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CRF1 길항제 스크리닝을 위한 에쿼린 기반 
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Development of an aequorin-based assay for the screening of 
corticotropin-releasing factor receptor antagonists
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요  약  corticotropin releasing factor(CRF)는 스트레스에 의해 유도되는 신경펩타이드 물질들 중 하나로서 모발의 손실 및 
재성장에 영향을 미친다고 광범위하게 제기되어 왔다. 이에 CRF1 수용체 길항제 개발을 위하여 세포 내 칼슘 신호전달 기전
을 이용한 스크리닝 시스템을 개발하고 최적화 연구를 수행하고자 하였다. 이를 위하여 에쿼린 모체세포에 CRF1 수용체와 
만능 G 단백질인 Gα16 유전자를 동시에 발현시켜 안정화 세포주를 구축하였다(HEK293a16/hCRF1). 표준 효현제인 sauvagine
의 반응이 임시 발현세포와 비교하여 안정화 세포주에서 농도 의존적 반응 범위가 12배 이상 증가하였으며(EC50:15.21±1.83
nM), 이에 따라 길항제 스크리닝에 필수적인 안정적인 신호와 높은 용매 허용도를 확보할 수 있었다. CRF1 수용체에 대한 
표준 길항제인 antalarmin과 CP154526에 대한 IC50 수치는 각각 414.1±5.5와 290.7±1.9 nM로 확인되었는데 냉동보관세포의 
경우에도 유사한 결과를 얻었다. 에쿼린 기반 세포 기능실험의 최적화 연구를 통해 구축된 CRF 수용체 안정화 세포주는 모발
의 재형성과 관련된 신규의 기능성 화장품 및 조절물질 개발 연구에 적극적으로 활용 가능 할 것으로 판단된다.

Abstract  Corticotropin-releasing factor(CRF), one of the stress driven neuropeptides, was widely proposed to 
influence hair loss and re-growth. For the development of receptor antagonists, the screening system based on 
intracellular calcium signal process was developed and optimized. The aequorin parental cells were transfected with
CRF1 receptor and alpha 16 promiscuous G protein cDNA to establish HEK293a16/hCRF1, a stable cell line for the
human CRF1 receptor. In HEK293a16/hCRF1 cells, the range of sauvagine dose response was 12-fold 
higher(EC50:15.21±1.83 nM) than in the transiently expressed cells, hence essential conditions for the antagonist 
screening experiments such as the robust signals and high solvent tolerance were secured. The standard antagonists
for the CRF1 receptor, antalarmin and CP154526, resulted IC50 values of 414.1±5.5 and 290.7±1.9 nM, respectively.
Similar results were presented with frozen HEK293a16/hCRF1 cells. Finally, our HEK293a16/hCRF1 cells with the
aequorin based cellular functional assay can be a model system for the development of functional cosmetics and 
modulators that can have a clinical efficacy on hair re-growth.

Keywords : Drug screening, Corticotropin releasing factor receptor, G-protein coupled receptor, High throughput 
           screening
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1. 서론

스트레스로 인한 생리적인 변화에 대응하여 신속히 

반응하는 것으로 알려진[1] corticotropin releasing 
factor(CRF)는 우울증, 정신분열증 및 알츠하이머병의 
발생과도 연관성이 있다고 보고되었다[2-3]. CRF는 41
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개의 펩타이드로 구성되며,  수용체로는 1형(CRF1) 및 
2형(CRF2)과 CRF 결합 단백질 (CRF-BP)이 알려져 있
다[4-5]. 생리학적으로 중요한 조절자로서의 역할을 수
행하는 CRF 수용체[6]는 활성화되면 cAMP의 조절과 
phospholipase C, MAPK cascades등 다양한 신호전달 
기전과 관련있는 것으로 알려져 있다[7-9]. 이러한 신경
펩타이드 신호전달 시스템을 통하여 CRF는 교감신경을 
자극하거나 또는 부교감신경계를 억제하여 심혈관계시

