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국문요약 

알츠하이머병(Alzheimer’s disease, AD)은 뇌 안에 과량의 amyloid-β (Aβ)가 응집

된 것이 특징인 퇴행성 뇌신경질환으로, 산화 스트레스(oxidative stress)나 흥분 

독성(excitotoxicity) 등이 촉진되어 신경계 손상이 일어나 유발되는 것으로 알려

졌다. 뇌는 굶주림(starvation) 등의 비상 상황에서 포도당(glucose) 대신 케톤체

(ketone bodies)인 아세토아세트산(acetoacetate, AcAc)와 베타-하이드록시부틸산(β-

hydroxybutyrate, B-HB)을 사용하여 빠르게 필요한 에너지를 생성할 수 있다. 이 

연구에서는 여러 신경독성에 대해 케톤체가 신경보호 능력(neuroprotection)을 갖

는지 조사하였다. 신경독성물질(neurotoxin)인 H2O2, NaN3, hypoxia, ZnCl2, kainic 

acid (KA), 혹은 Aβ42에 노출된 사람 신경모세포종(neuroblastoma) 유래 SH-SY5Y 

세포에 AcAc나 B-HB를 처리한 후 MTS 분석, 또는 CellTiter-glo 분석으로 세포 

생존율을 측정하였다. 이와 별개로, 동일한 방법으로 케톤체와 독성물질을 처리

한 세포를 Hoechst 33342와 propidium iodide (PI)로 염색하여 AcAc와 B-HB의 세

포보호 효과를 평가하였다. 그 결과 특정 농도 범위 내의 AcAc 또는 B-HB를 

처리한 세포는 독성물질만 처리한 세포보다 생존율이 증가하였다. AcAc (25 mM)

는 H2O2에 의한 세포 죽음을 효과적으로 억제하였고, NaN3에 대해선 B-HB (50 

mM)가, hypoxia에 대해선 AcAc (100 mM)와 B-HB (50 mM), ZnCl2에 대해선 AcAc 

(4 mM), kainic acid (KA)에 대해선 AcAc (10 mM)와 B-HB (10 mM), 마지막으로 

Aβ42에 대해선 AcAc (2 mM)와 B-HB (2 mM)가 세포 사멸을 억제하였다. Hoechst 

33342와 PI로 염색한 결과 AcAc 또는 B-HB를 처리한 세포에서 독성물질 단독 

처리군에 비해 PI로 염색된 죽은 세포가 줄어들었다. 이러한 결과는 케톤체 

AcAc와 B-HB가 신경독성으로부터 세포를 보호할 수 있는 효능을 갖고 있어, 

케톤체가 알츠하이머병 등 퇴행성 뇌신경질환의 예방과 치료제로 개발 가능성

이 있음을 의미한다. 

중심어: 알츠하이머병(Alzheimer's disease, AD), 아밀로이드-베타(amyloid-β, Aβ), 산

화 스트레스(oxidative stress), 흥분 독성(excitotoxicity), 케톤체(ketone body), 아세

토아세트산(acetoacetate), 베타-하이드록시부틸산(β-hydroxybutyrate), 피루브산

(pyruvate), 신경보호(neuroprotection) 



 ii   

 

차례 

 

국문요약                                          i 

 

그림 목록                                         iii 

 

Ⅰ. 서론                                            1 

 

Ⅱ. 재료 및 방법                                   4 

 

Ⅲ. 결과                                          8 

 

Ⅳ. 결론                                          22 

 

Ⅴ. 참고문헌                                       28 

 

Abstract                                          36 

 

  



 iii   

 

그림 목록 

Figure 1A. Ketone bodies          3 

Figure 1B. Metabolic pathways of ketone bodies      3 

Figure 2. Experimental procedure        7 

Figure 3. Acetoacetate (AcAc) or β-hydroxybutyrate (B-HB) 

increases the cell viability in SH-SY5Y cells       9 

Figure 4. Neuroprotection by AcAc or B-HB against oxidative 

stress in SH-SY5Y cells         11 

Figure 5. Neuroprotection by AcAc or B-HB against NaN3-

induced cell death in SH-SY5Y cells       13 

Figure 6. Neuroprotection by AcAc or B-HB against hypoxic 

damage in SH-SY5Y cells         15 

Figure 7. Neuroprotection by AcAc or B-HB against ZnCl2-

induced cell death in SH-SY5Y cells       17 

Figure 8. Neuroprotection by AcAc or B-HB against Kainic 

acid (KA)-induced cell death in SH-SY5Y cells      19 

Figure 9. Neuroprotection by AcAc or B-HB against Aβ42-

induced cell death in SH-SY5Y cells       21 

 



 1   

 

Ⅰ. 서론 

알츠하이머병(Alzheimer’s disease, AD)은 인지, 기억 장애가 나타나는 노인성 

치매의 대표 질환으로 전체 노인성 치매의 70% 이상을 차지하는 퇴행성 뇌신경

질환이다.
1-3)

 알츠하이머병은 뇌에 다량 축적된, 비정상적 변형 단백질인 베타-

아밀로이드(amyloid-β, Aβ)가 신경세포를 손상시켜 발생하는데
4)
, 활성 산소종

(reactive oxygen species, ROS)으로 인한 산화 스트레스(oxidative stress), ATP 생산 

저해, 또는 신경계 과잉 활성으로 인한 흥분 독성(excitotoxicity) 등이 관여한다

고 알려졌다.
5-8)

 그러나 알츠하이머병의 정확한 발병 기전은 여전히 불분명하고 

치료제 개발도 더디게 이뤄지는 중이다. 

