
시킨다.1,2 이러한 비만의 예방 및 치료를 위한 항비만 전략은 

크게 4가지 카테고리로 구분되어 질 수 있다. 음식 섭취의 감

소, 영양소 흡수의 억제, thermogenesis 증가, 지방 또는 단

백질 대사 또는 각 각의 저장에 대한 조절 등이 그것이다.3 전

지방세포 분화의 감소, lipogenesis 감소, lipolysis 증가와 지

방세포의 apoptosis 유도4-7 등은 항비만 전략들 중 지방 저

장의 조절에 대한 카테고리에 들어가는 것 중 하나이다. 

서      론

비만은 가장 심각한 사회경제적인 건강 문제 중 하나로써 

널리 인식되어져왔다. 비만은 체지방세포에 지방의 과도한 축

적으로 인한 것으로 그 심각성의 정도는 제 2형 당뇨, 고혈압, 

암, 심혈관 질환 등 비만과 연관된 질병의 위험도를 크게 증가
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ABSTRACT

Purpose: Several studies have proven that EGCG, the primary green tea catechin, and glucosamine-6-phosphate 

(PGlc) reduce triglyceride contents in 3T3-L1 adipocytes. The objective of this study is to evaluate the combination effect 

of EGCG and PGlc on decline of accumulated fat in differentiated 3T3-L1 adipocytes. Methods: EGCG and PGlc were 

administered for 6 day for differentiation of 3T3-L1 adipocytes. Cell viability was measured using the CCK assay kit. In ad-
dition, TG accumulation in culture 3T3-L1 adipocytes was investigated by Oil Red O staining. We examined the expres-
sion level of several genes and proteins associated with adipogenesis and lipolysis using real-time RT-PCR and West-
ern blot analysis. A flow cytometer Calibar was used to assess the effect of EGCG and PGluco on cell-cycle progression 

of differentiating 3T3-L1 cells. Results: Intracelluar lipid accumulation was significantly decreased by combination treat-
ment with EGCG 60 μM and PGlc 200 μg/m compared with control and EGCG treatment alone. In addition, use of com-
bination treatment resulted in directly decreased expression of PPARγ, C/EBPα, and SREBP1. In addition, it inhibited adi-
pocyte differentiation and adipogenesis through downstream regulation of adipogenic target genes such as FAS, ACSL1, 

and LPL, and the inhibitory action of EGCG and PGlc was found to inhibit the mitotic clonal expansion (MCE) process as 

evidenced by impaired cell cycle entry into S phase and the S to G2/M phase transition of confluent cells and levels of 

cell cycle regulating proteins such as cyclin A and CDK2. Conclusion: Combination treatment of EGCG and PGlc inhibit-
ed adipocyte differentiation through decreased expression of genes related to adipogenesis and adipogenic and cell 

cycle arrest in early stage of adipocyte differentiation.
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지방세포는 중성지방 저장과 유리지방산의 방출에 의해 지

질대사의 항상성과 에너지 균형을 조절하는 중요한 역할을 하

며, 지방세포 분화와 지방축적의 양은 비만의 발생과 발전에 연

관되어있다.8,9 이러한 이유들로 3T3-L1 지방세포를 통해 비만

관련 연구들이 많이 진행되어왔다. 3T3-L1 지방세포는 cell 

culture를 통해서 preadipocyte에서 mature adipocyte로 분

화가 유도되며 이 과정을 adipogenesis라고 한다.10 Preadipo-
cyte는 postconfluent 상태에서 3-isobutyl-1-methylxanthine, 
dexamethasone, 고농도 insulin (MDI differentiation medi-
um)로 자극하면 cell-cell contact에 의해 성장 억제가 되었던 

세포가 다시 증식을 시작한다.11 이를 mitotic clonal expansion 

(MCE)이라고 하는데, 이 MCE과정은 adipogenesis 유전자 

발현 과정을 위한 DNA의 remodeling 과정이라 하고,12 이 과

정에 이상이 생긴다면 정상적인 adipogenesis가 이루어질 수 

없다. 

천연물로부터 얻어진 성분을 이용하여 지방생성을 억제하

는 것은 부작용을 줄이며 비만을 예방하는데 유용 할 것이다.13 

그동안 많은 연구들에서 비만치료 또는 체중조절을 위한 건강

기능성 성분을 찾기 위한 연구가 이루어져왔으며 천연식품 등

에서 유래된 많은 성분들이 밝혀졌다.

녹차는 많은 질병을 예방하여 건강을 향상시키는 효과를 가

지고 있는 것으로 알려져 있어 세계적으로 널리 음용되고 있으

며, 섭취가 간편하며 섭취에 제한이 따르지 않아 오래전부터 

습관처럼 일상의 음용수로 음용되어 왔다.14-16 녹차는 항산화 

작용, 항암작용, 항염증작용, 혈청콜레스테롤농도 저하기능 등

에 효과가 있는 것으로 보고되어있으며 체중 조절과 에너지 

소비에도 영향을 미친다고 보고된 바도 있다.17-20 녹차 내 GC 

(gallocatechin), EC (epicatechin), EGC (epigallocatechin), 

ECG (epicatechingallate), EGCG (epigallocatechin-3-galla-
te)의 카테킨 (catechin)성분 중 특히 EGCG는 역학적, 임상