스템[10]과 신경 내분비 시스템[11]을 조절하는데, CRF 
수용체 길항제가 이러한 작용들을 억제할 수 있는 것으

로 나타났다. 
CRF 수용체 시스템과 관련된 최근 연구에 따르면, 

CRF 수용체가 과발현된 탈모증 마우스모델에서 
astressin-B를 피하주사 하여 CRF1과 CRF2 수용체를 
차단시켰을 때 모발 재형성과 함께 활발한 피부 색소침

착이 나타났다[12]. 이러한 결과는 CRF 수용체 길항제
가 만성적인 스트레스로 인한 모발의 손실 및 재형성과 

관련이 있다는 것으로 CRF 및 관련된 여러 신경펩타이
드 수용체 조절물질들에 대한 개발연구와 활용 가능성이 

제기되었다.
지금까지의 수용체 조절물질들에 대한 1단계 스크리

닝 연구는 주로 리간드와 수용체간의 상호작용을 수용체 

절편을 이용하여 검색하는 방법으로 수행되어 왔다[13]. 
그러나 다양한 수용체 조절물질들에 대한 활성을 효현제

와 길항제 차원에서 검증하고자 점차로 세포 내 수용체 

단백질의 발현을 활용하게 되고 따라서 형광신호를 이용

한 이미징등 여러 플랫폼 기술들이 이용되어 왔다[14]. 
특히 광범위하게 활용되고 있는 형광신호의 경우 스크리

닝하는 물질들이 자체 형광을 가지고 있거나 검출되는 

형광을 간섭하는 경우 실험결과에 매우 부정적인 효과를 

나타내어 이러한 현상을 극복하고자 전 세계적으로 라벨

프리 기술[15]등 다양한 기술들이 검토되어 왔다. 그들 
중 광단백질인 에쿼린을 활용한 세포 내 칼슘신호전달 

감지기술[16-7]은 시료들에 의한 간섭현상을 최소화 할 
수 있다는 측면에서 천연물 시료들을 포함하는 CRF1 수
용체에 대한 스크리닝 기술로서 적합하다고 판단되었다.
이에 본 논문에서는 모발의 재형성에 관여하는 CRF 

길항제 스크리닝 연구를 위하여 CRF1 수용체와 함께 만
능 G 단백질을 동시발현 시킨 안정화 세포주를 개발하
고, 이를 활용한 에쿼린 기반 세포 기능실험의 최적화 연
구 결과를 보고하고자 한다. 

2. 재료 및 방법

2.1 재료 및 기기  

에쿼린[18-9] 모체 세포주 (ES-000-A30)는 Perkin- 
elmer life and analytical science (미국)사에 허가를 받
아 사용하였다. CRF1 (GenBank Acc#, AY457172)과 G
α16(GenBank Acc#, M63904)의 cDNA는 Missouri 
S&T cDNA Resource center (미국)로부터 분양받았으
며, CRF1의 효능제인 sauvagine은 American peptide 
company (미국)사의 제품을 사용하였다. CRF1의 표준 
길항제인 antalarmin과 CP154526은 TOCRIS (영국)사
의 제품을 사용하였다. 96-well white Optiplate는 
Perkinelmer life and analytical science사의 제품을 사용
하였으며, 세포 내 칼슘 변동 측정에 사용되는 
coelenterazine h는 chromophore 보조인자로서 Promega 
Corporation (미국)사의 제품을 사용하였다. 세포로부터
의 반응은 Berthold (독일)사의 Mithras LB 940 장비를 
사용하여 측정하였다.  

2.2 세포배양 

에쿼린 모체 세포주는 EMEM과 10% fetal bovine 
serum (GIBCO, 미국) 100 IU/ml penicillin, 100 μg/ml 
Streptomycin (HyClone, 미국), 10 μg/ml zeocin 
(Invitrogen, 미국)의 조성을 가지는 배양액을 사용하였
다[20]. 세포는 100 mm 디쉬를 사용하여5% CO2가 포

함된 가습조건에서 37°C로 배양하였다. 세포의 포화도
가 80% 정도에 도달했을 때, 1X Phosphate buffered 
saline (PBS : BIOSESANG, 한국) 5 ml로 세척하고 
Trypsin-EDTA 5 ml을 첨가하여 세포를 분리한 후 배양
액 5 ml을 추가하여 1,000 Xg에서 5 분간 원심분리 하
였다. 다시 배양액 10 ml과 혼합하여 4×105개의 세포를 

100 mm 디쉬에 옮겨 5 일 간격으로 계대 배양하였다.

