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Note

서   론

알츠하이머 질환은 노화와 관련하여 시간의 경과에 따라 행
동과 기억, 인지장애를 동반하는 가장 일반적인 신경퇴행성 질
환 중의 하나이다. 알츠하이머 환자의 사후 검사를 통해 뇌조직
을 확인해 보면 일반인과 다른 특징들이 나타나는데, 주로 노인
반(neuritic or senile plaques)과 신경섬유다발(neurofibrillary 
tangles)이 그것이다(Marr and Hafez, 2014). 병변의 원인들이 
몇 가지 알려져 있기는 하지만, 그 중에서도 신경독성을 나타내
는 베타아밀로이드(beta-amyloid, Aβ)라는 단백질이 뇌조직에 
축적되는 것이 알츠하이머 질환을 발병시키는 주된 요인으로 
알려져 있다(Dá Mesquita et al., 2016).
베타아밀로이드(Aβ)는 type 1 막관통단백질인 아밀로이드 전 
구체(amyloid precursor protein, APP) 단백질로부터 효소의 
작용으로 만들어진다. 일반적으로 정상인의 뇌조직에서는 a 
disintegrin and metalloprotease (ADAM)-10 또는 ADAM-

17와 같은 α-secretase의 작용으로 APP로부터 APPs-α와 C83 
(C-terminal 말단부위)을 생성하는 non-amyloidogenic 경로
가 우세하게 나타난다(Endres and Fahrenholz, 2012). Non-
amyloidogenic 경로를 거친 APP는 베타아밀로이드를 생성하
지 않으며, 생성물인 APPs-α는 오히려 신경영양성분과 신경보
호효과를 가진다고 보고되어 있다(Thornton et al., 2006; Cor-
rigan et al., 2011). 반면에 알츠하이머 환자의 뇌에서는 Aβ1-40 
또는 Aβ1-42와 같은 베타아밀로이드 펩타이드의 생성이 많아지
는 amyloidogenic 경로가 우세하게 나타나고 이들 펩타이드의 
독성에 의해 신경세포의 소실을 일으키게 된다. 이러한 신경독
성 베타아밀로이드는 β-secretase에 의해 APPs-β와 C99로 잘
리고 난 후, 생성된 C99는 γ-secretase의 작용에 의해서 베타아
밀로이드를 생성하게 되는데, 이렇게 생성된 베타아밀로이드
는 서로 쉽게 응집되어 oligomer나 fibril 구조를 형성하여 쉽게 
분해되지 않는 성질을 가지게 된다(Kayed et al., 2003; Heneka 
et al., 2015). 따라서 많은 연구자들은 알츠하이머질환의 퇴행
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lated from S. serratifolium has potential as an inhibitor of neurotoxic Aβ peptide production.
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성신경변화를 억제 또는 지연하기 위한 치료법으로 β-secretase
나 γ-secretase의 활성을 억제할 수 있는 저해제 개발에 힘쓰고 
있는 상황이다(Na et al., 2007; Weggen et al., 2007).
톱니모자반(Sargassum serratifolium)은 모자반과에 속하며 
한국과 일본 연안에 서식하는 갈조류이다. 다른 모자반류와 비
교했을 때, 기낭이 존재하여 이를 이용해 수면에서 광합성을 
할 수 있다는 공통점을 가지며, 부착기가 반상형이고 줄기 가
장자리에 끝이 뭉퉁한 가시를 내고 있다는 차이점을 가지는 것
이 특징이다(Oak and Lee, 2006). 이전의 연구에서는 톱니모
자반 주정 추출물(ethanolic extract of S. serratifolium, SSE)
로부터 사가크로메놀(sargachromenol, SCM)과 사가퀴노익
산(sargaquinoic acid, SQA), 사가하이드로퀴노익산(sargahy-
droquinoic acid, SHQA)을 분리하였다(Gwon et al., 2015). 
현재까지 이들 화합물들의 몇 가지 생리활성들이 보고되었는
데, 세 화합물 모두 항산화(Pérez-Castorena et al., 2002)와 항
염증(Kim et al., 2014; Joung et al., 2015; Jeon et al., 2014) 활
성이 공통적으로 확인되었다. 각각의 생리활성에 대한 보고를 
보면, SCM은 광노화억제(anti-photoaging, Kim et al., 2012; 
Fernando et al., 2016), 항콜린에스테라제(anti-cholinesterase, 
Choi et al., 2007), 신경생성 촉진(neurogenesis-promoting, 
Tsang et al., 2005)과 같은 활성이 보고되었고, SQA는 항비만
(anti-adipogenic, Kim et al., 2008), 신경생성 촉진(Tsang and 
Kamei, 2004), 항암(anti-carcinogenic, de la Mare et al., 2012) 
활성이 보고되었으며, SHQA는 항비만(Kim et al., 2008)과 
항당뇨(Kim et al., 2012) 활성이 보고되었다. 또한 최근에는 
SQA와 SHQA는 peroxisome proliferator-activated receptor 
(PPAR) α/γ의 천연 작용물질(agonist)로 확인되었다(Wang et 
al., 2014). 이상과 같이 SCM과 SQA, SHQA의 몇몇 생리활
성들이 보고되어 있지만 알츠하이머질환과 같은 퇴행성신경질
환에 대한 효과에 대해서는 연구된 바가 없다. 따라서 본 연구
에서는 알츠하이머질환의 발병의 주요원인물질로 알려져 있
는 베타아밀로이드 생성에 대한 억제효과를 구명하고자 하였
다. APP751은 다른 isotypes (APP695, APP770)과 함께 베타
아밀로이드 전구체 단백질의 주된 형태이며, 이를 과발현 시킨 
chinese hamster ovary cell (CHO-751)의 경우 베타아밀로이
드 생성과 관련된 다양한 연구가 보고되어 있다(Goldgaber et 
al., 1987; Påhlsson and Spitalnik, 1996; Xia et al., 1997). 따라
서, 본 연구에서는 이러한 CHO-751 세포주를 이용하였고, 이
에 톱니모자반 추출물 및 유래 화합물을 처리하고 이후 베타아
밀로드(Aβ1-42)의 생성량의 변화를 분석함으로써 퇴행성질환의 
예방 또는 억제활성을 구명하고자 하였다. 

