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Abstract

UltravioletB(UVB)irradiationisanimportantinducerofseveralbiological

changesin skin,including sunburn,prematureskinaging,andskin cancer,

whicharemainlymediatedbydirectDNA damageorproductionofreactive

oxygenspecies(ROS).TheincreasedgenerationofROSbyoxidativestress

cancausethedisruptionofnaturaldefensemechanisms.Greenteaisarich

source of polyphenols,and epigallocatechin-3-gallate (EGCG) is a major

constituent of green tea polyphenols.Beneficaleffects of green tea on

anticancerandantioxidantpropertieshavebeenmediatedbyEGCG.Inthis

study,effectsofEGCG oncellproliferationandUVB-inducedapoptosisof

human keratinocytes (HaCaT) were determined with UVB-induced

keratinocytes.WedemonstratedthatEGCG canstimulatetheproliferationof

theUVB-inducedHaCaT cellswithdose-dependentmanner.EGCG increased

thephosphorylationofERK andAktproteins.Futhermore,EGCG increased

Bcl-2 protein expression butdecreased Bax protein expression afterUVB

irradiation.EGCG increasedtranslocationofNrf-2from cytosolintonuclear.

UVB-induced apoptosis is suppressed via decrease of cleaved-caspase-3
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followed by reduced cleaved-PARP by EGCG treatmant.Moreover,EGCG

decreased phosphorylation ofJNK and p38 proteins.In conclusion,high

antioxidantactivityEGCG promotesthesurvivalofHaCaT cellsthroughthe

activationofprotectivecellsignaling mechanismsandinhibitsUVB-induced

apoptosisviasuppresionofcelldeathsignalingmechanisms.
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Ⅰ.서 론

최근 산업사회의 발달은 물질적,문화적으로 풍요로운 혜택을 주는 반면,

환경오염의 가장 큰 원인이 되고 있다.환경오염의 증가는 지구의 성층권

내 오존층의 파괴를 가져왔고 이로 인해 지표에 도달하는 자외선 량이 증

가하고 있다 (McKenzieetal.,1999).자외선 (ultraviolet;UV)은 태양광선

중 피부에 생물학적인 영향을 가장 많이 주는 광선으로 일반적으로 크게

UVA (320~400nm),UVB (280~320nm),UVC(200~280nm)의 세 개의

영역으로 나누어진다.파장이 짧을수록 광 에너지의 양은 증가하고,이는

구성 분자 간 결합을 파괴할 정도로 커서 인체에 많은 변화를 가져 온다

(Leeetal.,2001).

UVC는 오존층에 의해 거의 대부분이 흡수되고,UVA와 UVB만이 지표

에 도달된다.피부에 대한 자외선의 영향을 살펴보면 UVA는 진피의 유두

층,망상층 까지 영향을 미치고 탄력섬유 (elastin)와 콜라겐 (collagen)의

붕괴로 탄력감소,조기노화,모세혈관 확장 및 파괴로 피부의 기저층을 와

해시키며,피부암을 일으킬 가능성이 있다.또한 UVB는 진피 상부층까지

도달하고,급속한 화상이나 홍반을 일으킨다.화상반응의 경우 피부가 붉어

지고 (홍반),부종이 관찰되며,조직학적으로는 화상세포 (sunburncell)가

형성된다.

화상세포는 각질형성세포가 apoptosis과정을 거쳐 사망하는 세포이다.

더 진행되면 멜라닌 색소 형성,색소침착으로 선탠 (suntan)이 일어나고

손상된 피부세포를 수복하여 각화이상을 일으키게 되는데 각질층 중의 수

분감소와 살갗이 거칠어짐으로서 만성 노출 시 광노화 및 피부암을 유발한
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다 (Donaldetal.,1987;BrennerandGschnait,1979).UVB는 UV의 약 4

∼5%에 해당되지만 UVA에 비하여 1000배 이상의 일광화상을 일으키는

가장 강력한 요소이며 유전독성이 강해 (Sovobodovaetal.,2003)지구상

생물체 피부암의 주요원인의 약 90%를 차지한다 (Koh,1995).

많은 연구결과 자외선에 의한 화상반응,sunburncell형성,광발암,광노

화 현상을 일으키는 기전에는 자외선 조사 후 형성된 반응성 산소 라디칼

(reaction oxygen radical)을 들고 있다 (Stewartetal.,1996;Frenkel,

1992;KenslerandTaffe,1986).반응성 산소 라디칼은 단백질의 변성이

나 생체막 지질의 산화,DNA의 파괴 등을 일으켜 일시적이거나 영구적인

유전자 손상을 가져오며,성장과 분화에 영향을 주거나 세포외 기질 단백

질 형성에 관여하는 신호전달체계의 변화를 초래한다 (Seoetal.,2001).

자외선 조사 후 반응성 산소 라디칼의 발생을 억제하거나 반응성 산소 라

디칼을 제거하는 항산화제인 superoxide dismutase (SOD),catalase,

glutathioneperoxidase,비타민 C,비타민 E를 투여하면 sunburncell의 형

성,피부노화,피부암 발생 등이 억제된다고 알려져 있다 (Petkauetal.,

1975;Miyachietal.,1983;Dannoetal.,1984).

녹차는 한국을 비롯한 아시아지역에서 오래전부터 널리 음용되어온 차로

대표적인 항산화제이다.녹차는 차나무과 (Theaceae)의 상록관목인 차나무

(TheasinensisL.)의 어린잎을 시기별로 채취해 가공한 것을 부르는 말이

다.전통적으로 녹차는 차나무의 순이나 어린잎을 봄철 (곡우(4/20)~입하

(5/6)사이)에 채취하여 산화효소를 파괴하여 발효를 방지시킨 것으로 완전

히 발효시킨 홍차와 반쯤 발효시킨 반 발효차와 구분하여 부르고 있다 (김

외,2003).

녹차의 항산화능은 녹차에 함유된 polyphenol에 의하며 flavanols,
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flavandiols,flavonoids그리고 phenolicacids등을 포함한다 (Kim,2004).

