
Camphor Inhibits Adipocyte Differentiation via Its Impact on SMO-dependent 
Regulation of Hedgehog Signaling

Jae Young Choi1,3*, Jong Seok Lim2, Ja Bok Lee2 and Yung Hun Yang3

1Department of Culinary Arts & Hotel Food Service-Major in Culinary Arts, Yeonsung University, Yanghwa-ro 37beon-gil 34, Manan-gu, Anyang-si, 

Gyeonggi-do 14011, Korea 
2L.FOUNDER INC., 406, Business Incubation Seoul National University of Science & Technology 232, Gongneung-ro, Nowon-gu, Seoul 01811, Korea 
3Department of Biological Engineering, College of Engineering, Konkuk University, Neuundong-ro 120, Gwangjin-gu, Seoul 05029, Korea

Received August 16, 2020 /Revised November 8, 2020 /Accepted November 11, 2020

In this study, we examined inhibition of adipocyte differentiation associated with the administration 
of camphor, a substance identified in extracts of the flowering plant Chrysanthemum indicum L. (CI). 
No camphor-mediated cytotoxicity was observed over a period of 1-10 days in studies targeting cells 
of the 3T3-L1 adipocyte-like line. Experiments that featured siRNA-mediated suppression of the trans-
membrane proteins Patched (PTCH) and Smoothened (SMO) resulted in inhibition and activation of 
differentiation, respectively. Interestingly, inhibition of PTCH typically activates SMO protein targeting 
and serves to activate hedgehog (HH)-mediated signaling. The results of our study suggest that acti-
vation of HH-mediated signaling can inhibit adipocyte differentiation. Furthermore, expression of glio-
ma-associated oncogene homologue 1 (Gli1) was detected by flow cytometry in 62.7±1.5% of cells in 
response to administration of Lactobacillus rhamnosus (KCTC 3237) and in 60.4±2.2% of cells in re-
sponse to camphor; these levels are higher than those detected in undifferentiated controls (24.9±3.1 
%). No change in the state of fermented camphor was identified by gas chromatography-mass spec-
trometry (GC-MS), but a 15.41% quantitative increase was confirmed in KCTC 3237. Overall, we con-
clude that administration of camphor resulted in overexpression of SMO and modulated the differ-
ential expression of Gli1. Animal studies focused on the impact of camphor as an agent to counteract 
obesity might be considered in the future. Indeed, camphor and similar physiologically active com-
pounds from fermented CI might be developed as new and effective treatments for obesity.
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서   론

만성질병 중 비만은 음식물 과잉섭취가 소모되는 에너지보

다 많기 때문에 발생하는 질병으로 서구화된 식습관과 경제적

인 여유로움으로 인해 발생된 질병이다. 현재 비만은 전 세계

적으로 증가하고 있으며, 이는 의료적으로도 문제가 제기되고 

있다[21]. 

비만은 대표적으로 지방이 축적되어 나타나는 질병으로 지

방은 지방전구세포에서 지방구세포로의 분화로 생성된다. 지

방전구세포에서 지방구세포로 분화하는 과정 중 핵 수용체인 

peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)가 발현을 

조절하는 핵심인자로 작용한다[13]. 특히, PPARγ는 adipocyte 

protein 2, lipoprotein lipase 등의 지방구세포 생성 유전자의 

발현을 유도하며, leptin과 adiponectin 등 지방합성 유전자들

의 발현을 조절한다[1]. PPARγ의 억제로 활성화된 AMP-acti-

vated protein kinase (AMPK)가 작용하고, 지방구세포 분화를 

유도하는 전사인자의 발현을 조절함으로써 지방전구세포가 

지방구세포로의 분화를 억제시키는 것으로 보고되었다[30].

