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            초록
          
        

        
          This study was performed to find antibacterial substances contained in Scutellariae Radix (SR) using a systems pharmacological analysis method and to establish an effective strategy for the prevention and treatment of infectious diseases. Analysis of the main active ingredients of SR was performed using Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology (TCMSP) Database and Analysis Platform. 36 active compounds were screened by the parameter values of Drug-Likeness (DL), Oral Bioavailability (OB), and Caco-2 permeability (Caco-2), which were based on the drug absorption, distribution, metabolism, and excretion indicators. The UniProt database was used to obtain information on 159 genes associated with active compounds. The main active compounds with antibacterial effects were wogonin, β-sitosterol, baicalein, acacetin and oroxylin-A. Target proteins associated with the antibacterial action were chemokine ligand 2, interleukin-6, tumor necrosis factor, caspase-8,9 and mitogen-activated protein kinase 14. In the future, systems pharmacological analysis of traditional medicine will be able to make it easy to find the important mechanism of action of active substances present in natural medicines and to optimize the efficacy of medicinal effects for combinations of major ingredients to help treat certain diseases.
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      서 론
      현대사회는 방사능, 각종 환경오염 물질, 음주, 흡연, 스트레스를 통하여 단백질과 세포들의 변형이 일어남에 따라 암, 동맥경화, 당뇨, 그리고 현재 창궐하고 있는 감염성 질환 등과 같은 질병으로 고통 받는 환자들이 날마다 증가하고 있는 추세에 있으며, 이에 따른 치료를 위한 약물들의 부작용 또한 심각하게 증가하고 있어 이들을 치료하거나 예방하기 위한 천연화합물의 소재에 관심이 높아지고 있다1,2).

      특히 세균성 식중독의 치료를 위한 항생제의 지속적인 사용과 남용에 따른 항생제 안전성 및 저항성 문제를 근본적으로 극복하기 위하여 자연친화적인 식품 보존과 천연 항균물질 개발에 대한 연구는 필수적이다3).

      천연물에 함유되어 있는 생리활성 물질은 생체 내에서 선천 면역세포를 활성화하고, 외부에서 유입되는 항원에 대한 항체의 생성을 촉진시키며, 체내 생화학적 수치들을 정상화하는 등 생체방어 시스템을 증가시켜 면역기능을 정상화시킴으로써 여러가지 질환을 예방하고 치료하는 기능을 가진다4).

      오늘날에 사용되고 있는 약물의 50%정도는 천연물에서 유래된 것으로 선진국에서는 전 세계에 분포하고 있는 자원식물에 대한 경제적 효용가치를 높게 평가하여 유용 천연 생물자원 활용에 관한 기술개발이 진행되어지고 있다5).

      이에 국내에서도 인체에 좀 더 자연 친화적이고 안전한 한약재 추출물에 대한 관심이 높아지고 있는데, 다성분으로 구성된 한약재에서 단일 타깃을 연구하는 방식은 한계가 많은 접근법이다. 본 연구는 축적된 빅데이터를 이용하여 한약재의 주요 성분 및 지표성분, 그리고 특정 성분의 항균작용 기전을 신속하고 명확하게 파악하여 추후 감염병의 예방과 치료 전략에 효율적으로 이용할 수 있는 기반을 제시하고자 한다.

      속썩은풀(Scutellaria baicalensis G.)은 주로 한국, 중국의 하동, 사천, 만주, 그리고 몽골 및 동시베리아 등에 분포하며, 초본식물인 꿀풀과에 속하는 여러해살이풀이다. 높이는 20~60 cm이며, 잎은 마주 나는데 길이 4.5cm 정도이다. 봄 혹은 9-10월에 채취한 뿌리의 껍질을 벗겨 말린 것이 黃芩(Scutellariae Radix, SR)이다6-8). 黃芩의 성미는 苦, 寒, 無毒하고 苦로 燥濕하고 寒으로 淸熱하여 肺, 膽, 胃, 大腸의 濕熱을 淸利하여 熱病의 煩熱不退, 濕熱로 인한 痞滿, 瀉痢腹痛, 黃疸등에 常用하며, 瀉火解毒하는 효능이 있어 熱積에 의한 下瀉下血혹은 癰疽疔瘡, 目赤腫痛에도 유효하다9).