적 연구조사에서 비만과 당뇨병에 효과가 있다는 보고가 있으

며, 지방세포와 비만동물모델에서 항비만 효과를 실험한 결

과에서도 지방세포의 분화와 증식에 영향을 미치며 비만동물

에서는 지방합성, 지방량, 체중, 혈청 지질, 포도당, 인슐린, 렙

틴 함량 감소와 지방산 산화와 체내 열 생성 증가를 보고하고 

있다.21-25

글루코사민은 관절염 치료제 혹은 관절염 예방제로 널리 알

려져 있는 건강기능성 식품 성분으로 허브, 칼슘, 비타민 등과 

함께 우리나라의 건강기능식품시장에서 선호되는 건강 기능

성식품 중 하나이다.26 글루코사민은 바다의 무척추동물의 외

골격에서 발견된 biopolymer인 키틴으로부터 분리할 수 있으

며, Glucosamine hydrochloride, sulfated glucosamine, Phos-
phorylated glucosamine, N-acetyl-glucosamins과 같은 글

루코사민 유도체가 존재하며, 관절염치료제로서의 고유의 효

과 뿐 아니라 새로운 기능성에 대한 연구도 보고되어있다.27-29

본 연구에서는 녹차와 글루코사민이 일상에서의 노출이 용

이하고 섭취 빈도가 높다는 점에서 녹차의 카테킨 중 EGCG

와 글루코사민유도체 중 시판되는 건강기능성 식품 제조에 많

이 사용되는 형태인 Glucosamine 6-phosphat (PGlc)을 이용

하여, 3T3-L1지방세포에서 두 가지 성분이 지방세포의 분화와 

세포 내 지방 합성 및 분해 관련 인자들의 발현에 미치는 영향 

뿐 아니라 cell cycle 차원에서의 접근을 통해 cell cycle arrest

유도와 그에 따른 분화 억제효과여부 등 ‘항비만 효과’를 확인

하고자한다. 또한 두 성분을 병합하여 처리하였을 때 기대되

어지는 항비만 효과에 대한 상승효과 (synergy effect)에 대해

서도 확인하고자 한다.

연 구 방 법

재  료

Mouse embryo 3T3-L1 전지방세포주는 American Type 

Culture Collection (ATCC, Rockvill, VA, USA)에서 구입하

였다. 세포배양에 사용된 Dubelcco’s modified Eagle’s medi-
um (DMEM)와 bovine calf serum (BCS), antibiotics는 Gib-
co (Gaithersburg, MD, USA)에서 구입하였다. 지방세포에 처

리할 Glucosamine 6-phosphate와 EGCG는 Sigma Chemi-
cal Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였고, Cell counting 

kit-8 (CCK-8)은 Dojindo molecular technologies Inc. (Gai-
thersburg, MS, USA)의 제품을 사용하였다. RNA 추출은 TRi-
zol (invitrogen, Groningen, Netherland)을, cDNA 합성 kit

는 TaKaRa (Shuzo Shiga, Japan)의 PrimeScript 1st Strand 

cDNA Synthesis 제품을 이용하였다. Real time RT PCR은 Ro-
che Diagnostics (Mannheim, Germany)의 Universal Probe-
Library Probe와 LightCycler480 Probe Master를 이용하였

으며, PPARγ, cyclin A, CDK2와 β-actin antibody 는 cell sig-
nalling (Beverly, MA, USA)에서, bovine anti-rabbit IgG-HRP
와 bovine anti-gaot IgG-HRP는 Santa Cruz Biotechnology 
Inc. (Santa Cruz , CA, USA)에서 구입하였다. cell cycle 분석

을 위해서는 CycletestTM Plus-DNA Reagent Kit (BD Biosci-
ences, San Jose, CA, USA) 제품을 사용하였다.

3T3-L1지방세포주의 배양과 분화유도 및 처치

Mouse embryo 3T3-L1 전지방세포주는 10% BCS, 1% an-
tibiotics이 첨가된 Dubelcco’s modified Eagle’s medium (DM- 
EM) 배지에 1 × 105 cell/mL 농도로 부유시켜 48시간동안 배

양하여 confluent 상태가 되게 37℃ CO2 incubator에서 배양
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한다. 분화배지 (IBMX 0.5 mM, dexametasone 1 μM, insu-
lin 1.7 μM, 10% FBS , 1% antibiotic-antimycotic DMEM me-
dium; MDI medium)로 교체하여 2일, insulin 1.7 μM, 10% 

FBS, 1% antibiotic-antimycotic DMEM medium (INS me-
dium)을 이용하여 2일, 10% FBS, 1% antibiotic-antimycotic 
DMEM medium으로 4일 동안 분화를 유도하였다. EGCG와 

Glucosamine 6-phosphate는 농도별로 배지교체시기마다 함

께 처리해주었다. 

생존율 측정 (CCK-8 assay)

3T3-L1 전지방세포주를 1 × 104 cell/100 μL로 96 well plate

에 분주하여 24시간 배양 후, EGCG와 Glucosamine 6-phos-
phate을 농도별로 처리하여 48시간 배양한 후 Cell Counting 

kit-8 (CCK-8;-(2-methyoxy-4-nitrophenyl)-3-(5-nitrophe-
nyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetra-zolium salt)을 10 μL 처
리하여 1시간 배양 후, 450 nm에서 SUNRISE microplate rea-
der (TECAN Austria GmbH, Austria)를 이용하여 측정한다.

