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In this study, we describe the inhibition of adipocyte differentiation by the lactic acid bacteria (LAB) 
fermentation product of Chrysanthemum indicum L. (CI) extract to control obesity. Preparation of LAB- 
fermented products was performed to overcome the cytotoxicity of CI extract. During fermentation 
and 3T3-L1 cell line experiment, cytotoxicity was not induced in the CI fermentation products over 
1 day in culture. Fermented materials from highly proliferative cultures were selected for treatment 
of 3T3-L1 cells and for comparison with unfermented control groups. Cell survival and undiffer-
entiated cell populations were decreased differentiation population in all experimental groups com-
pared with controls, as measured using fluorescence-activated cell sorting analysis. Akt pathway activ-
ity increased upon treatment with these fermented extracts in 3T3-L1 cells. Gli2 depleted at the pro-
tein level in association with adipocyte differentiation. LAB KCTC 3115- and 3109-fermented extract 
treatment caused controlled Gli2 protein accumulation. Moreover, KCTC 3115 and 3109 were found 
to reduce C/EBPα and FAS was depleted, whereas pACC was increased at the protein level upon 
treatment with the fermentation products of each of the four LAB used in this study. With Lactococcus 
lactis subsp. lactis KCTC 3115 fermentation, the regulation of adipose differentiation and hedgehog sig-
naling were also suppressed, thereby inhibiting the differentiation of progenitor cells. The basis for 
the activation of hedgehog signaling may provide insights into the treatment of obesity and the in-
hibition of adipocyte differentiation.
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서   론

세계보건기구(WHO)에서 1998년에 이미 만성질병으로 규

정한 비만은 음식물의 섭취(food intake)와 에너지의 사용

(energy expenditure)의 불균형으로 인해 초래되는 질병이다

[23]. 비만은 대부분 증상이 없으나, 당뇨병, 동맥경화, 고혈압 

등 다양한 만성 질환의 원인이 된다[14]. 최근 비만 인구가 급

증함에 따라 비만으로 인해 만성질환에 노출된 인구도 증가하

고 있다. 더구나 이러한 현상이 사회적으로 가장 왕성하게 활

동하는 사람들에게서 발병하기 때문에 경제적인 손실도 상당

할 뿐만 아니라, 이의 예방과 치료를 위해 쓰여지는 비용은 

의약학 및 건강 산업의 최고액에 다다를 정도의 수준이다[23]. 

따라서 비만에 대한 심각성을 인식하고, 현재보다 뛰어난 타

겟 물질을 근거로 새로운 약물을 개발하려는 노력은 끊임없이 

계속되고 있다. 또한 비만이 대사 질환과 관련된 다양한 합병

증을 유발하기 때문에 시장성과 효용 가치를 떠나 전 인류가 

이 분야의 연구 성과를 기다리고 있다. 하지만 비만에 관련된 

신약개발은 매우 더디며, 현재 임상에서 사용되는 비만을 포

함한 대사 질환에 대한 약물은 5 종류 안팎에 머물고 있는 

실정이다[18, 26]. 

섭취한 영양소는 중성지방(triglyceride)의 형태로 지방 조

직에 축적되며, 이 순환이 반복되면 지방구세포의 비대(hy-

pertrophy)와 과형성(hyperplasia)으로 인해 결국 비만을 초래

한다[17]. 따라서 이러한 에너지의 과도한 저장을 막기 위해서

는 에너지 흡수를 최소화하고 에너지 사용을 증대시키는 것이 

필요하므로 지방구세포 연구는 필수 불가결하다. 특히 지방구

세포 연구에서 지방 축적을 감소시키고 지방구세포의 수를 

줄이는 방안을 찾아내는 것이 핵심이다.

지방구세포의 분화는 근육세포 분화나 신경세포 분화와는 

달리 여러 호르몬과 다양한 전사인자들의 상호작용을 통하여 

매우 복잡하게 이루어진다. 지방전구세포가 지방구세포로 분
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화해 나가는 과정에는 세포의 형태적 변화와 유전자 발현양상

의 변화 등이 함께 일어난다[7]. 대부분의 경우 이러한 변화는 

전사단계에서 각 유전자의 발현양의 변화를 나타내는데, 지방

구세포의 분화조절은 CCAAT/enhancer binding protein(C/ 

EBP), peroxisome proliferator-activated receptor(PPAR), r/ 

retinoid X receptor (r/RXR), adipocyte determination and 

differentiation factor 1/sterol regulatory element binding 

protein-1c (ADD1/SREBP-1c)라고 불리는 전사인자(transcrip-

tion factor)가 중추적인 역할을 담당하고 있다[8, 10]. 이들 전

사인자는 지방구세포 분화 과정 중 각기 다른 시점에서 발현

이 유도되며 서로 상호작용을 통하여 여러 지방구세포 특이 

유전자들의 발현을 조절하고, 지방대사의 활성화와 지방구세

포 분화를 점진적으로 유도해 나간다.

