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뇌의 교세포 중 하나인 미세신경교세포 (microglia)는 뇌조직

의 면역기능 및 신경세포 보호인자 생성, 신경섬유의 재생에 매

우 중요한 역할을 한다. 그러나 감염이나 물리적인 손상, 뇌조직

내에 베타 아밀로이드와 같은 신경 독성 물질의 축적, 또는 뇌허

혈에 의한 신경세포 손상 및 사멸과 같은 병적 상황에서 과도하

게 활성화된다. 과도하게 활성화한 미세신경교세포에서 방출한

염증유발인자와 활성산소들 (reactive oxygen species; ROS)은

뇌세포의 사멸과 퇴행을 유발시키는 신경 독작용을 가지고 있어

뇌세포 사멸과 뇌세포 보호라는 야누스의 양 측면이 있다고 볼

수 있다. 이는 순기능 및 역기능을 동시에 가진 염증 반응의 양

면성에 해당한다1). 어느 방향으로 작용하는지의 결정은 해당 뇌

조직에서 미세신경활성화의 정도와 또 다른 신경교세포인 성상

교세포 (astrocytes) 와 신경세포(neurons)의 분포 및 상호 작용

에 따라 정교하게 조절이 되고 있다고 본다. 

실제로 미세신경교세포의 과도한 활성화로 인한 신경염증은

퇴행성 뇌질환의 직접적인 병인은 아니지만 질병의 발병 초기나

진행과정에 작용하여 질병을 악화시키는 요인으로 작용하는 것

으로 알려져 있어 미세신경교세포의 활성화를 억제하는 기술은

뇌졸중 및 퇴행성뇌질환에서의 신경세포 사멸의 정도를 경감시

키고 진행 속도를 늦출 수 있는 치료 전략에서 중요한 기능을 할

수 있는 것으로 보고 있다. 

제주조릿대 (Sasa quelpaertensis Nakai)는 벼과 대나무아과

에 속하는 다년생 식물로 제주도 한라산에 넓게 분포하여 다량

자생하며 이는 다른 식물의 생태계를 파괴할 정도로 군락을 이룬

다. 최근에 조릿대 잎에 p-coumaric acid 라는 화합물이 다량

존재하며 제주조릿대 추출물이나 p-coumaric acid는 항염2), 및

항산화3) 작용이 강하며 동물실험에서 심근경색의 손상 크기를 줄

이거나4) 또는 항비만5) 등의 효능이 우수한 것으로 보고되었다.

또한 세포배양 실험에서 근육세포에서 AMP-activated protein

kinase (AMPK)를 통하여 포도당과 지방 대사를 조절하였으며6)

또한 세포의 지방 축적 (adiposeness)를 억제하는 생리활성이 보
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고되었다7).

이러한 배경 하에 본 연구에서는 제주조릿대 추출물이 활성화

된 미세신경세포의 과도한 활성을 억제하여 신경독성에 의한 신

경세포의 사멸로부터 신경세포 보호작용의 효능을 조사하고자

하며 뇌졸중 및 퇴행성 뇌질환의 예방 및 치료제 개발의 표적으

로서 가능성을 탐색하고자 하였다. 이를 위하여 본 연구에서는

미세신경교세포에서의 lipopolysaccharide (LPS)에 의한 신경염

증 모델8)에서신경세포퇴행및사멸을초래하는것으로알려진염증매

개인자인산화질소 (nitric oxide; NO)를 미세신경교세포 활성화의

지표로 하여 제주조릿대 열수추출물이 미세신경교세포의 과도한

활성화를 억제하는지를 조사하였다. 

실험재료

본 실험재료인 제주조릿대 열수추출물은 김세재 교수님으로부

터 (제주대학교 자연과학대학 생물학과) 제공되었으며2), PBS로 녹

여 실험에 사용하였다. 별도로 공급처를 언급하지 않은 시약은

Sigma에서 구입하였다.

세포배양

BV-2 미세신경교세포주9)는 10% (v/v) fetal bovine serum

(Gibco BRL)과 1% penicillin streptomycin (Gibco BRL)이 함유된

Dulecco’s modified Eagle medium (DMEM, Gibco BRL) 배지를

사용하여 37℃, 5% CO₂ 항온기에서 배양하였으며, BV-2 미세신

경교세포주는 매일 계대배양하였고, HT-22 신경세포주는 2일에

한번씩 계대배양하였다. 

