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ABSTRACT
Purpose: Diabetic nephropathy is one of the most important diabetic complications 
prompted by chronic hyperglycemia, characterized by glomerulosclerosis, tubular fibrosis, 
and it eventually causes kidney failure. Nobiletin is a polymethoxyflavone present in 
tangerine and other citrus peels, and has anti-cancer and anti-inflammatory effects. This 
study investigated the effects of nobiletin on glomerular fibrosis through inhibition of the 
transforming growth factor (TGF)-β1-Src-caveolin-1 pathway.
Methods: Human renal mesangial cells (HRMC) were incubated in media containing 33 
mM glucose with or without 1–20 uM nobiletin for 3 day. The cellular expression levels of 
fibrogenic collagen IV, fibronectin, connective tissue growth factor (CTGF), TGF-β1, Src and 
caveolin-1 were all examined. In addition, TGF-β1, Src and caveolin-1 proteins were screened 
to reveal the relationship among TGF-β1-Src-caveolin-1 signaling in glomerular fibrosis.
Results: High glucose promoted the production of collagen IV, fibronectin and CTGF in 
HRMC, which was inhibited in a dose dependent manner by 1–20 uM nobiletin. The Western 
blot data showed that high glucose elevated the expression of TGF-β1, Src, caveolin-1 and Rho 
GTPase. When nobiletin was treated to the HRMC exposed to high glucose, the expression of 
TGF-β1-Src-caveolin-1 was dampened. Finally, TGF-β1-Src-caveolin-1 signaling pathway was 
activated in high glucose-exposed HRMC, and such activation was encumbered by nobiletin.
Conclusion: These result demonstrated that nobiletin blunted high glucose-induced 
extracellular matrix accumulation via inhibition of the TGF-β1-Src-caveolin-1 related 
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intracellular signaling pathway. Nobiletin may be a potent renoprotective agent to counteract 
diabetes-associated glomerular fibrosis that leads to kidney failure.

Keywords: nobiletin, diabetic nephropathy, glomerular fibrosis, TGF-β1-Src-caveolin-1 pathway

서론

당뇨병성 신장병증은 당뇨병의 가장 중요한 만성 합병증으로, 우리나라를 포함하여 전 세
계적으로 말기 신부전증을 초래하는 가장 흔한 원인질환이다 [1]. 만성 고혈당에 의한 사구
체 경화증의 증상으로는 사구체 및 세뇨관의 비후, mesangium과 세뇨관-간질에 세포외 기
질의 축적과 신세뇨관 기저막의 비후가 일어난다 [1-3]. 또한 사구체와 세뇨관-간질에 염증
세포의 침윤이 나타나며, 사구체 내 족세포의 감소와 족돌기의 융합이 일어나며, 이러한 변
화의 계속적인 진행으로 인해 궁극적으로는 사구체 경화 및 신세뇨관 위축이 발생하게 된다 

[2]. 이러한 병태적인 변화는 특히 고혈당, 산화스트레스, 성장인자 등과 같은 수많은 인자의 

복잡한 상호작용에 의해서 유발되게 되는데 그 중에서도 증가된 transforming growth factor 

(TGF)-β1은 당뇨병성 신장병증의 진행에 관여하는 주요 섬유성 사이토카인이며, 고혈당으
로 자극된 신장세포에서 세포외 기질의 축적을 자극하는 것으로 알려져 있다 [4,5,6]. TGF-β1

는 그 자체로도 세포외 기질의 축적을 유도하기도 하지만 다양한 관련 신호 전달 경로 예를 

들어 p42/44 MAP kinase 경로, nuclear factor kappa B (NF-κB), SMAD 경로 등의 조절을 통해 다
양한 세포 내 메커니즘을 조절하게 된다 [4,7,8].

Caveolae는 50–100 nm의 크기로 세포 표면의 원형질막에 플라스크 모양으로 함입되어 있으며, 

세포 내로의 세포 내 이입과 신호전달 등에 매우 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 [9,10]. 

