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Amyloid β peptide (Aβ)의 침적으로 생기는 노인

반(senile plaque)의 독성에 의한 신경세포죽음과 과

인산화 tau 단백 (hyperphosphorylation tau protein)의

침적에 의한 신경섬유다발 (neurofibrillary tangle)의

작용으로 신경퇴행을 일으키는 것이 Alzheimer 병

의 대표적 병인으로 제시되고 있다(Drouet 등 2000,

Harkany 등 2000, Neve 등 2000). Aβ는 40~42개의

아미노산으로 이루어진 peptide로서 amyloid 전구체

로부터 유래하며, 일차배양세포와 세포주를 대상으

로 한 많은 실험결과 Aβ 응집체가 신경세포독성을
나타냄이 알려졌다 (Giovannelli 등 1998, Fukuda 등

1999). Aβ가 신경독성을 나타내는 자세한 기전은

아직 밝혀지지 않았으나 유리기 (free radical) 가설이

주목을 받고 있다. 즉 신경세포를 Aβ에 노출시키면
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간추림 : 본 연구는 PC12 세포에서 amyloid β peptide (Aβ)에 의한 신경독성의 신호전달과정을 구명하며, 녹차의

주요성분으로 강력한 항산화 효과를 나타내는 epigallocatechin gallate (EGCG)에 의한 신경손상 억제효과를 구명

하기 위해 시행되었다. 

흰쥐 갈색세포종에서 유래한 세포주인 PC12 세포를 사용하였으며, MTT 환원능을 이용하여 Aβ의 세포독성을
조사하였고, Diff-Quick 염색법을 이용하여 형태적 변화를 관찰하였다. Aβ에 의한 PC12 세포의 죽음과 이를 억제

하는 EGCG의 작용기전도 신호전달과정을 알기 위해 활성산소종 (ROS) 측정, western blot, RT-PCR 등의 방법을

사용하였다. 

Aβ에 의한 세포독성은 농도 의존적으로 나타났으며 이는 배양 세포의 핵분절화를 비롯한 세포자멸사와 유사한
형태적 변화에 의해 확인되었다. Aβ에 의한 세포독성은 EGCG의 전처치에 의해 효과적으로 억제되었다. 또한

EGCG는 Aβ투여 후 발생하는 활성산소종을 ROS 제거제인 NAC (N-acetyl cystein)의 처치 수준으로 감소시켰다.

세포죽음의 신호전달과정 중 사립체 의존 경로에 관련된 단백질인 세포질 내 cytochrome c의 발현양은 Aβ 투여
후 12시간부터 증가하였으며, EGCG에 의해 현저히 감소하였다. 세포질 내 cytochrome c의 유리를 조절하는

Bax/Bcl-2의 발현양상을 RT-PCR을 통해 확인하였다. Aβ는 Bax의 발현을 증가시켰으나, Bcl-2의 발현에는 영향

을 주지 않았으며, EGCG는 Aβ에 의한 Bax의 증가를 억제하였다. 

이상의 결과로 Aβ에 의한 신경세포 독성은 ROS 및 세포죽음의 사립체 의존 경로에 의한 것으로 보이며,

EGCG는 항산화효과 외에도 세포죽음의 사립체 의존 경로와 관련한 단백의 발현 억제를 통해 효과적으로 신경세

포를 보호하는 것으로 생각된다. 

찾아보기 낱말 : amyloid β peptide, PC12 세포, epigallocatechine gallate, 세포독성
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세포내 활성산소의 농도가 증가하며, 이러한 활성산

소를 소거할 수 있는 항산화제나 항산화 효소를 첨

가하면 Aβ의 독성이 완화된다는 것이다 (Behl과

Sagara 1997, Pappolla 등 1998). 

