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ABSTRACT

Nojirimycin (NJ) is a structure in which the oxygen of the ring is replaced

with an NH group in the D-glucose structure, and 1-deoxynojirimycin (DNJ)

is produced when NJ is dehydrated and reduced. NJ, which have similar

structures to D-glucose, are powerful glucosidase inhibitors and are

interesting compounds. However, no anti-inflammatory effect has been

reported. Therefore, in order to investigate anti-inflammatory effect, the

production and expression of inflammatory cytokines as well as inflammatory

mediators such as iNOS and COX-2 were measured in LPS-stimulated

RAW264.7 macrophages. In addition, the mechanisms of representative

inflammatory signaling pathways, suppression of NF-κB (nuclear factor-kappa

B) and MAPKs (mitogen activated protein kinase) activation were studied.

The production of iNOS, COX-2, and inflammatory cytokines (PGE2, IL-6,

IL-1β, TNF-α) according to NJ and DNJ treatment was significantly

inhibited. In addition, DNJ showed anti-inflammatory effect by suppressing

LPS-induced MAPKs activation, and NJ, DNJ showed anti-inflammatory

effect by suppressing the translocation of NF-κB through the prevention of Iκ

Bα (inhibitory factor kappa B alpha) phosphorylation. In addition, only NJ

showed whitening effect, which is implied due to structural differences.

Summarizing the above results, there is a possibility that NJ and DNJ can be

used as anti-inflammatory agents, and it is implied that NJ can also be used

as a whitening agent.

Key words: Nojirimycin, 1-Deoxynojirimycin, Anti-inflammation, Structural

differences
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Ⅰ. 서 론

염증은 인체에 발생하는 흔한 질환 중의 하나로 세균감염과 같은 외부자극으

로부터 인체를 방어하는 중요한 기전이다 [1]. 염증반응은 감염으로부터 몸을 보

호해주는 보호기전으로 작용하여 박테리아를 죽이거나 종양을 제거하는 역할을

한다. 하지만 만성염증반응은 오히려 인간에게 질병을 일으키는 원인이 된다. 현

대 사회의 급격한 산업 발달로 인해 생활환경 및 식생활의 변화 그리고 이에 따

른 스트레스가 증가로 만성 염증 질환이 증가하고 있다. 또한 다양한 요인으로

인한 면역 조절 이상으로 유발된 염증이 지속되고 있다 [2]. 이로 인해, 현재 염

증을 조절하고 그 기전을 밝히기 위한 연구가 활발히 진행되고 있다 [3].

대식세포는 선천 면역을 담당하는 주요한 세포로 감염체에 대해 식작용을 나

타내는 대표적인 백혈구이다 [4]. 그람 음성균의 외막인 lipopolysaccharide

(LPS)는 대식세포를 자극하는 대표적인 염증 유발인자이다. 대식세포는

Toll-like receptor 4 (TLR4)를 통해 LPS를 인식하고, 이는 nitric oxide (NO)와

tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-6), IL-1β, prostaglandinE2

(PGE2)과 같은 사이토카인을 증가시킨다 [5]. 또한 이들은 mitogen activated

protein kinase (MAPKs), nuclear factor of kappaB (NF-κB) 기전에 의해 조절

된다 [6].

MAPKs 신호전달경로는 염증 발생기전으로 잘 알려져 있다. ERK, JNK, p38

로 구성되어있으며, 이들의 활성은 인산화에 의해서 나타난다 [7]. MAPKs 신호

전달은 평상시 세포의 증식, 분화 및 생존을 포함하는 다양한 생물학적 기능을

조절한다. 하지만 외부자극에 의해 활성화되면 다양한 염증매개물질들의 생성을

유도함으로써 염증반응을 유발하는데 중요한 역할을 한다.

Nuclear factor of kappaB (NF-κB) 신호전달경로 역시 MAPKs 신호전달경로

와 마찬가지로 염증반응 발생에 중요하게 작용한다. NF-κB는 평상시에는 세포

질 내에서 저해단백질인 inhibitory kappa B-α (IκB-α)와 복합체를 이루어 비활

성화 상태로 존재한다 [8]. 하지만 LPS와 같은 외부자극이 주어지면 IκB-α는 인

산화되고 유비퀴틴화되면서 복합체에서 분리된다. 분해된 NF-κB 이합체는 자유
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로이 활성화되어 세포질에서 핵으로 이동하게 된다 [9]. 이렇게 활성화된 NF-κB

는 염증성 사이토카인 및 iNOS, COX-2 와 같은 염증성 인자의 발현을 유도하

게 된다. 따라서 항염증성 약물의 개발은 MAPKs와 NF-κB 신호전달 경로의 활

성을 억제하는 물질의 개발로도 그 의미를 확대할 수 있다.

Nojirimycin (NJ)은 자연에서 처음으로 Streptomyces 균주에서 발견되었다

[10]. NJ는 D-glucose 구조에서 고리의 산소가 NH 그룹으로 치환된 구조이다.

하지만 NJ는 강력한 glucosidase inhibitor로 생리학적 및 생화학적 연구를 위한

흥미로운 화합물이다 [11]. 또한, Nojirimycin (NJ)의 탈수 및 환원 반응을 통해

1-deoxynojirimycin (DNJ)이 만들어진다 [12]. DNJ 역시 강력한 glucosidase

inhibitor이다.

최근 연구에 의하면 NJ는 기생 잡초에서 종자 발아를 선택적으로 억제함을 입

증했다 [13]. 또한 DNJ는 지방 축적 [14]및 종양 세포 전이를 억제 [15]하는데 중

요한 역할을 하며, 노화방지 [16], 항 HIV [17] 과정에도 관여한다. 하지만 NJ와

DNJ의 항염증 활성에 관련해서 보고된 연구는 없다. 따라서 본 연구에서는 LPS

로 염증이 유도된 RAW264.7 마우스 대식세포를 이용하여 NJ와 DNJ의 항염증

활성 및 그 작용기전에 대해 다양한 신호경로를 중심으로 연구하였다. 또한 NJ

와 DNJ의 구조에서 구조적 차이에 따른 활성의 차이를 연구하였다.



