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HT22 세포에서 Curcumin 유도체가 Heme Oxygenase-1 발현에 미치는 효과
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Abstract — Curcumin, of which a critical characteristic is the capacity of crossing the blood-brain barrier, has been reported

to induce the expression of neuroprotective heme oxygenase (HO)-1. The aim of this study is to compare HO-1-inducing

capacity and neuroprotective activity of curcumin, its demethoxy (demethoxycurcumin, DMC; bis-demethoxycurcumin,

BDMC) and hydrogenated derivatives (tetrahydrocurcumin, THC) in mouse hippocampal HT22 cells. Curcumin attenuated

glutamate-induced cell death through HO-1 expression. DMC lacking a methoxy group on one of the aromatic rings pos-

sessed slightly lower activity in HO-1 expression and neuroprotection than curcumin. Similarly, BDMC, which lacks two

methoxy groups on both of the aromatic rings, showed less activity than curcumin. These findings suggest that the presence

of methoxy groups on the aromatic ring is required to enhance neuroprotective HO-1 expression. The reduction of the dia-

rylheptadienone chain of curcumin by hydrogen, as in THC, was accompanied by a complete loss of ability to induce HO-

1 expression and neuroprotection, suggesting that the conjugated double bonds of the central seven-carbon chain of cur-

cumin may be essential for its ability to induce neuroprotective HO-1 expression. Our findings may provide useful infor-

mation for further development of neuroprotective HO-1 inducers.
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비정상적인 신경세포의 사멸은 알츠하이머 증후군, 파킨슨 증

후군, 헌팅턴 증후군과 같은 중추 신경계의 퇴행성 뇌질환의 중

요한 요인으로 알려져 있다.1) 산화 스트레스는 신경세포의 사멸

을 유발하는 중요한 인자로 고려되고 있다.2) 그러나 산화 스트

레스가 어떤 세포내 신호전달 체계를 통해서 신경세포의 사멸을

유도할 수 있는지에 대해서는 명확하지 않다. 신경세포에는 산화

스트레스에 저항할 수 있는 다양한 항산화 방어기전이 있다.3) 이

러한 산화 스트레스에 대한 항산화 방어기전으로 산화 스트레스

에 반응하여 발현되는 다양한 항산화 효소가 있다.3) 이러한 항

산화 효소 중에서 heme oxygenase-1(HO-1)은 신경세포 보호

효과가 크기 때문에 최근 많은 주목을 받고 있다.4) HO-1은 산

화성 heme을 분해하여 일산화탄소, 철 이온 및 biliverdin을 생

성한다.4) HO-1이 어떤 기전으로 항산화 효과를 나타내는지 명

확하지 않지만, HO-1 발현에 의한 산화성 heme의 분해 및 분

해된 생성물에 의한 활성산소(reactive oxygen species; ROS)의

제거 등이 복합적으로 작용하여 항산화 효과를 나타내는 것으로

믿어지고 있다.5) 신경계 질환에서 HO-1 발현은 산화 스트레스

를 감소시켜 신경세포 사멸을 억제한다.4,5) 따라서 신경세포에서

HO-1 발현을 조절할 수 있는 약물은 산화 스트레스와 관련이 있

는 뇌질환의 치료에 사용될 수 있다. 신경세포에서 HO-1 발현

을 유도하는 여러 종류의 천연물질이 보고되었다.6-9) 그러나 이

들 천연물질이 뇌혈관관문(blood-brain barrier; BBB)을 통과하

여 뇌 신경세포에 직접적으로 작용하는지, 보다 많은 연구가 필

요하다.
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Curcumin은 강황(Curcuma longa L.)의 괴근(rhizome)에서

1815년에 최초로 분리되었고, 1913년에 curcumin의 화학적 구

조가 밝혀졌다. 강황의 괴근에서 황색을 나타내는 분획에는 약

77%의 curcumin, 17%의 demethoxycurcumin(DMC) 및 3%의

bis-demethoxycurcumin(BDMC)이 함유되어 있으며, 이들은 다

양한 생리활성 작용을 나타내는 것으로 알려져 있다.10) Curcumin

은 BBB를 통과하여 뇌 신경세포에 직접적으로 영향을 줄 수 있

다.11) 세포내에서 curcumin은 이것의 환원 형태 tetrahydrocur-

cumin(THC)로 빠르게 전화되어 curcumin의 약리 활성이 상실

된다.12)