신경세포의 죽음은 허혈상태, nitric oxide, CoCl2,

6-hydroxydopamine 등의 다양한 조건에서 유발되

는 것으로 보고되고 있다 (Nie 등 2002, Zou 등

2002, Zhu 등 2003). 그러나 각각의 자극에 따라 다

양한 신호전달과정을 거치고 있는 것으로 알려져

있다. 최근의 보고들은 신경세포의 죽음과 관련하여

활성산소종 이외에도 사립체가 중요한 역할을 하고,

이곳으로부터 cytochrome c가 다양한 신호에 반응

하여 세포질 내로 유리되어 apoptotic protease acti-

vating factor-1 (Apaf-1)과 복합체를 형성함으로써

caspase cascade를 활성화시킨 후 세포죽음을 야기한

다 (Zou 등 1999, Shimizu 등 2000, Soeda 등 2001).

따라서 cytochrome c는 사립체의 기능 이상을 동반

하는 Alzheimer 병에서 신경세포죽음을 일으키는데

참여하는 중요한 물질로 생각되고 있다. 

한편, EGCG는 녹차의 주성분으로 superoxide

radical, hydroxyl radical, peroxyl radical 같은 free

radical을 소거할 수 있을 뿐만 아니라 구리나 철 같

은 전이금속과 결합함으로써 강한 항산화제로 작용

하는 flavonoid 화합물이다 (Hanasaki 등 1994,

Hodnick 등 1994, Morel 등 1994). 또한 이들은 cycl-

ooxygenase와 lipooxygenase 등의 효소활성을 변화

시키고 수용체 및 생체막에 작용함으로써 다양한

약리작용을 나타내기도 하며 (Saija 등 1995, Ji 등

1996), 대장암, 위암 등 여러 종양의 발병과 혈관내

피 성장인자 발현의 감소를 통한 전이를 억제하는

등의 다양한 생물학적 작용을 나타낸다 (Chan 등

1997, Okabe 등 1997). 반면 최근 flavonoid 화합물

이 Parkinson 병 같은 신경 변성 질환 (neurodegene-

rative disorder)에서 종양세포와는 달리 독특하게 신

경보호 효과가 있음이 보고되었다(Nie 등 2002).

따라서 본 연구는 PC12 세포에서 Aβ에 의한 신
경손상의 신호전달과정을 밝히며, EGCG에 의한 신

경손상의 억제효과를 구명하여 Alzheimer 병의 치

료를 위한 기초 자료를 제공하기 위해 시행되었다.

재료 및 방법

1. 세포배양

세포는 신경세포 손상을 조사하기 위한 in vitro

model로 가장 널리 사용되는 흰쥐 갈색세포종에서

유래한 세포주인 PC12 세포를 사용하였다. PC12 세

포는 5% 소 태아 혈청, 10% 말 혈청, 100µg/mL

streptomycin, 100µ/mL penicillin과 250µg/mL am-

photericin B가 포함된 RPMI 1640 배양액 중에서 37

�C, 5% CO2-95% O2조건에서 배양하였다.

2. 세포독성 측정

Aβ의 신경세포 독성은 PC12 세포를 대상으로 세

포 호흡량의 지표인 세포의 MTT 환원능을 억제하

는 정도로써 측정하였다. PC12 세포를 배양한 후 배

양 용기에서 떼어내어 원침하고 0.9% NaCl에 투석

한 10% FBS가 포함된 RPMI 1640 배지에 부유시켜

96-well plate에 well당 5×103개의 세포를 배양하

였다. 24시간 후에 10-10~10-4 mol/L Aβ 및 0~100

µmol/L EGCG 등의 첨가물을 가하고 24시간 배양

후 MTT (5 mg/mL)를 첨가하여 4시간 동안 반응하

고 dimethyl sulfoxide를 가한 다음 570 nm에서 흡광

도를 측정하였다.