- 9 -

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시료 및 시약

 Nojirimycin, griess reagent, proteasome inhibitor cocktail, arbutin, acarbose,

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT),

lipopolysaccharides (LPS)는 Sigma-Ardrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하

였다.

1-Deoxynojirimycin은 Cayman Chemical (Ann Arbor, MI ,USA)에서 구입하

였다.

Dulbecco's Modified Eagle Medium, penicillin and streptomycin, fetal bovine

serum (FBS), BCA protein assay kit는 Thermo Fisher Scientific (Waltham,

MA, USA)에서 구입하였다.

p-p38, p38, p-JNK, JNK, p-ERK, ERK, p-IκBα, IκBα, p-p65, p65, p-p105,

p105, iNOS, COX-2, β-actin은 Cell Signaling Technology (Danvers, MA,

USA)에서 구입하였다.

RIPA buffer, dimethyl sulfoxide (DMSO), enhanced chemiluminescence

(ECL) kit, 2X Laemmli sample buffer은 biosesang (Sungnam, Gyeonggi-do,

Korea)에서 구입하였다.
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2. 실험방법

2.1. α-glucosidase inhibition activity

Nojirimycin이 α-glucosidase 활성에 미치는 저해 활성을 측정하기 위해

Tibbot와 Skadsen의 방법을 변형하여 측정하였다 [19]. α-glucosidase는 전분과

이당류를 포도당으로 분해한다. 따라서 α-glucosidase 억제제는 당뇨병 치료제

로 쓰이며, 항비만 효과를 가지고 있다. 기질과 효소가 만나면 ρ-nitrophenol이

만들어지며 이는 노란색을 띄고 있기 때문에 이를 흡광도를 특정하여 효능을 평

가한다 (Figure 1).

α-glucosidase (0.2 units/mL, in 0.1 M PBS) 50 μL 와 농도별 시료 20 μL 를

넣고 37℃에서 5분 동안 전배양 한다. 5 mM ρ-nitrophenyl-α

-D-glucopyranoside 50 μL를 넣고 37℃에서 25분 동안 반응시킨 후 반응을 종

결시키기 위해 0.1 M sodium carbonate 100 μL를 넣은 후 405 nm에서

microplate reader (Tecan sunrise, Austria)를 이용하여 흡광도를 측정한 후 다

음 식에 의해 저해율을 계산하였다. 각 반응은 3회 반복하여 측정하였다.

Inhibition of α-glucosidase activity (%) =  


×

A: 시료 무처리군의 흡광도

B: 시료 처리군의 흡광도

C: 시료 무처리군에서 기질액을 처리하지 않은 군의 흡광도

D: 시료 처리군에서 기질액을 처리하지 않은 군의 흡광도

Figure 1. Mechanism of hydrolysis of ρ-nitrophenyl-α

-D-glucopyranoside (p-NPG) by α-glucosidase.
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2.2. Tyrosinase inhibition activity

균주 배양액이 tyrosinase 활성에 미치는 저해 활성을 측정하기 위해 Ishihara

et.al. 방법을 변형하여 측정하였다 [18]. Tyrosinase는 멜라닌 합성 과정에 관여

하며, 이를 저해하는 것은 미백제를 개발하는 방법 중 하나이다 (Figure 2).

0.1 M potassium phosphate buffer 45 μL와 tyrosinase (2500 units/mL) 5 μL

와 농도별 시료액 20 μL를 넣고 37℃에서 5분 동안 전배양한다. 2 mM

L-tyrosine 70 μL과 0.1 M potassium phosphate buffer 60 μL를 넣고 37℃에서

25분 동안 반응시켜 480 nm에서 microplate reader (Tecan sunrise, Austria)를

이용하여 흡광도를 측정한 후 다음 식에 의해 저해율을 계산하였다. 각 반응은 3

회 반복하여 측정하였다.

Inhibition of tyrosinase activity (%) = 


×

A: 시료 무처리군의 흡광도

B: 시료 처리군의 흡광도

C: 시료 무처리군에서 기질액을 처리하지 않은 군의 흡광도

D: 시료 처리군에서 기질액을 처리하지 않은 군의 흡광도

Figure 2. The simplified scheme of the melanin synthesis in

melanocytes during melanogenesis.
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2.3. 세포배양

실험에 사용된 마우스 대식 세포 RAW264.7은 한국세포주은행에서 분양받았다

(Seoul, Korea). 세포는 습도 100%, 5% CO2, 37℃ 배양기에서 배양하였으며,

10% heat-inactivation FBS와 1% penicillin 및 streptomycin를 함유한 DMEM

배지를 사용하였다. 배지는 2일마다 교환하였으며, 세포가 80% 이상 자랐을 때

cell scraper를 사용하여 계대배양 하였다.
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2.4. 세포 독성 평가

세포 생존에 미치는 영향을 알아보기 위해 MTT가 환원되는 방법을 이용하여

측정하였다 (Figure 3). 노란색의 수용성 MTT tetrazolium을 세포에 처리하면,

살아있는 세포의 미토콘드리아에 있는 탈수소효소에 의해 tetrazolium의 ring 구

조가 끊어지면서 보라색을 띄는 비수용성의 MTT formazan 결정으로 환원된다.