Hedgehog (HH) 신호는 리간드를 통해 활성화되면 smoo-

thened (SMO)를 차단하던 patched (PTCH)를 억제시켜 SMO

를 활성화시키고, 이를 통해 glioma-associated oncogene ho-

mologue 1 (Gli1)은 핵으로 이동하여 HH 신호를 활성화된 

상태로 유지한다[4]. 이때 지방전구세포는 HH 신호를 활성화

된 상태로 유지되다가 분화를 통해 지방구세포로 변화되면 

HH 신호를 비활성화 상태로 변화시켜 각 지방구세포 분화를 

원활히 할 수 있도록 조절한다[11]. 특히, Gli1 단백질이 낮게 

발현되면 PPAR를 높게 조절하고 지방구세포를 분화시키는 

역할을 하는데, Gli1과 PPAR의 발현은 지방전구세포인 3T3- 

L1 세포주에서 역상관 관계임을 보고한 바 있다[3].

SMO는 HH 신호의 주된 조절 타겟으로 연구되었다. HEK 

293T 세포주에서 SMO를 발현시키는 플라스미드(plasmid)가 

형질전환 후 콜레스테롤 농도가 증가되었고[22], SMO를 조절

하는 miR-370을 통해 HH 신호를 억제하여 암세포의 성장을 
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차단하는 연구가 진행되었다[12]. 천연물에서는 무에서 분리

된 설포라펜(sulforaphene) 이 SMO를 조절하여 3T3-L1 세포

주의 지방구세포 분화를 억제한 연구가 보고되었다[3]. 

Camphor는 ultraviolet (UV)에 의한 마우스 스킨에서 세포

증식 및 항노화에 대한 연구가 보고되었으며, reactive oxygen 

species (ROS) 매개 미토콘드리아 apoptosis 신호를 조절하여 

암세포를 사멸시키고 항암활성을 갖는 것으로 알려져 있다

[25, 28]. 이처럼 camphor에 대한 연구는 암세포 억제 및 세포

증식에 관한 연구만 진행되었고, 지방구세포 분화관련 연구는 

미미한 실정이다.

선행연구에서 감국(Chrysanthemum indicum L.) 추출물을 

11가지 균주(Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus 

acidophilus, Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides, 

Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactoba-

cillus paracasei subsp. tolerans, Lactobacillus casei, Lactobacillus 

brevis, Lactobacillus kitasatonis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus 

fermentum)로 발효를 시켰으며, 그 중 Lactococcus lactis subsp. 

lactis KCTC 3115는 발효 시 HH 신호를 조절하면서 지방구세

포 분화를 억제하였다[5]. 

따라서 본 연구에서는 감국 추출물에서 지방구세포 분화를 

억제하는 단일물질인 camphor의 효과 및 지방구세포 분화에 영

향을 주는 HH 신호의 주된 조절 타켓과 매커니즘을 연구하였다.

재료 및 방법

단일물질

감국(지상부 중 꽃잎 부분)에서 분리할 수 있는 대표물질을 

검색하여 camphor를 확인하였고, camphor (Sigma-Aldrich, 

ST. Louis, MO, USA)를 구매하여 본 실험에 이용하였다.

감국 추출물의 유산균 발효

유산균 Lactococcus lactis subsp. lactis KCTC 3115, KCTC 

3109, KCTC 3074, KCTC 3237은 생물자원센터(KCTC, Jeong-

eup, Korea)에서 분양 받아 실험에 이용하였다. 선행연구에서 

이용한 발효된 감국 추출물을 이용하였다[5]. 

Camphor 발효물 GC-MS 측정

Camphor 및 camphor발효물이 갖는 차이점을 확인하기 위

해 GC-MS실험을 진행하였다. Camphor 또는 camphor발효물 

또는 감국 발효물 0.5 g에 3차 증류수 5 ml을 넣어 섞어준 후 

fiber에 성분을 흡착시키기 위해 70°C에서 20분 동안 방치하여 

시료로 사용하였다. 30초 동안 평형을 유지하였고 solid-phase 

microextraction (SPME) fiber (Pink: PDMS/DVB (StableFlex™))

를 사용하였다. 컬럼은 gas chromatography (GC) columns 

(DB-5, DB-5ms, DB-DIOXIN and Cp-Sil 88, 30 m × 250 μm 

× 0.25 μm)를 이용하였으며, Agilent 7890 gas chromatogra-

phy/5977B mass spectrometer (GC/MS, Aglient Technologies 

Inc., Santa Clara, CA, USA)를 이용하였다. Data 분석조건은 

retention time (RT) 52분, oven온도 50℃로 측정하였으며, post 

run 110℃에서 분당 5℃씩 280℃까지 올렸고, 각 hold time은 

5분간 주었다. Mass parameter는 start time 1에서부터 low 

mass 35/high mass 400까지 측정하였다. Column 과 spec-

trum을 비교하여 동정하였고 측정된 성분은 각각의 피크 면적

을 총 피크 면적으로 나눈 값으로 % 로 계산하였다.

