
생 약 학 회 지
Kor. J. Pharmacogn.

41(3) :  221 ∼ 226 (2010)

221

Sesamin에 의한 PC12 세포중의 Dopamine 생합성 촉진작용
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Abstracts − The effects of sesamin on dopamine biosynthesis in PC12 cells were investigated. Sesamin at concentration ranges

of 20-75 µM significantly increased intracellular dopamine levels and tyrosine hydroxylase (TH) activities at 24 h: 50 µM ses-

amin increased dopamine levels to 132% and TH activities to 128% of control levels. Sesamin (50 µM) induced the phos-

phorylation of TH, cyclic AMP-dependent protein kinase (PKA) and cyclic AMP-response element binding protein (CREB)

for 0.5-24 h. Sesamin (50 µM) also increased the mRNA levels of TH and CREB for 3-24 h. In addition, sesamin (50 µM)

associated with L-DOPA (50 and 100 µM) further increased the intracellular levels of dopamine for 24 h compared to L-DOPA

alone. These results suggest that sesamin enhances dopamine biosynthesis and L-DOPA-induced increase in dopamine levels

by inducing TH activity and TH gene expression, which is mediated by PKA-CREB systems in PC12 cells. Therefore, sesamin

could serve as an adjuvant phytonutrient for neurodegenerative diseases. 
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Sesamin은 lignan 계열 화합물로서, Sesamum indicum

DC(Sesame seeds)의 주성분으로 함유되어 있으며, 주요 생

리활성은 콜레스테롤 및 지질 저하작용, 항암 작용, 간독성

보호작용 등이 보고되고 있다.
1-3)

 최근 sesamin은 신경세포

내의 reactive oxygen species(ROS)의 저하작용,
4)
 신경분화

의 유도작용,
5)

 rotenone-유도 dopamine 신경세포사의 방어

작용,
6) 

1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine(MPTP)-유

도 산화스트레스(oxidative stress)에 대한 dopamine 신경세

포 보호작용,
7)

 등이 보고되고 있다. 이 결과들은 sesamin

이 ROS에 대응하여 dopamine 신경세포의 방어작용이 있

음을 나타내고 있다. 그러나 dopamine 생합성 및 3,4-

dihydroxyphenylalanine(L-DOPA)-유도 dopamine 생합성 증

가작용에 대한 신경생리학적 기전은 보고되고 있지 않고 있다.

파킨슨병은 뇌선조체-흑질(striatum-substantia nigra)의

dopamine 신경계가 퇴행되어 dopamine의 결핍으로 발생하

며, 신경계에서의 dopamine 생합성은 수산화효소 tyrosine

hydroxylase(EC 1.14.16.2; TH, L-tyrosine에서 L-DOPA 생

합성 촉매) 및 탈탄산효소 aromatic L-amino acid decarbo-

xylase(EC 4.1.1.28; AADC, L-DOPA에서 dopamine 생합성

촉매)가 관여하고 있다.
8,9)

 파킨슨병의 약물요법은 L-DOPA

제제가 가장 많이 선택되고 있으나, 장기적인 L-DOPA 요

법 파킨슨 환자는 치료효능의 저하가 보고되었고,
10)

 증가된

L-DOPA 및 dopamine에 의하여 신경세포에 대한 독성이 증

가하며,
11)

 신경세포 독성을 유도하는 타약제와 병용투여시

의 약물상호작용에 의한 L-DOPA-유도 세포독성이 증가하

고 있음을 보고하고 있다.
12)

 이는 L-DOPA 약물요법중인 파

킨슨 환자는 세포독성을 완화시켜 치료효능을 증진시켜 주

는 새로운 약물요법의 제시 또는 치료보조제의 개발이 필

요함을 제시하고 있다. 

Dopamine 생합성은 TH 및 AADC 활성에 의하여 조절되

며, TH 활성이 율속단계(rate-limiting)로 작용한다. TH의 활

성과 그의 유전자 전사작용에 의한 TH mRNA 함량은 cyclic

AMP에 의한 cyclic AMP-의존성 protein kinase(PKA),

cyclic AMP-response element(CRE) 경로가 매개하며,
8,13)

 이

과정에서 CRE binding protein(CREB) 통한 활성화가 중요

한 역할을 한다. CREB는 PKA 및 Ca
2+

/calmodulin-의존성

protein kinase II 신호전이 경로의 활성화에 의하여 인산화
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가 된다.
14)