세포를 배지에 현탁시킨 후 24-well plates (SPL, Korea)에 1.5ⅹ105 cells/well

의 세포수가 되도록 500 μL씩 분주하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 동

안 배양한다. 그 후 lipopolysaccharides (LPS; sigma, USA)와 샘플을 농도별로

동시에 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 이후 MTT 용액 400 μL를 첨가하여

배양기에서 4시간 동안 배양한 후, 상층액을 제거하였다. MTT를 환원시켜 생성

된 formazan이 잘 녹을 수 있게 DMSO를 넣어 녹인 후, microplate reader

(Tecan sunrise, Austria)를 사용하여 570 nm 에서 흡광도를 측정하였다. 각 시

료군에 대한 평균 흡광도 값을 구했으며, 대조군의 흡광도 값과 비교하여 세포

생존률을 측정하였다.

Figure 3. MTT reduction in live cells by mitochondrial reductase

resulits in the formatio of insolub formazan, characterized by high

absorptivity at 570 nm.
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2.5. Nitric oxide (NO) 생성량 측정

세포에서 농도별 항염증 효과를 측정하기 위해 세포 배양액에 존재하는 NO2-

형태로서 Griess reagent를 이용하여 측정하였다 (Figure 4). 24-well plates

(SPL, Korea)에 1.5ⅹ105 cells/well의 세포수가 되도록 500 μL씩 분주하여 37℃,

5% CO2 incubator에서 24시간 배양한다. 그 후 lipopolysaccharides (LPS;

sigma, USA) 와 샘플을 농도별로 동시에 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 세

포 배양액 100 μL와 griess reagent 100 μL를 혼합하여 96-well plates (SPL,

Korea)에서 10분 동안 반응시킨 다음, microplate reader (Tecan sunrise,

Austria)를 사용하여 540 nm 에서 흡광도를 측정하였다. 각 시료군에 대한 평균

흡광도 값을 구했으며, LPS만 처리한 대조군의 흡광도 값과 비교하여 NO 생성

량을 측정하였다.

Figure 4. The reaction of nitrite (NO2-) with Griess assay reagents

forms an azo dye that is easily detected spectrophotometrically to

extrapolate NO concentrations released from the sample.
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2.6. PGE2및 염증성 cytokine 발현 측정

NO 측정과 같은 방법으로 세포를 배양한 후, 각 well에서 상층액을 회수하여

PGE2 및 염증성 사이토카인의 발현량을 측정하였다. Mouse IL-6 ELISA kit

(BD bioscience, USA), mouse TNF-α ELISA kit (BD bioscience, USA),

mouse IL-1β ELISA kit (R&D systems, USA), mouse PGE2 ELISA kit (BD

bioscience, USA)를 사용하여 제시된 방법에 따라 처리한 다음, microplate

reader (Tecan sunrise, Austria)로 흡광도를 측정하였다.
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2.7. Western blot 실험

세포를 60ⅹ15 mm culture dish에 8ⅹ105 cells/dish의 세포수가 되도록 3 mL

씩 분주하여 24시간 동안 배양하였다. 염증 관련 단백질의 발현량을 분석하기 위

해 LPS와 Nojirimycin (NJ; 0.05, 0.1, 0.2, 0.4 mM), 1-deoxynojirimycin (DNJ;

0.31, 0.63, 1.25, 2.5 mM)를 동시에 처리하여 최소 15분에서 24시간까지 조건 별

로 배양하였다. 배양 후 차가운 phosphate buffer saline (PBS; Biosesang,

Korea)로 세척 후 RIPA lysis buffer (150 mM Sodium chloride, 1%

TritonX-100, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 2

mM EDTA, protease inhibitor cocktail)를 첨가하여 단백질을 추출하였다.

15,000 rpm으로 20분 동안 원심분리하여 상등액을 얻었다. 단백질 농도는 BCA

protein assay kit (Pierce, USA)를 이용하여 정량화하였다. 단백질 30 μg를

laemmli sample buffer (Bio-rad, USA)에 넣고 100℃에서 3분 동안 불활성화 시

킨 후 10% SDS-PAGE로 전기영동하였다. 분리된 단백질은 PVDF membrane

(Bio-rad, USA)으로 transblotting 한 후, 5% skim milk 로 4시간 동안 blocking

시켰다. 1차 항체를 처리하여 상온에서 오버나잇 시킨 후, membrane을

Tris-buffered saline Tween-20 (TBST)로 6번 워시한 후 HRP-conjugate

secondary antibody (1:5000 dilution)로 2시간 동안 실온에서 반응시켰다. TBST

로 6번 워시한 후, 단백질은 Enhanced chemiluminescence (ECL; Biosesang,

Korea)방법을 이용해 X-ray 필름으로 결과를 확인하였다.
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Ⅲ. 결과

1. nojirimycin의 항비만, 미백 효능 스크리닝 및 항염증 효과

1.1. α-glucosidase inhibition activity

α-glucosidase는 섭취한 탄수화물을 단당류로 분해하는데 관여하는 효소이다.

이 효소 저해제로는 acarbose가 있으며, 이는 α-glucosidase를 저해하여 단당의

분해를 억제함으로써 당뇨병 환자의 식후 고혈당 증상을 방지할 수 있고, 비만치

료제로도 쓰일 수 있다. 하지만 acarbose는 장기간 복용할 경우 구토, 설사를 비

롯한 복부팽만감 등의 부작용이 뒤따를 수 있다. 따라서 부작용이 낮고, 식후 혈

당 강하의 효능이 있는 소재에 관한 연구 필요성이 대두되고 있다.

