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[Abstract] 

In this paper, it was confirmed that scopoletin inhibits neuroinflammation induced by amyloid beta oligomer 

(Aβ1-42) in microglial BV-2. The mechanisms of inflammatory cytokines and inflammatory mediators by 

scopoletin were identified. Alzheimer's disease is the most common neurodegenerative disease, but it is a 

disease whose specific etiology is unknown, and many studies are trying to solve it. We first measured the 

cell viability with the CCK-8 assay method to confirm that scopoletin and Aβ1-42 are toxic to BV-2 cells. 

Expression levels of interleukin 1 beta (IL-1β), cyclooxygenase-2 (COX-2), inducible nitric oxide synthase 

(iNOS), and nuclear factor-κB (NF-κB) in inflammatory reactions induced by Aβ1-42 with western blot were 

analyzed. The ANOVA assay was used to compare protein expression differences between BV-2 cells treated 

with Aβ1-42 alone and BV-2 cells pretreated with Aβ1-42 and scopoletin. Therefore, this study suggested that 

scopoletin is worth developing as a neuroinflammatory protection agent for Alzheimer's disease in the future.
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[요   약]

본 논문에서는 스코폴레틴이 알츠하이머병 신경염증보호제로서의 가능성을 제안하기 위해 미세

아교세포 BV-2에서 아밀로이드베타 올리고머 (Aβ1-42)로 유도된 염증을 억제하는지 확인하였다. 또

한, 염증관련 사이토카인 및 염증매개인자가 어떠한 메커니즘으로 조절되는지 확인하였다. 알츠하

이머병은 가장 흔한 신경 퇴행성 질환이지만, 특정 병인을 알 수 없는 질환이며, 이를 해결하기 

위해 많은 연구에서 노력을 기울이고 있다. 우리는 먼저 스코폴레틴과 Aβ1-42가 BV-2 세포에 독성

을 보이는지 확인하기 위해 CCK-8 assay 방법으로 세포 생존율을 측정하였다. Western Blot을 통

해 Aβ1-42로 유도된 염증반응에서 interleukin 1 beta (IL-1β), cyclooxygenase-2 (COX-2), inducible 

nitric oxide synthase (iNOS), nuclear factor-κB (NF-κB)의 발현정도를 분석하였다. ANOVA 분석법을 

통해 Aβ1-42를 단독 처리한 BV-2 세포와 스코폴레틴을 전 처리한 BV-2 세포에서 단백질 발현 차

이를 비교하였다. 그 결과 스코폴레틴을 전 처리한 BV-2 세포에서 IL-1β, COX-2, iNOS, NF-κB 발

현수준이 유의미하게 감소되었다 (p value < 0.05). 따라서 본 연구는 향후 스코폴레틴이 알츠하이

머병의 신경염증보호제로서 개발 가치가 있음을 제시하였다.
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I. Introduction

알츠하이머병(Alzheimer's disease, AD)은 신경퇴행성 

질환 중 가장 흔하게 발병하는 질환이다. AD의 정확한 병리

학적 기전은 명확하지 않지만 노인성 플라크, 신경섬유 엉킴, 

뉴런의 상실 및 인지 기능 장애를 특징으로 한다[1]. AD의 

주요 병리 중 하나는 아밀로이드 베타 (Aβ)의 비정상 축적이

다[2-4]. 39-42개의 아미노산으로 구성된 Aβ 펩티드는 아밀

로이드 전구체 단백질 (APP)의 분해로 형성된다. 최근 연구

에서는 AD관련 병리가 Aβ oligomer 형태의 펩티드로 인한 

것으로 확인되었다[5]. 뇌 실질에서 Aβ의 침착은 염증반응과 

관련이 있으며, 아밀로이드플라크 주변에 존재하는 면역세

포인 미세아교세포의 활성화에 의해 매개된다[6,7]. 미세아

교세포는 Aβ를 제거하기 위해 면역반응 중 하나인 식균작용

을 통해 활성화되며[8], 세포 외 환경으로부터의 신호에 쉽게 

반응하여 뇌 염증에서 중요한 역할을 한다[9]. Aβ로 활성화

된 미세 아교 세포는 염증 매개 인자인 cyclooxygenase-2 

(COX-2), inducible nitric oxide synthase (iNOS)를 생성

하고, 염증성 사이토카인 interleukin-1 beta (IL-1β), 

interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-α (TNF-α)

의 합성 및 분비를 증가시키기 때문에 활성화에도 조절이 

필요하다. 이전 연구에 따르면 이러한 염증과정을 항염증제

의 장기적인 사용으로 조절하는 것이 AD의 진행을 억제하고 

개선할 수 있다고 입증되었다[10-12].

