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IIn vitro antimicrobial and anti-inflammatory activities of nargenicin and its deriva-
tives were investigated. Nargenicin, an unusual macrolide antibiotic with potent 
anti-MRSA (methicilin-resistant Staphylococcus aureus) activity, was purified from 
the culture broth of Nocardia sp. CS682. And variety of novel nargenicin deriva-
tives was synthesized from nargenicin. Two compounds (4 and 5) exhibit a broad 
spectrum of antimicrobial activities against infectious bacteria. The antimicrobial 
activity of derivatives against fifteen organisms was assessed using the minimum 
inhibitory concentration (MIC). The MIC values were in the ranges of 0.15~80 µg/ 
mL (w/v) for compound 1 and 2, 5~80 µg/mL (w/v) for compound 3, 1.25~40 µg/ 
mL (w/v) for compound 4, and 1.25~80 µg/mL (w/v) for compound 5, depending 
on the pathogens studied. In vitro, we investigated cytotoxicity and inhibition of 
nitric oxide (NO) production of synthesized compounds 1-5 in Raw 264.7 cells. 
LPS-induced nitric oxide releases were significantly blocked by compound 3, 4 
and 5 in a dose-dependent manner. At high concentrations (5 µg/mL) compound 5 
inhibited the NO production by 95%. Compound 4 inhibited the release of NO in 
LPS-activated Raw 264.7 cells by 75% at the concentration of 10 µg/mL. Com-
pound 3 inhibited the release of NO in LPS-activated Raw 264.7 cells by 65% at 
the concentration of 100 µg/mL. On the other hand, nargenicin, compound 1 and 
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2 did not inhibit NO production. These results demonstrated that compound 4 and 
5 displayed antimicrobial activity and blocked LPS-induced pro-inflammatory 
mediators such as NO in macrophages, which might be responsible for its thera-
peutic application.

Key words : nargenicin, nargenicin derivatives, antimicrobial activity, anti-inflam-
matory activity

