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Curcumin은 ovalbumin에 의해서 유도된
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Abstract Egg allergy has been reported as the most prevalent food hypersensitivity among children. One of the major
egg allergens is ovalbumin (OVA). OVA is the major protein in the egg white, comprising 54% of its total protein content.
Curcumin isolated from Curcuma longa has been used as folk remedies in order to treat many chronic diseases for many
years. In the present report, we present biochemical evidence that curcumin inhibits the NF-κB activation induced by OVA.
Curcumin also inhibits OVA-induced iNOS expression and nitrite production. These data suggest new approaches for the
development of efficient anti-allergic strategies.
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서 론

우리가 일상적으로 먹는 여러 식품 중에는 항염증·항알러지

효과를 가지고 있는 여러 기능성 물질들이 포함되어 있다. 이러

한 기능성 물질들은 병원균과 같은 여러 pro-inflammatory 자극에

의해서 유도된 전사인자 nuclear factor-κB(NF-κB)의 활성화를 억

제시킨다(1-5). 기능성 물질들 중의 하나로 카레의 주성분인

curcumin[(1E,6E)-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadi-

ene-3,5-dione]이 있다. Curcumin은 Curcuma longa 안에서 발견되

며, 노란색을 띄고 있는 phytochemicals이며, IκB kinase β

(IKKβ)를 분자학적인 타깃으로 하여 lipopolysaccharide(LPS), phor-

bol 12-myristate 13-acetate(PMA), tumor necrosis factor-α(TNFα),

hydrogen peroxide(H
2
O

2
) 등의 자극제에 의해서 유도된 NF-κB의

활성화를 억제 시킨다(6-9). Curcumin은 또한 LPS에 의해서 유도

된 cyclooxygenase-2(COX-2) 와 inducible nitric oxide synthase

(iNOS) 의 발현을 억제시킨다(2,8). 또한, 선행 연구에 의해 cur-

cumin은 LPS에 의해서 유도된 Toll-like receptor 4(TLR4)의 동종

이합체(homodimerization) 형성을 억제하여 NF-κB 활성화를 억제

한다는 것을 보고하였다(2).

계란 흰자 단백질인 ovalbumin(OVA)과 ovmucoid(OVM)가 주

요한 계란 알러젠으로 알려져 있다(10). OVA과 OVM는 계란 흰

자 단백질 중 약 65%를 차지하고 있으며 특히, OVA은 계란 흰

자 단백질 중 약 54%로 가장 많은 비율을 차지하고 있는 인당

단백질(phosphoglycoprotein)이다. 현재까지 알려진 가장 효과적인

계란 알러지 치료방법은 계란을 먹지 않는 것이었지만, 음식문화

의 발달로 계란을 이용한 음식들이 많아지면서 계란을 피하는 것

은 더욱 어려워지게 되었다. 특히 MMR(measles, mumps, rubella)

백신을 포함한 여러 바이러스 백신들은 계란을 이용해서 제조를

하고 있기 때문에 계란 알러지는 백신접종에 있어서 중요한 이

슈로 떠오르고 있다(10).

염증은 여러 질병과 관련이 있는 병태생리학(pathophysiology)

적인 현상이다(11). 특히, 유도 효소(inducible enzymes)인 iNOS,

COX-2와 NADPH oxidase(NOX)가 염증 질환 발현에 중요한 역

할을 한다(11). 특히 iNOS의 free radical NO의 세포 독성 효과

때문에 염증과 관련된 질병을 유도한다(12).

선행연구에서 OVA이 iNOS의 발현을 유도한다는 것을 보고하

였다(13). 이번 연구에서는 curcumin이 OVA에 의해서 유도된

iNOS 발현에 어떠한 영향을 미치는지를 알아보았다. 이러한 연

구는 앞으로 알러젠에 의한 알러지 치료제 개발에 초석이 될 것

으로 기대한다.

재료 및 방법

재료

실험에 사용한 ovalbumin은 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)

회사로부터 구입하였다. LPS(lipopolysaccharide)는 List Biological
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Lab(San Jose, CA, USA) 회사로부터 구입하였다. iNOS 항체는

BD Biosciences(San Jose, CA, USA) 회사로부터, β-actin 항체

는 Santa Cruz Biotechnology(Santa Cruz, CA, USA) 회사로부

터 구입하였다. 그 외 시약들은 Sigma-Aldrich 회사로부터 구입

하였다.

