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Abstract  Neuroinflammation is a major contributor to the pathogenesis of neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s

and Parkinson’s disease. A key mediator of this process is the NLRP3 inflammasome in microglia, which activates caspase-1

and drives the maturation and release of pro-inflammatory cytokines including IL-1β. Excessive or sustained activation of the

NLRP3 inflammasome promotes neuronal dysfunction, highlighting it as a potential therapeutic target. Ginsenoside Rg
1
, a pre-

dominant bioactive compound of Panax ginseng C. A. Meyer, is known for its antioxidant and anti-inflammatory properties;

however, its direct role in regulating NLRP3 remains poorly understood. In this study, we examined the effects of Rg
1
 on

NLRP3 expression and IL-1β production in BV2 microglial cells. MTT assay confirmed that Rg
1
 up to 300 μg/mL had no cyto-

toxic effect. Western blot analysis demonstrated that Rg
1
 pretreatment significantly suppressed LPS-induced NLRP3 protein

expression and reduced IL-1β levels, whereas qPCR analysis revealed no change in NLRP3 mRNA expression. These findings

suggest that Rg
1
 regulates NLRP3 at the post-transcriptional level. Consistent with this, the DARTS assay indicated a direct

binding interaction between Rg
1
 and NLRP3. Taken together, these results identify ginsenoside Rg

1
 as a promising candidate

for the prevention or treatment of neuroinflammatory diseases.
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신경염증(neuroinflammation)은 중추 및 말초신경계에서

나타나는 면역 반응으로, 외부 감염이나 손상에 대한 방어기

전일 뿐 아니라 다양한 신경 퇴행성 질환(neurodegenerative

disorders)의 병태생리학적 핵심 기전으로 알려져 있다.1,2) 단

기적이고 적절한 염증 반응은 조직 회복과 방어에 기여하지

만, 만성적이고 과도한 염증 반응은 신경세포 손상, 시냅스

가소성 저해, 인지기능 저하로 이어질 수 있다.3-5) 실제로 알

츠하이머병, 파킨슨병, 다발성 경화증, 주요 우울장애 등에

서 과도한 신경염증이 공통적으로 보고되었으며, 이는 치료

표적으로서 염증 경로의 조절이 주목받는 이유이다.6,7)

이 과정에서 미세아교세포(microglia)는 중추신경계 면역

반응의 중심적인 역할을 담당한다. 미세아교세포는 병원체

인식 수용체(pattern recognition receptors, PRRs)를 통해 병

원체 연관분자(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs)

나 손상 연관분자(damage-associated molecular patterns, DAMPs)

를 인식하고, 염증성 사이토카인을 분비한다.6) 이러한 반응은

초기 방어에는 유리하나, 장기간 지속되면 신경세포 사멸과

신경회로 붕괴를 유발한다.8,9) 특히, 미세아교세포 내에서 활

성화되는 NLRP3 (NOD-like receptor family pyrin domain-

containing 3) inflammasome은 interleukin-1 beta (IL-1β) 및

IL-18의 성숙과 분비를 매개하는 대표적인 분자 복합체로,

신경염증 반응의 중심 역할을 한다.10)

NLRP3 inflammasome은 다양한 자극에 의해 활성화되며,

이는 ATP, ROS (reactive oxygen species), 요산 결정, 아밀로이

드 베타(amyloid-β) 등 광범위한 자극원에 의해 나타날 수

있다.11) 활성화 과정에서 NLRP3 단백질은 ASC (apoptosis-

associated speck-like protein containing a CARD) 및 procaspase-1

과 결합하여 복합체를 형성하고, 이어서 caspase-1이 활성화되

어 proIL-1β와 proIL-18을 성숙한 형태로 절단한다.12) 이와
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같은 염증성 사이토카인의 분비는 신경계 전반의 면역 반응을

증폭시키고, 장기적으로는 신경세포 손상을 가속화한다.11)

실제로 알츠하이머병 환자에서 아밀로이드 베타가 NLRP3

inflammasome을 활성화하여 질환 진행을 촉진한다는 보고

가 있으며,13) 파킨슨병 모델에서도 α-synuclein이 NLRP3 활

성화를 유도하여 도파민 신경세포 손실을 심화시키는 것으로

알려져 있다.14) 따라서 NLRP3 inflammasome은 신경 퇴행

성 질환뿐만 아니라 다양한 만성 염증성 질환의 유망한 치료

표적으로 간주된다.