Scopoletin (6-methoxy-7-hydroxycoumarin)은 페놀

성 쿠마린으로 많은 식물에서 분리되는 광범위한 천연 화학 

물질이며[13,14], 다른 유형의 세포와 동물모델에서 염증성 

매개인자의 생산을 감소시키는 것으로 알려져 있다[15,16].

이 연구에서는 scopoletin의 항염증 효과와 미세아교세

포 BV-2에서의 메커니즘을 조사하였다. 미세아교세포 

BV-2 cell에서 Aβ1-42 oligpmer로 인한 염증반응을 유도

하고, scopoletin으로 염증 매개인자와 염증성 사이토카

인이 조절 및 억제되고, NF-kB 신호 전달경로의 활성화가 

억제되는 것을 확인하고자 하였다. 

따라서, 본 연구의 결과로 scopoletin은 AD를 예방할 

수 있고, 신경염증 보호제로서의 개발 가능성을 제안하고

자 한다.

II. Materials and methods

1. Materials

Scopoletin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA),  

Aβ1-42 Hexafluoroisopropanol (HFIP) peptide 

(#AS-64129) (AnaSpec, Fremont, Ca, USA), 

Dulbecco’s modified Eagel’s medium (DMEM) 

(Welgene, 경산, 대한민국), fetal bovine serum (FBS) 

및 항생제 (penicillin and streptomycin) (gibco, Grand 

Island, NY, USA), Cell Counting Kit-8 (CCK-8) 

(Dojindo, kumamoto, Japan), RC DC™ Protein Assay 

Kit (BIO-RAD, Hercules, CA, USA), 일차 항체 Actin 

(Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), IL-1β 

(Abcam, Cambridge, UK), Nuclear factor-κB (NF-κB) 

(Cell Signaling, Beverly, MA, USA), 이차 항체 HRP 

(Anti-rabbit IgG) (Cell Signaling, Beverly, MA, USA), 

10X TBS buffer (elpisbio, 대전, 대한민국), 

Immobilon® PVDF membrane (Merck millipore, 

USA), 5X Blocking solution (BIOFACT, 대전,대한민국), 

ECL (GE health care, Chalfont St Giles, 

Buckinghamshire, UK)에서 구입하여 사용하였다.

2. Culture of BV-2 cells

연구에 사용된 쥐의 미세아교세포 BV-2는 ㈜바이오오

케스트라에서 분양받아 사용하였다. 세포배양은 10% FBS

와 0.1% penicillin and streptomycin을 첨가한 DMEM

에서 37℃, 5% CO2 조건을 유지하며 배양하였다.

3. Cell viability

Scopoletin과 amyloid beta oligomer (Aβ1-42)의 농도,

시간에 따라서 BV-2에 미치는 세포독성 효과를 측정하고, 

생존율을 확인하기 위해 CCK-8 assay를 실시하였다. 

BV-2 세포를 96 well plate에 1×106 cells/well로 seeding

하고 overnight 시간동안 안정화하였다. Aβ1-42를 0.1, 0.5, 

1, 5, 10 µM 농도로 처리한 것을 3, 6, 12 ,24 시간 동안 

배양하였고, scopoletin은 1, 5, 10 µM 농도로 처리 후 3, 

6, 12, 24 시간 동안 배양하였다. 세포배양액의 1/10만큼의 

CCK-8 solution을 농도, 시간에 따라 다르게 처리한 각각

의 well에 첨가하고, 다시 1시간 동안 배양하였다. 이 후 

SpectraMax iD3 microplate reader (Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 450 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 아무것도 처리하지 않은 대조군의 흡

광도를 100% 기준으로 하여 세포생존율(%)을 계산하였다.