본 연구에서는 curcumin, DMC, BDMC 및 THC가 신경세포

에서 HO-1 발현을 유도할 수 있는지 조사하고, 이러한 HO-1 발

현이 산화 스트레스에 의한 신경세포의 사멸을 억제할 수 있는

지 조사하였다. 또한, 이들 curcumin 유도체의 구조적 차이점을

비교하여, 신경세포에서 curcumin의 어떤 작용기가 HO-1 발현

의 조절에 관여하는지 조사하였다. Curcumin 유도체의 HO-1 발

현 및 세포보호 효과를 조사하기 위하여 생쥐의 해마유래 HT22

세포를 사용하였다. HT22 세포는 glutamate 수용체가 없는 세

포로서 glutamate를 처리할 경우, 신경흥분독성(excitotoxicity)이

아닌 산화 스트레스로 인하여 세포의 손상이 발생하며, 산화 스

트레스로 인한 퇴행성 뇌질환 연구에 있어서 유용한 in vitro 실

험모델 중의 하나이다.13)

실험방법

재료 및 시약

저자들이 앞선 연구에서 보고한 것같이, curcumin, DMC 및

BDMC는 강황(Curcuma longa L.)의 괴근(rhizome)에서 분리하

였다.14) THC, ferulic acid, Dulbecco's modified Eagle's medium

(DMEM), 3'-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide(MTT) 및 L-glutamate는 Sigma-Aldrich(St Louis,

MO, USA)에서 구입하였다. HO-1 및 β-actin 항체는 Santa Cruz

Biotechnology(Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하여 사용하였다.

Tin protoporphyrin(SnPP)는 Porphyrin Products(Logan, UT,

USA)에서 구입하였고, fetal bovine serum(FBS)은 Gibco/

Invitrogen(Carlsbad, CA, USA)에서 구입하였다.

세포배양 및 세포 생존율 측정

HT22 세포주는 김윤철 교수(원광대학교)로부터 분양하여 사

용하였다. 이 세포는 항생제(100 U/ml 페니실린 A와 100 U/ml의

스트렙토마이신) 그리고 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지에서

배양되었으며, 37oC, 5% CO2 및 적절한 습도가 유지된 세포 배

양기에서 배양되었다. 세포 생존율은 MTT 세포 생존율 분석법

에 의해서 평가하였다. MTT는 황색 물질로서 살아있는 세포에

의해 보라색의 포르마잔 산물로 환원된다. 이 과정은 활성화 미

토콘드리아가 필요하며, 죽은 세포들은 유의적인 양의 MTT를

환원하지 않는다. 세포는 5×105 cells/ml의 농도로 24-well flat-

bottom plate에서 배양되었다. 이 세포를 배양기에 12시간의 방

치한 후, 다양한 농도의 시료를 6시간 동안 처리한 후에 배양배

지를 새로운 배지로 교체하고, 여기에 3 mM glutamate를 18시

간 동안 세포에 처리하였다. 이후에 세포배양액을 교체하고, 50 µg/

ml이 되도록 MTT를 첨가하여 2~4시간 동안 반응시켰다. MTT

와 생존 세포로부터 생성된 포마잔을 0.1% SDS 용액으로 용해

하여 570 nm 또는 595 nm 파장에서 흡광도를 측정하고 대조군

과 비교하여 백분율로서 표시하였다.

Western blot 분석

일정 시간 특정 농도의 시료에 노출된 HT22 세포를 회수하여

4oC phosphate-buffered saline(PBS)로 세척하고, 1분간 얼음 위

에 보관하였다. HT22 세포에 RIPA buffer[150 mM NaCl, 1%

NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 50 mM Tris-

HCl(pH 7.4), 50 mM glycerophosphate, 20 mM NaF, 20 mM

EGTA, 1 mM DTT, 1 mM Na3VO4 및 protease inhibitor]를 첨

가한 다음, 4oC, 14,000×g에서 20분간 원심분리하고 상등액을

튜브에 옮겼다. 단백질 함량은 BCA 시약(Pierce, Rockford, IL,

USA)을 사용하여 측정하였다. 세포 분획은 10% SDS-폴리아크

릴아마이드 겔 상에서 분리되었고, 분리된 단백질은 니트로셀룰

로오스 막으로 전이시켰다. 이후, 막을 상온에서 1시간 동안 5%

무지방유가 포함된 blocking buffer[0.1% Tween 20 및 Tris-

buffered saline(pH 7.4)]로 blocking하였다. 이 막에 HO-1

(1 : 1000 희석) 또는 β-actin(1 : 1000 희석) 항체를 4oC에서 12

시간 동안 부착시켰다. 이후, 막을 PBS-Tween 20으로 4차례 세

척한 후, 2차 항체와 함께 상온에서 1시간 반응시켰다. 특이적

밴드는 ELC detection system(Amersham Biosciences)와 X-

ray 필름을 사용하여 확인하였다.