Nitric oxide 측정

Nitric oxide (NO)는 L-arginine이 nitric oxide synthase (NOS)

에 의해 citrulline으로 변화되면서 생성되는 프리라디칼로서 세포

상층액에 방출된 nitrite (NO2
-)를 간접적으로 측정함으로써 NO 양

을 조사한다. 즉, sulfanilamide가 nitrite와 반응을 하게 되고, 여

기에 다시 naphthyl ethylene diamine이 결합하게 되면서 색깔 변

화가 일어나며 microplate reader (Model 550, Bio-Rad)를 이용하

여 570nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. Nitrite 농도 계산은

sodium nitrite를 표준 물질로 사용하여 구하였다.

DPPH 프리라디칼 소거기능 측정

DCF-DA 측정법처럼 세포 안에서의 ROS 소거작용을 측정하는

방법과는 달리 시험관 수준에서 제주조릿대 추출물 자체의 프리라

디칼 제거효과를 알아보기 위하여 DPPH (1,1-dephenyl-2-

picrylhydrazyl) assay를 시행하였다. DPPH는 프리라디칼을 가지

고 있는 수용성 물질로 항산화 활성이 있는 물질과 만나면 프리라

디칼이 소멸되고 색깔이 보라색으로부터 노란색으로 변하는데 항

산화효과가 클수록 노란색의 강도가 더 증가하게 된다. 제주조릿

대 추출물 10 µl와 DPPH (150 µM) 190 µl를 1 시간 반응시켜

DPPH의 색깔 변화를 유도하고 이를 microplate reader (Tecan,

Spectra fluor)를 이용하여 492 nm에서 흡광도를 측정하였다. 프

리라디칼 소거작용의 측정치(%)는 약물 처치 없이 DPPH 만을 처

치했을 때의 흡광도을 기준으로 아래의 계산식에 의해 구한다. 약

물의 ROS 소거작용 (%) = {[약물처치 없이 DPPH 만을 처치했을

때의 흡광도] – [약물 처치군의 흡광도]} / [약물처치 없이 DPPH

만을 처치했을 때의 흡광도] x 100(%).

통계처리

실험결과는 SigmaPlot8.0 프로그램으로 분석했다. 통계 처리한

후 수치는 평균 ± 표준오차 (standard error)로 나타내었다. 두

집단 사이의 평균을 비교할 때는 Student’s t-test를 실시하여 P

값을 비교했다. P<0.05인 경우를 통계적으로 유의 하다고 평가하

였다. 

제주조릿대의 프리라디칼 소거활성 효능 조사 

제주조릿대 추출물 자체의 프리라디칼에 대한 소거활성 효능

을 조사하기 위하여 DPPH assay를 시행하였다. 실험 결과 제주

조릿대 추출물은 농도의존적으로 프리라디칼을 소거하는 효능을

보여주었다. 10 µg/ml 농도에서 2.42 ± 0.24%, 50 µg/ml 농도

에서 13.78 ± 0.31%, 100 µg/ml 농도에서 24.15 ± 0.31%,

150 µg/ml 농도에서 31.71 ± 1.82%, 200 µg/ml 농도에서

36.89 ± 1.82% 정도의 프리라디칼에 대한 소거활성을 나타내었

다 (Fig. 1).

Figure 1. 제주조릿대�추출물의�프리라디칼�소거�작용.

제주조릿대의 프리라디칼 제거 기능를 알아보기 위하여 DPPH

assay를 시행하였다. 다양한 농도 (10~200 µg/ml)의 제주조릿

대 추출물 10 µl와 DPPH (150 µM) 190 µl를 1 시간 반응시켜

DPPH의 색깔 변화를 유도하고 이를 microplate reader를 이

용하여 492 nm에서 흡광도를 측정하여 분석하였다. 프리라디

칼 소거작용의 측정치(%)는 약물 처치 없이 DPPH 만을 처치했

을 때의 흡광도을 기준으로 계산식에 의해 구한다 (‘실험재료

및 방법’ 참조). **, P <0.01; ***,P <0.001

실험재료�및�방법
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미세신경교세포 신경염증모델에서의 NO의 생성에 대한 제주

조릿대 추출물의 억제 작용 

제주조릿대 추출물이 미세신경교세포의 활성화와 그로 인한

신경 염증에서 중요한 지표인 NO 방출에 미치는 영향을 조사하

였다. 이를 위하여 BV-2 미세신경교세포를 24-well plate에 분

주 배양 후 제주조릿대 추출물을 농도별 (10, 50, 100, 200

µg/ml)로 6시간 전처리 후 200 ng/ml 농도의 LPS를 처리하여

24시간 배양하였다. 배지에 방출된 NO의 양을 측정한 결과 제주

조릿대 추출물은 미세신경교세포에서 LPS에 의한 NO의 생성을

현저하게 억제하였다. SQE 200 µg/ml 처치는 NO의 생성을

49.33 ± 4.03% 정도 유의하게 감소하는 효과를 보여 주었다

(Fig. 2). 

