
J Appl Biol Chem (2023) 66:30, 213220

https://doi.org/10.3839/jabc.2023.030

Online ISSN 2234-7941

Print ISSN 1976-0442

Article: Bioactive Materials

Anti-inflammatory effects of biorenovated Torreya nucifera extract in 
RAW264.7 cells induced by Cutibacterium acnes

Hyehyun Hong  · Tae-Jin Park  · Yu-Jung Lee  · Byeong Min Choi  · Seung-Young Kim 

여드름균에 의해 유도된 RAW264.7 세포에서 생물 전환된

비자나무 추출물의 항염증 효과

홍혜현 · 박태진 · 이유정 · 최병민 · 김승영

Received: 31 March 2023 / Accepted: 12 May 2023 / Published Online: 23 May 2023

© The Korean Society for Applied Biological Chemistry 2023

Abstract The most common skin disease, acne, often occurs in

adolescence, but it is also detected/observed in adults due to air

pollution and drug abuse. One of the causative agents of acne,

Cutibacterium acnes (C. acnes) plays a role in the development of

skin acne by inducing inflammatory mediators. Torreya nucifera

(TN) is an evergreen tree of the family Taxaceae, having well

reported antioxidant, anti-proliferative, liver protection, and nerve

protection properties. Improvement of these bioactive properties

of natural products is one of the purposes of natural product

chemistry and pharmaceuticals. We believe biorenovation could

be one improvement strategy that utilizes microbial metabolism to

produce unique derivatives having enhanced bioactivity. Therefore,

in this study, the C. acnes-induced RAW264.7 inflammation

model was used to evaluate the anti-inflammatory activity of the

biorenovated Torreya nucifera product (TNB). The results showed

improved viability of TNB-treated cells compared to TN-treated

cells in the concentration range of 50, 100, and 200 μg/mL. At

non-toxic concentrations, TNB inhibited the production of nitric

oxide and prostaglandin E2 by suppression of inducible nitric

oxide synthase and cyclooxygenase-2 protein expression. TNB

also attenuated the expression of interleukin-1β, interleukin-6,

interleukin-8, and tumor necrosis factor-α induced by C. acnes.

Furthermore, TNB inhibited the nuclear factor-κB signaling

pathway, a transcription factor known to regulate inflammatory

mediators. Based on these results, this study suggests the potential

of using TNB as natural material for the treatment of acnes and

thus, supporting our postulation of biorenovation as an bioactivity

improvement strategy.
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서 론

여드름은 피지선 분비가 증가하고 모낭이 막히면서 농포, 구진,

낭종, 면포 등을 형성하는 모피지성 질환(pilosebaceous disease)

으로 피부 조직의 손상을 유발하여 색소 침착 및 흉터의 생성

을 동반하는 특징을 가진 매우 흔한 만성염증 질환이다[1,2]. 여

드름 발생의 정확한 원인은 아직 밝혀져 있지 않으나 스트레스,

유전, 세균감염 등 여러 복합적요인이 작용하며 주로 호르몬이

불균형한 사춘기나 젊은 연령층에서 나타나는 것으로 알려져 있

으나 최근 불규칙한 생활습관, 흡연, 환경오염, 약물남용으로 인

해 다양한 연령층에서도 증가하는 것으로 보고되고 있다[3,4].

또한, 여드름은 모낭 내에서 성장하는 지방 친화성 미생물인

Cutibacterium acnes (C. acnes)에 의해 각질형성세포가 자극받

아 피부의 과각화를 유발한다고 보고되었으며, 주 영양원인 피
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지를 분해하는 과정에서 생성된 free fatty acid는 모낭벽을 파

