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Abstract We examined the anti-inflammatory properties of

Nostoc commune HCW0811 in lipopolysaccharide-stimulated

RAW264.7 macrophage cells. The anti-inflammatory activity of

HCW0811 on viability of treated cells was assessed by measuring

the level of expression of NO, prostaglandin E2 and pro-

inflammatory cytokines, namely interleukin-1β, interleukin-6, and

tumor necrosis factor-α in HCW0811 treated RAW 264.7

macrophages. HCW0811 was non-toxic to cells and inhibited the

production of cytokines in a concentration-dependent manner. In

addition its treatment suppressed the production of pro-inflammatory

cytokines in a dose-dependent manner, and concomitantly

decreased the protein expressions of inducible NO synthase and

cyclooxygenase-2. Moreover, the levels of the phosphorylation of

mitogen-activated protein kinase family proteins such as

extracellular signal-regulated kinase, c-Jun N-terminal kinase,

p38, and nuclear factor kappa B were reduced by HCW0811.

These findings suggest that the HCW0811 collected from Daejeon

National Cemetery have anti-inflammatory effects, and demonstrated

its efficacy in cell-based in vitro assays.

Keywords Anti-inflammatory · Cyanobacteria· MAPK· Nostoc

commune

서 론

염증은 독성물질, 손상된 조직과 병원균의 감염 등의 유해한 자

극으로부터 신체를 방어하기 위해 가장 먼저 일어나는 병리학

적 반응으로 다양한 면역세포가 염증 매개 인자를 발현하여 외

부 감염에 대해 반응을 하는 복잡한 과정이다[1-3]. 일반적으로

염증은 초기 단계에서 세포의 손상을 억제하고 손상된 조직을

회복하는 등 자가 치유에 목적을 두고있으나 최근 환경 변화

및 스트레스 증가에 따른 과도하고 지속적인 염증 반응이 세포

및 조직의 기능장애, 뇌 질환, 아토피, 암, 심혈관 질환 등 다

양한 염증성 질환의 원인으로 밝혀지면서 인체에 부정적인 이

면이 부각되고 있다[4-7]. 인체 내 주요 염증 세포인 대식세포

는 그람 음성균 외벽의 lipopolysaccharide (LPS)와 같은 강력한

면역 활성 물질에 의해 자극 받아 nitric oxide (NO), prostaglandin

E2 (PGE2), leukotriene, 전 염증성 사이토카인을 포함한 여러

염증매개물질을 합성 및 분비하여 면역반응을 조절 하는 것으

로 보고되었으며[8-12] 이러한 매개물질의 발현을 조절하는 대
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표적인 신호전달 경로로는 Mitogen-activated protein (MAP)

kinase와 nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated

B cells (NF-κB)가 알려져 있다[13,14]. 활성화 된 대식세포에서

MAP kinase family인 p38, extracellular signal regulated

kinase (ERK) 1/2, c-Jun N-terminal kinase (JNK)의 인산화는

염증 매개체 합성에 관여하여 cytokine 생성을 촉진하고 염증반

응을 증가시키며[15,16] NF-κB는 여러 염증성 매개체의 유전자

발현을 유도하는 전사인자로서, inducible nitric oxide synthase

(iNOS)와 cyclooxygenase-2 (COX-2)의 발현을 유도하는 전사인

자로서 작용한다[17,18]. 특히 NF-κB 활성으로 유도되는 iNOS

의 발현은 macrophage에서 NO가 과잉 생산되는 중요한 메커

니즘으로 염증 반응 과정에서 iNOS로부터 과 발현된 NO는 류

마티스 관절염 및 암을 포함한 여러 질환의 원인으로 알려져

있다[19,20]. 또한 iNOS와 함께 발현되는 COX-2는 PGE2 의

생성을 촉진하여 종양의 세포사멸을 억제하고 혈관 생성을 유

도하는 등 종양 생성과 밀접한 관련이 있는 것으로 보고되었다

[21]. 이는 MAP kinase와 NF-κB의 인산화 억제를 통해 iNOS

및 COX-2의 발현을 감소시키고 전 염증성 사이토카인의 합성

과 분비를 억제함으로써 효과적인 항염증 효능을 유도 할 수

있음을 의미한다. 따라서 현재 이러한 염증 인자들을 찾아 조

절 및 제거하고 기전을 밝히기 위한 연구가 활발히 진행되고

있다[22-24].

