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<Abstract>

The Inhibitory Effects of Brown algae Extracts

Derived from the Coast of Jeju Island on

Amyloid β Protein-Induced Toxicity in Neuronal cell

Eun-Hye Han

Department of Nutrition Education, Graduate School of Education,

Cheju National University

Jeju, Korea

Supervised by Professor Dong-Bum Shin

Ten kinds of methanol extract of brown algae derived from the coast of

Jeju island were conducted to test the antioxidant activity as well as the

activity to reduce the toxicity to the neuronal cell HT-22 induced by amyloid

beta protein(Aβ).

Ecklonia cave and Ishige okamurai among ten kinds of brown algae

showed outstanding DPPH radical scavenging antioxidant activity. MTT

assay showed that brown algae extracts had the ability to reduce the toxicity

to the neuronal cell caused by Aβ compared to the control. When the brow

algae extracts were added to the cell line 25 μg/mL, it showed the higher cell

survival rate in order of Petalonia binghamiae, Myelophycus simplex,

Colpomenia sinuosa and Sargassum hemiphyllum. When added 50 μg/mL, it

showed the higher cell survival rate in order of Sargassum confusum,

Petalonia binghamiae, Colpomenia sinuosa and Sargassum hemiphyllum

According to the result of protein expression patterns relating to the death

of the neuronal cell caused by Aβ when treated brown algae extracts, the

expression of APP, the precursor protein of Aβ, did not decrease, however
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the expression of BACE1, the degradation enzyme of Aβ, decreased. The

expression of iNOS induced by inflammatory reaction decreased as well. The

experiment of protein expression patterns of molecular components of MAP

kinase showed the most inhibitory effect of ERK by Sargassum hemiphyllum,

JNK by Colpomenia sinuosa and p38 by Myelophycus simplex.

In these results, brown algae extracts showed high antioxidant activity, and

they had the activity to reduce the toxicity of neuronal cell induced by Aβ in

the Alzheimer's disease. Therefore it is considered that brown algae lived on

the coast of Jeju island will be the useful biological materials that have the

activity to protect neuronal cell, the anti-Alzheimer's disease activity and the

anti-inflammatory activity, and also they give the useful basic informations to

develop the functional food and medicinal materials.

Key word : brown algae, Alzheimer's disease, amyloid beta protein(Aβ), APP,

BACE1, iNOS, MAP kinase
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Ⅰ. 서 론

1. 연구배경

현대사회에서 국민들이 건강에 대한 관심이 날로 증가함에 따라 노화 억제와

심장, 암, 당뇨, 치매 등 만성 또는 난치성 질환의 예방을 위한 연구가 꾸준히 이

루어지고 있다
(1)
. 이와 더불어 식생활 수준의 향상과 식품의 안전성에 대한 사람

들의 의식이 증가 되면서 천연에서 위와 같은 질병을 예방 할 수 있는 생리활성

물질을 찾는데 노력을 기울이고 있다
(2)
. 생리활성 물질은 매우 적은 양으로 현저

한 활성을 나타내는 고부가가치의 물질로서 유용하게 이용되고 있으며 그 소재

를 육상의 동․식물은 물론 해양 생물에서도 탐색되고 있다
(3-4)
.

우리나라는 삼면이 바다로 둘러 싸여 있고 비교적 해양생물 자원이 풍부하여

과거로부터 해산물을 널리 식용으로 이용해 왔고, 해조류는 고대부터 식용으로

소비해 왔다. 더욱이 제주도 연안은 우리나라에서 가장 수온이 높고 다른 지역에

서 볼 수 없는 아열대성의 남방계 해조류를 많이 볼 수 있으며 특히 톳과 모자

반을 이용한 전통 음식이 많이 전해 내려오고 있다
(5-6)
.

식용으로 쓰이는 해조류는 소화흡수율이 낮고 영양가가 낮아서 예전에는 영양

학적 측면에서 관심을 끌지 못하였으나, 무기질, 비타민 및 식이섬유소가 풍부하

고 최근 다양한 생리활성 물질들을 가지고 있음이 보고되고 있어 해조류에서 기

능성 생리활성 물질 탐색에 대한 관심이 지속적으로 높아지고 있다
(7)
. 특히 갈조

류는 fucoidan이라는 성분이 항암작용에, laminarin이라는 성분이 항염증작용에

효과가 있다고 알려져 있다
(7-8)
. 그리고 제주 연안의 해조류를 이용한 항산화 활

성 연구 결과 갈조류에서의 항산화 활성이 녹조류 및 홍조류에 비해 매우 높았

고 그 중 모자반류에서 뛰어난 활성이 나타났다
(9)
. 이밖에도 제주도 연안에서 서

식하는 갈조류를 이용한 생리활성 물질을 탐색하기 위한 활발한 연구가 이루어

지고 있는데 백혈병 세포인 HL-60를 이용한 연구
(10)
에서 고리매 추출물이 암세

포의 성장을 억제 시키는 효과가 나타났고 톳, 미역, 다시마의 에탄올 추출물이
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항돌연변이성, 항균성을 나타냈으며
(2)
잇바디괭생이모자반, 말미역, 바위주름, 넓

패, 톳, 다시마의 메탄올 추출물과 감태의 수용성 추출물에서 항고혈압성 활성을

보였다
(5)
. 또한 갈조류의 효소적 가수분해 방법을 이용한 연구에서는 과산화수소

로부터의 활성산소 소거능이 90%로 높게 나타났고 50%의 DNA손상을 보호하는

효과를 나타냈으며
(11)
감태의 분획물이 암세포의 증식을 억제 시키는 항증식성

효과가 있었고 항산화 효과도 합성 항산화제인 BHA, BHT보다 매우 높게 나타

났다
(12)
. 비틀대모자반으로부터 얻은 farnesylacetone 유도체는 아세틸콜린의 작

용을 저하시키는 Cholinesterase의 두 가지 형태인 acetylcholinesterase과

butyrylcholinesterase을 억제 시켜 치매 예방 효과가 기대되고 있다
(13)
. 이와 같이

제주 연안 해조류로부터의 생리활성 물질의 연구가 영양학적인 면에서부터 의학

적인 면까지 이루어지면서 새로운 식품첨가물 및 기능성식품 소재, 의약품 소재

로서 개발이 기대되고 있다.

한편, 의학의 발달은 인간의 수명을 연장해 주는 동시에 노인 인구의 증가로 인

한 노인성 질환의 급격한 증가를 가져왔으며 그 중에서도 치매는 “21세기 질병”

으로 불릴 만큼 심각한 보건 문제로 대두되고 있다
(14)
. 치매(dementia)는 인간의

기억력, 인지력, 언어력, 계산력 장애로 독립적인 생활능력을 현저히 감퇴시키는

만성 진행성 뇌 정신질환으로 타인에 대한 의존도가 매우 높아 가정은 물론 사

회적인 문제로까지 인식되고 있다. 치매는 그 발생 원인에 따라 매우 다양하게

분류되고 있는데 크게 뇌신경 세포의 퇴행에 의한 치매와 후천적 뇌질환에 의한

치매로 분류 할 수 있다. 뇌신경 세포의 퇴행으로 인한 질환에는 알츠하이머병

(Alzheimer's disease), 픽크병(Pick disease), 파킨슨병(Parkinson disease), 헌팅

톤병(Huntington disease) 등이 있으며 후천성 뇌질환이 원인이 되어 발생할 수

있는 질환에는 혈관성 치매, 다발성 경화증, 뇌종양, 외상(경막하혈종), 뇌수종 등

이 있다
(15)
. 이중 알츠하이머형 치매와 혈관성 치매가 대표적인 치매의 종류로 혈

관성 치매는 뇌출혈, 뇌졸중 등 뇌혈관에 장애가 생겨 발생하는 치매를 말하며

알츠하이머형 치매는 뇌신경 세포의 퇴행으로 인하여 발생하는 치매로 노인성

치매 환자의 60～70%를 차지하며 나이가 들수록 이환율이 높은 것으로 알려져

있다
(16-17)

.