       黃芩의 주요 성분은 flavonoid계 화합물인 oroxylin-A, oroxylin-α-7-O-glucuronide, baicalin, baicalein, chrysin, wogonin, wogonoside, 등 30 여종이 알려져 있으며, sterol계로는 β-sitosterol, campesterol, stigmasterol 등으로 구성되어 있다. 또한 당류로서 D-glucose와 sucrose 등이 함유되어 있다. 그 외 14종의 아미노산, 정유 등이 있으며, 다양한 antibacterial 혹은 antiviral 효과, 항산화, 항염, 항과민, 진정작용 및 혈압강하 그리고 항암 효과가 보고되고 있다. 黃芩의 광범위한 항산화 및 항염증 작용은 baicalein, baicalin, wogonin, wogonoside 등의 flavone에서 유래한다10,11). 또한, 많은 인간 유래의 암세포에서 세포의 성장을 억제하여 세포고사를 유도하는 항암기전이 보고되어 있다12).

      이렇듯 黃芩에 대한 연구 성과가 많이 보고되어 있고, 다양한 활성 성분을 함유하고 있음에도 활성 성분과 관련된 타깃 유전자에 관한 연구는 이루어진바 없다. 본 연구에서는 黃芩의 잠재적 활성성분과 관련 타깃 유전자를 네트워크 약리학적 분석을 이용하여 밝혀내었다. 나아가서 黃芩과 관련된 유전자들의 생체 작용을 예측한 후, 그 중 항균작용에 초점을 맞춰 분석을 진행하였다. 본 연구로 항균, 항암효과로 주목받아 온 黃芩의 효능을 재조명하고, 생물정보학적 기초자료를 제시하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 활성 성분의 동정
         Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology (TCMSP, http://ibts.hkbu.edu.hk/LSP/tcmsp.php) Database and Analysis Platform을 이용하여 黃芩의 활성성분을 스크리닝하였다13). 본 연구의 전체적 흐름도는 Fig. 1에 요약하였다. 약물의 흡수와 분포, 대사, 배설(ADME: absorption, distribution, metabolism, extraction) 지표에 근거를 둔 약리화(Drug-Likeness, DL), 생리활성도(Oral bioavailability, OB), 장내흡수도(Caco-2 permeability, Caco-2) 값을 기준으로 스크리닝하였다. DL 값은 생체 내에서 예측되는 약리 활성에 대한 값으로 값이 높을수록 생리 활성이 높다. 본 논문에서는 DL값을 0.18 이상으로 설정하였다. OB값은 구강 투여된 물질이 위장관, 간, 소장 등 생체 내에서 용해되어 활성성분으로 흡수되는 수치로 약동학에서 가장 중요한 척도이다. 본 연구에서는 OB값 30% 미만은 제외하였다. Caco-2는 구강 투여된 약물이 가장 많이 흡수되는 소장에서의 흡수도로 약물의 체내 흡수력을 예측하는 척도이다. 본 연구에서는 Caco-2 값 -0.4 미만은 제외하였다14,15).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Workflow: the performance of systems pharmacological network analysis of Scutellariae Radix, including active compounds screening, target fishing, gene ontology analysis, and network constructions.
          
          

          

        

      

      
        2. 타깃 단백질 수집 및 관련 생체대사 분석
        활성성분과 연관된 모든 타깃 유전자는 UniProt database (http://www.uniprot.org)를 이용하여 각 유전자의 정보를 확보하였다. DAVID 6.8 Gene Functional Classification Tool (https://david.ncifcrf.gov/)을 사용하여 수집한 유전자에 연관된 생체대사 과정(biological process)을 찾기 위한 유전자 온톨로지 분석(gene ontology analysis)을 수행하였다. P값은 0.01 미만으로 설정하였으며, Benjamini-Hochberg 방법으로 P값을 보정하였다16,17).