본 실험에서는 NJ와 acarbose를 비교물질로 하여 α-glucosidase 저해 활성을

비교하였다 (Figure 5). 비교 물질로 사용한 acarbose 보다는 약 2배 정도 강한

저해 활성을 보이며 농도 의존적으로 억제했다. 향후 이 샘플의 활성 물질 동정

을 통한 활성 기작에 대한 연구가 필요하며 본 연구 결과는 α-glucosidase의 저

해 활성을 가지는 항비만 기능성 원료 발굴을 위한 기초자료로 활용가능하리라

사료된다.
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(a)

(b)

Figure 5. α-glucosidase Inhibition Activity of (a) acarbose (IC50 =

0.62±0.015 mM) and (b) NJ (IC50 = 0.29±0.005 mM). The data are expressed

as mean ± SD (n = 3).
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1.2. Tyrosinase inhibition activity

Tyrosinase는 피부 멜라닌 생성에 주효소로 작용한다. 이 효소는 생체 내에

존재하는 L-tyrosine이라는 아미노산을 기질로 하여 L-tyrosine에서 3,

4-dihydroxy-L-phenylananine (DOPA)로, 그리고 DOPA에서 DOPAquinone으로

산화되는 과정에 촉매로 작용한다. 이 두 번의 산화반응 후의 후속반응은 자발적

으로 일어나기 때문에, tyrosinase가 관여하는 반응이 전체 반응 속도를 결정하

게 된다. 이러한 이유로 tyrosinase 저해 활성은 미백 활성을 평가하는데 중요한

요소이다. 본 실험에서는 NJ와 대표적인 미백제로 알려져 있는 arbutin을 비교

물질로 하여 tyrosinase 저해 활성을 비교하였다 (Figure 6).

NJ는 비교 물질로 사용한 arbutin보다는 약 10배 정도 강한 저해 활성을 보이

며 농도 의존적으로 억제했다. 향후 이 샘플의 활성 물질 동정을 통한 활성 기작

에 대한 연구가 필요하며 본 연구 결과는 tyrosinase 저해 활성을 가지는 새로운

미백 기능성 원료 발굴을 위한 기초자료로 활용가능하리라 사료된다.
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(a)

(b)

Figure 6. Tyrosinase Inhibition Activity of (a) arbutin (IC50 = 0.44±0.013

mM) and (b) nojirimycin (NJ) (IC50 = 0.042±0.001 mM). The inhibition of

DOPA Chrome, a reaction product produced by tyrosinase, was confirmed by

measuring absorbance. The data are expressed as mean ± SD (n = 3).
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1.3. 세포 독성 측정

MTT assay를 이용하여 RAW264.7 대식세포에서 nojirimycin (NJ)의 세포독

성을 확인하였다 (Figure 7). NJ를 농도별로 처리한 결과, 모든 농도에서 세포

생존률이 90% 이상을 나타내어 RAW264.7에 대해 독성을 나타내지 않았다. 따

라서 추가적인 항염증 실험도 세포 생존률에 큰 영향을 미치지 않는 농도에서

진행하였다.
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Figure 7. Effect of nojirimycin (NJ) on cell viability in LPS-induced

RAW264.7 macrophage cells. Cells were each treated with nojirimycin (0.03,

0.05, 0.1, 0.2, 0.4 mM) for 24 h. Cell viability was determined by MTT assay.

Data are presented as mean ± standard deviation (SD) of at least three

independent experiments (n=3).
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1.4. Nitric oxide (NO) 및 PGE2 생성량 측정

LPS 처리에 의한 RAW264.7 세포에서 NO 생성의 증가는 NJ 처리군에서 농

도 의존적을 감소되는 것으로 확인되었다 (Figure 8). NF-κB inhibitor인

ammonium pyrrolidinedithiocarbamate (APDTC)가 대조군으로 사용되었다. NJ

의 농도가 0.4 mM에서 NO 생성을 약 39% 억제하였다. 또한, NJ가 고농도에서

는 LPS를 처리하지 않는 정상군에 가까운 NO 생성량을 나타내어, 염증이 유도

되었을 때 NJ의 처리가 효과적으로 NO 생성을 감소시키는 것을 확인할 수 있었

다.

또한, NJ의 농도가 0.4 mM에서 PGE2 생성을 약 34% 억제하였다. 따라서 NJ

로 NO 생성과 관련 있는 iNOS [20] 와 PGE2 생성과 관련이 있는 COX-2 [20],

대표적인 염증신호 전달 경로인 MAPKs, NF-κB pathway [21]의 western blot

실험을 진행하였다.
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(a)

(b)

Figure 8. Effect of nojirimycin (NJ) on (a) nitric oxide and (b) PGE2

production in LPS-induced RAW264.7 macrophages. Cells were each

treated with nojirimycin (0.03, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4 mM) for 24 h. Cell viability

was determined by MTT assay. Data are presented as mean ± standard

deviation (SD) of at least three independent experiments (n=3). * p < 0.05

and ** p < 0.01 *** p < 0.001 versus treated control.
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1.5. 전염증성 cytokine 발현 측정

전염증성 사이토카인인 IL-6, TNF-α 및 IL-1β는 염증반응을 매개하는 물질로

특히 초기 염증반응에 깊이 관여하고 있는 것으로 알려져 있다 [22]. NJ가 LPS

로 염증이 유도된 RAW264.7이 분비하는 염증성 사이토카인의 생성억제 효과를

측정하기 위해 ELISA 방법을 이용하였다. NJ는 염증이 유도된 RAW264.7에서

증가된 IL-6, TNF-α 및 IL-1β의 생성을 농도 의존적으로 감소시켰다 (Figure

9). NJ의 농도가 0.4 mM에서 IL-6의 생성을 LPS 단독 처리군에 비해 약 76%

억제하였고, TNF-α의 생성은 약 52%, IL-1β의 생성은 약 60% 억제하였다.