재료 및 방법

실험재료

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)과 fetal bovine 

serum (FBS)은 Life Technology (Carlsbad, CA, USA)에서 구
입하였고 Dimethyl sulfoxide (DMSO)는 Sigma-Aldrich Corp. 
(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. CellTiter96® Aqueous 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-
2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) kit는 Promega 
(Madison, WI, USA)에서 구입하였고 human β amyloid (1-42) 
ELISA kit는 Wako (Osaka, Japan)에서 구입하였다.

톱니모자반으로부터 화합물의 분리

톱니모자반 시료의 처리는 이전의 보고(Gwon et al., 2015; 
Jeong et al., 2015)의 방법으로 수행하였다. 2015년 5월에 부산
기장에서 채취하였고, 종의 확인은 부경대학교 생태공학과 최
창근 교수가 수행하였다. 톱니모자반 시료의 처리는 톱니모자
반을 음지 또는 양지에서 자연건조 후, 마쇄하여 얻은 분말 2.0 
kg을 주정(95% 에탄올) 8 L에 넣고 70°C에서 4시간 2회 반복
하여 환류냉각 추출한 후, 진공회전 농축기로 40°C에서 주정을 
제거한 후, 추출된 잔사로서 조추출물 204.9 g을 얻었다(Gwon 
et al., 2015). 이렇게 얻은 톱니모자반 주정추출물(SSE)은 4°C 
온도에서 냉장보관하면서 실험의 시료로 사용하였다. 농축된 
추출물 15 g을 물/에탄올(9:1, v/v)의 혼합용매에 녹인 후 Phe-
nomenex Luna RP-18 (2) column (250×21.2 mm, 15 μm, 
Phenomenex, Torrence, CA, USA)이 장착된 HPLC로 3개의 
획분(fraction 1-3)으로 분리하였다. 크로마토그래피의 이동상
으로는 0.1% formic acid가 함유된 에탄올이 사용되었고, 유속
은 7 mL/min로 설정하였으며 270 nm에서 피크를 확인하였다. 
크로마토그래피 조건은 처음 A/B (90/10)-A/B (94/6)의 농도
로 33분간, A/B (94/4)-A/B (100/0) 농도로 2분간 칼럼을 평형
화하였다. 획분들은 순도를 높이기 위하여 Luna RP-18 (2) col-
umn (250×10 mm, 5 μm)이 장착된 HPLC로 유속 3 mL/min
으로 진행하였고, 각 획분의 정제 조건은 다음과 같다. Fraction 
1 (SHQA)은 A/B (85/15)-(87/13)에서 26분간, A/B (87/13)-
(100/0)에서 2분간, A/B (100/0)으로 6분간 씻어준 후에 A/B 
(87/13) 농도로 10분간 평형화 하였고, fraction 2 (SCM)는 A/B 
(91.5/8.5)-A/B (92.2/7.8) 농도로 26분간, A/B (92.2/7.8)-A/B 
(100/0) 농도로 2분간, A/B (100/0)로 6분간 씻어준 후에 A/B 
(91.5/8.5) 농도로 10분간 칼럼을 평형화하였다. Fraction 3은 
A/B (93.4/6.6)-A/B (93.8/6.2) 농도로 20분간, A/B (93.8/6.2)-
A/B (100/0) 농도로 2분간, A/B (100/0)로 6분간 씻어준 후에 
A/B (93.8/6.2) 농도로 10분간 칼럼을 평형화하였다. 크로마토
그래피는 autosampler로 자동으로 시료를 주입하는 방식으로 
50-100회 실시하여 대량의 분리물을 얻었다.

