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인간유방암 MDA-MB-231세포에서 peptide H에 의한 TNFα 발현 억제
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ABSTRACT: Chungkookjang (fermented soybeans) contains diverse peptides. Human breast cancer MDA-MB-231 cells were treated 

with peptide H derived from Chungkookjang, and TNFα expression in the cells was conspicuously repressed, suggesting peptide H’s
regulation of IL6 since IL6 is induced by TNFα. The structure of peptide H was different from those of glucocorticoid and dexamethasone, 
suggesting different mechanisms of TNFα expression suppression. Peptide H which reduces TNFα expression can be developed as 

drugs for cancer, rheumatoid arthritis and Crohn’s disease, after more investigation.
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청국장에는 다양한 펩타이드가 들어 있다. B. licheniformis 

B1으로 제조한 대두 발효 청국장에는 펩타이드 Ala-Phe-Pro- 

Gly (Lee et al., 2014) Gly-Val-Ala-Trp-Trp-Met-Tyr (Lee et 

al., 2014), Lys-Pro (Matsui et al., 2004), Gln-Lys (Matsui et 

al., 2004) 등이 존재한다. 펩타이드 H Glu-Val-Trp-Trp-Met- 

Tyr (Sung et al., 2014)는 이 중 Gly-Val-Ala-Trp-Trp-Met-Tyr

에서 유래했다. 

청국장 유래 peptide H는 유방암 세포에서 염증 유전자 IL6

의 발현을 억제했다(Sung et al., 2014). 만성 염증은 암과 연결

된다(Hwang et al., 2011; Landskron et al., 2014). Peptide H가 

유방암세포에서 또 다른 대표적 염증 유전자 TNFα의 발현을 

억제할 수 있는지를 알아보는 것은 흥미로운 일이다. 

인간 유방암 MDA-MB-231 세포를, DMEM/High glucose 

(Hyclone)을 사용하여 배양하였다. 배지조성으로는 10% FBS 

(Hyclone), 1% Antibiotic-Antimycotic solution (Cellgro)이며, 

세포가 80–90% 자랐을 때 1 × DPBS로 2번 씻어준 후, 1 × 

Trypsin-EDTA를 사용하여 세포를 분리하여 계대배양을 실

시했다. 계대배양 후, 37°C, 5% CO2 incubator에서 배양하였

다. MDA-MB-231 세포를 96 well plate에 well당 5 × 10³씩 

seeding하고 37°C, 5% CO2 incubator에서 24시간 안정화시

켰다. 안정화된 후 세포배양액을 모두 제거하고 1 mM peptide 

H를 배양액에 녹였다. 녹인 배양액을 100 μl씩 넣어 준 후 

37°C, 5% CO2 incubator에서 24시간 배양하였다. 세포성장은 

enhanced cell viability assay kit (EZ3000, Daeil Lab)를 이용, 

450 nm에서 측정하였다.

Peptide를 처리한 MDA-MB-231 세포로부터 Ribospin 

(GenAll)을 사용하여 RNA를 추출하였다. 추출된 RNA를 순

도 측정하여 OD 1.8–2.0이 나온 것을 확인 후 2.5 mM dNTP 6 

μl, Oligo-dT 6 μl, DEPC 34 μl, RNA 6 μl, RNAse inhibitor 1 μl

를 넣고 70°C에서 10분간 반응 시킨 후 Reverse transcriptase 

(Enzynomics) 1 μl, 10× Reverse transcriptase buffer 5.3 μl를 

넣고 43°C에서 90분간 반응 시키고 70°C에서 5분간 반응 시

켜주어 cDNA를 합성하였다.

Realtime PCR (CFX 96 Touch Real time PCR)을 사용하여 
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Fig. 1. TNFα expression. Realtime PCR for the amplification of TNFα

mRNA in MDA-MB-231 cells was performed. β-Actin mRNA was 

amplified as an internal control. TNFα expression in MDA-MB-231 cells 

treated with 1 mM peptide H(P) and without the peptide(C) was compared 

after the realtime PCR performance. Error bars are shown in control(C) 

and the peptide H(P) treatment.

Fig. 2. (A) Structure of glucocorticoid, (B) Structure of dexamethasone, 

(C) Structure of peptide H. 

mRNA 발현을 측정하였다. Illumina 제품인 2 X quanti MIX 

SYBR 시약을 사용하였고 활성개시를 95°C에서 10분간 실시

하였고, denaturation은 95°C에서 15초, annealing은 52°C에

서 15초, extension은 72°C에서 15초씩 40 cycle을 실시하였다. 

사용한 primer로는 TNF-α forward primer 5′-GCCTGCTGCA 

CTTTGGAGTG-3′, reverse primer 5′-TCGGGGTTCGAGA 

AGATGAT-3′, β-actin forward primer 5′-GGATGCAGAA 

GGAGATCACTG-3′, reverse primer 5′-CGATCCACACGG 

AGTACTTG-3′를 사용했다. 데이터 분석은 CFX Manager 

version 3.1에 의해 이루어졌다. 