Hedgehog 신호는 고슴도치 형태의 리간드에서 붙여진 이

름으로 이 신호를 억제하여 암세포 저해 실험 위주의 연구가 

이루어졌다. Hedgehog 신호는 줄기세포 및 분화형질을 발현

하지 않은 미분화 세포인 전구세포의 주요 증식 신호전달 체

계로 세포에서 분비되면 세포표면의 수용체 단백질과 결합하

여 세포내 신호전달체계를 작동시킨다. 이때 발현되는 Gli2 

단백질은 Gli3와 함께 hedgehog 신호의 리간드를 생성시키고 

활성화시킨다. 일부 보고에서는 Gli를 조절하여 미분화된 지

방전구세포를 활성화시켜 비만억제를 유도하는 연구가 진행

되고 있다[9, 24].

감국(Chrysanthemum indicum L.)은 국화과의 여러해살이 

풀로 중국, 일본, 한국 등 아시아 지역 햇볕이 잘 드는 지역에

서 자란다. 감국차는 감기 예방, 두통, 장염, 변비, 관상동맥, 

심장 질환 및 고혈압 치료를 위해 한약으로 널리 사용된다[12, 

32]. 감국에 포함된 페놀성 화합물에는 루테올린(luteolin), 아

피게닌(apigenin) 및 쿼세틴(quercetin)을 포함한 일부 플라보

노이드가 존재하며, 최근 이러한 성분은 다양한 암세포주의 

세포주기를 조절하고 세포사멸을 유도하는 것으로 알려졌다

[13]. 

감국 추출물을 이용해 지방구세포 분화억제 효과를 조절하

는 타켓 메커니즘에 대한 연구로는 감국 추출물 처리 농도에 

따라 triglycerides (TG), total cholesterol (TC), low-density 

lipoprotein cholesterol (LDL-c)와 leptin이 변화를 보이고, 지

방구세포 분화와 관련이 있는 전사인자 CCAAT/enhancer 

binding protein-α (C/EBPα)를 조절하지만, high-density lip-

oprotein cholesterol (HDL-c), adiponectin 및 peroxisome 

proliferator-activated receptor-α (PPARα)는 조절하지 못하는 

것으로 보고된 바 있다[15].

감국을 포함한 여러 허브차 경우, 대부분 차로 마시기 때문

에 다양한 기능성 화합물이 천연화합물로 이루어져 그대로 

인체에 쉽게 흡수되기 힘들다. 그러나 장내 미생물에 의해 구

조적 변화를 일으켜 흡수될 수 있는 형태로 바뀐다면 천연화

합물은 작은 분자로 분해되어 몸에서 잘 흡수될 수 있게 된다. 

이것이 미생물에 의한 효소반응이며, 대표적으로 유산균에 의

한 효소반응을 꼽을 수 있다[3]. 특히, 유산균은 식품발효 뿐 

아니라 식품의 영양 및 흡수 개선을 위해 이용되고 있으며 

유산균을 이용한 사례들이 증가하는 추세이다. 

체내에 존재하는 유산균의 균주는 다양하지만 주로 이용되

는 균주는 11가지(Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lacto-

bacillus acidophilus, Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenter-

oides, Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus lactis subsp. lactis, 

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans, Lactobacillus casei, Lacto-

bacillus brevis, Lactobacillus kitasatonis, Lactobacillus reuteri, 

Lactobacillus fermentum)로 식품발효에 많이 이용되는 것으로 

알려져 있다[6]. 이러한 균주를 통한 발효 시 체지방감소 및 

비만억제 효과가 있는 것으로 보고되었다. 그 중에서도 특히, 

Lactobacillus casei는 녹차 추출물과 함께 발효 시 고지방식이 

섭취 마우스의 혈청 중성지방 및 콜레스테롤 수치를 낮추는 

것으로 보고되었다[28]. 이처럼 유산균을 이용하여 추출물을 

발효한다면 지방 분해 및 억제에 효과가 있는 것을 알 수 있다. 

반면, 감국 추출물이 작용하는 지방구세포 분화억제와 연관이 

있는 C/EBPα와 관련된 pathway에 대한 연구는 많이 되어 있

을 뿐 감국 추출물과 유산균을 활용한 감국 발효물의 hedge-

hog 신호 관련 지방전구세포와 지방구세포에 대한 연구는 보

고되지 않았다. 

이에 따라 본 연구에서는 감국 추출물과 유산균을 활용한 

감국 발효물의 hedgehog 신호에 따른 지방전구세포와 지방구

세포 분화에 대해 살펴보고자 감국 추출물과 감국 유산균 발

효물의 지방전구세포와 지방구세포 기전, 분화 촉진 및 억제 

확인과 효과의 차이점을 비교 연구하였다.