Ⅰ. 서 론

농업용 항생물질의 개발은 1900년대 초반부터 시작되었다. Penicillin의 발견 후 griseofu-

lvin, streptomycin이 발견되었으며, 1950년대 이후로부터 농업용 항생물질은 본격적으로 개

발되기 시작하여 streptomycin, oxytetracyclin, 및 polyoxin 등이 실용화에 성공하여 현재까지

사용되고 있다(Vander et al., 1946; Nand et al., 1973; McManus et al., 2002). 농업용 항생제

는 미생물에 대한 강한 침투성을 가지고 있는 것이 특징이다. 그러나 농업용 항생제를 장

기적으로 사용시 자연계로 유출이 되어 생태계에 악영향을 미칠 것으로 예상되었고, 미생

물이 다양한 경로로 항생제 내성을 가지게 되었다. 최근 농업, 축산, 의료 분야에서 공통적

으로 떠오르는 문제는 항생물질 내성 세균의 발생이라고 할 수 있다. 농약용 항생물질의

장기사용은 식물병원균의 내성을 유발하였으며 토양하천 및 분변에 존재하는 항생물질 내

성균은 잠재적인 공중 위생의 위협 요인으로 인식되었다. 항생물질 내성균 중 대장균의 경

우 돼지 분변에서 100%, 퇴비 71.4%, 돼지농가 하천 56.7%, 토양 33.3%로 대부분의 채취지

역에서 검출되었고 분변의 경우 대장균, 장구균, 감필러박터균 및 포도상 구균이 검출될 정

도로 내성균 출현은 심각하다(Witte, 2000; Jung, 2003). 인체 감염에 관련한 항생제 내성세

균에는 메티실린 내성 세균(MRSA, methicillin resistant Staphyllococcus aureus), vancomycin 

내성 장구균(VRE, vancomycin resistant entericocci), carbapenemase 생성 imipenem 내성균 및

extended-spectrum β-lactamase 생성균(ESBL, extended-spectrum β-lactamase)이 대표적이다

(Watkins et al., 2013). 항생물질 내성균은 vancomycin, teicoplanin등의 제한적인 항생제로 억

제가 가능하나(Stille et al., 1988; Kergueris et al., 1994), 최근 이 항생제에 대한 내성균 보고

가 증가하고 있고 항생물질 내성균의 경우 대부분의 항생제에 대한 교차 내성을 보이고 있

어 새로운 항생물질에 대한 개발이 시급하다(Rumore et al., 2010; Ager and Gould, 2012, 

Chastre et al., 2014; Mendes et al., 2014). 

본 연구자들은 항생제 내성균에 유효한 소재를 개발하고자 국내 토양에서 항생물질 생

산 신규 방선균을 분리하여 Nocardia sp. CS682라 명명하고 균주 발효물에서 항균 물질인

nargenicin을 순수 정제하여 생물학적 특성을 보고하였다(Sohng et al., 2008; Cho et al., 2009). 

또한 nargenicin 생합성 경로를 유전학적 수준에서 조절하여 nargenicin 생산성을 증가시켜
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보고하였다(Koju et al., 2012, Maharjan et al., 2012). 본 연구에서는 nargenicin 및 유기합성물

인 nargenicin 유도체를 사용하여 항생제 내성균에 대한 항균 효과를 확인하고 면역세포인

Raw 264.7 세포를 이용하여 in vitro 상에서 세포독성평가 및 nitric oxide(NO) 저해효과를

확인하여 저독성의 항생제 내성 균주 생장 억제제로 활용 가능성을 타진 하고자 하였다. 

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료 및 시약

LPS(Lipopolysaccharide), sodium nitrate, MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetra-

zolium bromide)은 Sigma(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)사에서 구입하였고, FBS, 

penicillin-streptomycin 및 배지는 Gibco(Invitrogen, Grand Island, NY, USA)에서 구입하였다. 

실험에 사용된 모든 용매들은 특급으로 wako(Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan)

사로부터 구입하였다. 본 실험에 사용한 nargenicin은 Nocardia sp. CS682(기탁번호 KCTC11 

297BP, Korean Collection for Type Cultures) 균주의 배양액에서 정제하여 사용하였다. 

Nargenicin 유도체는 조선대학교 약학대학 의약화학실험실에서 합성한 것을 분양받아 사용

하였다.

2. 사용 균주

항균활성 검정을 위하여 그람양성 및 음성균 Alacligenes faecalis ATCC 1004, Entero-

coccus Faecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis ATCC6633, Staphylococcus aureus KCTC 1928, 

Micrococcus luteus ATCC 9341, Mycrobacterium smegmatis ATCC 9341, Salmonella typhimrium 

KCTC 1925, Escherrichia coli KCTC 1923, Pseudomonas aeruginosa KCTC 1637, Enterococcus 

faecium ATCC 8043, Enterococcus cloacae ATCC13047, Staphylococcus aureus subsp. aureus 

ATCC10537, Staphylococcus aureus KCTC1928(R209), Staphylococcus aureus ATCC 6538P를

한국생명공학 연구원생물자원센터(Korean Collection for Type Culture, KCTC)에서 분양받아

사용하였으며, 다약제 내성균인 MRSA, VRE, IMP, ESBL은 순천대학교 생물학과 미생물학

실험실에서 분양받아 사용하였다.

3. 항생물질 감수성 시험(MIC test)

항생물질 감수성은 MIC법으로 평가하였다(CLSI, 2007). 시험균주는 MHB(Mueller hinton 



조승식 ․홍준희 ․채정일 ․심정현 ․나종삼 ․유진철472

broth, Difco)에 배양하였으며, 최종 1×106 CFU/mL가 되도록 조정하였다. Nargenicin 및 유도

체는 메탄올에 녹여 syringe filter로 무균 여과하여 MHB 배지에 섞었을 때 배지내의 0~80 

µg/mL(v/w)가 되도록 조정하여 36℃에서 24시간 배양 후 육안으로 관찰하여 MIC를 판별하

였다. 시료 전처리에 사용한 용매에 대한 영향을 확인하기 위해 MHB 배지에 메탄올을 첨

가하여 시험균주를 36℃에서 24시간 배양하여 메탄올이 시험균주 생장에 영향을 미치지

않음을 확인하였다.