최근 고혈압, 당뇨와 같은 대사증후군(metabolic syndrome) 환자에게 알츠하이

머병을 비롯한 치매 질환이 발생할 위험이 높다는 역학적 연구가 보고되었다.
9)

 

이는 뇌 안의 에너지 대사 기능 저하나 교란이 알츠하이머병 등 치매 발병에 

연관됨을 암시한다.
10) 

뇌는 기본적으로 포도당(glucose)을 이용한 에너지 대사를 통해 필요한 에너

지 ATP를 얻는다. 세포에 흡수된 포도당이 해당과정(glycolysis)을 거쳐 피르부산

(pyruvate)으로 전환되고, 이것이 미토콘드리아의 시트르산 회로(citric acid cycle)

와 전자전달계(electron transport chain, ETC)를 거쳐 ATP가 생성된다. 그런데 오랫

동안 굶주리거나 과도한 운동, 또는 저탄수화물(low carbohydrate) 함유 식단 등

으로 인해 뇌세포 내 포도당이 고갈되면 뇌는 긴급하게 다른 대체 에너지원

(alternative energy sources)을 이용하여 ATP를 얻는다.
11)

 

케톤체(ketone bodies)는 이러한 대체 에너지원의 일종으로, 케톤기(R1-C=O-

R2)를 갖는 단일 카르복실산 화합물(monocarboxylates)이다.
11) 뇌에 포도당이 부

족하면 간세포(hepatocytes)는 지방산(fatty acids)을 분해하여 아세토아세트산

(acetoacetate, AcAc)을 생성한다. AcAc는 여러 효소에 의해 베타-하이드록시부틸

산(β-hydroxybutyrate, B-HB)과 아세톤(acetone)으로 변형되는데, AcAc와 B-HB, 그

리고 acetone을 케톤체라고 한다(Fig. 1A). 이 중 아세톤은 휘발성이 강해 폐로 

방출되지만 AcAc와 B-HB는 혈액에 녹아 뇌로 전달된다.
12) 뇌혈관을 따라 운반

된 AcAc와 B-HB가 신경세포의 단일 카르복실산 수송체(monocarboxylic acid 
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transporters, MCTs)에 의해 신경세포 내로 이동하고, 미토콘드리아 피루브산 수

송체(mitochondrial pyruvate carriers, MPCs)를 통해 미토콘드리아 안으로 운반된다. 

이 후 B-HB는 β-hydroxybutyrate dehydrogenase(B-HBDH)에 의해 AcAc로 전환되

고, AcAc는 일련의 과정을 거쳐 acetyl-CoA로 되어 시트르산 회로에 합류한 후 

에너지 대사 과정을 거쳐 최종적으로 ATP가 생산된다(Fig. 1B).
12) 신경세포는 포

도당을 이용하여 직접 ATP를 생산하기도 하지만 주변의 성상세포(astrocytes)로

부터 피루브산을 얻거나, 앞서 언급한 MCTs를 통해 케톤체를 공급받아 ATP를 

생성하는데, 이러한 과정이 해당과정(glycolysis) 경유 포도당 대사에 비해 에너

지 대사 효율이 훨씬 높다고 알려졌다.
12, 13) 

세포(in vitro)와 동물(in vivo)을 이용한 연구에서 퇴행성 뇌신경 질환과 관련

해 피루브산의 탁월한 신경세포 보호 능력이 널리 알려졌다. 여러 연구에 따르

면 알츠하이머병 동물 모델에서 피루브산이 인지 기능과 행동 장애를 개선하였

으며
14)
, 세포 모델에서도 피루브산에 의해 각종 신경독성으로 인한 신경세포 

죽음이 억제되는 것을 확인하였다.
15, 16) 피루브산(CH3COCOOH)은 화학적으로 케

톤기를 갖는 단일 카르복실산 유기화합물이므로 유사한 구조인 단일 카르복실

산 유기화합물 케톤체도 산화 스트레스나 비정상적 단백질로 인한 신경세포의 

사멸을 억제할 수 있을 것이라 기대한다.17 -21) 

따라서 이 연구에서는 알츠하이머병의 다양한 발병 기전 중 활성산소종, 에

너지 대사 교란, 흥분독성 유도 화합물, 아연(zinc), 베타-아밀로이드(amyloid-β, 

Aβ) 등 신경독성에 대한 케톤체의 억제 능력, 즉 신경보호(neuroprotection) 효능

을 사람 신경모세포종(neuroblastoma) 유래 SH-SY5Y 세포에서 확인하였다. 
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Fig. 1A. Ketone bodies 

 

 

 

 

Fig. 1B. Metabolic pathways of ketone bodies (Simeone et al, 2017) 
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Ⅱ. 재료 및 방법 

1. 시약 

케톤체 화합물 lithium acetoacetate (AcAc), sodium-DL-3-hydroxybutyrate (B-HB)는 

TCI (Tokyo, Japan)에서 구입하였다. Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), 

fetal bovine serum (FBS), Trypsin-EDTA (0.25%), hydrogen peroxide (H2O2), sodium 

azide (NaN3), zinc chloride (ZnCl2), Hoechst 33342 (trihydrochloride, trihydrate), 

propidium iodide, sodium pyruvate (SPY)는 Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)에서 구

입하였다. Kainic acid (KA)는 Tocris (Bristol, UK), amyloid-β(1-42) (HFIP-treated)는 

Bachem (Bubendorf, Switzerland)에서 구입하였다. 세포생존율 측정에 사용된 MTS 

시약과 CellTiter-glo 시약은 각각 CellTiter 96
®
 Aqueous One Solution Reagent와 

CellTiter-Glo
®
 Luminescent Reagent를 사용하였고, 모두 Promega (Madison, WI, USA)

에서 구입하였다. 