3. 배양세포의 형태적 관찰

Diff -Quick 염색법을 이용하여 Aβ 처치 전후

PC12 세포의 형태적 변화를 관찰하였다. PC12 세포

를 배양한 후 배양 용기에서 떼어내어 원침하고

0.9% NaCl에 투석한 10% FBS가 포함된 RPMI

1640 배지에 부유시켜 60 mm dish에 1×106개의 세

포를 배양하였다. 24시간 후에 50µmol/L Aβ 및 100

µmol/L EGCG 등의 첨가물을 가하고 24시간 배양

후 PBS로 씻은 다음 아세톤과 메탄올의 1 :1 혼합용

액으로 고정하였다. -20�C에서 20분간 배양한 다음

Diff-Quick 용액 (Kuk Jae)으로 5분간 염색하고 광

학현미경으로 관찰하였다. 
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4. 세포내 ROS 측정

PC12 세포내 ROS의 양은 형광 probe인 DCF-

DA (2′ 7′-dichlorofluorescin diacetate)를 사용하여

측정하였다. 배양액에 DCF-DA를 well 당 25µM로

처리하여 15분간 배양한 후 100µmol/L EGCG와

50µmol/L Aβ를 처리하였다. 반응 후 형성된 세포내

과산화물은 excitation 파장 485 nm, emission 파장

530 nm에서 fluorescence를 측정하였다.

5. Western Blot analysis

PC12세포를 ice-cold phosphate-buffered saline으

로 두세 번 씻은 후 protein lysis buffer [20 mM so-

dium phosphate (pH 7.4), 150 mM sodium chloride,

1% Triton X-100, 5 mM EDTA, 5 mM phenylmethyl-

sulfonyl fluoride, 1% aprotinin, 1 mg/mL leupeptin,

and 500µM Na3VO4]를 사용하여 세포를 파괴하였

다. 단백질 양은 BCA법을 사용하여 측정하였고,

100µg의 단백질을 10% polyacrylamide gels을 사용

하여 전기영동 하였다. 이를 PVDF membrane으로

이동시킨 후 5% milk가 들어있는 0.5% Tween 20를

사용하여 blocking 하였다. 1차 항체 (1 : 1000 anti-

cytochrome c)를 부착 후 horseradish peroxidase가

포함된 2차 항체 (1 : 2000)를 부착하였다. 단백질의

발현 정도는 chemiluminescence kit (ECL system)를

사용하였다. 전체 단백량은 PVDF membrane를 stri-

pping buffer [100 mM 2-mercaptoethanol, 2% sodi-

um dodecyl sulfate, and 62.5 mM Tris-HCl (pH 6.7)]

로 50�C에서 30분 씻은 후 actin 항체를 사용하여

측정하였다.

6. RT-PCR

전체 mRNA을 TRI reagent (GIBCO)로 추출하고

RT premix kit (Bioneer)로 역전사하여 cDNA를 만

든 후 PCR을 통해 증폭시켰다. 사용한 primer로는

Bax의 경우 5′-GTTCATCCAGGATCGAGCAG-3′
(sense primer)와 5′-CATCTTCTTCCAGATGGTGA

-3′ (antisense primer)를 사용하였고, Bcl-2의 경우

5′-CCTGTGGATGACTGAGTACC-3′ (sense pri-

mer)와 5′-GAGACAGCCAGGAGAAATCA-3′
(antisense primer)를 사용하였다. 증폭된 cDNA는

1.5% agarose gel에서 전기영동하고 UV 하에서 확인

하였다. 

결 과

Aβ의 세포독성을 MTT 환원능으로 확인하였다.

Fig. 1에서 볼 수 있듯이 PC12 세포를 10-10~10-4

mol/L의 Aβ와 함께 37℃에서 24시간 배양함에 따
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Fig. 2.Effects of EGCG on amyloid β peptide toxicity in PC12
cells. Data represent the means±SD from triplicate
experiments.
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Fig. 1.Dose-dependent effects of amyloid β peptide on MTT
reduction in PC12 cells. Data represent the means±SD
from triplicate experiments.



라 세포 호흡량의 지표인 MTT 환원능이 대체로 Aβ
농도 의존적으로 감소하였다. 즉 10-10~10-9 mol/L

로 낮은 농도의 Aβ에 의해서 MTT 환원능이 영향

을 받지 않았으나 10-8 mol/L보다 높은 농도의 Aβ
에 의해서는 MTT 환원능이 억제되었으며, Aβ의 농
도가 증가함에 따라 그 억제작용이 점차 강하게 나

타났다. Aβ 농도가 10-4 mol/L(100 µmol/L)일 때는

MTT 환원능이 약 40%까지 감소하였다(Fig. 1). 