백서 부신(rat adrenal pheochromocytoma)에서 유래한

PC12 세포는 dopamine를 생합성, 저장, 유리하며 TH,

AADC 등의 생합성 효소를 함유하고 있다.
15)

 PC12 세포에

L-DOPA를 처리하는 경우 세포내 dopamine 함량은 증가하

지만, 고농도의 L-DOPA의 처리는 산화스트레스에 의한 세

포사(apoptosis)를 유도한다.
16,17)

 그러므로 PC12 세포는

dopamine의 기능 및 그의 생합성 조절작용, 신경세포의 분

화 및 세포독성 작용 등의 연구의 모델로 이용되고 있다.
17,18)

따라서 본 연구에서는 sesamin을 이용하여 신경퇴행성 질

환의 치료보조제(adjuvant phytonutrient)로서의 효능을 검색

하기 위하여, PC12 세포를 사용하여 dopamine 생합성 및

L-DOPA-유도 dopamine 함량 증가작용에 대한 실험을 수행

하였다. 

재료 및 방법

실험재료 − Sesamin은 국립산림과학원(서울, 이학주 박사)

으로부터 기증받아 사용하였다. 세포배양용 donor horse

serum(HS), fetal bovine serum(FBS), penicillin/streptomycin

및 배지(RPMI 1640)는 Gibco(Grand Island, NY, 미국)에서,

L-DOPA, dopamine, isoproterenol, albumin 및 3-(4,5-

dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide

(MTT)는 Sigma-Aldrich(St Louis, MO, 미국)에서 구입하였

으며, TH, phospho-TH(Ser 40), phospho-PKA, CREB,

phospho-CREB(Ser 133) 및 β-actin 등에 대한 항체는 Cell

Signaling Technology(Beverly, MA, 미국)로부터 구입하였

다. 그 밖의 시약은 특급 및 HPLC용 등급을 사용하였다.

세포배양 − PC12 세포의 배양은 상법에 준하였다.
17,18)

 세

포배양은 10% HS 및 5% FBS, 100 unit/ml penicillin과

100 µg/ml streptomycin을 포함한 RPMI 1640 배양액을 사

용하여, 37에서 수증기 포화된 5% CO2 배양기에서 시행하

였다. PC12 세포(cell density, 약 1×10
5
 cells/cm

2
; confluency

40-50%)는 48 시간 배양한 다음, sesamin 또는 L-DOPA 화

합물을 가한 다음 24-48 시간 배양하였으며, 배양 후 세포

를 포획하고 원심 분리하여 세포 침전물을 측정시료로 사

용하였다.

Dopamine 함량 측정 − PC12 세포 중의 dopamine 함량

은 HPLC-형광검출기법으로 측정하였다.
17,18)

 시료(200-300 µl)

에 trichloroacetic acid(3.0 M, 100 µl) 및 isoproterenol(100

pmol, 내부표준)을 가한 다음 원심 분리하였다. 상징액을

Toyopak SP 카트리지(Toso, Tokyo, Japan)를 사용하여 전처

리한 후, 흡착된 monoamine은 0.6 M KCl-CH3CN(1:1, v/

v) 혼합액 2 ml을 사용하여 용출시킨다. 용출액에 DPE 시

약을 가하여 형광 유도체화한 다음 최종 반응액은 HPLC를

사용하여 dopamine 함량을 측정하였다. HPLC의 조건은 이

전의 방법과 동일하게 처리하였다.
17)

 

TH, PKA 및 CREB 인산화 측정 − Phospho-TH(Ser 40),

phospho-PKA, phospho-CREB(Ser 133)의 측정은 Western

blot 분석법에 의하여 수행하였다.
18)

 단백질 시료(30 mg)는

12-15% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 겔을 이용

하여 전기영동을 시행하고 polyvinylidene difluoride 막으로

이동시킨다. 제1차 및 제2차 항체(1:1,000)를 가하여 배양한

다음 이동된 단백질은 ECL 기질용액(Amersham Pharmacia

Biotech Inc., Piscataway, NJ, 미국)을 가하여 포준과정에 따

라 1-2 분간 배양하여 블롯반응(blots)을 진행시키고, 방사

선필름(radiographic film)을 이용하여 인화하여 측정하였다. 