Oil Red-O 염색

Oil Red O stock solution은 0.7 g Oil Red O (Sigma Che-
mical Co. St. Louis, MO, USA)와 200 mL의 100% iso-pro-
panol을 섞어 여과시킨 후, 4℃에서 보관하였다. Oil Red O 

working solution은 4℃에서 보관된 Oil Red O stock solu-
tion과 멸균증류수를 6 : 4로 섞어 여과시킨 후 사용하였다. 

Dish 내의 배지를 제거한 뒤 PSB로 세정하고 10% formal-
dehyde 처리한 후 5분간 상온에서 방치하였다. Dish 내의 10% 

formaldehyde를 제거하고 새로운 10% formaldehyde을 넣

은 상태에서 1시간 이상 상온에서 두었다. 다시 10% formalde-
hyde을 제거한 후, 60% iso-propanol로 세정하고 완전히 건

조시킨다. 건조 후 dish에 Oil Red O working solution을 넣

고 30분간 상온에서 incubation하였다. 30분 후 D.W로 3번 

세정하고 dish를 관찰하면 지방덩어리들을 볼 수 있었다. 이

때 현미경 관찰 후 이미지를 획득하고, 100% iso-propanol을 
넣어 탈 염색하여 490 nm에서 SUNRISE microplate reader

를 이용하여 측정한다.9

Real time-Reverse Transcriptase Polymerase Chain Re-
action (RT-PCR) assay

처치한 3T3-L1 세포에서 Trizol을 이용하여 total RNA를 추

출한다. 추출한 RNA를 PrimeScript 1st Strand cDNA Syn-
thesis kit를 이용하여 reverse transcription을 시켜 cDNA로 

만들어 준다. 이렇게 합성된 cDNA는 희석하여주고, LightCy-
cler480 Probe Master에 Table 1의 primer, Universal Probe-
Library Probe와 함께 혼합하여 LightCycler480 Multiwell 

Plate에 분주하여 LightCycler480 (Roche Diagnostics Ltd. 

Rolkreuz. Switzerland) 장비를 이용하여 real time PCR 분

석을 실시한다. 

Western blot analysis 

처치한 3T3-L1 세포에 배양액을 제거하고 PBS로 세척한 후 

lysis buffer (100 mM Tris-HCL, 0.5% Triton X-100, 1 mM so-
dium orthovanadate, 100 mM NaCl, 10 mM sodium fluo-
ride, protease inhibitor cocktail)를 이용하여 cell pellet을 준

비한다. 단백질 농도는 Bradford 방법 (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA)을 이용하여 측정하였다. 10% SDS-PAGE 
gel을 이용하여 단백질을 분리하고 nitrocellulose membrane

에 transfer를 한 뒤 5% (w/v) fat-free milk powder 혼합된 

TBS-T로써 blocking을 실시한다. 1% (w/v) fat-free BSA가 혼
합된 TBS-T에 희석시킨 primary antibody를 4℃에서 over 

night 동안 반응시킨 후, HRP-conjugated secondary anti-
body를 상온에서 1시간 동안 처리하고, WEST-ZOL plus Wes-
tern Blot Detection System (iNtRON Biotechnology, Gyeong-
gi-do, Korea)을 처리하여 반응을 시킨 뒤 결과를 확인한다.

유세포분석 (FACS)

3T3-L1세포를 fully confluent가 되도록 배양한 후, MDI로 

교체하여 분화 유도를 시작한다. MDI로 교체한 이후 0, 14, 16, 

18, 20, 22, 24, 38, 48시간마다 세포를 수거하여 CycletestTM 

Plus-DNA Reagent Kit을 이용하여 propidium iodide (PI)로 

Table 1. Primer sequences used for RT-PCR

Gene Primer Sequence

PPARγ Forward 5’-CAA GCC CTT TAC CAC AGT TGA-3’
Reward 5’-CAG GTT CTA CTT TGA TCG CAC TT-3’

C/EBPα Forward 5’-AAA CAA CGC AAC GTG GAG A-3’
Reward 5’-GCG GTC ATT GTC ACT GGT C-3’

SREBP1 Forward 5’-AAC CAG AAG CTC AAG CAG GA-3’
Reward 5’-TTT CAT GCC CTC CAT AGA CA-3’

Perilipin Forward 5’-ACG AGG CTG AGA CTG AGG TG-3’
Reward 5’-GAG CAC GTT CTC CTG CTC A-3’

FAS Forward 5’-GCT GCT GTT GGA AGT CAG C-3’
Reward 5’-AGT GTT CGT TCC TCG GCG TG-3’

LPL Forward 5’-CAG AGT TTG ACC GCC TTC C-3’
Reward 5’-AAT TTG CTT TCG ATG TCT GAG AA-3’

HSL Forward 5’-TGC TCT TCT TCG AGG GTG AT-3’
Reward 5’-GAT GGC AGG TGT GAA CTG G-3’

ACSL1 Forward 5’-AAA GAT GGC TGG TTA CAC ACG-3’
Reward 5’-CGA TAA TCT TCA AGG TGC CAT T-3’

β-actin Forward 5’-CTA AGG CCA ACC GTG AAA AG-3’
Reward 5’-ACC AGA GGC ATA CAG GGA CA-3’
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염색한 후 유세포분석기 (FACS Calibar, BD Biosciences)를 

이용하여 세포주기를 측정하였다. 이와 동일한 방법으로 EG- 
CG와 Glucosamine 6-phosphate을 농도별로 단일 또는 병합

하여 처리하고 18시간 후 세포주기를 측정하였다.22

통계분석

본 실험에서 얻은 결과는 SPSS 16.0을 이용하여 분석하였

다. T-test와 one-way ANOVA test 후 Duncan’s multiple range 
test에 의해 p ＜ 0.05 수준에서 각 실험군 간의 유의성을 검증

하였으며 모든 결과는 mean ± SEM으로 표시하였다.