알츠하이머병의 병리학적 특징으로는 신경세포 외부에 축적되는 노인반점
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(senile plaques)과 신경세포의 세포체 내에 엉켜진 신경섬유덩어리(neurofibrilary

tangles)를 들 수 있다. 이중 노인반점의 생성은 아밀로이드 전구체 단백질

(amyloid precursor protein; APP)의 용해과정에서 유래된 아밀로이드 베타 단백

질(amyloid β-protein; Aβ)의 축적에 의하며 축적된 Aβ가 신경세포에 독성으로

작용하여 신경세포에 염증반응이 촉진되고 결국 신경세포의 사멸을 일으키게 된

다. 따라서 알츠하이머병의 주요 병인은 아밀로이드 베타 단백질로 생각되어 지

고 있다
(18-20)

.

알츠하이머병의 병인인 Aβ는 다양한 경로를 통하여 신경세포의 사멸을 일으키

는 것으로 알려져 있는데 Aβ의 축적은 신경세포에 독성작용을 나타내며 이로

인해 세포에 염증반응을 일으키고 염증 반응 시 세포내에 증가 하는 것으로 알

려진 iNOS의 발현을 증가시킨다. 그리고 iNOS의 발현으로 free radical의 일종인

NO가 다량 생성되고 NO의 자극에 의해 세포신호 전달 체제인 MAP kinase

pathway가 작동되는 것으로 알려져 있다
(21-22)

.

다음은 본 연구에서 지표로 이용 되고 있는 Aβ의 생성 경로와 iNOS 그리고

MAP kinase pathway에 의한 신경세포의 사멸 과정에 대한 연구 결과를 요약정

리 하였으며, 시료로 사용된 갈조류에 대한 기존 연구 결과들을 정리 하였다.

1) 세포사

정상적인 세포는 세포분열에 의하여 세포 증식이 이루어지고 일정기간 동안 자

신에게 주어진 기능을 수행한 후 세포사(cell death)를 일으키는데 이러한 세포사

에는 apoptosis와 necrosis의 2가지 형태가 존재하게 된다
(23)
.

apoptosis는 동물의 발생 및 성장 과정이나 면역세포 등에서 불필요해진 세포

또는 원하지 않는 세포를 제거하는 정상적인 생리 과정으로 제어 기구에 의해

프로그램 된 능동적 과정이라고 할 수 있다. 또한 질병 상태 하에서 영향을 받은

세포를 제거하기 위하여 apoptosis가 일어나게 된다
(24)
.

necrosis는 영양소 결핍, 독성이 있는 화학물질에 노출, 기계적인 충격 같은 상

황에서 유발되는 수동적 세포사라고 할 수 있다. necrosis 발생 시에는 세포내로

extracellular ion 과 water가 유입되어 세포의 주요한 homeostasis를 깨트려 세

포의 능력을 손상시킨다. 또 세포의 plasma membrane이 붕괴되어 세포질이 포
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함하고 있는 lysosomal enzyme이 세포외부의 조직으로 분비된다. 그 결과

necrosis가 일어난 cell의 외부 조직은 극심한 염증반응을 받게 된다
(25)
.

2) 아밀로이드 베타 단백질에 의한 신경세포 사멸

아밀로이드 베타 단백질(Aβ)은 아밀로이드 전구체 단백질(APP)의 대사 과정에

서 생성되는 일부분으로서 39～43개 내외의 아미노산으로 이뤄진 펩타이드이다

(26)
. Aβ가 알츠하이머병의 발병 원인으로 작용할 것이라는 아밀로이드 베타 가설

은 아세틸콜린의 저하가 알츠하이머병의 병인이라고 생각해왔던 아세틸콜린 가

설 이후에 가장 오래도록 여러 가지 실험적 증거들에 의하여 공통적으로 받아들

여지고 있다
(27)
.

Aβ의 전구 단백질 APP는 770개의 아미노산으로 구성 되어진 펩타이드로

amyloidogenic pathway와 non-amyloidogenic pathway의 두 가지로 그 대사과

정이 진행된다. amyloidogenic pathway은 Aβ가 형성되는 경로로 β-secretase와

γ-secretase라는 단백질 분해효소에 의하여 APP가 대사되는데 먼저 β-secretase

에 의해 APP가 sAPPβ와 C-teminal fragment-β(CTFβ)로 분해되고 CTFβ가

다시 γ-secretase에 의해 Aβ와 CTFγ로 분해되는 경로이다. amyloidogenic

pathway의 대사산물인 Aβ가 신경세포 주변으로 침착되어 신경세포 독성을 야기

시켜 신경세포의 손상과 염증반응을 촉진 시키고 결국 신경세포의 사멸을 가져

와 알츠하이머병의 병인이 된다. non-amyloidogenic pathway는 α-secretase라고

알려진 단백질 분해 효소가 활성화 되어 APP를 분해하는 것으로 α-secretase는

Aβ의 16～17번째 부분에 작용하여 sAPPα와 CTFα가 생성되며 CTFα는 다시 γ

-secretase 작용에 의해 short peptide(P3)과 CTFγ로 대사된다.

non-amyloidogenic pathway는 Aβ의 일부분이 잘려나가게 되어 그 침적이 방해

되며 대사산물인 sAPPα는 세포 성장 및 보호 작용을 보인다
(18,19,28-30)

.

Aβ의 형성에 관여하는 효소인 β-secretase는 aspasrtic protease의 일종으로

BACE1과 BACE2가 동정 되어지고 있으며 BACE1(β-site APP cleaving

enzyme 1)은 이자, 뇌 등에서 발현이 되며 세포내의 소포체와 골지체와 같은

APP가 발현되는 곳과 같은 위치에서 발현된다. 뇌에서는 hippocampus, cortex,

cerebellum에서 그 발현량이 높다
(29-33)

.
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3) Mitogen-activated protein kinases(MAP kinase) pathway

MAP kinase pathway는 세포 밖의 성장 호르몬, cytokine, stress 등의 자극을

세포가 수용체를 통하여 받아들여 세포막에서부터 세포내 핵까지 전달하는 세포

안의 신호 전달 분자체계이다. 이렇게 받아들인 정보는 증식, 분화, 사멸 등 다양

한 기능을 수행할 수 있게 유전자를 발현시킴으로써 반응하게 된다
(34)
.

MAP kinase는 크게 ERK (the extracellular signal-activated kinases), JNK

(the c-JUN N-terminal kinase), p38 세 가지로 분류를 할 수가 있다. ERK

(ERK1/2)는 성장 호르몬의 신호전달에 주로 관여하며 세포의 증식 및 분화에 중

추적인 역할을 담당한다. 반면에 stress kinase로 분류되는 p38와 JNK는 이름 그

대로 세포외부의 스트레스성 자극에 의해 활성화 되며 염증반응, 세포사멸 등을

매개함이 알려져 있다
(35-37)

. 이들 MAP kinase는 뇌신경세포 사멸과의 연관성은

최근에 활발히 연구가 진행 중인데 알츠하이머병과 다운증후군의 환자의 뇌에서

MAP kinase의 활성이 증가되었고
(38)
Aβ가 자극원이 되어 p38과 ERK를 활성화

시키면서 염증반응을 유도하여 세포사가 이루어지게 된다는 보고가 있다
(39)
. 이와

같은 결과들로 보아 MAP kinase pathway가 알츠하이머병의 주요원인인 Aβ 생

성에 밀접한 관련이 있음을 알 수 있다.