이는 콜레스테롤 스핑고리피드 그리고 glycosyl-phospatidylinositol 등이 연결된 막 단백질로 주
요 구성성분으로서는 caveolin-1, caveolin-2 caveolin-3가 있으며 caveolae를 형성하는 역할을 한
다 [9]. 그 중에서도 caveolin-1은 신장을 포함한 대부분의 기관에서 caveolae를 구성하는데 필수
적인 요소로 보고되었다. 신장에서의 caveolin-1은 대부분의 세포에서 발현되며 이는 세포부
착과 migration, 당뇨병성 신장병증에 있어서 중요한 신호 전달의 조절자로 알려져 있다 [11].

Caveolin-1의 발현 증가는 당뇨병성 신장병증을 포함한 신장 질환에서 주요병변으로 알려져 

있으며 최근 연구에서는 caveolin-1이 섬유화 반응에 관여하는 다양한 세포 신호 전달체계에
서 중요한 역할을 담당한다는 것을 뒷받침하는 다양한 연구가 보고된 바 있다 [9-11].

Nobiletin은 감귤류의 껍질에서 분리된 플라보노이드 성분의 하나로, 플라본에 하이드록시
기 (-OH)나 메톡시기 (-OCH3)가 하나 이상 결합된 폴리메톡시플라본 화합물로서 감귤류와 

감귤류의 껍질에 다량 함유되어 있는 생리활성물질이다. Nobiletin 성분은 다양한 생리기능
성을 가지는 것으로 알려져 있는데, 항암, 항산화, 항 염증 작용 등 강력한 생리활성을 나타내
는 물질로 알려져 있는 성분이다 [12]. Nobiletin은 앞선 질환에서 PKA/ERK/MEK/CREB, NF-

κB, MAPK, Ca2+/CaMKII, PI3K/Akt1/2, HIF-1α, 그리고 TGF-β1와 관련된 세포 신호 전달 체계를 

조절함으로써 체내에서 다양한 생리활성을 나타내는 것으로 알려져 있다. 이러한 생리활성
은 nobiletin의 구조적 특성에서 나타나는 것으로 알려져 있으며, 높은 투과성과 친유성으로 

인해 세포 안에서 특정 메커니즘을 조절하는 기능을 하는 것으로 알려져 있다 [13].
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따라서 본 연구에서는 고혈당으로 유발된 당뇨병성 신장병증의 하나인 사구체 경화증에서 

세포외 기질 생성 및 축적과 고혈당에 의해 증가되는 섬유증 유발 인자인 TGF-β1과 caveolin-1

과의 연관성에 대해 알아보고 생리활성 물질인 nobiletin의 세포외 기질 단백질 축적 억제 효
능에 따른 당뇨병성 신장병증의 억제기전에 대해 알아보고자 하였다.

연구방법

세포배양
Human renal mesangial cells (HRMCs)은 Sciencell Research Laboratories (Carlsbad, CA, USA)

에서 구입하여 사용하였으며 Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)과 F12를 7:1의 비
율로 혼합하고 15% fetal bovine serum, 2 mM glutamine, 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL strep-

tomycin을 첨가한 배지를 사용하여 37°C, 5% CO2 조건에서 배양하였다. 일차 배양된 HRMC

의 doubling 시간은 26–40 시간으로 [14], HRMC는 passage 6–10 사이를 사용하였으며 plate에 

80% 밀도 이상 일 때 실험에 사용하였다. 고혈당으로 인한 당뇨병성 신장병증 환경을 유발
하기 위해 세포를 33 mM 고농도 포도당을 첨가한 DMEM 배지에 0.1% bovine serum albumin 

(BSA)가 함유된 배지로 3일간 배양하였으며 삼투압으로 인한 영향을 배제하기 위해 osmotic 

control로 조절하기 위해 DMEM 배지에 27.5 mM mannitol과 0.1% BSA를 첨가한 배지를 사용
하였다. 고혈당 자극과 더불어 nobiletin은 1–20 uM의 농도로 3일간 처리하였으며, nobiletin

은 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 용해시킨 후 배지로 희석하여 실험을 실시하였다.

