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The objective of this study was to evaluate the effect of the synthetic CopA3 peptide of Copris triparti-
tus on skin inflammation. Regulatory mechanisms of cytokines and nitric oxide (NO) are involved in
the immunological activity of RAW 264.7 cells. Tested cells were treated with different concentrations
of CopA3 and further cultured for an appropriate time after lipopolyssacharide (LPS) addition. During
the entire experimental period, 5, 25, 50, and 100 μg/ml of CopA3 had no cytotoxicity. At these con-
centrations, CopA3 inhibited tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1β (IL-1β), and interleukin-6
(IL-6). CopA3 also inhibited the expression of inducible NO synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2
(COX-2). CopA3 inhibited the activity of iNOS and COX-2 by 41% and 59%, respectively, at 100 μg/
ml. In addition, CopA3 reduced the release of inflammatory cytokines including TNF-α, IL-1β, and
IL-6. These results suggest that CopA3 may have significant effects on inflammatory factors and that
it may be a potential anti-inflammatory therapeutic agent.
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서 론

염증 반응은 생체나 조직에 물리적 작용이나 화학적 물질,

세균 감염 등의 어떠한 기질적 변화를 가져오는 침습이 가해

질 때 그 손상 부위를 수복 재생하려는 기전이며[8], 염증 반응

을 유발시키는 매개 물질로 활성산소(free radicals), 산화질소

(nitric oxide, NO), prostaglandin 등이 있다[24]. 일단 자극이

가해지면 국소적으로 염증성 성분과 같은 혈관 활성 물질이

유리되어 혈관 투과성이 증대되면서 염증을 유발하지만 지속

적인 염증반응은 도리어 점막손상을 촉진하고, 그 결과 일부

에서는 여러 질환을 발생시키는 원인이 된다[22]. 대식세포는

선천면역뿐만 아니라 획득면역 등 다양한 숙주반응에 관여하

여 항상성 유지에 관여하는 것으로 알려져 있으며, 염증반응

시에는 nitric oxide (NO)와 cytokine을 생산하여 감염초기에

생체방어에 중요한 역할을 한다[7]. NO의 합성 효소는 eNOS,

nNOS, iNOS가 있는데, 이 중 iNOS는 칼슘의 농도에 상관없

이 대식세포에서 TNF-α, IL-1β, IFN-γ와 같은 염증성 자극에

의해 유도되는 것으로 알려졌으며, 특히 LPS 처리시 다량 생

성되는 것으로 알려졌다. TNF-α는 염증과 면역반응의 중요한

매개물질이며, 다양한 세포의 성장과 분화를 조절하는 것으로

알려졌다. 또한 세포에 독성을 일으키고, 혈관 형성, 골 흡수,

혈전 생성을 촉진하고 lipogenetic 대사를 억제하는 것으로 알

려졌다[1].

곤충은 동물군 중에서 가장 많은 생물군으로서, 전 세계적

으로 180만 종이 서식하고 있고, 우리나라에서만 1만 2천 종이

나 서식하는 것으로 알려져 있다. 곤충은 생물 다양성이 매우

풍부하며, 환경에 따라서 이 곤충의 다양성이 결정되고 이에

관련된 여러 가지 곤충 유래의 생리활성 물질의 양과 질이

다양하게 변화된다. 최근에는 새로운 기능성을 갖는 약용곤충

을 발견, 상용화, 사육화, 보급화 함으로서 농가의 수익을 보장

하고 새로운 식의약품으로 개발이 활발히 진행되고 있는 추세

이다[17, 18].