결      과

지방세포의 세포생존율 관찰

3T3-L1 preadipocyte에 EGCG와 Glucosamine 6-phos-
phate의 여러 농도로 처리하여 CCK-8 assay를 통해 48시간에

서의 세포생존율을 측정하였다(Fig. 1). EGCG는 60 μM 이상

에서부터 유의적으로 감소하는 결과를 보였고 (60 μM에서 18.2 

± 4.2%, 80 μM 25.9 ± 5.3% 감소), Glucosamine 6-phospha-
te는 농도에 따른 세포생존율의 차이를 보이지 않았다 (data not 

shown).

지방세포 내 중성지방 축적 억제

Oil Red O staining을 통해 지방세포의 Lipid droplet을 확

인하고, iso-propanol로 Oil Red O dye를 용출하여 490 nm

에서 흡광도를 측정하였다 (Fig. 2). 

Oil Red O staining 결과에서 EGCG의 경우는 농도가 높아

질수록 Lipid droplet이 감소됨을 확인할 수 있었다. 특히 EG- 
CG 40 μM에서 45.6 ± 1.6% 감소, EGCG 60 μM에서 67.3 ± 

3.2% 감소되어 아무것도 처리하지 않고 분화만 유도한 fully 

differentiation된 지방세포 (control)와 비교했을 때 통계적으

로도 유의적으로 감소되었다. Glucosamine 6-phosphate를 처
리한 경우 Lipid droplet은 control과 거의 비슷하였다 (Fig. 2B). 

EGCG와 Glucosamine 6-phosphate을 병합하여 처리 결

과를 보면 (Fig. 2C), EGCG는 60 μM과 Glucosamine 6-phos-
phate 200 μg/mL을 병합한 경우 control보다 75.8 ± 0.9% 유

의적으로 감소하였다. 또한 EGCG는 60 μM만 단독으로 처

리한 경우 (67.3 ± 3.2% 감소)보다 약 8.5%정도 더 감소되었

으며 통계적으로도 유의하게 지방축적 감소효과가 상승됨을 

확인하였다. 

Adipogenesis와 adipgenic 및 lypolytic gene의 mRNA 

발현 

지방세포 내 지방축적의 감소 결과를 보였던 EGCG 40 μM, 

60 μM, glucosamine 6-phosphate 200 μg/mL의 단독 또는 

병합처리 시 adipogenesis 및 lipogenic, lipolytic 관련 유전자

의 발현을 확인하였다.

Fully differentiation된 지방세포에서의 PPARγ와 C/EBPα, 

SREBP1 발현을 real time PCR과 western blot을 통해 분석

하였다 (Fig. 3). Adipogenesis관련 유전자인 PPARγ와 C/EBP

α, SREBP1의 mRNA level에서의 발현은 EGCG를 60 μM로 

단독처리 (PPARγ 29.6 ± 3.5%, C/EBPα 33.7 ± 0.2%, SRE- 
BP1 36.4 ± 0.2%감소)와 EGCG 60 μM + Glucosamine 6- 
phosphate 200 μg/mL로 병합처리 (PPARγ 18.8 ± 4.9%, C/ 

EBPα 46.6 ± 0.004%, SREBP1 50.8 ± 0.001% 감소)에서 감

소되었다. 비록 PPARγ mRNA 발현은 EGCG를 단독처리에

서 좀 더 높은 감소를 보였지만, Western blot을 통한 protein 

level에서의 PPARγ 발현을 확인한 결과 (Fig. 3B)에서는 con-
trol과 비교하여 EGCG 60 μM 단독처리에서 44.5% 감소, EG- 
CG 60μM + Glucosamine 6-phosphate 200 μg/mL 병합처리

에서 52.9% 감소로 병합처리에서 더 높은 감소를 나타냈다.

EGCG 40 μM의 경우에서는 PPARγ와 C/EBPα, SREBP1

의 mRNA level 발현이 증가하는 경향을 보이기도 하였으나, 

protein level에서의 PPARγ2 발현이 감소되는 것을 확인할 

수 있었다. 

Fig. 4의 A에서 adipogenic target 유전자인 FAS, ACSL1, 

LPL의 발현 역시 PPARγ와 C/EBPα, SREBP1와 비슷한 
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양상으로 EGCG 60 μM 단독처리 (FAS 35.6 ± 0.05%, 

ACSL1 13.3 ± 2.8%, LPL 47.2 ± 11.6 %감소) 및 EGCG 60 μ

M + Glu-cosamine 6-phosphate 200 μg/mL와의 병합처리 

(FAS 42.2 ± 1.1%, ACSL1 11.1 ± 3.4%, LPL 46.8 ± 4.0% 

감소)에서 발현이 감소했다. 