4) Inducible Nitric Oxide Synthase(iNOS)에 의한 세포의 염증반응

NO는 반감기가 매우 짧은 free radical로 뇌 조직에서 저농도일 때는 신경전도,

혈관확장 기능이 있고 고농도 일 때는 허혈, 뇌조직 손상, 탈수질시에 퇴행성 뇌

질환 및 뇌졸중의 원인이 된다. NO는 Nitro oxide synthase(NOS)라는 단백질에

의하여 L-arginine의 guanidinonitrogen grop을 기질로 하여 생성된다
(40)
.

iNOS는 neuronal NOS, endothelial NOS 등과 더불어 NOS family의 한 종류로

평소에는 세포 내에 존재하지 않으나 염증성 자극이 주어질 때 유도되는 것으로

알려져 있다. 일단 유도되면 장시간 동안 다량의 NO를 생성하며, 생성된 NO는

병리적인 혈관확장, 세포독성, 조직손상 등과 같은 생체에 유해한 작용을 나타낸

다. 그리고 염증상태에서 iNOS에 의해 생성된 NO는 혈관 투과성, 부종 등의 염

증반응을 촉진 시킬 뿐만 아니라 염증매개체의 생합성을 촉진하여 염증을 심화
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시키는 것으로 알려져 있다
(41-43)

.

5) 갈조류

위와 같은 알츠하이머병의 병인인 Aβ의 침착으로 증가될 것으로 보이는 신경

세포의 독성을 억제시키기 위해 다음과 같은 제주 연안에서 서식하는 갈조류를

이용하였다
(44)
.

알쏭이 모자반은 모자반과로 학명은 Sargassum confusum이다. 크기는 식물

체 0.6∼2m, 하부 잎 길이 7 cm, 상부 잎 길이 3∼5 cm로 조간대 하부에서 점심

대에 걸쳐 생육한다. 식물체는 반상의 뿌리에서 짧은 중심 가지를 1개 또는 2∼3

개 내고 0.6∼2 m로 커진다. 중심가지는 원주상이고 작은 가시가 있다. 하부의

잎은 타원형 또는 주걱 모양이고 길이 7 cm이며 중륵이 파묻힌다. 또한 잎 가장

자리에 톱니가 있으나 때로는 없어진다. 상부의 잎은 변화가 많으나, 보통 긴 피

침상이고 길이 3∼5 cm이며 양 끝이 가늘다. 기포는 대개 작은 가지의 기부에

생기고 구상이며, 어린 것은 도란형이고 미철두가 있다. 한국, 사할린, 쿠릴열도,

중국 등지에 분포한다.

불레기말은 고리매과로 학명은 Colpomenia sinuosa이다. 식물체는 엷은 막질의

불레기 모양이며 직경 4～10 cm, 때로는 30 cm쯤 되는 것도 있다. 어릴 때에는

속에 물이 차 있다. 구상 또는 불규칙한 모양이다. 두께는 250～350 μm이며 몸

구조는 피층은 1～2층의 정방형 또는 다각형 세포로 되었고 내층은 2～5층의 좀

큰 다소 둥근 세포로 되었다. 바위두둑과 외견상 비슷한 점도 있으나 본종이 보

다 더 엷다. 전국 각지 및 제주도에 분포한다.

바위수염은 바위수염과로 학명은 Myelophycus simplex이다. 식물체는 많은 개

체가 뭉쳐서 나고 직립하며 가지를 내지 않고, 높이 5～15 cm, 굵기 1 mm쯤 되

는 사상이며 더러는 비틀어진다. 하부는 차차 가늘게 되며 짧은 줄기가 있다. 어

렸을 때는 실질이나 후에 중공으로 된다. 몸 구조는 내층은 원형, 정방형 또는

긴 세포로 되었고 이 조직은 노성하면 파괴된다. 중층은 가는 원주상의 세포로

세로로 밀집해 있고 외층은 직립하는 사상 세포열로 되었다. 유주자낭은 이 사상

세포열 속에 끼어 있다. 질은 연골질이며 건조하면 대지에 붙지 않는다. 색은 암

갈색이며 건조하면 흑색으로 되어있고 남부 해안 전역, 제주도, 일본 등지에 분



- 7 -

포한다.

미역쇠는 고리매과로 학명은 Petalonia binghamiae이다. 식물체는 작은 반상근

에서 모여서 나고 가지를 내지 않는 편평한 대나무 잎 모양이다. 크기는 25 cm,

폭은 2～3 cm에 달하고 하부는 쐐기꼴이다. 몸의 구조는 내부의 수층은 가는 사

상세포가 세로로 배열되어 서로 엉켜있고, 중층은 1～2층의 원형 내지 다각형의

밀접한 유세포이고, 외층은 작은 피층세포로 된다. 자낭군은 처음에 엽면에 얼룩

진 무늬처럼 나타나고 나중에는 엽면 전체에 퍼진다. 어릴 때는 황갈색이나 노성

하면 암갈색으로 된다. 특히 동계에 군락을 이루어 번무하고 태평양 연안에 분포

한다.

넓패는 패과로 학명은 Ishige sinicola이다. 식물체는 엽상이며 흑갈색이며 기포

처럼 팽배한 부분은 황갈색이고 건조하면 흑색으로 되고 대지에 붙지 않는다. 부

착기는 작은 반상이며 짧은 원주상의 줄기를 가지고 상부는 넓은 사상 또는 대

상이며 차상 분기한다. 때로는 가지의 끝 부분의 조직 속에 공기를 갖기 때문에

기포처럼 팽대하는 수도 있다. 때때로 패(Ishige okamurae)에 착생한 것을 볼 수

있고 남부해안과 제주도에 분포한다.

참그물바탕말은 그물바탕말과로 학명은 Dictyota dichotoma이다. 식물체는 기

부에는 다소 모용이 있고 뭉쳐서 나며 반상근으로 부착하고 좁은 또는 넓은 선

상이며 편평하고 차상분기한다. 양 가장자리는 평탄하다. 꼭대기는 넓게 퍼져 있

거나 얕게 이열하고 둔원이다. 내부구조는 내층은 큰 무색의 장방형의 세포가 1

층 있고 피층은 작은 정방형 또는 장방형의 색소를 가진 1층의 세포로 되어 있

다. 생장점은 가지 끝에 1개 있다. 식물체의 색은 황록색이거나 갈색이다. 질은

엷은 막질이고 남부해안과 제주도에 분포한다.

참가죽그물바탕말은 그물바탕말과로 학명은 Pachydictyon coriaceum이다. 식물

체는 다소 부채모양으로 펼쳐지고 높이 30～40 cm까지 되며 복차상으로 분기한

다. 하부는 짧은 경상부를 이루고 갈색의 모용이 있다. 가지는 대상이며 폭은

7～15 mm, 가장자리는 전연이다. 가지의 끝은 설상이며 원형 또는 이열한다. 구

조는 노성부는 피층은 3층의 세포로 되고 내층은 큰 1층의 세포로 되었고 군데

군데 몸 표면에 평행해서 2개로 분열한다. 살았을 때는 암갈색이나 건조하면 거

의 흑색으로 되고 끝 부분만 황갈색이다. 질은 두꺼운 혁질이고 끝 부분만 엷은
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막상이다. 대진, 영해, 청하, 구룡포, 목도, 부산, 추자도, 제주도에 분포한다.