TH mRNA 및 CREB mRNA 함량 분석 −총 RNA는

mirVana
TM 

mRNA Isolation Kit(Ambion, Austin, TX, 미국)

을 사용하여 PC12 세포로부터 추출하였다.
18)

 제1차 가닥-

cDNA(first-strand cDNA)는 Oligo (dT)12-18 프라이머(primer)

및 SuperScript
TM

II reverse transcriptase(RT, Invitrogen Co.,

Grand Island, NY)을 사용한 mRNA 역전사법에 의하여 생

합성하였다. 다음으로 RT 생성물(3 µl) 및 다음 유전자의 프

라이머를 사용하여 PCR 법을 수행하였다: TH, 5’-

CTTCAATGACGCCAAGGACA-3’ 및 5’-CAAGAGGAG

CCCATCAAAGG-3’; CREB, 5’-CAGATTCGCACAGCA

CCCA-3’ 및 5’-CCAAATTAATCTGACTTGTGGC-3’; β-

actin, 5’-ATGGAATCCTGTGGCATCCA-3’ 및 (R) 5’-

CTTGCTGATCCACATCTGCTG-3’. 프라이머는 TH(310 bp),

CREB(275 bp) 및 β-actin(273 bp)의 PCR 생성물을 나타내

었다(PCR 조건; 94
o
C에서 8분에 이어서 94

o
C에서 35 초,

59
o
C에서 32 초, 72

o
C에서 25 초간의 28 cycles). PCR 생

성물은 2.5% agarose 겔을 이용하여 분리하고, 최적 밀도결

과(optical density data)는 mRNA 발현의 정량분석법을 이

용하여 분석하였다.
18)

 

단백질 함량 측정 및 결과정리 −각 항의 생리활성은 각

각의 시료중의 단백질 함량을 측정하여 보정하였으며, 단백

질 함량은 소혈청 albumin을 사용하여 측정하였다.
19)

 실험

결과는 means±SEM으로 표시하였으며 유의성 검정은

Tukey's test에 의한 ANOVA법에 의하여 계산하였다.

결과 및 고찰

Sesamin이 PC12 세포 내의 dopamine 함량 및 TH 활성

에 미치는 영향을 검토한 결과를 Table I에 나타내었다.

Sesamin(5-50 µM)은 24 시간 처리하였을 경우 세포내의

dopamine 함량은 농도 의존적으로 증가하였으며(sesamin

50 µM에서 132%의 dopamine 함량증가를 나타냄), sesamin

(75-100 M)에서는 대조군 보다는 증가하였으나, 최대

dopamine 증가 함량보다는 감소하였다. 또한, sesamin(5-

100 M)의 처리는 세포내 TH 활성이 증가하였으며(sesamin
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50 µM에서 128%의 활성증가를 나타냄), 증가 양상은

dopamine 함량변화와 유사한 경향을 나타내었다(Table I).

Sesamin(100 µM)은 세포외액의 dopamine 함량에는 영향을

주지 않았으며, 150 µM 범위까지는 MTT 방법으로 측정하

였을 경우 세포에 대한 독성은 인정되지 않았다(자료 미제

시). 따라서 sesamin은 TH 활성화(인산화)에 의하여 dopamine

함량의 증가작용을 나타내고 있으며, 75 µM 이후의 dopamine

함량 감소작용은 sesamin의 세포독성 작용과 관련이 있을

것으로 사료된다. 본 실험에서는 sesamin 50 µM을 사용하

여, dopamine 증가작용에 대한 작용기전을 검토하였다.

TH는 dopamine 생합성 과정에서 율속단계 효소이며, TH

의 활성화(인산화) 및 TH mRNA 함량은 세포내 cyclic

AMP-PKA-CREB 경로에 의하여 조절되고, 이로 인하여 세

포내 dopamine 생합성이 조절을 받고 있다.
12,13,20)

 그러므로

sesamin의 경시적인 처리(30 분-24 시간)가 PKA, CREB 및

TH의 인산화에 미치는 영향을 검토하였다. Sesamin(50 µM)

에 의하여 세포내 PKA 인산화는 3-24 시간에서 유의적으

로 증가하였으며(Fig. 1), CREB 인산화는 6-24 시간에서 증

가하였고(Fig. 2), 세포내 TH의 인산화는 3-24 시간에서 유

의적으로 증가하였다(Fig. 3). 또한 sesamin(5-50 µM)은 30-

60 분에서 세포내 cyclic AMP의 함량을 대조군(sesamin 미

처리군)에 비하여 125-250%의 함량 증가작용이 있음을 보

고하고 있다.
21)

 이 결과들은 sesamin은 cyclic AMP 증가에

의한 PKA-CREB의 활성화(인산화)에 의하여 TH 활성이 유

도되어, 세포내 dopamine 생합성 촉진작용(함량증가)을 나

타낸 것임은 제시하고 있다(단기간 조절작용: short-term

regulation). 