세포배양 및 세포독성 측정 

3T3-L1세포주는 한국세포주은행(KCLB, Seoul, Korea)에서 

분양 받아 세포의 독성테스트Cyto-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% pen-

icillin streptomycin (Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfer-

grund, Germany)이 함유된 Dulbecco’s modified Eagle’s me-

dia (DMEM, Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, 

Germany)를 사용하여 37℃, 5% CO2 조건의 incubator (WS- 

180CA, World Science, Bucheon, Korea)에서 배양하였다. 12 

hr 배양한 뒤 camphor를 500 mM부터 연속희석법으로 처리

한 후 배양 24 hr 후 각 well에 10% (v/v) 농도로 Cyto-X 시약

을 첨가한 후 호일로 감싸 4 hr 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 DMEM배지에 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, 

Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, USA)가 포함된 10% fetal bo-

vine serum (FBS, Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfer-

grund, Germany) 분화 배지로 교환하여 2일간 배양하였다. 

2일마다 10 μg/ml insulin이 포함된 10% FBS배지로 교환하며 

camphor을 150, 200 및 250 mM로 처리한다. 10일간 배양을 

유지하며 Oil Red O (ORO, Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, 

USA)염색 후 3T3-L1세포주를 관찰하고 isopropanol (Sigma- 

Aldrich, St. Louis, MO, USA)로 용출시켜 SpectraMax i3 

(Molecular Devices, San Jose, CA, USA)에서 흡광도 510 nm

로 확인한 뒤 실험을 종료하였다.

Gli1 단백질 FACS 분석

분화된 3T3-L1 세포주의 Gli1 단백질 발현을 분석하기 위해 
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1.5×105 세포수로 준비 후 camphor을 150, 200 및 250 mM로 

처리한다. 4일 분화유도 후 pH 7.4 Dulbecco’s phosphate-buf-

fered saline (DPBS, Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfer-

grund, Germany)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 fluo-

rescence-activated cell sorting (FACS) buffer 500 μl에 0.1% 

(v/v) 농도로 Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA)을 조제하여 15분간 permeabilization 시켰다. FACS 

buffer로 1회 세척 후 Gli1- fluorescein isothiocyanate (FITC) 

antibody (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA)로 1 hr 염색

하였다. FACS buffer로 1회 세척 후 Attune ® FACS machine 

(Life Technologies, Darmstadt, Germany)을 이용하여 490 

nm excitation, 520/20 nm emission 파장에서 분석하였다.

siRNA를 이용한 유전자 억제 분석

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

Pocheon, Korea)에 3.5×105 세포수로 24 hr 배양한 뒤 serum 

free DMEM에 Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen, Carls-

bad, CA, USA) 20 μl 와 15 pmol PTCH siRNA(Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) 또는 15 pmol 

SMO siRNA (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, 

CA, USA) 6 μl를 혼합하여 transfection 하였다. 대조구는 con-

trol siRNA (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, 

USA)를 사용하였다. 12 hr 후 10% FBS 가 포함된 DMEM 배지

로 교환한 뒤 48 hr 동안 추가 분화 유도하였다.

총 단백질 발현분석

3T3-L1 세포주를 60 mm 세포배양 접시에 4.5×105 세포수로 

12 hr 배양한 뒤 camphor을 150, 200 및 250 mM로 처리한다. 

