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Abstract — We examined the effect of green tea extract (GTE) and L-theanine combination on the Aβ1-42-induced memory

dysfunction. GTE and combination were administrated into mice for 3 weeks followed by injection of Aβ1-42 to induce mem-

ory impairment. GTE and L-theanine administration significantly improved cognitive ability and reduced Aβ1-42 level accom-

panied with the inhibition of neuronal cell death and activities of secretase. These results suggest that GTE and L-theanine

combination may be a useful for preventing for the development or progression of Alzheimer’s disease.
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치매(dementia)는 라틴어인 dementatus에서 유래되었으며 원

래의 뜻은 out of mind, 즉 제정신이 아님을 의미한다. 현재 정

신의학에서 말하는 치매는 정신박약이 아닌 사람이 의식이 청명

한 상태에서 통상적인 사회생활이나 대인관계에 장애를 초래할

정도로 기억을 비롯한 여러 인지기능의 장애가 있는 상태를 말

한다.1-3) 치매에서 영향을 받는 인지기능은 일반지능, 학습능력

과 기억력, 언어기능, 문제해결능력, 지남력(시간, 장소, 사람에

대한 구별 능력), 주의와 집중, 판단력 그리고 사회적 능력이다.

그와 더불어, 환자의 인격 또한 영향을 받게 된다. 따라서 치매

는 하나의 질병이 아니라 여러 원인에 의해 나타날 수 있는 증

후군으로 볼 수 있다. 결국 치매란 뇌의 기질적 병변으로 인해

후천적으로 발생하는 지적 능력을 포함한 정신기능의 쇠퇴를 뜻

하며, 이는 만성이고 대부분 비가역적이다.

현재까지 해외의 연구자들이 밝혀온 치매와 관련되어 나타나

는 병리학적 소견으로는 신경섬유 덩어리(neurofibrillary tangle)

와 신경반(neuritic plaque)이 있다.4) 신경섬유 덩어리와 신경반

은 아밀로이드 베타 펩티드(Αβ; 아밀로이드 베타)의 침착에 의

하여 생겨난다. 아밀로이드 베타는 큰 분자량의 아밀로이드 전

구단백질(Amyloid Precursor Protein: APP)의 일부가 잘라져서

생겨나는데 소수성 아미노산 잔기가 대부분인 39~43개의 아미

노산으로 구성되어 있어 스스로 응집하는 성질을 가지고 있다.5)

최근에 가족성 알츠하이머병을 일으키는 유전자로 꼽히고 있는

presenilin 1(PS1)과 presenilin 2(PS2)는 각각 14번과 1번 염색

체에 존재하는데, 이 유전자의 다양한 돌연변이가 조발성(early-

onset) 가족성 알츠하이머병의 70% 이상에서 원인으로 작용하

는 것으로 보고되고 있는데 이 유전적 원인도 과도한 아밀로이

드의 침착의 결과라고 여겨진다.6) 따라서 아밀로이드 베타 플라

그(Aβ1-42 plaques)의 형성을 억제할 수 있는 물질의 개발은 치

매치료제로서의 가능성이 높으며 현재 선진국에서 이 분야의 연

구에 집중하고 있다.

대부분의 국내연구는 치매의 생물학적 원인 규명 등에 국한되

어 있고 치매치료제의 개발에 관한 연구는 아세틸콜린 분해효소

활성억제제(acetylcholinesterase inhibitor)에 관한 연구가 대부

분인 상황이다. 그러나 아세틸콜린 분해 효소 활성 억제제는 진
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정한 의미의 치매 치료제라기 보다는 치매 증상의 완화에 목적

을 두고 있고, 또한 간독성, 소화기계 부작용 등이 크며 무엇보

다 효과에 대한 확신이 임상의에서 인정받지 못하고 있다. 때문

에 알츠하이머병을 치료하는데 가장 유망한 접근법인 알츠하이

머병 환자의 두뇌에서 특징적으로 나타나는 아밀로이드 베타 플

라그의 생성을 억제할 수 있는 물질의 개발이 절실한 상황이다.

최근의 연구 결과는 아밀로이드 베타 화이브릴이 치료를 위한 새

로운 표적으로 떠오르게 되었다.7-9)

이로 미루어, 천연에서 유래된 물질로 부작용들이 적으며, 아

세틸콜린 분해효소 활성억제 효과가 있으며, 아밀로이드 생성을

억제하거나 이에 의한 신경세포사를 억제하는 물질이라면 기억

력 개선물질로 바람직한 물질로 판단된다. 따라서 본 연구진에

서는 최근 신경보호 효과 및 아세틸콜린 억제효과와 베타

secretase 효소 억제 효과로 인지능 개선 효과가 알려졌으며,10,11)

널리 기호식품으로 애용되어 안전성이 높은 식품 중 하나인 녹

차를 선정하였다. 그리고 본 연구진에서 이전 연구에서 아세틸

콜린 분해효소 활성억제효과가 있다고 밝힌12) 녹차의 구성요소

중 하나인 L-theanine 을 혼합하여 사용할 경우 서로 다른 기전

이 서로 상가 또는 상승효과를 일으킬 수 있는 장점이 있을 것

으로 판단하였다.