또한, sesamin에 의한 dopamine 함량 증가는 24 시간까

지 증가하고 있으므로, sesamin은 TH 활성을 장기간 제어

작용에도 관여할 수 있다. Sesamin(50 µM)의 처리에 의하

여, CREB mRNA 함량은 6-24 시간에서(Fig. 4), TH mRNA

함량은 3-24 시간에서 증가하였으며, 24 시간에서 유의적으

로 증가하였다(Fig. 5). CRE 및 CREB의 활성화에 의한 TH

mRNA 및 CREB mRNA 전사반응의 유도/증가는 TH 활성

Table I. Effects of sesamin on intracellular dopamine levels and

tyrosine hydroxylase (TH) activities in PC12 cells

Concentrations 

Dopamine levels

(nmol/mg protein)

(% of control)

TH activities

(nmol/min/mg protein)

(% of control)

Control 3.26±0.21 (100) 3.58±0.21 (100)

Sesamin, 10 µM 3.39±0.18 (104) 3.62±0.18 (101)

 20 µM 3.88±0.36 (119)* 4.01±0.24 (112)

 50 µM 4.30±0.41 (132)** 4.58±0.38 (128)**

 75 µM 3.68±0.34 (113) 4.22±0.31 (118)*

 100 µM 3.55±0.28 (109) 3.76±0.26 (105)

PC12 cells were treated with sesamin (10-100 µM) and then
incubated for 24 h. Dopamine levels and TH activities were
measured by an HPLC method. Dopamine levels and TH
activities of the control were 3.26±0.21 nmol/mg protein and
3.58±0.21 nmol/min/mg protein, respectively. Results represent
means±S.E.M. of four experiments. Significantly different from
control levels: *P<0.05; **P<0.01 (ANOVA followed by
Tukey's test).

Fig. 1. Effects of sesamin on phosphorylation of PKA in

PC12 cells. PC12 cells were exposed to sesamin (50 µM) for

0.5-24 h and harvested for Western blot analysis using the

antibodies against phospho-PKA (p-PKA) and β-actin. Relative

density ratio was obtained by p-PKA/β-actin and the density

ratio of p-PKA/β-actin in control levels was expressed as 1

arbitrary unit. Results represent means±S.E.M. of four

experiments. Significantly different from control levels:
*
P<0.05, 

**
P<0.01 (ANOVA followed by Tukey’s test).

Fig. 2. Effects of sesamin on phosphorylation of CREB (Ser

133) using the antibodies against phospho-CREB (p-CREB)

and β-actin in PC12 cells. Relative density ratio was obtained

by p-CREB/β-actin. For further comments, see Fig. 1.
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및 그의 유전자 발현에 중요한 역할을 하고 있다.
13,20)

 따라

서 이 결과들에 의하면 sesamin은 PKA-CREB 경로를 매개

하여 TH 유전자 발현을 촉진시켜 세포내 TH 활성을 유도

하고 있음을 제시하고 있다(장기간 조절작용: long-term

regulation). 

파킨슨병은 퇴행성 중추신경계 질환이며, 치료법으로서

L-DOPA 요법을 시행하고 있다. 그러나 L-DOPA 요법중인

환자는 종종 신경독성 작용에 의하여 질환이 악화되고 있

음이 보고되고 있다.
11)

 또한, PC12 세포 중에 L-DOPA(20-

50 µM)를 처리(24 시간) 하였을 경우 세포내의 dopamine

함량은 증가하고 있으나, L-DOPA(100-200 µM)의 고농도에

서는 L-DOPA-유도 산화스트레스에 의한 세포독성 작용으

로 인하여 세포사(apoptosis)를 유도하고 있으며, 세포내

dopamine 함량 증가도 감소하고 있다.
16,17)

 24-48 시간 L-

DOPA를 처리하는 경우 세포내 dopamine 함량증가는 L-

DOPA 농도 50 µM>20 µM>100-200 µM 순서이다.
17)

 

Sesamin은 ROS에 의한 rotenone- 및 MPTP-유도 dopamine

신경세포 독성에 대응하여 신경세포의 보호작용이 있음이

보고되고 있다.
4-7)

 그러므로 sesamin이 세포내 L-DOPA-유도

dopamine 증가작용에 미치는 영향을 검토하였다. 세포내의

dopamine 함량은 sesamin(50 µM)과 L-DOPA(50-100 µM)을

병용 처리하는 경우 L-DOPA를 단독으로 처리하는 경우와

비교하여 유의적으로 증가하였다(Fig. 6). 이 결과들은

sesamin은 ROS에 대응하는 항산화 작용과 dopamine 생합

성 증가작용과 관련한 활성화 경로가 관여하여, L-DOPA-

유도 dopamine 함량 증가작용에 대한 촉진작용을 나타내고

있음을 제시하고 있다.