세포 배양

RAW264.7 세포들(a murine monocytic cell line, ATCC TIB-

71)은 10% (v/v) FBS, 100 units/mL Penicillin, 100 µg/mL strep-

tomycin을 포함하고 있는 Dulbecco’s modified Eagle’s medium

(DMEM)에서 배양하였다. 세포들은 5% CO
2
/air를 포함하고 있는

37oC 배양기 안에서 배양하였다.

Plasmid

NF-κB발광 plasmid는 F. Mercurio(Signal Pharmaceuticals, San

Diego, CA, USA), iNOS발광 plasmid는 Daniel Hwang(University

of California, Davis, CA, USA), Heat shock protein(HSP) 70-β-

galactosidase plasmid는 R. Modlin(University of California, Los

Angeles, CA, USA)으로부터 제공받았다. Transfection을 위한 모

든 DNA는 EndoFree Plasmid Maxi kit(Qiagen, Valencia, CA,

USA)을 사용하였다.

Transfection과 발광효소 유전자 분석(luciferase reporter

gene assay)

NF-κB와 iNOS발광효소 유전자 분석은 선행연구에서 사용한

방법에 의하여 분석하였다(1,2). RAW264.7세포를 48 well plates

에 균등 분주(0.8×105 cells/well)하였고, 24시간 후 50-60% 정도

의 증식을 보일 때 plasmid DNA를 transfection하였다. 발광효소

plasmid와 HSP70-β-galactosidase plasmid는 Superfect transfec-

tion 시약(Qiagen, Valencia, CA, USA)을 사용하여 세포 안으로

transfection 시켰다. 발광 효소의 활성화는 luciferase assay sys-

tem(Promega, Madison, WI, USA)을 사용하여 측정하였다. 발광

효소의 활성화는 β-galactosidase의 활성화를 측정하여 표준화시

켰다.

Immunoblotting

선행연구의 방법에 의하여 단백질 추출물들은 SDS-PAGE(sodium

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)에서 분리되어

polyvinylidene difluoride membrane으로 전기영동에 의해서 이전

되었다(14,15). Membrane은 0.1% Tween 20 그리고 5% 탈지 건

조된 우유를 포함하고 있는 phosphate-buffered saline을 가지고

blocking 하였다. Membrane은 1차 항체를 가지고 blotting하고,

horseradish peroxidase와 복합된 2차 항체에 노출시킨 다음,

iNtRON western blot detection system(Seongnam, Korea)을 사용

하여 원하는 단백질을 규명하였다.

Nitrite Assay

선행연구의 방법에 의하여 RAW264.7 세포로부터 nitrite 추출

물이 준비되었다(16). Supernatant 100mL씩 96 well plate에 넣고,

분주기를 사용하여 Griess reagent 150mL를 첨가하였다. 공기를

제거한 후 플레이트 리더기를 사용하여 570 nm에서 흡광도를 측

정하였으며, 표준용액으로 sodium nitrite 용액이 사용되었다.

결과 및 고찰

Curcumin은 ovalbumin과 LPS에 의해서 유도된 NF-κB 활

성화를 억제

선행연구에서 OVA이 NF-κB를 활성화 시키며, 활성화된 NF-

κB에 의해서 유도되는 단백질인 iNOS의 발현을 유도하는 것을

밝혀내었다(13). TLR4 agonist인 LPS 또한 NF-κB를 활성화 시키

며, iNOS의 발현을 유도한다(17). 이번 연구에서 우리는 curcumin

이 OVA과 LPS에 의해서 유도된 NF-κB 활성화 및 iNOS발현에

어떤 영향을 미치는지 알아보았다. 먼저 curcumin이 OVA과 LPS

에 의해서 유도된 NF-κB 활성화에 어떠한 영향을 미치는지 알

아본 결과, curcumin은 OVA과 LPS에 의해서 유도된 NF-κB 활

성화를 억제하였다(Fig. 1).

Curcumin은 ovalbumin과 LPS 의해서 유도된 iNOS의 발현

을 억제

다음 실험으로 curcumin이 NF-κB 활성화에 의해서 유도되는

유전자인 iNOS의 발현에 어떠한 영향을 미치는지 알아보았다.

