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바위수염 추출물의 파골세포 분화 억제 및 에스트라디올 활성 평가

Inhibitory Effect of Osteoclastogenesis and Estradiol Activity 
of Myelophycus simplex Extract 
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Abstract In the present study, the estrogenic activity and anti-osteoclastogenic activity of the 
Myelophycus simplex extract were evaluated using T47D-Kbluc cells and bone marrow-derived 
macrophages (BMMs). As a result of the measurement of the estrogenic activity in the T47D-Kbluc 
cell line, the Myelophycus simplex extract showed increased estrogenic activity in a dose-dependent 
manner in association with its concentration. To confirm the regulatory effect of the Myelophycus 
simplex extract on the estrogen-responsive gene, the Myelophycus simplex extract showed a similar 
tendency to estradiol: the expression of estrogen receptor 1 (ESR1) was significantly decreased 
while the expression of estrogen receptor 2 (ESR2) was increased. Furthermore, the Myelophycus 
simplex extract exhibited an inhibitory effect on osteoclast differentiation. In conclusion, these 
Myelophycus simplex extracts might be regarded as candidates for further studies or the develop-
ment of functional food products or medicine to prevent or avoid postmenopausal symptoms for 
women.
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이 증가하고 있으며 의료기술의 발달로 인간 수명이 

길어짐에 따라 자연적으로 발생하는 여성 질환에 대

한 관심이 높다. 그 중 여성 갱년기 증상은 에스트로

겐 결핍에 의해 다양한 타 증상을 수반하는데, 대표

적으로 우울증, 불안감, 수면장애, 기억력 감퇴, 피로

감, 질 건조감, 심혈관계 질환 및 골다공증과 같은 

골질환 등의 신체적 기능 이상 및 증상이 나타나는 

것으로 알려져 있다 [1]. 이러한 여성 갱년기 증상은 

그 자체로 특별한 질병은 아니며 단순히 신체적으로 

허약할 때 나타나는 증상들과 유사하여 개인 스스로 

그 증상의 정도를 깊이 인식하고 적극적으로 적응하

려는 노력이 없으면 방치되기 쉬운 특징을 지니고 

있어 증상 악화로 인해 일상생활에 지속적 고통을 

수반하는 것으로 알려져 있다 [2]. 이에 여성 갱년기 

증상 완화를 위해 호르몬 보충요법(일부 골절 및 결

장암 억제 효과)이 사용되지만 관상동맥질환, 담낭

염, 유방암, 자궁내막암 등의 부작용을 유발할 수 있

다는 연구가 제기되고 있다 [3]. 이러한 이유로 부작

용이 적은 생물자원을 이용한 식품 및 소재개발에 

관심이 높아지고 있으며 이에 대한 연구가 활발히 

진행되고 있다 [4,5]. 특히 최근에는 에스트로겐 활

성 분석을 위해 luciferase를 이용한 천연 생물자원의 

에스트로겐 수용체가 ERE에 결합하는 정도를 검색

하는 방법들이 개발되었는데 [6], 이 방법은 에스트

로겐 agonist 또는 antagonist로 작용하는지를 확인할 

수 있는 장점이 있으며 천연 생물자원 및 후보소재

들의 대량 검색이 가능한 특징을 지닌다. 

최근 많은 연구에서 해양생물자원을 이용한 연구

들이 활발히 진행중으로 식용, 약용, 및 화장품 등 

다양한 용도로 이용하는 추세로, 해양생물자원을 활

용한 제품들의 출시로 소비자들에게 큰 인기를 끌고 

있다 [7]. 이에 우리는 국내 남해에 분포되어 있는 

바위수염에 대한 연구를 진행하였다.
바위수염(Myelophycus simplex)은 갈조류의 넓은 

미역쇠과에 속하며, 갈색 또는 흑갈색의 바늘 모양

으로 외가닥이며 여러 개가 모여 다발을 이룬다.  