한편, 동양 전통 약용자원인 인삼(Panax ginseng)은 수 세기

동안 피로 회복, 면역 증진, 노화 억제 및 다양한 질환의 치

료에 활용되어 왔다.15) 인삼에 함유된 활성 성분 중 대표적

인 것이 바로 ginsenoside이며, 그 중 ginsenoside Rg1은 가장

연구가 활발히 이루어진 사포닌(saponin) 성분으로 다수의

약리학적 작용을 지니는 것으로 알려져 있다.16) Rg1은 항산화

및 항노화 효과를 통해 산화 스트레스에 의한 세포 손상을

완화하고, 항우울작용과 인지기능 개선 효과를 통해 신경 정

신 질환 연구의 잠재적 후보물질로도 주목받고 있다.15,17) 더

나아가 최근의 분자·세포 수준 연구에서는 Rg1이 면역 균형

(immune homeostasis)을 조절하는 중요한 기전으로 염증 매

개 신호 경로의 억제에 관여한다는 결과들이 제시되고 있다.18)

예를 들어, Rg1은 NF-κB 및 MAPK 신호전달을 억제하여

염증성 사이토카인의 발현을 감소시키고, microglia 활성화를

억제하여 신경세포 보호 효과를 나타낸 바 있다.17,19)

그럼에도 불구하고, Rg1이 NLRP3 inflammasome 활성에

직접적으로 미치는 기전적 영향에 대해서는 아직 연구가 부

족하다. 일부 연구에서는 인삼 추출물이 전신 염증 반응을

조절할 수 있음을 보여 주었지만, NLRP3 inflammasome을

표적으로 하는 연구는 제한적이다. 따라서, Rg1이 미세아교세포

수준에서 NLRP3 발현을 조절하고, 이어 NLRP3 inflammasome

의 활성을 제어할 수 있는지 세부 기전을 규명하는 것은 학

문적·치료적 의의가 크다.

이에 본 연구에서는 BV2 미세아교세포를 대상으로 Rg1의

세포 독성여부를 평가하고, qPCR과 Western blot을 통해

NLRP3 및 inflammasome 활성화와 결과적인 염증성 사이토

카인의 생성에 미치는 영향을 규명하고자 하였다. 이를 통해

Rg1이 신경염증 억제에 기여할 수 있는 가능성을 제시하고,

향후 신경염증 관련 질환 치료제 개발의 기초 자료를 제공하

고자 한다.

재료 및 방법

실험 재료 및 세포 배양  BV2 세포는 ATCC (Manassas,

VA, USA)에서 구입하였으며, 1% penicillin/streptomycin

(Corning, NY, USA)와 10% fetal bovine serum (Corning)이

포함된 DMEM (Corning) 배지를 이용하여 37℃, 5% CO2

조건의 인큐베이터에서 배양하였다. 실험에 사용한 모든 시

약은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다.

세포생존률 평가 Ginsenoside Rg1에 대한 세포 생존률은

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide

(MTT)를 사용하여 분석하였다. BV2 세포를 48 well plate에

1.7×105 cells/plate의 밀도로 분주하여 37℃, 5% CO2 조건에

서 배양하였다. 24시간 배양 후 새로운 배지로 바꾸고 Rg1을

100-300 μM 농도로 처리하였다. 48시간 이후, 배지를 제거

하고 0.2 mg/mL 농도의 MTT 용액을 넣고 37℃에서 차광조

건에서 추가로 1시간 배양하였다. 이후 생성된 formazan crystals

을 DMSO에 녹이고 Microplate reader (490 nm; Versamax,

USA)로 흡광도를 측정하였다. 실험은 동일한 조건에서 3회

반복되었으며, 얻어진 결과값은 통계적으로 분석하였다.

정량적 중합효소 연쇄 반응(Quantitative polymerase

chain reaction, qPCR)  INFUSION TECH 사의 PureTM

Cell & Tissue RNA extraction kit (Anyang, Korea)를 사용하

여 BV2 세포의 total RNA를 추출하였다. 추출한 mRNA는

ReverTraAce® qPCR RT Master Mix (Toyobo, Osaka, Japan)를

사용하여 cDNA로 역전사하고, 유전자의 상대적 발현양을

분석하기 위해 CFX96 Real-Time PCR System (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA)으로 qPCR을 수행하였다. Table I에 사

용된 primer sequence를 제시하였다. PCR 반응 조건은 95℃

에서 10초, 60℃에서 15초, 60℃에서 30초씩 45회 반복하였

다. 상대적 mRNA 발현량은 2^–ΔΔCt 방법을 이용하여 계산

하였으며, 18S rRNA를 발현량 보정을 위한 기준 유전자

(reference gene)로 사용하였다.