남조류는 선캄브리아시대부터 대기중 산소공급에 중요한 역

할을 한 광합성 원핵생물로 생태계 내에서 중요한 1차생산자

역할을 하며 극지, 사막에 이르기까지 다양한 육상 및 수생 환

경에서 서식하고 있다[25]. 또한 항균 및 항 바이러스 활성을

가진 tolyporphin, laxaphycin, indolocarbazole 등의 성분을 포

함하는 것으로도 보고되었다[26,27]. 남조류의 일종인 구슬말

(Nostoc commune Vaucher ex Bornet & Flahault)은 남조류

구슬말목 (Nostocales) 구슬말과 (Nostocaceae)에 속하며 이형세

포를 갖는 특징으로 다른 목들과 구분되는데 극지방에서 열대

지역까지 광범위한 지역에 분포하며 단세포가 연결되어 형성된

수많은 trichome들이 점액질에 둘러 쌓인 형태로 커다란 군체

를 형성하고 주로 토양, 암반, 잔디 위 등에 서식한다고 알려져

있다[28]. 2021년 국가생물종목록 기준으로 우리나라에는 구슬

말속 10종이 보고되어 있으나, 흔히 관찰되지 않고 연구가 거

의 없는 실정이다. 이에 본 연구에서는 산업적으로 유용한 신

규 생물 소재를 탐색하기 위해 그 동안 연구가 많이 이뤄지지

않은 토양 남조류를 분리·동정하였으며 분리한 N. commune

HCW0811의 추출물의 항염증 활성을 조사 하고자 하였다. 이

에 LPS로 유도된 RAW 264.7세포에서 NO, PGE2, 및 tumor

necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-6), interleukin-1β

(IL-1β)와 같은 염증성 사이토카인의 억제 활성을 측정하였으며,

western blot assay를 통해 iNOS, COX-2 및 MAP kinase 외

NF-κB 세포내 신호전달 경로에서의 단백질 발현을 확인하였다.

재료 및 방법

남조류의 분리 및 동정

대전시 국립대전현충원 내 묘역 잔디에 착생하여 서식하는 암

녹색 남조류 를 채취하여 분리 배양한 strain을 HCW0811로 명

명하였으며, 광학현미경을 사용하여 세포의 형태적 특성을 관찰

하였다 (Olympus BX 50). 형태적 특성을 토대로 남조류로 파

악하고 남조류 특이적 primer CYA106F (CGGACGGGTGAG

TAACGCGTGA)와 FDSKS_CyaR1 (CACCTTCCGGTACGGC

TACCTTG)[29,30]를 사용한 polymerase chain reaction을 통해

약 1.3 kb의 16S rRNA 유전자를 증폭 부위를 증폭하였다. 이

후 증폭된 약 1.3 kb의 DNA 단편을 제노텍(주)에 의뢰하여 염

기서열을 해독하였으며 HCW0811의 16S rRNA 유전자 서열은

우선 NCBI database에서 상동성을 검색하고 Nostoc 속의 종과

근연한 속과의 계통을 분석하기 위해 Mega X 프로그램으로

align하고 계통 분석을 실시하였다. Pairwise distance는 maximum

composite likelihood model로 계산하고, maximum likelihood

(ML) tree는 bootstrap method로 1000회 반복 테스트하였다.

HCW0811 추출물 제조

건조 된 HCW0811 분말 1 g에 70% ethanol 500 mL을 가하여

상온에서 48시간 동안 2회 반복하여 추출하였다. 회수한 1차 추

출물과 2차 추출물을 혼합 하여 5.0 µm의 공극 크기를 갖는

paper filter (Toyo Roshi Kaisha, Tokyo, Japan)로 여과하였다.

이후, 여과액을 ethyl acetate로 분획한 뒤 감압농축기로 분말화

하여 실험에 사용하였다.

실험 재료 및 세포배양

본 실험에 사용 된 RAW 264.7 세포는 한국세포주은행에서 분

양 받아 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco, NY, USA)과

100 U/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin을 함유된 Dulbecco’s

Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco, NY, USA)을 사용

하여 37 oC, 5% CO2 조건의 incubator 에서 배양 하였다. 2일

을 주기로 계대 배양을 시행하여 안정화 하였으며 염증 유발을

위해 사용 된 LPS는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에

서 구입하였다.

