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Aβ42의 섬유화 및 독성에 대한 β-Asarone의 저해 효과
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Inhibition of Aβ42 Fibrillation and Toxicity with β-Asarone
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School of Korean Medicine, Pusan National University

Amyloid-β protein (Aβ) is a pathological component of Alzheimer’s disease (AD) by participating in the senile

plaque formation in the patient’s brain. Although the exact mechanism of Aβ toxicity is not fully elucidated, it is

considered to be closely related to its fibrillation process. For prevention of AD, recent studies have suggested various

small molecules which inhibit Aβ fibrillation. In this report, β-asarone found in acorus plant has been investigated as

an anti-amyloid molecule. β-Asarone was demonstrated to prevent in vitro fibrillation of Aβ by inducing the oligomer

formation that obviously decreased cytotoxicity. Therefore, β-asarone could be suggested as an inhibitory agent of Aβ 

fibrillation and toxicity, which would help us not only to understand underlying principle of amyloidogenesis mechanism

but also to develop a controlling strategy toward AD.
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서 론

Amyloid-β(Aβ)는 알츠하이머 병(Alzheimer's disease; AD)

의 주된 병인 단백질로 환자 두뇌의 신피질에서 노인반(senile

plaque)을 형성한다1). Aβ는 아밀로이드 전구체 단백질(amyloid

precursor protein; APP)이 β 및 γ-secretases에 의해 분해되어 생

성된다
2,3)

. 이러한 Aβ의 비정상적 축적이 AD와 관련된 신경세포

의 퇴화 원인으로 여겨지고 있다4).

Aβ에 의한 독성기작은 Aβ 섬유화와 깊이 연관되어 있다고

보고되는데 이 섬유화 과정에서는 다양한 상태의 응집체, 예를

들어 용해성 올리고머(soluble oligomers), 원섬유체(protofibril)

및 아밀로이드 섬유체(amyloid fibril)를 형성한다5,6). 최근 병리

학적 연구보고에 따르면 섬유화 과정에서 발견되는 Aβ 올리고

머 종이 신경세포 퇴화의 주요 독성 원인체로 제시 되고 있다7-9).

이에 따라 연구계는 Aβ의 독성 올리고머 형성과 섬유화 과

정을 저해시켜 AD를 치료하는 연구에 노력을 지속하고 있다
10-12). 연구 초기에는 β-blocker라 불리는 작은 펩타이드를 이용하

여 아밀로이드 섬유체의 구조 형성을 저해하는 효과들이 발표

되었다
13-15)

. 최근 연구에서는 다양한 small molecule의 섬유화 저

해 효과가 주목을 받고 있는데 8종의 화학 응집체와 3종의 항아

밀로이드 분자물에 대한 연구가 보고 되었다16). 특히 이러한 저

분자 화학 물질은 Aβ의 올리고머 형성과 섬유화 과정을 구분하

여 저해 시킬 수 있다는 특이성이 보고되어 전략적인 치료제 개

발에 힘을 얻고 있다17).

이와 관련하여 본 연구에서는 AD의 인지장애 치료에 효능

이 있다는 β-asarone18)을 AD 치료를 위한 후보 물질로 제시하기

위해 최근 큰 관심을 받고 있는 Aβ의 독성 올리고머 형성7-9) 및

그에 따른 아밀로이드 섬유화에 미치는 효과를 살펴보았다.

Asarone은 에테르 유기 화합물로서 trans의 α-type과 cis의 β

-type이 존재하는데 β-asarone(Fig. 1)은 석창포(acorus

gramineus soland)의 주요 성분으로 알려져 있다. 석창포는 천남

성과에 속하는 다년생 초본의 뿌리줄기로 개규약에 포함되며 開

竅豁痰, 醒神益智, 化濕開胃의 효능이 있는 식물이다11).

In vitro 실험에서 β-asarone은 섬유화로 진행되지 않는 Aβ

42 올리고머 형성이 유도됨이 관찰되었고 이 구조체들에서는 일
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반 조건의 올리고머가 보이는 독성이 나타나지 않았다. 따라서,

본 연구에서는 Aβ42의 섬유화 및 세포독성에 대한 β-asarone의

저해효과를 확인함으로서 Aβ42에 의한 신경계 병리기전에 대한

이해를 높이고 AD 치료를 위한 약물개발에 초석을 제공하고자

한다.

　　

Fig. 1. Chemical structure of β-asarone (cis-2,4,5-Trimethoxy-1-

propenylbenzene).