따라서 본 연구에서는 녹차 추출물과 L-theanine 복합물에 대

하여 기억력 개선 효과를 알아보기 위하여 실시하였다. 치매의

원인으로 판단되는 아밀로이드를 마우스 뇌에 직접 주입하여 이

복합물의 인지능 개선 효과 및 아밀로이드 베타 형성에 관련된

단백질 발현에 대한 억제 효과가 있는지 평가하였다. 또한, 아밀

로이드 베타 1-42가 생성되는 과정에 관여하는 효소인 secretase

(beta and gamma)의 효소 활성에 미치는 영향을 평가하였으며,

뇌에서 아밀로이드 베타 1-42의 생성 역시 감소시키고 신경 세

포 손상을 경감시켜 인지력 개선 효과가 있는지를 연구하였다.

실험 방법

실험동물 및 시료

생후 8주된 수컷 ICR 마우스를 중앙실험동물(주)로부터 구입

하여, 1주간 순화시키면서 일반증상을 관찰하였고, 체중을 측정

하여 건강한 것 만을 선별하여 사용하였다. 실험동물은 충북대

학교 실험동물연구지원센터에서 GLP 수준의 관리기준에 따라

수용하고, 관리, 투여, 실험을 실시하였다. 물과 실험동물용 사료

는 자유로이 섭취하도록 하였고, 약물을 물에 녹여 투여하기 위

해 1일 평균 물 섭취량을 측정하였다. 본 실험에 사용한 녹차추

출물 및 L-theanine(Taiyo kagaku, Japan)은 (주)LG생활건강으

로부터 제공받아 사용하였다.

녹차추출물/L-theanine 병용 투여

실험동물은 평균 체중과 분산이 균질하도록 대조군(정상군),

아밀로이드 베타 투여군, 그리고 아밀로이드 베타와 녹차추출물

을 함께 투여한 시험군(12 mg/kg 군, 24 mg/kg 군) 및 아밀로이

드 베타와 녹차추출물/L-theanine 복합물을 함께 투여한 시험군

(녹차추출물 24 mg/kg+L-theanine 2 mg/kg 군, 녹차추출물 24

mg/kg+L-theanine 4 mg/kg 군)의 총 6개 군으로 10마리씩 나

누어 실험을 실시하였다(표 I 참고). 시험물질인 녹차추출물/L-

theanine 복합물은 mouse의 1일 물 섭취량을 고려하여 음용수

에 녹여 3주간 투여하였다. 마우스를 자극할만한 요인을 없애고

같은 조건 내에 사육하였다.

아밀로이드 베타 1-42의 주입

Ketamine hydrochloride/xylazine hydrochloride로 마취한 다

음, stereotaxic instrument(Stoelting, IL, USA)를 이용하여

bregma로부터 뒤쪽으로 1.0 mm, 왼쪽으로 1.0 mm, 2.5 mm 깊

이의 측뇌실로 아밀로이드 베타 1-42(BACHEM, Germany)를

주입하였다. 아밀로이드 베타 1-42는 투여 4일전에 PBS에 녹여

37oC에서 보관하여 응집을 유도한 후, 2 Mg/mouse의 농도로

1 µl/min의 속도로 3 µl를 주입한 다음, 잘 흡수되도록 주사기 바

늘을 빼지 않고 1분간 유지하였다. 행동 실험은 아밀로이드 베

타 1-42 투여 후, 3일 후에 실시되었다.

수동회피시험(Passive avoidance test)

마우스의 기억능을 측정하기 위하여 step through 장치(Med

associated Inc., VT, USA)를 사용하였다. 한쪽은 밝고 한쪽은 어

두운 부분으로 연결된 상자(4×13×10 cm) 로 바닥은 7 mm 간

격으로 grid가 설치되어 있으며 어두운 상자 부분에는 전류가 흐

르게 되어 있다. 마우스를 밝은 부분에 놓으면 마우스의 어두운

표 I −녹차추출물 및 L-theanine 투여 인지능 개선 시험군의 구성, 투여 농도 및 용량

군 성별 동물수 동물 ID
Amyloid beta 농도

(mg/mouse)
녹차추출물 농도

(mg/kg)
Theanine 농도

(mg/kg)