2. 세포 실험 

1) 세포배양 

이 연구에서는 사람의 신경모세포종(neuroblastoma)에서 유래한 SH-SY5Y 세포

를 사용했다. SH-SY5Y 세포는 37℃, 5% CO2에서 10% FBS, 100 units/mL penicillin

과 100 units/mL streptomycin이 함유된 DMEM 배지를 사용하여 배양하였으며, 이

틀마다 Trypsin-EDTA를 이용하여 계대 배양하였다. 

2) 약물 처리 및 세포 생존율 측정 (Fig. 2) 

AcAc 및 B-HB의 세포독성 정도를 확인하기 위하여 SH-SY5Y 세포를 96-well 

plate에 1×10
4
 cells/well 밀도로 옮기고 24시간동안 배양한 후 AcAc나 B-HB를 세

포에 각각 1-100 mM 농도로 처리하였다. 다시 24시간 후 MTS 시약을 2시간 동

안 처리하고 microplate reader (Bio-Tek, Winooski, UT, USA)를 이용, 490 nm 파장에

서 흡광도를 측정해 세포 생존율을 평가했다. 

 세포독성을 유도하기 위해 SH-SY5Y 세포에 H2O2, NaN3, ZnCl2, KA, 또는 Aβ42

를 처리하였고, 이들 독성물질에 대한 AcAc와 B-HB의 세포보호 효과를 확인하
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기 위하여 AcAc 또는 B-HB를 동시에 세포에 처리하여 8-24시간동안 배양하였

다. 

저산소증(hypoxia)으로 인한 세포 죽음을 AcAc나 B-HB가 억제할 수 있는지 

알아보기 위해 SH-SY5Y 세포에 AcAc, B-HB를 처리하고 1% 농도로 산소가 유

지되는 VS-2050C0 CO2/O2 incubator (VISION SCIENTIFIC, Daejeon, Korea)에서 8시

간 배양하였다. 대조군은 AcAc나 B-HB를 처리하지 않고 21% 농도로 산소가 유

지되는 incubator에서 동일 시간 동안 배양하였다. 

별도의 대조 시험을 위해 각 독성물질에 대한 SPY (10 mM)의 세포 보호 효능

을 AcAc와 B-HB의 세포보호 효능과 비교하였다. 

MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl tetrazolium bromide) assay는 세포의 

미토콘드리아 탈수소효소의 활성에 의해 MTS가 비수용성의 자주색을 띠는 

formazan으로 전환되는 원리를 이용하여 세포의 증식 및 사멸도 변화를 측정하

는 방법이다. SH-SY5SY 세포에 8-24시간 동안 AcAc, B-HB 또는 SPY를 처리 후 

MTS (5 mg/mL) 용액 20 μL를 각 well에 첨가하고 2시간 동안 37℃, 5 % CO2 

incubator에서 반응시킨 후 490 nm에서 microplate reader로 흡광도를 측정하였다. 

세포 생존율(cell viability)은 대조군 흡광도 대비 실험군 흡광도를 상대치로 환산

하고 백분율로서 표시하였다 [Cell Viability = 실험군 / 대조군 × 100 (%)]. 

 CellTiter-glo assay는 luciferin이 ATP에 의해 oxyluciferin으로 산화될 때 발생하

는 발광을 측정하는 방법으로, 대사가 활발한 세포에서 발광이 증가한다는 원리

를 이용하여 세포의 증식을 측정하는 방법이다. 세포에 산소가 부족할 때 갑자

기 고농도의 산소가 유입되면 세포 손상이 일어난다고 알려져 있다. 따라서 저

산소증에 대한 AcAc와 B-HB의 세포보호 효과를 확인하는 조건에서는, CellTiter-

glo assay로 세포 생존율을 측정하였다. 1% O2 조건에서 AcAc, B-HB 또는 SPY를 

처리하고 8시간 후에 각 well에 CellTiter-glo reagent 100 μL를 첨가하고 12분동안 

상온에서 반응시킨 후 microplate reader로 560 nm 파장에서 발광을 측정하였다. 