IL-6의 생성에서 가장 높은 억제효과를 나타내었고, IL-6와 IL-1β의 생성량은

고농도에서는 LPS를 처리하지 않는 정상군에 가까운 생성량을 보이고 있다.
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                  (a) (b)

                     (c)

Figure 9. Effect of nojirimycin (NJ) on LPS-induced (a) IL-6, (b)

TNF-α and (c) IL-1β production in macrophages. RAW264.7 cells

incubated with LPS (1 μg/mL) for 24 h in the presence or absence of

nojirimycin (0.03, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4 mM). Culture supernatants were collected

and analyzed for the presence of IL-6, TNF-α and IL-1β using

enzyme-linked immunosorbent assays. Data are presented as mean ± standard

deviation (SD) of at least three independent experiments (n=3). * p < 0.05

and ** p < 0.01 *** p < 0.001 versus treated control.
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1.6. iNOS, COX-2 발현량 측정

NJ는 LPS로 염증이 유도된 RAW264.7에서 효과적으로 NO와 PGE2 생성을 억

제하였다. 이러한 NJ가 NO 생성과 관련이 있는 iNOS, PGE2발현의 매개가 되는

COX-2 단백질 발현 억제에 영향을 끼치는지 확인하기 위해 western blot 실험

기법을 통해 확인하였다.

LPS 처리에 의한 iNOS, COX-2 생성의 증가는 NJ 처리군에서 농도 의존적을

감소되는 것으로 확인되었다 (Figure 10). RAW264.7 세포만 배양한 무처리군에

서는 iNOS의 발현이 나타나지 않았으나 LPS만을 처리한 군에서는 iNOS의 발현

이 무처리군에 비하여 현저히 증가하였다. iNOS 발현은 NJ의 농도가 0.4 mM일

때, 단백질의 발현이 대조군에 비해 약 46% 억제되었다. COX-2의 발현은 NJ의

농도가 0.4 mM일 때, 단백질의 발현이 대조군에 비해 약 74 % 억제되었다.
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                   (a) (b)

Figure 10. Effect of nojirimycin (NJ) on the level of iNOS, COX-2

protein in LPS-induced RAW264.7 macrophage cells. RAW264.7 cells

incubated with LPS (1 μg/mL) for 24 h in the presence or absence of NJ

(0.05, 0.1, 0.2, 0.4 mM). (a) iNOS protein level, (b) COX-2 protein level was

validated by Image J. β-actin was used as an internal control. Data are

presented as mean ± standard deviation (SD) of at least three independent

experiments (n=3). * p < 0.05 and ** p < 0.01 *** p < 0.001 versus treated

control.
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1.7. 단백질 발현 시간대 확인

기전 연구를 위해 MAPKs 및 NF-κB 신호전달 경로의 단백질이 발현되는 시

간대를 확인하기 위해 LPS를 시간대별로 처리하였다 (Figure 11). 그 결과 모든

단백질의 induction이 20분 동안 처리했을 때 가장 강했다. 따라서 western blot

실험을 진행할 때 sample과 LPS를 20분 동안 동시 처리하였다.
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Figure 11. Time course experiments to monitor protein levels of cell

cycle regulatory molecules after LPS treatment. RAW264.7 cells were

treated with 1 μg/mL of LPS for indicated time periods (0, 10, 20, 30, 40

min).
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1.8. MAPKs 발현량 측정

MAPKs와 NF-κB 경로는 면역세포에서 면역 활성을 매개하는 대표적인 신호

전달 체계이다. 이들은 외부 자극에 의해 면역반응이 매개되면서 면역세포 내부

의 신호전달 체계가 활성화되어 NO, 사이토카인 등의 분비가 촉진된다 [23]. 대

표적인 MAPKs의 단백질에는 ERK, JNK, p38 등이 있으며, 각 단백질의 인산화

유무에 따라 그 활성을 판단한다 [24]. 이에 NJ에 의한 효과의 분자적 기전을 조

사하기 위하여 ERK, JNK, p38 단백질의 발현량을 살펴보았다 (Figure 12).

LPS 처리 시 ERK, JNK, p38의 인산화가 증가되었다. 하지만 NJ가 이들의 인

산화 감소에 대해서 어떠한 경향성도 나타내지 않았다.
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    (a) (b)

(c)

Figure 12. Effect of nojiimycin (NJ) on activations of ERK 1/2, JNK

1/2 and p38 in LPS-induced RAW264.7 macrophage cells. RAW264.7 cells

incubated with LPS (1 μg/mL) for 20 min in the presence or absence of NJ

(0.05, 0.1, 0.2, 0.4 mM). (a) ERK 1/2 protein level, (b) JNK 1/2 protein level,

(c) p38 protein level was validated by Image J. Data are presented as mean

± standard deviation (SD) of at least three independent experiments (n=3). *

p < 0.05 and ** p < 0.01 *** p < 0.001 versus treated control.
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1.9. NF-κB 발현량 측정

Figure 13에 나타난 바와 같이, LPS 단독 처리군에서 IκB-α는 인산화되고 복합

체에서 분리되었다. 하지만 NJ 처리군에서는 IκBα의 분해가 점차 억제되었고, 그에

따라 IκBα의 인산화도 억제되었다.

또한, p65와 p105의 활성화된 형태인 p-p65 및 p-p105의 발현은 LPS 처리 후 증

가되었지만, NJ 처리에 의해 억제되었다. NJ의 농도가 0.4 mM에서 p-p65의 발현은

대조군에 비해 약 49% 억제되었고 p-p105의 발현은 약 14% 억제되었다.
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 13. Effect of nojirimycin (NJ) on phosphorylation of IκB-α, and Iκ

B-α, phosphorylation of p65 and p105 in LPS-induced RAW264.7

macrophage cells. RAW264.7 cells incubated with LPS (1 μg/mL) for 20 min in

the presence or absence of NJ (0.05, 0.1, 0.2, 0.4 mM). (a) IκB-α protein level,

(b) p-IκB-α protein level, (c) p-p65 protein level, (d) p-p105 protein level was

validated by Image J. Data are presented as mean ± standard deviation (SD) of

at least three independent experiments (n=3). * p < 0.05 and ** p < 0.01 *** p

< 0.001 versus treated control.