재료 및 방법

실험재료

감국(지상부 중 꽃잎 부분)은 서울 경동시장에서 구입하여 

본 연구의 시료로 사용하였다. 감국 850.2 g을 상온에서 48시

간 80% ethanol (Duksan Reagents, Ansan, Korea) 2,000 ml에

서 추출하였다. 추출물은 filter paper (NO. 2, Whatman, Little 

Chalfont, UK)에 여과 후 45℃에서 감압, 농축 및 동결건조

(MCFD8518, Ilshin Bio Base, Dongducheon, Korea) 하여 감

국 동결건조분 115 g을 얻었다.

감국 추출물의 유산균 발효

유산균 11종(Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis KCTC 

3034, Lactobacillus acidophilus KCTC 3140, Leuconostoc mesen-

teroides subsp. mesenteroides KCTC 3718, Lactobacillus rhamno-

sus KCTC 3237, Lactococcus lactis subsp. lactis KCTC 3115, 

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans KCTC 3074, Lactobacillus 

casei KCTC 3109, Lactobacillus brevis KCTC 3498, Lactobacillus 
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Fig. 1. Lactic acid bacterial fermentation process of Chrysanthe-

mum indicum L. (CI) and resistant strain manufacturing 

method.

kitasatonis KCTC 3155, Lactobacillus reuteri KCTC 3594, Lacto-

bacillus fermentum KCTC 3112)은 생물자원센터(KCTC, Jeon-

geup, Korea)에서 분양 받아 실험에 이용하였다.

감국 추출물을 발효시키기 위해 MRS (Conda Pronadisa, 

Madrid, Spain) 배지와 혼합하고(1,000 ml)를 11종의 유산균

을 각각 접종하였다. 하지만 감국 추출물에 배양균과 배지를 

동시에 처리시 유산균이 죽고, 발효가 안 되는 문제점이 발생

하여 감국 동결건조분(40 g)을 유산균이 자란 배지에 20% (v/ 

v)의 비율로 섞어 유산균을 감국 동결건조분 함유 배지에 적응

시켰고, 발효의 적절성을 위해 pH 및 발효기간에 따른 OD600

값(SpectraMax i3, Molecular Devices, San Jose, CA, USA)을 

측정하였다. 발효과정은 Fig. 1의 과정으로 진행하였으며 최종

발효 된 감국 유산균 발효물은 동결건조 후 실험에 이용하였

다. 미분화된 세포는 BSC, 분화 유도된 세포는 MDI, 감국 추출

물 처리군은 CI, 각 유산균으로 발효된 감국 발효물 처리군은 

유산균의 KCTC의 숫자로 표기하였다. 

세포배양 및 세포독성 측정 

3T3-L1 세포주는 한국세포주은행(KCLB, Seoul, Korea)에

서 분양 받아 세포의 독성테스트 Cyto-X (LPS Solution, 

Daejeon, Korea)시약에 이용하였다. 3T3-L1 세포주를 96 well 

plate (SPL Life Science, Pocheon, Korea)에 1×104 세포수로 

10% bovine calf serum (BCS, Welgene Inc., Gyeongsan, 

Korea), 1% penicillin streptomycin (Capricorn Scientific 

GmbH, Ebsdorfergrund, Germany)이 함유된 Dulbecco’s 

modified Eagle’s media (DMEM, Capricorn Scientific GmbH, 

Ebsdorfergrund, Germany)를 사용하여 37℃, 5% CO2 조건의 

incubator (WS-180CA, World Science, Bucheon, Korea)에서 

배양하였다. 12시간 배양한 뒤 감국 추출물과 감국 발효물을 

250, 500 및 1,000 ppm으로 처리한 후 배양 24시간 후 각 well

에 10% (v/v) 농도로 Cyto-X 시약을 첨가한 후 호일로 감싸 

4시간 동일 조건에서 배양 후 450 nm 흡광도(SpectraMax i3, 

Molecular Devices, San Jose, CA, USA)에서 측정하였다.

세포 분화 및 분화된 세포주의 세포독성

3T3-L1 세포주를 32 well plate (SPL Life Science, Pocheon, 

Korea)에 3.5×105 세포수로10% BCS, 1% penicillin streptomy-

cin가 함유된 DMEM 배지에 배양 후 95% 세포배양이 완료된 

후 10 μg/ml insulin (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, USA), 

0.1 mM dexamethasone (DEX, Sigma-Aldrich, ST. Louis, 

MO, USA), 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthin (IBMX, Sig-

ma-Aldrich, ST. Louis, MO, USA)가 포함된 10% fetal bovine 

serum (FBS, Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, 

Germany) 분화 배지로 교환하여 2일간 배양하였다. 2일마다 

10 μg/ml insulin이 포함된 10% FBS 배지로 교환하며 감국 

추출물과 감국 발효물을 250, 500 및 1,000 ppm으로 처리한다. 

10일간 배양을 유지하며 Oil Red O (ORO, Sigma-Aldrich, ST. 