세포 생존율(cell viability, %)은 대조군의 발광 값 대비 실험군의 발광 값을 상대

치로 환산하고 백분율로 표시하였다. [Cell Viability = 실험군 / 대조군 × 100(%)] 
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3. Hoechst 33342와 propidium iodide (PI) 염색 및 평가 

Hoechst 33342는 세포의 핵 내 DNA에 결합하여 청색 형광을 나타내는 것으

로 모든 세포를 염색한다. Propidium iodide (PI)도 핵 내의 DNA에 결합하여 형광

을 나타내나 살아있는 세포의 막을 투과하지 못해 죽은 세포만 염색하여 빨간 

형광을 나타낸다. 위 각종 화합물로 처리한 SH-SY5SY 세포에 Hoechst 33342와 

PI (각 100 μg/mL) 용액 2 μL를 처리하고 37℃, 차광 상태에서 15분간 염색하였

다. 염색 후 형광현미경(Evos
®
 cell imaging system; Thermo Fisher)을 이용하여 각각 

DAPI와 RFP 필터에서 관찰하고 100× 배율의 사진에서 Image J (NIH, Bethesda, 

MD, USA)로 염색된 세포의 수를 셌다. 실험군은 대조군과 비교하여 Hoechst 

33342 대비 PI로 염색된 세포의 수를 백분율로서 표시하였다. 

4. 통계처리 

Data는 Student’s t-test 또는 Turkey one-way analysis of variance (Turkey-ANOVA)

를 사용하여 비교 분석하였다. Data는 최소 3번 이상의 독립적인 실험에서 구해

진 평균값 ± 표준오차로 표현하였다. P < 0.05일 때 비교 그룹 간 유의적인 차이

를 보이는 것으로 판단하였다. 
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Ⅲ. 결과 

1. Acetoacetate (AcAc)와 β–hydroxybutyrate (B-HB)가 SH-SY5Y 세포에 미

치는 영향 

AcAc 또는 B-HB를 SH-SY5Y 세포에 1-100 mM 농도로 단독 처리하고 세포 

생존율의 변화를 관찰하였다. AcAc나 B-HB를 24시간 처리할 때, 처리한 모든 

농도에서 생존율이 줄지 않아 이 농도 범위에서 AcAc나 B-HB는 세포독성이 없

는 것으로 평가했다. 오히려 AcAc를 처리한 세포는 농도 의존적으로 생존율이 

증가하였고(Fig. 3A), B-HB를 처리한 경우 1 mM의 농도에서 생존율이 유의적으

로 증가했으며 다른 농도에서도 비록 통계적 유의성은 부족했지만 늘어나는 경

향을 보였다(Fig. 3B). 

이 결과는 AcAc와 B-HB가 SH-SY5Y 세포에 유해한 독성을 갖지 않고 오히려 

세포의 활성이나 생존에 유익하게 기능함을 의미한다. 
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Fig. 3. Acetoacetate (AcAc) or β-hydroxybutyrate (B-HB) increases the cell 

viability in SH-SY5Y cells. 

Twenty four hours after SH-SY5Y cells (1×10
4
 cells/well) were incubated in the 

addition of AcAc (A; as Li-AcAc) or B-HB (B; as Na-B-HB), the cell viability was 

measured by MTS assay. At the concentrations of 1-100 mM, AcAc showed a 

concentration-dependent increase in cell viability (A), whereas B-HB did only a 

small increase (B). Error bars represent the standard error of the mean (SEM) (n=3). 

Statistical comparisons between groups were performed using t-test. *P < 0.05, 

**P < 0.01, or ***P < 0.001. 
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2. 산화 스트레스에 대한 AcAc와 B-HB의 세포보호 효과 

산화 스트레스에 대한 AcAc와 B-HB의 세포보호 효과를 조사하기 위하여 

SH-SY5Y 세포에 100 μM H2O2를 AcAc (10-100 mM) 또는 B-HB (10-100 mM)와 함

께 처리하였고, 양성 대조 실험을 위해 이미 강력한 항산화 작용으로 세포보호

능이 뛰어나다고 알려진 피루브산(sodium pyruvate, SPY) (10 mM)를 100 μM H2O2

와 동시에 세포에 처리하였다. 24시간 처리 후 MTS 분석으로 세포 생존율을 측

정한 결과, H2O2만 처리한 세포는 생존율이 크게 줄었으나(비처리 세포군 대비 

49.5 ± 3.2%; Fig. 4A-B), 25 mM AcAc를 처리한 세포는 생존율이 20.3% 증가하였다

(Fig. 4A). 하지만 B-HB를 처리한 세포에서는 생존율이 그다지 바뀌지 않았고, 

오히려 100 mM를 처리한 경우 H2O2만 처리한 세포보다 생존율이 감소하였다

(Fig. 4A-B). 반면에 10 mM SPY는 H2O2에 의한 세포 죽음을 40.5% 억제하였다

(Fig. 4B). 

100 μM H2O2에 노출된 세포에 가장 효과적 사멸 억제를 보이는 농도의 AcAc 

(25 mM), B-HB (10 mM), 또는 SPY (10 mM) 각각을 동시에 처리하고 24시간 후에 

Hoechst 33342와 PI로 세포를 염색하였다. 대조군 세포의 핵은 둥글고 큰 반면에 

100 μM H2O2를 처리한 세포는 응축되고 염색체가 분절되었으며 PI로 매우 강하

게 형광염색을 띠었다. AcAc (25 mM)나 SPY (10 mM)를 함께 처리한 세포에서는 

H2O2 단독 처리군보다 PI로 염색된 세포가 상당히 감소하였고, B-HB (10 mM) 처

리군에서는 PI로 염색된 수준이 감소했지만 AcAc (25 mM)나 SPY (10 mM) 처리 

세포에 비하면 줄어드는 정도가 매우 약했다(Fig. 4C). 