특히 polyphenol함량의 약 70% 이상을 차지하고 있는 catechin류는

flavan3-ol구조의 화합물로서,무색,수용성이며 강한 항산화 능을 가지

고 있다.또한 녹차 특유의 수렴성 쓴맛을 제공하며 (Khokhar and

Magnusdottir,2002;Oh etal.,2004)녹차 한잔에는 100 mg 내외의

catechin이 함유되어 있다 (Graham,1992).Catechin은 지질 과산화를 억제

하고 과산화물 (superoxide)의 형성을 억제하는 강한 항산화능 (Hyonand

Kim,2001;CrespyandWilliamson,2004;Giuglianoetal.,1996)이외에

도 혈압강화작용 (Haraetal.,1987)및 혈소판 응집저해활성 (Yayabeet

al.,1989)등 심순환기계 질환의 예방에 탁월한 효과와 함께 혈당강화 효과

(Hodgsonetal.,1999;Vanetal.,1999;Kuttan,2002)가 있는 것으로 보

고되었다.또한 혈중 콜레스테롤을 저하시키고 (HyonandKim,2001),동

맥경화의 억제 효과가 알려져 있으며 혈청 중의 지질농도를 저하시키고,

중성지질의 생성을 억제하여 비만을 방지하며,모세혈관의 저항력도 증진

시킨다 (Packetal.,1997).그밖에 항박테리아,항바이러스,항발암작용,위

액분비 촉진,이뇨작용,항염증 효과 등 다양한 생물학적 활성과 약리학적

효과를 가지는 것으로 보고되었다 (KatiyalandMukhtar,1997;Santosh

etal.,1993).녹차 중의 주요 카테킨은 (-)-epigallocatechin3-O-gallate

(EGCG),(-)-epigallocatechin (EGC),(-)-epicatechin 3-O-gallate(ECG),

(-)-epicatechin(EC),(+)-gallocatechin(GC),(+)-catechin(C)등이 있으며

(Lin,1995)그 중에서 EGCG는 항산화기능이 가장 강력한 것으로 평가되

고 있다 (Fig.1).항산화제로 널리 이용되는 비타민 E보다 25배,비타민 C

보다 100배 더 효능이 있다 (Kangetal.,1999).동시에 고농도에서는 특

정 암세포에서 apoptosis를 오히려 유도하는 항암효과도 보고되어 다양한

기능을 갖고 있는 물질로 현재 인체에 있어서 그 유용성 및 그 기전에 많
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은 연구가 활발히 진행 중에 있다 (Weiatal.,1999;Mukhtarand

Ahmad,2000).

특히 신체와 외부의 경계인 epidermalkeratinocyte은 정기적,연속적으

로 자외선 뿐 만아니라 chemical을 포함한 다양한 환경적 및 생리적 스트

레스에 노출되어 있다.Humankeratinocyte(각질형성세포)는 때때로 이러

한 유해한 자극에 apoptosis가 일어나거나,그렇지 않으면 생존할 수 있는

신호전달을 개시한다 (Dicker-Cohenetal.,2003).Humankeratinocyte는

표피를 구성하는 가장 주된 세포로 각질을 형성하여 피부를 보호하는 기능

이외에도 여러 사이토카인 (cytokines)을 생산하여 다양한 염증반응과 면

역반응에 관여할 뿐만 아니라 주위 세포의 성장에도 관여한다 (Leeetal.,

2005;Sestoetal.,2002;Lemaitreetal.,2004).

세포는 세포외부에서 자극을 받으면 자극의 종류에 따라 증식,분화,세

포사멸 (apoptosis)등의 적응반응을 나타낸다.세포는 세포막의 수용체로

외부의 자극을 감지하고,수용체의 세포질 내에 존재하는 효소활성을 변화

시킴으로써 세포 내 신호를 생성한다.수용체의 정보는 세포질 내의 신호

전달체계에 따라 증폭되고,궁극적으로는 유전자 조절의 장(場)인 세포핵으

로 전달된다.환경의 스트레스에 대해 다양한 적응반응 중 특히 현저한 것

은 MAPK (mitogen-activatedproteinkinase)의 활성화를 매개로한 대처

이다 (오 외,2006).MAPKinase는 세포 외부에서 세포 내부의 핵으로의

정보전달을 담당하는 중요한 세포내 신호전달 시스템의 하나로 ERK

(extracellular signal regulated protein kinase), p38, JNK (c-Jun

N-terminalkinase)의 세 가지 경로로 구성되어 있다 (Verheijetal.,

1998).
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염증성 사이토카인이나 스트레스,DNA 손상 등의 외부 스트레스에 의

해 MAPK가 활성화되며 3단계의 kinase연쇄반응을 가진다.이 경로의

중요한 기능은 스트레스의 양과 질에 따라 생존을 유도 할 것인지 혹은 세

포사멸을 유도하여 손상된 세포를 제거할 것인지를 결정하는 것이다 (오

외,2006). ERK는 세포의 증식과 분화과정에 관여하는 중요한 MAPK이

며, 또한 p38는 외부 스트레스에 의해 활성화 되어 각질형성세포의 분화

와 apoptosis를 조절하고 (Eckertetal.,2002),JNK는 신호전달 경로와 함

께 염증 반응과 관련된 activatorprotein-1(AP-1),COX-2둥의 발현을

증가 시키는 것으로 보고되고 있다 (Bachelor and Bowden,2004).

Caspasefamily또한 연쇄신호전달을 통해 세포사멸을 실행하는 것으로 알

려져 있다 (Cemelietal.,2002).한편 또 다른 세포생존기전중의 하나는

PI3K(phosphatidyl-inositol3-kinase)pathway이다.이 kinasecascade는

일련의 중요한 중간 매개체들을 활성화시키며 Akt(serine /threonine

proteinkinase)경로의 활성화를 통해 세포사멸을 저해한다고 보고되어진다

(오 외,2006).