Vehicle(정상군) Male 10 01~10 0 00 0

Amyloid beta (Aβ) Male 10 11~20 2 00 0

Aβ+녹차추출물(저농도) Male 10 21~30 2 12 0

Aβ+녹차추출물(고농도) Male 10 31~40 2 24 0

Aβ+복합물(저농도) Male 10 41~50 2 24 2

Aβ+복합물(고농도) Male 10 50~60 2 24 4
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부분으로 가려는 성질로 인하여 어두운 곳으로 옮겨가는데 이때

전류를 2초간 0.4 mA로 흐르게 하여 mouse가 다시 밝은 곳으

로 옮겨가게 고안되었다. 24시간 후에 마우스를 위와 같은 상자

중 밝은 곳에 놓으면 전날의 전기쇼크로 인하여 상자의 검은 부

분으로 들어가지 않게 된다. 이때 밝은 부분에 체류하는 시간(최

대 180초, cut off time)을 측정하여 기억의 지표(marker)로 삼

았다.

수중미로시험(Water maze test)

빛이 물에 비치지 않게 사방에 칸막이를 설치하고 원형 물탱

크(지름 100 cm, 높이 35 cm)에 온도 22~25oC의 물을 표식통

위 1 cm 정도까지 채우고 식용색소를 넣어 바닥이 비치지 않게

만든다. 물탱크의 특정한 곳에 표식통(지름 4.5 cm, 높이 14.5 cm)

을 위치시키고, 마우스를 입수 시켜 살아 남기 위해 헤엄쳐 표식

통을 찾아가게 고안되었다. 마우스가 입수 후 표식통을 찾아 갈

때까지 소요되는 시간, 거리, 속도를 측정하여 기억의 지표

(marker)로 삼았다. 녹차추출물/L-theanine을 3주간 투여하며

training trial(물에 입수하여 표식통을 찾아가는 능력)을 시행하

였다. Training 이후 아밀로이드 베타를 투여하고 3일 후 마우스

의 기억력을 측정하기 위하여 수중미로장치를 이용하여 마우스

가 표식통에 도달한 체제시간과 거리, 속도를 측정했다. Test trial

은 총 6일간 1일 1회씩 총 6회 시행하였다.

뇌 적출 및 보관

행동약리 실험 후 마우스를 chloroform으로 마취시킨 후 PBS

로 perfusion하여 혈액을 제거하였다. Brain을 적출 후 -20oC에

서 얼린 후 대뇌피질(cortex)과 해마(hippocampus)로 분리하여

extraction buffer 를 50~100 µl를 넣어 균질화시킨 후 최종 부피

가 1 ml이 되도록 extraction buffer를 가해 잘 vortex한 뒤 2시간

동안 4oC에서 lysis시켰다. 여기에 반응이 끝나면 시료를 1.5 ml

tube에 담아 3분씩 5번 동안 vortex 하고 4oC 15,000 rpm에서 15

분간 원심분리 하였다. 원심분리 후, 상징액을 취하였다.

Secretase 활성 분석

마우스 뇌의 대뇌피질(cortex)과 해마(hippocampus)에서 α(또

는 β, γ)-secretase 활성도를 측정하기 위하여, α(또는 β, γ)-

secretase activity kit(R&D systems, Wiesbaden, Germany)를

이용하였다. Black 96-microwell plate에 50 µl의 조직 sample

lysate를 넣고 50 µl의 reaction buffer와 섞은 후, reporter로써

EDANS/DABCYL가 접합된 기질 5 µl를 첨가하여 조심스럽게 섞

어준 후 37oC에서 1시간 반응 시켰다. Reporter인 EDANS/

DABCYL은 α(또는 β, γ)-secretase에 의해 잘려져 형광을 나타

내게 되고, 형광분광계를 이용하여 Ex/Em 355/510 nm 파장으

로 형광강도를 측정하였다. α(또는 β, γ)-secretase 활성도는

fluorometric reaction으로 fluorescence unit 단위를 사용하여 나

타냈다.