- 35 -

1.10. Nojirimycin과 비슷한 구조의 효과

1.10.1. 세포 독성 측정

MTT assay를 이용하여 RAW264.7 대식세포에서 nojirimycin (NJ)와 유사한

구조를 가진 D-glucose의 세포독성을 확인하였다 (Figure 14). NJ와 D-glucose

를 농도별로 처리한 결과, 모든 농도에서 세포 생존률이 90% 이상을 나타내어

RAW264.7에 대해 독성을 나타내지 않았다. 따라서 추가적인 항염증 실험도 세

포 생존률에 큰 영향을 미치지 않는 농도에서 진행하였다.
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(a)

(b)

Figure 14. Effect of (a) nojiimycin (NJ) and (b) D-glucose on cell

viability in LPS-induced RAW 264.7 macrophage cells. Cells were each

treated with (a) D-glucose (0.03, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4 mM), (b) NJ (0.03, 0.05,

0.1, 0.2, 0.4 mM) for 24 h. Cell viability was determined by MTT assay. Data

are presented as mean ± standard deviation (SD) of at least three

independent experiments (n=3).
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  1.10.2. Nitric oxide (NO) 생성량 측정

LPS 처리에 의한 RAW264.7 세포에서 NO 생성의 증가는 NJ와 D-glucose 처

리군에서 농도 의존적을 감소되는 것으로 확인되었다 (Figure 15). 하지만 NJ의

농도가 0.4 mM에서 NO 생성을 약 39% 억제하는 반면, D-glucose의 농도가

0.4 mM에서는 약 9%를 억제하여 그 효과가 미미했다.
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(a)

(b)

Figure 15. Effect of (a) nojirimycin (NJ) and (b) D-glucose on nitric

oxide production in LPS-induced RAW264.7 macrophages. Cells were

each treated with (a) D-glucose (0.03, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4 mM), (b) NJ (0.03,

0.05, 0.1, 0.2, 0.4 mM) for 24 h. Data are presented as mean ± standard

deviation (SD) of at least three independent experiments (n=3). * p < 0.05

and ** p < 0.01 *** p < 0.001 versus treated control.
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2. 1-deoxynojirimycin의 항비만, 미백 효능 스크리닝 및 항염증 효과

2.1. α-glucosidase inhibition activity

본 실험에서는 DNJ와 acarbose를 비교물질로 하여 α-glucosidase 저해 활성을

비교하였다 (Figure 16). 비교 물질로 사용한 acarbose보다는 약 3배 정도 강한

저해 활성을 보이며 농도 의존적으로 억제했다. 향후 이 샘플의 활성 물질 동정

을 통한 활성 기작에 대한 연구가 필요하며 본 연구 결과는 α-glucosidase 저해

활성을 가지는 미백 기능성 원료 발굴을 위한 기초자료로 활용가능하리라 사료

된다.
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(a)

(b)

Figure 16. α-glucosidase Inhibition Activity of (a) acarbose (IC50 =

0.45±0.017 mM) and (b) 1-deoxynojirimycin (DNJ) (IC50 = 0.17±0.002 mM).

The data are expressed as mean ± SD (n = 3).
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2.2. Tyrosinase inhibition activity

본 실험에서는 DNJ와 대표적인 미백제로 알려져 있는 arbutin을 비교물질로

하여 tyrosinase 저해 활성을 비교하였다 (Figure 17). 비교 물질로 사용한

arbutin은 농도 의존적으로 tyrosinase의 활성을 억제하였지만, DNJ의 저해 활성

은 미미했다.
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(a)

(b)

Figure 17. Tyrosinase Inhibition Activity of (a) arbutin (IC50 =

0.44±0.013 mM) and (b) DNJ (IC50 > 2.5 mM). The inhibition of DOPA

Chrome, a reaction product produced by tyrosinase, was confirmed by

measuring absorbance. The data are expressed as mean ± SD (n = 3).
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2.3. 세포 독성 측정

MTT assay를 이용하여 RAW264.7 대식세포에서 1-deoxynojirimycin (DNJ)

의 세포독성을 확인하였다 (Figure 18). DNJ를 농도별로 처리한 결과, 모든 농

도에서 세포 생존률이 90% 이상을 나타내어 RAW264.7에 대해 독성을 나타내지

않았다. 따라서 추가적인 항염증 실험도 세포 생존률에 큰 영향을 미치지 않는

농도에서 진행하였다.
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Figure 18. Effect of 1-deoxynojirimycin (DNJ) on cell viability in

LPS-induced RAW 264.7 macrophage cells. Cells were each treated with

DNJ (0.16, 0.31, 0.63, 1.25 and 2.5 mM) for 24 h. Cell viability was

determined by MTT assay. Data are presented as mean ± standard deviation

(SD) of at least three independent experiments (n=3).



- 45 -

2.4. Nitric oxide (NO) 및 PGE2 생성량 측정

LPS 처리에 의한 RAW264.7 세포에서 NO 생성의 증가는 DNJ 처리군에서 농

도 의존적으로 감소되는 것으로 확인되었다 (Figure 19). DNJ의 농도가 2.5

mM에서 NO 생성을 약 43% 억제하였다. 또한, DNJ의 고농도에서는 LPS를 처

리하지 않는 정상군에 가까운 NO 생성량을 나타내어, 염증이 유도되었을 때

DNJ의 처리가 효과적으로 NO 생성을 감소시키는 것을 확인할 수 있었다.

또한, DNJ의 농도가 2.5 mM에서 PGE2 생성을 약 44% 억제하였다. 따라서

DNJ로 NO 생성과 관련 있는 iNOS [20] 와 PGE2 생성과 관련이 있는 COX-2

[20], 대표적인 염증신호 전달 경로인 mitogen-activated protein kinase

(MAPKs), NF-κB pathway [21]의 western blot 실험을 진행하였다.
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(a)

(b)

Figure 19. Effect of 1-deoxynojirimycin (DNJ) on (a) nitric oxide and

(b) PGE2 production in LPS-induced RAW264.7 macrophages. Cells were

each treated with 1-deoxynojirimycin (0.16, 0.31, 0.63, 1.25, 2.5 mM) for 24 h.