AcAc는 SPY에 비해 산화 스트레스로 인한 SH-SY5Y 세포의 사멸을 억제하

는 효능이 약하지만, 특정 범위 농도에서 신경보호 기능을 발휘하는 것으로 보

인다. 하지만 산화 스트레스에 대한 B-HB의 SH-SY5Y 세포보호 효과는 나타나

지 않았다. 
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Fig. 4. Neuroprotection by AcAc or B-HB against oxidative stress in SH-SY5Y 

cells. 

While SH-SY5Y cells were exposed to 100 μM H2O2, AcAc (10-100 mM, as Li-

AcAc; A and C), B-HB (10-100 mM, as Na-B-HB; B and C) or pyruvate (SPY; 10 

mM as sodium pyruvate; A-C) was treated for 24 hours and then the cell viability 

was evaluated by MTS assay (A and B) or Hoechst 33342/propidium iodide (PI) 

staining (C, scale bars = 100 μm). Error bars represent the standard error of the 

mean (SEM) (n=3). Statistical comparisons between groups were performed using 

Turkey-ANOVA. *P < 0.05, **P < 0.01, or ***P < 0.001. 
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3. 에너지 대사 저해에 대한 AcAc 와 B-HB 의 세포보호 효과 

미토콘드리아의 에너지 대사를 방해하는 것으로 알려진 아지드화 나트륨

(NaN3)에 대한 AcAc와 B-HB의 세포보호 효과를 검사하기 위해, NaN3 (3 mM)를 

AcAc (10-100 mM) 또는 B-HB (10-100 mM)와 혼합 후 SH-SY5Y 세포에 동시 처

리하였다. 그리고 세포호흡을 증가시켜 NaN3로 인해 저해된 대사를 회복시키는 

것으로 알려진 SPY (10 mM)를 AcAc와 B-HB의 효과에 대한 비교군으로 사용하

였다. 24시간 처리 후 MTS 분석으로 세포 생존율을 측정한 결과, NaN3 단독 처

리군은 그렇지 않은 대조군에 비해 세포 생존율이 57.7% 감소하였다(Fig. 5A-B). 

하지만 50 mM B-HB를 함께 처리한 세포에서는 71.1%의 생존율이 나타났다(Fig. 

5B). 또한 10 mM SPY 처리군에서는 NaN3에 의한 세포 죽음을 29.8% 억제하였

다(Fig. 5A-B). 그러나 AcAc의 경우 처리한 어떠한 범위에서도 NaN3 자극에 대

한 세포사멸 억제 효과가 나타나지 않았다(Fig. 5A). 

이러한 결과를 토대로 NaN3 독성에 대한 B-HB의 세포보호 효과를 현미경으

로 관찰하였다. 세포에 3 mM NaN3와 B-HB를 24시간 동시 처리하고 Hoechst 

33342와 PI로 세포를 염색하였다. NaN3 단독 처리군에서 PI 형광 염색을 띠는 

세포가 대조군에 비해 늘어났고 B-HB (50 mM) 처리군에서 그 수가 현저히 줄어

들었다(Fig. 5C). 

AcAc는 NaN3의 세포독성에 대한 보호 효과가 관찰되지 않았으나, 50 mM B-

HB는 10 mM SPY와 유사한 수준으로 NaN3에 의한 세포 죽음을 억제하였다. 
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Fig. 5. Neuroprotection by AcAc or B-HB against NaN3-induced cell death in 

SH-SY5Y cells. 

While SH-SY5Y cells were exposed to 3 mM NaN3, AcAc (10-100 mM, as Li-

AcAc; A), B-HB (10-100 mM, as Na-B-HB; B and C) or pyruvate (SPY; 10 mM 

as sodium pyruvate; A-C) was treated for 24 hours and then the cell viability was 

evaluated by MTS assay (A and B) or Hoechst 33342/propidium iodide (PI) 

staining (C, scale bars = 100 μm). Error bars represent the standard error of the 

mean (SEM) (n=3). Statistical comparisons between groups were performed using 

Turkey-ANOVA *P < 0.05, **P < 0.01, or ***P < 0.001. 
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4. 저산소증에 대한 AcAc와 B-HB의 세포보호 효과 

저산소증(hypoxia)은 세포에 산화기전을 활성화시켜 세포 사멸을 야기한다. 케

톤체 AcAc와 B-HB가 저산소증의 세포에 어떠한 효과가 있는지 확인하기 위해 

SH-SY5Y 세포에 AcAc (1-100 mM)나 B-HB (1-100 mM)를 처리하고 1% O2 환경에

서 8시간 동안 배양하였다. 별도로 케톤체 처리군에 대한 비교군으로, SPY (10 

mM)를 처리하였다. 처리 후 CellTiter-glo 분석 결과, 정상적으로 산소(21% O2)가 

공급된 대조군에 비해 1% O2에 노출된 세포의 생존율이 36.3% 만큼 감소하였다

(Fig. 6A-B). 그러나 AcAc 또는 B-HB를 처리한 세포에서는 농도가 증가함에 따

라 생존율이 증가하는 경향을 보였다. 특히 100 mM AcAc 또는 50 mM B-HB 처

리군은 각각 117.6 ± 2.0% 또는 111.8 ± 8.2%의 세포 생존율로, 대조군보다 생존

율이 증가하였다(Fig. 6A-B). 10 mM SPY를 처리한 경우 1% O2에 의한 세포 죽음

을 38.9% 억제하였다(Fig. 6A-B). 