아밀로이드 베타 1-42의 정량

아밀로이드 베타 1-42의 정량은 Amyloid beta 1-42 assay kit

(Immuno- Biological Laboratories Co., Ltd., Japan)을 이용하여

실시하였다. 간략히 설명하면, 뇌를 대뇌피질과 해마로 나누어

얻은 단백질 추출물 100 µl를 코팅된 96-well microplate에 넣고

4oC에서 하룻밤 동안 반응시켰다. 그 후 washing buffer로 세척

한 후, 표지된 항체 용액을 넣고 4oC에서 1시간 동안 어두운 곳

에서 반응시켰다. 다시 세척 후, chromogen을 첨가하고 실온에

서 30분 동안 어두운 곳에서 반응시켰다. 그리고 나서 stop 용액

을 넣고 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

조직처리 및 아밀로이드 축적, 세포사 염색 방법

마우스를 에테르로 마취 후 고정액인 4% paraformaldehyde

로 심장 내 관류를 하였다. 그 후 뇌를 적출하여 고정액에 하루

동안 고정 후 cryptoprotection을 위하여 30% sucrose 용액에

48시간 고정을 하였다. 고정이 끝난 조직은 Optimal Cutting

Temperature(OCT) compound 로 -70oC에서 얼린 후 microtome

을 이용하여 40 µm의 두께로 조직을 잘랐다. 그 후 DAB 법 염

색을 위해 조직을 0.01 M PBS 를 이용하여 5분씩 3번 수세 후,

endogenous peroxidase를 blocking 하기 위하여 3% hydrogen

peroxide 으로 15분간 반응시키고 수세를 하였다. 그 후 10%

BSA 로 상온에서 한 시간 blocking 하였다. Blocking solution

을 제거한 후 0.01 M PBS 로 희석한 항 아밀로이드 베타 1-42

(1 : 100 dilution, Covance, USA)로 4oC에서 하룻동안 반응시켰

다. 희석된 항체를 제거하고, biotinylated goat anti-rabbit IgG

으로 상온에서 1시간 반응시킨 후, avidin-conjugated peroxidase

complex(ABC kit, 1 : 200 dilution, Vector Laboratories)로 30

분간 반응시켰다. 수세 후 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride

(DAB, 0.02%)로 발색을 시켰다.

그리고 세포사 측정을 위하여 TUNEL assay를 실시하였다.

간략히 설명하면 조직을 4% paraformaldehyde 용액으로 15~

25oC에서 20분간 고정한 후 PBS 용액으로 30분간 세척하였다.

Permeabilisation solution(0.1% Trition X-100, 0.1% Sodium

citrate)으로 2~8oC에서 2분간 incubation한 후 Enzyme solution

(vial 1) 50 µl을 450 µl(Label solution)에 넣어 총 부피가 500 µl

가 되게 섞어 각 조직절편에 적당량 분배하여 37oC에서 1시간

반응시킨 후 DAPI(4, 2-diamino-2-phenylindole)염색시약으로 15

분간 반응시켜서 봉입하였다.

통계

연구 결과치는 one-way AVOVA로 분석하여 군별 유의성
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여부를 판결하고 그 결과 군간 유의성은 Dunnett's test로

분석하였다. *P<0.05, **p<0.01로 유의적 차이를 나타내

었다.

실험 결과

수동회피실험에서 아밀로이드 베타로 유도된 기억력 상실에 대한 녹

차추출물/L-theanine 혼합물의 기억력 회복능 효과

아밀로이드 베타에 의한 기억능 저하와 녹차추출물/L-theanine

의 보호효과를 관찰하기 위해 아밀로이드 베타 1-42 투여 3일

후 마우스를 step through 장치에 넣고 어두운 상자로 들어가

면 전기쇼크를 준 후 다음 날 밝은 상자에서 어두운 상자로 들

어가기까지 걸리는 시간을 측정하여 기억능 정도를 측정하였다.

대조군은 전날에 받은 전기쇼크를 기억해 어두운 상자로 들어

가는 시간(26.8±3.0 sec)이 training 때보다 현저히 증가하였으

나, 아밀로이드 베타 1-42 투여군은 밝은 상자에 머무른 시간

(13.0±2.7 sec)이 현저히 떨어져 기억력 손상이 유발되었음을

확인할 수 있었고, 이에 대해 녹차 추출물(12, 24 mg/kg)을 투

여한 군은 체재시간(19.7±6.2, 27.4±6.8 sec)이 용량 의존적으

로 증가하여 아밀로이드 베타로 유도된 기억력 손상에 대하여

개선효과가 있음을 확인할 수 있었다. 또한, L-theanine(2, 4 mg/

kg)과 혼합 처리군에서도 녹차추출물만 투여한 군보다 더 높은

기억력 회복 효과(29.3±12.2, 32.5±8.6 sec)를 나타내어 기억력

손상에 대한 개선효과가 있음을 확인할 수 있었고 혼합물에 대

한 효과가 녹차추출물을 단독으로 처리하였을 때 보다 저농도

에서 6%(1.9 sec), 고농도에서 약 18%(5.1 sec) 씩 증가하였다

(Fig. 1).