Fig. 3과 Fig. 4A에서 EGCG와 glucosamine 6-phosphate
가 지질분해 (Lipolysis)에는 어떠한 영향을 미치는지 확인하

였다. EGCG와 glucosamine 6-phosphate 처리에 따른 HSL

의 발현은 control에서의 발현과 비슷하거나 증가하였다. 반면 

perilipin의 발현은 control과 비교했을 때 EGCG 60 μM 단

독 처리에서 42.2 ± 0.001% 감소, EGCG 60 μM + Glucosa-

mine 6-phosphate 200 μg/mL 병합처리에서 61.3 ± 0.001% 

감소하여 두 그룹 모두에서 감소하였으며, 특히 병합처리에서 

더 낮은 발현을 나타냈다 (Fig. 4B). 

MCE 단계에서 cell cycle arrest 

3T3-L1 preadipocyte를 confluent 상태가 되도록 배양하여 

성장을 억제시킨 후, 48시간동안 MDI 배지에 노출 시켜 분화

를 유도했을 때 mitotic clonal expansion (MCE) 단계를 거치

는데 이때 cell cycle 변화를 관찰하였다 (Fig. 5). FACS를 통

해 얻어진 히스토그램을 통해 분화가 진행됨에 따라 G0/G1 

phase에서 S phase로, S phase에서 G2/M phase로 cell cy-
cle이 변화하며, 약 38시간 무렵에서 cell cycle이 0시간에서의 

Fig. 2. Effect of EGCG & Glucosamine 6-phosphate on lipid accumulation in 3T3-L1 cells. A: Cell were subjected to Oil Red O staining 
B, C: These cells were then subjected to quantitative analysis of interacelluar lipid accumulation. Value represent the mean ± SEM. 
**: p ＜ 0.001, vs. control. †: p ＜ 0.05, E40 vs. E60. ‡: p ＜ 0.05, E60 vs. E60P200. E: EGCG, P: Glucosamine 6-phosphate. 
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상태로 돌아옴을 확인하였다. 그리고 이렇게 시간별로 관찰한 

결과를 바탕으로 cell cycle 단계의 분포를 그래프로 나타낸 

결과를 통해서도 분화가 진행됨에 따른 cell cycle의 변화를 

확실하게 확인할 수 있다 (Fig. 5B). 

지방세포의 분화유도과정인 MCE 단계에서 정상적인 cell 

cycle변화에 대하여 EGCG와 Glucosamine 6-phosphate가 
어떠한 영향을 미치는지 확인하기 위하여 MDI medium에 두 

가지 물질을 단독 또는 병합으로 처리하여 cell cycle을 관찰하

였다. 대부분 분화 중인 세포는 지방세포의 분화 유도 18시간 

이후에 cell cycle은 S phase로 들어간다고 알려져 있고,31 Fig. 

5의 결과에서 18시간에서 cell cycle의 변화가 두드러졌기 때

문에 18시간에서의 처리 결과를 관찰하였다. 이때 G1/S tran-
sition에 대한 확인을 위해 cyclin A, CDK2와 같은 cell cycle 

조절자의 발현의 변화를 함께 확인하였다 (Fig. 6).

Fig. 6A와 B의 결과에서 control과 비교했을 때 EGCG 농

도가 높아질수록 G0/G1 phase 단계의 세포의 수가 증가되고 

(control 43.2%, EGCG 40 μM 58.1%, EGCG 60 μM 62.0%), 

S phase (control 34.0%, EGCG 40 μM 22.8%, EGCG 60 μM 

21.7%)와 G2/M phase (control 22.3%, EGCG 40 μM 18.3%, 

EGCG 60 μm 15.7%)의 세포 수가 감소되었다. 이러한 G0/G1 

phase 증가와 S phase, G2/M phase 감소의 변화는 EGCG 60 

μM와 Glucosamine 6-phosphate 200 μg/mL 병합처리에서 

가장 컸다 (G0/G1 phase 67.8%, S phase 20.0%, G2/M phase 

11.2%).

또한 cyclinA와 CDK2의 단백질 발현 변화 관찰에서 Fig. 

6C의 결과와 같이 control과 비교하여 EGCG 60 μM 단독처

리의 경우에서 각 각 20.9%와 37.9% 감소되었고, EGCG 60 

μM + Glucosamine 6-phosphate 200 μg/mL 병합처리 한 경

우에서 각 각 37.7%와 35.7%로 발현이 감소되었다. EGCG 60 

μM 단독처리와 EGCG와 Glucosamine 6-phosphate 병합처

리 한 결과를 비교해보면 cyclinA 발현은 16.8% 더 감소하였

으며 CDK2 발현은 거의 비슷한 수준이었다.