2.3 안정화 세포주의 구축  

CRF1 수용체 유전자가 안정적으로 발현되는 세포주
를 확립하기 위하여 에쿼린 모체 세포주에 CRF1과 Gα
16[21] 유전자를 삽입하고 그 유전자들을 가지는 벡터에 
대한 selection antibiotics을 포함한 배양액으로 갈아주
며 세포를 배양하였다. 만들어진 여러 개의 colony를 분
리하여 배양한 다음 칼슘에 대한 반응을 실험하여 최대 

반응을 보이는 colony를 선별하였다. 실험에 사용된 안



CRF1 길항제 스크리닝을 위한 에쿼린 기반 세포실험 개발연구

7577

정화 세포주는 CRF1 (HEK293aeqα16/hCRF1)로 표시
하였다. 형질전환의 구체적인 실험 조건은 LONZA사의 
4D-Nucleofector system을 사용하여 제조회사의 프로토
콜을 따라 에쿼린 모체 세포주에서 수행하였다.

2.4 에쿼린 기반 세포기능실험 

세포 내에서 방출되는 칼슘과 미토콘드리아 에쿼린을 

통한 발광현상을 기초로 하는 세포기능실험 방법을 활용

하였다[20]. 간단히 설명하면 형질전환을 통해 CRF1 유
전자가 삽입된 세포는 48 시간 배양이 끝난 후 PBS 10 
ml로 세척하고 세포를 분리한 다음 1,000 Xg에서 5 분
간 원심분리 하였다. 침전된 세포는 기본 완충액 
(DMEM/HAM’s F12 without phenol red, with 
L-Glutamate, 15 mM HEPES, pH 7.0, 0.1% BSA)으로 
2X106 cells/ml의 농도가 되도록 coelenterazine h를 첨
가한 다음 빛을 차단하고 상온에서 rotator를 사용하여 
세포와 coelenterazine h를 반응시켰다. 4 시간 동안 반
응시킨 후에 기본 완충액으로 10배 희석하여 2×105 
cells/ml농도로 맞춘 후 앞에서와 같은 조건으로 60 분간 
방치하였다.
효능제 활성을 확인하기 위해서 50 μl/well의 효능제

가 담긴 96-well Optiplate에 미리 준비한 세포를 50 μ
l/well (10,000 cells/well)로 가한 후 결과 신호 값을 측
정하였다. 길항제 활성을 확인하기 위하여 준비된 세포
를 50 μl/well의 길항제가 담긴 96-well Optiplate에 
Multipipette Plus (Eppendorf, 독일)를 사용해 50 μ
l/well로 첨가한 후 15 분간 길항제와 반응시키고 50 μ
l/well의 효능제를 주입하여 반응을 확인하였다. 세포의 
활성으로 인해 방출되는 빛은 Mithras LB 940를 사용하
여 측정되는 수치로 기록되었다. 실시간으로(20초/well) 
측정된 relative light units(RLU) 수치들을  AUC(area 
under the curve)값으로 변환하여 RLU(AUC)로 나타내
었다. 

2.5 냉동보관 세포 실험

세포주의 냉동보관을 위해서 세포 포화도가 80%에 
도달하면 배양액을 교체하고 항생제 없는 조건에서 18 
시간 동안 배양하였다. PBS 10 ml로 세척하고 세포를 
분리한 다음 1,000 Xg에서 5 분간 원심분리 하였다. 침
전된 세포는 냉동 보관액 (DMEM/HAM’s F12 without 
phenol red, with L-Glutamine, 15 mM HEPES, pH 7.0, 

10% DMSO, 20% FBS)으로 2×106 cells/ml의 농도가 
되도록 혼합하여 Cryotube (Nunc, 덴마크)에서 -80°C 
까지 서서히 냉동시킨 뒤 -80°C 또는 액체질소에 보관
하였다. 냉동 보관한 세포를 실험에 사용할 때는 
Cryotube를 꺼낸 즉시 37°C 수욕조에서 1-2 분간 해동
시킨 후 배양액 5 ml이 담긴 tube로 옮겨서 1,000 Xg에
서 5 분간 원심분리 하였다. 이후 세포와 coelenterazine 
h를 반응시키는 과정을 통하여 실험에 사용할 세포를 
준비하였다[22]. 