수중미로시험에서 아밀로이드 베타로 유도된 기억력 상실에 대한 녹

차추출물/L-theanine 혼합물의 기억력 회복능 효과

아밀로이드 베타에 의한 인지능 저하와 녹차추출물/L-theanine

의 보호효과를 관찰하기 위해 아밀로이드 베타 1-42 투여 전 미

리 training이 된 마우스를 아밀로이드 베타 1-42 투여 3일 후 1

일 1회씩 6일간 측정을 하여 관찰하였다. 거의 모든 군들은 시

간이 경과함에 따라 목표를 찾는 시간 및 거리가 줄어드나, 아밀

로이드 베타 1-42 투여 군은 3회 시행까지 다른 군에 비해 시간

및 거리가 줄어드는 정도에서 현저한 차이를 보여 인지능 감소

현상이 나타났음을 확인할 수 있었다. 첫째 날 측정 시 대조군은

목표물을 찾아가는데 평균 시간 18.5±1.2 sec, 이동거리 413.0±

44.7 cm를 기록하였으나, 아밀로이드 베타 투여군은 평균 시간

33±3.4 sec, 이동거리 653±71.1 cm를 기록하여 현저한 차이를

나타내었다. 이에 대하여 녹차 추출물 투여군(30.3±5.7 sec,

580.1±116.2 cm and 25.7±4.2 sec, 492.5±81.1 cm) 및 혼합물

투여군(18.8±2.1 sec, 395.9±44.9 cm and 17.1±3.1 sec, 379.9±

82.4 cm)은 아밀로이드 투여 군에 비해 녹차 추출물은 고농도에

서 37%, 혼합물은 고농도에서 50% 정도로 농도 의존적으로 감

Fig. 1 − Improving effects of combination of green tea extract (GTE)

and L-theanine on Aβ1-42-induced memory impairment

using step through type passive avoidance performance

test. The mice fed drinking water containing GTE (12, 24

mg/kg) and L-theanine (2, 4 mg/kg) and combination for 3

weeks. The passive avoidance performance test was then

performed after 3 days of injection Aβ
1-42

 to induce

memory impairment. Mice were given electric shock when

entered dark room in training trial. After 24 hr of the trial,

the retention time was recorded. Each value represents

mean±S.E.

Fig. 2 − Improving effects of combination of green tea extract (GTE)

and L-theanine on Aβ
1-42

-induced memory impairment

using water maze test. The mice fed drinking water

containing GTE (12, 24 mg/kg) and L-theanine (2, 4 mg/kg)

and combination for 3 weeks. Mice were given training 3

times a day for 3 days. The maze test was then performed

1 times a day for 6 days after 3 days of injection Aβ
1-42

 to

induce memory impairment. The latency time and distance

were recorded. Each value represents mean±S.E. *p<

0.05 and **p<0.01 indicate significantly different from

Aβ
1-42

 treated control.
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소하는 경향을 나타내었다. 날짜가 경과함에 따라 약간의 변화는

있지만 비슷한 패턴을 유지하며 전체적은 수치가 감소하는 것을

관찰 할 수 있었으며, 4일 째에서는 대조군 6.2±0.7 sec, 125.5±

13.7 cm, 아밀로이드 베타 투여군 16.3±0.9 sec, 345.9±16.0 cm

으로 나타났으며 녹차 추출물 투여군은 저농도 11.7±2.5 sec,

236.3±71.9 cm, 고농도 8.6±1.2 sec, 175.5±20.6 cm 그리고 복

합물은 저농도 7.3±0.6 sec, 149.3±16.9 cm, 고농도 4.0±0.8

sec, 68.2±15.5 cm으로 역시 농도 의존적으로 목표를 찾는 시간

과 거리가 차이가 나타났다. 하지만, 속력은 군별로 차이가 나지

않아(제시하지 않음), 목표를 찾는 데 걸리는 시간은 속력이 아

닌 공간 기억력에 의지하고 있음을 확인할 수 있었다(Fig. 2).

아밀로이드 베타로 유도된 아밀로이드 베타 축적에 대한 녹차추출물/

L-theanine의 억제능 효과

녹차추출물/L-theanine의 인지능 억제 효과의 아밀로이드 단

백질 발현량의 변화와 관련이 된 것인지를 확인하기 위하여 마

우스의 뇌를 적출하여, 피질(cortex)와 해마(hippocampus)로 나

눈 후, 아밀로이드 베타 1-42 정량 키트(Immnuno-Biological Co.,

Ltd., Japan)를 이용하여 뇌 중 아밀로이드 베타 1-42의 양을 정

량하였다. 아밀로이드 베타 및 시료를 처리하지 않은 음성대조

군과 녹차추출물만을 투여한 군 및 L-theanine 혼합물 투여군과

Fig. 3 − Inhibitory effects of combination of green tea extract (GTE)

and L-theanine on Aβ
1-42

-induced Aβ
1-42

 level in cortex and

hippocampus in mice. The mice fed drinking water

containing GTE (12, 24 mg/kg) and L-theanine (2, 4 mg/kg)

and combination for 3 weeks and injected Aβ
1-42

 to induce

memory impairment and then Aβ
1-42

 level was measured in

each brain region. Each value represents mean±S.E.