      

      
        3. 수집된 타깃에 대한 네트워크 분석
        Cytoscape 3.7.2 (https://cytoscape.org/)를 이용하여 黃芩의 다양한 활성성분과 타깃 유전자들과의 관련성을 알아보기 위해 타깃 정보가 있는 33개의 활성성분과 수집된 타깃에 대한 네트워크(Compound-Target network, C-T network)와 항균관련 활성성분과 타깃 유전자와의 네트워크를 만들었다(Fig. 2, Fig. 4A). 항균관련 생물학적 대사과정을 선별하여 생체대사와 타깃 유전자에 관한 네트워크(Process-Target network, P-T network)를 구성하였다(Fig. 4B).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Compound-target network of Scutellariae Radix. The network shows multiple interactions between the compounds and the target genes. The node size depends on the degree value. Circular nodes represent the compounds and the triangle nodes stand for the target genes.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 활성성분 동정
        TCMSP 분석에서 총 143개의 성분 중	OB≧30%, caco-2≧–0.4, DL≧0.18의 조건에 부합하는 黃芩의 활성성분 36개를 확보하였다(Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Active compounds of Scutellariae Radix
          
          

        

        
          
            
              	Active compounds
              	OB (%)
              	DL
              	Caco-2
            

          
          
            	Acacetin
            	34.97
            	0.24
            	0.67
          

          
            	Wogonin
            	30.68
            	0.23
            	0.79
          

          
            	(2R)-7-Hydroxy-5-methoxy-2-phenylchroman-4-one
            	55.23
            	0.2
            	0.87
          

          
            	Baicalein
            	33.52
            	0.21
            	0.63
          

          
            	5,8,2'-Trihydroxy-7-methoxyflavone
            	37.01
            	0.27
            	0.76
          

          
            	5,7,2,5-Tetrahydroxy-8,6-dimethoxyflavone
            	33.82
            	0.45
            	0.35
          

          
            	Carthamidin
            	41.15
            	0.24
            	0.16
          

          
            	2,6,2',4'-tetrahydroxy-6'-methoxychaleone
            	69.04
            	0.22
            	-0.07
          

          
            	Dihydrobaicalin_qt
            	40.04
            	0.21
            	0.56
          

          
            	Eriodyctiol (flavanone)
            	41.35
            	0.24
            	0.05
          

          
            	Salvigenin
            	49.07
            	0.33
            	0.86
          

          
            	5,2',6'-Trihydroxy-7,8-dimethoxyflavone
            	45.05
            	0.33
            	0.48
          

          
            	5,7,2',6'-Tetrahydroxyflavone
            	37.01
            	0.24
            	0.18
          

          
            	Dihydrooroxylin A
            	38.72
            	0.23
            	0.71
          

          
            	Skullcapflavone II
            	69.51
            	0.44
            	0.68
          

          
            	Oroxylin a
            	41.37
            	0.23
            	0.76
          

          
            	Panicolin
            	76.26
            	0.29
            	0.84
          

          
            	5,7,4'-Trihydroxy-8-methoxyflavone
            	36.56
            	0.27
            	0.46
          

          
            	Neobaicalein
            	104.34
            	0.44
            	0.74
          

          
            	Dihydrooroxylin
            	66.06
            	0.23
            	0.67
          

          
            	beta-Sitosterol
            	36.91
            	0.75
            	1.32
          

          
            	Sitosterol
            	36.91
            	0.75
            	1.32
          

          
            	Norwogonin
            	39.4
            	0.21
            	0.6
          

          
            	5,2'-Dihydroxy-6,7,8-trimethoxyflavone
            	31.71
            	0.35
            	0.93
          

          
            	Ent-Epicatechin
            	48.96
            	0.24
            	0.02
          

          
            	Stigmasterol
            	43.83
            	0.76
            	1.44
          

          
            	Coptisine
            	30.67
            	0.86
            	1.21
          

          
            	Bis[(2S)-2-ethylhexyl] benzene-1,2-dicarboxylate
            	43.59
            	0.35
            	0.98
          