세포를 수집하여 RIPA lysis buffer (ATTO Corporation, Tokyo, 

Japan)에 phosphatase inhibitor cocktail (ATTO Corporation, 

Tokyo, Japan)과 protease inhibitor cocktail (ATTO Corpora-

tion, Tokyo, Japan)을 1 × 로 섞어 얼음에 1 hr 동안 lysis후 

13,000 rpm에서 20분간 원심분리기(Smart R17 Plus, Hanil, 

Daejeon, Korea)에서 원심분리를 실시하였다. 원심분리 후 상

층액을 회수하여 Bio-Rad protein assay (Bio-Rad Laborato-

ries, Hercules, CA, USA)를 활용해 정량 후 20 μg의 단백질을 

sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) gel method를 이용하여 전기 영동 하였다. Gel 

transfer된 단백질을 1× phosphate-buffered saline (PBS, LPS 

Solution, Daejeon, Korea) buffer 1,000 ml과 Tween20 (USB 

Corp., Cleveland, OH, USA) 1 ml를 섞어 만든 PBS-T에 5% 

skim milk (KisanBio, Seoul, Korea)를 1 hr 동안 blocking한 

뒤 1차 항체를 각 각 1:1,000의 농도로 12 hr 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 Amer-

sham enhanced chemiluminescence (ECL) western blotting 

detection reagent (GE Healthcare, Little Chalfont, UK)를 이

용하여 발색을 측정하였다. 항체는 anti-C/EBPα, anti-p-p38 

MAPK, anti-p-AMPKα, anti-PPARγ, (BioVision, Milpitas, CA, 

USA), anti-SMO, anti-β-actin, anti-AMPK (Santa Cruz Bio-

technology, Inc., Dallas, TX, USA) 및 anti-Gli1 (Novus Bio-

logicals, Centennial, CO, USA)를 이용하였다.

유전자 발현 분석

3T3-L1 세포주를 60 mm 세포배양 접시에 4.5×105 세포수로 

12 hr 배양한 뒤 camphor를 150, 200 및 250 mM로 처리한다. 

세포를 수집하여 3T3-L1 세포주로부터 Easy-Blue reagent 

(iNtRON Biotechnology Co., Seoul, Korea)을 이용하여 total 

RNA를 추출하였다. 추출된 RNA는 M-MLV RTase (Promega, 

Madison, WA, USA)와 Random primer (Promega, Madison, 

WA, USA)를 이용하여 cDNA를 합성하고 SYBR Green Real 

time polymerase chain reaction (PCR) Master Mix (Roche, 

Mannheim, Germany)와 LightCycler system (Roche, Mann-

heim, Germany)을 사용하여 qPCR을 수행하였다. 모든 유전

자 발현 정도는 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH)의 발현값으로 보정하였다.

Primer sequence는 PPARγ (5’-GGA AGA CCA CTC GCA 

TTC CTT-3', 5’-GTA ATC AGC AAC CAT TGG GTC-3'), 

C/EBPα (5’-GCA GCC ACT TGA GTT CTC AGG-3', 5’-GAT 

GTA GGC GGA GAG GTC GAT-3'), FAS (5’-AGA GAT 

CCC GAG ACG CTT CT-3', 5’-GCT TGG TCC TTT GAA 

GTC GAA GA-3'), GAPDH (5’-AGC TTC GGC ACA TAT 

TTC ATC TG-3', 5’-CGT TCA CTC CCA TGA CAA ACA-3'), 

Adiponectin (5’-GAA GCC GCT TAT GTG TAT CGC, 5’- 

GAA TGG GTA CAT TGG GAA CAG T-3'), SMO (5’-CAG 

CAA GAT CAA CGA GAC CA-3', 5’-GCT GAA GGT GAT 

GAG CAC AA-3'), Gli1 (5'-ACT GGG GTG AGT TCC CTT 

CT-3', 5'-TGG CAG GGC TCT GAC TAA CT-3')을 이용하였다.

통계분석

모든 생리활성 실험은 3회 반복 실험을 통해 수치화했으며, 

통계분석은 two 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

Camphor의 세포독성

Camphor의 실험농도 설정을 위해 세포독성을 확인하였다. 
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C

D

Fig. 1. Camphor inhibits the differentiation of 3T3-L1 cells without inducing cytotoxicity. A. Cell viability at t = 1 and t = 10 days 

in response to administration of varying concentrations of camphor; B. Methyl-isobutyl-xanthine, dexamethasone and in-

sulin (MDI)-induced differentiation of 3T3-L1 cells in the presence of camphor or dimethyl sulfoxide (DMSO); C. Oil Red 

O (ORO) staining of undifferentiated cells (BSC), cells treated with Lactobacillus rhamnosus KCTC 3237 (3237) fermented 

Chrysanthemum indicum L., and cells treated with camphor; D. Results of transfection (12 hr) with control siRNA (C-si), SMO 

siRNA(S-si) or PTCH siRNA (P-si) 12 hr followed by MDI-mediated differentiation.