Western Blotting  BV2 세포를 60 mm culture dish에

1.0×105 cells/dish로 분주하여 24시간 배양하였다. 이후 신선

Table I. qPCR Primers

Gene Forword Reverse

ASC 5′-CCA TCC TGG ACG CTC TTG AA-3′ 5′-GTG AGC TCC AAG CCA TAC GA-3′

Caspase-1 5′-CGA GGG TTG GAG CTC AAG TT-3′ 5′-AGA AGT CTT GTG CTC TGG GC-3′

IL-1β 5′-TGC CAC CTT TTG ACA GTG ATG-3′ 5′-AAG GTC CAC GGG AAA GAC AC-3′

NLRP3 5′-CCA CAT CTG ATT GTG TTA ATG GCT-3′ 5′-GGG CTT AGG TCC ACA CAG AA-3′

18S rRNA 5′-GCA ATT ATT CCC CAT GAA CG-3' 5′-GGC CTC ACT AAA CCA TCC AA-3′
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한 배지로 교체한 뒤, Rg1을 1시간 동안 전처리하고, LPS

(0.2 μg/mL)를 처리하였다. LPS 처리 후 48시간을 기준으로

세포 수확 30분 전에 ATP (1 mM)를 추가하였다. 세포를 PBS

로 세척한 후, protease/phosphatase inhibitor가 포함된 RIPA

buffer로 용해하였다. 이후 15,000×g, 30분, 4℃에서 원심분

리 후 상층액을 회수하였으며, 단백질 농도는 Bradford 방법

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)으로 단백질을 정량하였다.

각 시료(10–20 μg 단백질)에 5×loading dye를 섞고, 100℃, 5분

변성 후 8–12% SDS-PAGE로 분리하고 PVDF membrane

(Millipore, Burlington, MA, USA)으로 transfer하였다. Membrane

은 5% 탈지분유를 포함한 1×Tris-buffered saline with 0.05%

Tween-20 (TBS-T) 용액에서 실온 1시간 동안 blocking한 후,

1차 항체(NLRP3, ASC, caspase-1, IL-1β, NF-κB p65, Vinculin,

α-actin, α-tubulin)로 4℃에서 overnight 반응시켰다. TBS-T로

세척(10분×2회) 후 HRP-conjugated 2차 항체를 실온 1시간

반응시키고 다시 세척한 뒤 ECL 기질로 신호를 검출하였으

며(ImageQuant LAS-4000; Fujifilm, Tokyo, Japan), 밴드 강

도는 ImageJ로 정량하였다. 각 표적 단백질은 Vinculin이나

α-tubulin 같은 loading control 대비로 정규화하였다. 모든 실

험은 최소 3회 독립 반복으로 수행하였고, 통계는 one-way

ANOVA (사후검정 Tukey)를 사용하여 p < 0.05를 유의 수준

으로 판단하였다.

Drug Affinity Responsive Target Stability (DARTS) assay

DARTS assay는 Rg1과 NLRP3 단백질 간의 직접 결합 여부를

확인하기 위해 수행하였다.20) BV2 세포에 protease inhibitor와

phosphatase inhibitor가 포함된 M-PER buffer를 넣고 4℃,

10분 incubation 후 4℃, 18000×g, 10분 동안 원심분리하였

다. 상층액을 옮겨 10×TNC buffer와 섞어준 후 vehicle군과

Rg1 처리군(300 μM)으로 나누어 상온에서 1시간 동안 반응

시켰다. 이후 pronase를 여러 농도로 첨가하여 30분간 제한적

단백질 분해를 유도하였다. 해당 반응은 protease inhibitor를

사용하여 중단시키고 Western blot으로 분석하여 NLRP3 단

백질 수준을 비교하였다. 

통계분석 통계자료의 값은 평균±표준오차(S.E.M) 값으로

나타내었으며, 그룹간의 통계적 유의성은 ANOVA 분석을

수행하였다(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). *P <

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001일 때 유의성이 있는 것으로

간주하였다.

