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LPS에 의해 유도된 3T3-L1 지방세포의 염증반응에 대한 Triacsin C의 효과
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Abstract

Triacsin C, an inhibitor of acyl-CoA synthetase, is known to have antiatherosclerotic and vasodilatory activities.
The aims of this study were to evaluate the effects of triacsin C on endotoxin-induced (lipopolysaccharide,
LPS) inflammation in 3T3-L1 adipocytes and also to evaluate its synergistic effect with triacsin C and resvera-
trol, a potent antiinflammatory agent. Exposure to LPS for 18 hr increased secretion of IL-6 into the culture
medium and mRNA expression of IL-6, MCP-1, TLR2, and iNOS. Pretreatment of triacsin C for 2 hr suppressed
IL-6 accumulation in the medium and the induction of IL-6 expression by LPS, which was more effective than
resveratrol treatment. The synergistic effect of triacsin C and resveratrol was found to reduce the expression
of iNOS by LPS. However, neither triacsin C nor resveratrol affected the LPS-induced expression of MCP-1,
TLR2, or iNOS. These findings indicate that triacsin C may be a local regulator of inflammation in the adipocyte,
although detailed mechanisms are needed to elucidate this through further research.
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서 론

2010 국민건강영양조사 발표에 따르면 우리나라 성인 비

만율은 30.8%로, 남자가 36.3%, 여자가 24.8%이었으며, 특

히 우리나라 19세 이상 남성 비만율이 10년째 증가추세를

보이고 있는 것으로 나타났다. 또한 정상체중인 사람에 비해

비만인 사람에게 고혈압(2.5배), 당뇨병(2.0배), 고중성지방

혈증(2.4배) 등이 동반될 위험이 높게 나타난 것으로 보고되

었다(1). 뿐만 아니라 비만은 동맥경화, 뇌졸중, 울혈성 심부

전증 등의 발병의 직접적인 위험인자로 알려져 있다(2).

지방세포는 단순히 지방의 형태로 에너지를 축적하는 저

장기관일 뿐만 아니라 아디포사이토카인(adipocytokine)이

라는 다양한 저분자 생리활성 물질을 분비하는 내분비 기관

으로 작용한다(3). 비만과 같은 지방세포비대에 따른 아디포

사이토카인의 분비이상으로 인해 지방세포로부터 inter-

leukin-6(IL-6), monocyte chemoattractant protein-1(MCP-

1), plasminogen activator inhibitor-1(PAI-1) 등의 염증 유

발성 사이토카인(cytokine)의 분비가 증가함으로 낮은 수준

의 전신성 염증상태를 초래하게 되고 이는 비만성 대사 질환

(제2형 당뇨, 동맥경화, 고지혈증 등)과 밀접한 관련이 있는

것으로 보고되고 있다(3,4). 최근 연구에 의하면 고지방식이

는 장내 세균에서 기인한 lipopolysaccharide(LPS)와 같은

내독소(endotoxin)의 체내 순환을 증가시켜 대사내독소혈

증(metabolic endotoxemia)을 유발하며, 증가된 내독소는

지방세포의 toll-like receptor 4(TLR4)를 활성화시켜 염증

반응과 지방조직의 팽창을 유도하는 것으로 밝혀졌다(5). 반

면 비만에서 염증의 제어는 비만성 대사 질환의 발생 및 진

행을 지연시키기 위한 새로운 접근 방법임이 제시되었고(6)

최근 아디포넥틴(7), resveratrol(8), 계피(9), 비타민 D3와 비

타민 E(10) 등이 LPS나 사이토카인에 의해 유도된 지방세포

의 염증반응에 대한 억제효과가 있음이 보고되었다.

한편, 당뇨환자의 혈액 내 높은 유리 지방산은 이들의 면

역체계의 영향을 주어 혈액 내 염증유발인자(IL-6, TNF-α)

의 농도를 증가시킨다는 가능성이 제기되었다(11,12). 이 가

능성은 세포 실험을 통해서도 입증되었는데 palmitate와 같

은 유리 지방산은 인간대식세포(human macrophage), 근관

세포(myotube), 상피세포(endothelial cell), 지방세포(adi-

pocyte) 등의 다양한 세포에서 염증반응을 유도(13-16)하는

반면, 유리 지방산으로부터 지방이 합성되는 것을 억제하는

triacsin C(long fatty acyl CoA synthetase inhibitor, Fig.
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Table 1. Primer sequences used for real-time PCR amplication