2.6 통계적 분석

농도 별 반응 실험으로부터 얻은 데이터는 PRISM 
version 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, 미국)
의 non-linear curve fitting functions을 사용하여 EC50, 
IC50, R2, HillSlope 변수 값을 얻어 그래프를 평가하였
다. 유의 수준을 평가하기 위해 Student t test를 사용하
여 그룹 내 데이터를 콘트롤 데이터와 상호 비교하고, 그 
외의 통계적 데이터는 Microsoft Excel (Microsoft 
Corporation, Redmond, 미국)을 사용하여 분석하고 
mean ± SD로 나타내었다. 

3. 결과

3.1 Gα16에 대한 CRF1 효능제 활성비교

에쿼린 모체세포에서 CRF1 유전자와 함께 만능 G 
단백질인 α16 cDNA를 도입한 경우와 그렇지 않은 세포
에서 칼슘 신호전달에 의한 반응 정도를 효능제를 통해 

비교하였다[Fig 1]. HEK293 세포주에 내재되어 있는 수
용체인 아세틸콜린 수용체에 대한 신호 값은 두 세포에

서 유사한 반응이 관찰되었다. Gα16 cDNA가 삽입되지 
않은 세포에서 실험한 결과(a), 효능제인 sauvagine의  
최저 농도 신호 값은 4339, 최대 농도 신호 값은 7790으
로 Signal to Noise ratio(S/N ratio)가 1.8 정도로 CRF1 
수용체에 대한 활성이 거의 확인되지 않았다. 반면에 Gα
16 cDNA를 함께 삽입한 세포의 경우(b), 효능제인 
sauvagine에 대한 최저 농도 신호 값은 8593, 최대 농도 
신호 값은 41350(S/N ratio 4.8, EC50 = 419±15 nM)으
로 나타났다. 이와 같은 결과는 효능제로 활성화된 
CRF1 수용체가 Gα16 단백질과 결합하여 칼슘을 유리
시키는 Gq 유형의 신호전달을 일으킨 것을 의미한다. 따
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라서 에쿼린 모체 세포주에 Gα16 cDNA와 함께 CRF1 
유전자를 삽입하면, Gs 유형의 신호전달을 이용하는 
CRF1 수용체의 경우에도 세포 기능의 변화에 따른 칼슘
이온의 변화도를 측정할 수 있게 되어 핵심 최적화 연구

를 통하여 CRF1 길항제 스크리닝에 응용하고자 한다.

Fig. 1. Stimulation of internal calcium release by CRF1 
receptor agonist in HEK293aeq/hCRF1 live cells. 
Various concentrations of sauvagine(●) and 
acetylcholine(○) were prepared in assay buffer, 
and applied to coelenterazine-loaded HEK293aeq/ 
hCRF1 cells without(a), and with(b) Gα16 cDNA 
expression. Presented data were representative 
data set from at least two separate experiments 
performed in triplicate, and each data points were 
expressed as mean ± SD.

3.2 안정화 세포주에서의 CRF1 활성 확인 

스크리닝 실험에 필수적인 안정화 세포주의 구축을 위

하여 에쿼린 모체 세포주에 Gα16 cDNA와 CRF1 유전자
를 삽입하여 배양된 다수의 클론들에 대한 효능제 반응을 

실험하여 최적의 반응을 보이는 클론을 선별하였다.
선별된 HEK293aeqα16/hCRF1의 효능제와 길항제에 

대한 활성을 확인하기 위해 농도별 신호를 그래프로 나

타내었다[Fig 2]. sauvagine의 최저 농도와 최고 농도의 
신호 값(a)은 각각 5701, 335051로 나타났다 (S/N ratio 
58.8, EC50 = 15.21±1.83 nM).