괴하고 모공 주위의 세포에 염증을 유발하기 때문에 이들의 증

식은 염증과 면역반응을 심화하여 염증성 여드름 병변을 일으

키는 원인이 된다[5-7]. C. acnes에 의한 염증반응은 선천 면역

반응에 중요한 역할을 하는 막관통 단백질인 toll-like receptor

(TLR)-2와 TLR-4에 의해 매개되며 대식세포의 nuclear factor-

κB (NF-κB) 경로를 활성화여 염증성 사이토카인의 발현을 유

도한다[8, 9]. NF-κB는 세포질에서 Iκ-B와 결합한 비활성형으

로 존재하지만 자극에 의해 IκB-α가 인산화 되면서 떨어지면

인산화 된 IκB-α는 분해되고 NF-κB는 핵으로 이동하여 최종적

으로 tumor necrosis factor-α (TNF-α) 및 interleukin (IL)-1β,

IL-6, IL-8를 포함한 여러 염증성 사이토카인의 분비를 유도한

다[10, 11]. 또한, NF-κB 활성으로 유도되는 inducible NO

synthase (iNOS)의 발현은 대식세포에서 nitric oxide (NO)가

과잉 생산되는 중요한 메커니즘이며 특히, 염증성 여드름 피부

조직의 상피세포와 주변 세포에서 NF-κB의 활성화와 핵 내로

의 이동이 보고된 바 있다[12,13].

현재 여드름의 치료제로는 피지 생성을 억제하는 항안드로겐제

를 비롯한 스테로이드 제제나 tetracycline, doxycycline, erythromycin

와 같은 항생제를 사용할 수 있으나 장기간 사용 시 부작용이

나 내성 발현 등의 문제점을 가져올 수 있어 최근에는 이러한

문제를 보완할 수 있는 천연물 유래의 치료제에 대한 연구가

진행되고 있다[14,15]. 따라서 C. acnes에 의해 유도된 염증반

응 억제는 구진, 농포, 결절과 같은 염증성 병변의 발생을 제어

하고 여드름을 치료하기 위한 중요한 전략이 될 수 있다.

비자나무(Torreya nucifera (L.) Siebold & Zucc)는 주목

(Taxaceae)과의 상목교목으로 우리나라의 남부지방(북위 36o 이

남)이나 제주 또는 일본에 분포하며 예로부터 촌충과 십이지장

충 그리고 요충을 구제하는 등 기생충 감염치료에 효과적인 것

으로 알려져 있어 구충제로도 이용되어왔다[16]. 페놀계 화합물

로 항염증 할성을 가진 catechol과 지방산인 methyl malmitate,

methyl oleate 성분을 포함하고 있으며 약리적 활성으로는 항염

증, 항산화, 항증식, 간보호 및 신경보호 효과에 대한 연구가 보

고되어 있다[17-19]. 또한 증류정유추출법으로 추출된 비자나무

에센셜 오일은 C. acnes에 대한 항균 활성을 보이나 C. acnes

에 의해 유발되는 염증 저해 활성에 대한 연구는 아직 보고되

지 않았다[20].

이에 본 논문은 비자나무를 대상으로 연구를 수행하였으며

최근 고부가가치를 목표로 한 소재가 등장함에 따라 소재의 기

능성을 증진시키고자 biorenovation 기법을 적용하였다.

Biorenovation은 미생물이 가지고 있는 효소적 기능을 이용하여

다양한 전구물질, 특히 비활성 화학물질이나 기능성 소재로의

가치가 낮은 천연추출물에서 생리활성이 우수하고 다양한 유도

체 산물의 제조가 가능한 방법으로 조록나무 및 토란에 적용한

선행 연구 결과에 따르면 소재의 독성 감소 및 기능성 상승을

기대할 수 있어 부가가치가 높은 고기능성 소재 개발에 긍정적

인 영향을 미칠 것으로 판단된다[21-23].

따라서 본 논문에서는 biorenovation을 적용한 비자나무의 항

염증 기능성을 평가하고자 C. acnes에 의해 유도되는 염증반응

에서 pro-inflammatory cytokine 및 관련 전사인자의 발현에 미

치는 영향을 조사하였다.