고      찰

본 실험에서 지방세포를 분화시키는 동안에 EGCG와 PGlc

를 농도별로 처리하여 지방세포 내 지방축적 정도를 확인한 결

과에서, 낮은 EGCG 농도 (20 μM)에서는 control과 차이가 

없었지만 40 μM과 60 μM에서는 지방축적이 감소하였다. 이

러한 EGCG에 의한 지방축적 감소는 농도가 높아질수록 더 

많이 감소하였다 (40 μM ＜ 60 μM). 선행연구들22,32,33의 결과에

서도 EGCG 10 μM 농도 이상에서 지방축적이 감소하기 시작

하며 50 μM 이상에서는 유의적인 지방축적 감소를 보였고 농

도가 높아질수록 지방축적 감소의 정도가 컸다. 또한 Lin 등의 

연구16에 의하면 EGCG 50~200 μM로 처리하였을 때 apop-
tosis가 유도되며 이로 인한 세포 수의 감소는 지방축적을 감소

시킨다고 보고하고 있다. 본 연구에서는 EGCG농도 증가에 

따른 cytotoxicity및 apoptosis 정도를 측정하지는 않았으나, 

EGCG 농도가 높아질수록 세포생존율이 감소하는 Fig. 1B의 

결과를 통해 EGCG 농도와 지방축적 감소와의 관계에 있어 

세포생존율감소가 관련이 있다고 생각된다. 

Fig. 3. Effect of EGCG & Glucosamine 6-phosphate on adipogenesis transcription factors. PPARγ expression in 3T3-L1 cells as exam-
ined by real time PCR (A) and western blot (B) analysis. C/EBPα and SREBP1 expression in 3T3-L1 cells as examined by real time PCR (C). 
Confluent 3T3-L1 preadipocytes in medium with or without differentiation concentrations of GCG & Glucosamine 6-phosphate for 6 
days (from day 0 to day 6) were differentiated into adipocytes. Value represent the mean ± SEM. Means with different letters (a-f) at 
each mRNA are significantly different (p ＜ 0.05) by Duncan’s multiple range test. Control: fully differentiated control adipocytes, E: with 
EGCG, P: Glucosamine 6-phosphate.
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이러한 EGCG의 지방축적 효과에 반해, PGlc는 단독적으

로는 lipid droplet 감소에 영향을 미치지는 못하였다. Kong 등

의 연구28에 따르면 PGlc는 그 농도가 높아질수록 지방세포의 

지방축적이 감소되었으나, 본 연구에서는 PGlc의 단독효과를 

확인할 수 없었다. 그러나 EGCG 60 μM과 PGlc 200 μg/mL 

병합 처리했을 때에는 감소효과를 약간 상승시켰다.

지방세포의 분화는 특정 유전자 발현에 대한 프로그램된 변

화의 연속에 의해 유도되며, 지방세포가 분화되는 동안 유전자 

발현은 adipogenesis를 위한 중요한 활성자로 알려져 있고 초

기에 변화를 보인다.28 PPARγ와 C/EBPα, SREBP1과 같은 전

사인자는 지방세포가 분화되는 동안 adipogenesis를 위한 중

요한 활성자로 알려져 있다. 이 전사인자 (transcription factors)

의 과발현은 지방세포의 분화를 가속화시킬 수 있다.34-36 PP- 
ARγ와 C/EBPα은 대부분 지방세포 특정 유전자의 전사활성

을 유도하고, SREBP1는 PPARγ에 결합하는 리간드를 활성화

시키고 lipogenesis와 지방산 탈포화에 관여하는 효소의 발현

을 조절한다.37 이러한 분화전사인자들의 발현에 있어 EGCG

의 고농도에서는 EGCG의 영향력이 강하게 나타났지만, PGlc 

200 μg/mL과의 병합처리가 분명한 상승효과를 준다고 할 수 

있다 (Fig. 3). 다시 말해 EGCG 60 μM의 단독처리와 PGlc 200 

μg/mL와의 병합처리를 통해서 지방세포의 분화가 가속화되

는 것을 억제한다고 할 수 있다. 

PPARγ, C/EBPα, SREBP1은 aP2, FAS, ACSL1, LPL, Lep-
tin과 같은 adipocyte specific gene promoter을 상승적으로 

활성화시킨다.30 FAS (fatty acid synthase)는 지방산합성효소

로 지방세포분화의 terminal marker로 알려져 왔으며, 활성화

된 PPARγ와 SREBP1이 FAS의 발현과 FAS promoter의 cross-
activate를 가능하도록 이끈다.38 혈중 중성지방은 지방세포에

서 중성지방 합성을 위한 유리지방산으로 대사되는데 이때 중

성지방의 가수분해작용을 촉매작용을 하는 것이 LPL (lipo-
protein lipase)이라는 지방분해 효소이다. 지방조직 LPL은 fat 

cell에서 중성지방 저장의 정도와 관련되고 지방세포에서 LPL

활성의 high regulation은 비만과 밀접한 연관이 있다.39 그리

고 ACSL1는 acyl Co-A synthetase (long chain family mem-
ber)1로 중성지방합성을 위한 acyl Co-A를 제공하는 효소이다. 

본 연구결과에서 EGCG 60 μM를 단독 또는 PGlc 200 μg/

mL와 병합처리 하였을 때 PPARγ, C/EBPα, SREBP1의 발현

이 감소되었을 뿐 아니라 이러한 분화전사 인자들과 매개되어 

FAS, ACSL1, LPL과 같은 adipogenic target 유전자의 발현

도 감소시키는 경향을 보였다. 즉, adipogenesis 관련 전사인

자들의 발현에만 영향을 주는 것이 아닌, 이와 매개된 adipo-
genic target 유전자에 대한 발현 억제를 통해 지방세포 내 지
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Fig. 4. Effect of EGCG & Glucosamine 6-phosphate on FAS, ACSL1 and LPL expression (A) and HSL and perilipin expression (B) as ex-
amined by real time PCR analysis. Confluent 3T3-L1 preadipocytes in medium with or without differentiation concentrations of GCG & 
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differentiated control adipocytes, E: with EGCG, P: Glucosamine 6-phosphate
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방생성 및 축적을 억제하는 효과도 나타낸다고 볼 수 있다. 