세포 독성 측정

HCW0811의 세포 독성은 MTT assay를 이용한 cell viability

assay를 통해 측정하였다. 24-well plate에 RAW 264.7 세포를

8.0×104 cells/well의 농도로 분주하여 37 oC, 5% CO2 incubator

에서 24시간 동안 전 배양 한 뒤 희석한 HCW0811 (12.5, 25,

50 μg/mL)와 LPS (1 µg/mL)를 동시 처리하여 동일한 배양 조

건하에 24시간 동안 염증을 유도하였다. 반응 종료 후 MTT 시

약을 첨가하여 incubator에서 2시간 동안 반응하였으며 각 well

에 형성된 formazan blue를 DMSO로 용해시킨 후 ELISA

reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 이

용하여 570 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.

NO 생성 억제 활성 측정

RAW 264.7 세포를 24-well plate에 8.0×104 cells/well의 농도

로 분주하여 37 oC, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 전 배

양한 후 희석한 HCW0811 (12.5, 25, 50 μg/mL)와 LPS

(1 μg/mL)를 동시 처리하여 동일한 배양 조건하에 24시간 동인

염증을 유도하였다. 이후 세포배양 상층액 100 μL와 Griess 시

약 [1% (w/v) sulfanilamide, 0.1% (w/v) naphylethylenediamine

in 2.5% (v/v) phosphoric acid] 100 μL을 96-well plate에서
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동량 혼합하여 10분간 암반응 시킨 후 ELISA reader를 사용하

여 540 nm파장에서 흡광도를 측정하였다.

Prostaglandin E2 (PGE2) 생성 억제 활성 측정

RAW 264.7 cell 을 24-well plate에 8.0×104 cells/well 농도로

분주한 뒤 37 oC, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 전 배양

한 후 LPS (1 μg/mL)와 희석된 HCW0811 (12.5, 25, 50

µg/mL)를 동시 처리하여 동일한 조건하에 24시간 동안 염증을

유도하였다. 반응 종료 후 세포배양 상층액은 centrifuge (10,000

rpm, 3 min) 하여 침전물을 제거하였으며 회수한 상등액에 존

재하는 PGE2의 함량은 mouse enzyme-linked immnunosorbent

assay (ELISA) kit (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN,

USA)를 이용하여 측정하였다.

전염증성 사이토카인(TNF-α, IL-6, IL-1β) 생성 억제 활성 측정

264.7 세포를 24-well plate에 8.0×104 cells/well의 농도로 분주

하여 CO2 incubator (37 oC, 5% CO2)조건에서 24시간 배양한

후, 희석한 HCW0811 (12.5, 25, 50 μg/mL)와 LPS (1 μg/mL)

를 동시 처리하여 동일한 조건하에 24시간 동안 염증을 유도하

였다. 이후 회수한 세포배양 상층액을 원심분리(10,000 rpm, 3

min)하여 침전물을 제거하였으며 회수한 상등액 내에 존재하는

전염증성 사이토카인의 함량을 Mouse TNF-α ELISA Kit

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), Mouse IL-6 ELISA Kit (BD

Biosciences, San Jose, CA, USA), Mouse IL-1β ELISA Kit (R&D

Systems Inc., Minneapolis, MN, USA)를 이용해 측정 하였다.

Western blot analysis

RAW 264.7 cell을 6-well plate에 4×105 cells/well의 농도로

분주하여 37 oC, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 전 배양

한 후, 희석 된 HCW0811 (12.5, 25, 50 µg/mL)와 LPS (1

µg/mL)를 동시 처리하여 동일한 조건하에 24시간 동안 염증을

유도하였다. 이후 세포를 PBS를 이용하여 2회 세척한 뒤, lysis

buffer [1× RIPA (Upstate Cell Signaling Solution, NY, USA),

1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM Na3VO4, 1 mM

NaF, 1 μg/mL aprotinin, 1μg/mL pepstatin, and 1 μg/mL leupeptin]

를 처리하여 1시간 동안 lysis를 진행 하여 이후 원심 분리

(12,000 rpm, 30 min) 과정을 거쳐 상층액과 pellet을 분리하였다.