재료 및 방법

비자나무 추출물 제조

본 연구에 사용된 비자나무(Torreya nucifera)는 제주도에서 채

집되었으며 (주)제주생물자원으로부터 제공받았다. 건조 분쇄된

비자나무 잎 파우더 1 g에 10배의 70% EtOH를 가해 60 oC에

서 12시간 동안 2회 반복 추출하였으며 회수한 추출액을 paper

filter로 여과하였다. 이후 여과액을 감압농축기로 농축한 다음

동결건조기(HC3110, Hanil Scientific Inc., Gimpo, Korea)를

사용해 110 oC에서 72시간 동안 건조하였다.

C. acnes의 배양 및 열처리

여드름 유발균인 C. acnes (CCARM 9009)는 Culture Collection

of Antimicrobial Resistance Microbes로부터 분양 받았으며

Luria-bertani broth (LB, BD Biosciences, San Jose, CA, USA)

배지를 사용하여 37 oC, 혐기 조건으로 18시간 동안 배양하였

다. 이후 배양된 균을 80 oC에서 30분간 열처리하여 사멸시킨

후 실험에 사용하였다.

미생물 배양 및 biorenovation 반응

비자나무 잎 추출물(TN)의 생물전환 기법에 사용된 Bacillus

siamesis JD3-7균주(KACC 92346P)는 최 등의[24]에서 기술한

방법에 따라 genisteine을 기질로 하는 생물 전환 기반 스크리

닝법을 통해 HPLC 분석결과 전환률이 가장 좋은 균주로 선발

되었으며 LB broth (BD Biosciences) 에서 30 oC, 150 rpm으

로 16시간 동안 배양하였다. 이후 원심분리(4500 g, 15 min, 4
oC)하여 미생물 pellet을 침전시킨 후 잔여 배양액을 제거하기

위하여 PG buffer (50 mM Phosphate buffer, 2% Glycerin)로

2회 세척하였다. 세척된 미생물을 PG buffer 100 mL에 첨가하

여 현탁한 후 TN을 100 mg을 첨가하여 30 oC, 200 rpm 조건

으로 72시간 동안 반응하였다. 72시간 후 TN을 biorenovation

한 추출물(TNB)과 TN을 첨가하지 않은 Bacillus siamesis

JD3-7 현탁액(BJ)을 원심분리(4500 g, 15 min, 4 oC)하여 상등액

을 회수한 뒤 110 oC에서 동결건조하여 실험에 사용하였다.

Biorenovation 전환물의 HPLC 분석

시료(TN, TNB, BJ)의 HPLC 분석을 위해 Shim-pack GIS

C18 Column, 5 μm ODS, 250×4.6 mm I.D. (227-30106-08,

Shimadzu Scientific Instruments, Inc., Baltimore, DC, USA)

와 Shimadzu Spectro Monitor 3200 digital UV/Vis detector

(228-42593-43, Shimadzu Scientific Instruments, Inc.)을 사용

하였다. 이동상으로는 0.1%의 trifluoroacetic acid (Samchun,

Pyeongtaek, Korea)가 첨가된 H2O (Solvent A)와 acetonitrile

(Solvent B, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 사용하였

으며 column의 온도는 40 oC, 유속은 1.0 mL/min, 파장은 254

nm로 설정하여 Solvent B가 10%에서 100%가 되는 gradient

조건으로 30분 동안 분석하였다.

세포배양

염증 모델로 사용된 mouse 유래 macrophage cell line인 RAW

264.7 세포는 한국세포주은행으로부터 분양 받아 실험에 사용



J Appl Biol Chem (2023) 66:30, 213220  215

하였다. 세포주의 배양에는 10% fetal bovine serum과 100 U/

mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin을 Dulbecco’s Modified

Eagle Medium (Gibco, New York, NY, USA)에 첨가한 배지

를 사용하였으며 CO2 incubator (BB15 CO2 incubator,

Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA)에서 2일을 주

기로 계대 배양하였다.