또한 UVB자극을 받으면 외인성 항산화제가 없어도 체내 항산화 시스

템이 가동이 된다.그 기전의 하나로 내인성 항산화제인 SOD,catalase등

의 항산화 효소의 발현이 증가하게 되는데 이것을 조절하는 단백질이

Nrf-2이다.외부의 자극으로부터 세포질의 Nrf-2가 활성화되고 결합되어

있던 keap 1 단백질과 분리되면서 Nrf-2가 핵 안으로 이동하게 되고

antioxidant response element (ARE)와 결합하여 SOD, catalase,

hemeoxygenase-1(HO-1),NAD(P)H quinoneoxidoreductase1(NQO1),

glutathioneS-transferaseA2(GSTA2)등의 단백질들을 생성한다.이 단

백질들은 UVB로부터 생성된 ROS를 제거하여 세포를 보호한다 (HirotaA

etal,2005).
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이러한 세포 신호 전달 경로에 대한 EGCG의 효과에 관하여 여러 연구

들이 보고되고 있다 (Chungetal.,2003;Santoshetal.,2001;Hisayoshi

Kondoetal.,2004).따라서 본 연구에서는 위의 연구 결과들을 바탕으로

하여 humankeratinocyte인 HaCaT cell에 UVB를 조사하여 인위적으로

스트레스를 부여하여 ROS의 생성을 유도한 후, EGCG의 투여로 HaCaT

세포에서 일어나는 세포생존 및 세포사멸 과정의 항산화 신호전달 체계와

관련된 녹차 EGCG의 세포 보호 효과 대해 규명하고자 한다.
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Figure1.Chemicalstructureof(-)epigallocatechin-3-gallate(EGCG)
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Ⅱ.재 료 및 방 법

1.재료

DulbeccòsmodifiedEaglèsmedium (DMEM),penicillin-streptomycin

용액, 0.25% tripsin-EDTA, fetal bovine serum (FBS)는 HyClone

LaboratoryInc.(Logan,UT)로부터 구매하였다. MTT (methylthiazole

tetrazolium),DMSO (dimethylsulfoxide),HBSS (Hanks’balancedsalt

buffer)는 SigmaChemicalCo.(St.Louis,MO)로부터 구매하였다.Protein

standardmarker는 BIO-RADLaboratories(Hercules,CA)의 것을 사용하

였으며,enhancedchemiluminescence(ECL)detectionkit는 PerkinElmer

Life science (Wellesley,MA)로부터 구매하였다.pAKT,Akt,ERK,

pJNK,pp38,PARP,caspase-3,Nrf-2,p-p38,Bcl-2,tubulin및 actin의 1

차 항체와 2차 항체는 SantaCruzBiotechnology(SantaCruz,CA)로부터

구매하였다.Cleaved caspase-3와 pERK는 CellSignaling Technology

Inc.(Danvers,MA)의 것을 사용하였다.1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl

(DPPH)는 SignalingChemicalCo.(St.Louis,MO)의 것을 사용하였고

L-ascorbicacid는 ShinyopureChemicals사 (Osaka,Japan)제품을 사용

하였다.
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2.실험방법

1)Humankeratinocyte(HaCaT cell)세포 배양

HaCaT 세포는 10% FBS와 penicillin/streptomycin(10㎕/ml)을 첨가한

DMEM 배양액으로 37℃,5% CO2배양기에서 배양하였다.

2)세포 독성 실험 (MTT assay)

96-wellplate에 HaCaT를 2.5×10
4
cells/well로 접종하여 24시간 배양

하였다.시료를 처리하기 전 FBS가 없는 DMEM 배지에서 24시간 배양하

였다.DMSO와 PBS를 처리한 대조군과 UVB만 처리한 실험군,EGCG만

처리한 실험군으로 나누어 실험하였다.MTT 시약은 DMSO에 5mg/ml의

농도로 녹여 보관하였으며 FBS가 없는 DMEM 배지 95㎕에 MTT 시약

5㎕를 혼합하여 사용하였다.MTT 시약 처리 후 세포는 37℃에서 1시간

동안 배양하였으며 ELISA reader를 이용하여 490nm에서 흡광도를 측정

하여 세포의 생존율을 비교하였다.

3)ROS측정

12-wellplate에서 배양한 HaCaT 세포에 시료를 처리한 다음 PBS로 두

번 세척하고 HBSS에 20μM DCFH-DA를 처리하였다.세포를 37℃에서

30분 동안 배양한 다음 상층액을 spectrofluormetry로 측정하였다.여기

파장은 485nm,방사 파장은 523nm에서 측정하였다.
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4)DPPH assay

EGCG의 항산화 효능은 DPPH assay를 이용하여 freeradical소거능력

을 측정하였다 (Yoshidaetal.,1989).각 농도별 시료 (10～480μg/㎖)를

메탄올에 녹인 뒤 4㎖씩 취하고,1.5×10̄
4
M 농도로 메탄올에 용해시킨

DPPH 용액 1㎖와 잘 혼합하였다.실온에서 30분간 방치한 후 520nm에

서 흡광도를 측정하였다.대조군에는 시료를 첨가하지 않고 용매인 메탄올

로 측정하여 유리 라디칼의 소거 활성을 백분율로 나타내었다.

5)배양한 세포에 자외선(UVB)조사 및 EGCG처리

자외선 조사는 UVBlamp를 사용하였으며,조사 시에는 세포 배양 용기

에서 배지를 제거하고 phosphatebufferedsaline(PBS)로 2회 세척한 후

배양 용기의 크기에 따라 적당량의 PBS로 세포를 덮은 후 UVB (280～

320nm)50mJ/㎠을 조사하였다.Dr.HönleUV meter를 사용하여 광원을

측정 한 후 거리에 해당하는 시간을 조절하여 조사하고자 하는 광량을 선

택하여 조사하였다.UVB조사 후 PBS로 1회 세척한 후 0μM,1μM,5μ

M,10μM의 농도의 EGCG를 배지와 1:1000로 희석하여 EGCG를 처리하

였다.이후 발현되는 단백질에 따라서 시간을 달리하여 배양하였다.