짝잎모자반은 모자반과로 학명은 Sargassum hemiphyllum이다. 식물체의 부착

기는 섬유상이며 포복지를 낸다. 중심가지는 길고 30～50 cm, 가지가 각 방면으

로 호생하고 길이는 5～10 cm이다. 가지는 사상이며 굵기는 1.5～2 mm이다. 몸

하부의 잎은 쐐기꼴, 도란형 또는 긴 타원형이며 다소 엽각이 가늘고 상부의 가

장자리는 작은 톱니가 있거나 더러는 전연이며 좌우 상칭이다. 상부 또는 가지의

잎은 좌우 상칭이 아니고 잎의 상연은 전연이며 위쪽으로 반곡하고 하연에는 톱

니가 있다. 기포는 도란형 원두, 또는 방추형 철두이다. 생식기탁은 원주상이고

울릉도, 부산, 제주도에 분포한다.

패는 패과로 학명은 Ishige okamurae이다. 식물체는 딱딱한 나뭇가지처럼 보

이고, 색은 암갈색이며 건조하면 흑색으로 되고 질은 단단하고 대지에 붙지 않는

다. 부착기는 작은 반상근이고 짧은 줄기를 가지고 복차상으로 분기하고 상부는

가는 원주상이며 또는 모가 나고 편원이며 세로로 주름이 있는 수도 있다. 크기

는 5～10 cm쯤 된다. 몸의 구조는 내층은 배게 엉켜진 사상세포로 되었고, 외층

은 몸의 표면에 직각하고 열을 지운 소세포로 되어있고 남부 해안과 제주도에

분포한다.

감태는 미역과로 학명은 Ecklonia cava이다. 식물체의 줄기는 원주상이며 충분

히 자란 것은 1 m 이상 되는 것도 있다. 중앙부가 좀 굵고 어릴 때는 다 실질이

나 후에는 중앙부가 다소 중공으로 된다. 점액강도는 줄기의 피층하에 환상으로

1층 배열되었다. 줄기의 상부는 차차 편평하게 되고 양측에서 우상엽이 나고 여

기서 다시 호생한 우상의 소엽편을 낸다. 중앙엽은 좀 두터워서 3～5 mm된다.

엽면에는 주름이 없다. 색은 갈색인데 건조하면 흑색으로 되고 질은 혁질이고 남

해안과 제주도에 분포한다.
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2. 연구목적

많은 연구들에서 알츠하이머병의 치료제로 Aβ의 침착을 억제 시키는 물질이나

Aβ를 생성시키는 APP 분해효소인 BACE1의 저해제, 항산화제, 항염증제 개발이

계속되고 있다
(45-48)

. 본 연구에서는 제주 연안에서 자생하는 해조류 중 갈조류

10종의 메탄올 추출물을 이용하여 항산화력과 아밀로이드 베타 단백질(Aβ)에 의

해 유도된 HT-22 신경세포의 독성 억제 효과를 관찰해 보았다. DPPH radical

소거능 측정을 통해 합성 항산화제인 BHA와 갈조류 추출물의 radical 소거능을

비교해 봄으로써 갈조류 추출물이 천연 항산화제로서의 가능성을 살펴보았고 갈

조류 추출물이 Aβ에 의한 독성으로부터 신경세포의 생존율을 얼마나 높여 줄

수 있는지를 MTT assay를 통해 알아보았다. 그리고 그 결과 신경세포 생존율을

높여 주었던 갈조류 추출물의 세포내 독성억제 작용을 알아보고자 western blot

을 통해 Aβ의 전구 단백질(APP)과 Aβ 생성에 관여하는 β-secretase(BACE1)의

세포내 단백질 발현 양상과 Aβ의 독성에 의한 염증 반응 시 증가 될 것으로 보

이는 iNOS와 신경세포의 사멸과 관련된 세포신호전달 경로인 MAP kinase

pathway와 관련된 단백질 발현 양상을 살펴보았다.

이 연구 결과는 Aβ의 독성으로부터 신경세포를 보호 또는 증식 시킬 수 있는

생리활성 물질의 탐색, Aβ의 생성 경로를 차단 할 수 있는 효소의 불활성, 즉

BACE1의 저해제, NO의 생성을 촉진시키는 iNOS의 저해제, 신경 세포의 MAP

kinase pathway 전달 분자들의 저해제 등 새로운 생리활성 물질의 탐색과 이를

이용한 고부가가치의 기능성식품 또는 항치매 소재로서의 개발을 위한 기초 자

료로 이용되고자 한다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 갈조류 추출물 준비

본 실험에서는 제주도 연안에 서식하고 있는 갈조류 10종의 추출물을 하이테크

산업진흥원 제주유용생물자원 추출물 은행으로부터 분양 받아 사용하였다

(Table 1). 분양받은 추출물은 80% 메탄올을 용매로 추출하여 감압농축 된 것으

로 농도는 1 mg/mL 가 되게 dimethylsulfoxide(DMSO)에 녹여서 실험에 사용하

였다.

Table 1. List of brown algae

학명 국명 채집시기 채집지

Sargassum confusum (S. con) 알쏭이모자반 2005. 03. 09 외도

Colpomenia sinuosa (C. sin) 불레기말 2005. 03. 11 신촌

Myelophycus simplex (M. sim) 바위수염 2005. 04. 07 북촌

Petalonia binghamiae (P. bin) 미역쇠 2005 .04 .07 북촌

Ishige sinicola (I. sin) 넓패 2005. 04. 22 삼양

Dictyota dichotoma (D. dic) 참그물바탕말 2005. 04. 26 사수동

Dictyota coriacea (D. cor) 참가죽그물바탕말 2005. 04. 26 사수동

Sargassum hemiphyllum (S. hem) 짝잎모자반 2005. 05. 23 신도

Ishige okamurai (I. oka) 패 2005. 07. 19 김녕

Ecklonia cava (E. cav) 감태 2005. 10. 14 위미

2. 세포배양

본 연구에서는 흰 쥐의 HT-22(hippocampal neuron cell line) 세포를 사용하였

다. HT-22 세포는 10% fetal bovine serum(FBS), 100 unit/mL
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penicillin-streptomycin이 함유된 dulbecco's modification of eagle's

medium(DMEM) 사용하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 계대 배양은

trypsin-EDTA를 사용하여 세포를 부유시킨 후 2～3일에 한 번씩 시행하였다.

3. DPPH radical 소거능 측정

DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl) radical 소거능의 측정은 Blosis의 방법

을 변형하여 사용하였다
(49)
. 전자공여능이 시료의 flavonoid 및 polyphenol성 물

질 등에 대한 항산화 작용이 지표로 알려져 있으며, 이러한 물질들이 free

radical을 환원시키거나 상쇄시키는 능력이 높다. 이러한 항산화물질은 활성산소

를 비롯한 다른 라디칼에 대한 소거 활성을 기대할 수 있으며 인체 내에서 free

radical에 의한 노화를 억제 하는 척도로 이용할 수 있다
(50)
.

0.2 mM DPPH을 180 μL, 1 mg/mL 농도의 갈조류 추출물 20 μL을 섞어 총량

이 200 μL이 되게 96 well에 분주하고 암실에서 30 분 반응 후 517 nm에서 흡

광도를 측정하였다. 대조군으로는 널리 알려져 있는 합성 항산화제인 BHA(butyl

hydroxyanisole)를 사용하였으며 전자공여능은 다음과 같은 방법으로 계산하였

다.