세포 독성 측정

시료가 세포의 생존에 미치는 영향은 MTT assay를 이용하여

평가되었으며 MTT assay는 세포의 미토콘드리아에서

mitochondrial reductase에 의해 보라색의 MTT formazan (3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide)을

형성하는 원리를 이용하는 측정법이다. 24-well plate에 RAW

264.7 세포를 7.0×104 cells/well의 농도로 접종하여 37 oC, 5%

CO2 incubator에서 24시간 동안 전 배양한 후 C. acnes (50

μg/mL)와 TN, TNB 및 BJ를 50, 100, 200 μg/mL 농도로 병

용 처리하여 24시간 동안 반응하였다. 이후 각 well에 MTT 시

약을 첨가한 뒤 3시간 동안 incubation하여 형성된 formazan

blue를 DMSO 500 μL로 용해한 뒤 100 μL를 96-well plate에

옮겨 microplate reader (Thermo Fisher Scientific) 570 nm에서

흡광도를 측정하였다.

NO 생성 억제 활성 측정

RAW 264.7 세포를 24-well plate에 7.0×104 cells/well의 농도

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

양한 후 C. acnes (50 μg/mL)와 TN, TNB 및 BJ를 50, 100,

200 μg/mL 농도로 처리하여 24시간 동안 염증을 유도하였다.

이후 96-well plate에 세포 배양액과 Griess 시약[1% (w/v)

sulfanilamide, 0.1% (w/v) naphylethylenediamine in 2.5% (v/v)

phosphoric acid]을 1:1로 혼합하여 10분간 암반응 시킨 후 540

nm에서 흡광도를 측정하였다.

Western blot analysis

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

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

하였다. 24시간 후 희석한 TNB (50, 100, 200 μg/mL)와 C.

acnes (50 μg/mL)를 처리한 뒤 lysis buffer [1×RIPA (Biosesang,

Seongnam, Korea), 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM

Na3VO4, 1 mM NaF, 1 μg/mL aprotinin, 1 μg/mL pepstatin,

and 1 μg/mL leupeptin]를 첨가하여 단백질을 추출하였으며

BCA kit (Thermo Fisher Scientific)를 이용하여 정량 하였다.

이후 20 μg의 단백질을 10% polyacrylamide를 함유한 10%

SDS-PAGE gel에서 분리한 다음 poly-vinylidene difluoride

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)에 전이하였다. 전이된 membrane

을 5% skim milk (sol. TBST)에서 90분간 blocking한 뒤

TBST로 10분간 3회 세척하여 1차 항체 iNOS antibody

(AHP2399, 1:1,000, Bio-Rad), COX-2 antibody (100-401-226,

1:1,000, Rockland Immunochemicals, Inc., Pottstown, PA,

USA), IκB-α antibody (4814S, 1:1,000, Cell signaling Tech,

Danvers, MA, USA), phospho-IκB-α antibody (9246S,

1:1000, Cell signaling Tech), NF-κB antibody (8242S,

1:1000, Cell signaling Tech), phospho-NF-κB antibody

(3033S, 1:1,000, Cell signaling Tech), β-actin antibody clone

AC-74 (VMA00048, 1:1,000, Sigma-Aldrich)와 4 oC에서 overnight

하였다. 이후 peroxidase (HRP)가 결합된 2차 항체(Cell signaling

Tech)를 1:10,000 비율로 희석하여 실온에서 90분 동안 반응한

뒤 ECL kit (Bio-Rad)와 반응시켜 imaging densitometer

(model GS-700, Bio-rad)를 통해 현상하였다. 또한 현상된 단백

질 발현량은 imageJ program (1.52v, NIH, Bethesda, Rockville

MD, USA)을 통해 면적을 수치화하여 그래프로 나타내었다.

염증성 사이토카인(TNF-α, IL-6, IL-1β, IL-8) 생성 억제 활성

측정

RAW 264.7 세포를 24-well plate에 7.0×104 cells/well의 농도

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

후 TNB (50, 100, 200 μg/mL)와 C. acnes를 처리하여 동일한

조건에서 24시간 반응하였다. 이후 배양 배지를 원심분리

(15,928 g, 30 min, 4 oC) 하여 침전물을 제거한 상등액에 존재

하는 염증성 사이토카인(TNF-α, IL-6, IL-1β, IL-8)의 생성량을

측정하였으며 측정에는 Mouse TNF-α ELISA Kit (Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA), Mouse IL-1β ELISA Kit (R&D

Systems Inc., Minneapolis, MN, USA), Mouse IL-6 ELISA

Kit (BD Biosciences), IL-8 ELISA Kit (DY442, R&D

Systems Inc.)를 이용하였다.