Target Forward primer Reverse primer

IL-6
MCP-1
TLR2
TLR4
iNOS
β-Actin

TCCAGTTGCCTTCTTGGGACTGAT
CCAAGAAGGAATGGGTCCAGACAT
TCCCTTGACATCAGCAGGAACACT
CCGCTCTGGCATCATCTTCATTGT
TCTTTGACGCTCGGAACTGTAGCA
TGAGAGGGAAATCGTGCGTGACAT

AGCCTCCGACTTGTGAAGTGGTAT
ACAGAAGTGCTTGAGGTGGTTGTG
GCAGCCGAGGCAAGAACAAAGAAA
TCCTCCCATTCCAGGTAGGTGTTT
ACCTGATGTTGCCATTGTTGGTGG
ACCGCTCGTTGCCAATAGTGATGA

IL-6: Interleukin-6, MCP-1: Monocyte chemotactic protein-1, TLR2: Toll-like receptor-2, TLR4: Toll-like receptor-2, iNOS:
Inducible nitric oxide synthase.

Fig. 1. Chemical structure of triacsin C.

1)를 처리할 경우 인간대식세포와 3T3-L1 지방세포에서 염

증반응이 억제됨이 밝혀졌다(13,17). 이는 유리 지방산에 의

해 염증이 유도되기 위해서는 지방산 아실화(acylation) 반

응이 중요한 역할을 담당하고 있음을 시사한다.

Triacsin C는 이외에도 triglycerides, diglycerides, cho-

lesterol esters의 de novo synthesis 억제(18), 대식세포로부

터 거품세포의 생성 억제(19) 효능이 있으며, nitric ox-

ide(NO)의 생성을 증가시킴으로 혈관확장 기능을 한다는 것

(20,21)이 알려져 있다. 그러나 아직까지 지방산 이외에 다른

물질에 의해 유도된 지방세포의 염증반응에 있어서 triacsin

C의 효과에 대해서는 알려진 바 없다. 따라서 본 연구에서는

LPS로 유도된 3T3-L1 지방세포의 염증 관련 사이토카인의

유전자 발현에 triacsin C가 미치는 영향에 대해 살펴보고,

잘 알려진 항염증인자인 resveratrol과의 효능 비교 및 두

물질의 복합처리 효과를 검증해 보고자 하였다.

재료 및 방법

재료 및 시약

Low glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium

(DMEM), fetal bovine serum(FBS), calf serum, penicillin/

streptomycin 및 trypsin-EDTA은 Hyclone사(Logan, UT,

USA)에서 구입하였다. TRIzol™은 Invitrogen사(Carlsbad,

CA, USA), TURBO DNase
™
은 Ambion사(Foster City, CA,

USA), iScript™ cDNA synthesis kit와 IQ™ SYBR Green

Super Mix kit는 BIO-RAD사(Hercules, CA, USA), resve-

ratrol은 TOCRIS사(Bristol, UK), insulin, isobutylme-

thylxanthin(IBMX), dexamethasone(DEX), lipopolysac-

charide(LPS), triacsin C(from Streptomyces sp.), dimethly

sulfoxide(DMSO) 등은 Sigma사(St. Louis, MO, USA)에서

각각 구입하였다. 3T3-L1 지방전구세포(preadipocytes)는

ATCC(Manassas, VA, USA)에서 구입하여 사용하였다.

3T3-L1 preadipocyte 세포배양 및 처리

DMEM(low glucose)에 10% FBS와 1% penicillin/

streptomycin이 함유된 배양액으로 6-well plate에 3T3-L1

지방전구세포를 각 well 당 1×105 cells의 농도로 분주한

뒤 세포가 confluent stage에 도달하면 배양액에 1.7 μM in-

sulin, 0.4 mM biotin, 1.0 μM DEX, 1.5 mM IBMX를 첨가한

분화배양액을 사용하여 인큐베이터(5% CO2, 37
oC)에서 48

시간 동안 분화를 유도하였다. 분화가 유도된 후 배양액에

1.7 μM insulin만 첨가한 insulin 배양액을 2일마다 갈아주다

가 8～10일째 3T3-L1 세포가 80% 이상 분화된 것을 확인한

후 insulin을 제거한 배양액으로 갈아주었다. 다음 날 10 μM

triacsin C를 2시간 동안 처리(17) 또는 50 μM resveratrol을

24시간 동안 처리한 다음, 100 ng/mL의 LPS를 18시간 동안

처리하였다. 모든 처리군에서 세포 생존율을 확인하여 세포

독성이 없는 것을 확인하였다. 처리를 끝낸 후 배양액은

IL-6의 정량을 위해 냉동 보관하였고 세포는 TRIzol™을 처

리하여 냉동 보관하였다.