세포배양 및 처리

CHO-751 세포는 10% FBS와 penicillin (100 unit/mL), strep-
tomycin (100 μg/mL)을 첨가한 DMEM을 사용하였고, 5% 
CO2, 37°C에서 배양하였다. 배양접시에 CHO-751 세포가 
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70-80% 정도 채워지면 phosphate-buffered saline (PBS)로 한
번 씻어낸 후, 계대배양하였다. SSE와 SCM, SQA, SHQA는 
DMSO에 녹여 사용하였고, 배양세포 처리 전에 배지에 희석
하여 처리하였다.

세포독성 시험

CHO-751 세포를 96-well plate에 2×104 cells/well로 분주
하고 37℃에서 24시간 동안 배양하였다. 이후에 SSE와 SCM, 
SQA, SHQA가 농도별로 희석된 DMEM 배지로 교체하여 30
시간 동안 배양한 후에 제조사의 방법에 따라 세포생존율을 분
석하였다. MTS 용액은 FBS-free DMEM에 5% (v/v)의 농도
로 섞어 100 μL씩 처리하였다. 1시간 후에 microplate reader 
(Glomax Multi Detection System, Promega, Madison, WI, 
USA)를 이용하여 490 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.

효소면역분석법 (Enzyme-linked immunosorbent 
assay, ELISA)

CHO-751 세포를 100 mm plate에 2×106 cells/well로 분주
하고 37℃에서 24시간 동안 배양하였다. 이후에 SSE와 SCM, 

SQA, SHQA가 농도별로 희석된 DMEM 배지로 교체하여 30
시간 동안 배양한 후에 상층 배지를 모아 실험 전까지 -80℃에 
보관하였다. 상층배지에 존재하는 Aβ1-42의 양은 ELISA kit를 
사용하여 제조사의 방법에 따라 실험을 진행하였고 microplate 
reader를 이용하여 흡광도를 측정하였다.

통계 처리

본 연구의 세포 외 Aβ1-42 수준의 데이터는 평균값과 표준편차
(mean±SD)를 계산하여 나타내었다. 실험군 간의 유의성 검증
은 P<0.05와 P<0.01 수준에서 일원분산분석(one-way ANO-
VA)을 이용하여 검증하였다.

결과 및 고찰

본 연구에 사용된 톱니모자반유래 화합물들은 이전의 다른 
갈조식물 모자반속(Sargassum)에도 존재하는 것으로 확인되
었다. 그러한 갈조류로는 큰열매모자반(Sargassum macro-
carpum) (Tsang et al., 2001; Kamei and Tsang, 2003), 비틀
대모자반(Sargassum micracanthum) (Hur et al., 2008), 잔가

Fig. 1. Cytotoxicity of SSE, SCM, SQA and SHQA in CHO-751 cells. Cells were treated with SSE (Sargassum serratifoilum ethanol ex-
tract), SCM (sargachromenol), SQA (sargaquinoic acid) and SHQA (sargahydroquinoic acid) for 30 h. Viabilities of the cells were measured 
by MTS assay and their relative viabilities are shown.
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시모자반(Sargassum micracanthum), 그리고 왜모자반(Sar-
gassum yezoense) (Kim et al., 2008; Kim et al., 2012; Jeon 
et al., 2014). 그리고 육상식물로써 남미에 분포하는 Roldana 
barba-johannis에도 존재하는 것으로 확인되었다(Perez-Cas-
trorena et al., 2002). 큰열매모자반에서 분리한 SQA는 신경
돌기 성장효과를 나타내고(Tsang et al., 2001), 특히 PC12D 세
포에서 nerve growth factor (NGF)에 의한 신경세포로의 분화
에 대한 효과가 SQA 처리에 의해서 증가하는 것으로 확인되었
다 (Kamei and Tsang, 2003). 비틀대모자반에서 분리한 SQA
와 SCM의 경우 과잉증식하는 피부세포의 apoptosis를 촉진시
키는 것이 확인되었고, 이는 과잉증식에 의한 피부질환의 치료
에 효과적일 것으로 보고되었다(Hur et al., 2008). 잔가시모자
반의 SHQA는 토끼를 이용한 모델에서 뇌기저동맥의 확장을 
유도함으로써 대뇌의 혈액흐름을 원활하게 하는 것이 확인되
었다(Park et al., 2008). 이러한 활성은 뇌출혈 및 뇌허혈에 따
른 뇌손상을 완화시키는데 유용할 것으로 보고되었다. 왜모자
반의 메탄올(methanol) 추출물 및 분리된 SQA와 SHQA의 활