0~200µmol/L의 EGCG에서 농도에 따라 Aβ 세
포독성에 미치는 영향을 측정하였다. EGCG가 Aβ
세포독성에 억제작용을 미치는가를 관찰하기 위하

여 배양액에 첨가하는 Aβ의 농도를 비교적 높은 농
도인 100µmol/L로 하였다. EGCG은 농도 의존적으

로 Aβ에 의한 세포독성을 유의하게 감소시켰으며

100µmol/L 이상의 농도에서는 Aβ에 의한 세포독성
이 거의 차단되었다(Fig. 2). 

Aβ에 의한 세포독성과 EGCG에 의한 억제작용을

형태적으로 확인하기 위하여 Diff-Quick 염색법을

사용한 실험에서 50µmol/L 농도의 Aβ와 24시간 배

양한 PC12 세포들은 정상 배양세포들 (Fig. 3A)과

달리 세포막의 수축 및 핵 분절화 등의 세포자멸사

와 유사한 형태적인 변화를 보였다(Fig. 3B). 그러나

100µmol/L의 EGCG로 1시간 전처치한 경우 형태

적 변화를 보이는 세포들을 거의 관찰할 수 없었다

(Fig. 3C). 

Aβ에 의해 유발되는 PC12 세포의 죽음을 억제하

는 EGCG의 작용기전을 알아보기 위하여 세포내

ROS를 측정하였다. 50µmol/L Aβ에 의해 ROS 생산

이 증가하였으며, 100µmol/L EGCG를 전처치한 경

우 Aβ를 처리한 세포에 비해 ROS 양이 현저하게

줄어들었다. 이는 ROS 제거제인 NAC을 전처치한

경우와 유사한 수준을 보였다(Fig. 4).

Aβ에 의한 세포죽음을 일으키는 세포 내 신호전
달 과정과 EGCG의 억제작용기전을 밝히기 위해

western blot을 통해 세포질 내 cytoplasmic cyto-
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Fig. 3.Effect of EGCG on Aβ-induced morphological changes in PC 12 cells. PC12 cells were incubated in the absence (A) or presence
(B) of Aβ peptide (50µmol/L, 24 h) or the pretreatment of EGCG (100µmol/L, 1 h) (C). The cells were stained with Diff-Quick
method and nuclear morphology was deteceted by light microscopy (×400). Arrows indicate the nuclear fragmentation and
apoptotic body-like changes in Aβ-treated cells.
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chrome c 수준을 확인하였다. 50µmol/L Aβ를 처리

한 12시간부터 세포질 내 cytochrome c 수준이 증가

하기 시작하여 24시간까지 지속되었다. 그러나 100

µmol/L EGCG를 전처치한 경우 이와 같은 증가는

현저히 억제되었다(Fig. 5).

사립체 내 cytochrome c의 세포질 내 유리를 조절

하는 것으로 생각되는 단백질인 Bax와 Bcl-2의 발

현양을 RT-PCR을 통해 확인하였다. 일반적으로

Bax/Bcl-2의 비율이 높을 경우 cytochrome c의 세

포질 내 유리가 증가하고 비율이 낮을 경우는 유리

가 감소하는 방향으로 작용하는 것으로 알려져 있

다. 50µmol/L Aβ를 투여하고 8시간 동안 배양한

PC12 세포에서 Bax의 양이 증가하였으며, 이는 100

µmol/L EGCG의 전처치에 의해 감소하였다. Bcl-2

의 경우 두 조건 모두에서 변화가 없었다(Fig. 6). 