Fig. 1 HPLC chromatogram of Torreya nucifera (L.) Siebold & Zucc extract (TN), biorenovated Torreya nucifera (L.) Siebold & Zucc extract (TNB)

and Bacillus siamensis JD3-7 (BJ). The chromatogram showed (A) TN (B) TNB and (C) BJ analyzed at a wavelength of 254 nm
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통계처리

모든 실험은 3회 반복하여 측정한 후 평균값 ±표준편차로 나타

내었으며 통계적 분석은 각 처리 구간의 유의성(*p <0.05; **p

<0.01; ***p <0.001)을 검증을 위해 분산분석(analysis of variance,

ANOVA)한 다음 student’s t-test로 다중 비교를 실시하였다.

결과 및 고찰

Biorenovation 전환물의 HPLC 분석

천연물은 강력한 생리활성을 갖는 다양한 구조를 보유하고 있

으며 상호작용에 중요한 수소 결합의 donor/acceptor가 될 수

있는 관능기를 다수 갖고 있는 원천 물질이다. 따라서 본 연구

에서는 HPLC를 통해 TN과 TNB 및 BJ의 peak를 비교, 분석

함으로써 추출물 내 성분의 변화 여부를 확인하고자 하였다. 그

결과, 11분 및 18분경 TNB에서 기존 TN에서는 존재하지 않는

신규 peak가 검출되었으며 그 외에 다수의 peak 변화를 확인하

였다(Fig. 1). 이러한 결과는 생물 전환 과정에서 생화학적인 반

응에 의해 추출물 내 존재하는 다양한 성분에서 구조적 변화가

유도되었을 가능성을 제시하며 Daidzein을 기질로 하는 김 등

의[25] 선행 연구에 따르면 biorenovation은 daidzein으로부터

daidzein-7-O-phosphate, daidzein-7-O-β-D-glucoside, daidzein-7-

O-β-(6''-O-succinyl)-D-glucoside, 4'-Ethoxy-daidzein-7-O-β-(6''-

O-succinyl)-D-glucoside와 같은 유도체의 합성을 촉진할 수 있

다. 화합물의 생물학적 특성과 물리적 특성은 서로 다른 작용

기와 밀접한 관련이 있기 때문에 천연물 내 구조의 수정이 강

력한 생리활성을 가진 우수한 기능성 소재의 개발로 이어질 수

있을 것으로 판단되어 C. acnes로 유도된 RAW 264.7 세포에

서 항염증 효능을 평가하였다.

Fig. 2 Cell viability of TN, TNB and BJ in acnes-stimulated RAW 264.7

cell by the MTT assay. The production of cell viability was assayed in

the culture medium of cells stimulated with heat-killed C. acnes (50 μg/

mL) for 24 h in the presence of TN, TNB and BJ (50, 100, 200 μg/mL).

Result is expressed as percentages compared to the respective values

obtained for the control (untreated cells). The results are represented as

the means ± SD of three independent experiments, **p <0.01, ***p <0.01

Fig. 3 Inhibitory effects of TN, TNB and BJ on nitric oxide production in

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

culture medium of cells stimulated with heat-killed C. acnes (50 μg/mL)

for 24 h in the presence of TN, TNB and BJ (50, 100, 200 μg/mL). The

results are presented as the relative percentage of the control (untreated

cells). Data points are expressed as the mean ± standard deviation. The

mean of each sample group was compared to the mean of the C. acnes -

treated group, **p <0.01, ***p <0.01

Fig. 4 Inhibitory effects of TNB on the protein level of iNOS and COX-2

expression in acnes-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 heat-killed C. acnes (50 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. The results are presented as the relative percentage of the

control (untreated cells). Data points are expressed as the mean ±

standard deviation. The mean of each sample group was compared to the

mean of the C. acnes-treated group, *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.01
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세포 독성 비교