성은 전사인자의 일종인 PPARα/γ 두가지에 동시에 작용함으
로써 PPARγ 활성화에 의한 부작용은 줄여주면서 인슐린감수
성(insulin sensitivity)은 높여주는 효과를 나타내는 것으로 확
인되었다 (Kim et al., 2008, 2012). 이러한 활성은 2형당뇨병 및 
관련 대사성질환의 예방에 효과적일 것으로 제시되었다. 또한 
왜모자반유래 SHQA를 이용한 연구에서 피부노화를 억제할 
수 있는 항염증활성 및 그 기전이 보고되었다(Jeon et al., 2014). 
본 실험에서는 먼저 CHO-751 세포에 처리하는 시료의 독성
을 확인하기 위해 세포생존율을 확인하였고 독성을 나타내지 
않는 범위의 농도를 실험 농도로 설정하였다(Fig. 1). CHO-751 
세포에서 생성되는 Aβ1-42에 대한 SSE와 SCM, SQA, SHQA
의 효과를 평가하기 위해서 SSE를 2.5, 5 μg/mL, SCM을 2.5, 
5 μM, SQA와 SHQA를 1, 2.5 μM의 농도로 30시간 동안 처리
하였고, 상층배지를 모아 효소면역분석법을 실시하였다. 결과
에 따르면 배양 배지에 5 μg/mL의 SSE와 2.5 μM의 SHQA를 
처리 했을 때, 세포 외 Aβ1-42의 생성이 약 20% 정도 감소하는 
것을 확인할 수 있었으나 SCM과 SQA에서는 유의적인 감소
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Fig. 2. Effect of SSE, SCM, SQA and SHQA on Aβ1-42 production in CHO-751 cells. Cells were treated with SSE (Sargassum serratifoilum 
ethanol extract), SCM (sargachromenol), SQA (sargaquinoic acid) and SHQA (sargahydroquinoic acid) for 30 h. Extracellular level of Aβ1-

42 was analyzed by enzyme-linked immunosorbent assay. All data are presented as mean±SD of three independent experiments. **P<0.01 
indicate significant difference compared to non-treated control.
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는 나타나지 않았다(Fig. 2). 따라서 SSE 처리에 의해 나타나는 
베타아밀로이드 생성 억제 효과는 SSE의 구성 성분인 SHQA
에 의한 것이라 추측할 수 있었다. 베타아밀로이드는 APP로부
터 β-와 γ-secretase의 endoproteolytic 활성에 의해 생성된다. 
APP의 한 부위만을 자르는 β-secretase와 다르게, γ-secretase
는 여러 부분에 작용하는 것으로 알려져 있으며, 주로 Val40과 
Ala42에 작용하여 각각 Aβ1-40와 Aβ1-42를 생성한다(Sisodia and 
St George-Hyslop, 2002; Weggen et al., 2007). 이전의 보고에 
따르면 아나타빈이 β-secretase인 BACE1의 발현을 억제시킴
으로써 베타아밀로이드의 생성을 감소시킨다는 내용(Paris D 
et al., 2011)과 니코틴이 BACE1과 γ-secretase인 presenilin-1 
(PSEN-1)의 발현 억제를 통해 베타아밀로이드의 생성을 감소
시킨다는 내용(Nie et al., 2011), 그리고 녹차의 카테킨 성분
들이 BACE1 효소 활성 억제를 통해 베타아밀로이드의 생성
을 줄인다는 내용(Jeon et al., 2003)의 논문들이 보고되어 있
다. 따라서 SHQA가 이러한 secretase의 발현이나 효소활성을 
억제시키는지에 대해서는 더 연구가 필요하지만 위의 보고들
과 비슷한 방식으로 베타아밀로이드의 생성을 억제할 것이라 
생각된다. 또한 서론에 언급한 것처럼, 알츠하이머 환자의 세
포 외 베타아밀로이드의 축적은 만성염증이나 산화적 손상과 
많은 관련이 있다. 이전의 보고에서 SHQA가 tumor necrosis 
factor (TNF)-α로 유도되는 HaCaT 세포의 염증반응을 억제시
킨다는 내용(Jeon et al., 2014)과 항산화 활성을 가진다는 내
용의 논문(Pérez-Castorena et al., 2002)에서 알 수 있듯이, 이
러한 SHQA의 항염증과 항산화적 특성이 항아밀로이드(anti-
amyloidogenic) 활성과 함께 알츠하이머 발병을 예방하거나 진
행을 지연시키는데 유용하게 이용될 것이라 생각된다.
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