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            초록
          
        

        
          Lipofuscin is known as an aging pigment observed when aging proceeds in organic organisms. The intestinal lipofuscin value of Caenorhabditis elegans decreased in the experimental group treated with the ethyl acetate fraction of interest compared to the control group. Among several factors related to aging, movement, body length, and exercise of the pharynx were measured to determine the effect of treatment with the Taxus cuspidata S. et Z. ethyl acetate fraction on nematode intake or growth and motility, respectively. The increase in food intake or body length showed no significant change compared to the control group, but the exercise amount showed a significant increase compared to the control group.
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      세포는 고분자를 저분자 성분으로 분해하여 지속적으로 재구성하며 calpain, proteasome, lysosome 등을 포함한 여러 분해 시스템을 가지고 있다.1) Lysosome의 결함은 천천히 lipofuscin 형성을 초래한다. Lipofuscin은 생체 내의 산화된 단백질과 지질의 복합물로써 세포 내에서 분해되지 않고 점차 축적되는 물질이다.1,2) Lipofuscin은 산화된 단백질, 지질, Al3+, Ca2+, Cu2+, Fe3+, Zn2+, Mn2+과 같은 금속 이온 등으로 이루어져 있고 주로 노화된 세포에서 관찰되는 노화의 biomarker로서 형광을 발하는 물질이다.3,4) 축적된 lipofuscin은 세포의 기능장애를 일으키고 cell 생존에 문제가 되고 노화를 유도하는 것으로 알려져 있다.1,4) Lipofuscin은 세포 내에서 주로 mitochondria에서 생성된 reactive oxygen species(ROS)에 의해서 lysosome 내에서 분해될 단백질 등이 산화적 손상을 받아 분해가 이루어지지 않고 lysosome 내에 granule로 축적되고 관찰되는 것으로 알려져 있다.5)

      주목(Taxus cuspidata S. et Z., Taxaceae)은 한국, 일본, 러시아 남동쪽에 자생하는 상록수 목질 식물로, 전 세계적으로 항종양 활성이 있는 생약으로 잘 알려져 있다.6) T. cuspidata는 Taxus 속 식물들이 주로 생산하는 diterpenoid인 항종양 화합물인 taxol이 알려져 있다.7) T. cuspidata에 대한 연구는 항진균,8) 항암,9) 항당뇨,10) 항산화11) 및 이뇨 효과가 보고되어 있다.12)

      본 연구는 항노화 활성 물질을 찾는 과정 중 항암 식물인 주목을 대상으로 노화색소인 lipofuscin의 축적을 억제하는 효능이 있는지를 확인하고자 주목의 메탄올 추출물을 제조하여 예쁜꼬마선충 모델을 이용하여 실험을 진행하였다. 주목 메탄올 추출물의 용매 계통 분획물을 제조하여 가장 강한 DPPH radical 소거 활성을 보인 ethyl acetate 분획을 예쁜꼬마선충을 이용하여 lipofuscin 축적에 미치는 영향을 확인하였으며, 노화와 관련된 선충의 먹이 섭취양과 성장 및 운동성에 미치는 영향을 실험한 결과 몇 가지 효능을 확인하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      실험재료 – 실험재료인 주목은 완주군에서 재배하는 것을 채집하여 우석대 김대근 교수가 검증한 후에 건조하여 사용하였으며, 표준품은 국산축산과학원에 보관하고 있다(NI25-001).

      추출 및 분획 – 건조한 주목 150 g을 50℃에서 메탄올로 5시간씩 2회 추출한 후 수욕상에서 감압농축하여 메탄올 추출물 약 2.7 g을 얻었다. 증류수로 용해하여 methylene chloride (5.7 g), ethyl acetate (1.7 g)과 n-butanol (5.1 g)으로 분획하여 분획물을 얻었다.