*p< 0.05 and **p<0.01 indicate significantly different from

Aβ
1-42

 treated control.

Fig. 4 − Inhibitory effects of combination of green tea extract (GTE) and L-theanine on Aβ
1-42

-induced Aβ
1-42

 accumulation in hippocampus in

mice. The mice fed drinking water containing GTE (12, 24 mg/kg) and L-theanine (2, 4 mg/kg) and combination for 3 weeks and

injected Aβ
1-42

 to induce memory impairment and then immunostaining was done. The each panel representatives each 6 group.

Arrow indicated Aβ
1-42

. Scale bar: 200 µm. For quantification, size of amyloid burdens was analyzed by using image analyzer (randomly

selected three mouse of each group). Each value represents mean±S.E. *p<0.05 and **p<0.01 indicate significantly different from

Aβ
1-42

 treated control.
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의 비교에서 차이가 나타났다. 아밀로이드 베타 1-42의 투여로

인해 증가한 아밀로이드 베타 1-42의 생성은 녹차추출물 및 L-

theanine과의 혼합물의 투여로 인해 감소하였다(Fig. 3).

실제 뇌 신경 조직에서 아밀로이드 베타의 축적을 확인하기

위하여 마우스의 뇌를 적출하여 마찬가지로 피질과 해마로 나눈

후, immunohistochemistry 방법을 이용하여 확인한 결과, 아밀

로이드 베타의 축적 정도가 시료를 처리하지 않은 음성대조군과

녹차추출물만을 투여한 군 및 L-theanine 혼합물과의 비교에서

아밀로이드 베타 1-42의 투여로 인해 증가한 아밀로이드 베타 1-

42의 생성 및 축적이 녹차추출물 및 L-theanine 과의 혼합물의

투여로 인해 감소하였다(Fig. 4).

아밀로이드 베타로 유도된 secretase 활성 측정

아밀로이드 단백질 발현량의 감소가 베타 아밀로이드 생성에

관여하는 효소의 변화에 의한 것인지를 확인하기 위하여

secretase 활성을 측정하였다. 아밀로이드 베타는 beta-형의

secretase 를 해마 및 피질 부위에서 과도하게 증가시킴(피질부

에서 114%, 해마부에서 157%)이 밝혀졌으며 이로 인하여 아밀

로이드 베타 생성이 크게 증가할 수 있음이 밝혀졌고, 상대적으

로 gamma 형에는 크게 영향을 주지 않음을 확인하였다. 그러나

녹차추출물 및 L-theanine과의 혼합물 투여군에서는 증가된

secretase의 활성이 억제(Aβ 투여군 대비 피질부에서 20%, 해

마부에서 20% 억제) 되었으며 거의 비 투여군 수준으로 회복

되었다(Fig. 5).

아밀로이드 베타로 유도된 세포사에 대한 녹차추출물/L-theanine

의 억제능 효과

신경독성을 가지는 아밀로이드 베타를 억제함으로써 신경세포

사를 억제하였는지를 확인하기 위하여 마우스의 뇌를 적출하여

아밀로이드 베타 처치군 및 시료를 처리하지 않은 음성대조군과

녹차추출물만을 투여한 군 그리고 L-theanine 과의 혼합물을 투

여한 군의 신경세포사의 정도를 DAPI와 TUNEL 방법으로 확

인하였다. 그 결과 아밀로이드 베타 1-42의 투여로 인해 증가한

신경세포사가 녹차추출물 및 L-theanine 혼합물의 투여로 인해

현저히 감소하였고 혼합물 투여 시 효과가 더 크게 나타났다(Fig. 6).

고 찰

알츠하이머는 노인성 치매 질환의 주요 원인 중의 하나이며,

65세 이상의 노인에게서 주로 발병하는 질환이다. 알츠하이머 환

자의 뇌에서 특이적으로 보이는 아밀로이드 베타 단백질의 축적

이 주요 원인으로 생각되고 있다.1-4) 따라서 아밀로이드 베타 단

백질의 침착을 막는 것이 병의 진전을 늦추는 주요한 치료방법

으로 여겨지고 있다. 본 연구에서는 여러 차례 보고된 항산화 물

질들의 신경세포 보호작용이 신경세포사를 억제하여 인지력 개

선에 효과가 있다는 점이 여러 번 발표된 녹차와,13-17) 녹차의 구

성성분 중의 하나인 L-theanine을 선정하였다. L-theanine은

Glutamate 유도체 형태를 띄고 있어 Glutamate의 신경독성을 경

감시키고, in vivo 실험에서 해마 부위에서 신경세포사를 막아주

Fig. 5 − Inhibitory effects of combination of green tea extract (GTE) and L-theanine on the Aβ1-42-induced secretase activities in cortex and

hippocampus in mice. The mice fed drinking water containing GTE (12, 24 mg/kg) and L-theanine (2, 4 mg/kg) and combination for