4. Western Blot

단백질 발현을 측정하기 위해 BV-2 세포를 6 well plate

에 3 × 105 cells/well씩 seeding하여 overnight 시간동안 

안정화하였다. Scopoletin을 BV-2 세포에 1, 5, 10 µM 농

도로 3시간 전처리 한 뒤, Aβ1-42 (1 µM/ml)를 처리하고 6시
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간 동안 배양하였다. 처리가 끝난 BV-2 세포를 

protease/phosphatase 저해제가 함유된 50 mM 

Tris-HCl buffer (2% SDS, PH 7.5)로 용해시켜 13,000 

rpm으로 15분간 원심 분리하여 상층액을 실험에 사용하였

다. 단백질의 정량은 Bio-Rad protein assay kit를 사용한 

BCA assay법으로 정량하였으며, 단백질 (10 ㎍)을 12% 

SDS-PAGE에서 전기영동한 뒤 polyvinylidene fluoride 

(PVDF) membrane에 transfer 하였다. Membrane은 

Blocking solution에 1시간 동안 Blocking하고, 일차 항체

를 TBST (1X TBS, Tween 20)에 1:2000의 농도로 희석하

여 4 ℃에서 overnight 반응시킨 후, 1:2000으로 희석한 이

차 항체 (HPR)와 1시간 반응시켰다. 이 후 Image Quant 

LAS 500 (GE health care, Chalfont St Giles, 

Buckinghamshire, UK)을 이용하여 염증 관련인자 IL-1β, 

COX-2, iNOS 및 NF-κB의 단백질 발현을 확인하였다.

5. Statistical analysis

모든 실험결과는 평균 ± 표준편차로 표기하였고, 그룹

간의 통계적 유의성 분석은 분산분석 (One-Way ANOVA)

으로 검정한 후 그룹간의 평균이 유의수준 0.05 이하 일 

때 통계적으로 유의성이 있는 것으로 판정하였다.

III. Results

1. Effect of scopoletin and Aβ1-42 on viability 

of microglial BV-2 cells

Scopoletin과 Aβ1-42가 세포생존율에 영향을 주지 않는 

유효 농도를 선정하기 위해 CCK-8 assay를 사용하여 분

석하였다. 그 결과 scopoletin의 농도가 1, 5, 10 µM 일 

때 (Fig. 1A), Aβ1-42 농도가 0.1, 0.5, 1, 5, 10 µM (Fig. 

1B)일 때 생존율에 변화를 보이지 않고, BV-2 cell에서 독

성효과가 없는 것을 확인하였다. 따라서 scopoletin의 유

효처리 농도를 1, 5, 10 µM로 설정하였다.

Fig. 1. Effect of scopoletin and Amyloid beta oligomer 

(Aβ1-42) on viability of microglial BV-2 cells. (A) Effect of 

Aβ1-42 on viability. (B) Effect of scopoletin on viability.

2. Effect of scopoletin on the production of 

IL-1β in Aβ1-42-induced microglical BV-2 cells 

Scopoletin의 항염증 효과를 확인하기 위해 western 

blot을 이용하여 BV-2 세포에서 Aβ1-42로 유발된 염증성 

사이토카인 IL-1β를 확인하였다. Aβ1-42는 세포생존율에 

유의적인 변화 없이 염증만을 유발하는 최소농도인 1 µM

을 실험에 사용하였다.

Fig. 2. The effect of scopoletin on the production of 

interleukin 1 beta (IL-1β) in amyloid beta oligomer 

(Aβ1-42)-stimulated microglia cells BV-2. BV-2 cells were 

pretreated with different concentrations of scopoletin as 

indicated for 3 hours before treatment of 1 μM Aβ1-42 for 

6 hours. IL-1β levels were measured using western blot 

analysis. ***p < 0.001, **p < 0.01: compared with Aβ1-42

alone treatment group.

Scopoletin을 농도에 따라 다르게 처리한 군과 Aβ1-42

단독 처리군을 비교하였고, IL-1β의 발현이 농도 의존적으

로 감소하는 것을 확인하였다. Scopoletin의 농도가 10 

µM 일 때 IL-1β의 농도가 22.77%까지 감소하는 것으로 

보아 Aβ1-42 처리한 BV-2세포에서 염증성 사이토카인의 

생성을 억제하는 것을 확인하였다 (Fig. 2).

3. Effect of scopoletin on the production of 

COX-2 and iNOSIL-1β in Aβ1-42-induced 

microglical BV-2 cells

염증 반응시 염증매개인자인 COX-2, iNOS 발현이 증

가하는데 이에 scopoletin이 미치는 영향을 western blot

으로 확인하였다. Aβ1-42는 세포생존율에 유의적인 변화 

없이 염증만을 유발하는 최소농도인 1 µM을 실험에 사용

하였다. Aβ1-42 단독 처리군에 비해 scopoletin을 5, 10 

µM 농도로 전 처리한 군에서 염증 매개 인자인 COX-2는 

65.8%, 78.19% (Fig. 3A), iNOS는 45.03%, 53.21% 
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(Fig. 3B)로 감소되어 단백질의 발현수준이 유의하게 억제

된 것을 확인하였다.