고 찰

Aβ를 주성분으로 하는 노인반의 축적은 Alzhei-

mer 병에서 발견되는 가장 주된 증상이며, 질환의

개시와 진행에 있어 Aβ가 기여함을 보여주는 많은
증거가 제시되어 왔다 (Bayer 등 2001). 따라서 Aβ
에 의한 신경세포 손상과 세포독성의 본질을 이해

하는 것이 Alzheimer 병의 예방과 치료를 위해 매우

중요하다. Aβ의 세포독성의 기전에 관한 많은 연구
들이 진행되어 왔으며 그 중 Aβ에 의한 ROS 생성

이 증가됨을 보이는 많은 보고들이 있고 (Hensley

등 1996, Behl 등 1997), 증가된 ROS 생성으로 유발

되는 산화적 스트레스 상황에서 사립체의 기능 이

상이 나타나는 것이 확실해 보인다(Benzi와 Moretti

1995). 본 연구에서 Aβ 처치는 PC12 세포에 농도

의존적인 세포독성을 나타내었고, ROS 생성 증가와

세포죽음의 사립체 의존 경로와 관련한 단백인 세

포질내 cytochrome c의 증가가 나타나는 것으로 보

아 이들을 통한 신호전달이 중요한 기전 중 하나로

생각된다.

최근 연구결과 Bcl-2 family가 cytochrome c의 세

포질 내 유리를 조절하는 유력한 물질로 생각되고

있다 (Gottlieb 등 2000). Bcl-2 family는 세포자멸사

와 같은 형태의 세포죽음을 조절하는 물질로 알려

져 있으며, 기능에 따라 cytochrome c의 세포질 내

유리를 감소시켜 세포죽음을 일으키지 않는 군

(Bcl-2와 Bcl-XL)과, cytochrome c의 세포질 내 유

리를 증가시켜 세포죽음을 유발하는 군 (Bax, Bak,

Bid)으로 분류할 수 있다. 본 연구 결과 Aβ에 의해
Bcl-2 mRNA 발현은 변화가 없었으나. Bax mRNA

양은 Aβ 처치 8시간 후에 뚜렷이 증가하였다. 따라

서 Aβ에 의한 신경세포죽음은 Bax의 과발현을 통

한 cyto-chrome c의 유리가 중요한 역할을 하는 것

으로 보인다. 그러나 Aβ에 의한 신경세포죽음에 대
한 Bcl-2 family의 기능은 아직 명확하지 않다. 그

이유는 Bcl-2 family가 ROS의 생성을 조절한다는

보고와 (Starkov 등 2002), 반대로 ROS가 Bcl-2

family의 발현을 조절할 수 있다고 보고되고 있기

때문이다 (Herrera 등 2001). 또한 cytochrome c의 세

포질 내 유리와의 전후관계 역시 명확치 않다 (Cai

와 Jones 1999). 

본 연구에서 녹차에 포함된 대표적인 catechin 화

합물의 일종인 EGCG는 Aβ에 의한 PC12 세포독성

을 농도 의존적으로 억제하는 것을 관찰하였다.

EGCG가 Aβ에 의한 세포독성을 억제하는 기전 중
하나가 세포내외에서 형성된 ROS를 제거하는 항산

화제로써의 기능이다. EGCG는 superoxide anion,

hydroxy radical, singlet oxygen과 lipid free radical 등

서로 다른 종류의 ROS를 효과적으로 제거할 수 있

음이 보고되었다(Guo 등 1996, 1999). Catechin 화합

114433

─ EGCG의 신경손상 억제 효과 ─

Fig. 6.Effect of EGCG on Bax and Bcl-2 expression in Aβ-
treated PC12 cells.
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물과 free radical과의 반응성은 catechin 화합물의

hydroxyl기의 해리상태에 따라 크게 달라지는데

(Bors and Michel 1999) EGCG는 epigallocatechine

(EGC), epicatechine (EC)등의 다른 catechin 화합물

에 비해 강한 환원능을 갖고 있으며, 이것이 Aβ의
세포독성을 억제하는데 기여하는 것으로 보인다.