3 weeks and injected Aβ1-42 to induce memory impairment and then secretase activities was measured. Effect of combination of GTE

and L-theanine on secretase activities in the mice cortex (A) and hippocampus (B). Secretase activities were presented by the unit

enzyme activity per protein of each part of brain (nM/min/mg) as described in materials and methods. Each value represents

mean±S.E.
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어 신경보호효과가 있다고 알려졌으며,18) 본 연구팀의 연구결과

에서도 scopolamine으로 유도된 AChE의 활성을 억제하여 뇌 내

acetylcholine을 유지시켜 인지능 개선에 효능이 있음을 밝힌 바

있다(투고 중 자료). 이 L-theanine을 2가지 농도로 녹차추출물

과 혼합하여 그 혼합물의 기억력 및 학습능력 회복에 관한 병용

효과를 연구하였다.

두 물질을 병용투여 할 경우 얻어질 수 있는 장점은, 기존에

알려진 녹차의 알려진 항산화 및 신경보호효과로 인한 인지능 개

선 효능19-21)에 작용 기전이 다른 녹차의 구성요소 중 하나를 추

가 병용함으로써 서로 다른 효능기전의 보완을 통해 서로 상승

효과를 기대할 수 있었으며, 실제 실험결과 녹차추출물과 L-

theanine을 병용투여한 군에서 대부분 가장 기억력 회복 효능이

높게 나타난 결과들을 얻을 수 있었다. 행동약리 실험에서는 step-

through test와 water maze test 모두에서 녹차추출물 24 mg/kg

과 L-theanine 4 mg/kg을 병용투여한 군이 가장 기억력 회복 효

능이 높게 나타났다. 그 후 동물에서 조직을 얻어 기전연구를 수

행한 결과, secretase 활성 실험과 아밀로이드 베타 축적 관찰에

서는 뚜렷한 감소효과는 발견되었으나 병용효과를 관찰 할 수는

없었고, 아밀로이드 베타 정량 실험에서 cortex 부분에 확연한

병용효과를 관찰할 수 있었다. 특히 DAPI staining과 TUNEL

assay를 통한 신경세포사 실험에서 병용 그룹의 뚜렷한 신경세

포사 억제 효과를 확인 할 수 있었다. 이는 녹차의 주요성분인

EGCG의 연구에서 얻은 결과들과 작용기전 면에서 유사한 연구

결과이며 궁극적으로 이 혼합물은 secretase 활성억제를 통하여

아밀로이드 생성을 억제하는 것으로 판단된다. 결국 아밀로이드

억제는 녹차추출물/L-theanine이 아밀로이드에 의한 신경세포사

를 억제함으로써 기억력 감퇴를 개선하는 것으로 판단된다. 녹

차추출물의 아밀로이드 베타 응집억제 효과와 L-theanine의 신

경세포 보호작용의 시너지 효과로 인해 단독투여에 비해 보다 강

력한 기억력 및 학습능력 감퇴 억제 효과를 나타내는 것으로 보

여진다.

녹차는 예로부터 동맥경화, 암, 신경계 질환의 예방목적으로 소

Fig. 6 − Inhibitory effects of combination of green tea extract (GTE) and L-theanine on the Aβ
1-42

-induced apoptosis in the mice brain.

The mice fed drinking water containing GTE (12, 24 mg/kg) and L-theanine (2, 4 mg/kg) and combination for 3 weeks and injected

Aβ
1-42

 to induce memory impairment. Apoptotic cell death was determined by DAPI staining and TUNEL assay as described in

materials and methods. Scale bar: 100 µm. For quantification, 200 cells at 3 randomly selected areas were assessed, and the apoptotic

index was determined as the number of TUNEL-positive stained cells divided by the DAPI-positive total cell number counted ×100.