통계처리

Data는 Student's t-test 또는 one-way ANOVA 후에 Newman-

Keuls multiple comparison test를 사용하여 분석하였다. Data는

최소 3번 이상의 독립적인 실험에서 구해진 평균값±표준편차 표

현하였다. P<0.05일 경우, 유의적인 차이를 보이는 것으로 판단

하였다.

실험결과 및 고찰

본 연구에 사용된 ferulic acid, curcumin, DMC, BDMC 및

THC의 화학적 구조를 Fig. 1에 제시하였다. 이들 각각을 1 µM

에서 10 µM까지의 농도로 HT22 세포에 24시간 처리하여 세포
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생존율을 조사하였다. 대조군의 세포 생존율과 처리군의 세포 생

존율 간에는 큰 차이가 없었다. HT22 세포에서 curcumin은 농

도 의존적으로 HO-1 발현을 유도하였으나, ferulic acid은 HO-

1 발현에 효과가 없었다(Fig. 2A). 18시간 3 mM glutamate를

HT22 세포에 처리할 경우 세포 생존율이 40%까지 감소하였으

나, 6시간 동안 curcumin을 먼저 처리하고 glutamine을 처리한

경우 세포 생존율이 80%까지 증가하였다(Fig. 2B). 즉, curcumin

은 glutamate의 세포독성을 감소시키는 세포보호 효과가 있음을

확인할 수 있었다. Curcumin과 다르게 ferulic acid는 세포보호

효과가 없었다. Curcumin에 의한 세포보호 효과가 HO-1 발현

과 관련이 있는지 조사하기 위하여, HO-1 활성 억제제인 SnPP

와 curcumin을 함께 처리하였다. Curcumin을 단독 처리한 경우

에 발견되었던 세포보호 효과가 SnPP 처리에 의해서 크게 감소

하였다(Fig. 2B). 50 µM의 SnPP 자체는 세포 생존율 변화에 큰

영향을 미치지 않았다. 이런 결과로부터, curcumin에 의한 세포

보호 효과는 curcumin에 의한 HO-1 발현과 관련이 있음을 확

인할 수 있었다. Curcumin과 유사하게 DMC 및 BDMC 역시

HO-1 발현을 유도하였고, 또한 glutamate의 세포독성을 유의하

게 감소시켰다(Fig. 3). 그러나 HO-1 발현 정도 및 세포보호 효

과에는 다소 차이가 있었다. 10 µM에서 각각의 세포보호 효과를

상대적으로 비교할 경우 두 개의 methoxy group을 가진

curcumin에서 가장 크게 관찰되었고, methoxy group이 하나도

존재하지 않는 BDMC에서 가장 적게 관찰되었다(Fig. 3).

Curcumin과 다르게, 구조적으로 중앙 7개 탄소에 2개의 이중결합

이 없는 THC는 HO-1 발현 및 세포보호에 효과가 없었다(Fig. 4).

세포내에서 HO-1 발현은 이것의 발현을 유도하는 핵인자 Nrf2

의 활성 증가와 관련이 있다.15) 일반적인 상태에서 Nrf2는 세포

질에 존재하며, Keap1과 결합하여 Nrf2-Keap1 복합체를 형성한

다. 여러 가지 원인에 의해서 Nrf2가 Keap1에서 분리되면, Nrf2

는 핵의 내부로 이동하여 HO-1 mRNA의 전사를 지시하는 DNA

의 특정 부위에 결합한다.15) Curcumin은 Nrf2의 활성을 증가시

킬 수 있다.16) 그러나 curcumin이 어떤 기전으로 Nrf2의 활성을

증가시켜, HO-1 발현을 유도시킬 수 있는지는 명확하지 않다.