4. 세포배양

실험에 사용된 마우스 대식 세포 Raw 264.7은 한국세포주은행(Seoul)에서 구입하였다. 세

포는 5% CO2, 37℃ 배양기(SANYO, San Diego, CA, USA)에서 배양하였으며 배양액은 10% 

FBS(fetal bovine serum), 1% penicillin-streptomycin을 함유한 DMEM(Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium) 배지를 사용하였다. 배지는 2~3일마다 교환하였으며 세포가 80% 이상 자

랐을 때 phosphate buffered saline solution(PBS)로 세척한 후 cell scraper를 사용하여 계대배

양 하였다.

5. 세포독성 평가

시료들의 농도에 따른 Raw 264.7 세포의 생존율을 측정하기 위해 독성평가를 실시하였

다. 100µL(1×104 cells/well)의 세포 부유액을 96 well plate에 분주 후, CO2 배양기 안에서 4

시간 동안 전 배양(pre-incubation)을 한 후, 0(0.1% DMSO) ~ 400µg/mL 농도의 nargenicin 및

유도체, 2µg/mL 농도의 LPS를 10% FBS가 함유된 DMEM 배지와 함께 24시간 배양했다. 

배양 후 각 well에 MTT solution을 첨가하고 30분간 다시 배양하였다. MTT-formazan 생성물

은 DMSO로 회수하여 micro plate reader(Multiscan, Thermo co)를 사용하여 540nm 파장에서

흡광도를 측정하였다(Sohng et al., 2008; Cho et al., 2009). 모든 실험결과는 평균±표준편차

로 표기하였다.

6. Nitric oxide(NO) 생성능 측정

Nargenicin 및 유도체들이 LPS가 유도된 Raw 264.7 세포에서 농도별 항염증 효과를 측정

하기 위해 시료처리 후, NO assay를 시행하였다. 1mL(1×105 cells/ well)의 세포 부유액을 24 

well plate에 분주 후, CO2 배양기 안에서 4시간 동안 전 배양(pre-incubation)을 한 후, 0(0.1% 

DMSO) ~ 100µg/mL 농도의 nargenicin 및 유도체를 처리한 후, 2µg/mL 농도의 LPS를 10% 

FBS가 함유된 DMEM 배지(without phenol red)와 함께 20시간 반응했다. 20시간 후, 상층액
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50µL를 회수하여 Griees reagent(Promega, Madison, WI, USA)를 이용한 NO assay를 수행하

였다(Sohng et al., 2008; Cho et al., 2009). 모든 실험결과는 평균 ± 표준편차로 표기하였다.

Ⅲ. 결과 및 고찰

1. Nargenicin 및 그 유도체의 항균 효능 평가

Nargenicin 및 유도체의 그람양성, 음성 및 다약제 내성균에 대한 항균효과를 조사하였다. 

항균효과는 MIC 시험법으로 평가하였으며, vancomycin을 대조 약물로 사용하였다. 시험 결

과는 Table 1에 나타내었다. Compound 4 및 5가 vancomycin보다 광범위한 항균효과를 보였

다. Vancomycin 및 nargenicin들은 A. faecalis ATCC8750, E. faecalis ATCC29212, B. subtilis 