Fig. 3. The effect of scopoletin on the production of 

cyclooxygenase-2 (COX-2) and inducible nitric oxide 

synthase (iNOS) in amyloid beta oligomer 

(Aβ1-42)-stimulated microglia cells BV-2. (A) The effect 

scopoletin on COX-2 production. (B) The effect scopoletin 

on iNOS. BV-2 cells were pretreated with various 

concentrations of scopoletin as indicated for 3 hours 

before adding 1 μM Aβ1-42 for 6 hours. Each levels were 

measured using western blot analysis. ***p < 0.001, 
**p < 0.01: compared with Aβ1-42 alone treatment group. 

4. Effect of scopoletin on the production of 

NF-kB in Aβ1-42-induced microglical BV-2 cells 

Aβ1-42로 염증반응이 유도된 BV-2 세포에서 

scopoletin의 항염증 효과를 확인하고, 염증성 유전자 발

현에서 중요한 신호 전달 경로인 NF-κB의 활성을 확인하

였다. Aβ1-42는 세포생존율에 유의적인 변화 없이 염증만

을 유발하는 최소농도인 1 µM을 실험에 사용하였고, 

scopoletin을 1, 5, 10 µM 농도로 전 처리 후 Aβ1-42를 6

시간 동안 처리하였다. Aβ1-42 단독 처리 군에서는 세포핵 

내 NF-kB의 유의미한 증가를 보였고, scopoletin 전 처

리 군에서는 NF-kB 핵 내 축적이 농도 의존적으로 감소

된 것을 확인하였다 (Fig. 4).

Fig. 4. Effect of scopoletin on Nuclear factor-κB (NF-κB) 

activity induced by amyloid beta oligomer (Aβ1-42) in 

microglial BV-2 cells. Microglial BV-2 cells were 

pretreated with various concentrations of scopoletin as 

indicated for 3 hours prior to 1 μM Aβ1-42 treatment for 6 

hours. NF-κB levels were measured using Western blot 

analysis. ###p < 0.001 : compared to basal cell, ***p < 

0.001 : compared with Aβ1-42 alone treatment group.

IV. Discussion

만성 염증반응은 알츠하이머병 환자의 뇌에서 중요한 

역할을 하는데, 과 활성화 된 미세아교세포는 염증성 사이

토카인을 포함한 신경 독성 인자를 생성하여 AD의 발병에 

기여하는 것이 확인 되었다[17-19]. Aβ에 의해 형성된 노

인성 플라크 주변에 존재하는 활성화 된 미세아교세포는 

염증성 사이토카인 IL-1β와 독성 인자를 생성함으로써 신

경 변성을 촉진한다[20]. 또한 COX-2는 뇌의 신경 독성과 

관련이 있고, 억제됨에 따라 AD의 진행이 늦춰지는 것으

로 알려졌다[21]. iNOS의 발현도 Aβ로 인해 상향 조절되

지만, 반대로 억제될 경우 뉴런을 보호하는 것으로 알려져 

있다[22]. 본 연구에서는 Aβ1-42 oligomer (Aβ1-42)로 유도

된 미세아교세포 BV-2 세포의 염증반응에서 scopoletin

이 염증성 사이토카인 IL-1β의 발현과 상향 조절되었던 

염증 매개인자 COX-2, iNOS를 억제할 수 있는 것을 확인

하여, 염증반응 감소에 유의한 효과가 있는 것을 보여주었

다. 또한, 미세아교세포에서 염증성 사이토카인, COX-2 

및 iNOS의 발현은 NF-kB의 전사 활성에 의한 것으로

[23], BV-2 세포에서도 scopoletin이 NF-kB 활성 메커니
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즘을 통해 염증반응을 조절한다는 것을 알 수 있었다. 

그러나 지금까지 미세아교세포 BV-2에서 Aβ1-42으로 유

도된 신경염증에 대한 scopoletin의 효과는 아직까지 연

구가 되지 않고 있어, 본 연구결과를 통해 scopoletin의 

항염증 효과에 기초하여 AD 예방 및 신경염증보호제로서 

정보를 제공하고자 한다.

결과적으로 이 연구결과는 scopoletin이 Aβ로 인한 염

증반응을 줄여 미세아교세포의 활성을 억제하고, 염증성 

사이토카인 및 염증매개인자생성을 감소시켜 염증반응이 

개선되기에 향후 AD의 예방 및 신경염증보호제의 후보로

서 가능성이 있음을 제시한다.
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