          
            	Supraene
            	33.55
            	0.42
            	2.08
          

          
            	Diop
            	43.59
            	0.39
            	0.79
          

          
            	Epiberberine
            	43.09
            	0.78
            	1.17
          

          
            	Moslosooflavone
            	44.09
            	0.25
            	1.01
          

          
            	11,13-Eicosadienoic acid, methyl ester
            	39.28
            	0.23
            	1.46
          

          
            	5,7,4'-Trihydroxy-6-methoxyflavanone
            	36.63
            	0.27
            	0.43
          

          
            	5,7,4'-Trihydroxy-8-methoxyflavanone
            	74.24
            	0.26
            	0.37
          

          
            	Rivularin
            	37.94
            	0.37
            	0.65
          

        

        

      

      
        2. 타겟 단백질 수집 및 관련된 생체대사 분석
        활성성분 36개 중 5,8,2'-Trihydroxy-7-methoxyflavone, Dihydrooroxylin A, Supraene을 제외한 33개 성분이 타깃 정보를 가지고 있었다. 중복을 제외하고 159개의 타깃 단백질을 수집하였고 UniProt을 통해 각 단백질의 유전자를 확인하였다. Fig. 2는 33 활성성분과 관련된 타깃 유전자간의 네트워크를 보여준다. 

        유전자 온톨로지 분석을 통하여 黃芩의 타깃 유전자들이 관여하는 총 171개의 생물학적 과정을 확보하였다. 이 중에서 상대적으로 많은 유전자가 관련된 생물학적 과정을 그룹화 하여 보니, gene expression (n=108), metabolism (n=104), cell cycle (n=100), apoptosis (n=98), antibiotic (n=86), immunity (n=85), response to environment (n=77) 순으로 분류되었다(Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Gene Ontology (GO) analysis shows 7 groups of biological processes. The y-axis represents the terms of biological groups divided by the properties of biological processes, and the x-axis represents the counts of target genes associated with each biological process group ( P value < 0.01).
          
          

          

        

        이는 黃芩에 대한 기존의 연구 결과를 뒷받침해 주는 의미 있는 결과였으며, 가장 많은 유전자가 관여한 과정은 gene expression으로, 유전자 108개가 연관된 생체대사였다. 본 논문에서는 黃芩의 항균 관련 대사에 주목하였다. 연구의 주제인 항균 작용 그룹은 5번째로 많은 유전자의 관련성이 높았으며, 항균에 관련된 유전자들 중 2개 이상의 과정에 관여하는 유전자는 86개 중 6개로 chemokine ligand2 (CCL2), interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor (TNF), caspase-8 (CASP8), caspase-9 (CASP9) 그리고 mitogen-activated protein kinase 14	(MAPK14) 이었다(Fig. 4B). 

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            The network of Scutellariae Radix. (A) Compound-target network, red nodes; active compounds, green nodes; target genes. (B) Process-target network, red diamond shaped nodes; biological processes, yellow circular nodes; target genes. Node size depends on the degree value.
          
          

          

        

        항균작용과 관련된 추가 네트워크 분석을 한 결과, 주요 활성성분으로 wogonin (11 genes), baicalein (6 genes), β-sitosterol (6 genes), acacetin (6 genes), oroxylin-A (4 genes) 등이 관여한다는 것을 알 수 있었다(Fig. 4A).

        위의 결과들을 통해, 黃芩의 주요 활성 성분이 항균에 중요한 작용을 할 수 있음을 확인하였으며, 주요 타깃과 활성성분을 선별하여 효율적으로 실험적 검증을 진행할 수 있는 기반을 마련하였다. 