Western blot analysis
고혈당 자극과 더불어 nobiletin을 처리한 HRMC를 1 M β-glycerophosphate, 1% β-mercap-

toethanol, 0.5 M NaF, 0.1 M Na3VO4 그리고 protease inhibitor cocktail이 첨가되어 있는 lysis 

buffer를 사용하여 용해하였으며, cell lysates는 lowry assay를 통해 단백질 정량을 실시한 후 

동량의 단백질을 6%–15% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE)로 분리하였다. 이를 nitrocellulose membrane에 transfer한 후 비 특이적 결합을 방지하
기 위해 5% skim milk로 3시간 동안 blocking한 후 TBS-T buffer (50 mM Tris-HCl [pH 7.5], 150 

mM NaCl and 0.1% Tween 20)로 세척한 후 membrane을 collagen IV, fibronectin, connective 

tissue growth factor (CTGF), Src, caveolin-1, Ras homolog family member A (RhoA), Rho-associ-

ated protein kinase (ROCK), TGF-β1, TGF-β receptorI, II 항체를 1:1,000으로 희석하여 4°C에서 

하룻밤 동안 방치하였다. 이후 TBS-T buffer로 10분간 3회 세척한 후에 horseradish peroxidase 

(HRP)가 결합된 2차 항체를 이용하여 1시간 동안 반응시킨 뒤 15분간 4회 세척 후 immobilon 

western chemiluminescent HRP substrate (Millipore Corp., Billerica, MA, USA)와 Agfa X-ray film 

(Agfa-Gevaert, Mortsel, Belgium)을 이용하여 가시화 시켰다.

Immunocytochemistry
HRMC를 유리 슬라이드가 깔려 있는 24-well plate에 분주하여 33 mM 고혈당 자극과 더불어 

20 uM/mL의 nobiletin을 처리한 후 3일간 배양하였다. 슬라이드를 0.2% tween 20 이 포함된 

PBS-T로 세척한 후 4% formaldehyde로 세포를 20분 간 고정하였다. 그 후 0.1% triton X-100이 

함유된 0.1% sodium citrate 용액으로 5분간 세포막을 permeabilization 시킨 뒤 고정된 세포
에 collagen IV 항체와 fibronectin 항체를 첨가하여 4°C에서 하룻밤 동안 방치하였다. 이후 세
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포에 cy3 형광 염료가 결합된 anti-rabbit immunoglobulin G (IgG)와 fluorescein isothiocyanate 

(FITC)가 결합된 anti-mouse IgG 2차 항체를 이용하여 단백질의 발현을 가시화 시켰다. 형광 

이미지는 Axiomager optical fluorescence microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany)를 이용하
여 촬영하였다.

Caveolin-1 small interfering RNA (siRNA) transfection
Caveolin-1이 직접적으로 경화에 관여하는지 알아보기 위해 세포 내 caveolin-1의 유전자의 발
현을 억제시킨 뒤 경화 인자의 발현을 확인해 보았다. 억제를 위해 HRMC에 lipofectamine 

3000 mixture (Life Technologies, Grand Island, NY, USA)를 이용하여 caveolin-1 siRNA transfec-

tion assay를 실시하였다. 세포에 5 µg caveolin-1 siRNA (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, 

USA)와 lipofectamine 3000 mixture (Life Technologies)를 처리하여 5시간 동안 37°C에서 배양
한 후 transfection된 HRMC에 33 mM 고혈당 자극과 nobiletin을 처리한 후 3일간 배양하였다. 

이후 세포를 용해하여 western blot을 통해 caveolin-1 발현 억제를 확인하였다.

통계 분석
데이터 통계처리는 SPSS프로그램 (windows 16.0; SPSS Inc. IBM, Chicago, IL, USA)을 이용하
여 실시하였으며, 결과는 mean ± SE로 나타내었으며 각 항목은 일원배치분산분석(one-way 

analysis of variance)를 통한 Duncan's multiple range test를 이용하여 각 구간의 유의성 차이를 

검증하였다.

결과

Nobiletin의 세포 독성 확인
감귤류의 껍질에서 분리된 폴리메톡시플라본 성분인 nobiletin (Fig. 1A)의 세포 독성을 알아
보기 위해 HRMC에 1–20 uM 농도의 nobiletin을 처리하여 3일간 배양한 결과 세포 독성을 나타
내지 않는 것을 확인하였다(Fig. 1B). 또한, HRMC를 33mM 고혈당 자극 조건에서 1–20 uM 농도
의 nobiletin을 처리한 후 3일간 배양한 결과 세포 독성을 나타내지 않았으며(Fig. 1C), 고혈당 

자극에 의해 10%–20%가량 증식된 HRMC의 증식이 농도 의존적으로 억제됨을 확인하였다.