전자공여능 (%) = ( 1 - 시료의 흡광도 / Blank의 흡광도) × 100

4. MTT Assay

갈조류 추출물이 아밀로이드 베타에 의한 독성으로부터 신경세포의 생존 및 성

장에 미치는 영향을 관찰하고자 MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetra-zolium bromide) assay를 시행하였다. MTT assay는 세포의 생육

을 측정하는 방법으로서 살아있는 세포의 미토콘드리아 내의 dehydrogenase가

황색 수용성 물질인 MTT에 의해 dark blue formazan을 생성하는 원리로 이 환
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원되는 정도를 흡광도로 측정함으로써 알아보는 방법이다
(51)
. HT-22 세포를 96

well에 5×10
4
개를 분주하여 24 시간 배양 후 배양액을 제거하고 fetal bovine

serum이 포함되지 않은 배양액을 분주한 후 200 µM 아밀로이드 베타 단백질(A

β1-42) 1 μL와 갈조류 추출물 25, 50 μg/mL을 처리하여 37℃, 5% CO2 배양기에

서 배양하였다. 48시간 후 5 mg/mL 농도의 MTT reagent 10 μL을 분주하여 4

시간 배양하였고 상층액을 제거하고 100 μL의 DMSO를 첨가하여 5분정도

incubation 시켜 생성된 blue formazan을 완전히 녹여준 후 540 nm에서 흡광도

를 측정하였다. Aβ1-42와 갈조류 추출물 처리군과 Aβ1-42 처리군의 세포 생존율은

Aβ1-42와 갈조류 추출물을 처리하지 않은 HT-22 세포의 세포 생존율을 100%로

정하고 이에 대해 상대적인 세포 생존율로 구하였다.

5. Western blot

아밀로이드 베타 단백질(Aβ)이 일으키는 신경세포의 독성을 억제하는 갈조류

추출물이 신경세포 사멸 경로 중 작용되는 부분을 알아보고자 Western blot을

통해 APP, BACE1, iNOS, MAP kinase의 단백질 발현 양상을 살펴보았다.

HT-22 세포 (5×10
5
)에 200 µM 아밀로이드 베타 단백질(Aβ1-42) 10 μL와 25 μ

g/mL의 갈조류 추출물을 처리하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 48시

간 후 배양한 세포를 수확하여 PBS(phosphate buffered saline)로 2회 세척 후,

500 μL의 lysis buffer를 첨가하여 초음파분쇄기로 분쇄한 후 10,000 rpm에서 15

분간 원심 분리하여 그 상층액을 취한 후 단백질 농도는 2D quant kit를 이용하

여 정량 하였다. 30 μg의 lysate를 12% sodium dodecyl sulfate polyacrylamaide

gel에서 전기영동을 이용하여 단백질을 분리하였다
(52)
. 분리된 단백질을

PVDF(Polyvinylidene fluoride) membrane에 200 mA로 2시간 동안 transfer 한

후 5% skim milk가 함유된 TTBS (Tris buffered saline containing 0.1% +

Tween 20)에 넣어 상온에서 1시간 정도 blocking 시킨 후 TTBS로 10 분간 3회

세척하였다. APP (1:5000), BACE1 (1:2000), iNOS (1:10000), ERK1/2 (1:1000),

phospho ERK1/2 (1:1000), p38 (1:1000), phospho p38(1:1000), JNK (1:1000),



- 13 -

phospho JNK (1:1000)으로 희석한 1차 항체를 처리하여 상온에서 1시간 반응시

킨 후 TTBS로 10분간 3회 세척한 다음 2차 항체로는 HRP(Horseradish

peroxidase)가 결합된 anti-rabbit IgG와 anti-mouse IgG를 1:5000으로 희석하여

상온에서 1시간 반응 시켰다. 그 후 membrane을 TTBS로 10분간 3회 세척한 다

음 ECL(enhanced chemiluminescence)기질과 5～10분간 반응 후 X-ray 필름에

감광하였다.
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Ⅲ. 결과 및 고찰

제주 연안 갈조류 추출물이 아밀로이드 베타 단백질에 의한 신경세포 독성을

억제하는 효능을 탐색하기 위해 라디칼 소거활성(DPPH radical 소거능), 세포 생

존에 미치는 영향(MTT assay), 신경세포 독성과 관련된 단백질의 발현 정도

(Western blot)를 조사하였다.

1. DPPH 소거능 측정

일반적으로 알려진 합성 항산화제인 BHA(butylated hydroxyanisole)와

BHT(butylated hydroxytoluene)은 50 mg/kg/day 이상 섭취 시 생체효소 및 지

방의 변화로 질병과 암을 유발시켜 인체에 독성을 가진다고 보고되어 있어 천연

항산화제의 개발이 요구되고 있다
(53)
. 본 연구에서는 갈조류 10종의 메탄올 추출

물과 일반적으로 잘 알려진 합성 항산화제인 BHA를 대조군으로 하여 DPPH

radical 소거능을 측정해 보았다(Fig. 1). 그 결과 대조군은 83.68%의 DPPH

radical 소거능을 보였고 갈조류 중 가장 높은 활성을 보인 것은 감태(Ecklonia

cava)로 78.24%로 대조군과 비슷한 결과를 나타내었다. 그리고 갈조류 중 패

(Ishige okamurai)는 59.69%의 소거능을 나타내서 감태와 더불어 천연 항산화제

로서 가능성을 나타내었으며 선행 연구에서 100 ppm의 모자반(Sargassum

fulvellum) 메탄올 추출물과 1000 μg/mL의 지충이(Sargassum thunbergii) 메탄

올 추출물이 약 70%의 radical 소거능을 보인 것과 유사한 결과를 보였다
(54-55)

.

나머지 갈조류는 50% 미만의 radical 소거능을 나타내서 radical 소거능 이외의

생리활성 능력을 탐색해 보는 것이 바람직할 것으로 보였다.

갈조류 추출물은 많은 연구에서 항산화 활성의 우수성을 나타내었는데 특히

fucan과 같은 황화 다당은 polyphenol 화합물과 더불어 항산화 활성을 갖는 갈조

류의 주요 성분으로 알려져 있다
(56)
. 톳(Hizikia fusiformis) 자숙액 에탄올 추출물

을 이용한 DPPH radical 소거능에서는 1000 μg/mL일때 85%, 100 μg/mL일때

77%의 소거능을 나타내어 갈조류가 천연 항산화제로서의 개발 가능성이 있음을
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밝혔다
(57)
. 또한 갈조류인 셀만모자반(Sargassum kjellmanianum)으로부터 분리한

phorotannins 성분이 우수한 지질과산화 억제 효과를 보인다고 밝혀졌는데
(58)
최

근 노화를 비롯한 여러 가지 성인병의 원인이 free radical에 의한 산화에 의한

것임이 밝혀지고 있어 phlorotanins이 풍부한 갈조류의 섭취는 노화를 비롯한 만

성 성인병 예방에 큰 도움이 될 것이다
(59)
.
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Fig. 1. DPPH radical scavenging activity (%) of brown algae extracts

on the concentration in the range of 1 mg/mL

S. con; Sargassum confusum C. sin; Colpomenia sinuosa

M. sim; Myelophycus simplex P. bin; Petalonia binghamiae

I. sin; Ishige sinicola D. dic; Dictyota dichotoma

D. cor; Dictyota coriacea S. hem; Sargassum hemiphyllum

I. oka; Ishige okamurai E. cav; Ecklonia cava
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2. MTT assay

아밀로이드 베타 단백질의 독성에 의한 신경세포 생존율을 측정함으로서 갈조

류의 독성억제 효과를 살펴보았다(Table 2). 배양한 세포에 아밀로이드 베타 단

백질(Aβ1-42)를 처리하고 갈조류 추출물을 25 μg/mL 처리하였을 때 Aβ1-42만을

처리한 군에서는 85.88%의 신경세포 생존율을 보였으며 미역쇠(Petalonia

binghamiae)에서는 120.34%, 바위수염(Myelophycus simplex)은 116.49%, 불레기

말(Colpomenia sinuosa)은 108.47%, 짝잎모자반(Sargassum hemiphyllum)