6)Westernimmunoblot

6-wellplate에서 배양한 HaCaT 세포를 phosphatase저해제가 첨가된

ice-coldPBS로 두 번 세척하였다.그 다음 각 well에 lysisbuffer(50

mM Tris-HCl,pH 7.4,150mM NaCl,1% TritonX-100,1% SDS,1%

NonidetP-40,1mM EDTA,1mM DTT,200nM aprotinin,20 μM

leupetin,50μM phenanthroline,280μM benzamidine-HCl)과 10×protease

inhibitorcocktail을 9:1비율로 만든 lysisbuffer를 넣고 얼음 위에서 30분



11

간 lysis한 후 cellscrapper로 cell을 모은 뒤 12,000rpm 4℃에서 20분간

원심분리시켰다.원심분리 후 상층액에 SDS-PAGE용 samplebuffer를 3:1

의 비율로 첨가하여 100℃에서 5분간 가열하여 전기영동용 sample을 만들

었다.40μg의 단백질을 SDS-PAGE를 통하여 분리하였으며 nitrocellulose

membrane으로 분리된 단백질을 이동시켰다.Membrane은 5% skim-milk

가 포함된 plainbuffer(20mM Tris-HCl,pH 7.5,136mM NaCl)로 1시

간 동안 blocking하였으며 그 후 1차 항체를 적당한 비율로 희석하여 4℃

에서 16시간 반응시켰다.washingbuffer로 20분씩 3회 세척하고 난 후 2

차 항체를 1:5000으로 희석하여 4℃에서 1시간 동안 반응시킨 다음

washingbuffer로 20분씩 3회 세척하였다. ECLdetectionkit를 사용하여

발광시켜 사진으로 현상하였다.

7)핵 획분 추출

Nrf-2의 발현량을 측정하기 위해 Nuclearextract방법을 사용하였다

(Kangetal.,2008).세포 배양 후 약 80% 정도 세포가 자라면 UVB를 조

사한 후 EGCG를 투여하여 6시간 배양하였다.PBS로 2회 세척한 후 PBS

를 이용하여 cell을 회수 하였다.그 다음 1200rpm에서 5분간 원심분리

후 상층액을 제거하였다.Celllysate에 1×HypotonicBuffer를 첨가해 4℃

에서 15분 동안 방치한 후 detergent를 넣고 13000rpm에서 1분간 원심분

리하였다.상층액을 새로운 tube에 옮기고,흡광도를 측정한 후 cytosol

fraction으로 사용하였다.

침전물에 CompleteLysisBuffer를 넣어 150rpm에서 30분 동안 반응시킨

후,13000rpm에서 20분간 원심분리하였다.상층액의 흡광도를 측정한 후

nuclearfraction으로 사용하였다.
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8)통계

본 실험에 대한 모든 실험 결과는 mean±S.E.로 나타내었고,실험군

간의 유의성은 SPSSver.10.0프로그램을 사용하였다.
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Ⅲ.결 과 및 고 찰

1.UVB및 EGCG의 HaCaT 세포에 대한 독성

UVB 조사량에 대한 세포의 안정성을 측정하기 위하여 HaCaT 세포를

96-wellplate에 배양하여 무혈청 배지에서 24시간 배양한 다음 0,25,50,

100mJ/㎠의 UVB를 조사한 후 24시간 동안 배양한 후 세포독성을 MTT

로 측정하였다.Fig.2에 나타난바와 같이 25mJ/㎠의 UVB처리에 의하여

26% 정도의 세포사멸이 일어났으며,50mJ/㎠의 UVB처리에 의하여 50%

정도의 세포사멸이 일어났다.그리고 100mJ/㎠의 UVB 처리에 의하여

70% 정도의 세포사멸이 일어났다.따라서 UVB에 의한 세포처리는 세포의

50% 가량이 생존 가능한 상태인 50mJ/㎠에서 세포를 처리하여 EGCG에

의한 효과실험을 진행하였다.

Fig.3은 EGCG에 의한 세포 독성을 나타낸 것으로 0,0.5,1,5,10,50

μM의 EGCG를 UVB를 조사하지 않은 HaCaT 세포에 처리 하였다.그 결

과 0～10μM의 농도로 처리한 결과 HaCaT세포의 증식에 영향을 미치지

않는 것으로 나타난 반면,50μM로 처리한 구에서는 세포생존율이 50%

이하로 감소하는 결과를 나타내었다.이러한 결과는 50μM의 EGCG가 세

포의 항산화능을 증가하기 보다는 오히려 세포 독성을 유발하는 것으로 나

타났다. 이러한 결과의 원인은 항산화제인 EGCG가 산화촉진제

(prooxidant)로서의 성질을 가지고 있어서 오히려 고농도에서 세포 독성을

일으킬 수 있다는 주장과 일치하고 있다 (Yangetal.,1998).이상의 결과
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는 UVB는 조사량에 비례하여 세포사멸을 유도하며 높은 농도의 EGCG

는 오히려 항산화효과보다는 산화촉진제로써 작용하여 세포사멸을 유도한

다는 보고와 일치하고 있다 (VanLeathem etal,.2005).위의 결과에 따라

UVB로 처리된 HaCaT세포에 대한 EGCG의 세포보호효과를 분석하기 위

한 실험은 50mJ/㎠의 UVB처리조건과 10μM 이하의 EGCG농도 범위

내에서 실시하였다.
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Figure2.Dose-dependenteffectofEGCGintheviabilityofHaCaTcells.

HaCaTcellswerepreincubatedwithoutFBSfor24hrat37℃ andthenirradiated
withUVBatvariousradiationof25or50or100mJ/cm

2
.Valuesthatsharethe

differentsymbolsarestatisticallydifferent(*p<0.05,**p<0.01).Datarepresentthe
mean±SEM of3experiments.



16

Figure3.CytotoxicityofEGCGonHaCaTcells.

HaCaTcellspreincubatedwithoutFBSfor24hrat37℃ wereculturedwith
differentconcentrationofEGCGfor24hr 37℃.Cellviabilitywasmeasuredby
MTTassay.Valuesthatsharethedifferentsymbolsarestatisticallydifferent
(**p<0.01).Datarepresentthemean±SEMof3experiments.