HRMC에서의 세포외 기질 축적 단백질 생성 억제 효과
본 연구는 nobiletin의 고혈당으로 유도된 HRMC에서 세포외 기질 축적에 관여하는 단백질
인 collagen IV 분비, fibronectin 그리고 CTGF [9,15]의 발현 억제 효능을 확인한 결과는 Fig. 2

와 같다.

먼저 33 mM 고혈당으로 자극한 HRMC를 6일간 배양하여 대표적 경화인자인 fibronectin과 

CTGF의 발현을 확인한 결과 fibronectin은 48시간부터 발현이 증가하여 72시간에 최대 발현
을 나타냈으며 CTGF는 24시간부터 발현이 점차 증가하여 48시간에 최대 발현을 나타내는 

것으로 나타났다 (Fig. 2A). HRMC에 33 mM 고혈당을 처리하여 72시간 동안 자극을 가한 후 

western blot을 실시한 결과 33 mM 고혈당으로 자극한 HRMC에서는 collagen IV의 분비가 증
가하는 것을 확인하였고, 여기에 1–20 uM의 nobiletin을 처리하였을 때 농도 의존적으로 감소
하는 것을 확인하였다 (Fig. 1E). 또한 세포 내에서 생성되는 collagen IV 또한 nobiletin에 의해 
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Fig. 1. Chemical structure of nobiletin (A), and cell viability (B, C) and collagen IV secretion (C) and cellular expression (D) of HRMC challenged with 33 mM 
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감소하였다 (Fig. 1D). Collagen IV와 더불어 fibronectin 그리고 CTGF 단백질을 확인한 결과 고
혈당에 의해 각각의 단백질의 발현이 증가하는 것을 확인하였으며, nobiletin의 처리에 의해 

감소하였다 (Fig. 2B and C).

고혈당에 의한 HRMC에서의 caveolin-1 발현과 확인
33 mM 고혈당으로 자극한 HRMC를 6일간 배양하여 caveolin-1의 발현과 Src의 발현을 확인한 

결과, caveolin-1은 48과 72시간에 발현이 급격히 증가하였으며 Src 또한 72시간부터 발현이 

유의적으로 증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 3A). HRMC를 고혈당에 노출시켜 nobiletin을 처
리하여 3일간 배양한 후 caveolin-1의 발현과 Src의 발현을 확인한 결과 33 mM 고혈당 자극에
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서 증가한 caveolin-1과 Src 단백질이 nobiletin에 의해 농도 의존적으로 감소함을 확인하였다 

(Fig. 3B). 또한 caveolin-1에 의해 영향을 받는 세포 내 신호 전달 경로인 Rho GTPase 경로 [11]

에 관여하는 단백질인 RhoA-ROCK의 발현을 확인한 결과 고혈당에 의해 발현이 증가되었으
며 nobiletin에 의해 단백질의 발현이 감소됨을 확인하였다.

Nobiletin의 TGF-β1-Src-caveolin-1 관련 세포 신호전달 억제 효과
고혈당 자극으로 인한 TGF-β1의 발현과 수용체의 발현을 확인한 결과 고혈당 자극에 의해 

HRMC에서의 TGF-β1의 발현과 그 수용체의 발현이 증가하였으며 여기에 1–20 uM의 nobile-
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tin을 처리한 결과 발현이 감소하는 것을 확인하였다 (Fig. 4A). 또한 TGF-β1이 경화를 유도하
는지 알아보기 위해 HRMC에 10 ng/mL의 TGF-β1 단백질을 처리한 후 관련 단백질인 fibronec-

tin의 발현을 확인한 결과 10 ng/mL의 TGF-β1 단백질을 처리한 경우와 고혈당 자극을 처리
한 경우 비슷한 수준으로 fibronectin의 발현이 증가하는 것을 확인하였고, nobiletin에 의해 

control 수준으로 감소하였다 (Fig. 4B). 또한, caveolin-1, Src 그리고 RhoA 단백질의 발현 역시 

10 ng/mL의 TGF-β1 단백질 처리와 고혈당 자극에 의해 유의적으로 증가하는 것을 확인하였
으며, nobiletin 처리 시 감소하는 것을 확인하였다 (Fig. 4B).