본 연구를 통하여 저자들은 제주조릿대 추출물이 미세신경세

포의 과도한 활성화을 억제하고, 이를 통하여 미세신경교세포의

활성화에 의한 신경독성 (microglia-mediated neurotoxicity)에

대하여 신경세포 보호작용이 있음을 실험결과로서 제시하고자

하였다. 이를 위하여 미세신경교세포에서의 LPS에 의한 신경

염증 모델에서 신경세포 퇴행 및 사멸을 초래하는 것으로 알

려진 NO의 생성을 억제하는지 조사하였다 (Fig. 2). 이러한

연구는 천연물에서 추출한 화합물을 대상으로 하여 뇌질환의

예방 및 치료제 개발의 타겟으로서 가능성을 탐색하고자 하는

노력의 일환으로 이루어졌다. 

미세신경교세포는 LPS8), glutamate10), thrombin11), ganglioside12),

betaamyloid13)와 같은 여러 가지 내인성, 외인성 자극물질에

의해 활성화된다고 알려져 있다. LPS에 의한 미세신경교세포

의 활성화가 신경염증과 퇴행성뇌질환에서는 실제로 흔하고

보편적이지는 않지만 미세신경교세포를 분명하게 활성화시킬

수 있고 이미 많은 문헌정보를 참조할 수 있어서 가장 많이

사용되는 신경염증의 실험모델이다. 

LPS에 자극되어 미세신경교세포 활성화하기 위해서는

Toll-like receptor 4 (TLR4)의 존재가 필수적이다. TLR4가

활성화 되었을 때 미세신경교세포에서는 신경염증의 신호전달

계가 활성화한다. 즉, LPS가 LPS 결합단백질 (LPS binding

protein; LBP)과 결합한 후 CD14, MD-2가 작용하여 TLR4

의 활성화가 이루어진다14). 따라서 LPS는 TLR4와 직접 결

합하는 것은 아니고 LBP, CD14, MD-2의 작용을 거치지만

큰 맥락에서 TLR4의 외인성 리간드(ligand)라고 받아들여지

고 있다. 그러나 최근에 TLR4의 내인성 리간드가 존재할 것

이고 그것은 신경조직 손상과 관련된 물질로 추정하는 연구보

고들이 제시되고 있다15,16).이와 관련하여 TLR4가 신경조직의

손상에 의한 통증질환인 신경병증성 통증 (neuropathic pain)

발생에 있어서 매우 주요한 역할을 하는 것으로 보고가 되고

있다15). TLR4 뿐만 아니라 TLR2도 신경손상과 관련하여 신경

병증성 통증에   비슷하게 기여하는 것으로 보고되고 있다17). 

신경손상시 신경세포에서 방출될 수 있는 glutamate, ATP,

hyaluronan 등이 이러한 염증 수용체들의 내인성 리간드로서

제시되고 있다17). 본 논문의 저자들은 이러한 물질들이 TLR4

혹은 TLR2의 내인성 리간드일 수 있다는 최근에 제시되는 가

설에 관련하여 이러한 물질들의 수용체, 즉, 글루타메이트 수

용체(glutamate receptor) 등이 활성화되었을 때 작동하는 후

속 신호전달계와 TLR4/2가 활성화되었을 때 작동하는 후속

신호전달계 간의 상호작용 (cross-talk)이 주요할 것으로 보

고 있다. 이러한 배경하에 볼 때, 본 논문에서 사용한 바와 같

이 LPS로 미세신경교세포를 활성화시키는 실험모델은 단지

세균감염에 의한 신경염증 모델에 국한하는 것이 아니라 사고

로 인한 뇌조직의 손상, 뇌허혈, 베타 아밀로이드와 같은 독성

물질의 축적에 의한 신경세포의 손상 등에 광범위하게 기여할

수 있는 실험모델이 될 수 있어서 그 임상적 의미가 확장적이

라는 점이 고무적이다. 