위의 저산소증에 대한 AcAc와 B-HB의 세포 생존율 분석을 통해, 가장 유의

성이 있는 보호효과를 보이는 AcAc (100 mM)와 B-HB (50 mM), 또는 SPY (10 

mM)를 세포에 처리하고 1% O2에 8시간 방치하였다. 이 후 Hoechst 33342와 PI로 

세포를 염색한 결과, 1% O2에 노출된 경우 찌그러지고 분리된 핵이 다수 관찰되

었으며 PI로 강하게 염색되었다. 하지만 AcAc (100 mM), B-HB (100 mM), 또는 

SPY (10 mM)를 처리한 경우 PI로 염색된 세포가 거의 관찰되지 않았으며 생존

율 결과(Fig. 6A-B)와 마찬가지로 대조군에 비해 죽은 세포를 관찰할 수 없었다

(Fig. 6C). 

이상 결과는 케톤체 AcAc와 B-HB가 이미 효능이 잘 알려진 SPY 못지 않게 

저산소증으로부터 세포를 보호하는 능력이 뛰어남을 입증한다.  
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Fig. 6. Neuroprotection by AcAc or B-HB against hypoxic damage in SH-

SY5Y cells. 

While SH-SY5Y cells were exposed to 1% O2, AcAc (1-100 mM, as Li-AcAc; A 

and C), B-HB (1-100 mM, as Na-B-HB; B and C) or pyruvate (SPY; 10 mM as 

sodium pyruvate; A-C) was treated for 8 hours and then the cell viability was 

evaluated by CellTiter-Glo assay (A and B) or Hoechst 33342/propidium iodide (PI) 

staining (C, scale bars = 100 μm). Error bars represent the standard error of the 

mean (SEM) (n=5). Statistical comparisons between groups were performed using 

Turkey-ANOVA. *P < 0.05, **P < 0.01, or ***P < 0.001. 
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5. 아연독성(ZnCl2)에 대한 AcAc 와 B-HB 의 세포보호 효과 

고농도의 아연(zinc)은 미토콘드리아의 에너지 대사를 억제하거나 활성산소종

을 유발하여 세포 사멸을 일으키는 것으로 알려져 있다. 이러한 아연독성에 대

하여 케톤체 AcAc와 B-HB가 세포에 어떠한 영향을 미치는 지 알아보았다. 먼

저 1-100 mM의 AcAc, 또는 B-HB에서 아연독성에 대한 세포 생존율을 측정한 

결과, 1-8 mM 범위의 AcAc 또는 B-HB 처리군에서 급격한 생존율 감소 없이 생

존율이 유지되거나 또는 증가하는 경향을 보여, 아연독성 조건에서는 1-8 mM 

농도 수준에서 케톤체의 효과를 조사하였다. SH-SY5Y 세포에 50 μM ZnCl2를 

AcAc (1-8 mM), 또는 B-HB (1-8 mM)와 함께 12시간 처리하였고, 별개로 SPY (10 

mM)를 50 μM ZnCl2와 함께 세포에 동일 시간 처리하였다. 이 후에 MTS 시약을 

첨가하고 세포 생존율을 측정한 결과, 50 μM ZnCl2만 처리할 때 세포 생존율이 

대조군 대비 75.8% 감소했다(Fig. 7A-B). 50 μM ZnCl2와 함께 4 mM AcAc를 동시 

처리한 세포는 세포 사멸이 37.1% 만큼 줄었으나(Fig. 7A), B-HB는 처리한 모든 

농도에서 ZnCl2의 세포 독성을 억제하지 못했다(Fig. 7B). 반면에 10 mM SPY를 

ZnCl2와 함께 처리하면 생존율이 146.9%에 이르러 ZnCl2에 의한 세포 사멸을 완

벽히 억제하였다(Fig. 7A-B). 

위의 생존율 분석으로 효과가 확인된 AcAc (4 mM) 또는 SPY (10 mM)를 50 

μM ZnCl2와 세포에 동시 처리하고 12시간 후 Hoechst 33342와 PI로 세포를 염색

하였다. 그 결과, 50 μM ZnCl2에만 노출된 세포는 Hoechst 33342로 염색했을 때 

핵이 응축되고 세포간 간극이 벌어졌으며 PI로 염색된 세포가 증가했으나, 4 mM 

AcAc를 같이 처리한 세포에서는 건강한 세포가 관찰되었고, PI 형광염색도 

ZnCl2 단독 처리군에 비해 감소하였다. 이에 비해 10 mM SPY 처리군은 PI로 염

색된 세포가 거의 관찰되지 않았으며 아무런 약물을 처리하지 않은 대조군 세

포와의 형태가 유사하였다(Fig. 7C). 

따라서 특정 농도의 AcAc는 세포에 유해한 아연(zinc)으로부터 세포보호 효과

를 갖는데 반해, 이 연구에서 사용한 농도 범위에서 B-HB는 효과가 없는 것으

로 나타났다. 
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Fig. 7. Neuroprotection by AcAc or B-HB against ZnCl2-induced cell death in 

SH-SY5Y cells. 