Mitochondrial dehydrogenase와 반응하는 WST계열의 시약

을 이용하여 세포의 증식률을 측정하였다. Camphor의 3T3- 

L1 세포주에 대한 세포독성은 고농도인 500 mM에서도 보이

지 않았다(Fig. 1A). 또한, 3T3-L1세포주의 분화는 7일 이상 

소요되기 때문에 10일까지의 세포독성을 확인한 결과 250 

mM 이하의 농도에서 세포독성이 없었다(Fig. 1A). 분화 5일차 

세포모양도 dimethyl sulfoxide (DMSO) 처리된 대조군 대비 

세포독성을 보이지 않았다(Fig. 1B).

세포독성은 세포주에 산화스트레스를 발생시켜 단백질, 

DNA 또는 RNA 손상 및 미토콘드리아를 손상시키고 전체적

으로 세포의 생존유지를 못하는 세포독성 형태로 나타나 세포

를 사멸한다[10]. 특히, 유입량에 상관없이 세포속으로 유입된 

독성성분은 세포막의 일부 단백질과 경합하여 2차 신호전달 

경로를 차단 또는 변형시키고, 독성성분 중 이온을 나타내는 

성분은 세포막을 통해 세포 내로 유입되어 세포를 변형시킨다

[2]. 현재 연구된 세포독성을 띄는 다수의 물질들은 전하를 띠

는 수용성의 세포막에 전기적 성질을 띠는 이온형태로 결집을 

유도하여 세포 내 유입을 원활히 할 수 있는 것으로 알려져 

있다[14]. 본 연구에서 camphor는 500mM에서 세포내 독성을 

보이지 않았으며, 3T3-L1 세포주의 분화 기간인10일간 처리시
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Fig. 2. Evaluation of 3T3-L1 preadipocytes by qPCR and Western blot. A. Relative expression of mRNA in response to camphor 

(Data are expressed as mean ± SD. Significant difference from differentiation control by two-way ANOVA followed by the 

Bonferroni's test: ** p<0.01, *** p<0.001); B. Western blot of extracts from 3T3-L1 cells differentiated for 5 days in the presence 

of Lactobacillus rhamnosus KCTC 3237 (3237)-fermented Chrysanthemum indicum L., camphor or DMSO; C. Western blot analysis 

targeting hedgehog pathway proteins.

에도 세포독성을 보이지 않아 250 mM의 세포처리가 적정 농

도로 보인다.

Camphor의 SMO 억제효과 및 SMO의 분화 조절

세포분화 과정에서 장시간 농도 별 camphor를 처리한 3T3- 

L1 세포주에서 HH 신호 중 SMO, PTCH 및 Gli1를 측정하였

다. ORO 염색을 통해 감국 발효물 및 camphor 처리군에서 

지방구세포 분화가 억제된 것을 확인하였다(Fig. 1C). mRAN 

및 단백질에서 SMO 및 Gli1이 증가되는 것을 확인했으며(Fig. 

2A, Fig. 2B), 분화 4일차 camphor를 제거하고 SMO siRNA를 

이용하여 SMO를 억제 시 분화가 다시 유도되었다(Fig. 1D, 

Fig. 2C). PTCH 및 SMO siRNA를 각각 처리 시 PTCH 억제 

시 분화가 억제되었고, SMO siRNA 단독 처리군에서는 분화

가 유도되었다(Fig. 1D). 즉, PTCH 억제는 SMO를 활성화시키

는 기전으로 HH을 활성화시킨다. 이러한 결과는 HH 신호의 

활성화가 지방구세포 분화를 억제시키는 것을 보여준다. SMO 

siRNA를 통해 증가된 SMO를 조절하면 분화기전에 영향을 

미치는 것과 동일하게 camphor를 처리하면 분화기전에 영향

을 주어 분화억제가 되는 것을 확인할 수 있었다. 