결과 및 고찰

Rg
1
에 의한 미세아교세포 BV2의 세포생존률 측정 본 연

구에서는 마우스 미세아교세포 BV2를 사용하여, ginsenoside

Rg1 (Fig. 1A)의 NLRP3 inflammasome 활성 조절에 대한 평

가를 진행하기에 앞서, Rg1의 독성 여부를 확인하기 위해 MTT

assay를 사용하여 세포생존률을 평가하였다(Fig. 1B). 먼저

BV2 세포에 Rg1을 100-300 μM의 농도로 48시간 처리한 후

세포 생존률을 분석한 결과 모든 농도에서 BV2 세포의 생존

률이 대조군과 유사하여 이후 실험에서는 모두 최고 300 μM의

농도 조건으로 실험을 수행하였다. 이는 이후의 분석에서 관

찰된 NLRP3 발현 억제가 비특이적 세포 사멸에 기인하지

않음을 뒷받침한다. 

Ginsenoside Rg
1
에 의한 NLRP3 발현 변화 Ginsenoside

Rg1은 인삼의 주요 활성 성분 중 하나로 항산화, 항노화, 항

우울, 인지기능 개선 등 다수의 약리작용이 보고되었다. 이

연구에서는 Rg1에 의한 신경염증의 제어 가능성을 알아보고

자 미세아교세포 BV2에 LPS 및 ATP를 처리하여 신경염증

유발 in vitro 모델을 구축하였다. Western blot 분석을 통해

Rg1 전처리군에서 NLRP3 발현이 유의하게 감소함을 확인

하였으나(Fig. 2A), NLRP3의 mRNA 발현 수준에는 유의미한

차이가 관찰되지 않았다(Fig. 2B). 이는 Rg1에 의한 NLRP3의

발현 조절은 전사 단계가 아닌 단백 생성 이후의 조절임을

의미하며, NLRP3의 상위 단계 전사인자인 NF-κB p65의 발

현에도 큰 변화가 없는 것이 이 결과를 뒷받침한다(Fig. 2C).

따라서 단백 발현 단계에서의 Rg1에 의한 NLRP3의 감소와

관련된 세부 기전에 대한 연구가 필요하다. 추가로 NLRP3와

함께 inflammasome을 구성한다고 알려진 ASC와 caspase-1

등의 mRNA 및 단백질의 변화도 함께 평가하였으나 유의미

한 변화는 관찰되지 않았다(Fig. 2D-E). 

Rg
1
과 NLRP3의 결합 가능성 평가 Fig. 2에서 제시된

바와 같이, Rg1은 전사 단계에서 NLRP3의 발현을 조절하지는

않는 것으로 보인다. MCC950은 NLRP3에 직접적으로 결합

함으로써 NLRP3의 억제 활성을 보인다고 알려진 물질로,

NLRP3와의 직접적인 결합으로 항염 활성을 나타낸다.21) 본

연구에서는 DARTS assay를 통해 Rg1과 NLRP3 단백질의

결합 가능성을 확인하였다(Fig. 3A). Vehicle 처리군에서는

Fig. 1. Cytotoxicity of Rg
1
 on mouse microglial BV2 cell. BV2

microglial cells were treated with increasing concentrations of

Rg
1
 (up to 300 μM) for 24 h, and cell viability was measured

by MTT assay. Data represent mean ± S.E.M of at least three

independent experiments. Statistical analysis was performed

using one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test

(ns=not significant).
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pronase 처리 후 NLRP3 단백질이 현저히 분해되어 band

intensity가 감소한 반면, Rg1 처리군에서는 NLRP3 단백질이

상대적으로 안정하게 유지되는 것을 확인하였다(Fig. 3B).

이는 Rg1이 NLRP3 단백질에 직접 결합하여 구조적 안정성을

부여함으로써 pronase에 대한 저항성을 증가시킨 결과로 해

석된다. 

본 연구에서 수행한 DARTS assay 결과는 Rg1이 NLRP3

단백질에 직접적으로 결합할 가능성을 보여주었다. 일반적

으로 소분자와 단백질의 결합은 구조적 안정화를 유도하여

protease 분해에 대한 저항성을 증가시키는 것으로 해석되지

만, 반대로 특정 결합은 단백질의 구조를 변화시켜 ubiquitin–

proteasome system이나 autophagy 경로를 통한 분해를 촉진할

수도 있다.22,23) NLRP3는 ubiquitination 및 선택적 autophagy에

의해 발현 수준이 조절되는 것으로 보고되어 있으며,24,25)

Rg1이 이러한 단백질 품질 관리 경로에 영향을 주었을 가능

성도 배제할 수 없다. 따라서 본 연구에서 관찰된 Rg1의 효과

가 단순히 단백질 안정화에 의한 것인지, 혹은 UPS/autophagy

매개 분해 촉진에 의한 것인지를 명확히 하기 위해서는

proteasome inhibitor (MG132)나 autophagy inhibitor (3-MA,

Bafilomycin A1 등)를 활용한 보완 실험이 필요하다. Autophagy

매개 가능성을 알아보기 위해 LC3B의 변화도 확인하였으나 큰

변화는 관찰되지 않았다(data not shown). 또한 cycloheximide

chase assay를 통해 NLRP3 단백질의 half-life 변화를 직접

측정한다면 Rg1의 작용 기전을 보다 정밀하게 규명할 수 있을

것이다.