102.17%로 Aβ1-42만을 처리한 군에 비해 유의적으로 높은 신경세포 생존율을 보

였다. 알쏭이모자반(Sargassum confusum)과 감태(Ecklonia cava)는 각각

98.12%, 93.39%로 Aβ1-42만을 처리한 군에 비하여 높은 신경세포 생존율을 보였

으나 유의적이지는 않았다. 그 외 갈조류에서는 생존율이 80% 미만으로 독성 억

제 효과를 나타내지 못하였다(Fig. 2).

갈조류 추출물을 50 μg/mL 처리 하였을 때 Aβ1-42만을 처리한 군에서는

82.81%의 신경세포 생존율을 보였고 알쏭이모자반은 114.54%, 미역쇠는

113.02%, 불레기말은 105.77%, 짝잎모자반은 102.53%의 생존율을 보여 Aβ1-42만

을 처리한 군에 비해 유의적으로 높은 신경세포 생존율을 보였다. 나머지 6종의

갈조류에서는 70% 미만의 세포 생존율을 나타내 Aβ에 의한 독성 억제에 특이한

효과를 나타내지 못하였다(Fig. 3). 선행되었던 연구 중 원추리 추출물을 이용하

여 Aβ에 의하여 유발된 PC12 세포에서의 독성을 억제하는 효능을 연구한 결과

에서는 애기원추리, 죽대 및 각시원추리 추출물은 200 μg/mL까지의 농도에서 생

존율이 100～120%를 유지함을 확인하였다
(60)
. 해조류 추출물을 대상으로

bromobenzene으로 간 독성을 유발한 흰 쥐의 in vitro 실험에서는 톳(Hisikia

fusiformis), 꽈베기모자반(Sargassum siliquastrum), 지충이(sargassum thunbergii)

추출물이 과산화 지질 생성을 억제한다는 연구 결과가 있었으며
(61)

감태

(Ecklonia cava)에서 유래된 eckol이 산화적 스트레스에 의한 U79-4 세포 손상을

억제하는 것으로 나타났다
(62)
.

MTT assay 결과 알쏭이모자반, 불레기말, 바위수염, 미역쇠, 짝잎모자반이 Aβ

에 의한 신경세포 독성을 효과적으로 억제 하는 것으로 보였고 대조군에 비해
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높은 신경세포 생존율을 나타내고 있어 신경세포의 보호 작용에 의한 세포 생존

율의 증가 뿐 만 아니라 신경세포의 증식에도 영향을 미쳤다.

갈조류로부터 암세포 성장억제 효과에 관한 연구 결과들도 많이 이루어지고

있는데 미역 등 갈조류의 carotennoid계 색소인 fucoxanthin은 신경아세포의 증

식을 저해하거나 증식 속도를 저하시켰고
(63)
톳, 다시마, 미역 추출물은 자궁경부

암세포, 유방암세포의 성장을 90%이상 저해하는 것으로 나타났다
(64)
. 다시마과의

갈조류 Ascophyllum nodosum에서 추출한 fucoidan은 폐암세포에서 세포분열 주

기 중 G1기를 차단하여 암세포 증식을 억제하였다는 보고가 있다
(65)
.
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Table 2. Inhibitory effects of methanol extract of 10 Kinds brown

algae on Aβ-induced toxicity in HT-22 cells

Brown algae

name

Cell viability (% of Control)

25 μg/mL 50 μg/mL

Amyloid-beta 85.88±14.31 82.81±4.03

Sargassum confusum (S. con) 98.12±7.08 114.54±13.54
*

Colpomenia sinuosa (C. sin) 108.47±6.93
*

105.77±7.21
*

Myelophycus simplex (M. sim) 116.49±9.13
*

63.19±4.23

Petalonia binghamiae (P. bin) 120.34±10.49
*

113.02±13.69
*

Ishige sinicola (I. sin) 33.97±7.79 13.26±1.56

Dictyota dichotoma (D. dic) 75.51±5.6 32.40±7.61

Dictyota coriacea (D. cor) 52.51±4.88 22.21±4.56

Sargassum hemiphyllum (S. hem) 102.17±9.55
*

102.53±7.47
*

Ishige okamurai (I. oka) 45.00±2.7 12.73±1.15

Ecklonia cava (E. cav) 93.39±9.88 54.02±12.65

* Mean ± S.D.; The mean difference is significant at the 0.05 level
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Fig. 2. Inhibitory effects of methanol extract of brown algae at 25

ug/mL on Aβ-induced toxicity in HT-22 cells

S. con; Sargassum confusum C. sin; Colpomenia sinuosa

M. sim; Myelophycus simplex P. bin; Petalonia binghamiae

I. sin; Ishige sinicola D. dic; Dictyota dichotoma

D. cor; Dictyota coriacea S. hem; Sargassum hemiphyllum

I. oka; Ishige okamurai E. cav; Ecklonia cava
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Fig. 3. Inhibitory effects of methanol extract of brown algae at 50

ug/mL on Aβ-induced toxicity in HT-22 cells

S. con; Sargassum confusum C. sin; Colpomenia sinuosa

M. sim; Myelophycus simplex P. bin; Petalonia binghamiae
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3. western blot

MTT assay를 통해 아밀로이드 베타 단백질(Aβ)에 의한 신경세포 독성 억제

효과가 유의적으로 높았던 알쏭이모자반(Sargassum confusum), 불레기말

(Colpomenia sinuosa), 바위수염(Myelophycus simplex), 미역쇠(Petalonia

binghamiae), 짝잎모자반(Sargassum hemiphyllum) 추출물을 이용하여 신경세포

사멸과 관련된 단백질 발현 양상을 살펴보았다.

알츠하이머병의 병인으로 알려진 Aβ의 전구 단백질이 APP와 APP로부터 아밀

로이드 베타를 생성시키는 단백질 분해효소인 BACE1(β-site APP cleaving

enzyme 1)의 단백질 발현 양상을 살펴 본 결과 APP는 대조군에 비해 알쏭이모

자반과, 불레기말, 바위수염을 처리하였을 때 높거나 비슷한 발현을 나타냈고, 미

역쇠와 짝잎모자반을 처리 하였을 때는 대조군보다 낮은 발현 양상을 나타내었

다(Fig. 4). BACE1의 경우에는 다섯 가지 갈조류 모두에서 대조군에 비해 낮은

발현을 나타내었고 바위수염에서 가장 낮은 발현을 나타내었다(Fig. 4). 따라서

갈조류 추출물이 아밀로이드 베타 전구체 물질 감소에는 효과적인 영향을 미치

지 못하지만 Aβ 생성 기전 중 단백질 분해 효소의 활성을 억제시킴으로서 아밀

로이드 베타 생성을 감소시키고 이로 인하여 신경세포의 독성을 억제시키는 효

과를 보였다. BACE1 활성 억제에 관한 선행 연구들을 살펴보면 한약재인 지유

(Sanguisorbae radix)로부터 분리된 SO3와 SO4라는 성분이 BACE1에 대해 저해

효과를 나타내었으며
(66)
, 녹차에서 분리된 Catechin계 화합물도 BACE1에 높은

저해 활성을 나타낸다는 사실이 보고되었다
(67)
. 또한 BACE assay system을 이

용한 BACE의 활성 억제 효능을 연구한 결과 백합과의 소엽맥분동(Ophiopogon

japonicus)의 chloroform 추출물이 BACE에 대해 강력한 저해활성을 나타내는 저

해제 LB83190과 LB83192보다 높은 저해 활성을 나타내었다
(68)
.