HH 신호의 활성화 단계는 PTCH을 비활성화 시키는 HH 

리간드의 결합에 의해 시작되며 리소좀을 통해 PTCH의 분해

가 유도된다[24]. PTCH의 분해를 통해 SMO가 CSNK1A1 

(CK1α) 및 G protein-coupled receptor (GPCR) kinase2 

(GRK2)와의 연관을 통해 인산화가 활성화되고, β-arrestin과

의 연관을 통해 하위로 전달되도록 한다[4, 6]. 활성화된 SMO

는 Gli를 활성화시키고 HH 과 관련된 유전자를 자극, sup-

pressor of fused (SUFU)로부터 해리를 촉진하여 활성화된 Gli

가 세포 증식, 생존, 자가재생 및 암세포에서의 침습성에 관련

된 인자를 활성화시킨다[17]. 또한, SMO를 타겟으로 활성화 또

는 억제시키는 메커니즘을 통해 HH 신호를 조절하는 연구가 

다양하게 진행되었다[3, 12]. 특히, 3T3-L1 세포주에서는 SMO

를 활성화시키고, 암세포에서는 SMO를 억제해 세포의 성장 
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Fig. 3. Expression of Gli 1 (FITC) by 3T3-L1 cells in response to Chrysanthemum indicum L. extract (CI) alone, in response to each 

of the bacterial mediators of fermentation, and to camphor. A. Undifferentiated cells (BSC); B. 3T3-L1 cells differentiated 

in response to MDI; C. Cells treated with DMSO; Cells treated with D. Lactobacillus casei KCTC 3109 (3109)-fermented 

Chrysanthemum indicum L.; E. Lactococcus lactis subsp. lactis KCTC 3115 (3115)-fermented Chrysanthemum indicum L.; F. 

Lactobacillus rhamnosus KCTC 3237 (3237)-fermented Chrysanthemum indicum L.; G. Lactobacillus paracasei subsp. tolerans KCTC 

3074 (3074)-fermented Chrysanthemum indicum L.; H. Chrysanthemum indicum L. extract (CI); and I. Camphor.

및 침습성을 조절하는 연구들이 보고되고 있다[18].

분화를 조절하는 기전은 HH 신호 이외에도 cyclin D1, 

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3k)/Akt 및 mitogen-acti-

vated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase 

(MAPK/Erk) 등이 존재한다. 하지만 camphor의 처리시 pro-

tein kinase B (Akt)는 조절되지 않았으며(Fig. 2B), 이는 기존 

연구에서 감국 추출물에서 Akt가 조절된 이유는 camphor이

외의 물질에 대한 영향이라 보인다[5].

감국 추출물에서 Akt를 조절한 연구는 Raw264.7 세포주를 

이용하여 감국 메탄올 추출물 처리시 세포독성은 없었고, lip-

opolysaccharide에 의해 유도된 산화질소와 prostaglandin E2 

생성을 억제하였다. 또한 Akt1/Akt2를 표적으로 루테올린

(lutteolin)이 약리성분으로 확인된 바 있다[19, 27]. Akt 조절인

자인 루테올린은 감국 추출물에서 high perfomance liquid 

chromatography (HPLC)를 통해 14.9 mg/g으로 높은 함량으

로 확인되었다[27]. 하지만 본 연구에서 camphor는 Akt를 조

절하지 않았다.
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Fig. 4. GC-MS analysis of chemical derivatives associated with the fermentation system used to produce camphor. A. A GC profile 

of derivatives from Chrysanthemum indicum L. extract; B. A GC profile of derivatives from camphor; C. A GC profile of 

derivatives from Lactococcus lactis subsp. lactis KCTC 3115-fermented camphor; D. A GC profile of derivatives from Lactobacillus 

casei KCTC 3109-fermented camphor; E. A GC profile of derivatives from Lactococcus lactis subsp. lactis KCTC 3115 

(3115)-fermented Chrysanthemum indicum L.; F. A GC profile of derivatives from Lactobacillus casei KCTC 3109 (3109)-fermented 

Chrysanthemum indicum L.; G. A GC profile of derivatives from Lactobacillus rhamnosus KCTC 3237 (3237)-fermented 

Chrysanthemum indicum L.; H. A GC profile of derivatives from Lactobacillus paracasei subsp. tolerans KCTC 3074 

(3074)-fermented Chrysanthemum indicum L..