소똥구리류는 목초지에서 우분을 지하로 운반하는 작용을

하며, 이러한 우분을 발생원으로 하여 파리의 발생 억제, 토양

의 비옥화와 물리성 개선, 우분과 함께 배설된 가축내부기생

충 방제 등의 효과가 있다[2, 3]. 또한 소똥구리가 활동한 토양
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에 식물체의 생장촉진 등의 효과가 있어 생태계에 있어 매우

중요한 경제 곤충의 하나로 꼽히고 있다[5]. 최근 국립농업과

학원에서는 애기뿔소똥구리를 이용하여 의약품 소재를 개발

하기 위하여 다양한 실험을 진행하고 있다[6, 9, 10, 11]. 본

연구에서는 이러한 효능을 가진 애기뿔소똥구리에서 분리된

코프리신 펩타이드 유도체 CopA3를 이용하여 항염 효과 및

염증에 관련된 다양한 단백질 발현 양상을 측정하여 기초자료

로 활용하고자 한다.

재료 및 방법

재료

본 실험에 사용한 합성 펩타이드 CopA3는 자동화 된 sol-

id-phase peptide synthesizer (Pioneer Applied Biosystems,

Foster, CA)를 이용하여 AnyGen (Kwang-ju, Korea)사에서 9

8％ 이상의 순도로 합성하였고, 0.01％ acetic acid에 녹여 사용

하였다[9].

시약 및 기기

세포 배양액인 dulbeco's modified eagle medium

(DMEM), fetal bovine serum (FBS), streptomycin penicillin

등의 세포배양용 시약들은 invitrogen사(Carlsbad, CA, USA)

에서 구입하였다. 실험에 사용된 시약 중 sodium dodesyl sul-

fate (SDS), acrylamide, bisacrylamide는 Bio-rad사(Hercules,

CA, USA)에서 구입하였고, NP-40, protease inhibitor, RIPA

buffer, griess reagent 등은 Sigma Chemical Co. (St. Louis,

MO, USA)에서 구입하였다. 실험에 사용된 1차 항체에는

iNOS BD bioscience (Sanjose, CA, USA)와 COX-2 cayman

(Ann arbor, MI, USA)를 사용하였으며, β-actin과 2차 항체인

anti-rabbit Ig-G horseradish peroxidase (HRP)-conjugated

antibody는 Santa cruz사(CA, USA)에서 구입하였다. PGE2 측

정을 위한 ELISA kit는 R&D systems Inc. (Minneapolis, MN,

USA)에서 구입하여 실험에 사용하였다.

세포배양

마우스의 대식세포주인 Raw 264.7 cell은 한국세포주은행

(KCLB)에서 분양 받았으며, 세포배양을 위해 10% FBS과 1%

penicillin-streptomycin을 포함하는 DMEM 배지를 사용하였

다. 세포는 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다.

MTT assay에 의한 세포 생존율 측정

애기뿔소똥구리에서 분리된 합성 펩타이드 CopA3에 대한

세포 독성 측정은 MTT 방법으로 분석하였다. Raw 264.7 cell

5x10
4

cells/ml를 96 well plate에 분주하고 CopA3를 농도 별

(5, 10, 25, 50, 100, 500 μg/ml)로 24시간 동안 처리하였다.

Well당 20 μl의 MTT용액을 첨가하여 37℃, 5% CO2 incubator

에서 4시간 동안 반응시킨 후, ELISA reader를 이용하여 540

nm에서 흡광도의 변화를 측정하여 대조군에 대한 세포생존

율을 백분율로 표시하였다.

Nitric oxide 생성량 측정

NO의 농도는 배양액 내의 nitrite 농도를 griess reagent를

이용하여 측정하였다. Raw 264.7 cell은 DMEM 배지를 이용

하여 5x10
5

cells/ml로 조절한 후 6 well plate에 접종하고, 5%

CO2 incubator에서 24시간 전 배양하였다. 세포에 1 μg/ml의

LPS를 처리하고 1시간 뒤에 농도별로 CopA3를 처리하여 24

시간 배양하였다. 배양액의 상층액을 얻은 후 griess 시약과

반응 시킨 후 ELISA reader로 540 nm에서 흡광도를 측정하여

NO 생성율을 백분율로 표시하였다.