      

    

    

  
    
      고 찰
      TCMSP Database and Analysis Platform은 한약재의 시스템 약리학적 플랫폼으로 약물과 표적물질 및 질병 사이의 상관관계를 파악하게 해준다. 데이터베이스에는 약물-표적 네트워크 및 관련 약물-표적-질환 네트워크, 그리고 oral bioavailability, drug-likeness, intestinal epithelial permeability 등 천연 화합물의 약동학적 특성이 포함되어 있어 다양한 종류의 전통적인 한약의 후보 약물의 검색이 시스템 네트워크 수준에서 가능한 획기적인 in silico 접근법이다. 

      성분 분석 결과에서 보면 항균작용에 관여하는 대표활성 성분은 wogonin, baicalein, β-sitosterol, acacetin, oroxylin-A이었다(Fig. 4A). 황금의 지표성분으로 알려진 wogonin, baicalein, baicalin 중 baicalin은 OB=29.53%, Caco2=-1.10, DL=0.77로 설정한 활성성분의 기준인 OB≧30%, caco-2≧–0.4, DL≧0.18에 Caco-2 값이 부합되지 않아 활성성분에 포함시키지 않았다. 나머지 지표성분인 wogonin (OB=30.68, Caco-2=0.79, DL=0.23), baicalein (OB=33.52, Caco-2=0.63, DL=0.21)은 안정된 약동학적 수치를 보여 주었다.	

      Wogonin (5,7-Dihydroxy-8-methoxy-2-phenyl-4H-chromen-4-one)은 O-methylated flavone의 일종으로 과산화지질의 생성을 억제하는 항산화작용이 있다18). 또한 antirespiratory syncytial virus, antihepatitis B virus 및 항암 효과를 나타낸다19-22).

      Baicalein (5,6,7-trihydroxy-2-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one)은 flavonoid 성분중 하나로써 lipoxygenase의 저해, microsome의 지질과산화반응 억제, oxygen radicals 생성의 저해, 그리고 hydrogen peroxide (H2O2), hydroxyl radical (OH) 및 superoxide anions (O2-)과 같은 활성산소종으로 유도된 fibroblast의 손상을 억제하는 것으로 보고되고 있다23-27). 

      β-Sitosterol은 식물계에 널리 분포되어 있으며 견과류, 아보카도 등에서 얻을 수 있는 식물성 스테롤 중의 하나이다28). β-Sitosterol 배당체는 pH 3~8 범위에서 높은 항균력을 나타내었으며, 살모넬라 균주에 대한 돌연변이원성 연구에서도 안정성이 입증되었다29). 

      Acacetin은 식물에 함유되어 있는 플라보노이드 계열 중 하나이며, 다양한 생리활성을 가지고 있다고 알려져 있다30). 또한, 위암세포에서 caspase를 활성화하여 세포고사를 일으킨다고 보고되었으며, 전립선암에서는 G1 및 G2/M기 arrest와 세포고사 유도에 의해 세포증식을 억제한다고 보고된 바 있다31,32).

      Oroxylin A (5,7-dihydroxy-6-methoxy-2-phenylchromen-4-one)는 flavonoid의 일종으로서 지질다당체에 의한 염증반응을 억제하는 것에 대해서 알려져 있으며33), anti-respiratory syncytial virus 활성을 나타낸다19).

      기존 문헌에서 보여 준 바와 같이 본 TCMSP 분석을 통해 밝혀진 황금의 활성 성분 중 특히 항균작용에 뛰어난 효능을 보이는 것으로 분석된 wogonin, baicalein, β-sitosterol, acacetin, oroxylin-A의 작용기전을 통한 黃芩의 다양한 세균감염 예방 및 항균작용을 기대 할 수 있을 것이다.

      黃芩의 항균 활성성분과 관련성이 높은 타깃들은 CCL2, IL-6, TNF, CASP8, CASP9, MAPK14이었다. CCL2는 혼합 백혈구의 보충을 주된 작용으로 하는데 감염상태에 있는 조직 세포들이 CCL2를 발현하면 CCL2를 발현하는 단핵구들이 염증부위로 보충되어 면역작용을 한다34). IL-6는 대식세포와 혈관 내피 세포에서 분비되는 사이토카인으로 B림프구 계열의 증식과 항체분비를 도와 적응면역에 영향을 준다. TNF는 염증과 면역의 강한 매개물질로서 단핵구, 대식세포, T림프구, B림프구, NK세포 등에서 분비된다. 호중구의 활성 산소 생성을 자극하고 포식작용을 증가시켜 항균작용을 할 수 있다35). 