Gli1의 발현차이

분화과정 중 감국 추출물, 감국 발효물 및 camphor에서의 

Gli1 발현은 FACS기기를 이용하여 분석하였다. Gli1에 FITC 

형광이 conjugation되어 있어, Gli1이 염색되면 blue-laser 1 

(BL1)의 수치가 증가된다. Gli1의 단백질 증가가 BL1-A+ 부위

에 증가되면서 Gli1의 단백질을 확인할 수 있다. 



980 생명과학회지 2020, Vol. 30. No. 11

Fig. 5. Schematic representation of cam-

phor-mediated inhibition of adipo-

cyte differentiation by CI fermenta-

tion (CIF) products or camphor via 

PTCH-SMO-Gli1-mediated down-

regulation of lipogenesis.

일반적인 3T3-L1세포주의 Gli1 발현은 34.1±5.2%인 반면 

분화된 세포는 24.9±3.1%, KCTC 3109는 23.3±1.9%로 발현이 

감소되었고, KCTC 3115는 32.1±2.8%, KCTC 3074는 30.4±4.2 

%로 정상수치만큼 발현되었다. 반면, KCTC 3237은 62.7±1.5%, 

camphor는 60.4±2.2%로 Gli1의 발현이 높아지는 것을 확인하

였다(Fig. 3).

Gli1 또는 SMO를 조절하는 타겟은 직접적인 영향 이외에 

Wnt/β-catenin의 타겟인 Wnt3a에 의해 T-cell factor 4 (TCF4)/ 

β-caten을 통한 조절에 대한 연구가 보고되었다[26], 하지만 

본 실험에서 TCF4 및 β-catenin을 Western blot으로 확인한 

결과 camphor에 의해 조절되는 것을 확인할 수 없었으며(data 

not shown), PI3K/Akt를 통해서 조절되는 연구가 보고되어 

있지만[31], 본 실험에서 camphor에 의해 Akt가 조절되지 않

았다.

Camphor의 발효에 의한 차이와 감국 추출물과 발효물에

서의 양적 차이

Camphor를 발효시킨 과정에서 GC-MS에서 확인되는 cam-

phor의 retention time이 12.0정도 shift 되는 것을 알 수 있었

다(Fig. 4B). 다만, MS에서 molecular weight 차이를 보이지 

않았고, camphor의 구조는 변화되지 않는 것임을 확인했다

(Fig. 4C, Fig. 4D). 이 같은 결과는 발효과정에서 camphor의 

구조변화는 없는 것으로 판단된다.

감국 추출물의 발효과정 후 camphor의 양적 차이를 확인하

였다. 감국 추출물에서의 camphor의 area는 0.68%로 KCTC 

3109는 24.82%, KCTC 3115는 29.33%, KCTC 3237은 15.41%로 

감국 추출물보다 camphor의 양이 증가된 것을 확인할 수 있었

다(Fig. 4A, Fig. 4E, Fig. 4F, Fig.4G). 

Camphor는 3T3-L1 세포주에서 지방구세포 분화 억제효과

를 증가시켰고, FACS를 통해 Gli1의 발현을 60.4±2.2% 만큼 

증가시켰다. 일반적인 3T3-L1세포주는 34.1±5.2%의 Gli1를 발

현시키는데 비해 70%가량 증가된 것을 알 수 있다. 다만 KCTC 

3237이 camphor의 함량변화로 Gli1의 발현을 강하게 조절한 

것으로 유추할 수 있지만, KCTC 3109를 통해 감국 발효물에

서의 Gli1의 조절은 camphor만의 효과가 아닌 감국 발효물에 

있는 특정 물질과의 시너지 효과로 인한 조절로 판단된다.