세포에서 염증 반응 시 발현되어 세포의 사멸에 관여하는 iNOS는 대조군에

비해 갈조류 추출물을 처리한 군에서는 낮은 발현을 나타내었다(Fig. 5). 이 결과

로 보아 갈조류 추출물이 세포손상과 염증을 유도 시키는 NO의 생성을 유발하

는 iNOS를 억제 시키는 효과가 있었다. 청각(Codium fragile)추출물에 의한 항염

증 효과를 살펴 본 연구에서는 RAW264.7 세포에 치주질환균에서 유도된 LPS와
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청각추출물을 처리한 결과 NO 활성을 현저히 감소시켜 높은 항염증 효과를 나

타내었으며 iNOS 활성에서도 유사한 결과를 나타냈다
(69)
.

신경세포의 사멸과 관련된 MAP kinase pathway의 세 가지 전달 분자의 활성

전과 활성화 된 상태의 발현 양상을 살펴보았다(Fig. 6). PC12세포에서 Aβ의 처

리로 ERK와 p38을 통해 iNOS의 발현이 증가한다는 연구결과가 있었고
(22)

MAP kinases pathway가 알츠하이머병의 병인인 Aβ와 밀접한 관련이 있다는

많은 연구 결과들이 있었다
(38-39)

.

본 연구에서는 ERK는 갈조류 추출물을 처리한 군에서 전반적으로 낮게 발현

되었고, ERK1보다는 ERK2가 바위수염을 제외한 갈조류 추출물 처리군에서 낮

은 발현 양상을 보였다. 활성화 상태인 phospho ERK는 ERK1에서 활성전보다

많이 감소되는 양상을 보였으며 짝잎모자반을 처리하였을 때는 활성화 상태의

ERK1, ERK2 모두에서 가장 낮은 발현을 나타내었고 활성 전보다 발현이 매우

감소되었다. 이와 유사한 연구 결과로 PC12 세포에서 Aβ의 처리로 ERK가 활성

화 되었다가 benzothiazol의 유도체인 KHG21834의 처리로 ERK의 활성화가 차

단되었다는 보고가 있었다
(70)
. JNK의 경우 활성 전 상태나 활성화 되었을 때 갈

조류 추출물 처리군에 대조군에 비해 전반적으로 낮은 발현을 보였고 불레기말

을 처리 했을 때 활성화 상태의 JNK가 매우 감소하는 양상을 나타내었다. 활성

화되기 전 p38의 발현은 대조군과 갈조류 추출물을 처리한 군 간의 뚜렷한 차이

를 보이지 않았지만 활성화 상태의 p38인 phospho p38에서는 대조군에 비해 갈

조류 추출물을 처리하였을 때 발현이 감소하였고 바위수염의 경우 활성 전보다

활성상태의 p38이 매우 낮은 발현을 보였다. 선행 연구 결과에서도 JNK와 p38은

알츠하이머병의 동물모델 중의 하나인 Tg2576/PS1 Transgenic mice 나이에 의

존적인 Aβ의 침착과 함께 증가하는 것을 나타내었다
(71)
. 실험동물의 ischemia

model에서 ERK 활성화정도는 ischemia가 일어난 중심부위(ischemic core)에서는

감소하지만 주변 부위(penumbra)에서는 활성화가 됨이 알려져 있다. 다른 실험

결과에서는 ischemic core 에서도 ERK 활성화가 증가함이 보고된 바 있다. 또한

p38가 신경세포의 사멸에 관여함이 알려진 것은 in vitro 실험에서 신경성장 호

르몬인 NGF 결핍이나 과흥분에 의해 유발된 신경세포사멸에 p38 활성화가 신경

세포의 사멸을 일으킴이 보고된 이후이다. 최근의 연구결과를 보면 in vivo 뇌졸
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중 실험동물 모델에서 p38이 뇌의 microglia에서 활성화가 되며 p38 저해제들이

우수한 신경세포 보호 작용을 나타내고 있다
(72-74)

. Aβ에 의한 신경세포에서 활성

화된 MAP kinases pathway의 전단 분자 중 짝잎모자반은 ERK 활성 저해능력

이 가장 뛰어났고, 불레기말은 JNK의 활성 저해, 바위수염은 p38의 활성 저해

능력이 가장 우수하여 MAP kinase pathway의 세 가지 전달 분자의 저해제로서

효과를 나타내었다.
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Fig. 4. Inhibitory effects of methanol extract of brown algae on the

APP and BACE1 protein level in HT-22 cells. (A) Detection of APP and

BACE1 by Western blot analysis of HT-22 treated with Aβ1-42, HT-22

treated with Aβ1-42 and brown algae extracts. (B) The intensity of each

immunoreactive signal for these antibodies was analyzed using an image J
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Fig. 5. Inhibitory effects of methanol extract of brown algae on the

iNOS protein level in HT-22 cells. (A) Detection of iNOS by Western blot

analysis of HT-22 treated with Aβ1-42, HT-22 treated with Aβ1-42 and brown

algae extracts. (B) The intensity of each immunoreactive signal for these

antibodies was analyzed using an image J
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Fig. 6. Inhibitory effects of methanol extract of brown algae on the

ERK protein level in HT-22 cells (A) Detection of ERK by Western blot

analysis of HT-22 treated with Aβ1-42, HT-22 treated with Aβ1-42 and brown

algae extracts. (B) The intensity of each immunoreactive signal for these

antibodies was analyzed using an image J
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Fig. 7. Inhibitory effects of methanol extract of brown algae on the

JNK protein level in HT-22 cells (A) Detection of JNK by Western blot

analysis of HT-22 treated with Aβ1-42, HT-22 treated with Aβ1-42 and brown

algae extracts. (B) The intensity of each immunoreactive signal for these

antibodies was analyzed using an image J

con; control S. con; Sargassum confusum
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P. bin; Petalonia binghamiae S. hem; Sargassum hemiphyllum
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Fig. 8. Inhibitory effects of methanol extract of brown algae on the p38

protein level in HT-22 cells (A) Detection of p38 by Western blot

analysis of HT-22 treated with Aβ1-42, HT-22 treated with Aβ1-42 and brown

algae extracts. (B) The intensity of each immunoreactive signal for these

antibodies was analyzed using an image J
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Ⅳ. 결 론

본 연구에서는 제주연안에서 서식하는 갈조류 10종의 항산화 활성과 아밀로이

드 베타 단백질에 의해 유도된 신경세포 독성 억제 효과를 살펴보았다.