재료 및 방법

1. Amyloid-β42(Aβ42)와 β-asarone 준비

Human Aβ42와 β-asarone(cis-2,4,5-Trimethoxy-1-propenyl-

benzene)는 Sigma-Aldrich에서 구입하여 확보되었다. Aβ42는 1

개의 타이로신(tyrosine) 잔기를 지닌 시퀀스에 기초하여 276 nm

의 흡광도에서 1450 M
-1

cm
-1
의 molar extinction coefficient를 이

용한 농도 적정을 수행하였다
19,20)

. 따라서 DMSO에 용해시킨 A

β42는 이 방법을 통해 0.6 mM의 농도로 적정한 후 분액(aliquot)

하여 -80℃에 저장하였다.

2. Aβ42 섬유화 kinetics 측정

Aβ42는 0.1 M의 NaCl이 담긴 Tris-HCl (20 mM, pH 7.5)를

이용하여 40 mM의 농도로 희석한 후 37℃의 정지상태

(quiescent)에서 배양 하였다. 배양중의 Aβ42를 20 ml 소액 채취

하여 50 mM Glycine (pH 8.5)에 녹아있는 2.5 mM의

thioflavin-T와 함께 최종 부피 200 ml로 섞어 주었다. 5분 암반

응 후 luminescence spectrometer(LS-55, Perkin-Elmer)를 이용하

여 450 nm의 excitation 조건에 482 nm의 emission을 측정하였

다
21)

. 이 후 측정된 형광 수치에 대한 plotting을 통해 Aβ42 섬유

화 kinetics를 얻었다.

3. Transmission electron microscope(TEM)

Aβ42 응집체들은 TEM(JEM1010)을 이용하여 관찰되었다. 5

ml의 Aβ42 응집체들을 carbon-coated copper grid(200 mesh)에

올린 뒤 2% uranyl acetate(Electron Microscopy Sciences)로 1분

간 암반응 하여 음성 염색하였다22).

4. Circular dichroism(CD) spectroscopy

Aβ42 응집체들의 2차 구조는 CD spectroscopy (J-715)로 분

석 되었다. CD spectra는 1.0 nm의 step resolution과 1.0 nm의

bandwidth 및 20 nm/min의 scan speed로 195와 250 nm에서

0.1-mm pathlength quartz로 측정되었다. 총 5번의 scan을 실시

하여 최종 CD spectra를 확보하였다
23)

.

5. 세포배양

Human dopaminergic neuroblastoma cells(SH-SY5Y,

ATCC number CRL-2266)는 10% fetal bovine serum가 첨가된

DMEM에서 5% CO2, 37℃ 조건으로 배양하였다.

6. MTT assay

Aβ42 응집체들에 의한 in vitro 세포독성은 MTT법을 이용

하여 측정되었다. 5×10
4

cells를 96 well에 분주하여 24시간 배양

후 Aβ42 응집체를 처리하고 48시간 추가 배양 후 MTT(1

mg/ml) 용액 50 ml를 각 well에 분주하였다24). 이를 다시 4시간

배양 후 배양액을 모두 버리고 DMSO 100 ml를 넣고 570 nm에

서 흡광도를 측정하였다.

7. 통계학적 분석

각 실험결과는 3회 이상 실험을 반복하여 얻은 자료를 이용

하여 mean ± S.D. 로 표시하였고, 통계학적 분석은 SPSS version

14.0의 independent t-test를 수행하여 p < 0.05를 통계학적으로

유의성이 있는 것으로 판정하였다.

결 과

1. Aβ42의 섬유화에 대한 β-asarone의 효과

Aβ42의 아밀로이드 섬유화에 미치는 β-asarone의 영향을 파

악하고자 Thioflavin-T(Thio-T) 결합 형광법을 이용하여 단백질

응집 kinetics 실험을 수행한 결과는 Fig. 2와 같다. Thio-T 결합

형광 실험에서 40 μM의 Aβ42로만 37℃로 배양했을 경우, 총 50

시간 동안 전형적인 sigmoidal 곡선 형태의 아밀로이드 섬유 형

성이 관찰 되었다(Fig. 2, ○). 또한 150 μM의 β-asarone을 첨가

한 경우, 아밀로이드 섬유 형성이 150 μM의 β-asarone을 첨가하

지 않은 군에 비하여 의미 있게 저해된 결과가 나타났다(Fig. 2,

●, p < 0.01, p < 0.001). 더욱이 β-asarone만을 배양할 경우에는

thio-T의 형광이 거의 나타나지 않았으며, 40 μM의 Aβ42로만 배

양한 군에 비하여 의미 있는 차이를 보였다(Fig. 2, △, p < 0.01,

p < 0.001).