본 연구에서 EGCG는 ROS의 제거를 통한 항산

화 효과 외에도 Bax의 발현 억제를 통해 cyto-

chrome c의 세포질 내 유리를 효과적으로 감소시켰

다. 이는 Aβ에 의한 신경 세포 손상에서 항상 나타
나는 사립체의 기능 이상을 EGCG가 효과적으로

억제할 수 있는 가능성을 보여주는 것이다. 녹차추

출물 이외에도 마늘, 은행 추출물(Yao 등 2001, Peng

등 2002) 등의 천연물이 Alzheimer 병의 예방과 증

상 완화에 좋은 효과를 보이는 것으로 알려져 있고

estrogen, acetaminophen (Hosoda 등 2001, Bisaglia

등 2002)등의 치료 효과에 관하여도 활발히 연구되

고 있다. 

본 연구 결과 Aβ에 의한 신경세포 독성은 ROS

및 세포죽음의 사립체 의존 경로가 중요한 작용 기

전으로 생각된다. 또한 EGCG는 항산화효과 외에도

세포죽음의 사립체 의존 경로와 관련한 단백의 발

현 억제를 통해 효과적으로 신경세포를 보호하는

것으로 생각된다. 그러나 Alzheimer 병에 의한 세포

죽음에 c-Jun N-terminal kinase나 p42/p44 mito-

gen-activated protein kinases 같은 MAPkinase fami-

ly (Troy 등 2001, Cheng 등 2002)나 phosphatidyl

inositol-3-kinase (Cheng 등 2002) 등의 세포의 생

존과 죽음에 관련된 다른 중요한 신호 전달 경로

역시 영향을 나타내는 것으로 생각되고 있다. 따라

서 Alzheimer병의 예방과 치료제 개발을 위해서는

이들 모두를 고려한 보다 광범위한 연구가 필요할

것으로 사료된다.
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Abstract

Inhibition of Amyloid ββ Peptide-induced 
Neuronal Cytotoxicity by EGCG 

Min-Seok Kim, Ji-Yeon Jung, Eun-Cheol Kim, Hyun-Jin Kim, 
Won-Jae Kim, Eun-Ju Lee, Sun-Hun Kim

Dental Science Research Institute, School of Dentistry, Chonnam National University

This study is aimed to investigate the signal transduction pathway of amyloid β peptide (Aβ)-induced neuronal

toxicity and the inhibitory effects of epigallocatechin gallate (EGCG), one of the major constituents of green-tea and

the potent anti-oxidant, on the nerve cell damage in PC12 cells. 

Cellular toxicity was estimated by MTT assay and observation of morphological changes in PC12 cells. By using the

methods such as measurement of Reactive Oxygen Species (ROS), western blot and RT-PCR, the underlying

mechanisms and signal transduction pathway of Aβ-induced neurotoxicity and the inhibitory effects of EGCG were

examined. 

Aβ-induced cellular toxicity was found in a dose dependent manner. This is confirmed by morphological

observations of cultured cells such as findings of cell death similar to apoptosis. Aβ-induced neurotoxicity was

effectively inhibited by EGCG pretreatment. Moreover, EGCG reduced ROS as same potent as the NAC (N-acetyl

cystein), the ROS scavenger. Among the several process of signal transduction for cell death, a intracytoplasmic

cytochrome c, the protein associated with the mitochondria-dependent pathway, was increased from 12 hours after Aβ
treatment and the increased cytochrome c by Aβ was blocked by EGCG. Expression levels of Bax/Bcl-2 in relation to

intracytoplasmic release of cytochrome c were examined by RT-PCR. Aβ up-regulated Bax expression but did not

affect Bcl-2 expression. EGCG was found to block the effect of Aβ-induced Bax increase.

From these results, it is speculated that Aβ-induced neuronal toxicity may be assumed to be affected by ROS and

the mitochondria-dependent pathway of cell death as well. EGCG, besides having the role of anti-oxidant, is found to

have a protective effect against Aβ-induced neurotoxicity through the inhibition of the expression of the protein

associated with the mitochondria-dependent cell death pathway. 

Key words : Amyloid β peptide, PC12 cells, Epigallocatechine gallate, Cytotoxicity
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