Western blot을 이용한 inducible NO synthase (iNOS),

cyclooxygenase-2 (COX-2) 활성 측정

iNOS protein 활성 측정을 확인하기 위하여 대식세포주인

Raw 264.7 cell은 DMEM 배지를 이용하여 5x10
5

cells/ml로

조절한 후 100 mm cell culture dish에 접종하고, 5% CO2 in-

cubator에서 24시간 전 배양하였다. 세포에 1 μg/ml의 LPS를

처리하고 1시간 뒤에 5, 25, 50, 100 μg/ml의 CopA3를 처리하

여 24시간 배양 한 후 배지를 제거하고 phosphate buffer sal-

ine (PBS)로 2번 세척해 준 후, lysis buffer를 이용하여 단백질

을 추출한 후 원심 분리하여 상등액을 취하였다. 상등액을

bradford assay로 단백질 농도를 정량 한 후 10% SDS-PAGE

를 시행하고, 전개된 단백질을 nitrocellulose membrane으로

이동시켰다. 이 membrane을 5% skim milk로 1시간 동안

blocking하고, 1차 항체(1:1,000)를 희석하여 4℃에서 over

night한 다음, TBST로 10분 간격으로 3회 세척하고, 각각의

2차 항체를 1:1,000으로 희석하여 실온에서 2시간 동안 상온에

서 반응시켰다. 다시 TBST로 10분간 3회 세척 후 ECL용액으

로 반응시켜 LAS 4000 chemiluminescence detection system

(Fuji, Tokyo, Japan)을 이용하여 현상 및 정량을 하였다.

TNF-α, IL-1β, IL-6 생성량 측정

세포배양액 내의 TNF-α, IL-1β, IL-6 생성량은 ELISA kit를

이용하여 측정하였다. Raw 264.7 cell은 DMEM배지를 이용하

여 5x10
5

cells/ml로 조절한 후 6 well plate에 접종하고, 5%

CO2 incubator에서 24시간 배양하였다. 세포에 1 μg/ml의

LPS를 처리 한 뒤 1시간 후에 CopA3를 처리하여 24시간 배양

한 후 배양배지를 취하여 TNF-α, IL-1β, IL-6를 측정하였다.

통계처리

모든 실험은 3회 반복하여 측정하였고, 그 결과는 평균값

± 표준편차로 나타냈으며 통계적 분석은 SPSS 10.0 프로그램

을 이용하여 각 처리구간의 유의성(p<0.05, 0.01)검증을 위해
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분산분석(analysis of variance, ANOVA) 후 tukey test로 다중

비교를 실시하였다.

결과 및 고찰

Raw 264.7 cell에 대한 독성

마우스 대식세포인 Raw 264.7 cell에 대한 CopA3의 세포독

성을 확인하기 위하여 MTT assay를 수행하였다. CopA3를 5,

10, 25, 50, 100, 500 μg/ml 농도로 24시간 동안 처리한 결과

100 μg/ml의 농도까지는 독성이 나타나지 않았지만, 500 μg/

ml의 농도에서는 세포의 생존율을 95% 감소 시켰다(Fig. 1).

CopA3는 100 μg/ml 이하의 농도에서는 세포독성이 낮아 세

포의 생존율에 영향을 주지 않는다는 사실을 확인할 수 있었

다. 즉, CopA3의 항염증 효과가 단순한 세포의 사멸에 의한

세포 염증성 매개물질의 생성억제가 아니라 CopA3의 고유한

효과라는 점을 의미한다.

Nitric oxide (NO) 생성억제 효과

NO는 체내 방어기능, 신호전달 기능, 신경독성, 혈관 확장

등의 다양한 생리기능을 가지고 있으며, 3종류의 NOS

(neuronal NO synthase (nNOS), endothelial NO synthase

(eNOS), inducible NO synthase (iNOS))에 의해 합성된다. 이

들 NOS 중 iNOS에 의한 NO 생성이 절대적으로 많으며 이는

병리적으로 중요한 작용을 한다[23]. LPS 자극에 의해 발현된

iNOS는 많은 양의 NO를 생성하게 되며, 이에 의한 세포독성

은 염증반응, 세포의 돌연변이 및 종양발생 등에도 관여하는

것으로 알려져 있다. 염증반응과 관련된 조직 손상에서 NO와

iNOS의 발현이 증가되어 있음이 보고되어 있다[15, 16, 21].