Cytokine(IL-6) ELISA

배양액의 IL-6 함량은 mouse specific enzyme-linked

immunosorbent assay kits(R&D Systems, Minneapolis,

MN, USA)를 이용하여 제조사의 분석방법에 따라 정량하

였다.

Real time quantitative PCR(실시간 중합효소연쇄반응)

Acid-phenol 시약(TRIzol
™
)을 사용하여 total RNA를 추

출하였고, 잠재적인 DNA분해효소(DNase) 오염은 Turbo

Dnase™를 사용하여 제거하였다. Total RNA를 분리한 후

iScript
™
cDNA synthesis kit로 역전사(reverse tran-

scription)를 수행하여 cDNA를 합성하였다. 5X iScript re-

action mix 4 μL, iScript reverse transcriptase 1 μL, total

RNA 1 μg을 넣고 nuclease free water로 부피를 20 μL로

맞춘 후, DNA thermal cycler(Mycycler™ thermal cycler,

Bio-Rad)로 PCR을 실시하였다{PCR 조건: 25oC(5분), 42oC

(30분), 85
o
C(5분)}.

합성된 cDNA내 IL-6, MCP-1, TLR-2, TLR-4, TNF-α 

및 iNOS의 유전자 발현은 real-time PCR을 사용하여 분석

하였고 실험에 사용한 primer set는 다음과 같다(Table 1).

PCR 반응을 위한 thermal cycling은 95°C에서 3분간 ini-

tiation하고, 40 cycle을 95oC에서 15초(denaturation), 60oC

에서 30초(annealing), 72
o
C에서 30초(extension)로 수행하

였다. 각각의 primers에 의해서 증폭된 PCR 반응생성물은
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Fig. 2. Effects of triacsin C and resveratrol treatment on
LPS-induced IL-6 secretion in media (A) IL-6 expression
(B) in 3T3-L1 adipocytes. Cells were treated with triacsin C
(10 μM) for 2 hr and resveratrol (50 μM) for 24 hr and then with
LPS (100 ng/mL) for an additional 18 hr. Values represent means

±SD of 5 replicate experiments. Means without a common letter
are significantly different (p<0.05).

pGEMT vector로 복제한 후 전사물(transcript)이 일치하는

지를 확인하기 위해 염기서열을 분석하였다. Real-time

PCR반응은 IQ™ SYBR Green Super Mix kit를 사용하여

iCycler(Bio-Rad)로 측정하였다. 각 전사물의 발현량은 각

각 플라스미드(plasmid)에 의해 생성된 standard curve를

이용한 regression에 의해 계산되었고 β-actin의 발현량으

로 보정하였다.

자료의 처리

모든 자료의 처리는 SPSS-PC+ 통계 package(ver. 14,

SPSS, Chicago, IL, USA)를 사용하여 처리하였다. 각 항목

에 따라 백분율과 평균치±표준편차(SD)를 구하고, 군별 유

의성 검증을 위해서는 one-way 분산분석(ANOVA)을 시행

하여 F 값을 구한 뒤, Duncan's multiple range test를 이용

하여 각 군 간의 유의성 차이(p<0.05)를 검증하였다.

결과 및 고찰

지방세포는 TNF-α, IL-6와 같은 염증성 사이토카인과

보체단백질을 생성함으로 선천성 면역반응에 중요한 역할

을 한다(6). 즉, 3T3-L1 지방세포 표면에 있는 TLR4에

Escherichia coli 외벽에 존재하는 LPS가 결합하면 Myd88

(myeloid differential factor 88)과 TRIF(toll/IL-R do-

main-containing adaptor inducing IFN-β)의 신호 전달 체

계를 통해 전사인자인 NF-κB와 AP-1이 활성화되며, NF-κ

B와 AP-1은 핵으로 이동하여 IL-6, MCP-1, TLR2, iNOS

유전자의 발현을 유도한다는 것이 밝혀졌다(22-24). 본 연구

에서도 분화된 3T3-L1 지방세포에 18시간 동안 100 ng/mL

의 LPS를 처리한 결과 배양액으로 분비된 IL-6과 mRNA의

IL-6의 발현은 대조군에 비해 각각 10.7, 2.6배 증가한 것을

확인하였다(p<0.05, Fig. 2). 또한 TLR4(data not shown)를

제외한 다른 염증관련 유전자(MCP-1, TLR2, iNOS) 발현

은 LPS 처리 시 대조군에 비해 유의적으로 증가하였다

(p<0.05, Fig. 3).

