNA를 보호하는 중요한 역할을 하지만, 필요

이상으로 생성되면 기미, 주근깨와 같은 과 색소 침착증을 유발할 수 있으며, 심
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할 경우, 흑색종과 같은 피부암까지 발병될 수 있습니다[87, 88]. 따라서, 적절하

게 멜라닌을 생성을 조절하는 것이 연구가 많이 진행되고 있습니다[89-91]. 본

연구에서, DCS의 미백 활성을 확인하기 위해, α-MSH에 의해 자극된 B16F10

세포에서의 멜라닌생성을 확인하였습니다. DCS는 독성이 없는 범위에서 농도 의

존적으로 멜라닌의 생성을 감소시켰습니다. 이는 DCS가 과 색소 침착증과 같은

멜라닌 과생성에 의한 질병을 치료하거나 미백 기능성 약물로써 사용 가능성을

보여 주고 있습니다.

멜라닌 생합성은 tyrosinase (TYR), tyrosinase related protein 1 (TRP-1) 및 t

yrosine-related protein 2 (TRP-2)와 같은 반응을 촉매하는 다양한 효소에 의해

조절되는데, 멜라닌 생합성과정의 초기 두 단계에서 비필수 아미노산인 L-tyrosi

ne을 수산화 반응시켜 3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPA)로, DOPA에서 산화

반응시켜 DOPA quinone으로의 반응을 촉매하고, DOPA quinone은 자발적 산화

과정을 거쳐 DOPA chrome이 형성되고, 이어서 생성된 DOPA chrome은 TRP-2

로 잘 알려진 DOPA chrome tautomerase에 의해 5,6-dihydroxyindole-2-carbox

ylic acid (DHICA)로의 변환이 촉진됩니다[92, 93]. DHICA는 다시 TRP-1에 의

해 indole-5,6-quinone carboxylic acid로 전환되고, 이후 자동산화 반응을 거치

고, 서로 결합함으로써 멜라닌이 합성됩니다[94]. 이처럼 멜라닌의 생합성과정은

효소의 역할이 중요하게 작용하기 때문에, TYR, TRP-1 및 TRP-2 와 같은 효

소의 하향조절은 멜라닌생성을 저해할 수 있습니다.

실험결과, DCS는 멜라닌생성의 경향과 일치하게, tyrosinase 효소 활성을 감소

시켰습니다. 이는 멜라닌의 생성 저해 활성이 tyrosinase 효소의 활성을 억제함

으로써 나타나는 것을 검증합니다. 이러한 tyrosinase 효소 활성이 tyrosinase, T

RP-1 및 TRP-2 효소단백질의 발현량에 의해 조절되는 것인지 확인하기 위해

Western blot 분석을 통해 확인하였으며, DCS가 TYR, TRP-1 및 TRP-2의 단

백질 발현을 억제함을 확인하였습니다.

멜라닌생성을 유도하는 호르몬인 α-MSH는 MC1R에 결합하고 cAMP 신호전달
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경로를 활성화하여 MITF 전사 인자의 발현을 촉진합니다[95, 96]. α-MSH에 의

해 MITF 전사 조절인자는 활성화되면, 핵으로 이동하여 DNA의 TYR, TRP-1

및 TRP-2의 생성에 관여하는 promoter에 결합하고, 각각의 유전자 발현을 증가

시킴으로써 TYR, TRP-1 및 TRP-2의 생성을 조절한다고 알려져 있습니다[97-9

9]. 본 연구에서 DCS의 TYR, TRP-1 및 TRP-2 단백질 발현의 억제가 MITF

전사 인자의 하향발현에 의한 것인지 확인하기 위해, Western blot 분석을 통해

확인하였습니다. 실험결과, DCS는 α-MSH에 의해 유도된 MITF의 발현을 농도

의존적으로 억제하는 것을 확인하였습니다. 이 결과는 DCS의 멜라닌생성 저해

활성이 MITF 발현의 감소를 통해 조절되는 것을 검증합니다.

결론적으로, 이번 연구에서는 Streptomyces orchidaceous에서 분리된 항생물질

인 D-(+)-cycloserine이 LPS에 의해 유도된 RAW 264.7 대식세포에서 NO, PGE

2, IL-6 및 IL-1β와 같은 전 염증성 매개체의 생성을 저해함으로써 항염증 활성

이 있다는 점을 확인하였습니다. 또한, 이들 결과는 LPS에 의해 유도된 iNOS와

COX-2 효소단백질의 발현을 감소시킴으로써 항염증 활성을 나타냄을 입증하였

습니다. DCS의 기전 연구결과는 PI3K/Akt 신호전달경로에서 Akt 인산화 및 M

APK 신호전달경로에서 ERK와 p38 인산화의 하향조절을 통해 IκB-α의 인산화

를 저해하였으며, 이는 NF-κB 전사 인자의 발현을 억제하여 염증 반응을 저해

활성을 나타내는 것을 검증하였습니다.

추가 연구를 통해 α-MSH에 의해 유도된 B16F10 세포에서 DCS 항생제의 멜

라닌생성 저해 활성을 확인하였고, 이 결과가 tyrosinase 효소 활성에 의한 것임

을 입증하였습니다. DCS는 tyrosinase 효소 활성의 감소가 TYR, TRP-1 및 TR

P-2 발현의 하향조절을 통한 것임을 확인하였으며, 기전 연구를 통해 이들 단백

질의 발현은 MITF 전사 인자 발현의 하향조절을 통한 것임을 입증하였습니다.

본 연구결과는 기존 항생물질인 D-(+)-cycloserine이 항염증 치료제 및 미백 기

능성 원료로의 활용 가능성을 제시합니다.
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