Cell viability was determined by MTT assay. Data are presented as mean ±

standard deviation (SD) of at least three independent experiments (n=3). * p

< 0.05 and ** p < 0.01 *** p < 0.001 versus treated control.
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2.5. 전염증성 cytokine 발현 측정

전염증성 사이토카인인 IL-6, TNF-α 및 IL-1β는 염증반응을 매개하는 물질로

특히 초기 염증반응에 깊이 관여하고 있는 것으로 알려져 있다 [22]. DNJ가 LPS

로 염증이 유도된 RAW264.7이 분비하는 염증성 사이토카인의 생성억제 효과를

측정하기 위해 ELISA 방법을 이용하였다.

DNJ는 염증이 유도된 RAW264.7에서 증가된 IL-6, TNF-α 및 IL-1β의 생성

을 농도 의존적으로 감소시켰다 (Figure 20). 농도 2.5 mM에서 IL-6의 생성을

LPS 단독 처리군에 비해 약 76% 억제하였고, TNF-α의 생성은 약 46%, IL-1β

의 생성은 약 28% 억제하였다. IL-6의 생성에서 가장 높은 억제효과를 나타내었

고, IL-6와 IL-1β의 생성량은 고농도에서는 LPS를 처리하지 않는 정상군에 가

까운 생성량을 보이고 있다.
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                  (a) (b)

                (c)

Figure 20. Effect of 1-deoxynojirimycin (DNJ) on LPS-induced (a)

IL-6, (b) TNF-α and (c) IL-1β production in macrophages. RAW264.7

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

1-deoxynojirimycin (0.15, 0.31, 0.63, 1.25, 2.5 mM). Culture supernatants were

collected and analyzed for the presence of IL-6, TNF-α and IL-1β using

enzyme-linked immunosorbent assays. Data are presented as mean ± standard

deviation (SD) of at least three independent experiments (n=3). * p < 0.05

and ** p < 0.01 *** p < 0.001 versus treated control.
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2.6. iNOS, COX-2 발현량 측정

DNJ는 LPS로 염증이 유도된 RAW264.7에서 효과적으로 NO와 PGE2 생성을

억제하였다. 이러한 NO 생성과 관련이 있는 iNOS와 PGE2 발현의 매개가 되는

COX-2 단백질 발현 억제에 영향을 끼치는지 확인하기 위해 western blot 실험

기법을 통해 확인하였다.

LPS 처리에 의한 iNOS, COX-2 생성의 증가는 DNJ 처리군에서 농도 의존적

으로 감소되는 것으로 확인되었다 (Figure 21). RAW264.7 세포만 배양한 무처

리군에서는 iNOS의 발현이 나타나지 않았으나 LPS를 처리한 군에서는 iNOS의

발현이 무처리군에 비하여 현저히 증가하였다. iNOS 발현은 DNJ의 농도가 2.5

mM일 때, 단백질의 발현이 대조군에 비해 약 76% 억제되었다. COX-2의 발현

은 DNJ의 농도가 2.5 mM일 때, 단백질의 발현이 대조군에 비해 약 84% 억제되

었다.
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                 (a) (b)

Figure 21. Effect of 1-deoxynojirimycin (DNJ) on the level of iNOS,

COX-2 protein in LPS-induced RAW264.7 macrophage cells. RAW264.7

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

DNJ (0.31, 0.63, 1.25, 2.5 mM). (a) iNOS protein level, (b) COX-2 protein

level was validated by Image J. β-actin was used as an internal control.

Data are presented as mean ± standard deviation (SD) of at least three

independent experiments (n=3). * p < 0.05 and ** p < 0.01 *** p < 0.001

versus treated control.
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2.7. MAPKs 발현량 측정

MAPKs와 NF-κB 경로는 면역세포에서 면역 활성을 매개하는 대표적인 신호

전달 체계이다. 이들은 외부 자극에 의해 면역반응이 매개되면서 면역세포 내부

의 신호전달 체계가 활성화되면서 NO, 사이토카인 등의 분비가 촉진된다 [23].

대표적인 MAPKs의 단백질에는 ERK, JNK, p38 등이 있으며, 각 단백질의 인산

화 유무에 따라 활성을 판단한다 [24]. 이에 NJ에 의한 효과의 분자적 기전을 조

사하기 위하여 ERK, JNK, p38 단백질의 발현량을 살펴보았다 (Figure 22).

LPS 처리 시 ERK, JNK, p38 인산화가 증가되었으며, DNJ 처리군에서는

p-ERK가 약 7%, p-JNK가 약 27% 억제되었다.
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                  (a) (b)

(c)

Figure 22. Effect of 1-deoxynojirimycin (DNJ) on activations of ERK

1/2, JNK 1/2 and p38 in LPS-induced RAW264.7 macrophage cells.

RAW264.7 cells incubated with LPS (1 μg/mL) for 20 min in the presence or

absence of DNJ (0.63, 1.25, 2.5 mM). (a) ERK 1/2 protein level, (b) JNK 1/2

protein level, (c) p38 protein level was validated by Image J. Data are

presented as mean ± standard deviation (SD) of at least three independent

experiments (n=3). * p < 0.05 and ** p < 0.01 *** p < 0.001 versus treated

control.
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2.8. NF-κB 발현량 측정

  Figure 23에 나타난 바와 같이, LPS 단독 처리군에서 IκB-α는 인산화되고 복

합체에서 분리된다. DNJ 처리군에서는 IκBα의 분해가 점차 억제되었다. 그에 따

라 IκBα의 인산화도 억제되었다.