Louis, MO, USA)염색 후 3T3-L1 세포주를 관찰하고 isoprop-

anol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)로 용출시켜 Spec-

traMax i3  (Molecular Devices, San Jose, CA, USA)에서 510 

nm로 확인한 뒤 실험을 종료하였다.

분화된 3T3-L1 세포주의 독성테스트를 위해 1.5×105 세포수

로 준비 후 pH 7.4 Dulbecco’s phosphate-buffered saline 

(DPBS, Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Ger-

many)로 1회 세척 후 DPBS, 0.5% bovine serum albumin 

(BSA, Amresco, Solon, OH, USA), 0.1% sodium azide (Sigma- 

Aldrich, ST. Louis, MO, USA)로 만든 fluorescence-activated 

cell sorting (FACS) buffer 500 μl에 LIVE/DEAD Fixable 

Green Dead Cell Stain kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)시

약 5 μl를 첨가하여 30분간 얼음에서 염색하였다. 이후 FACS 

buffer로 1회 세척 후 Attune ® FACS machine (Life Technol-

ogies, Darmstadt, Germany)을 이용하여 635 nm excitation 

파장에서 분석하였다.

총 단백질 발현분석

3T3-L1 세포주를 60 mm 세포배양 접시(SPL Life Science, 

Pocheon, Korea)에 4.5×105 세포수로 12시간 배양한 뒤 감국 

추출물과 감국 발효물을 250, 500 및 1,000 ppm로 24시간 처리

하여 세포를 수집하였다. RIPA lysis buffer (ATTO Corpora-

tion, Tokyo, Japan)에 phosphatase inhibitor cocktail (ATTO 

Corporation, Tokyo, Japan)과 protease inhibitor cocktail 
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Fig. 2. Changes in lactic acid bacteria concentration and pH dur-

ing the fermentation process. 1, Lactobacillus delbrueckii 

subsp. lactis KCTC 3034; 2, Lactobacillus acidophilus KCTC 

3140; 3, Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides 

KCTC 3718; 4, Lactobacillus rhamnosus KCTC 3237; 5, 

Lactococcus lactis subsp. lactis KCTC 3115; 6, Lactobacillus 

paracasei subsp. tolerans KCTC 3074; 7, Lactobacillus casei 

KCTC 3109; 8, Lactobacillus brevis KCTC 3498; 9, Lactoba-

cillus kitasatonis KCTC 3155; 10, Lactobacillus reuteri KCTC 

3594; 11, Lactobacillus fermentum KCTC 3112. A, Lactic 

acid bacteria concentration calculated by OD600; B, The 

pH measurement of fermented CI after incubation with 

lactic acid bacteria.

(ATTO Corporation, Tokyo, Japan)을 1× 로 섞어 얼음에 1시

간 동안 lysis후 13,000 rpm에서 20분간 원심분리기(Smart R17 

Plus, Hanil, Daejeon, Korea)에서 원심분리를 실시하였다. 원

심분리 후 상층액을 회수하여 Bio-Rad protein assay (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, USA)를 활용해 정량한 후 10~25 

μg의 단백질을 sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) gel method를 이용하여 전기영

동 하였다. Gel transfer된 단백질을 1× phosphate-buffered 

saline (PBS, LPS Solution, Daejeon, Korea) buffer 1,000 ml과 

Tween20 (LPS Solution, Daejeon, Korea) 1 ml를 섞어 만든 

PBS-T에 5% skim milk (KisanBio, Seoul, Korea)를 1시간 동안 

blocking한 뒤 1차 항체를 각 각 1:1,000의 농도로 12시간 4℃

의 냉장실에 처리하였다. PBS-T로 3회 세척한 뒤 2차 항체를 

각각 1:5,000의 농도로 실온에서 처리한 뒤 다시 PBS-T로 3 

회 세척 후 Amersham enhanced chemiluminescence (ECL) 

western blotting detection reagent (GE Healthcare, Little 

Chalfont, UK)를 이용하여 발색을 측정하였다. 항체는 anti- 

p21, anti-Akt, anti-PTEN, anti-C/EBPα (BioVision, Milpitas, 

CA, USA), anti-AMPK1, anti-pACC, anti-β-actin (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA) 및 anti-Gli2 (Novus 

Biologicals, Centennial, CO, USA)를 이용하였다.

통계분석

모든 생리활성 실험은 3회 반복 실험을 통해 수치화했으며, 

통계분석은 one-way analysis of variance (ANOVA)로 신뢰

구간 p<0.05으로 검정을 실시하였다. 통계프로그램은 Graph 

Pad Prism 5 software (Graph Pad Software, Inc., La Jolla, 

CA, USA)를 이용하였다.