BCA kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 사용하여 정량 한

20 μg의 단백질을 10% polyacrylamide를 함유한 10% SDS-

PAG에서 전기영동 한 뒤, poly-vinylidene difluoride membrane

(Milipore, Burlington, MA, USA)에 전이하였으며, 전이가 종료

된 membrane은 5% skim milk (sol. TBST)에 넣고 상온에서

1시간 30분 동안 blocking을 시행하였다. 이후 TBST로 10분간

3회 세척한 뒤, 1차 항체 반응은 TBST로 희석된 iNOS

antibody (1:1,000, Bio-Rad), COX-2 antibody (1:1,000, Rockland

Immunochemicals, Inc. USA), phospho-ERK1/2 antibody,

phospho-SAPK/JNK (Thr180/Tyr185) antibody, phospho-p38

antibody, IκB-α antibody, phospho-NF-κB antibody (1:1,000,

Cell signaling Tech, Danvers, MA, USA), β-actin antibody

clone AC-74 (1:1,000, Sigma),에 담구어 4 oC에서 하루 밤 동

안 반응 하였다. 반응 후 TBST 용액으로 4회 세척한 membran

을 horseradish peroxidase가 결합된 2차 항체 (Jackson

ImmunoResearch, West Grove, PA, USA)를 1:5,000 비율로

희석하여 90분 동안 반응한 뒤 TBST로 10분간 3회 세척하여

ECL kit (Bio-Rad)로 반응시켰으며 imaging densitometer

(model GS-700, Bio-Rad)를 통해 현상하였다. 또한 현상된 단

백질 발현량은 imageJ program (NIH, Bethesda, MD, USA)을

통해 면적을 수치화하여 그래프로 나타내었다.

통계처리

모든 실험은 3회 반복하여 측정하였으며 그 결과는 평균값±표

준편차로 나타내었다. 또한 통계적 분석은 각 처리 구간의 유

의성(*p <0.05; **p <0.01)을 검증을 위해 분산분석(analysis of

variance, ANOVA)후 student’s t-test로 다중 비교를 시행하였다.

결 과

남조류의 동정 결과

국립대전현충원에서 채집한 HCW0811은 암녹색을 띈 남조류로

구분되며 광학현미경으로 원형의 세포가 여러 개 연결된 다수

의 trichome이 점액질에 둘러싸여 몇 cm에 달하는 커다란 군

체를 형성하는 것을 확인하였다(Fig. 1A). 또한 이러한 trichome

중에는 일반 세포보다 크기가 큰 이형세포(heterocyst)가 관찰되

어 Nostocales (구슬말목)의 특징을 보였다 (Fig. 1B). 남조류의

특이적 프라이머로 증폭된 약 1.3 kb의 DNA 단편으로부터 확

보된 HCW0811의 1,289 bp의 염기서열 정보를 토대로 NCBI

database에서 상동성 검색을 수행한 결과, 일본에서 보고된

Nostoc commune HK-02 [31]와 N. commune YK-04 (GenBank

no. AB694928), 멕시코에서 보고된 N. commune ACT709

[32] 등과 각각 99.77, 99.54, 98.37%의 높은 상동성을 보였다.

HCW0811과 Nostoc 속의 종들 N. flagelliforme CCNUN1

[33], N. sphaeroides CCNUN1 (CP024785), N. edaphicum

CCNUC1 (CP045226)과는 pairwise distance가 약 2% 내의 차

이를 보여 Nostoc 속의 종 간에는 16S 유전자의 변이가 매우

적었다. HCW0811는 Nostocaceae (구슬말과)에 최근 새로 보고

된 속인 Violetonostoc minutum CHAB5840 (MN400069)과는

pairwise distance가 5.5%, Minunostoc cylindricum CHAB

5843 (MH918062)와는 7.1%로 속간에는 종간에 비해 유전적으

로 뚜렷이 구분되었다(Fig. 1C). 체색이 보라색인 Violetonostoc,

세포 형태가 원통형인 Minunostoc에 비해 HCW0811는 암녹색

이고 동그란 형태의 세포 모양으로 뚜렷한 차이가 있었다. 따

라서 HCW0811는 이형세포를 가지는 Nostocales에 속하며 커

다란 군체를 형성하고 동그란 세포가 연결된 trichome으로 가

득 차 있으며 N. commune과 유전적으로 일본지역에 서식하는

N. commune와도 가장 가까워 HCW0811를 남조류 Nostoc

commune Vaucher ex Bornet & Flahault로 동정하였다. NCBI

database에 등록한 16S 유전자 서열명은 Nostoc commune

HCW20200728이고, 실험에 사용된 시료명은 HCW0811이다

(GenBank no. OL679911).