TNB의 항염증 활성을 조사하기 위해 염증반응의 주요 조절 세

포로 알려진 대식세포에서 TN, TNB 및 BJ가 세포의 생존에

미치는 영향을 조사하고자 RAW 264.7 세포에 C. acnes와 시

료(50, 100, 200 μg/mL)를 병용처리하여 MTT assay를 수행하

였다. TN를 처리한 RAW 264.7 세포의 생존율은 65.3, 29.9,

19.4%로 농도가 증가함에 따라 감소하는 경향을 보인 반면,

TNB를 처리한 세포의 생존율은 91.4, 89.5, 88.3%, BJ는 모든

농도에서 90%이상의 세포생존율을 보였다(Fig. 2). 테스트 농도

내에서 TNB는 TB대비 개선된 세포생존율을 보이므로 그 활용

가능성을 검토할 필요가 있다고 판단되어 NO assay, ELISA,

western blot을 수행하였으며 세포독성을 최소화하고 염증반응

억제 효능을 극대화하고자 TNB가 세포생존율에 영향을 미치지

않는 범위인 50, 100, 200 μg/mL 농도를 사용하여 실험을 진행

하였다.

NO 생성 억제 활성 비교

높은 반응성을 가진 free radical의 일종인 NO는 염증의 발병

기전에서 핵심적인 역할을 수행하는 신호 분자로, 과발현 될 경

우 인체에 유해한 염증성 상태를 야기하므로 염증 반응의 주요

마커로써 사용된다[26]. 따라서, 본연구에서는 C. acnes로 자극

된 RAW 264.7세포에 시료(50, 100, 200 μg/mL)를 처리한 뒤

NO의 발현이 억제되는지 여부를 조사하였다. 실험 결과 TN은

각각의 농도에서 55.4, 78.3, 80.1% NO 생성을 억제하였으며,

TNB는 48.1, 56.9, 76.9% 억제하여 두 시료가 통계적으로 유

의한 활성 차이를 보이지는 않으나 세포생존율의 결과와 비교

하였을 때 TN의 활성은 세포독성에 의한 것으로 판단된다(Fig.

3). 또한 BJ를 처리한 세포에서는 NO의 감소 경향이 관찰되지

않았다.

iNOS 및 COX-2 발현 억제 활성

염증의 발생은 다양한 생화학적인 현상이 관여하고 있는 것으

로 알려져 있는데, 그 중 염증반응 시 대식세포에서 NO 과생

성의 주요 매커니즘으로 알려진 효소 iNOS와 세포 혹은 조직

내에서 다양한 생리 활성 작용을 나타내어 혈관확장이나 부종,

발열, 염증반응을 유발하는 prostaglandin의 합성에 관여하는

COX-2는 NF-κB의 활성화로 인해 합성이 유도되며 염증 반응

을 매개하는 데 있어서 가장 중요한 역할을 하는 것으로 알려

져 있다[27]. 따라서 C. acnes로 유도된 RAW 264.7 세포에

TNB를 처리하여 western blot을 수행한 결과, C. acnes 처리시

iNOS와 COX-2의 발현이 크게 증가하였으며 TNB의 처리로 인

해 농도 의존적으로 유의하게 감소함을 확인하였다(Fig. 4).