17

2.EGCG의 활성산소종(ROS)생성 억제효과

UVB 처리에 의한 HaCaT 세포내 ROS의 변화를 측정하기 위하여,

UVB로 처리된 HaCaT 세포에 0-10μM의 EGCG를 처리한 후에 세포내

활성산소 농도를 DCFH-DA 형광 probe를 사용하여 측정하였다.무혈청

배지에서 24시간 동안 배양한 세포를 50mJ/cm
2
으로 처리한 결과,50

mJ/cm
2
의 UVB조사에 의해 HaCaT세포내에서의 ROS농도가 35% 가량

증가하는 것으로 나타났다 (Fig.4).그리고 UVB로 처리된 세포에 0-10

μM의 EGCG를 처리한 결과 ROS생성이 농도 의존적으로 감소함을 알 수

있었다.

세포내 활성산소종은 일정 농도 이상 생성 시에 세포사멸에 관여하는

단백질을 활성화시켜 대부분 생명체의 기관에서 세포 사멸을 일으키며,특

히 자외선에 의한 염증 반응,일광화상세포 형성,광발암,광노화 현상 등

의 원인으로도 중요한 역할을 한다고 보고되고 있다 (Kensler,1986;

Frenkel,1992;Stewartetal.,1996).ROS의 세포사멸에 대한 효과와 같이

본 실험에서도 UVB 조사에 의해 ROS생성이 증가되어 HaCaT 세포의

사멸을 유도하는 것으로 판단되며,세포독성 분석결과와 일치함을 알 수

있었다.
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Figure4.EffectofEGCG onintracellularROSlevelinUVB-inducedHaCaT

cells.

HaCaTcellsgrowntonearconfluencywereexposedto50mJ/cm2ofUVBalone
orpost-treatedwiththeindicatedconcentrationofEGCG andharvestedafter24
hr.Intracellularreactive oxygen species were measured by DCFH-DA with
fluoroscencemetry.Valuesthatsharethedifferentsymbolsarestatisticallydifferent
(**p<0.01).Datarepresentthemean±SEMof3experiments.
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3.EGCG의 DPPH radical소거능

이상의 실험에서 EGCG는 강력한 항산화제로 UVB자극으로 인해 세포

내 생성되는 활성 산소 종 (ROS)을 소거하여 직접적으로는 ROS를 소거하

여 항산화효과를 발휘할 뿐만 아니라,간접적으로는 세포내 구성성분인

DNA,단백질,지방 등의 손상을 방지함으로써 세포보호효과를 나타낼 수

있는 것으로 평가되었다.이러한 EGCG의 항산화능은 vitaminA,C,E등

과 같은 항산화 비타민보다 더 탁월한 것으로 알려져 있다 (Surh,2004).

따라서 항산화 비타민 중 비타민 C (L-ascorbicacid)와 EGCG의 항산화

제로서의 항산화 활성을 측정,비교하였다.

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)는 자신이 가지고 있는 홀수의 전

자 때문에 520 nm에서 강한 흡수 band를 보이나,전자나 hydrogen

radical을 하나 받으면 phenoxyradical을 생성하여 흡수 band도 사라지고

안정한 분자가 된다.또한 공여된 전자는 비가역적으로 결합하여,그 수에

비례하여 진보라색의 DPPH의 색깔은 점점 옅어지게 되고,opticaldensity

(O.D)도 감소하게 된다 (Blois,1958;Yoshidaetal.,1989)는 원리에 따라

실험을 하였다.

실험 결과,유리 라디칼의 생성을 50% 제거 할 수 있는 농도를 나타내

는 EC50(Effectiveconcentration50)값이 EGCG는 1.1μg/ml을 나타내었고,

양성대조군으로 같이 측정한 L-ascorbic acid의 EC50은 4.2 μg/ml로

L-ascorbicacid에 비해 EGCG가 약 4배 정도의 높은 유리 라디칼의 소거

능을 보여 주었다 (Fig.5).
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Figure5.MeasurementofDPPHradicalscavengingactivity.
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4.UVB처리된 세포에 대한 EGCG의 효과

세포는 자외선과 같은 외부 스트레스를 받을 경우 스스로 회복 가능한

경우 세포내 생존기전을 통하여 손상된 세포내 소기관이나 거대분자를 복

구시킴으로써 생존을 위해 적응하거나,또는 스스로 치유할 수 없을 정도

로 결정적인 손상을 받게 되는 경우에 변이세포로 전환되는 것을 방지하기

위하여,세포사멸 (apoptosis)에 관련된 단백질들을 활성화하여 세포자살을

일으킨다 (최,2004).세포 사망 (celldeath)에는 두 가지 기전이 있는데 외

부적 환경의 변화에 의해 급격히 일어나는 수동적 죽음인 괴사 (necrosis)

와 세포내부에 존재하는 자살 프로그램의 신호에 의해 개시된 세포내 여러

유전자들이 발현되거나,단백질들이 활성화됨으로써 일어나는 능동적인 죽

음인 세포사멸 (apoptosis)이 있다 (조 외,1998).자외선에 의한 세포사망

은 한꺼번에 많은 양의 자외선 조사 시 세포괴사 (necrosis)가 일어나기도

하지만 대부분은 apoptosis기전에 의해 이루어진다.

세포 증식 (proliferation)과 세포사멸 (apoptosis)은 여러 가지 단백질이

관여하는 복잡한 생물학적 현상으로 유전적으로 조절되고 있다.Apoptosis

는 직․간접적으로 caspasefamily,MAPkinase중 JNK 및 p38의 활성화

에 의해 유도되며 Bcl-2family의 활성화에 의해 억제된다.HaCaT세포에

서 UVB에 의한 ROS의 증가로 Fas와 FasL복합체가 형성되어 caspase-8

이 활성화된다.Caspase-8은 2종류의 경로를 통해 apoptosis를 유도하는데

하나는 caspase-8가 직접 caspase-3를 활성화시켜 apoptosis를 유도하는

경로이며,또 다른 하나는 Bid를 절단하여 활성화하고 cytochromec가 미

토콘드리아에서 세포질로 유리되어 caspase-9가 활성화되어 caspase-3를

활성화시킴으로써 apoptosis을 유도하는 경로이다. cytochrome c가
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caspase-9을 활성화시키는 후자의 과정에서 Bcl-2의 제어를 받는다 (오

외,2006).