사상형 또는 비틀어진 형태로 구성되어 있으며 북태

평양 서안과 우리나라의 남부해안 전역 및 일본에 

분포하는 것으로 알려져 있고 봄철 조간대 상부에 

불등풀가사리와 함께 생육하는 것으로 보고되고 있

다 [8]. 갈조류는 다양한 생리활성을 나타내는 것으

로 알려져 있으나 [9,10], 바위수염에 대한 연구는  

현재까지 신경세포 보호효과 및 비만에 대한 연구 

[11] 외에는 거의 없는 실정이다.
따라서 본 연구에서는 해양생물자원인 바위수염 

추출물을 이용하여 사회적 이슈인 여성갱년기 증상 

개선용 소재의 효능 평가를 위해 T47D-KBluc 유방

암 세포주를 이용하여 에스트로겐 수용체의 활성에 

미치는 영향을 통해 에스트로겐 활성 및 여성갱년기 

증상으로부터 파생될 수 있는 골질환 중 파골세포 

분화 억제 활성을 분석하여 소재의 우수한 효능을 

입증하고자 한다.

재료 및 방법

시료

본 실험에 사용한 바위수염 에탄올 추출물

(Myelophycus simplex ethanol extracts)은 국립해양생

물자원관(National Marine Biodiversity Institute of 
Korea)에서 분양받아 효능 평가를 수행하였다.  

실험재료

Estradiol은 Sigma (St Louis, MO, USA)로부터 구입

하였고 Luciferase assay kit는 promega (Madison, WI, 
USA)에서, FBS와 RPMI1640 배지는 Hyclone 
(Logan, Utah, USA), PureLink RNA mini kit는 

Invitrogen (San Diego, CA, USA)과 cDNA 합성에 필

요한 PrimeScript 1st strand cDNA synthesis kit는 

Takara (Shiga, Japan)에서 구매하였다. 그 외에 사용

된 시약은 모두 일급 또는 특급을 구입하여 사용하

였다.pcr 

세포배양

에스트로겐 유사물질 검정을 위해 에스트라디올 

특이적 세포주인 T47D-KBluc 세포주(ATCC® 
CRL-2865™)와 T47D (ATCC® HTB-133™) 세포주를 
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사용하였다(Rockville, MD, USA). 본 세포주들은 0.2 
Unit/ml bovine insulin, 1% penicillin-streptomycin과 

10% Fetal bovine serum (FBS)를 포함하는 RPMI1640
배지를 이용하여 37℃, 5%의 CO2 인큐베이터에서 

배양하였다.

에스트로겐 활성 평가

바위수염 추출물의 에스트로겐 활성 평가를 위해 

안정화 시킨 T47D-KBluc 세포를 seeding 전 1% pen-
icillin-streptomycin과 10% Charcoal stripped FBS 
(CSF)를 포함하는 RPMI1640 배지로 교체 후 24시간 

인큐베이터에서 배양하고 96 well plate에 3 x 104 
cell/well로 seeding하여 overnight하였다. 이 후 바위

수염 추출물을 처리하고 다시 24시간 인큐베이터에

서 배양하여 상등액 제거 과정을 거쳐 1x lysis buffer 
60 µL/well로 30분간 lysis 시키고 96 well white plate
에 cell lysate 25 µL 처리 후 luminescent microplate 
reader로 검출하였다. 이 때 조건은 substrate volume
이 25 µL, duration이 1s, counting time은 2s로 설정하

였다.

에스트로겐 반응 유전자 분석

에스트로겐 유도 유전자 발현을 분석하기 위해 

T47D 세포를 1% penicillin-streptomycin과 10% 
Charcoal stripped FBS (CSF)를 포함하는 RPMI1640 
배지로 교체 후 24시간 인큐베이터에서 배양하고 6 
well plate에 1 x 106 cell/well로 seeding하여 overnight
하였다. 그 후 바위수염 추출물을 농도별로 처리하

고 24시간 동안 배양 후 total RNA를 추출하여 얻어

진 RNA는 cDNA 합성을 통해 StepOnePlus 
Real-Time PCR System (Applied Biosystems)에서 

PCR을 수행하였다.

파골세포 분화

5주령의 ICR마우스 골수에서 확보한 세포를 배양

하여 M-CSF (30 ng/mL)과 RANKL (100 ng/mL)와 

함께 두 농도의 추출물을 처리하였다. 5일 후 세포를 

10% 포름알데히드로 고정시키고 1시간 TRAP으로 

염색하여 분석하였다.