그리고 P. aeruginosa KCTC1637에서 낮은 저해 효과를 보였다. Vancomycin의 경우 MRSA5-3, 

MRSA4-21, VRE89 및 VRE98에 대하여 항균효과를 보이지 않았으나, compound 4 및 5는

MIC가 20µg/mL, 80µg/mL로써 vancomycin보다 우수한 활성을 보여주었다. Compounds 1 및

2는 S. aureus KCTC1928, M. luteus ACTT9341 and MRSA 693E 균주에 대하여 nargenicin과

유사한 항균 활성을 나타내었다. 반면, compound 1은 vancomycin에 비교하였을 때 MRSA 

5-3, 4-21 및 VRE89 균주에 대하여 20~80µg/mL MIC값을 보였다. Compound 3는 S. aureus 

KCTC1928, M. luteus ACTT9341 and MRSA 693E 균주에 대하여 vancomycin보다 낮은 활성

을 보여주었다. Compound 4 및 5는 compound 1, 2 및 3에 비하여 항균효과가 우수하였다. 

최근 다약제 내성균의 극복을 위한 항균 소재에 대한 연구는 지속적으로 이루어지고 있으

며 주로 미생물의 2차 대사산물이나 유기 합성물질에서 얻어지고 있는 실정이다(Watkins et 

al., 2013). Kato 등(1998, 2011)은 Lysobactor sp. 미생물에서 MRSA에 유효한 항균물질을 분

리하였으나 Pseudomonas sp., E. coli, Alcaligenes sp. 균주에는 효과는 보이지 않았다. 본 연

구의 compound 4, 5의 경우 Pseudomonas sp., E. coli, Alcaligenes sp. 균주에 감수성을 보였

다. Kato 등(1998, 2011)은 in vivo에서 MRSA 감염모델을 통하여 vacomycin의 ED50(ED, 

effective dose)은 5.3mg/kg이며 항균물질의 ED50은 0.38mg/kg으로 보고하였다. 본 연구의

compound 4 및 5가 넓은 항균 범위를 가지고 있는 것을 고려한다면 추후 in vivo 연구를 수

행시 광범위 항균소재의 개발 가능성을 검토해야 할 것으로 생각된다. Cho 등(2001)은 C-7

위치에 aminopyridine을 치환하여 다양한 cephlosporin계 약물을 합성하였으며 다약제 내성

균주에 대하여 항균 효능평가를 하였다. 약 6종의 다약제 내성균인 MRSA를 대상으로 항균

활성을 확인하였으며, MIC value가 1~4µg/mL을 나타내었으나, 대조군인 vancomycin의 MIC 

역시 0.5~1µg/mL로 유사함을 보였다. 본 연구에 사용된 다약제 내성균(MRSA 및 VRE)의

경우 vancomycin에 대하여 80µg/mL 이상의 농도에도 감수성을 보이지 않았다. 따라서 본
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연구의 compound 4, 5의 경우 Cho 등(2001) 의 항생물질에 비하여 우수한 항균력을 가지고

있는 것으로 사료된다. Sunagawa 등(2002)은 신규한 carbapenem계열 유도체를 합성하였으

며, 유도체들이 MRSA 및 VRE에 유효함을 보고하였다. 유도체들은 methicillin, penicillin, 

ampicillin, vancomycin에 저항성인 균주를 대상으로 항균효능을 평가하였다. Sunagawa 등

(2002)은 vancomycin의 MIC value가 MRSA의 경우 2µg/mL였으며, VRE의 경우 64~256 µg/ 

mL로 보고하였으며, 유도체의 VRE에 대한 MIC는 2~4µg/mL로 보고하였다. 본 연구에 사

용된 VRE의 경우 vancomycin의 MIC가 80µg/mL 이상이었으며, compound 4 및 5의 MIC는

20µg/mL 및 80µg/mL으로 Sunagawa 등(2002)이 보고한 carbapenem에 비하여는 우수한 감수

성을 보이는 것으로 생각된다. Sakagami 등(2002)은 신규 quinolone 유도체를 합성하였으며, 

유도체들이 MRSA, VRE 균주에 유효함을 보고하였다. 또한 minocyclin이나 fosfomycin과

병용처리를 하는 경우 항균효과의 상승효과가 나타남을 보고하였다. 이는 신규 quinolone 

유도체가 VRE, MRSA같은 내성균 감염증 치료시 약물 투여량을 줄일 수 있음을 의미한다. 