지질 분해 (lipolytic)는 perilipin의 인산화와 lipid droplet으

로의 HSL translocation과 같은 중요한 과정에 의해 유도된

다.5 Perilipin은 중성지방에서 지방산과 글리세롤로의 가수분

해를 매개하는 HSL과 같은 천연 지방분해효소로부터 지방세

포에서 lipid drpolets을 보호하는 하는 단백질이다.8 그렇기 때

문에 분화과정동안의 perilipin과 HSL의 발현을 확인을 통해

서 lipolytic response를 확인할 수 있다.40 Perilipin의 mRNA 

발현은 fully differentiation된 지방세포에서의 발현보다 모두 

낮았고 특히 EGCG 60 μM + PGlc 200 μg/mL에서 가장 낮

았다. 그러나 HSL의 mRNA발현은 EGCG 40 μM와 EGCG 

40 μM + PGlc 200 μg/mL에서 증가한 결과를 보였다. Lee 등

의 연구41에 따르면 지방세포에 EGCG 10 μM을 처리했을 때 

HSL 유전자 발현의 직접적인 up-regulation을 통해 lipolytic 

effect를 가지며 이로 인해 지방축적을 억제한다고 보고하고 

있다. 또한 Kong 등의 연구28에서 Glucosamine 6-phosphat
에 의해 up-regulation된 HSL mRNA 발현을 통해 지방축적 

억제 작용을 한다고 보고하고 있다. 즉 HSL의 발현 증가를 통

해 lipolytic effect가 증가하고 이것이 곧 지방축적 억제로 이

어진다는 것이다. 그러나 본 연구 결과에서 EGCG 40 μM에서

와 EGCG 40 μM + PGlc 200 μg/mL에서 HSL 유전자 발현이 

증가하는 것으로 보아 두 물질이 lipolytic effect을 가진다는 

것은 확인할 수는 있었으나, 앞의 결과 (Fig. 3, 4A)에서 효과

를 보였던 EGCG 60 μM와 EGCG 60 μM + PGlc 200 μg/

mL에서는 오히려 HSL 유전자의 낮은 발현을 나타냈으므로 

해당 농도에서 HSL을 통한 lipolytic effect는 감소한다고 할 

수 있다. 비록 EGCG 60 μM와 EGCG 60 μM + PGlc 200 μg/ 

mL에서 지방세포의 지질분해를 촉진하는 HSL의 발현은 비

록 감소하였지만, lipid drpolets을 보호하는 perilipin의 발현 

억제를 통해 부분적인 lipolytic effet를 가진다고 할수 있다. 

그리고 지방세포의 분화와 지방축적 감소에 대한 cell cycle 

arrest측면에서의 접근을 위해 중요한 개념이 mitotic clonal ex-
pansion (MCE)이라는 과정이다. Preadipocyte의 분화과정은 

몇 가지 단계를 거친다. 고농도의 IGF-1이나 insulin, dexame-
thason, 3-isobutyl-1-methylxanthine과 같은 호르몬 자극 직

후, postconfluent G0 3T3-L1 preadipocytes는 mitotic clo-
nal expansion (MCE)이라 불리우는 cell cycle의 과정으로 다

시 들어간다. Terminal adipocyte differentiation을 유도하기

Fig. 5. Mitotic clonal expansion during the 3T3-L1 preadipocyte dif-
ferentiation induction process. 3T3-L1 preadipocyte differentiation 
was induced with the standard induction protocol. FACS analysis 
for DNA content of 3T3-L1 preadipocytes during mitotic clonal ex-
panssion after the differentiation induction. A: Stained with PI for 
DNA histograms generated with flow cytomatric analysis. B: Cell cy-
cle phase distribution plotted over time follow in MDI exposure. Dot-
ted lines through phase intersections approximate the kinetics of 
phase transitions. M1: subG1 phase, M2: G0/G1 phase, M3: S phase, 
M4: G2/M phase.
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위한 유전자 발현과정은 MCE 기간 동안이나 그 이후에 개시

된다.42,43 지방세포의 분화유도과정인 MCE 단계에서 정상적

인 cell cycle 변화에 대하여 EGCG와 PGlc가 어떠한 영향을 

미치는지 확인하였을 때 EGCG 농도가 높아질수록 G0/G1 

phase 단계의 세포의 수가 증가되고 S phase와 G2/M phase

의 세포 수가 감소되었으며, 이러한 변화는 EGCG 60 μM와 

PGlc 200 μg/mL 병합처리에서 가장 컸다. 이는 다시 말해 EG- 
CG 단독처리 농도가 높아질수록 그리고 PGlc 200 μg/mL와 

병합처리 한 경우에서 더욱 G0/G1 phase의 세포주기 정지가 

증가하였고, S phase로의 세포주기 이행은 물론 M phase로의 

이행도 방해가 되었음을 뜻한다. 즉, EGCG 60 μM + PGlc 

200 μg/mL 병합처리를 통해 MCE 단계에서의 세포증식이 억

제되는 것을 확인할 수 있는 결과였다.