통계 처리

모든 실험은 3회 반복 실험에 의해 얻어진 결과에 

대해 통계 분석을 실시하였고 평균과 표준편차로 계

산하여 나타내었다. 통계분석은 프리즘5 소프트웨

어(GraphPad Software, San Diego, CA)로 수행되었다

(*p<0.05, **p<0.01).

결과 및 고찰

에스트라디올 활성 분석

에스트로겐 활성을 측정하기 위하여 estrogen re-
sponse element (ERE) inducible luciferase 활성을 갖는 

T47D-KBluc 세포주를 이용하여 연구를 수행하였다. 
세포는 seeding 24시간 전 charcoal dextran stripped 
FBS 배지로 교환하고 96 well plate에 3 × 104/well 
로 seeding 후 12시간 동안 세포를 안정화 시킨 후 

30, 60 μg/mL 농도로 추출물을 처리하였다. 추출물 

처리 24시간 후 세포를 lysis 한 후 luciferase substrate
와 반응 시키고 발광면역분석기로 luciferase 활성을 

측정한 결과 바위수염에탄올 추출물이 농도 의존적

으로 증가하였고, 독성은 나타나지 않았다(Fig. 1). 
이에 본 연구는 바위수염 에탄올 추출물의 연구를 

추가적으로 진행하였다. 

에스트로겐 수용체 분석

바위수염 에탄올 추출물이 에스트로겐 신호전달

에 의해 조절되는 유전자에 미치는 영향을 측정하고

자 세포를 전과 동일한 방법으로 처리 및 안정화 시

킨 후 30, 60 μg/ml 농도로 추출물을 처리하였다. 추
출물 처리 후 얻어진 세포를 Lysis 하여 RNA를 분리

한 후 cDNA를 합성하여 Realtime PCR을 진행한 결

과 estradiol 처리에 의해 ESR1이 유의적으로 감소하

고, ESR2는 증가하는 것을 확인 하였으며 이는 바위

수염 추출물이 estradiol과 유사한 경향의 ESR1 및 

ESR2 유전자가 발현됨이 확인되었다(Fig. 2). 에스

트로겐 신호전달은 estrogen receptor complex가 DNA
의 ERE sequence에 binding 하여 estrogen responsible 
gene을 조절하는 경로와 PI3K나 ERK등의 인산화를 

조절하여 ERE가 아닌 다른 transcription factor se-
quence에 binding하여 유전자를 조절하는 경로로 나

눠져 있다 [12]. ESR1과 ESR2는 각각 estrogen re-
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ceptor α (ERα)와 estrogen receptor β (ERβ)의 유전자

로 ERα와 ERβ의 분포와 역할은 조직에 따라 달라진

다. 하지만 일반적으로 ERα와 ERβ 모두 난소의 발

달과 기능에 영향을 주는 것으로 알려져 있다. ERα

의 경우 젖샘과 자궁의 발달 및 세포 증식에 관여하

는 반면 ERβ는 중추신경 및 면역계에 더 깊게 관여

되고 ERα에 의한 hyperproliferation을 억제하는 것으

로 알려져 있다 [13].

Figure 1. Cytotoxicity and estrogenic activity of Myelophycus simplex extract. (A) Cytotoxicity of Myelophycus simplex extract. 
T47D cells were seeded and treated with indicated concentrations of estradiol and Myelophycus simplex extract for 
24 h. Cytotoxicity was measured by MTT assay. (B) Estrogenic activity of Myelophycus simplex extract. T47D-Kbluc 
cells were seeded in 96 well plate and incubated with RPMI1640 supplemented with 10% charcoal dextran stripped 
FBS for 24 h. Then, cells were treated with indicated concentrations of estradiol and Myelophycus simplex extract 
for 24 h. estrogenic activity was measured by luciferase assay. Values are presented as the mean ± SD of three 
individual experiments. *p<0.05, **p<0.01 compared with non-treated group.

Figure 2. Regulation of estrogen responsive gene expression by Myelophycus simplex extract. T47D cells were seeded and 
incubated with RPMI1640 supplemented with 10% charcoal dextran stripped FBS for 24 h. Then, cells were treated 
with indicated concentrations of estradiol and Myelophycus simplex extract for 24 h. The gene expression level of 
(A) ESR1 and (B) ESR2 were determined by real-time PCR analysis. Values are presented as the mean ± SD of 
three individual experiments. *p<0.05, **p<0.01 compared with non-treated group. 