Peptide H 구조를 바탕으로 그 기능을 유추하기 위해, 

peptide 구조 제작 프로그램 amber 14 (forcefield ver ff03)와 

분자 가시화 프로그램 VMD 1.9.1을 이용해서 Peptide H 구조

를 결정했다. LOX2와의 interaction을 PepSite (Trabuco et al., 

2012)를 사용하여 예측하였다. PepSite는 웹서버 기반의 계산 

tool로서 spatial position-specific scoring matrices (S-PSSM)

을 사용하여 가장 유력한 아미노산의 binding point (hot spots)

를 계산한다. 본 연구에서는 LOX2의 RCSB Protein Data Bank 

(www.rcsb.org/pdb/) (Berman et al., 2000)의 ID인 '4NRE'와 

청국장 유래 peptide H 시퀀스 EVYYMY를 입력하여 계산을 

하였으며 가장 높은 matching score를 가지는 예측 결과를 시

각화하였고(Fig. 3), p값을 구하였다.

Peptide H를 인간 유방암 MDA-MB-231 세포(Ndlovu et 

al., 2009)에 처리하면 IL6 발현이 감소되었다(Sung et al., 

2014). TNFα는 IL6 발현을 유도한다고 알려져 있다(Sawada 

et al., 1992; Tanabe et al., 2010). Peptide H를 MDA-MB-231 

세포에 처리하여 TNFα 발현의 변화를 결정하였다. MDA- 

MB-231 세포에서는 TNFα 발현이 지속적으로 일어난다(자

료 미제시). Peptide H를 MDA-MB-231 세포에 처리했을 때, 

TNFα 발현은 뚜렷하게 억제되었다(Fig. 1). TNFα에 의해 활

성화 내지 유도되는 IL6 발현도 MDA-MB-231 세포에서 감소

되었을 것이다.

TNFα 발현은 유전자 promoter에 NFκB가 부착하여 전사단

계에서 조절되거나, mRNA 3’ UTR에 repressor가 부착하여 

번역을 막을 수도 있다. Mitogen-activated protein kinase 

(MAPK) 신호전달 체계는 TNFα 발현을 촉진하는 것으로 알

려져 있다(Swantek et al., 1997). Peptide H는 3’ UTR에서 

repressor가 떨어지는 것을 방해하거나 MAPK 발현체계의 특

정단계를 방해하여 TNFα 발현을 억제할 수도 있을 것이다. 이

를 뒷받침하는 추후 연구가 진행되어야 된다. 

만성염증은 암의 발생과 밀접한 관련이 있다(Lee et al., 

1999; Landskron et al., 2014). 따라서 peptide H에 의한 항염

효과는 항암효과로 연결될 수 있을 것이다.

Peptide H 구조를 바탕으로 그 기능을 유추하기 위해 

Peptide H 구조를 결정했다(Fig. 2C). Peptide H 구조는 기존의 

대표적인 항염증제, glucocorticoid, dexamethasone과 전혀 유

사하지 않아(Fig. 2), 그들과 다른 기작으로 TNFα 발현억제에 
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Fig. 3. Interaction between peptide H and LOX2. The model is predicted 

using PepSite.

작용할 것으로 사료된다. 

Lipoxygenase는 TNFα와 IL6 발현의 유도와 관련이 있으

며, lipoxygenase 활성의 억제는 TNFα와 IL6 발현의 감소로 

연결된다는 보고가 있어서(Somvanshi et al., 2008; Lin et al., 

2014), Peptide H가 lipoxygenase 저해제로서 역할을 할 가능

성을 고려해 보았다. Peptide H가 lipoxygenase와 상호작용할 

수 있는지 여부를 먼저 알아 보았다. Peptide H와 lipoxygenase 

LOX2와의 interaction을 PepSite (Trabuco et al., 2012)를 사

용하여 예측하였다. 본 연구에서는 LOX2와 peptide H의 

interaction에서, 가장 높은 matching score를 가지는 예측 결과

를 시각화하여 모델을 구하였고(Fig. 3), p값을 구하였다. 모델

은 구했지만, 이 모델의 p값이 0.26으로 Peptide H와 LOX2가 

실제로 상호작용한다고 보기는 어려울 것이다. 지금까지는 

peptide H와 유사한 물질은 찾을 수 없었으며 신규물질로 사료

된다. 양이온과 소수성 아미노산을 가지는 hexamer peptide가 

막단백질과 상호작용하는 것이 알려져 있다(Wenzel et al., 

2014). 음이온과 다수의 소수성 아미노산을 가지는 peptide H

도 막단백질과 상호작용하면서 세포내부로 들어와 TNFα 발

현에 영향을 미쳤을 가능성이 있으며 이를 확인하는 연구가 

필요할 것이다. 

한편 TNF 차단제 휴미라(Humira
®
)는 류마티스관절염, 건

선, 강직성 척수염, 궤양성 대장염, 크론병(Van Dullemen et al., 

1995; McInners et al., 1997)에 효과가 있는 치료제로 개발되

어 있다. Peptide H도 TNFα 발현 억제 효과가 있으므로 심도있

는 연구를 바탕으로, 이들 질환의 치료제로 개발될 수 있기를 기

대해 본다.

적  요

청국장은 다양한 peptide류를 포함한다. 청국장 유래의 

peptide H를 인간유방암 MDA-MB-231 세포에 처리했을 때, 

TNFα 발현은 뚜렷하게 억제되었다. TNFα에 의해 유도되는 

IL6 발현 역시, peptide H에 의해 감소될 수 있음을 시사해 준

다. Peptide H구조는 glucocorticoid, dexamethasone과 전혀 유

사하지 않아 그들과 다른 기작으로 TNFα 발현억제에 작용할 

것을 시사해 준다. Peptide H는 TNFα 발현 억제 효과가 있으므

로 보다 깊이 있는 연구를 바탕으로, 류마티스 관절염, 크론병 

등의 치료제로 개발될 수 있기를 기대해 본다.
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