먼저 iNOS 발광효소 유전자 분석법에 의하면 curcumin은 OVA

과 LPS에 의해서 유도된 iNOS의 발현을 억제시켰다(Fig. 2A,

2B). Curcumin은 OVA과 LPS에 의해서 유도된 iNOS 단백질 발

현을 억제시키는 것을 western blotting 방법을 통하여 확인하였

다(Fig. 2C, 2D). 또한 curcumin은 OVA과 LPS에 의해서 유도된

iNOS의 생성물인 nitrite의 생성을 억제시켰다(Fig. 3). 이러한 결

과들은 curcumin이 OVA에 의해서 유도된 알러지 반응을 조절할

수 있다는 것을 보여주는 결과라 사료된다.

Nitric oxide(NO)는 대기중의 가장 풍부한 질소와 산소 두 기

체의 1:1 조합물이다. 1987년까지 NO는 전기화학반응의 오염물

질이나 부산물로 여겨져 왔지만, 오늘날에는 포유동물 세포가 아

미노산 L-arginine으로부터 NO를 만들고, 이 NO는 세포에서 다

른 세포 사이의 신호 전달을 위해 사용한다(18). NO는 미세한

nanomol 농도에서 soluble guanylate cyclase를 가역적으로 활성화

시키며(19), cytochrome c oxidase를 억제한다(20). NO는 또한 단

백질 안에 있는 cysteine을 니트로실화(nitrosylation) 함으로써 단

Fig. 1. Curcumin inhibits NF-κB activation induced by ovalbumin
or LPS. (A) RAW 264.7 cells were transfected with NF-κB-
luciferase reporter plasmid and pre-treated with curcumin (10, 20
µM) for 1 h and then treated with OVA (100 µg/mL) (A) or LPS (10
ng/mL) (B) for an additional 8 h. Relative luciferase activity (RLA)
was normalized with β-galactosidase activity. Values are
mean±SEM (n=3). **, Significantly different from OVA alone (A),
p<0.01. ++, Significantly different from LPS alone (B), p<0.01.
Veh, vehicle; OVA, ovalbumin; Cur, curcumin.
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백질의 기능을 변형시킨다(21). Aconitase, NADH dehydrogenase,

succinate dehydrogenase를 포함한 Fe-S clusters를 가지는 Haem을

포함하고 있는 효소들과, non-haem metalloenzymes, ribonucleotide

reductase, DNA 자체 등은 NO의 억제나 손상에 민감하다(22).

NO의 생성은 3개의 NOSs인 endothelial NOS(eNOS), neuronal

NOS(nNOS), inducible NOS(iNOS)에 의해서 유도된다(12). iNOS

는 감염이나 염증성 인자(proinflammatory stimuli)에 의해서 유도

되는 효소인데 반해서, eNOS, nNOS는 항상 발현되어 있는 효소

이다(12). 3개의 NOS isoforms 중에서, 동물의 병리생리학과 가

장 분명하게 연결된 것은 iNOS의 과발현이라 할 수 있다. iNOS

는 최초로 쥐 대식세포(murine macrophages) 안에서 발견되었다

(23). 활성화되지 않은 대식세포에서는 iNOS는 발현되지 않지만,

LPS 또는 다양한 pro-inflammatory cytokines(interleukin-1, inter-

feron-γ, tumor necrosis factor-α)의 자극에 의해서 iNOS는 활성화

되며 iNOS단백질이 발현된다(24). 특히, iNOS에 의해서 생성된

nitric oxide는 peroxynitrite를 형성하기 위하여 O
2
와 결합했을 때,

여러 효소와 신호 전달 체계에 영향을 미친다(12). 또한 사람에

서 iNOS의 발현은 말라리아나 비뇨생식기 같은 특정한 장기의

감염에 대한 방어 체계로써 중요한 역할을 한다(25).

요 약

본 연구에서 curcumin이 계란 알러젠 중의 하나인 OVA에 의

해서 유도된 NF-κB 활성화 및 iNOS 발현에 어떤 영향을 미치

는지 알아보았다. Curcumin은 OVA에 의해서 유도된 NF-κB 활

성화와 iNOS 발현을 억제시켰다. 이러한 결과는 curcumin이 계

란 알러젠인 OVA에 의해서 유도된 NF-κB의 활성화와 iNOS의

발현을 억제하여 염증반응이나 알러지와 같은 만성적인 질병들

을 조절할 수 있다는 것을 보여주는 중요한 결과라 사료된다. 이

러한 연구는 추후 알러지 작용기전 규명 및 알러지 치료제 개발

에 중요한 역할을 할 것으로 기대한다.
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