Bcl-2family는 Bcl-2,Bcl-xL과 같은 apoptosis을 억제하는 단백질과

Bax,Bid와 같이 apoptosis을 촉진하는 단백질이 있다 (오 외,2006).즉,

세포성장 인자나 외부자극 등이 수용체에 결합하나 자극하게 되면 PI3K등

이 활성화되고,이것은 Akt등과 같은 하부구조 인산화 효소 (down

stream kinase)를 인산화시켜 활성화시킨다.이들에 의해 Bad가 인산화되

면,인산화 된 Bad가 Bcl-2나 Bcl-xL단백질로부터 분리되어 최종적으로

Bcl-2나 Bcl-xL은 세포사멸 억제 단백질의 기능을 수행하게 된다.또는,

Bcl-xL이 Bax에 대한 세포사멸작용을 억제하여 세포의 생존을 유도하기

도 한다 (조 외,1998).Chungetal.,(2003)의 연구에서는 UVB 조사 후

EGCG를 농도별로 처리한 군에서 Bax의 발현량이 감소하는 반면,Bcl-2의

발현량은 증가하는 경향을 보였는데 그 결과 apoptosis가 저해된 것으로

나타났다.

JNK,p38은 자외선을 포함한 외부의 여러 스트레스성 자극에 의해 활성

화된다.JNK (c-JunN-terminalkinase)는 자외선 조사에 의해 전사인자

인 c-Jun의 말단에 있는 63번째와 73번째의 Ser잔기를 인산화 하는 단백

질 kinase이다.JNK경로가 활성화되면 인산화된 JNK는 핵에 축적되고

apoptosis유도한다.p38또한 자극에 의해 인산화되어 apoptosis를 유도한

다 (오 외,2006).이와 같은 신호전달 경로에 대한 EGCG의 보호 효과에

대한 연구 중,Santoshetal.,(2001)의 실험은 UVB조사 후 EGCG를 투

여 한 다음 배양시간을 달리하여 측정한 결과 JNK와 p38의 인산화가 감

소하는 경향을 보였다.즉 EGCG가 이 두 단백질의 활성화를 억제함으로

써 apoptosis를 저해한다고 보고하고 있다.

또한 외부 스트레스에 대한 Akt와 ERK의 활성화는 세포 생존 및 증식
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에 필수적인 역할을 담당하는 신호 전달 경로이다.MAPkinase종류 중

하나인 ERK 경로는 세포 성장 인자,사이토카인 등을 인지하여 활성화된

후 세포 내로 증식 및 생존에 관련한 신호를 전달하는 것으로 알려져 있다

(Pearsonetal.,2001).또 다른 세포 생존 관련 신호전달경로인 Akt는

PI3K (phosphatidyl-inositol3-kinase)에 의해 매개되며 Akt경로의 활성

화는 cytochrom C의 방출과 procaspase-3,procaspase-9의 활성화를 억제

하여 apoptosis를 저해한다고 보고되고 있다 (KulmsandSchwarz,2002).

이를 증명하는 실험으로 Chungetal.(2003)의 연구에서 UVB 조사 후

EGCG를 농도별로 처리한 군에서 Akt과 ERK의 인산화가 증가되는 것이

증명되었다.반면,HisayoshiKondoetal.(2004)의 실험에서 자외선 처리

된 각질세포에 EGCG를 처리함으로써 caspase-3의 활성화를 억제하고 그

결과 그 down-stream 단백질인 PARP의 단편화를 억제하는 EGCG의 세

포보호 효과를 증명함으로써 EGCG가 자외선 처리된 각질세포에 대하여

antiapoptosis효과가 있다는 것을 입증하였다.

따라서 본 실험에서는 위의 이론과 보고들을 바탕으로 EGCG의 효과를

측정하기 위해 50mJ/㎠의 광량으로 UVB를 HaCaT 세포에 조사하여

apoptosis를 유도한 상태에서 EGCG를 투여한 후 신호전달체계에서 발현

되는 여러 단백질들의 변화를 관찰하여 그 기전을 증명하고자 하였다.즉

EGCG가 UVB에 의해 유도되는 caspase-3,PARP,JNK,p38등의 활성화

저해를 통해 세포사멸 (apoptosis)을 저해할 수 있는지와 ERK와

PI3K/Akt,Bcl-2등의 활성화를 통해 세포증식 및 생존에 관여하는지 확

인하기 위하여 실험을 실시하였다.또한 Nrf2의 세포질에서 핵으로의

translocation정도를 측정함으로 EGCG에 의한 항산화효소의 전사 유도를

측정하였다.
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4-1.UVB조사 후 EGCG에 의한 HaCaT 세포 증식효과

ERK와 Akt이 인산화되면 apoptosis가 저해되고 세포성장이 촉진된다고

알려져 있다 (Chungetal.,2003).따라서 UVB 조사에 의해 손상을 받은

HaCaT 세포에 EGCG처리 농도와 시간에 따른 세포 증식의 정도를 확인

하기 위하여 westernblot을 통해 ERK와 Akt의 인산화정도를 측정하였다.

Fig.6에서와 같이 대조군과 비교 했을 때 UVB만 조사한 군에서는 UVB

자극으로 인해 ERK의 인산화가 감소하였으나,1μM,5μM 및 10μM의

EGCG를 처리함으로써 ERK단백질의 인산화 (phosphorylatedERK)가 농

도의존적으로 증가하여,10μM의 EGCG 처리에 의하여 정상으로 회복되

는 것으로 나타났다.반면에,totalERK발현량은 모든 농도에서 동일하였

다.따라서 EGCG가 UVB의 자극으로 인해 감소된 ERK의 인산화를 증가

시킴으로써 세포를 보호하는 것으로 보여 진다.

현재까지 알려진 바에 의하면,PI3K은 phosphatidylinositol-3-phosphate

를 인산화시켜,다음으로 인산화된 Akt은 세포막으로 이동한 후 활성을 갖

게 된다.활성화된 Akt는 다시 Bcl-2family나 Bad,caspase-9와 같은 세

포의 생존에 관여하는 target단백질들을 인산화시켜 세포사멸을 저해하고

세포 생존을 촉진하는 것으로 알려져 있다 (Dattaetal.,1997;Cardoneet

al.,1998).