Each value represents mean±S.E. **p<0.01 indicate significantly different from Aβ
1-42

 treated control.
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비되어오고 있었으며, 항산화, 항염작용등이 일반적으로 알려져

있다.22-26) 또한 녹차는 신경계에도 많은 보호 작용이 보고되고 있

는데, amyotrophic lateral sclerosis(ALS), parkinson's disease,

ischemia 등에 유익하다는 보고가 있으며,27-30) 신경세포에서(3-

HK), an endogenous metabolite of tryptophan 대사체로 매우 신

경독성이 강한 3-Hydroxykynurenine, 6-hydroxydopamine 및

nitric oxide에 의한 신경세포의 독성을 막아주며,31,32) 무엇보다

도 본 연구결과와 유사하게 아밀로이드에 의한 신경독성도 경감

한다고 보고되었다.33) 작용기전에 대한 연구결과 동물 조직을 이

용한 실험에서 아밀로이드 베타를 형성하는 효소인 secretase 활

성 측정시험에서 녹차추출물이 그 활성을 농도별로 억제하는 효

능을 나타내었고, 그 결과로 생성되는 아밀로이드 베타 정량 실

험에서도 neurotoxic한 아밀로이드 베타 1-42의 생성이 현저히

감소되는 것을 확인할 수 있었다. BACE(beta-site APP cleaving

enzyme; identified as beta-secretase)의 발현은 여러가지 기전

에 의해 조절되는데, NF-κB(Nuclear factor kappa B), Sp1,

YY1(Yin Yang-1), PPARg(peroxisome proliferators-activated

receptor-gamma) 등의 여러가지 인자들이 활성인자 또는 억제인

자로 BACE 전사에 작용을 하며, 무스카린성 콜린 수용체의 신

호와 염증 반응, 번역 후 수정 등을 통해 조절된다.34) 아밀로이

드 자체에 의하여 secretase 의 활성이 증가한 보고는 많지 않으

나 최근의 연구에 의하면 exogeneous 하게 투입된 베타 아밀로

이드가 산화적 스트레스에 의하여 신호전달 체계의 하나인 MAP

kinase(stress associated protein kinase)를 자극하여 이것이 다

시 positive mechanism 에 의하여 BACE 단백의 발현을 증가시

켜 아밀로이드를 더 만들어 낸다는 보고가 되고 있다.35) 이들 결

과를 고려하면 뇌실로 도입된 아밀로이드가 BACE를 과발현시

키는 단계에 작용하는 MAP kinase의 활성을 녹차추출물/L-

theanine이 BACE 의 발현을 억제하고 결과적으로 아밀로이드

의 생성을 억제하여 그 결과 인지능 감퇴를 억제하는 것으로 추

정된다. 실제 본 연구진은 아밀로이드에 의하여 유도된 MAP

kinase의 활성이 EGCG에 의하여 감소됨을 세포배양에서 확인

하였으며,36) 이는 녹차추출물/L-theanine의 인지능 감소 기전 중

하나로 작용할 수 있다고 판단된다.

이처럼 녹차 추출물은 오랜 기간 널리 기호식품으로 복용되어

온 만큼 안전성이 상당히 확립되어 있는 식품이라고 할 수 있겠

으며, L-theanine 또한 녹차에 약 15% 포함되어 있는 물질로 보

고된 바로는 a no-observed adverse effect level(NOAEL) 치가

4000 mg/kg 으로 안전역이 매우 넓다.37) 녹차의 안전성에 대해

서 발표된 여러 가지 자료에 따르면. 500 mg/kg/day 로 13주 동

안 랫드에 경구 반복투여에서도 특이적인 독성이 없어 NOAEL

치가 500 mg/kg/day 라고 발표되었으며,38,39) 또한 유전독성결과

에서도(Salmonella and L5178Y tk+/- mouse lymphoma cell

assays 음성) 유전독성이 없고 500, 1000, or 2000 mg EGCG/kg

로 경구투여 후 bone marrow cells에서의 micronuclei formation

을 관찰하지 못하였다고 최근 보고 되었다.40) 또한 생식발생독

성결과 14,000 ppm까지 투여에서도 embryo-fetal toxicity,

teratogenicity가 없고 12,000 ppm EGCG에서도 reproduction

or fertility에 변화를 초래하지 않는다고 보고되었으며 생식발생

독성의 NOAEL 치는 200 mg EGCG/kg/day 이상임이 보고되었

다.41) 본 연구결과를 근거로 살펴볼 때 녹차추출물/L-theanine

복합물은 녹차추출물의 아밀로이드 베타 응집 억제 효과와 L-

theanine의 신경세포 보호효과를 동시에 얻을 수 있을 뿐 아니

라 그 이상의 시너지 효과를 얻을 수 있어 큰 이점을 가지며 효

과적으로 기억력 및 학습능력 감퇴를 막을 수 있는 물질로 판단

된다.

이상의 결과를 종합하면 녹차추출물은 동물모델에서 인지능

개선효과가 있으며, 또한 L-theanine과 혼합 투여시에도 인지능

개선효과가 있으며 작용기전상 혼합물이 더 우수한 효과를 나타

내었다. 그러므로 혼합물질이 단일물질보다 인지능 개선 효과,

안전성 및 약물효용성 면에서 치매와 같은 인지능 장애에 대한

개선 및 치료제 등에 사용할 수 있는 유용한 물질로 판단된다.
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