Long fatty acyl CoA synthetase의 저해제이며, 죽상동맥

경화 억제 효과(antiatherosclerotic activity), 혈관확장제

(vasodilator) 등의 역할을 하는 것으로 알려진(18-21) tri-

acsin C의 항염증 효과를 알아보기 위해 10 μM의 triacsin

C를 2시간 동안 처리한 결과, LPS로 유도된 배양액내 IL-6

분비량과 mRNA IL-6 발현이 각각 73%와 35% 유의적으로

감소하였으므로(p<0.05) triacsin C는 LPS에 의해 유도된

염증반응을 억제하는 효과가 있음을 확인하였다. 이는 본

연구의 예비실험이나 선행연구(8)를 통해 항염증 효능이 있

음이 입증된 resveratrol(50 μM, 24시간 처리)에 비해서도

배양액으로의 분비된 IL-6의 억제 효과가 더 높게 나타났다

(p<0.05). 그러나 triacsin C와 resveratrol의 동반상승 효과

는 없는 것으로 나타났다(Fig. 2).

현재까지 3T3-L1에서 LPS로 유도된 IL-6 생성 증가에

대한 triacsin C의 효과에 대해서는 보고된 바 없어서 다른

연구와의 직접적인 비교가 불가능하다. Håversen 등(13)은

면역반응의 중요한 세포인 인간대식세포(THP-1)에서 pal-

mitate 처리에 의해 유도된 염증인자 TNF-α는 triacsin C(5

μM, 30분)에 의해 유의적으로 감소하였고, palmitate와 LPS

동시처리로 유도된 IL-1β의 발현 또한 triacsin C 처리에

의해 유의적으로 감소하였음을 보고하였다. LPS 처리에 의

한 유도된 IL-1β의 발현은 triacsin C 처리에 의해 25% 정도

감소되었으나 중요성에 대해서는 언급을 하지 않았다. 이

연구를 통해 연구자들은 palmitate가 인간대식세포에서 염

증을 유도하기 위해서는 palmitoyl-CoA로 전환되어야 한다

고 밝혔다. 한편, Ajuwon과 Spurlock(17)은 3T3-L1 지방세

포에 10 μM의 triacsin C를 2시간 동안 전처리한 경우 250

μM palmitate(24시간 처리)로 유도된 NF-κB의 활성을 유

의적으로 감소시킨다고 보고하였다. 그러나 palmitate 처리

에 의해 증가한 배양액 IL-6의 농도는 triacsin C 처리에 의

해 오히려 더 증가한 것으로 나타났다. 이에 대해 저자는

IL-6 반응을 위해서는 NF-κB의 활성이 반드시 우선되어야
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Fig. 3. Effects of triacsin C and resveratrol treatment on
LPS-induced mRNA expression of MCP-1, TLR2, and iNOS
in 3T3-L1 adipocytes. Cells were treated with triacsin C (10
μM) for 2 hr and then resveratrol (50 μM) for 24 hr and then
with LPS (100 ng/mL) for an additional 18 hr. Values represent
means±SD of 5 replicate experiments. Means without a common
letter are significantly different (p<0.05).

하지만 이 연구에서 triacsin C에 의해 NF-κB의 활성은 유

의적으로 감소한 반면 배양액 IL-6의 농도가 증가한 것은

IL-6의 생성을 위한 NF-κB pathway 이외의 또 다른 기전

에 의한 것이라고 추측하였다. 이는 3T3-L1 지방세포에서

LPS로 유도된 IL-6의 발현이 triacsin C 처리에 의해 감소한

본 연구의 결과와는 상반된 것으로 두 연구 결과 차이에 대

한 가장 큰 이유는 염증 유발물질의 차이(palmitate vs. LPS)

에 기인한 것으로 사료된다. 실제로 Davis 등(24)은 3T3-L1

지방세포에 500 μM palmitate와 10 μg/mL LPS를 처리할

경우 IL-6 등의 염증유발 사이토카인 발현, NF-κB, AP-1

활성, 활성산소 생성 등에 있어서 두 물질의 유의적인 차이

가 있음을 보고하였다.

Triacsin C의 항염증 효과에 대한 가능한 기전으로는 LPS

로 유도된 지방조직의 팽창에 대한 triacsin C의 억제와 연관

이 있을 것으로 생각된다. Cani 등(5)은 마우스에 4주간 지속

적으로 LPS를 투여했을 때 지방조직의 무게 및 염증관련

유전자 발현이 고지방식이를 한 대조군과 비슷한 수준으로

증가하였음을 보고하였다. 즉, LPS에 의한 지방조직의 증가

와 염증관련 유전자 발현은 매우 밀접한 관련이 있을 것으로

사료된다. 반면, triacsin C는 인간대식세포에서 cholesteryl

ester와 triacylglycerol의 합성을 억제함으로 지방구를 제거

하는데(19) 만약 지방조직에서도 triacsin C가 지방구를 제

거하는 것이 입증된다면 LPS로 유도된 지방구의 팽창을

triacsin C가 억제함으로 LPS로 유도된 염증반응을 간접적

으로 억제할 수 있다는 가설이 가능하다. 향후 triacsin C가

LPS로 유도된 염증반응을 어떤 기전으로 억제하는지에 대

해서 NF-κB, AP-1 pathway 또는 지방세포 내 지방구의

합성 및 분해 등에 관한 자세한 기전연구가 필요한 것으로

사료된다.