While SH-SY5Y cells were exposed to 50 μM ZnCl2, AcAc (1-8 mM, as Li-AcAc; 

A and C), B-HB (1-8 mM, as Na-B-HB; B) or pyruvate (SPY; 10 mM as sodium 

pyruvate; A-C) was treated for 12 hours and then the cell viability was evaluated 

by MTS assay (A and B) or Hoechst 33342/propidium iodide (PI) staining (C, scale 

bars = 100 μm). Error bars represent the standard error of the mean (SEM) (n=5). 

Statistical comparisons between groups were performed using Turkey-ANOVA. *P 

< 0.05, **P < 0.01, or ***P < 0.001. 
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6. Kainic acid (KA) 독성에 대한 AcAc 와 B-HB 의 세포보호 효과 

동물모델에서 뇌전증(epilepsy)을 유도하는 kainic acid (KA)는 신경세포의 

AMPA/Kainate 수용체에 결합하여 흥분독성(excitotoxicity)을 일으키고 활성산소종

의 촉진 등 사멸 기전을 활성화시켜 신경 손상을 일으킨다. 본 연구에서는 이미 

뇌전증(epilepsy) 치료에 쓰이는 케톤체가 KA 유발 흥분독성으로부터 세포를 보

호할 수 있는 지 확인하였다. SH-SY5Y 세포에 15.625 mM KA를 처리하고, 동시

에 AcAc (1-100 mM) 또는 B-HB (10-50 mM)를 첨가하였다. 그리고 KA에 대해 신

경보호기능을 갖는 SPY (10 mM)를 동일 농도의 KA와 함께 세포에 처리하여, 사

용한 케톤체에 대한 비교군으로 설정하였다. 24시간 처리 후 MTS 분석 결과, 

KA 단독 처리군은 대조군 대비 48.8% 만큼 세포 치사율을 보였다(Fig. 8A-B). 

하지만 10 mM AcAc를 함께 처리한 세포에서는 KA 단독 처리군보다 49.6%만큼 

생존율이 증가하여, 대조군 수준으로 생존율이 증가하였다(Fig. 8A). 10 mM SPY

를 처리한 경우 81.5%의 생존율을 보여 10 mM AcAc보다 다소 낮은 수치를 나

타냈다(Fig. 8A-B). 그러나 B-HB 처리군에서는 25, 50 mM에서 생존율이 도리어 

감소하였다(Fig. 8B). 

위의 세포 생존율 분석을 기반으로 SH-SY5Y 세포에 AcAc (10 mM)를 15.625 

mM KA와 함께 24시간 처리하고 Hoechst 33342와 PI로 염색하였다. B-HB에 관한 

MTS 분석 결과, 10 mM B-HB에서 유의성은 없으나 생존율이 일부 증가한 것이 

확인되어 Hoechst 33342와 PI로 KA에 대한 B-HB (10 mM)의 효과를 관찰하였다. 

별도로 동일한 방법으로 세포에 SPY (10 mM)와 KA를 처리하고 염색하였다. KA 

단독 처리군에서 PI로 염색된 세포가 현저히 증가하였으나, AcAc (10 mM)나 SPY 

(10 mM)를 처리한 세포에서는 KA 단독 처리군보다 PI 형광 염색을 띤 세포가 

크게 감소했다. B-HB (10 mM)의 경우 전체 세포 대비 PI로 염색된 세포 비율이 

AcAc (10 mM)와 SPY (10 mM)에 비해선 높았으나 KA 단독 처리군과 비교했을 

때 감소했다(Fig. 8C-D). 

따라서 AcAc와 B-HB는 특정 농도로 처리할 때 KA에 의한 세포 손상에 대해 

유효한 보호 효과를 가지는 것으로 나타났다.  
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Fig. 8. Neuroprotection by AcAc or B-HB against Kainic acid (KA)-induced 

cell death in SH-SY5Y cells. 

While SH-SY5Y cells were exposed to 15.625 mM KA, AcAc (1-100 mM, as Li-

AcAc; A, C and D), B-HB (10-50 mM, as Na-B-HB; B, C and D) or pyruvate 

(SPY; 10 mM as sodium pyruvate; A-D) was treated for 24 hours and then the cell 

viability was evaluated by MTS assay (A and B) or Hoechst 33342/propidium 

iodide (PI) staining (C and D, scale bars = 100 μm). Error bars represent the 

standard error of the mean (SEM) (n=6). Statistical comparisons between groups 

were performed using Turkey-ANOVA. *P < 0.05, **P < 0.01, or ***P < 0.001. 
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7. Aβ42 세포독성에 대한 AcAc 와 B-HB 의 세포보호 효과 

Amyloid-β (Aβ)는 알츠하이머병의 가장 대표적인 병인이다. 세포 수준에서 

AcAc와 B-HB의 Aβ에 의한 세포사멸 억제 효과를 조사하기 위하여 SH-SY5Y 

세포에 활성화된 1 μM Aβ42와 AcAc (2-200 mM) 또는 B-HB (2-200 mM)를 동시 처

리하였다. 그리고 Aβ42에 대한 세포보호 효과가 입증된 2 mM의 SPY를 1 μM 

Aβ42와 함께 세포에 처리하였다. 24시간 처리하고 MTS 분석으로 세포 생존율을 

측정한 결과, 1 μM Aβ42만 처리한 세포는 58.7%의 생존율로, 대조군의 41.3%만큼 

생존율이 감소하였다(Fig. 9A-B). 2 mM AcAc 또는 2 mM B-HB를 함께 처리한 세

포에서는 생존율이 각각 70.1%와 79.3%로, Aβ에 의한 세포 죽음을 AcAc의 경우 

11.4%, B-HB의 경우 20.6% 억제하였다(Fig. 9A-B). 그러나 AcAc나 B-HB 모두 농

도 의존적인 세포보호 효과는 없었으며, 오히려 200 mM AcAc 또는 200 mM B-

HB 처리군에서 Aβ42 단독 처리군에 비해 생존율이 감소했다(Fig. 9A-B). 10 mM 

SPY를 처리한 경우 75.3%의 생존율을 보여, Aβ42에 의한 세포 죽음을 16.6% 억

제하였다(Fig. 9A-B). 