본 연구의 compound 4, 5 또한 타 항생물질과의 상호작용에 대한 연구가 추후 수행되어야

할 것으로 사료된다. 

Table 1. MIC values of the compounds
(Unit : µg/mL)

Organism
Nargenicin derivatives

Nargenicin Vancomycin
1 2 3 4 5

Alcaligenes faecalis ATCC8750 >80 >80 >80 40 40 ＞80 ＞80

Enterococcus faecalis ATCC29212 >80 >80 >80 40 80 ＞80 1.25

Bacillus subtilis ATCC 6633 >80 >80 >80 10 2.5 ＞80 0.15

Staphylococcus aureus KCTC1928 0.15 0.15 5 5 2.5 0.31 5

Micrococcus luteus ATCC9341 0.15 0.15 5 1.25 2.5 0.625 0.625

Mycobacterium smegmatis ATCC9341 >80 >80 80 10 5 ＞80 2.5

Salmonella typhimurium KCTC1925 80 80 >80 20 2.5 ＞80 ＞80

E. coli KCTC1923 80 >80 >80 40 20 ＞80 ＞80

Pseudomonas aeginosa KCTC1637 >80 >80 >80 40 40 ＞80 ＞80

Streptococcus pyrogenes ATCC21059 >80 40 80 20 80 >80 >80

MRSA 693E 0.15 0.15 5 5 1.25 0.15 0.3

MRSA 5-3 20 40 >80 20 80 0.3 >80

MRSA 4-21 80 40 >80 20 80 >80 >80

VRE 89 40 >80 80 20 80 >80 >80

VRE 98 >80 >80 40 20 80 >80 >80
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Fig. 1. Structures of nargenicin and its derivatives

2. Nargenicin 및 그 유도체의 세포독성 및 LPS에 유도된 NO 생성 억제 유도능

Nargenicin 및 유도체의 세포독성 평가 결과는 Fig. 2와 같다. NO 생성 저해능은 LPS에

유도된 Raw 264.7 세포에 다양한 농도의 nargenicin 및 유도체를 처리하여 확인하였으며, 그

결과는 Fig. 3에 나타내었다. 세포독성 시험 결과 compound 1은 0.1~0.5µg/mL까지의 범위에

서 독성을 보이지 않았다. Compound 4 및 5는 0.1~5µg/mL까지 100%의 생존율을 보였다. 

특히, compound 3은 1~100µg/mL까지 어떠한 독성효과도 보이지 않았다. Nargenicin 및 유도

체의 NO assay는 Griess’s reagent method를 이용하여 측정하였다. Fig. 3에서 보는 바와 같

이, Raw 264.7 세포에서 LPS에 의해 유도된 NO의 생성량은 compound 3, 4 및 5에서 농도

에 따라 의존적으로 억제됨이 확인되었다. Compound 5는 5µg/mL 농도에서 NO 생성을

LPS 처리군과 비교시 약 95% 저해하였으며, Compound 4는 동일한 농도에서 NO 생성을

LPS 처리군과 비교시 약 75% 감소시킴을 확인하였다. Compound 3는 100µg/mL 농도에서

NO 생성을 LPS 처리군과 비교시 약 65% 감소시켰다. 반면 nargenicin, compound 1 및 2는

NO 생성을 저해하지 못하였다. Akhter 등(2011)은 1-(3-Phenyl-3,4-Dihydro-2H-1,3-Benzoxazin- 

6-yl)-Ethanone Derivatives가 황색포도상구균, 대장균, 고초균에 항균 효과를 가지며, 카라기

난에 유도된 마우스 염증모델에서 각 화합물은 26~79%의 부종 억제 효과가 있음을 보고하

였다. Khan 등(2009)은 quinoxalinone 유도체를 합성하여 항균-항염증 효과를 확인하였다. 