Caveolin-1의 사구체 경화 억제 효능
33 mM 고혈당 자극 시 HRMC에서 증가하는 caveolin-1 단백질과 사구체 경화증과의 직접적
인 관련성을 알아보기 위해 siRNA transfection으로 HRMC에서의 caveolin-1의 발현을 억제시
켰다. 그 후 33 mM 고혈당 자극을 통해 caveolin-1과 RhoA-ROCK의 발현을 확인한 결과 고혈
당에 의해 증가되는 caveolin-1의 발현이 siRNA에 의해 억제됨을 확인하였고, 이에 따른 세포 

내 신호전달 단백질인 RhoA-ROCK의 발현이 감소하는 것을 확인하였으며 여기에 20 uM/mL
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의 nobiletin을 처리한 경우에도 caveolin-1과 RhoA-ROCK 단백질의 발현이 control 수준으로 

감소하는 효과를 보였다. 또한 caveolin-1의 발현을 억제시킨 HRMC에서 세포외 기질 축적에 

관여하는 단백질인 collagen IV 분비, fibronectin 그리고 CTGF의 발현을 확인한 결과 caveolin-1

의 발현을 억제시킨 경우 각각의 단백질 발현이 control 수준으로 감소하는 것을 확인하였으
며, 20 uM/mL의 nobiletin을 처리한 경우 또한 같은 결과를 나타내는 것을 확인하였다 (Fig. 5).

고찰

당뇨병은 우리나라 사망원인 중 4위를 차지하는 것으로 알려져 있을 만큼 흔하게 발생하는 

질환이며 지금도 발병률이 꾸준하게 증가하고 있는 심각한 만성질환의 하나이다. 이러한 당
뇨병의 증가는 당뇨합병증의 증가로 이어지게 되는데 그 중에서도 당뇨병성 신장병증의 증
상인 사구체 경화증은 가장 흔하게 나타나는 신장 합병증으로 당뇨병으로 인한 말기 신부전
증의 원인이 되는 질환이다 [1]. 만성 고혈당에 의한 사구체경화증의 증상으로는 신장 mesa-

mgium의 확장, 세포외 기질의 축적, 신장 여과기능의 저하 등과 같은 다양한 증상을 나타내
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게 된다 [16]. 본 연구에서는 nobiletin이 고혈당으로 유도된 신장 HRMC에서 세포외 기질 축
적과 TGF-β1-Src-caveolin-1으로 이어지는 세포신호 전달 체계에 의한 사구체 경화증 억제 효
능을 알아보고자 하였다 [11]. Nobiletin은 감귤류 및 감귤류의 껍질에 함유되어 있는 폴리메
톡시플라본 계열의 생리활성 물질로서 항산화, 항 염증, 항암작용을 하는 것으로 널리 알려
져 있으며, 이러한 생리활성은 nobiletin의 구조적인 특성과 더불어 높은 투과성과 친유성으
로 인한 세포 내에서 다양한 메커니즘을 조절하는 것으로 알려져 있다 [4,13].

HRMC를 33 mM의 고혈당 자극에 3일간 노출시키게 되면 세포의 과증식이 일어나게 되고 

[7,15], 이러한 자극은 세포 내에서 경화와 관련된 collagen IV의 생성 및 분비 증가, fibronectin

과 CTGF 단백질 발현의 증가를 가져오게 된다 [3,7,15]. 여기에 nobiletin을 처리하였을 때 세
포의 과증식과 세포외 기질 축적 단백질의 발현을 유의적으로 감소시키는 것을 확인하였다. 