한편, LPS 자극 모델 혹은 TLR4 활성화 모델에 있어서 천

연물을 포함한 다양한 항산화제는 이러한 신경염증 신호전달

계를 조절할 수 있는 후보물질로 작용할 수 있다. 따라서 본

연구에서 제주조릿대 추출물이 직접적인 프리라디칼 소거 작

용이 있는 것을 DPPH assay로 확인하였고 (Fig. 1) 산화질

소인 NO 방출도 경감시키는 작용이 있음을 결과로서 제시하

였다 (Fig. 2). Fig. 1에서 확인한 추출물의 항산화 작용은 미

세신경교세포의 활성화의 증폭제에 해당할 수 있는 활성산소

를 소거하여 활성산소 레벨을 낮춤으로서 미세신경교세포의

활성화를 억제한다고 볼 수 있다. 즉 항산화작용 자체가 항염

작용의 근간이 된다는 점을 주목할 필요가 있다. 

LPS/TLR4 신호전달계에서 중요한 mitogen-activated

고��찰

Figure 2. 미세신경교세포�신경염증모델에서�NO의�생성에�대한

제주조릿대�추출물의�억제�작용.

미세신경교세포를 2ⅹ105농도로 24-well plate에 분주하여 배양

하였다. 12시간 안정화 시킨 후 제주조릿대 추출물를 농도별로

6시간 전처리 한 다음 200 ng/ml 농도의 LPS를 24시간 처리하

여 반응시켜 NO를 측정하였다. ###, P <0.001, (LPS를 처치하

지 않은 대조군과 비교), **, P <0.01; ***, P <0.001 (LPS를 처

치한 대조군과 비교).
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protein kinases (MAPKs)나 Akt, apoptosis-regulating

signal kinase 1 (ASK1), nuclear factor kB (NF-kB) 등은

N-acetyl cysteine (NAC)으로 세포내 ROS를 소거하면 유의

하게 억제되는 연구결과가 보고되어 왔다18-22). 즉, 종합하

여 볼 때, 이들 염증 유발 신호전달 단백질들이 ROS에 의해

증폭이 되는 것을 알 수 있고 따라서 미세신경교세포에서 주

로 Nox2에 의해 발생하는 ROS는 TLR4/2로 매개되는 염증

신호전달계의 증폭제에 해당한다고 볼 수 있을 것이다. 

따라서, 뇌의 신경염증 및 퇴행성뇌질환의 예방 및 치료제

로서 항산화제는 다양한 원인에서 오는 신경세포의 산화적 손

상을 방지할 수 있고, 동시에 미세신경교세포의 활성화, 즉 신

경염증도 억제할 수 있다. 즉, 항산화제는 뇌조직에서 신경세

포와 미세신경교세포에 이중으로 각각 작용하여 신경세포를

보호할 수 있는 것이다. 이러한 점에서 항산화제는 신경염증

과 퇴행성뇌질환의 예방 및 치료제, 기능개선제의 후보로서

매우 우수하다고 볼 수 있다. 

그러나 ROS 자체는 생리적인 상태에서는 그 자체가 이차

전령처럼 작용하기 때문에 무조건 ROS를 소거한다면 부작용

이 발생할 수 있을 것이다. 따라서 과도한 ROS의 경우를 조

정하여 정상 수준의 ROS 평형상태를 유지하는 ROS의 항상

성 (homeostasis)이 관건이리라 본다. 

노인 인구가 급속도로 증가하고 이에 따라 퇴행성 뇌질환

치료제에 대한 수요와 의료시장은 확장되어 가지만 아직까지

퇴행성 뇌질환에 대한 확실한 치료제는 개발되지 못한 실정이

다. 이러한 현실을 감안할 때 신경세포의 손상 및 사멸을 유

발시키고 뇌졸중 및 퇴행성 뇌질환의 발병 초기부터 진행과정

에서 직접적으로 관여하는 신경염증 및 산화적 손상 반응을

제어할 수 있는 신약개발물질의 탐색은 매우 중요한 치료제

개발 전략이 될 수 있을 것이다. 

제주조릿대 추출물에는 p-coumaric acid가 독보적으로 다

량 존재하며 제주조릿대 추출물이 나타내는 생리활성의 많은

부분이 p-coumaric acid에서 오는 것으로 보인다. 제주조릿

대의 신경세포 보호 기능과 관련하여 보다 구체적이고 전략적

인 연구를 위해서는 p-coumaric acid를 포함한 단일 화합물

의 연구가 정밀하게 이루어져야 할 것이다.

이 논문은 2014년도 제주대학교 학술진흥연구비 지원사업에 의

해 연구되었음. 
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