NO생성에 대한 CopA3의 효과를 알아보았다. 생성된 NO

양을 griess 시약을 이용하여 세포배양액 중에 존재하는 NO2
-

Fig. 1. Cell viability of CopA3 on Raw 264.7 cell. Raw 264.7

cells were treated with 5,10, 25, 50, 100, 500 μg/ml of

CopA3 dissolved in media for 1 hr prior to the addition

of LPS (1 μg/ml), and the cells were further incubated

for 24 hr. Data represent the mean±S.D. with eight sepa-

rate experiments. Data represent the mean±S.D. with

three separate experiments.

의 형태로 측정하였다. 그 결과 Raw 264.7 cell에 LPS를 처리한

후 CopA3를 처리한 NO 생성량의 변화는 Fig. 2에 나타내었

다. LPS 처리 후 NO 생성량은 정상세포에 비하여 약 4배 이상

증가되었다. CopA3는 50 μg/ml의 35% 이상의 감소율을 나타

내었으며, 100 μg/ml의 농도에서는 80% 이상의 NO 생성 저

해를 일으키는 것을 확인할 수 있었다.

TNF-α, IL-1β, IL-6 생성 억제 효과

대식세포는 동물 체내 모든 조직에서 분포하는 면역세포로

서 세균이나 이물질을 탐식 제거하며, IL-1β, IL-6, TNF-α 등의

염증 매개 물질들을 분비하여 초기 염증 반응에 주요 역할을

담당 한다[7, 13]. 특히, TNF-α는 염증반응에 있어서 중요한

역할을 하며 macrophage와 mast cell 등에서 분비되며, LPS반

응의 주요 매개체로서 내재면역에 있어서도 중요한 역할을

하며 만성 염증 반응과도 관련되어 있다[14]. IL-1β는 T-cell의

활성화, B-cell의 성숙, NK cell의 activity를 활성화 하며, IL-6

는 림프구를 활성화시켜 항체생산을 증가시키는 것으로, IL-6

의 level은 염증성 병변에서 항상 증가하는 것으로 보고되고

있다[4]. 본 실험에서 LPS는 TNF-α, IL-1β, IL-6의 생성을 증가

시켰지만 CopA3 처리한 결과 TNF-α는 60% 생성 억제를 IL-1

β, IL-6는 각각 50 μg/ml의 농도에서 50%, 55%의 생성 억제

효과를 나타내었다(Fig. 3). 일반적으로 LPS는 macrophage에

작용하여 TNF-α, IL-1β, IL-6의 생성 분비를 촉진시켜 염증반

응을 유도하지만 CopA3는 이 세 가지의 cytokine을 유의성

있게 억제하였다.

iNOS, COX-2의 단백질 발현 저해 효과

iNOS는 평소에는 세포 내에 존재하지 않으나 일단 유도되

Fig. 2. Inhibitory effects of CopA3 on the production of nitric

oxide Raw 264.7 cells. Raw 264.7 cells were cultured

with LPS (1 μg/ml) in the presence or absence of CopA3

for 24 hr to determine the level of NO. Nor: LPS not

induced group, Con: LPS induced group. The data rep-

resent the mean±SD of three separate experiments

(significant as compared to control. *p<0.05).
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Fig. 3. Effect of CopA3 on the production of cytokines stimulated by

LPS. Production of TNF-α (a) IL-6 (b), IL-1β (c) were measured

in the medium of Raw 264.7 cells cultured with LPS (1 μg/ml)

in the presence or absence of CopA3 for 24 hr. The amount

of TNF-α was measured by immunoassay as described in ma-

terials and methods. Nor: LPS not induced group, Con: LPS

induced group. Data represent the mean±S.D. with three sepa-

rate experiments. One-way ANOVA was used for compar-

isons of multiple group means followed by t-test (significant

as compared to control. *p<0.05, **p<0.01).