또한 세포외 기질의 축적과 비후를 유발하고 다양한 세포 내 신호 전달 체계를 활성화시키
는 원인이 되는 것으로 알려져 있는 대표적 경화 유발 단백질인 TGF-β1의 발현 또한 감소시
켰으며, TGF-β1과 관련된 세포 내 신호전달 경로를 확인하기 위해 [6,8,17] 경화증과 결체조
직의 리모델링에 관여한다고 알려진 caveolin-1과의 연관성을 살펴보았다. caveolin-1은 신장
세포에서 주요한 섬유화 관련 세포신호 전달 체계를 조절하는 인자로 알려져 있으며 [18], 다
양한 자극에 의해 당뇨병성 신장병증의 진행을 유발하는 것으로 보고되었다 [10]. 동물 실험
에서 caveolin-1의 조절은 경화 인자들의 세포외 기질 축적과 당뇨병으로 인해 유발되는 단백
뇨를 억제함으로써 1형, 2형 당뇨병으로 발생하는 당뇨병성 신장병증을 억제하는 것으로 알
려졌다 [10,18]. TGF-β1과 caveolin-1 모두 당뇨병성 신장병증에 있어서 경화를 유발하는 것으
로 알려졌으나 아직까지 둘 사이의 직접적인 관계에 대해서는 보고된 바가 없다. 본 연구에
서 HRMC에 10 ng/mL의 TGF-β1 단백질을 처리하여 33 mM 고혈당 자극을 처리한 그룹과 비
교한 결과 TGF-β1을 처리한 경우 고혈당에 노출시킨 경우와 마찬가지로 fibronectin의 발현
이 증가함과 동시에 세포 내 caveolin-1 발현이 증가하는 것을 확인하였으며 이와 관련된 신호
전달인자인 Src과 RhoA의 발현 또한 증가하는 것으로 미루어 보아 고혈당에 노출시킨 경우
와 마찬가지로 TGF-β1 처리에 의해 Src-caveolin-1-RhoA로 이어지는 신호 전달 체계가 활성화
되며 nobiletin의 처리에 의해 유의적인 감소를 보이는 것을 확인하였다. 또한 고혈당에 의해 

증가하는 caveolin-1에 의한 당뇨병성 신장병증의 증상을 확인하기 위해 caveolin-1 유전자를 

knockout 시킨 후 경화 인자들의 발현과 caveolin-1과 관련된 Rho GTPase의 발현을 확인한 결
과 각각의 인자들의 유의적인 상관관계를 확인할 수 있었으며 고혈당 자극에 의해 증가된 단
백질들이 nobiletin에 의해 발현이 억제되는 것을 확인할 수 있었다. 이상의 결과로 미루어 보
았을 때 고혈당으로 유도되는 당뇨병성 신장병증에 있어서 caveolin-1 단백질 발현의 조절은 

경화증을 예방할 수 있는 중요한 요인임을 확인하였으며, nobiletin은 이를 효율적으로 조절
할 수 있는 기능성을 가지는 기능성 물질임을 확인할 수 있었다.

본 연구에서 nobiletin을 이용한 cavolin-1의 발현 억제와 고혈당으로 인한 TGF-β1-Src-caveo-

lin-1 그리고 세포 내 신호 전달 경로인 Rho GTPase [6,8]로 이어지는 세포 신호 전달 체계의 억
제는 당뇨병성 신장병증에 대한 표적으로서 다양한 세포 내 경화 관련 신호 전달 경로를 억
제할 수 있는 가능성을 제시하였다.
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요약

본 연구에서는 고혈당으로 인해 유발되는 당뇨병성 신장병증의 대표적인 증상인 사구체 경
화증을 완화시키는 nobiletin의 효능에 대해 알아보고자 하였다. 신장 세포인 HRMC를 이용
하여 고혈당에서의 세포외 기질 축적 단백질의 발현과 경화에 관여하는 신호 전달 억제 효
능을 확인한 결과 nobiletin은 고혈당의 자극에 의해 증가하는 섬유화 단백질인 collagen IV, 

fibronectin 그리고 CTGF의 발현을 억제하였으며, 여기에 관여하는 TGF-β1-Src-caveolin-1 신
호 전달 경로를 통해 사구체 경화증을 억제하는 것을 확인하였다. 따라서 nobiletin은 고혈당
으로 유도된 당뇨병성 신장병증에 있어 사구체 경화증을 예방하는 기능성 성분으로서의 활
용 가능성을 확인하였다.
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