 

 Fig. 2. Dose-response curves of CRF1 receptor agonist 
and antagonists in HEK293aeqα16/hCRF1 live 
cells. (a) Dose-response curves of sauvagine(●) 
and acetylcholine(○). (b) Inhibitory-response 
curves of antalarmin(●) and CP154526(▲) as 
standard antagonists. Presented data were 
representative data set from at least two separate 
experiments performed in triplicate, and each 
data points were expressed as mean ± SD.

이러한 결과는 Fig 1에 나타난 임시발현 세포의 실험
결과와 비교하여 안정화 세포주에서 S/N ratio가 12 배 
이상 높게 개선된 것을 의미한다. 또한 표준 길항제인 
antalarmin과 CP154526에 대한 반응(b)을 실험한 결과 
IC50 값이 각각 414.1±5.5과 290.7±1.9 nM로 확인되었
다. 효능제 실험결과와 마찬가지로 안정화 세포주에서 
임시발현 세포에서의 결과와 비교하여 positive control 
값이 약 1.8 배 이상 높은 값으로 측정되어 안정화 세포
주에서 길항제 스크리닝 실험을 위하여 최적화된 결과를 

나타내었다.
유기 물질들의 용해에 광범위하게 사용되는 dimethly 

sulfoxide(DMSO)의 허용 조건에 대한 실험을 진행한 결
과[Fig 3], 5% DMSO 실험조건까지 DMSO를 추가하지 
않은 대조 샘플과 비교하여 통계적으로 유의성이 없는 

결과가 나타났다.
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 Fig. 3. The effect of dimethyl sulfoxide (DMSO) % on 
the CRF1 inhibition assays. *P<0.0.5 and 
***P<0.005, significantly different from positive 
control group without DMSO. (n=3-5) 

하지만 10% DMSO 조건에서는 대조샘플 대비 40%
의 신호감소 효과가 나타났고, 8% DMSO 조건에서도 
22%의 신호저하 효과가 관찰되었다. 이러한 결과는 현
재까지의 다양한 세포기반 실험들이 1% 미만의 DMSO
를 허용하는 것과 비교하여 DMSO의 허용도가 매우 높
게 나타난 것으로, 실험대상 시료의 최초 실험농도를 최
대한으로 유지할 수 있다는 것을 의미한다. 즉 현재의 실
험조건에서 100% DMSO를 함유하는 시료들을 최초 스
크리닝 실험에서 1/200로 희석 실험 가능하여 스크리닝 
실험의 신뢰도를 높일 수 있을 것이라고 판단된다.

3.4 냉동보관 안정화 세포주의 활성 확인

신물질발굴을 위한 스크리닝 시스템에 제작한 안정화 

세포주의 효율적인 활용을 위해 HEK293aeqα16/hCRF1 
세포를 액체질소 또는 -80℃에 냉동보관 후 세포를 사용
하였을 때 효능제와 길항제의  신호 값을 비교하였다

[Fig 4]. 효능제인  sauvagine에 대한 반응(a)으로 EC50 

값은 23.80±1.92 nM로 확인되었다. 또한 길항제인 
antalarmin의 반응(b)에서는 IC50 값이 118.2±9.4 nM로 
나타났다. 이러한 결과는 배양세포 상태에서 실험한 경
우와 비교하여 세포 반응 값이 거의 동일한 수준으로 측

정되었다는 것을 의미하며, 효능제와 길항제 실험에서 
얻은 EC50 값과 IC50 값 또한 통계적으로 유의성이 있는 

현저한 차이가 발견되지 않았다.

 Fig. 4. Dose-response curves of CRF1 receptor agonist 
and antagonist of CFR1-transfected in frozen 
cells stored at -80℃. (a)Agonist dose-response 
curves of sauvagine(●) and acetylcholine(○). (b) 
Dose-response curve of antalarmin as a standard 
antagonist. Presented data were representative 
data set from at least two separate experiments 
performed in triplicate, and each data points were 
expressed as mean ± SD. 