특히, curcumin에 존재하는 어떤 작용기가 HO-1 발현과 직접으

로 관련이 있는지 조사될 필요성이 있다. THC와 다르게

curcumin은 두 개의 α,β-unsaturated carbonyl group을 가지고

Fig. 1 − Chemical structures of ferulic acid, curcumin and demethoxy

and hydrogenated derivatives of curcumin. Fig. 2 − Effects of ferulic acid and curcumin on HO-1 expression and

glutamate-induced neurotoxicity. HT22 cells were pre-

incubated for 6 h with ferulic acid and curcumin at indicated

concentrations, and exposed for 18 h to 3 mM of glutamate

in the absence or presence of 50 µM of SnPP. Western

blotting analysis for HO-1 expression was carried out after

6 h pre-incubation (A) and cell viability was determined

after 18 h exposure to glutamate (B). Data are expressed as

the mean±SD of three independent experiments. *P<0.05

compared with each respective group.
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있다. THC에서는 HO-1 발현 효과가 없고, curcumin, DMC 및

BDMC에서만 HO-1 발현 효과가 있는 것으로 보아, curcumin에

존재하는 α,β-unsaturated carbonyl group은 HO-1 발현에 중요

한 요소라 판단된다. 그러나 α,β-unsaturated carbonyl group이

어떤 세포내 기전으로 HO-1 발현을 유도할 수 있는지 많은 연

구가 필요하다. Surh 등은 α,β-unsaturated carbonyl group이

Nrf2-Keap1 복합체를 구성하는 Keap1의 특정 부위에 결합하여,

Keap1의 입체적 모양을 변형시키고, 그 결과 Nrf2가 Keap1에서

분리되어 핵의 내부로 이동하여 HO-1 mRNA의 전사를 촉진할

수 있음을 보였다.17)

구조적으로 유사한 curcumin, DMC 및 BDMC에는 동일하게

α,β-unsaturated carbonyl group이 존재한다. 그러나 HO-1 발현

정도 및 세포보호 효과는 다소 차이가 있다. 이들 화합물의 화학

구조의 비교로부터 HO-1 발현 정도의 차이는 methoxy group의

개수 차이와 관련이 있음을 알 수 있을 것이다. 즉, methoxy

group의 수가 증가할수록 HO-1 발현 효과가 증가한다. 그러나

methoxy group 수가 증가할수록 HO-1 발현이 증가하는 이유에

대해서는 명확하지 않으며, 보다 많은 연구가 필요하다. Hsu와

Cheng은 curcumin 유도체의 methoxy group 개수가 많을수록

세포의 내부로 더 많이 유입될 수 있음을 보였다.18)

결 론

본 연구는 HT22 신경세포에서 curcumin 유도체의 HO-1 발

현 및 세포보호 효과를 조사하여 다음과 같은 결과를 얻었다: 1)

curcumin 유도체에 의한 HO-1 발현은 세포보호 효과와 관련이

있고, 2) curcumin 유도체에 존재하는 methoxy group의 개수가

많을수록 HO-1 발현 및 세포보호 효과가 크게 관찰되었으며, 3)

curcumin 유도체에 존재하는 α,β-unsaturated carbonyl group은

HO-1 발현 및 세포보호 효과에 필수적인 인자로 확인되었다. 본

연구의 결과는 HO-1 발현을 목적으로 하는 신경세포보호 약물

Fig. 3 − Effects of DMC and BDMC on HO-1 expression and

glutamate-induced neurotoxicity. HT22 cells were pre-

incubated for 6 h with each compound at indicated

concentrations, and exposed for 18 h to 3 mM of glutamate

in the absence or presence of 50 µM of SnPP. Western

blotting analysis for HO-1 expression was carried out after

6 h pre-incubation (A) and cell viability was determined

after 18 h exposure to glutamate (B). Data are expressed as

the mean±SD of three independent experiments. *P<0.05

compared with each respective group.

Fig. 4 − Effects of THC on HO-1 expression and glutamate-induced

neurotoxicity. HT22 cells were pre-incubated for 6 h with

THC at indicated concentrations, and exposed for 18 h to

3 mM of glutamate in the absence or presence of 50 µM of

SnPP. Western blotting analysis for HO-1 expression was

carried out after 6 h pre-incubation (A) and cell viability

was determined after 18 h exposure to glutamate (B). Data

are expressed as the mean±SD of three independent

experiments. *P<0.05 compared with each respective

group.
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의 개발에 사용될 수 있을 것이다.
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