또한 FACS 분석결과에 대한 정확한 기전을 확인하기 위하

여 G1/S transition에 필수적인 세포주기 조절자로 알려져 있

는44-46 cyclinA와 CDK2의 발현 변화를 관찰했을 때, EGCG 

60 μM을 단독으로 처리한 경우와 EGCG 60 μM + PGlc 200 

μg/mL 병합처리 한 경우에서 cyclinA와 CDK2의 발현이 감

소되었다. 특히 EGCG 60 μM + PGlc 200 μg/mL 병합처리에

서 더 낮은 발현을 나타낸 것으로 보아 병합처리에 의한 세포

주기의 억제 효과가 강한 것을 확인하였다. 즉, G0/G1 phase 

단계의 정지로 인한 S phase와 G2/M phase로의 이행이 억제

되고, 이러한 MCE 단계에서의 세포증식이 원활이 이루어지

지 않아 지방세포의 분화가 억제되고 지방 세포내 지방축적이 

감소되는 것으로 볼 수 있다. Kim 등13의 연구와 Kim 등43의 

연구 결과에서도 지방세포 축적이 감소하고 지방세포분화 관

련 유저자의 발현이 감소했던 vitisinA와 curcumin 처리 농도

에서 G0/G1 phase의 세포주기 정지하고 S phase로의 이행이 

방해되는 결과를 보였고, 이때 cyclinA와 CDK2 발현도 감소

되는 결과를 보였다. 이는 본 연구에서 EGCG와 PGlc에 의한 

cell cycle arrest가 지방세포의 분화와 지방축적을 억제하는 

기전 중 하나라는 것을 뒷받침한다고 할 수 있다. 

결론적으로 EGCG와 PGlc의 병합처리는 adipogenesis 전

사인자의 직접적인 발현 억제 뿐 아니라 adipogenic target 유

전자의 발현 감소를 통해 지방세포의 분화와 지방축적을 억제

와 lipolytic 유전자의 발현 조절을 통한 부분적인 지방분해 효

과에 있어 단독처리보다 효과적이었다. 또한 MCE과정 중 G0/ 

G1 phase 단계에서 cell cycle 정지와 S phase 및 G2/M phase

로의 세포주기 이행을 방해 하여 지방세포의 분화진행을 억

제하는 효과에서도 두 물질의 병합처리에 의한 상승효과를 

볼 수 있었다. 이로써 EGCG와 글루코사민의 병합처리는 항

비만 효과에 대한 상승효과를 가진다는 것을 확인하였다. 그

러나 글루코사민의 효과에 비하여 EGCG의 효과의 영향력이 

상대적으로 컸던 것을 감안하면, 보다 강력한 상승효과를 가

지는 또 다른 기능성성분과의 병합처리에 대하여 추가적인 연

구가 뒷받침될 필요가 있다고 사료된다.

요      약

널리 음용되고 있는 녹차의 EGCG과 우리나라 국민의 상당
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Fig. 6. Cell cycle analysis of EGCG and glucosamine-6-phosphate treated 3T3-L1 cell during th MCE process of adipocyte differentia-
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수가 복용하고 있는 건강기능성 식품 성분인 글루코사민은 이

전의 연구들을 통해서 지방세포의 분화를 억제하는데 효과가 

있다고 보고되어왔다. 이 두 물질의 병합처리로 기대되어지는 

지방세포에서의 adipogenesis 및 지방축적감소에 대한 상승효

과는 검증된 바 없으며, 효과에 대한 cell cycle 차원에서의 접

근은 없었다. 본 연구 결과에서 EGCG와 Glucosamine 6-phos-
phate는 adipogenesis 전사인자인 PPARγ, C/EBPα, SREBP1

에 대한 직접적인 발현 억제 뿐아니라, PPARγ, C/EBPα, SR-
EBP1와 매개된 FAS, ACSL1, LPL과 같은 adipogenic target

유전자의 발현 감소를 통하여 지방세포의 분화와 지방세포 내 

지방축적을 감소시키는 효과를 나타냈다. 그리고 HSL과 per-
ilipin의 발현조절을 통해 부분적인 lipolytic effet도 나타냈

다. 또한 지방세포의 분화가 개시되는데 있어 중요한 DNA의 

remodeling 과정인 mitotic clonal expansion (MCE) 과정 중 

G0/G1 phase 단계에서 cell cycle 정지 유도와 그로인한 S phase 

및 G2/M phase로 세포주기이행의 방해를 통해 지방세포가 

분화되는 것은 억제하였다. 이러한 효과들은 EGCG 농도가 높

아질수록, 그리고 EGCG를 단독으로 처리한경우보다 Gluco-
samine 6-phosphate와 병합하였을 때 효과적이었다. 따라서 

EGCG 단독처리 및 glucosamine 6-phosphate와의 병합처리

는 지방세포에서 adipogenesis와 adipogenic관련 유전자들의 

발현 억제 및 MCE 단계의 cell cycle arrest를 통해 지방세포

의 분화를 억제하고 지방축적을 감소시켜 항비만 효과를 나

타냈으며, 이러한 효과는 두 성분의 병합처리에서 조금 더 효

과적이었다고 할 수 있다. 비록 두 성분의 병합처리가 기대했

던 만큼은 아니었으나 항비만 효과에 대한 상승효과가 있다고 

볼 수 있다.
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