J . Mar . Biosci. Biotechnol. 2020, p. 75 - 80 Vol. 12, No. 2 [Research Paper]

- 79 -

Figure 3. Anti-osteoclastogenesis activity of Myelophycus simplex extract. BMMs were incubated with α-MEM supplemented 
with 10% FBS, M-CSF (30 ng/mL) and RANKL (100 ng/mL) in the presence of the indicated concentration of estradiol 
and extract for 4 days. Then, cells were fixed and stained with TRAP staining solution and TRAP positive multinuclear 
cells (arrows) were observed.

파골세포 분화억제 분석

골다공증은 에스트로겐 결핍에 의해 파골세포의 

증식 및 활성에 영향을 미쳐 골 재흡수를 촉진하는 

것으로 알려져 있다 [14]. 이에 본 연구에서는 바위

수염 추출물의 에스트라디올 및 수용체의 효능을 확

인하였고 연관성이 깊은 골질환에 대하여 파골세포 

분화억제 효능을 분석하여 그 결과를 Fig. 3에 제시

하였다. 바위수염 추출물의 파골세포 분화억제 효과

는 고농도에서 그 효능이 우수한 것을 확인하였으며 

대조군인 estradiol을 처리한 그룹과 유사한 결과를 

나타내었다.
여성 갱년기 증상은 일반적으로 여성 호르몬인 에

스트로겐의 주기적인 생성이 중단되어 발생하는 것

으로 알려져 있는데 여성 호르몬 결핍에 따라 에스

트로겐 수용체를 갖는 조직 및 기관이 영향을 받아 

체지방량과 인슐린 저항성이 증가함은 물론 복부비

만, 당뇨병, 고혈압, 고중성지방혈증 등 대사질환 및 

심혈관질환의 위험성을 증가시키는 것으로 보고되

고 있다 [15]. 여성 갱년기 증상의 가장 잘 알려진 

치료 방법인 직접적 호르몬 처방의 부작용이 다양한 

연구에서 밝혀짐에 따라 최근 갱년기 증상을 완화 

및 개선 또는 치료를 목적으로 천연 생물자원을 활

용한 보고가 되고 있다 [16,17]. 타 연구에서는 식물

성 에스트로겐 효능이 알려진 천연 생물자원을 이용

한 연구가 수행 중으로 식물 자원 중 갈근을 이용한 

에스트로겐 결핍 동물모델에서의 호르몬 변화를 분

석하여 천연물의 효능을 밝힌 사례와 생강과의 건강 

추출물을 이용하여 난소절제 동물모델에서 혈액 및 

조직학적 분석을 통한 연구 외에도 다양한 방면으로 

여성 갱년기 증상에 대한 개선 효능에 대한 소재 개

발이 최근 활발하게 진행되어지고 있지만 [18,19] 본 

연구와 방법이 다른 점은 여성 갱년기 증상은 여러 

요인에 의해 발생되기 때문에 비교가 쉽지 않고 여

성 갱년기 증상 치료 소재는 최근 연구가 활발히 진

행되고 있지만 명확한 치료제가 미흡한 실정이며 특

히 해양생명자원을 이용한 사례는 거의 전무하다. 
따라서 본 연구결과를 기반으로 해양 생물자원을 이

용한 여성 갱년기 증상 개선 및 치료용 소재를 발굴

하는 것은 사회적, 경제적으로 발전 가능성이 매우 

높을 것으로 판단된다.

결론

본 연구 결과 갈조류인 바위수염 추출물이 in vitro 
모델에서 에스트라디올을 증가시키고 파골세포 분

화를 억제하는 것으로 나타나 여성 갱년기 증상 개

선용 해양 천연 소재로서의 가치가 충분하다고 판단

되지만 명확한 기전연구 및 여성갱년기 증상으로 파

생될 수 있는 다양한 증상들의 연구가 필요하고 여

성갱년기 증상을 예방할 수 있는 기능성 소재의 개

발 및 부작용이 없는 천연 해양생물자원의 활용이 

기대된다.
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