세포 독성 비교 측정

LPS에 의해 유도된 RAW264.7 세포에서 HCW0811이 세포 생

존에 미치는 영향을 조사하기 위해 MTT assay를 시행하였다.
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HCW0811를 12.5, 25, 50 µg/mL 농도로 처리하여 24시간 배양

한 후 세포 생존율을 조사한 결과, 모든 테스트 농도에서 85%

이상의 세포 생존율이 확인되었다(Fig. 2). 따라서 추후 실험은

12.5, 25, 50 µg/mL 농도를 사용 하여 진행하였다.

NO 생성 억제 활성 비교

LPS로 유도된 RAW264.7 세포에서 HCW0811이 NO의 생성에

미치는 영향을 조사하고자 시행되었다. LPS (1 μg/mL)와

HCW0811을 12.5, 25, 50 μg/mL 농도로 동시 처리한 뒤 griess

reagent (Sigma-Aldrich)를 이용하여 세포 배양액에 존재하는

NO2-의 양을 측정하였다. 그 결과 HCW0811은 LPS 단독 처리

군과 비교하였을 때 NO 생성을 12.5, 25 μg/mL에서 각각

10.9, 28.0% 억제 하였으며 가장 고농도인 50 μg/mL에서

58.9% 억제하는 것으로 나타났다(Fig. 3).

PGE2 생성 억제 활성

LPS 자극에 의해 유도된 RAW 264.7 세포에서 HCW0811이

PGE2의 생성에 미치는 영향을 조사하기 위해 실험을 진행한 결

과 HCW0811은 각 농도에서 LPS 단독 처리군과 비교하였을

때 PGE2의 생성을 10.4, 36.5, 45.3% 억제하였다(Fig. 4).

iNOS 및 COX-2 발현 억제

본 실험에서는 NO와 PGE2의 생성에 관여하는 iNOS 및 COX-

2 단백질의 발현에 HCW0811이 미치는 영향과 이들의 연관관

계를 조사하고자 western blot assay를 시행하였다. LPS (1 µg/

ml)로 자극한 RAW 264.7 세포에 HCW0811을 12.5, 25, 50

μg/mL 농도로 처리하여 24시간 염증을 유도한 후 iNOS 및

COX-2의 단백질 발현을 확인한 결과 HCW0811을 처리한

RAW 264.7세포에서 LPS 단독 처리군과 비교하였을 때 25, 50

Fig. 1 Morphology and molecular phylogenetic relationship of HCW0811. (A) Natural habit of macrophytic Nostoc commune HCW0811 colony. (B)

Microscopic morphology of Nostoc commune HCW0811 colony. The connecting cells formed thread-like trichomes. The bigger round cell was

heterocyst for nitrogen fixation metabolism (arrow). Scale bar represents 20 μm. (C) Phylogenetic tree based on the 16S rRNA gene partial sequences

aligned 1,296 bp showing the genetic position of Nostoc commune HCW0811 of Daejeon, Korea compared with other geographical populations (Japan,

Mexico) and related genera Violetonostoc and Minunostoc among family Notocaceae. Numbers indicate bootstrap value (>50%) from 1,000 replicates

maximum likelihood (ML) analysis. GenBank accession numbers are shown in parentheses. (scale bar: 0.02 nucleotide substitutions per site)
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µg/mL 농도에서 iNOS의 발현이 유의하게 감소하는 것으로 나

타났으며 iNOS 발현과 NO 감소 양상이 유사한 것으로 보아

HCW0811 처리에 의한 NO 감소 활성은 iNOS의 발현과 밀접

한 관련이 있음을 확인 하였다(Fig. 5A). 또한 prostaglandin 생

합성의 전구체인 arachidonic acid로부터 PGE2를 생성하는 것으

로 알려진 COX-2와 PGE2의 연관성을 확인하기 위해 COX-2

발현량을 확인한 결과 PGE2 감소량과 유사한 감소 양상을 확

인하였다(Fig. 5B). 이와 같은 결과를 근거로 HCW0811은

iNOS와 COX-2의 유전자 발현을 억제함으로써 NO 및 PGE2의

생성을 제어하는 것으로 사료된다.