결과 및 고찰

감국 추출물의 유산균 발효에 따른 OD 및 pH 변화

감국 추출물 및 발효물이 갖는 지방구세포 분화 억제효과를 

관찰하기 위해 감국 추출물을 이용하여 저항성 유산균의 제조

와 감국 추출물에 저항성을 가진 유산균을 활용한 감국 발효

물을 제작하였다. 유산균 발효 시 모든 유산균의 수치가 OD600

값 기준 0.2~0.3에서 0.43~0.67로 증가된 것을 확인하였으며

(Fig. 2A), pH는 7.0~7.2에서 5.0~5.7로 낮아진 것을 확인하였

다(Fig. 2B).

유산균 발효 과정에서 감국 추출물에 저항성을 가진 유산균

으로 적응시키지 않으면 초기 유산균 접종 시 모두 사멸되는 

것을 확인하였다. 이는 감국 추출물에 균을 사멸시키는 항균

작용이 있는 것으로 판단되며, 이를 극복하기 위해 전배양액

(균주 배양액)에 감국 추출물 농도를 조금씩 증가시켜 감국 

추출물에 생존하는 저항성 유산균을 제작하였다.

감국에 대한 항박테리아 활성은 이미 다양한 연구를 통해 

이루어졌다. 감국의 정유(오일성분)에서 박테리아를 억제하는 

헥소키나제(hexokinase), 포스포프록토키나제(phosphofructo-

kinase) 및 피루베이트키나제(pyruvatekinase) 등이 박테리아

의 억제를 보였고, 이 같은 억제효과는 유산균에도 적용되는 

것으로 보인다[16, 21].

감국 추출물 및 발효물의 세포독성

3T3-L1 세포주를 활용해 감국 추출물 및 발효물이 갖는 세

포독성을 확인하였다. 세포주의 증식을 억제하는 기전은 다양

한 신호를 조절하면서 발생되며, 그 중 세포독성은 세포독성

을 갖는 물질을 세포에 처리시 세포의 사멸을 유도하기 때문

에 매우 중요한 요소이다. 따라서 감국 추출물 및 발효물의 

세포주에 대한 세포 사멸효과를 확인하기 위해 미토콘드리아

에서 배출되는 mitochondrial dehydrogenase와 반응하는 

WST계열의 시약을 이용하여 세포의 증식률을 측정하였다[2]. 

감국 추출물 및 발효물의 세포독성은 모두 확인되지 않았으

며, 1,000 ppm 처리시 오히려 세포주의 증식을 유도하였고, 

세포독성은 없었다(Fig. 3).
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Fig. 3. Cytotoxicity effect of CI fermentation materials on the 

3T3-L1 cell line. DMSO, CI solution; 1,000 ppm, 1 mg/ 

ml; 500 ppm, 500 μg/ml; 250 ppm, 250 μg/ml. DMSO, 

Dimethyl sulfoxide; 1, Lactobacillus delbrueckii subsp. lac-

tis KCTC 3034; 2, Lactobacillus acidophilus KCTC 3140; 3, 

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides KCTC 3718; 

4, Lactobacillus rhamnosus KCTC 3237; 5, Lactococcus lactis 

subsp. lactis KCTC 3115; 6, Lactobacillus paracasei subsp. 

tolerans KCTC 3074; 7, Lactobacillus casei KCTC 3109; 8, 

Lactobacillus brevis KCTC 3498; 9, Lactobacillus kitasatonis 

KCTC 3155; 10, Lactobacillus reuteri KCTC 3594; 11, 

Lactobacillus fermentum KCTC 3112.

천연물 기원 alkaloid는 세포독성이 없으면서 일부 암세포

에서만 독성을 갖는 물질이 있다. Fig. 3의 결과를 통해 감국 

추출물 및 발효물은 세포독성을 확인할 수 없었으며, 3T3-L1 

세포주의 분화 시 감국 추출물 및 발효물을 1,000 ppm까지 

처리하여도 무관할 것으로 판단된다. 특히 지방구세포 분화는 

7일 이상의 분화기간을 거치는데 세포독성이 있으면 분화 시 

단기간 내 세포사멸을 빠르게 유도한다. 하지만 본 실험에 이

용된 감국 추출물 및 발효물은 3T3-L1 세포주의 증식을 유도

하며, 일부 감국 발효물에선 3배가량의 세포증식을 보이는 것

을 확인하였다. 이런 결과를 배경으로 3T3-L1세포주의 세포분

화 후 세포독성, 즉 세포생존률에 대한 연구가 추가적으로 이

루어졌다.  