Fig. 3. Effects of sesamin on phosphorylation of TH (Ser 40)

using the antibodies against phospho-TH (p-TH) and β-actin

in PC12 cells. Relative density ratio was obtained by p-TH/β-

actin. For further comments, see Fig. 1.

Fig. 4. Effects of sesamin on expression of CREB mRNA in

PC12 cells. PC12 cells were treated with sesamin (50 µM) for

3-24 h and then harvested for RT-PCR to the mRNA of

CREB. The β-actin gene was used for the normalization

purposes. Representative agarose gels of RT-PCR were shown

by the mRNA levels of CREB and β-actin. Relative density

ratio was obtained by CREB mRNA/β-actin and the ratio of

CREB mRNA/β-actin was expressed as 1 arbitrary unit. Results

represent means±S.E.M. of four experiments. Significantly

different from control levels: *P<0.05 (ANOVA followed by

Tukey’s test).

Fig. 5. Effects of sesamin on expression of TH genes. PC12

cells were reated with sesamin (50 µM) for 3-24 h and then

harvested for RT-PCR to TH mRNA. TH mRNA levels were

assayed by RT-PCR and the β-actin gene was used for the

normalization purposes. Relative density ratio was obtained by

TH mRNA/β-actin and the ratio of TH mRNA/β-actin in

control groups was expressed as 1 arbitrary unit. Upper:

Representative agarose gel of RT-PCR to show the mRNA

levels of TH and β-actin. Lower: The histogram represents the

intensity of the bands analyzed by densitometry. Results

represent means±S.E.M. of four experiments. Significantly

different from control levels; *P<0.05 (ANOVA followed by

Tukey’s test). 
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Sesamin은 lignan 계열 화합물이며, 기본구조가 대칭적

phenylpropanoid 유도체의 두 분자로 구성되어 있다.

Phenylpropanoids는 식물에서 페놀성 2차 대사산물(phenolic

secondary metabolites)의 다양성을 가진 화합물의 기본구조

로서, phenolic acids, flavonoids, coumarins, lignans,

lignins, stilbenes 등의 생합성 과정에서의 중간체의 기본구

조이며,
22)

 이 계열 화합물은 항산화, 항염증 등의 효능을 나

타내고 있다.
23,24)

 Phenylpropanoids-함유 화합물 중에서

scoparone(coumarin 화합물) 및 catalponol은 PC12 세포내의

dopamine 생합성 증가작용 및 L-DOPA-유도 세포독성 방어

작용을 나타내며,
18,25)

 bulbocapnine, anonaine, catalpalactone

등은 dopamine 생합성 저해작용을 나타내고 있다.
26-28)

 따라

서 phenylpropanoids 유도체의 화학구조와 생리활성과의 상

관관계에 대하여는 더 검토되어야 할 것으로 사료된다.

L-DOPA 처치는 뇌 흑질(substantia nigra) 부위에서 수산

화 유리기(hydroxy radicals)의 생성이 증가하고 있다.
29)

 또

한 L-DOPA 요법을 시행하는 경우 항산화제와 병용 투여하

여 흑질에서의 ROS 소거를 증가시켜 L-DOPA의 효능을 증

가시키는 약물요법이 제시되고 있으며, 이러한 목적으로 주

요 항산화제 selegiline, rasagiline, coenzyme Q10 등이 임

상시험에서 응용 가능성이 연구되고 있다.
30)

 이러한 보조요

법(adjuvant therapy)은 L-DOPA-유도 세포사(apoptosis)로부

터 dopamine 신경세포의 보호와 dopamine 생합성 촉진작

용을 나타내며, sesamin의 dopamine 생합성 증가작용과 관

련한 생리활성은 이러한 보조요법 제제로의 응용가능성을

제시하고 있다.

본 연구의 결과로부터, sesamin은 세포내 TH 활성 및 TH

mRNA 함량 증가를 유도하여 dopamine 생합성 촉진작용을

나타내며, 이는 PKA-CREB 경로를 매개하고 있음을 제시

하고 있다. Sesamin을 이용하여 신경퇴행성 질환의 보조요

법제(adjuvant phytonutrient)로서의 개발을 위한 동물실험

및 임상연구가 진행되어야 할 것으로 사료된다.
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