전염증성 사이토카인 생성 억제

HCW0811이 LPS으로 유도된 RAW 264.7 세포에서 전염증성 사이

토카인의 생성에 미치는 영향을 조사하기 한 결과 12.5, 25, 50 μg/

mL 농도로 처리 된 HCW0811는 LPS 처리군과 비교하였을 때

TNF-α의 생성을 각각 9.4, 25.8, 34.1% 억제하였고 IL-6의 생성은

25, 50 μg/mL 농도에서 각각 37.9, 64.3% 억제하였으며 IL-1β의 생

성을 25, 50 μg/mL 농도에서 26.2, 41.1% 억제하였다(Fig. 6).

MAPKs 및 NF-κB기전 억제

LPS로 유도된 RAW 264.7 세포에 HCW0811을 처리하여 p38,

JNK, ERK1/2의 인산화를 확인한 결과 p38, JNK, ERK 1/2의

인산화가 농도 의존적으로 감소하는 양상을 확인하였다(Fig. 7A,

B, C). 또한 NF-κB의 활성화 지표인 IκB-α의 degradation 확인

결과, LPS 단독 처리군에서 가장 degradation 되었으며

HCW0811을 처리한 RAW 264.7 세포에서 농도 의존적으로

IκB-α의 degradation이 감소하는 것을 확인하였다(Fig. 7D, E).

고 찰

본 연구는 LPS로 유도된 대식세포의 염증반응에서 HCW0811

이 미치는 영향을 조사하여 염증성 질환의 치료 및 항염증 기

능성 화장품 개발을 위한 가능성을 검증하고자 시행되었다. 이

에 RAW 264.7 세포에 LPS를 처리하여 염증을 유도한 후

HCW0811을 12.5, 25, 50 μg/mL 농도로 처리하여 NO, PGE2,

의 생성 억제를 조사한 결과 NO, PGE2, 의 생성이 효과적으로

억제 되었음을 확인하였다. 이후 western blot assay를 통해

iNOS와 COX-2의 발현을 조사한 결과 HCW0811는 NO,

PGE2와 마찬가지로 iNOS와 COX-2의 발현을 유의하게 억제하

는 것으로 확인되었다. 이러한 결과는 HCW0811의 항염증 활

성이 iNOS와 COX-2 발현 억제에 의한 NO, PGE2의 생성 감

소 로부터 유도된 것임을 입증하며 HCW0811은 COX-2 발현

억제를 통한 PGE2의 감소에 더 효과적임을 확인하였다. 또한

염증 발생 시 대식세포에서는 세포를 보호하기 위하여 NO와

PGE2와 같은 염증 매개물 이외에 전 염증성 사이토카인(TNF-

α 및 IL-1β, IL-6)을 분비하는데 과도한 염증성 사이토카인의

분비는 염증을 심화하고 패혈증과 같은 염증성 질환을 유발한

다. HCW0811는 TNF-α 및 IL-1β, IL-6의 생성을 억제하였으며

IL-6에서 가장 유효한 활성을 갖는 것을 확인하였다. 이러한 염

증 매개 물질의 발현을 조절하는 주요 경로에는 MAP kinase와

NF-κB 신호 전달 경로가 있으며 HCW0811이 두 신호 전달 경

Fig. 2 Inhibitory effects of HCW0811 on cell viability in RAW 264.7

cells. The production of nitric oxide was assayed in the culture medium

of cells stimulated with LPS (1 μg/mL) for 24 h in the presence of

HCW0811 (12.5, 25, 50 μg/mL). Cytotoxicity was determined by MTT

assay. Result is expressed as percentages compared to the respective

values obtained for the control. Data represent the means ± SD with three

separate experiments. *p <0.05; **p <0.01

Fig. 3 Inhibitory effects of HCW0811 on nitric oxide production in RAW

264.7 cells. The production of nitric oxide was assayed in the culture

medium of cells stimulated with LPS (1 μg/mL) for 24 h in the presence

of HCW0811 (12.5, 25, 50 μg/mL). Result is expressed as percentages

compared to the respective values obtained for the control. Data represent

the means ± SD with three separate experiments. *p <0.05; **p <0.01

Fig. 4 Inhibitory effects of HCW0811 on PGE2 production in RAW

264.7 cells. The production of PGE2 was assayed in the culture medium

of cells stimulated with LPS (1 μg/mL) for 24 h in the presence of

HCW0811 (12.5, 25, 50 μg/mL). Result is expressed as percentages

compared to the respective values obtained for the control. Data represent

the means ± SD with three separate experiments. *p <0.05; **p <0.01
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로에 미치는 영향을 알아보기 위해 p38, JNK, ERK 1/2 인산