본 실험 결과에서도 대조군과 비교했을 때,EGCG 농도 의존적으로

PI3K와 이것의 직접적인 downstream target인 Akt 인산화

(phosphorylatedAkt)가 증가되었고,totalAkt의 발현량 또한 대조군과 비

교시 변화를 보이지 않았다.이것은 EGCG가 PI3K 및 Akt경로의 활성화

를 통해 apoptosis를 저해하고 세포 생존에 기여함을 증명하는 결과이다
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(Fig.6).

또한 Akt인산화의 증가는 Bcl-2,Bad,caspase-9등의 신호전달에 영향

을 주어 apoptosis를 억제하는 것으로 보인다 (Fig.9).

본 실험결과,UVB에 의한 자극을 받은 HaCaT 세포에서 EGCG는 농

도 의존적으로 ERK와 PI3K와 Akt의 활성화를 통해 세포의 생존 및 성

장을 촉진함으로써 녹차 추출물인 EGCG가 항산화 효과를 가지는 것으로

나타났다.
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Figure6.TheeffectofEGCG onthephosphorylationofPI3K/AktandERK
1/2inUVB-inducedHaCaTcells.

CulturedkeratinocyteswereincubatedwithEGCG(0-10μM).After24hr,thecells
wereirradiatedwithUVB (50mJ/cm

2
)andculturedfor1hr.Bandsshownare

representativeoftriplicateexperiments.A)EGCGaugmentedUVB-inducedPI3K/Akt.
B)EGCGincreasedtheUVB-inducedphosphorylationERK.
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4-2.UVB조사 후 EGCG에 의한 HaCaT 세포 사멸효과

EGCG에 의한 UVB로 손상된 HaCaT 세포의 apoptosis저해 작용을 확

인하기 위하여 UVB조사 후 EGCG를 처리한 HaCaT 세포에서 apoptosis

에 관여하는 caspasefamily중 cleavedcaspase-3,MAPkinase중 JNK

및 p38,Bad단백질의 발현 변화를 westernblot으로 확인하였으며,이와

는 반대로 apoptosis를 억제하는 단백질인 Bcl-2family의 발현 변화를 분

석하였다.일반적으로 세포사멸이 유도되면 caspase-3가 활성화되어,그

기질인 poly(ADP-ribose)polymerase(PARP)가 절단되어 85KDa의 단

편이 생성된다.PARP는 손상된 DNA singlestrand의 회복을 매개하는 효

소로 절단이 된 경우에는 그 역할을 수행할 수 없게 된다 (Hengartner,

2000). HisayoshiKondoetal.(2004)의 실험결과에서 EGCG를 처리하였

을 경우 농도 의존적으로 caspase-3의 활성이 저하되고 이에 따라 PARP

의 절단이 감소하는 것을 확인하였다.본 연구결과에서도 유사한 결과를

얻을 수 있었다.

Fig.7에 나타난바와 같이 EGCG를 처리한 군에서 UVB에 의해 유도되

는 caspase-3의 활성화와 그 down-stream인 PARP의 절단이 현저하게 감

소되는 것을 확인할 수 있었다.이러한 결과는 EGCG가 UVB자극으로부

터 진행된 caspasefamily의 연쇄 반응에서 caspase-3의 활성화를 억제시

켜 활성화된 caspase-3에 의한 PARP의 분해가 억제되어 그 결과 생성되

는 85KDa의 PARP단편의 생성이 감소된 결과이다.따라서 EGCG 처리

는 UVB에 의하여 활성화된 caspase-3의 활성을 억제함으로써 PARP단

편화를 감소시켜 세포 사멸을 억제하는 것으로 추측된다.
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Figure7.SuppressionofUVB-inducedapoptosisofHaCaTcellsbyEGCG
treatment.

Cellswereexposedto50mJ/cm
2
ofUVBaloneorpost-treatedwithEGCG(0-10

μM)afterUVBexposureandharvestedafter24hr.Celllysateswerepreparedand
western blotting was carried outusing anti-cleaved PARP and anti-cleaved
caspase-3.
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MAPkinase중 JNK 및 p38은 외부 스트레스에 민감하게 반응하는 신

호전달 단백질이다.Westernblot결과,대조군에서는 낮은 인산화 정도를

보였던 JNK 및 p38단백질이 UVB자극에 의해 현저하게 증가하였으며,

이는 UVB 자극으로 인해 활성화된 pJNK 및 pp38 단백질의 증가로

apoptosis의 신호전달 활성화를 의미한다.하지만 EGCG의 처리에 의하여

UVB에 의하여 인산화된 pJNK 및 pp38단백질의 농도가 EGCG 농도가

증가함에 따라 유의성 있게 감소되는 것을 볼 수 있었다 (Fig.8).본 실험

의 결과는 UVB에 의해 매개된 MAPK 신호전달 경로에 대해 EGCG의 효과

를 보고한 Santoshetal,.(2001)의 실험에서와 마찬가지의 결과를 나타내었다.그

리고 이와 유사한 실험으로 과일의 씨 또는 껍질에 함유되어 있는 catechin의 항

산화 효능을 알아 본 Wuetal.,(2006)의 실험에서도 UVB자극 후 catechin을 처

리한 군에서 JNK의 뚜렷한 인산화 감소를 확인할 수 있었지만 p38에서는 JNK와

같이 확연한 차이를 보이지 않았다. 따라서 본 실험의 결과와 앞선 연구들의 결

과들을 통합하여 결론을 추론한 결과,EGCG는 JNK,p38의 활성을 저해시켜

HaCaT 세포의 apoptosis가 일어나는 것을 막아 세포 생존에 기여하는 것

을 알 수 있었다.
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Figure8.TheinhibitoryeffectofEGCG onUVB-inducedpJNK andpp38
expressioninHaCaTcells.