      세포고사는 염증매개물질을 분비하지 않고 세포가 수축하여 대식세포에 의해 염증의 동반 없이 제거되며, caspase가 인체세포의 자멸사에 중요한 역할을 하는 것으로 알려졌다36). Caspase-8은 TNF-α 또는 Fas ligand와 같은 세포사멸 유도 물질에 의해 활성화되며, 활성화된 caspase-8은 일련의 다른 caspase를 활성화시키면서 세포사멸을 유발시킨다37,38). 방출된 cytochrome C는 apaf-1, caspase-9, dATP와 결합하여 caspase-9를 활성화시키고, 이렇게 활성화된 caspase-9는 caspase-3을 활성화시켜 세포사멸을 유도하는 것으로 보고되고 있다39). 

      MAPK는 mitogen activated protein의 약자로 또는 extracellular signal regulating kinase로 일컬어지며, 세포의 성장, 증식, 분화 및 세포 자연사 등을 조절하는 기능을 수행한다40). MAPK pathway는 세포 외부로부터의 신호들을 세포내, 특히 세포핵으로 전달하여 gene expression을 조절하게 된다41). 

      이와 같이 본 연구에서 밝혀낸 黃芩의 시스템 약리학적 분석으로 도출된 결과와 기존의 연구 보고와 상응함을 알 수 있다. 또한, 黃芩의 항균 효과에 대한 분석은 임상에서 濕熱을 淸利하고 瀉火解毒하는 기능으로 폭넓게 응용해온 黃芩의 전통적 기능과도 부합됨을 알 수 있다7). 시스템 네트워크를 이용해서 약재의 약리작용에 대한 분석을 하는 경우, 질병에 대한 해결책을 찾기 위한 약재를 물색함에 있어서 시간, 비용, 노력과 무수한 시행착오를 줄일 수 있다. 나날이 방대하게 축적되어가는 빅데이터를 활용하여 약재의 함유된 성분과 그 성분에 반응하는 단백질, 더 나아가 이에 관련된 질병까지 확보된 데이터는, 추후 실험적 검증에 중요한 기반을 제공할 것이다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구에서는 시스템 약리학적 분석 방법을 사용하여 황금의 활성 화합물을 탐색하여 항균 효과에 중점을 둔 표적 유전자 및 질병을 분석하였다. 黃芩의 특정 성분은 TCMSP 데이터베이스 및 분석 플랫폼을 통해 확보하였다. 여기에는 활성 화합물 및 관련 약물 표적 질환 네트워크의 약동학적 특성이 포함되며, 네트워크 수준에서 가능한 in silico 접근 방식의 가능하다. 표적의 유전자 정보를 UnitProt 데이터베이스로부터 수집하고 유전자 온톨로지 분석을 David 6.8 유전자 기능 분류 도구를 사용하여 수행한 결과, 33 개의 스크리닝된 활성 화합물에 상응하는 총 159개의 표적 단백질을 수집하였고, 86 개의 유전자가 항균성 활성과 관련된 생물학적 과정에 작용하는 것으로 밝혀졌다. 항균 작용에 관여하는 대표적인 활성 화합물은 wogonin, β-sitosterol baicalein, acacetin, oroxylin-A였으며, chemokine ligand2, interleukin-6, tumor necrosis factor, caspase-8, 9 그리고 mitogen-activated protein kinase 등이 두가지 이상의 항균 관련 생물학적 과정에 연관된 표적인자였다. 본 연구결과를 토대로 실험적 증거를 보여준다면 감염병 예방 및 치료 전략에 중요한 데이터를 제공할 수 있을 것이다.
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