감국 추출물 및 발효물의 3T3-L1 세포주의 세포생존률을 

FACS로 분석한 결과를 Fig. 4에 나타내었다. 미분화된 3T3-L1

세포주(undifferentiated cells)와 염색하지 않은 3T3-L1 세포

주 (unstained cells)의 패턴을 대조군으로 지정하여 모든 세포

의 형광발현을 유도하였다. Negative control로서 undiffer-

entiated cells 패턴을 분석하였으며, 이를 통해서 분화를 유도

한 3T3-L1세포주(differentiated cells)의 side scatte (SSC)와 

undifferentiated cells의 SSC가 서로 다른 패턴임을 확인하였

다(Fig. 4B, Fig. 4C). 이렇게 undifferentiated cell과 differ-

entiated cells의 SSC의 패턴이 다른 이유로는 지방전구세포가 

지방구세포로의 분화과정에 따른 패턴으로 유추할 수가 있다. 

지방전구세포는 지방구세포로 분화하면 세포모양이 변하는

데, 이때 지방구세포가 늘어나면서 세포소기관의 변화로 SSC

가 작은 사이즈로 증가되어 Q8 (4분면 왼쪽아래)의 구성이 증

가된다. 

FACS 분석에서 Q8의 분포를 통해 감국 추출물을 포함한 

모든 발효물에서 지방구세포의 감소를 확인하였다(Fig. 4D, 

Fig. 4E, Fig. 4F, Fig. 4G, Fig. 4H). 특히, 감국 추출물을 포함한 

4가지 감국 발효물에서 나타난 SSC 패턴은 undifferentiated 

cells SSC의 패턴과 유사했다. 이러한 결과는 감국 추출물과 

감국 발효물이 3T3-L1 세포주의 지방구세포로의 분화를 억제

한 것으로 사료된다. 또한, Q7 (4분면 오른쪽아래)의 분포로 

세포의 독성을 보이는 패턴이 감국 추출물 대비 KCTC 3074와 

KCTC 3109를 이용한 감국 발효물에서 월등히 감소되었다. 

이 같은 패턴은 세포의 분화 과정에서 좀 더 복잡한 구조를 

갖는 세포소기관의 형성으로 발생되는 현상으로 보이며[31], 

분석을 통해 분화억제가 얼마나 유도되는지 확인 할 수 있는 

메커니즘이라고 판단되며, 이를 뒷받침하기 위해 Gli2의 발현

을 분석했다. 

감국 추출물 및 발효물의 Akt조절과 지방구세포 분화

세포분화 과정에서 장시간 분화를 조절하는 기전인 cyclin 

D1, phosphatidylinositol 3-kinase (PI3k)/Akt 및 mitogen- 

activated protein kinase/extracellular signal-regulated kin-

ase (MAPK/Erk) 등 다양한 기전이 존재한다. 이 중 Akt는 per-

oxisome proliferator-activated receptor-γ (PPARγ)와 C/EBP

α의 상위를 조절하여 지방구세포 형성에 중요한 역할을 한다

[11, 29]. Akt 활성화가 결여된 섬유아세포 또는 Akt 활성화가 

억제된 지방전구세포에서 낮은 Akt 활성은 지방구세포의 분

화를 억제한다[5]. Western blot을 통해 감국 추출물과 발효물

의 phosphatase and tensin homolog (PTEN)-Akt-p21로 이어

지는 Akt pathway 활성의 증가를 확인하였다(Fig. 5A). 하지

만 예측한 결과와 다르게 3T3-L1 세포주의 지방구세포로 분화 

유도 시 감국 추출물과 발효물을 첨가하면 지방구세포로의 

분화를 억제할 뿐 아니라 이미 분화된 지방구세포의 감소도 

확인하였다(Fig. 5D). 이 같은 원인은 세포의 증식을 조절하는 

Akt 이외의 세포신호가 지방구세포의 분화를 억제하는 것이

라 추측 할 수 있다.

위 결과를 토대로 지방전구세포를 조절하는 다양한 신호 

기전을 확인하였다(Fig. 5). 3T3-L1 세포주는 지방전구세포로 

지방구세포로의 기능적인 역할을 하기 위해서 지방구세포로 

분화 시 활성화되는 wnt/β-catenin, notch 및 hedgehog 신호

는 세포의 유전자 발현 또는 세포의 성장과 관련하여 다른 

신호경로와 함께 작동된다고 보고된 바 있다[19]. 지방전구세

포에서 이러한 신호의 감소는 분화시기에 많이 발생하며, 다

양한 연구에서 세포의 조절에 제어 역할을 하는 것으로 발표

되었다. Fig. 5D의 결과는 감국 추출물 및 발효물의 처리가 

3T3-L1 세포주의 분화를 조절하는 신호에 영향을 주었을 것이
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Fig. 4. Live and dead cells distinguished by flow cytometry of cultures incubated with CI fermentation materials. SSC, side scatter; 

BL2, fixable dead cells. A. Unstained cells; B. Undifferentiated cells; C. Differentiated cells; D. Differentiated and CI-treated 

cells; E. Differentiated and Lactococcus lactis subsp. lactis KCTC 3115 + CI-treated cells; F. Differentiated and Lactobacillus 

rhamnosus KCTC 3237 + CI-treated cells; G. Differentiated and Lactobacillus paracasei subsp. tolerans KCTC 3074 + CI-treated 

cells; H. Differentiated and Lactobacillus casei KCTC 3109 + CI-treated cells.