염증성 사이토카인(TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8) 생성 억제 활성

여드름을 유도하는 원인균인 C. acnes의 세포벽 성분은 다형핵

백혈구와 단핵구에 강력한 주화성을 가져 모낭 주위로 모여들

게 하며 이 과정에서 단핵구 세포들로부터 염증성 사이토카인

의 분비 및 발현을 증가시키는 것으로 알려져 있다[28]. 그 중

TNF-α 및 IL-1β, IL-6, IL-8는 대표적인 염증성 사이토카인으로

TLR-2를 통한 NF-κB 전사인자의 활성화로부터 유도되어 피지

선 모낭 주위에서 만성 염증성 질환을 일으키는 주요 병원 인

자로 알려져 있으며 육아종 형성을 촉진시켜 염증성 피부질환

Fig. 5 Inhibitory effects of TNB on production of pro-inflammatory cytokines in RAW 264.7 cells. The production of (A) TNF-α (B) IL-1β (C) IL-6

(D) IL-8 was assayed in the culture medium of cells stimulated with heat-killed C. acnes (50 μg/mL) for 24 h in the presence of TNB (50, 100, 200 μg/

mL). The results are presented as the relative percentage of the control (untreated cells). Data points are expressed as the mean ± standard deviation.

The mean of each sample group was compared to the mean of the C. acnes-treated group, *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001
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을 심화하는 것으로도 보고되었다[29]. RAW 264.7에 열처리한

C. acnes를 처리하였을 때 TNF-α 및 IL-1β, IL-6, IL-8의 발현

이 크게 증가한 것을 확인하였으며 TNB처리 시 이들의 발현

이 농도 의존적으로 유의하게 억제되는 것을 확인하였다(Fig.

5). 특히 가장 고 농도인 200 µg/mL에서 IL-6와 IL-8의 발현이

정상 상태 세포 수준으로 억제된 것이 관찰되었다.

NF-κB 신호경로에 대한 억제 활성

NF-κB는 DNA의 전사 과정, 사이토카인의 생성과 세포의 생존

에 관여하는 단백질 복합체로, 염증반응을 매개하는 전 염증성

사이토카인과 매개체들의 조절은 전사인자인 NF-κB와 연관되

어 있으므로 본 연구에서는 열처리한 C. acnes로 자극한

RAW264.7 세포에 TNB를 50, 100, 200 μg/mL 농도로 처리한

뒤 단백질의 발현을 조사하였다. 그 결과, C. acnes로 염증이

유도된 RAW264.7 세포에서 NF-κB 전사인자가 활성화됨을 확

인하였으며 TNB는 C. acnes 단독 처리군 대비 phospho-IκB-α

및 phospho-NF-κB의 발현을 유의하게 억제하였다(Fig. 6). 또한

IκB-α는 C. acnes의해 인산화되어 감소하였으나 TNB의 처리시

에는 농도 의존적으로 IκB-α의 발현이 증가하는 경향을 나타내

는데 이러한 결과는 TNB의 인산화 억제에 의한 것으로 판단

된다.