Ginsenoside Rg
1
에 의한 IL-1β 생성 감소 NLRP3

inflammasome의 활성화는 caspase-1 절단을 유도하여, 염증성

사이토카인 IL-1β의 성숙과 분비를 촉진한다. LPS/ATP 자

Fig. 2. Selective down-regulation of NLRP3 protein by Rg
1
. (A) Western blot analysis demonstrating that Rg

1
 pretreatment mark-

edly reduced LPS-induced NLRP3 protein expression. Densitometric quantification of NLRP3, normalized to loading control. (B)

qPCR analysis showing no significant changes in NLRP3 mRNA levels following Rg
1
 pretreatment in LPS-stimulated BV2

microglial cells. (C-D) Western blot for NF-κB p65, procaspase-1 and ASC indicating no significant difference in protein expres-

sion with Rg
1
 treatment. (E) qPCR analysis showing no significant changes in caspase-1 and ASC mRNA levels following Rg

1

pretreatment in LPS-stimulated BV2 microglial cells. Data are expressed as mean ± S.E.M of at least three independent experi-

ments. Statistical significance was determined by one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test (**p < 0.01 and *p < 0.05).

Fig. 3. Stabilization of NLRP3 protein by Rg
1
. (A) BV2 cell

lysates were incubated with vehicle or Rg
1
, followed by limited

proteolysis with pronase. (B) Western blot analysis of NLRP3

revealed that Rg
1
 treatment preserved protein levels compared

with vehicle control.
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극에 의해 유의하게 증가한 IL-1β 단백질 발현이 Rg1 전처

리에 따라 감소하는 경향을 보였으며(Fig. 4), 이는 Fig. 2A

에서 보여준 NLRP3 발현 억제와도 유사한 양상이다. 이러

한 결과는 Rg1이 inflammasome 활성화의 하위 산물인 IL-

1β 단백질 생성 또한 효과적으로 억제함을 보여준다. 추가로

NLRP3 inflammasome에 의해 활성화되어 실제 세포 밖으로

유리된 성숙한 IL-1β를 측정하는 실험을 진행 중이다.

본 연구에서 확인된 Rg1의 IL-1β 생성 억제 효과는 NLRP3

발현 조절이 실제로 기능적 결과로 이어진다는 점에서 중요

한 의미를 갖는다. NLRP3 발현이 줄어들더라도 IL-1β 단백

질 수준이 변하지 않는다면 Rg1이 갖는 생리적 의의가 제한될

수 있으나, IL-1β 생성 역시 감소하여 Rg1의 항염증 효과가

분자적 차원을 넘어 염증 매개 사이토카인 생성 억제까지 연

결됨을 보여주었다. 이는 기존 연구에서 보고된 Rg1의 항염

증 및 신경 보호 효과26,27)를 확장하는 결과로, 특히 NLRP3

inflammasome–IL-1β 축을 직접 조절할 수 있음을 제시한다.

이러한 기전은 알츠하이머병이나 파킨슨병과 같이 IL-1β 과

발현이 병리 진행에 중요한 역할을 하는 신경염증성 질환에

서 Rg1이 치료적 잠재력을 가질 수 있음을 시사한다. 

결 론

본 연구는 ginsenoside Rg1이 BV2 미세아교세포에서

NLRP3 inflammasome 활성을 억제하여 염증성 사이토카인

IL-1β의 생성을 줄일 수 있다는 사실을 보고하였다. 이는

Rg1에 의한 신경염증 반응 완화의 새로운 기전을 제시하며,

알츠하이머병, 파킨슨병 등 inflammasome 매개 질환에서 잠

재적 치료 후보물질이 될 수 있음을 시사한다. 향후 연구에

서는 동물 모델을 활용해 통해 Rg1의 NLRP3 inflammasome

활성 억제 효과를 검증하고, inflammasome 억제와 연관된

세부 신호전달 경로를 규명할 필요가 있다.
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