라 사료된다. 따라서 지방전구세포의 분화 신호와 hedgehog 

신호와 관련이 있음을 확인하고자 하였다. 

감국 발효물의 hedgehog 신호의 조절을 통한 지방구세포 

분화 억제

Hedgehog 신호는 1980년 초파리에서 발견되어 척추동물

에서 3가지 타입의 유전자 상동체가 발견되었다[30]. Sonic 

hedgehog (Shh), indian hedgehog (Ihh) 및 desert hedgehog 

(Dhh)의 3가지 타입 중 Shh가 리간드 중 가장 광범위하게 발

견되며, 특히 배아 발달에 필수적인 역할을 한다. 리간드와 

결합된12개의 막단백질로 이루어진 patched1 (PTCH1)과 결

합하여 억제된 단백질인 smoothened (SMO)를 유동적으로 조

절하고, suppressor of fused (SUFU)가 Glioma-associated on-

cogene (Gli) 전사 인자(Gli1, Gli2 및 Gli3)를 핵으로 이동할 

수 있게 불활성화시켜 이후 타겟 유전자를 전사시킨다[20]. 척

추동물에는 존재하는 Gli 전사 인자 중 Gli1, Gli2는 Shh 리간

드 비 의존적 자극에 활성화될 수 있기 때문에 이를 표적화하

는 다양한 분자경로적 연구가 진행되었다[22]. 

Western blot을 통한 실험결과에서 Gli2의 발현은 분화대조

군(MDI) 대비 감국 추출물(CI), KCTC 3115, KCTC 3237 및 

KCTC 3074에서 증가하였으며(Fig. 5B), 3T3-L1 세포주의 지방

구세포 분화를 보여주는 ORO염색 결과에서도 감국 추출물과 
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Fig. 5. Hedgehog pathway control of CI fermentation materials on the inhibition of adipocyte differentiation of 3T3-L1 cells. 3115, 

Lactococcus lactis subsp. lactis KCTC 3115 + CI-treated cells; 3237, Lactobacillus rhamnosus KCTC 3237 + CI-treated cells; 3074, 

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans KCTC 3074 + CI-treated cells; 3109, Differentiated and Lactobacillus casei KCTC 3109 

+ CI-treated cells. A, Western blot analysis of proliferation related-signal proteins; B, Western blot analysis of hedgehog 

pathway protein Gli2; C, Western blot analysis of lipogenesis pathway proteins; D, Phase-contrast microscopic images of 

Oil-Red-O-stained 3T3-L1 cells 10 days after incubation with induction medium.

KCTC 3115, KCTC 3237 및 KCTC 3074에서 분화가 억제되었

다(Fig. 5D). 반면, 3T3-L1 세포주의 지방구세포 분화가 증가되

면서 Gli2의 발현은 낮아지는 것을 확인하였다(Fig. 5B, Fig. 

5D). 다만 KCTC 3109의 억제효과는 hedgehog pathway가 아

닌 다른 신호에 의한 영향으로 보인다. Fig. 5의 결과로 독성이 

없고 농도의존적으로 3T3-L1 세포주의 지방구세포 분화 억제

를 보였던 4가지 유산균 중 hedgehog을 가장 잘 조절하는 유

산균은 Lactococcus lactis subsp. lactis KCTC 3115 및 Lactobacil-

lus rhamnosus KCTC 3237인 것을 확인하였다.

Hedgehog 신호는 지방구세포와 암세포 사이에서 전혀 다

른 경향으로 보고된다[1, 27]. 암세포는 정상세포의 변이로 인

해 발생한 세포로 체내에 존재하는 동안 기능손실을 야기시킨

다. 그리고 각 기관의 구조에 침투하여 혈액 내 이동 하기  

때문에 전이가 발생되어 생명을 위협한다. 반면 지방구세포는 

지방전구세포에서 분화를 통해 형성되기 때문에 지방전구세

포의 분화 억제는 지방구세포의 감소와 밀접하게 연결되어 

있다[4]. 

암세포에서 hedgehog 신호가 억제되어 세포의 사멸을 유

도하기 때문에[1], hedgehog 신호를 조절하는 인자는 암세포 

초점을 맞춰 hedgehog 신호를 억제시키는 약물로 이미 개발

이 되었다. 따라서, 지방전구세포 초점에서 hedgehog 신호의 

증가가 지방구세포 분화를 억제 및 조절할 수 있기 때문에 

이는 비만에 대한 또 다른 대안으로 볼 수 있다.