화 및 IκB-α의 발현을 확인하였다. 그 결과 LPS 단독 처리군

대비 p38, JNK, ERK 1/2의 인산화가 농도 의존적으로 감소하

는 것을 확인 하였으며 NF-κB의 인산화 및 IκB-α의 degradation

또한 감소하는 것을 확인하였다. 이상의 결과들을 종합하여 볼

때 HCW0811는 p38, ERK1/2, JNK의 인산화 및 NF-κB의 활

성 조절함으로써 NO와 전염증성 cytokine의 생산을 억제하여

항염증 효과를 나타내는 것으로 판단된다. 이러한 결과는

HCW0811가 다양한 신호전달경로를 억제하여 염증 인자를 표

적으로 하는 피부 면역 질환의 개선 및 치료와 여러 염증성 질

환을 예방하기위한 항염증 기능성 화장품 및 식품소재로의 개

발가능성을 시사하며 추후 HCW0811가 더욱 효과적인 항염증

소재로 적용되기 위해서는 유효 화합물의 분리와 동정에 대한

연구가 진행되어야 할 것으로 사료된다.

초 록

구슬말(Nostoc commune Vaucher ex Bornet & Flahault)은 이

형세포를 갖는 특징으로 다른 목들과 구분되는 남조류의 일종으

로 극지방에서 열대지역까지 광범위한 지역에 분포하며 단세포

가 연결되어 형성된 수많은 trichome들이 점액질에 둘러 쌓인 형

태로 커다란 군체를 형성한다. 주로 토양, 암반, 잔디 위 등에 서

식한다고 알려져 있으나 흔히 관찰되지 않기 때문에 현재 연구

가 거의 없는 실정이다. 이에 본 연구에서는 토양 남조류인 N.

commune HCW0811을 분리 및 동정하였으며 항염증 활성을 조

사 하고자 하였다. 그 결과 N. commune HCW0811는 LPS로

유도된 RAW 264.7세포에서 80%이상의 세포 생존율을 나타내

었으며 NO, PGE2 및 TNF-α, IL-6, IL-1β의 생성을 효과적으로

억제하였다. 또한 western blot assay를 통해 iNOS, COX-2 및

MAP kinase (p38, ERK1/2, JNK)와 NF-κB 세포내 신호전달

Fig. 6 Inhibitory effects of HCW0811 on production of pro-inflammatory

cytokines in RAW 264.7 cells. The production of (A) TNF-α, (B) IL-6,

and (C) IL-1β was assayed in the culture medium of cells stimulated with

LPS (1 μg/mL) for 24 h in the presence of HCW0811 (12.5, 25, 50 μg/

mL). Results are expressed as a percentage of the control. Data represent

the means ± SD with three separate experiments. *p <0.05; **p <0.01

Fig. 5 Inhibitory effects of HCW0811 on the protein level of iNOS and

COX-2 expression in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. (A) iNOS, (B)

COX-2. Cells (4×105 cells/well) were pre-incubated for 24 h, and then

treated with LPS (1 μg/mL) and Sample for 24 h. The protein levels of

iNOS, COX-2 were analyzed by western blot. β-Actin was used as the

control. Data represent the means ± SD with three separate experiments.

*p <0.05; **p <0.01
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경로에서의 단백질 발현을 조사한 결과 이들의 발현이 유의하게

억제됨을 확인하였다. 본 연구에서는 이러한 결과를 근거하여

HCW0811가 다양한 염증 인자를 표적으로 하는 피부 면역 질환

을 포함한 염증성 질환의 예방과 치료를 위한 항염증 기능성 화

장품 및 식품소재로의 개발가능성을 제시한다.

Keywords 구슬말(Nostoc commune) · 항염증 · Cyclooxygenase-

2 저해 · Inducible nitric oxide synthase 저해 · MAP kinase
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