4. 고찰

스트레스에 의해 다양한 생리조절 물질들의 발현 패

턴이 변화되고 이에 따라 생리 활성의 변화가 나타난다

[1]. 본 연구에서는 스트레스에 의해 유도되는 신경 펩타
이드 물질들 중 하나인 corticotropin releasing factor 
(CRF)에 대한 수용체 길항제 개발과 이의 산업적인 활
용을 위하여 세포 내 칼슘 신호전달 과정을 통한 스크리

닝 시스템을 개발하고 이를 최적화 하여 CRF1 수용체 
조절물질의 개발에 활용하고자 하였다. 
이러한 스크리닝 과정은 세포 반응의 일관성이 데이

터의 질 향상에 큰 영향을 미치기 때문에 안정적인 데이

터를 얻기 위해 안정화 세포주를 구축하여 최적화 단계

를 거치는 것이 필수적이다. 임시 발현세포를 사용한 사
전 실험에서 CRF1 수용체만 도입한 경우 S/N ratio가 
1.8 정도로 신호수준이 안정적이지 못하여 스크리닝 실
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험에 적용하기가 어렵다고 판단되었다. 이를 극복하기 
위하여 에쿼린 모체 세포주에 CRF1과 Gα16[21] 유전자
를 함께 전달하고 생성된 클론들로부터 S/N ratio가 58 
이상인 안정화 세포주(HEK293aeqα16/hCRF1)를 확보
하게 되었다. 
이와 같은 결과는 CRF1 수용체가 효능제에 의하여 

만능 G 단백질인 Gα16과 결합하여 칼슘신호전달 기전
을 활성화시킨 것으로, Gs[7] 유형의 신호전달이 주류인 
CRF1 수용체의 경우에도 Gα16을 도입하여 스크리닝에 
응용할 수 있다는 것을 보여주는 것이다. 특히 Gα16을 
도입하지 않은 형광실험[23]의 경우 안정적인 신호의 확
보를 위하여 100,000 cells/well 조건으로 실험을 했지만 
본 연구에서 확보한 안정화 세포주의 경우 5,000 
cells/well 최소 조건으로도 충분한 신호 수준을 확보할 
수 있었다. 또한 에쿼린 기반 세포실험은 발광신호가 형
광과 달리 시험물질들의 자체 형광 또는 간섭현상을 최

소화할 수 있는 장점이 있어 최근에 논의되고 있는 천연

물 유래 CRF1 길항제의 개발[24]에 적극적으로 활용될 
수 있을 것이라고 판단된다.
안정화 세포주를 이용하여 길항제 스크리닝 실험의 

안정성을 확인한 결과  임시 발현세포의 초기 실험결과

와 비교하여 실험간 변동성도 최소화된 것으로 나타났

다. 이에 대한 정량적인 근거로 13개 미소판으로 진행한 
Z’ 지수[25] 실험 결과 데이터 범위가 0.5062±0.0464로 
공식적인 스크리닝 실험이 가능한 안정적인 수치를 나

타내었다. 또한 범용 용매인 DMSO에 대한 실험 허용도
가 최대 5%로 시료의 최초 스크리닝 농도를 희석율 
0.005까지 높게 설정할 수 있었다. 일반적인 세포기능 
실험들의 DMSO에 대한 실험 허용도가 0..1-0.5%인 것
을 고려하면 확립된 에쿼린 기반 세포기능 연구 시스템

은 냉동보관세포의 활용 가능성과 함께 다양한 물질을 

기반으로 하는 스크리닝 연구분야에 적합도가 매우 높

다고 판단된다.
현재까지 도출된 실험조건과 그 결과들을 종합하면 

에쿼린 기반 세포 기능실험의 최적화 연구를 통해 구축

된 CRF 수용체 안정화 세포주는 모발의 재형성과 관련
된 신규의 기능성 화장품 및 조절물질 개발 연구에 적극

적으로 활용가능 할 것으로 판단된다.
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