감국 발효물의 lipogenesis 신호의 조절을 통한 지방구세

포 분화 억제

지방구세포 분화와 관련된 다양한 신호기전은 서론에서 언

급한 바와 같이 C/EBP, PPAR, r/RXR, ADD1/SREBP 1C 등

이 존재한다. 특히 C/EBPα와 PPARγ는 서로 발현의 차이를 

조절하는 상보적인 역할을 한다[25]. 지방구세포 분화를 억제

하는 신호에서 AMP-activated protein kinase (AMPK), ace-

tyl-CoA carboxylase (ACC), fatty acid synthase (FAS) 및
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Fig. 6. Schematic representation of inhibition of adipocyte differentiation by CI fermentation materials through PTCH1-Gli2- mediated 

downregulation of lipogenesis.

C/EBPα를 타겟으로 확인하였고, 분화와 관련된 단백질 수준

에서 4가지 유산균 모두 C/EBPα 및 FAS, AMPK1을 감소시키

고, phosphor acetyl-CoA carboxylase (pACC)를 효과적으로 

증가시키는 것을 확인하였다. 특히 KCTC 3115, KCTC 3074 

및 KCTC 3109에서 pACC가 강하게 증가하는 것을 알 수 있다

(Fig. 5C). Fig. 5C의 결과를 토대로 4가지 유산균 중 효과적으

로 3T3-L1 세포주의 지방구세포 분화 신호를 조절하는 유산균

은 Lactococcus lactis subsp. lactis KCTC 3115, Lactobacillus par-

acasei subsp. Tolerans KCTC 3074, Lactobacillus casei KCTC 

3109인 것을 확인하였다.

따라서 감국 추출물과 4가지 유산균 발효물 중 Lactococcus 

lactis subsp. lactis KCTC 3115 발효물이 지방구세포 분화 신호

와 지방전구세포에서의 hedgehog 신호를 같이 조절하여 효과

적으로 지방구세포 분화를 억제하는 것으로 알 수 있다. 다만, 

분화 후 세포독성이 감국 추출물과 비슷하게 유지되어 있는 

문제를 해결하기 위해서는 Lactococcus lactis subsp. lactis KCTC 

3115 발효물과 같이 hedgehog 신호를 조절하면서 지방구세포 

분화를 억제하는 단일물질에 대한 추가연구가 필요할 것으로 

판단된다(Fig. 6). 더불어 감국 추출물과 감국 발효물의 생리활

성 물질 중 향후 매커니즘 분석을 위한 활성물질에 대한 자료

가 추가 되어야 할 것으로 여겨지며, 본 연구의 결과로 감국 

추출물 및 감국 발효물이 hedgehog 신호조절을 통해 지방전

구세포 분화 및 지방구세포 분화억제를 조절하는 새로운 비만

치료제로 개발될 가능성을 제시하고자 한다.
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초록：감국의 유산균 발효물이 hedgehog 신호를 통한 지방구세포 분화 억제효과

최재영1,3*․임종석2․심보람2․양영헌3

(1연성대학교 호텔외식조리과, 2㈜엘파운더, 3건국대학교 생물공학과)

본 연구는 지방감소를 위한 소재개발로 감국 유산균 발효물이 갖는 지방구세포 분화 억제효과를 관찰하였다. 

감국 추출물의 세포독성을 극복하는 유산균의 발효물을 제작하였다. 3T3-L1 세포주에서 감국 추출물 및 발효물이 

갖는 세포독성은 모두 없었다(1day culture). 감국 추출물 처리 대조군과 비교하여 3T3-L1 세포주에 처리시 증식 

유도된 발효물을 선별하였다. 감국 추출물 및 발효물의 분화억제 및 세포생존률 FACS분석은 분화 유도된 세포가 

모든 실험군에서 줄어들었다. 3T3-L1 세포주에서 감국 추출물과 발효물 처리가 protein kinase B (Akt) pathway활

성이 증가하였고, 단백질 발현은 지방구세포로 분화되면서 Gli2의 수준은 감소하였다. Hedgehog를 조절하는 유

산균은 KCTC 3115인 것을 알 수 있었다. 분화와 관련된 KCTC 3115 및 KCTC 3109 발효군에서 단백질 수준에서 

C/EBPα 및 FAS를 감소, pACC는 증가시키는 것을 확인하였다. 감국 추출물과 4개의 감국 유산균 발효물 중 

Lactococcus lactis subsp. lactis KCTC 3115 발효물이 지방구세포 분화 신호를 더 효과적으로 조절하고, hedgehog

을 같이 조절하여 지방전구세포의 분화를 억제하는 것을 알 수 있었다. Hedgehog 신호를 조절하면서 분화를 억

제하는 물질에 대한 연구가 더 필요할 것으로 판단된다. 따라서 감국 발효물의 생리활성 물질 중 향후 매커니즘 

분석을 위한 활성물질의 자료가 더 필요할 것으로 여겨지며, 감국 추출물 및 감국 발효물의 hedgehog 신호조절이 

새로운 비만치료제로 개발될 수 있음을 위한 가능성을 제시하고자 한다.
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