Triacsin C나 resveratrol의 단독처리가 IL-6의 유전자 발

현을 억제했던 것과는 달리 LPS로 유도된 지방세포의 TLR2,

MCP-1, iNOS 유전자 발현을 억제하지는 않는 것으로 보인

다(Fig. 3). 그러나 triacsin C 처리 후에 resveratrol을 혼합

처리한 경우 TLR2와 MCP-1 유전자 발현은 유의적이지는

않지만 감소하는 경향을 보여주었으며, iNOS의 발현은 LPS

대조군에 비해 16% 정도 유의적으로 감소하였다(p<0.05).

iNOS는 숙주방어기전(host-defense mechanism)에 관여하

며, 염증 자극에 의해 생성되는 효소로써(25) 최근 LPS로

염증을 유도한 마우스에서 resveratrol 투여에 의해 근육과

백색지방조직의 iNOS 생성이 유의적으로 감소하였고, 3T3-

L1 지방세포에서도 LPS와 사이토카인으로 유도된 iNOS의

생성이 resveratrol 처리에 의해 감소되었음이 밝혀졌다

(26). Triacsin C는 인간관상동맥상피세포(human coronary

endothelial cell)와 쥐 대동맥(rat aorta)에서 eNOS palmi-

toylation을 억제하여 nitric oxide의 합성을 증가시키고 이

로 인해 혈관확장 효과가 있음이 보고되었고(20), triacsin

C가 인간상피세포의 eNOS나 iNOS 생성에 직접적으로 영

향을 주지 않는다고 보고된 바 있으나(21), 현재까지 염증으

로 유도된 iNOS의 발현에 triacsin C가 어떤 영향을 미치는

지는 보고된 바 없다. 비록 본 연구에서는 triacsin C나 re-

sveratrol 단독처리는 LPS로 유도된 iNOS의 발현에 전혀

영향을 미치지는 못했지만 두 물질의 혼합처리에 의해 iNOS

의 유전자 발현이 유의적으로 감소하였으며, 이는 3T3-L1
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세포 내에서 두 물질의 작용에 의한 것으로 추측되는데 추후

연구를 통해 그 기전을 규명할 계획이다.

요 약

본 연구에서는 long fatty acyl CoA synthetase의 저해제

이며, 죽상동맥경화 억제 및 혈관확장 효과가 있는 것으로

알려진 triacsin C의 LPS로 유도된 3T3-L1 지방세포의 염

증반응에 대한 효과를 알아보고자 하였다. 10 μM의 triacsin

C를 2시간 동안 처리한 결과, LPS로 유도된 배양액내 IL-6

분비량과 mRNA IL-6 발현이 유의적으로 감소하였고 이는

선행연구를 통해 항염증 효능이 입증된 resveratrol(50 μM,

24시간 처리)에 비해서도 배양액으로의 분비된 IL-6의 억제

효과가 더 높게 나타났다. 그러나 triacsin C과 resveratrol의

동반상승 효과는 없는 것으로 나타났다. Triacsin C나 re-

sveratrol은 LPS로 유도된 지방세포의 TLR2, MCP-1,

iNOS 유전자 발현에 대한 억제효과는 없는 것으로 나타났

다. 그러나 triacsin C 처리 후에 resveratrol을 혼합 처리한

경우 iNOS의 발현은 LPS 대조군에 비해 유의적으로 감소하

였다. 향후 triacsin C가 LPS로 유도된 염증반응을 어떤 기

전으로 억제하는 지에 대해서는 추후 연구가 필요한 것으로

사료된다. 결론적으로 이 연구에서는 지방산 합성 저해제인

triacsin C는 3T3-L1 지방세포에서 IL-6 특이적 항염증 효

과가 있으며, triacsin C와 resveratrol을 동시에 처리했을

때 iNOS의 발현을 유의적으로 감소시킴을 확인하였다. 이

는 내독소에 의한 지방세포의 염증반응에 대한 triacsin C의

항염증 효과를 입증하기 위한 기초자료로 활용이 가능할 것

으로 기대된다.
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