Camphor는 분자 구조에 작용기가 적어, 식물에서 자주 발

견되는 glycoside form의 분자가 존재하지 않는다. 한편 그에 

비해 luteolin의 경우 식물체에서 비배당체 형태로도 존재하

나, 배당체의 형태로 존재하기도 한다. Luteolin의 배당체로는 

luteolin-5-O-glucoside와 luteolin-7-O-glucoside가 있으며[15, 

16], 이러한 배당체는 주로 β-glucosidase에 의해 비배당체로 

전환되며 그 활성이 증가한다[8]. 이러한 β-glucosidase는 여

러 유산균에서도 발견되며[20] 본 실험의 결과에도 영향을 미

친 것으로 보인다. 이러한 방법으로 식물 활성 성분을 강화한 

예로는 유산균 발효를 통한 이소플라본 활성 강화[23], 유산균 

발효를 통한 진세노사이드 활성 강화[29], 유산균 발효를 통한 

안토시아닌과 쿼세틴 강화[9] 등이 있다. 본 연구에서도 인체

에 유익한 유산균을 이용하여 감국 추출물의 활성을 강화시킨 

것으로 보인다. Camphor에 관한 연구로 세이지 잎에서 포함

된 camphor의 함량변화를 생합성 과정으로 확인하였다. 이는 

geranyl pyrophosphate–boranyl pyrophosphate–borneol 

–camphor로 생합성의 과정을 다루고 있다[7]. 다만, 감국에

서도 동일한 과정으로 camphor의 함량이 변하는 것에 대한 

추가연구가 필요하다. 또한, 본 연구처럼 감국을 발효시켰을 

경우3T3-L1 세포주 모델에 지방구세포 감소를 증가시킨 것은 

구조적 변화를 보인 물질의 영향이라 판단되며, 발효는 통한 

구조가 변한 미지의 물질 규명과 camphor의 함량변화에 대한 
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추가적인 연구가 필요할 것으로 보인다. 

감국 발효물에서 Gli1의 증가를 통한 지방구세포 분화 억제

효과를 확인하였다(Fig. 5). 특히 KCTC 3237의 경우 발효 후 

Gli1을 통해 지방구세포 분화 억제를 효과적으로 하는 것을 

알 수 있었다. 더불어 감국 추출물과 감국 발효물의 생리활성 

물질을 동물실험을 통해 동물모델에서도 적용 가능한지 자료

가 추가되어야 할 것으로 여겨지며, 본 연구의 결과로 감국 

추출물 및 감국 발효물과 camphor가 HH신호조절을 통해 지

방전구세포 분화 및 지방구세포 분화 억제를 조절하는 새로운 

비만치료제로 개발될 가능성을 제시하고자 한다.
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초록：Camphor의 Hedgehog 신호 SMO 조절을 통한 지방구세포 분화 억제효과

최재영
1,3
*․임종석

2
․이자복

2
․양영헌

3

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

본 연구는 지방구세포 감소를 위한 소재개발로 감국 추출물의 대표물질인 camphor가 갖는 지방구세포 분화 

억제효과를 관찰하였다. camphor의 세포독성을 확인하기 위해 3T3-L1 세포주를 이용하여 세포독성 측정을 1 day

에서 10 day까지 확인하였고, 세포독성은 모두 없었다. PTCH siRNA를 처리 시 PTCH가 비활성되어 분화가 억제

되었고, SMO siRNA 처리시 SMO가 비활성화되어 분화가 유도되었다. PTCH 억제는 SMO를 활성화시키는 기전

으로HH 신호의 활성화가 지방구세포 분화를 억제시키는 것을 보여준다. FACS를 이용한 Gli1 발현은 KCTC 3237

은 62.7±1.5%, camphor는 60.4±2.2% 로 분화된 세포 24.9±3.1% 보다 높은 것을 확인하였다. GC-MS에서 발효된 

camphor의 구조변화는 없는 것으로 확인되었으나, KCTC 3237에서 15.41% 양적 증가를 확인했다. 또한camphor

가 SMO를 과발현시키고, Gli1의 변화를 조절하였다. 따라서 감국 발효물의 생리활성 물질 중 향후 매커니즘 분석

을 위한 활성물질인 camphor를 이용해 동물모델에서 비만억제 효과에 대한 자료가 더 필요할 것으로 여겨지며, 

감국 추출물 및 발효물의 HH신호조절이 새로운 비만치료제로 개발될 수 있는 가능성을 제시하고자 한다.
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