또한, p65와 p105의 활성화된 형태인 p-p65 및 p-p105의 발현은 LPS 처리 후

증가되었다. p-p105의 발현은 DNJ 처리에 의해 농도 의존적으로 억제되었다.

DNJ의 농도가 2.5 mM에서 p-p105의 발현은 약 55% 억제되었다.
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                 (a) (b)

(c) (d)

Figure 23. Effect of 1-deoxynojirimycin (DNJ) on phosphorylation of Iκ

B-α, and IκB-α, phosphorylation of p65 and p105 in LPS-induced

RAW264.7 macrophage cells. RAW264.7 cells incubated with LPS (1 μ

g/mL) for 20 min in the presence or absence of DNJ (0.63, 1.25, 2.5 mM). (a)

IκB-α protein level, (b) p-IκB-α protein level, (c) p-p65 protein level (d)

p-p105 protein level was validated by Image J. Data are presented as mean ±

standard deviation (SD) of at least three independent experiments (n=3). * p

< 0.05 and ** p < 0.01 *** p < 0.001 versus treated control.
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Ⅳ. 고찰

본 연구에서는 nojirimycin (NJ)과 1-deoxynojirimycin (DNJ)의 항염증 효과를

확인하기 위해 RAW264.7 대식세포에서 NO 생성 억제 활성, 전염증성 사이토카

인 및 PGE2 생성 억제 활성 실험을 진행하였고, MAPKs 및 NF-κB 신호전달

경로에 대한 메커니즘 규명 연구를 수행하였다.

NO는 피부손상 및 노화의 주요 원인이 되며 매우 불안정한 화합물로서 LPS

와 같은 염증유발물질에 의해 과도한 증가는 패혈성 쇼크, 류마티스관절염 등과

같은 염증성 질환을 유발한다 [26]. 또한, iNOS는 세포내 존재하지 않으나 일단

자극에 의해 유도가 되면 NO 생성을 증가시킨다. 그리고 LPS와 같은 자극에 의

해 COX-2는 발현되어 prostaglandin을 생성시키며 염증반응을 유도하고, 각종

퇴행성 질환의 발병과 진행에 중요한 역할을 한다 [27,28]. 그러므로 NO, iNOS,

COX-2 발현량의 억제는 염증을 억제하는 효과를 나타낼 수 있다. 또한 염증반

응시 COX-2에 의해 생성되는 PGE2도 염증관련 질병을 유발하는 것으로 보고되

고 있다 [29]. NJ와 DNJ는 세포 독성이 나타나지 않는 범위에서 NO, PGE2,

iNOS, COX-2의 발현량을 현저히 감소시켰으며, 이는 NJ, DNJ가 항염증 효과를

나타내는 물질이라는 것을 나타낸다.

또한, 염증매개인자에 의해 활성화된 대식세포는 NO와 prostaglandin의 유리와

더불어 전염증성 사이토카인인 TNF-α, IL-1β 및 IL-6를 포함한 다양한 사이토

카인을 생성하여 감염 초기의 염증반응을 증폭시킨다 [30]. NJ와 DNJ는 TNF-α,

IL-1β 및 IL-6 모두 농도 의존적으로 억제시켰다.

LPS로 자극된 대식세포에서 NF-κB와 MAPKs 신호전달 경로는 염증인자 발

현을 조절하는 주요 경로로 알려졌다. 따라서 NJ와 DNJ가 어떤 경로를 통해 항

염증 효과를 보이고 있는지 확인해보았다. 이 신호경로들은 LPS에 의해 유도되

어 인산화되면서 활성화된다. NJ의 경우 MAPKs 신호전달 경로에 대해서는 아

무런 영향을 미치지 못했지만, IκB-α의 인산화를 억제시켜 NF-κB의 활성을 저

해하였다. 반면, DNJ의 경우 MAPKs 신호전달 경로 중에서 ERK와 JNK의 인산

화를 억제시켰고, IκB-α의 인산화를 억제시켜 NF-κB의 활성을 저해하였다.
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또한 NJ는 D-glucose와 유사한 구조를 가지고 있지만, 항염증 효과는 큰 차

이를 보이고 있다. 같은 농도에서 NJ는 우수한 항염증 효과를 가지고 있는 반면,

D-glucose의 그 효과는 미미했다. D-glucose는 고리의 산소가 있는 반면, NJ는

고리의 질소가 있다. 본 실험 결과는 효능의 정도가 구조적 차이에 기인한 것으

로, 항염증 효과가 고리의 질소에 의해서 나타난 것을 암시한다 (Figure 24).

또한 NJ와 DNJ는 D-glucose와 유사한 구조를 가지고 있지만 glucosidase를

저해하는 것으로 알려진 흥미로운 화합물이다. 따라서 α-glucosidase 저해 효과

를 한 번 더 입증하기 위해 실험을 진행한 결과 비교물질보다 2-3배 정도 강한

활성을 보였다. 추가로 미백활성을 스크리닝하기 위해 tyrosinase 저해 활성 실

험을 진행한 결과, NJ는 arbutin보다 강한 활성을 보였지만, DNJ는 그 효과가

미미했다. NJ는 C-1의 OH기에 의해 열린 사슬 형태의 aldehyde 타입의 이성질

체가 있지만, DNJ의 경우 열린 사슬 형태가 될 수 없다. 이는 NJ의 미백 활성이

C-1에 붙어 있는 작용기에 의한 구조적 차이에 기인함을 암시한다 (Figure 20).

결론적으로 NJ와 DNJ의 의약품 사용 적합성을 확인하려면 추가 실험이 필요

하지만, 우리는 이 오래된 항생제의 새로운 효능이 입증되었다고 생각한다.

.

(a) (b) (c)

Figure 24. Structures of (a) nojirimycin, (b) 1-deoxynojirimycin and (c)

D-glucose
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