2. β-Asarone에 의한 Aβ42의 올리고머 형성

β-Asarone을 첨가하여 40시간 배양한 Aβ42의 상태를 살펴

보고자 수행한 TEM 분석에 대한 결과는 Fig. 3에 나타내었다. β

-Asarone을 첨가하지 않은 경우, Fig. 2 실험의 Aβ42는 40시간

후 TEM 분석 상에서 직경 약 10 nm의 아밀로이드 섬유체가 다

량 관찰된데 반하여(Fig. 3B), 150 μM의 β-asarone을 첨가한 경

우, 같은 배양 조건 결과, 아밀로이드 섬유체는 전혀 관찰되지 않

았고 둥근 형태(spherical form)의 올리고머 구조체들만이 존재

하였다(Fig. 3A).
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Fig. 2. Fibrillation kinetics of Aβ42 in the presence or absence of β

-asarone assessed with Thioflavin-T binding fluorescence. Data
represent the mean ± S.D. from three separate experiments. **p < 0.01, ***p < 0.001,

significant compared with Aβ42(40 μM).

Fig. 3. TEM images of (A) β-asarone-induced Aβ42 oligomers and

(B) amyloid fibrils.

3. β-Asarone에 의해 유도된 Aβ42 올리고머의 2차 구조 특성

β-Asarone이 첨가된 조건에서 40시간 배양 후 형성된 Aβ42

올리고머의 구조적 특성을 조사하기 위해 CD 측정을 시행한 결

과는 Fig. 4와 같다. β-Asarone에 의해 유도된 Aβ42 올리고머는

여전히 197 nm에서 minimum ellipticity를 보임으로써 무작위

(random)의 2차 구조를 가짐이 확인되었다(Fig. 4. straight line).

그러나 disordered structure를 갖는 Aβ42 모노머(Fig. 4. dashed

line)에 비해 구조적 무작위 수준은 다소 낮은 편이었다. β

-Asarone이 없이 40시간 배양된 Aβ42의 경우, 197 nm에서의

minimum ellipticity는 완전히 사라지고 220 nm에서의 ellipticity

가 증가하여 전형적인 β-sheet 구조를 나타내었다.

Fig. 4. CD spectra of Aβ monomers (dashed line), β

-asarone-induced Aβ42 oligomers (solid line), and fibrils (dotted

line). The spectra shown are representative of five spectra yielding similar results.

4. β-Asarone에 의한 Aβ42의 독성 저해 효과

Aβ42에 대한 β-asarone의 독성 저해 효과를 조사하기 위해

신경아 세포종인 SH-SY5Y의 cell viability를 MTT assay
24)
로 측

정한 결과는 Fig. 5와 같다. β-Asarone 없이 8시간 배양한 Aβ42

의 경우, SH-SY5Y의 생존율이 대조군의 약 50%였고(Fig. 5, p <

0.01), β-asarone 없이 40시간 배양한 Aβ42의 경우, 생존율이 대

조군의 약 68%였다(Fig. 5, p < 0.05). 하지만 β-asarone과 함께

40시간 배양한 Aβ42는 SH-SY5Y의 생존율이 대조군의 약 85%까

지 회복되었고, 대조군에 비해 통계적으로 유의한 차이를 나타내

지 않았다. 한편, β-asarone과 함께 40시간 배양한 Aβ42는 β

-asarone 없이 40시간 배양한 Aβ42에 비해 유의한 증가를 나타

내었다(Fig. 5, p < 0.05).

Fig. 5. Effects of β-asarone on Aβ-induced cytotoxicity in SH-SY5Y

cells. Data represent the mean ± S.D. from three separate experiments. #p < 0.05,
##p < 0.01, significant compared with control; *p < 0.05, significant compared with

only Aβ42(40 hr).

고 찰

Aβ는 알츠하이머의 주된 병인 단백질로 환자 두뇌의 신피

질에서 노인반을 형성한다
1)

. 이러한 Aβ의 비정상적 축적이 알츠

하이머와 관련된 신경세포의 퇴화 원인으로 여겨지고 있다4). 또

한 Aβ에 의한 독성기작은 Aβ의 섬유화와 깊이 관련되어 있다
5,6)

. 본 연구에서는 Aβ42의 섬화 및 세포독성에 대한 β-asarone

의 저해효과를 Aβ42 섬유화 kinetics 측정, Transmission

electron microscope, Circular dichroism spectroscopy 및 MTT

assay를 통해 조사하였다.

Thio-T는 단백질의 베타-병풍(β-sheet) 구조에 결합하는 형

광염색 물질로서, Aβ42가 형성하는 아밀로이드 구조체는 전형적

인 베타-병풍으로 이루어져 있기 때문에 Thio-T 결합 형광 측정

을 통해 아밀로이드를 정량하게 된다21). 본 연구결과에서 40 μM

의 Aβ42로만 배양했을 경우, 총 50 시간 동안 전형적인

sigmoidal 곡선 형태의 아밀로이드 섬유 형성이 관찰되었고, 이

와 대조적으로 40 μM의 Aβ42에 150 μM의 β-asarone을 첨가한

경우, 아밀로이드 섬유 형성이 의미 있게 저해되었다. 이는 아밀

로이드 섬유체의 β-sheet 구조에 특이적으로 결합하는 Thio-T의

형광 세기가 거의 나타나지 않는 것으로 보아 β-asarone는 Aβ42

의 β-sheet 구조 형성을 막고 결과적으로 아밀로이드 섬유체 형

성 또한 저해시키는 효과가 있는 것으로 판단된다. 더욱이, 본 연



김지아․이철원․이부균․이장천․안원근

- 320 -

구에서 얻은 kinetics 데이터는 최근 연구에서 보고되었던 결과

와13-17) 같이 β-asarone이 아밀로이드 형성 억제를 통해 Aβ42의

독성을 저해할 수 있음을 제안한다.