CulturedkeratinocyteswereincubatedwithEGCG(0-10μM).After24hr,thecells
wereirradiatedwithUVB (50mJ/cm2)andculturedfor1hr.Bandsshownare
representativeoftriplicateexperiments.
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한편,Bcl-2family는 단백질 자극에 의해 유발된 apoptosis를 조절하는

또 다른 주요 단백질로 알려져 있다 (Hockenbery etal.,1990).Bcl-2

family단백질 중 Bcl-2와 Bcl-xL는 가장 중요한 anti-apoptotic단백질이

다.즉,이들 단백질의 발현이 증가되면 세포는 계속 성장하며 apoptosis를

억제하여 세포의 생존에 관여하는 것으로 보고되고 있다 (Hockenberyet

al.,1993).Chungetal.,(2003)의 연구에서는 0.01,0.1,0.5μM 농도의 EGCG

를 사용하여 녹차의 항산화 효과를 분석한 결과,EGCG 농도가 증가할수

록 Bax단백질의 발현은 감소하고 Bcl-2단백질의 발현량은 증가한다고

보고하였다.

앞선 연구결과들을 바탕으로 본 실험에서는 UVB조사 후 EGCG를 처리

한 HaCaT 세포에 대해 Bcl-2단백질의 발현을 분석하였다.UVB조사 후

EGCG의 1,5,10μM으로 농도를 달리하여 처리한 결과,Bcl-2단백질의

발현은 EGCG농도 의존적으로 증가 추세를 보였으나 Bax단백질은 점차

감소하는 경향을 보였다 (Fig.9).이는 EGCG가 Bcl-2단백질의 발현을

증가시키고,apoptosis를 유도하는 Bax 단백질의 발현을 감소시킴으로써

결론적으로 UVB에 의해 유발된 HaCaT 세포의 apoptosis를 억제하는 것

으로 해석된다.
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Figure9.EffectofEGCGonBcl-2andBaxproteinexpressionsin
UVB-inducedHaCaTcells.

CulturedkeratinocyteswereirradiatedwithUVB(50mJ/cm
2
).Afterincubatedwith

EGCG (0-10 μM)for24 hr.Bands shown are representative oftriplicate
experiments.
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5.UVB조사 후 EGCG에 의한 전사인자의 변화

세포질 내 액틴에 결합된 단백질인 Kelch-likeECH-associatedprotein

1(Keap1)은 전사인자인 nuclearfactor-erythroid2p45(NF-E2)-related

factor2(Nrf2)와 Keap1-Nrf2복합체를 형성하여 Nrf2를 세포질 내에 가두

어 핵 내로의 이동을 방해함으로써 전사 활성을 억제하지만,산화적 스트

레스나 외인성 독성화학물질들에 의해 세포가 손상을 입게 되면 Keap1-

Nrf2복합체가 분리되어 Nrf2는 핵 안으로 이동하여 AREsequence에 결

합하여 전사인자로 작용함으로써 생체방어를 위한 여러 가지 단백질들의

유전자들의 발현을 개시한다 (Surh,2004).즉,내인성 항산화제의 역할을

하는 SOD,catalase,HO-1,NQO1,GSTA2등의 단백질이 생성되어 UVB

로부터 생성된 ROS를 제거한다.Lim etal.,(2007)의 연구에서는 대나무에

서 추출한 플라보노이드 배당체인 Isoorientin의 항산화 효능을 알아보기

위해 cytosol과 nuclear의 Nrf2의 발현량을 westernblot으로 분석하였다.

실험결과 항산화물질에 노출된 시간이 증가할수록 cytosol에서의 Nrf2의

양은 감소하고 nuclear에서의 Nrf2의 양은 증가함을 볼 수 있었다.이 연

구 결과는 같은 항산화 효능을 지닌 EGCG를 처리한 세포에서도 유사한

결과를 보일 것이라는 추측 하에 실험을 진행하였다.

본 실험에서 EGCG처리 후 HaCaT 세포의 세포질과 핵 내의 Nrf2의 발

현량을 westernblot으로 분석하였다.Fig.10에서와 같이 세포질에서의

Nrf2는 EGCG농도 의존적으로 감소하였으며 핵 내에서의 Nrf2는 EGCG

농도 의존적으로 증가함을 알 수 있었다.이러한 결과는 EGCG의 농도가

증가할수록 Nrf2의 세포질에서 핵 내로의 translocation을 도와 더 많은 항

산화 효소의 생성을 증가시키는데 도움을 주는 것으로 보여 진다.
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Figure10.EffectofEGCGonthetranslocationofNrf2inUVB-induced
HaCatcells.

CulturedkeratinocyteswereirradiatedwithUVB(50mJ/cm
2
).Afterincubatedwith

EGCG (0-10 μM)for24 hr.Bands shown are representative oftriplicate
experiments.
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< 감 사 의  글 >

가장 먼저, 부족한 저에게 많은 가르침과 조언을 아끼지 않으신 김형락 교수님께 

깊은 감사 드립니다. 교수님이 최고에요!!^^ 그리고 바쁘신 와중에도 여러모로 

신경 써 주신 변대석 교수님, 최재수 교수님! 머리 숙여 감사인사 드립니다. 학부 

때부터 지금까지 깊이 있는 가르침과 사랑을 베풀어 주신 류홍수 교수님, 남택정 

교수님, 류은순 교수님께도 너무 감사드립니다.  

그리고 너무 고생한 박경은쌤, 아름 킴, 박지영쌤 정말정말 고마워요. 너무 많이 

도와주고 힘이 되어줘서 말로 다 못할 정도로 고맙습니다. 그래도 실험실에 있는 

동안 좋은 추억 만들어 줘서 또 고마워요. 솔직히 공부와 실험을 병행하면서 많이 

힘들었는데 많이 도와주고 배려해 줘서 너무 고맙기도 하고 미안했어요. 또 

민섭선배, 오령이를 비롯한 우리 실험실 식구들도 너무 고마웠습니다. 다들 복 

받으실 꺼에요^^ 

그리고 나의 정신적 지주인 오랜 친구들 미지, 유미, 승하. 민정, 미정아~! 내 

드디어 졸업한다~!! 그리고 논문 쓰는 동안 맛있는 거 많이 사주고 스트레스 다 

받아주고 열심히 응원해 준 곰돌씨에게도 감사의 마음을 전합니다. 마지막으로, 

내가 세상에서 제일 사랑하는 우리 아버지, 어머니, 언니들, 동생, 새로 태어난 

조카 진욱이~^^ 사랑합니다~~ ♡
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