      DPPH 자유 라디칼 소거능 측정 – 분획물을 농도별로 조제하여 각 시료를 96 well plate에 분주하고, 0.2 mM의 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 에탄올 용액을 가하여 10초간 진탕한 후 25℃에서 30분간 반응시켜고 517 nm에서 microplate reader로 흡광도를 측정하였으며 vitamin C를 대조군으로 사용하였다.13)

      예쁜꼬마선충 배양 – 예쁜꼬마선충(Caenorhabditis elegans)은 E. coli OP50를 도말한 후 20℃에서 Nematode Growth Medium (NGM) agar plate에서 배양하여 사용하였으며, DMSO에 용해한 주목 분획 시료를 0.1% (v/v)의 DMSO에 용해한 후 NGM plate에서 가하고 선충을 배양하였다.14)

      Lipofuscin 축적 효능 측정 – 시료가 첨가된 plate에서 성장 단계를 동일시 한 N2 선충을 배양하였다. 성체가 된 후 8일째 선충을 4% sodium azide로 마취시켰으며, fluorescence microscope (Olympus, Japan)를 사용하여 선충 체내 자가 형광을 띠는 노화색소인 lipofuscin의 축적량을 측정하였다. 형광 발현강도는 Image J software (USA)를 사용하여 관찰하였다.15)

      노화 관련인자 분석 – 시료가 첨가된 NGM plate에서 성장 단계를 동일시 한 N2 선충을 배양하였다. 선충의 음식 섭취량을 알아보기 위해 4일째인 성충을 신선한 NGM plate에 1마리씩 옮겨 1분 동안 선충 인두의 움직임을 측정하였다. 선충의 성장과 움직임의 변화 상태는 성체 4일째에 측정하였다. 성장과 움직임 측정은 Olympus software (Olympus, Japan)를 사용하여 측정하였고 모든 실험은 동일 조건 하에 3회 반복하였다.15,16)

      통계 분석 – 통계 자료의 값은 평균값 ± 표준오차(mean ± S.E.M.)로 표시하였고, 통계적 유의성의 검증은 ANOVA를 통해서 분석하였다. 선충의 연속적인 생존도는 Log-rank test 분석 방법을 이용하였고, p값은 *p < 0.05, **p < 0.01 일 때 유의성이 있는 것으로 판단하였다.

    

    

  
    
      결 과
      DPPH radical 소거 효과 – 주목 메탄올 추출물 분획의 DPPH radical 소거 효과는 Fig. 1에 나타난 바와 같이 ethyl acetate 분획(IC50 value, 141.3 μg/mL)과 n-butanol 분획(IC50 value, 178.1 μg/mL)이 유사한 효능을 보였으나 ethyl acetate 분획이 더 좋은 radical 소거 효과를 나타냈다(vitamin C, IC50 value, 20.4 μg/mL) (Fig. 1).

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          DPPH radical scavenging effects of the MeOH extract and its subsequent fractions from T. cuspidata.
        
        

        

      

      lipofuscin 축적량 감소 효능 – 형광 현미경을 이용하여 주목 ethyl acetate 분획이 예쁜꼬마선충 체내 존재하는 노화 색소 lipofuscin의 축적량 감소 효능을 보이는지를 확인하였다. 7일째 선충의 성충을 사용하여 lipofuscin의 형광 발현량을 측정한 결과, 주목 시료를 처리하지 않은 선충군과 비교하여 ethyl acetate 분획 250 μg/mL 처리군에서 21.3% (*p < 0.05), 500 μg/mL 처리군에서 28.8% (*p < 0.05)의 lipofuscin 축적량 감소 효능을 보여주었다(Fig. 2).

      
        
        

        Fig. 2. 
				
        

        
          Effects of the ethyl acetate fraction of T. cuspidata on the lipofuscin accumulation in C. elegans. (A) Image of intestinal autofluorescence from lipofuscin accumulation of worms on the 8th adult days. (B) Mean fluorescence intensity of lipofuscin accumulation was expressed as mean ± S.E.M. Differences compared to the control were considered significant at *p < 0.05 by one-way ANOVA.
        