그러나 항균효능 평가에 있어 cup plate method를 사용하여 정확한 항균효능 비교가 어려웠

다. Hrabak 등(2011)은 항생물질인 indomethacin이 0.1~0.5mM의 농도에서 자극된 murine 
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macrophage의 NO 생성을 감소시키는 것으로 보고하였다. Kazimierczuk 등(2010)은 isoth-

iourea 유도체가 항균효능 및 NO synthase 억제능이 있음을 보고하였다. Isothiourea 유도체

들은 다양한 그람 음성 및 양성균에 대하여 12.5~400µg/mL의 MIC값을 가지며, 10개의 후

보물질은 10µM 수준에서 20~80%의 NOS활성 억제가 있음을 보고하였다. NO는 생체 내에

서 과다 생성시 암의 형성이나 염증반응에 관여하는 인자로 알려져 있다(Guzik et al., 2003; 

Bosca et al., 2005). 항 염증성 물질은 면역세포에서 염증반응 관련 인자인 NO 생성 및 전

염증성 cytokine의 발현을 감소시켜 항염증효과를 가진다(Bondarenko et al., 1999; Du and 

Li, 1999). 최근 들어 천연물 유래 항염증 소재의 정제 및 유도체 합성에 대한 연구가 증가

하고 있으며, 항균-항염증, 항균-항암, 항균-항바이러스 활성 같은 dual effect를 기대할 수

있는 소재의 연구가 증가하는 추세이다(Kontogiorgis and Hadjipavlou-Litina, 2005; Ojewole, 

2006; Bhandari et al., 2008; Fathalla et al., 2008; Yoo et al., 2008; Franklin et al., 2009; Akhter 

et al., 2011; Rai, 2013). 위의 결과를 종합해 보면 nargenicin 유도체 Compound 4 및 5는 그

람 음성, 양성 및 다약제 내성균에 대하여 광범위한 항균 효과를 보이고 LPS에 유도된 염

증관련 인자인 NO 생성을 억제하여 감염 및 면역질환에 응용이 가능할 것으로 생각된다. 

또한 향후 유도체들의 염증 억제 기작 연구가 필요할 것으로 사료된다. 

Fig. 2. Effect of the active compounds on cell viability. Cell viability was measured after

20h incubation. Survival rates were tested with MTT assay in Raw 264.7 cells.

Raw264.7 cells were incubated in the presence or absence of 1-100 µg/mL active

compounds for 24 h. Each bar shows the mean ± S.D.
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Fig. 3. Effect of nargenicin and its derivatives on suppression of NO production in LPS-

induced Raw 264.7 macrophage cells. Cells were pretreated with the various

concentrations of compounds for 30 min, followed by treatment with 2 µg/mL of

LPS. NO production in the culture media 20 h after the treatment was determined

using the Griess reagent.

Ⅳ. 적 요

본 연구진은 신규 미생물인 Nocardia sp. CS682 균주에서 항균물질인 nargenicin을 확보하

고, 그 유도체 5종을 확보하여 그람양성, 음성 및 다약제 내성균에 대한 항균 효능 및 LPS

로 자극된 대식세포에서의 nitric oxide 생성 억제능을 확인하였다. Nargenicin 유도체들은

nargenicin 및 vancomycin에 비교하여 우수한 항균 활성을 보여주었으며, compound 4 및 5는

광범위한 항균 효능 외에 nitric oxide 생성 억제능을 보여 항균-항염효과를 가지는 dual 

effector로써 감염, 면역 질환에 응용 가능성을 시사하였다. Nargenicin 유도체들은 향후 염

증반응에서의 면역 조절 기작에 대한 추가 연구가 필요할 것으로 사료된다.

[논문접수일 : 2014. 7. 16. 논문수정일 : 2014. 8. 6. 최종논문접수일 : 2014. 8. 20.]
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