Fig. 4. Inhibitory effects of CopA3 on the protein levels of iNOS and COX-2 in Raw 264.7 cells. Raw 264.7 cells (5x105 cells/ml)

were pre-incubated for 24 hr, and the cells were stimulated with lipopolysaccharide (1 μg/ml) in the presence of complex

extracts sample (5, 25, 50, 100 μg/ml) for 24 hr. Nor: LPS not induced group, Con: LPS induced group. Data represent

the mean±S.D. with three separate experiments. One-way ANOVA was used for comparisons of multiple group means fol-

lowed by t-test (significant as compared to control. *p<0.05, **p<0.01).

면 장시간 동안 다량의 NO를 생성하며, 생성된 NO는 혈관

투과성, 부종 등의 염증 반응을 촉진시킬 뿐만 아니라 염증매

개체의 생합성을 촉진하여 염증을 심화시키는 것으로 알려져

있다[12, 20]. NO의 생성에는 NO synthase (NOS)가 작용하게

되는데, constitutive NO synthase (cNOS)와 iNOS 중 자극에

유도된 iNOS의 경우 오랜 기간 동안 다량의 NO를 생성하고,

생성된 NO는 guanyl cyclase의 활성과 동시에 세포독성을 나

타내게 된다. 따라서 NO로 유도 되어진 RAW 264.7 cell에서

iNOS의 protein level의 감소를 확인으로서 항염증 효과를 기

대할 수 있으며, 또한 세포와 같은 macrophage 따른 mono-

cyte에서 TNF-α, IL-6 와 같은 proinflammatory cytokine을

증가시키는 요인 중 하나인 COX-2의 protein level의 감소를

이끌어 냄으로서 항염증 효과를 기대할 수 있다[19]. CopA3에

의한 NO 생성 저해 기전을 확인하기 위해 western blot을 실
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시하여 iNOS의 단백질 발현을 측정 하였으며, western blot을

이용하여 COX-2의 발현을 측정하였다. 그 결과 LPS에 의해

증가된 iNOS와 COX-2의 단백질 발현량이 농도 의존적으로

유의성 있게 감소되었다. β-actin의 band density 비율에 따라

iNOS 단백질 생성을 41%와 COX-2의 단백질 발현을 56% 저

해함을 확인 하였다(Fig. 4). 이를 통해 CopA3는 iNOS, COX-2

의 생성을 저해하는 것을 확인할 수 있었다.
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초록：애기뿔소똥구리 유래 CopA3합성 펩타이드의 항염증 효능에 관한 연구

김현정
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*

(1대구한의대학교 화장품약리학과, 2허브누리 기술연구소, 3한국한방산업진흥원, 4호서대학교 한방화장품과

학과,
5
국립농업과학원 농업생물부)

CopA3를 이용하여 피부 염증에 대하여 연구를 하였다. 산화질소와 cytokine의 생산은 면역세포의 대표적인

염증인자이다. 세포는 LPS 처리 후 한 시간 뒤에 CopA3를 처리하였다. 세포 독성이 나타나지 않는 농도인 5,

25, 50, 100 μg/ml를 사용하였다. CopA3는 NO, TNF-α, IL-1β, IL-6, iNOS, COX-2의 생성을 저해 시켰다. iNOS와

COX-2 역시 100 μg/ml의 농도에서 각각 54%, 65%가 저해가 되었다. 게다가 CopA3는 염증성 사이토 카인인

TNF-α, IL-1β, IL-6의 생성을 감소 시켰다. 이러한 결과로 CopA3는 염증 예방과 치료에 효과적임을 확인 할 수

있었다.