        

        

      

      노화 관련인자의 변화 – 주목 ethyl acetate 분획의 처리가 선충의 수명 관련 인자에 미치는 영향을 확인하기 위해 섭식, 몸길이, 운동량 등을 측정하였다. 대조군에 비하여 선충의 먹이 섭취, 몸길이에 영향을 주지 않았으나, 운동량은 주목 ethyl acetate 분획 처리군이 대조군과 비교하여 ethyl acetate 분획 250 μg/mL 처리군에서 35.0% (*p<0.05), 500 μg/mL 처리군에서 59.3% (*p<0.01)의 운동량이 유의성 있게 증가하는 변화를 보여 주었다(Fig. 3).

      
        
        

        Fig. 3. 
				
        

        
          Effects of the ethyl acetate fraction of T. cuspidata on the aging-related factors in C. elegans. (A) On the 4th adult days, the pharynx contraction rates were measured. (B) The body movements were observed under the inverted microscope for 20 seconds. (C) For the growth alteration measurement, photographs were taken of C. elegans, and the body length of worms was analyzed. Data are expressed as the mean ± S.E.M. of three independent experiments. Differences compared to the control were considered significant at *p < 0.05 and **p < 0.05 by one-way ANOVA.
        
        

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      예쁜꼬마선충은 1960년대 실험실에 처음 도입된 이래 짧은 수명 주기와 번식의 용이성과 특징적인 발달 계통을 비롯하여 신경계 연결계통이 완전히 밝혀져 있어 동물의 각 기관 발달 과정과 행동을 연구하는데 중요한 모델로 자리 잡았다.17) 선충의 20일 전후의 짧은 수명은 수명 관련 유전자와 신호 전달 기전이 밝혀진 관계로 사람의 노화 연구를 하는데 이용될 수 있다.18) 본 연구는 예쁜꼬마선충 장내에 주로 축적되는 노화 물질인 lipofuscin의 축적양이 주목 ethyl acetate 분획물로 저하되는 효능을 형광 현미경을 통해 확인하고 그 양을 확인하였는데 lipofuscin 값은 대조군에 비해 ethyl acetate 분획 500 μg/mL을 처리한 실험군에서 유의성 있게 감소함을 확인하였다. 또한 노화와 관련되어 나타나는 몇 가지 요인 중 주목 ethyl acetate 분획물을 투여할 때에 변화되는 양상을 확인한 결과 선충의 먹이 섭취량이나 몸길이의 성장은 대조군과 비교하여 유의성 있는 변화를 보이지 않았다. 선충의 운동량은 250 μg/mL과 500 μg/mL 투여군에서 모두 농도 의존적으로 유의성 있는 운동량 증가를 나타내는 것이 관찰되었다. 이러한 결과는 선충의 움직임이 활발해짐으로 lipofuscin의 축적양에 영향을 끼칠 수 있음을 시사한다.19) 추후에 노화 색소인 lipofuscin의 축적 억제 효능을 나타내는 단일 성분의 확인 및 이들 물질에 대한 lipofuscin를 비롯하여 수명연장과 관련된 더 많은 노화 기전연구들이 이루어져야 할 것으로 사료된다.

    

    

  
    
      결 론
      Lipofuscin은 유기 생물체에서 노화가 진행될 때 관찰되는 노화색소로 알려져 있다. 예쁜꼬마선충의 장내 lipofuscin 값은 대조군에 비해 주목의 ethyl acetate 분획을 처리한 실험군에서 감소하였다. 노화와 관련된 몇 가지 요인 중에서 주목의 ethyl acetate 분획 처리군이 선충의 식사량이나 성장 및 운동성에 미치는 영향을 확인하기 위해 선충의 인두의 움직임 횟수, 몸길이 및 운동량을 각각 측정하였으며, 먹이 섭취량이나 몸길이의 성장은 대조군과 비교하여 유의성 있는 변화를 보이지 않았으나, 운동량은 대조군에 비해 유의성 있는 증가를 보여 주었다. 추후에 노화 색소인 lipofuscin의 축적 억제 효능을 나타내는 단일 성분의 확인 및 이들 물질에 대한 수명 연장과 관련된 더 많은 노화 기전연구들이 이루어져야 할 것으로 사료된다.
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