그 동안 행해졌던 해조류를 이용한 연구들에서 갈조류는 항산화제, 항균제, 항

암제, 항플라즈민 저해제 등 그 기능성이 탐색되면서 기능성 식품 소재 및 의약

품 소재로 각광받고 있다
(2,10,75-76)

. 특히 갈조류 중 모자반류의 페놀성 물질은 뛰

어난 항산화 활성을 나타냈으며 톳의 acetone 추출물에서도 우수한 항산화 효과

를 나타내는 fucoxanthin이라는 물질을 발견해 냈다
(77)
. 본 연구에서 DPPH

radical 소거능으로 살펴 본 갈조류의 항산화 활성은 대조군인 합성 항산화제인

BHA가 83.68%의 소거능을 나타내었고 감태는 78.24%, 패는 59.69%로 10가지

갈조류 중 비교적 높은 소거능을 나타내어 천연 항산화제로서의 가능성을 나타

내었다.

MTT assay를 통해 아밀로이드 베타 단백질에 의한 신경 세포 독성의 억제 효

과는 갈조류 추출물을 25 μg/mL을 처리하였을 때 미역쇠는 120.34%, 바위수염

은 116.49%, 불레기말은 108.47%, 짝잎모자반은 102.17%의 세포 생존율을 보여

대조군 85.88%보다 유의적으로 높은 독성 억제 효과를 보였고 갈조류 추출물 50

μg/mL을 처리 하였을 때에는 알쏭이모자반은 114.54%, 미역쇠는 113.02%, 불레

기말은 105.77%, 짝잎모자반은 102.53%의 신경 세포 생존율을 나타내 대조군

82.81 %의 생존율을 나타낸 대조군에 비해 유의적으로 높은 생존율을 나타내었

고 신경세포의 증식에도 영향을 미치는 것으로 보인다.

아밀로이드 베타 단백질(Aβ)는 β-secretase에 의해 절단된 아밀로이드 전구체

단백질(APP)의 일부분으로서 본 연구 결과 아밀로이드 베타 전구 단백질인 APP

는 대조군에 비해 감소하지 않았지만 아밀로이드 베타 생성 기전 중 단백질 분

해 효소로 작용하는 β-secretase의 일종인 BACE1는 대조군에 비해 갈조류 추출

물을 처리한 군에서 감소한 것으로 나타났다. 이는 갈조류 추출물이 BACE1의

활성을 억제시켜 아밀로이드 베타 생성을 감소시키고 이것이 신경세포 생존율을

증가 시킨 것으로 보인다. free radical의 하나로 알려진 NO를 생성하는 iNOS는
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세포의 염증성 자극 시 유도 되는 것으로 Aβ의 침착으로 인해 신경세포의 독성

이 유도될 때 활성이 증가 된다
(41)
. Aβ로 신경세포에 독성을 유도하였을 때

iNOS는 발현되지만 갈조류 추출물을 처리 하였을 때는 낮은 발현 양상을 보여

갈조류 추출물이 염증 자극을 완화시켜 세포 독성을 억제 시키는 것으로 보인다.

최근 뇌 신경세포의 사멸과 관련되어 활발한 연구가 진행되고 있는 MAP

kinase pathway 구성 전달 분자의 단백질 발현 양상을 살펴본 결과 짝잎모자반

추출물을 처리하였을 때 ERK의 활성이 가장 우수하게 저해 되었고, 세포 외부

의 스트레스성 자극에 의해 활성화 되어 염증반응, 세포 사멸과 관련된 것으로

알려진 JNK와 p38의 경우 JNK는 불레기말 추출물을 처리하였을 때에서 가장

감소된 활성을 나타내었으며 p38은 바위수염에서 뛰어난 활성저해 능력을 나타

내었다.

본 연구 결과에서 제주연안 갈조류 10종 중 감태가 우수한 항산화 활성을 나타

내어 천연 항산화제로서의 개발 가능성을 나타내었다. 알쏭이모자반, 바위수염,

불레기말, 미역쇠, 짝잎모자반 등의 갈조류는 알츠하이머병을 일으키는 독성물질

인 아밀로이드 베타 단백질에 의해 유도된 신경 세포의 독성을 억제 한다는 것

을 알 수 있었고 신경세포의 생존율을 높이는 보호 기능 뿐 만 아니라 신경세포

의 증식에도 긍정적인 영향을 미치는 것으로 나타났다. 또한 알쏭이모자반, 바위

수염, 불레기말, 미역쇠, 짝잎모자반은 BACE1과 iNOS의 활성을 억제 시키는 것

으로 나타나 두 효소의 저해제로서 개발이 기대되고 짝잎모자반은 ERK의 저해

제, 불레기말은 JNK의 저해제, 바위수염은 p38의 저해제로서 개발 가능성이 기

대되며 이러한 결과는 제주 연안에 서식하는 갈조류를 이용한 신경세포 보호 작

용 및 항치매, 항염작용을 위한 생리활성 물질을 탐색하고 기능성 식품 소재와

의약품 소재로서의 개발에 기초 자료로서 유용하게 활용될 것으로 사료된다.
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<국문초록>

제주연안 갈조류 추출물이 아밀로이드 베타 단백질에 의해

일으키는 신경세포 독성의 억제 효과

韓 恩 惠

濟州大學校 敎育大學院 營養敎育專攻

指導敎授 申東範

본 연구에서는 제주연안에서 자생하는 해조류 중 갈조류 10종의 메탄올 추출물

을 이용하여 항산화력과 아밀로이드 베타 단백질(Aβ)에 의해 유도된 HT-22 신

경세포의 독성 억제 효과를 관찰해 보았다.

갈조류 추출물의 항산화 효과는 DPPH radical 소거능으로 측정해 보았는데 그

결과 감태와 패에서 radical 소거능이 높게 나타났다. MTT assay를 통해 알아본

아밀로이드 베타 단백질에 의한 신경 세포 독성의 억제 효과는 갈조류 추출물을

25 μg/mL을 처리하였을 때 미역쇠, 바위수염, 불레기말, 짝잎모자반 순으로 높은

세포 생존율을 보였고 갈조류 추출물을 처리 하지 않은 것에 비해 유의적으로

높은 생존율을 나타냈다. 갈조류 추출물 50 μg/mL을 처리 하였을 때에는 알쏭이

모자반, 미역쇠, 불레기말, 짝잎모자반 순으로 대조군에 비해 유의적으로 높은 신

경 세포 생존율을 나타내었다.

갈조류 추출물을 이용하여 신경세포 사멸과 관련된 단백질 발현 양상을 살펴

본 결과 아밀로이드 베타 전구 단백질인 APP의 발현은 감소하지 않았지만 아밀

로이드 베타 단백질을 분해하는 효소인 BACE1는 대조군에 비해 갈조류 추출물

을 처리한 군에서 감소하였다. 또한 염증성 자극 시 유도 되는 iNOS의 발현도

감소하였다. MAP kinase 구성 전달 분자의 단백질 발현 양상은 ERK는 짝잎모
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자반 추출물을 처리하였을 때, JNK는 불레기말 추출물을 처리하였을 때, p38은

바위수염 추출물을 처리하였을 때 뛰어난 활성 저해 증력을 나타내었다.

본 연구에서는 갈조류가 우수한 항산화 활성을 나타내며 알츠하이머병을 일으

키는 독성물질인 아밀로이드 베타 단백질에 의해 유도된 신경 세포의 독성을 억

제 한다는 것을 보여 주었다. 제주 연안에 서식하는 갈조류를 이용하여 신경세포

보호 작용 및 항치매, 항염증작용을 갖는 생리활성 물질의 탐색 가능성과, 이들

물질들의 기능성 식품 및 의약품 소재의 개발에 기초 자료로 유용하게 활용될

것으로 사료된다.

핵심어 : 갈조류, 알츠하이머병, 아밀로이드 베타 단백질, APP, BACE1, iNOS,

MAP kinase
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