본 연구는 biorenovation을 적용한 비자나무 추출물(TNB)이

여드름 원인균으로 알려진 C. acnes에 의해 증가한 다양한 염

증 관련지표의 생성에 미치는 영향을 조사함으로써 여드름의 치

료제로의 활용 가능성을 조사하고자 수행되었다. MTT assay를

통해 시료의 세포독성을 조사한 결과, TNB는 비자나무 추출물

(TN)과 비교하여 개선된 세포생존율을 보였으며 독성이 없는

농도에서 NO의 생성을 유의하게 억제하였다. 또한 C. acnes을

대식세포에 처리하였을 때 증가하는 것으로 알려진 면역반응 관

련 유전자 iNOS 및 COX-2와 염증성 사이토카인인 TNF-α,

IL-1β, IL-6, IL-8 유전자의 발현이 TNB에 의해 유의하게 억제

됨을 확인하였으며 IL-6와 IL-8는 가장 고 농도인 200 μg/mL에

서 정상세포와 같은 수준으로 발현이 감소하였다. 따라서 TNB

는 이러한 염증매개 인자의 발현을 억제함으로써 항염증 활성

을 유도하며, 특히 초기 자극에 대한 염증유발 인자인 TNF-α

의 분비 억제는 IL-6, IL-8 발현으로 이어지는 일련의 염증과정

을 억제함으로써 여드름으로 인한 피부병변을 완화하는데 효과

적일 것으로 판단된다. 또한 이러한 염증 매개인자들의 조절은

전사인자인 NF-κB의 활성화와 밀접한 연관이 있는 것으로 알

려져 있으므로 TNB에 의해 NF-κB 신호전달 경로가 영향을 받

는지 여부를 확인하였다. 그 결과, TNB를 처리한 RAW 264.7

세포에서 phospho-IκB-α 및 phospho-NF-κB의 발현이 농도 의

존적으로 억제됨을 확인하였으며 인산화가 억제되면서 IκB-α의

degradation 또한 감소하여 IκB-α가 C. acnes 단독처리군 대비

증가하는 경향을 보였다. 결론적으로, TNB은 NF-κB 신호 전

달 경로를 차단하고 염증 관련 유전자인 iNOS와 COX-를 하향

조절하여 NO, PGE2의 발현을 억제할 뿐 아니라 염증성 사이

토카인(TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8)의 생성을 효과적으로 억제함

으로써 항염증 활성을 유도하는 것으로 판단되며 이러한 결과

가 TNB가 여드름의 치료제 또는 그 보조제로서 적용되기 위

한 기초적인 근거가 될 것으로 기대한다. 또한 염증반응에 의

한 피부 병변을 완화하기 위해 근본적으로 여드름의 증식 억제

를 통해 염증반응을 최소화하는 것 또한 중요한 방안이 될 수

있으므로 향후 C. acnes에 대한 TNB의 항균활성 및 유효성분

대한 추가연구가 수행되어야 할 것으로 사료된다.

Fig. 6 Effect of ESP on the protein expression of (A) phospho-NF-κB,

(B) phospho-IκB-α (C) IκB-α. Suppression of NF-κB signaling pathways

in the C. acnes-stimulated RAW264.7 cells. Cells (4×105 cells/well) were

pre-treated with TNB (50, 100, 200 μg/mL) for 2 h and then stimulated

with C. acnes (50 μg/mL) for 24 h. Phosphorylation of NF-κB, IκB-α and

NF-κB, IκB-α was analyzed by western blotting. Data points are

expressed as the mean ± standard deviation. The mean of each sample

group was compared to the mean of the C. acnes-treated group, *p <0.05,

**p <0.01.
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초 록

본 연구는 비자나무(Torreya nucifera (L.) Siebold & Zucc,

TN)와 생물전환 된 비자나무 추출물(TNB)의 항염증 효과를 평

가하기 위해 수행되었으며 이를 위해 C. acnes에 의해 유도된

RAW264.7 염증 모델에서 염증인자의 발현을 조사하였다. 실험

결과, TNB는 50, 100, 200 μg/mL 농도에서 TN의 높은 세포

독성을 개선하였으며 nitric oxide (NO)와 NO 합성 효소인

inducible NO synthase (iNOS) 및 prostaglandin의 합성 효소

인 cyclooxygenase-2 (COX-2)의 발현을 유의하게 억제하였다.

또한 TNB는 염증성 사이토카인인 tumor necrosis factor-α

(TNF-α) 및 interleukin (IL)-1β, IL-6, IL-8의 발현을 유의하게

억제하였으며 특히 IL-6, IL-8의 경우 가장 고 농도인 200 μg/

mL에서 정상세포 수준으로 감소하였다. 이후 진행된 western

blot에서 인산화 된 IκB-α 및 NF-κB의 발현이 농도의존적으로

억제됨을 확인하였으며 인산화가 억제되면서 degradation이 감

소하여 TNB처리 농도가 높아짐에 따라 IκB-α의 농도가 증가

하는 경향을 보였다. 결론적으로, TNB는 NF-κB신호 전달 경

로를 차단함으로써 다양한 염증 매개 인자의 발현을 효과적으

로 하향 조절할 수 있으며 이를 통해 항 염증 활성을 유도하는

것으로 확인된다. 이러한 결과를 근거로 TNB가 C. acnes에 의

해 유발된 염증성질환의 치료에 효과적인 천연물 소재로 적용

될 수 있음을 제안한다.

Keywords 바이오리노베이션 · 비자나무(Torreya nucifera) ·

여드름균 · 항염증
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