TEM 분석에 대한 연구결과에 의하면, β-asarone을 첨가하

지 않은 경우, Aβ42는 40시간 배양 후 아밀로이드 섬유체가 다

량 관찰되었으나, β-asarone을 첨가한 경우, 아밀로이드 섬유체

는 전혀 생기나지 않았고 올리고머 구조체들만이 존재하였다. 이

와 같이 Aβ42의 단백질 응집체를 TEM으로 관찰한 결과를 통해

이전 연구에서 보고되었던 Aβ42의 올리고머와 섬유체의 형성을

재확인할 수 있었고, β-asarone은 Aβ42의 올리고머 형성을 유도

하여 섬유화를 저해시킴이22) 판명되었다. 이는 Fig. 2의 Thio-T

형광법의 결과와 일치하는 자료로 β-asarone에 의한 Aβ42의 독

성 저해 효과15-17)가 기대 된다.

Aβ42 올리고머의 구조적 특성을 조사하기 위해 CD 측정을

시행한 결과, β-asarone에 의해 유도된 Aβ42 올리고머는

minimum ellipticity를 보임으로써 random한 2차 구조를 가짐이

확인되었으나, disordered structure를 갖는 Aβ42 모노머에 비해

구조적 무작위 수준은 다소 낮은 편이었다. 또한 β-asarone이 없

이 40시간 배양된 Aβ42의 경우, 220 nm에서 ellipticity가 증가하

여 전형적인 β-sheet 구조를 보였다. 이 결과는 Thio-T 형광법 및

TEM에서의 분석결과와 일치하였으며, 이는 β-asarone에 의해 A

β42의 섬유화가 저해됨22)을 의미한다.

Aβ42에 대한 β-asarone의 독성 저해 효과를 조사하기 위해

신경아 세포종인 SH-SY5Y의 cell viability를 측정한 결과, β

-asarone이 없이 8시간 배양한 Aβ42의 경우, SH-SY5Y의 생존율

이 대조군에 비해 통계적으로 의미 있게 감소하였고(p < 0.01), β

-asarone 없이 40시간 배양한 Aβ42의 경우도 생존율이 대조군에

비해 의미 있게 감소하였다(p < 0.05). 하지만, β-asarone과 함께

40시간 배양한 Aβ42는 SH-SY5Y의 생존율이 대조군에 비해 유

의한 차이를 나타내지 않았다. 한편, β-asarone과 함께 40시간 배

양한 Aβ42는 β-asarone 없이 40시간 배양한 Aβ42에 비해 유의

한 증가를 나타내었다(p < 0.05). 즉 β-asarone과 함께 40시간 배

양한 Aβ42는 β-asarone 없이 40시간 배양한 Aβ42에 비해 독성

이 거의 없는 것으로 나타났다. 이는 β-asarone이 형성된 Aβ 올

리고머 및 섬유체의 독성을 억제15-17) 시킨 것으로 판단된다.

결 론

본 연구에서 β-asarone은 Aβ42와의 상호작용을 통해 Aβ42

의 섬유화 과정을 저해시키고 독성이 없는 올리고머 형성을 유

도함이 확인되었다. 또한 β-asarone이 존재할 경우 형성되는 Aβ

42 올리고머는 아밀로이드 섬유체와는 대조적으로 β-sheet 구조

가 없는 구형의 구조물이고, β-asarone이 없이 형성된 Aβ42 올

리고머와는 전혀 다른 생화학적 특성을 보여 SH-SY5Y에 대한

독성을 거의 나타내지 않았다. 결과를 종합해보면, β-asarone은

Aβ42가 나타내는 전형적인 섬유화 과정과는 다른 경로로 Aβ42

의 응집 과정을 유도시켜 Aβ42의 올리고머를 형성시키고 이러

한 올리고머는 독성이 감소된 응집체로 확인 되었다. 따라서 이

러한 β-asarone의 효과는 추후 Aβ42의 섬유화 기작 및 올리고머

형성에 대한 이해도를 높이고 섬유화 진행을 저해시키는 약물

개발에 후보물질로 활용될 수 있음을 제시하는 바이다.
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