1 μM Aβ42에 노출된 세포가 AcAc 또는 B-HB에 의해 보호되는 효과를 세포 

염색을 통해 확인하였다. SH-SY5Y 세포에 1 μM Aβ42를 처리하고, 동시에 AcAc 

(2 mM) 또는 B-HB (2 mM)를 24시간 처리하였다. 그리고 AcAc와 B-HB의 비교군

으로 SPY (2 mM)를 1 μM Aβ42와 함께 세포에 동일 시간 처리하였다. 이 후 

Hoechst 33342와 PI로 각각의 세포를 염색한 결과, 1 μM Aβ42 단독 처리군은 대조

군에 비해 죽은 세포가 늘어나 PI로 강하게 염색되었으나, AcAc (2 mM) 또는 B-

HB (2 mM) 처리군은 PI 형광이 줄어들어, Aβ42에 의한 세포 죽음이 억제됐다. 또

한 비교 목적의 SPY (2 mM) 처리군도 Aβ42 단독 처리군 대비 PI로 염색된 죽은 

세포가 감소하였다(Fig. 9C-D). 

리튬(Li
+
)이 산화 스트레스로부터 신경세포를 보호한다고 알려져 있다.

22)
 본 

연구에 사용한 AcAc는 리튬이 결합된 구조로, Li-AcAc의 세포보호 효과가 AcAc

에 의한 것인지 확인하기 위해, Fig. 4-9에 처리한 AcAc와 같은 농도로 LiCl를 각

각의 독성물질에 노출된 세포에 처리하고 각 실험에 사용한 방식으로 세포 생

존율을 측정하였다. 그 결과, LiCl가 처리된 세포가 각각의 독성물질 단독 처리

군과 유사한 생존율을 보여, 사용한 AcAc의 효과가 리튬에 의한 것이 아님을 

확인하였다(data not shown). 
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Fig. 9. Neuroprotection by AcAc or B-HB against Aβ
42

-induced cell death in 

SH-SY5Y cells. 

While SH-SY5Y cells were exposed to 1 μM Aβ42, AcAc (2-200 mM, as Li-AcAc; 

A, C and D), B-HB (2-200 mM, as Na-B-HB; B, C and D) or pyruvate (SPY; 10 

mM as sodium pyruvate; A-D) was treated for 24 hours and then the cell viability 

was evaluated by MTS assay (A and B) or Hoechst 33342/propidium iodide (PI) 

staining (C and D, scale bars = 100 μm). Error bars represent the standard error of 

the mean (SEM) (n=5). Statistical comparisons between groups were performed 

using Turkey-ANOVA. *P < 0.05, **P < 0.01, or ***P < 0.001. 
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Ⅳ. 결론 

알츠하이머병(Alzheimer’s disease, AD)은 신경세포의 소실로 인해 발생하는 퇴

행성 뇌신경 질환이다. 이는 여러 기전에 의해 발생하는데, 신경세포에 활성산

소종을 포함한 산화 스트레스가 유발되거나, 또는 에너지 대사에 관여하는 효소 

기능이 저해되어 일어난다. 또한 아연(zinc)이나 카인산(kainic acid, KA)과 같은 

신경자극을 비롯해 뇌에 과량 축적된 Aβ로 인해 신경계 손상이 일어나 알츠하

이머병이 유발된다고 한다. 이 연구에서는 이런 신경계 병인에 대해 뇌에서 대

체 에너지원으로 사용하는 케톤체 AcAc와 B-HB가 SH-SY5Y 세포에 신경 보호 

효과를 발휘하는지 조사하였다. 

1-100 mM 농도 범위의 AcAc나 B-HB를 SH-SY5Y 세포에 단독 처리할 때 아

무런 독성 효과가 나타나지 않았고, 오히려 AcAc와 B-HB에 의해 세포 생존율

이 증가하였다. 이는 케톤체가 기본적으로 SH-SY5Y 세포의 성장을 촉진하거나 

활성을 강화하는 화합물로 작용함을 의미한다. 앞선 연구에 따르면 AcAc나 B-

HB가 D-3-hydroxybutyrate dehydrogenase나 acetoacetyl-CoA thiolase 등 C1300와 

glioma C6 신경모세포종(neuroblastoma) 세포의 대사에 관여하는 효소의 활성을 

촉진하여 세포의 성장을 유도하고 세포 배양에 유익하게 쓸 수 있다고 알려졌

다.
23)

 

산화 스트레스는 알츠하이머병 등 각종 퇴행성 뇌신경 질환에서 신경손상을 

입히는 가장 대표적 병인이다. 세포 내 활성화된 산화 기전으로 인해 H2O2, 

superoxide (O2 ∙-), hydroxyl radical, nitric oxide (NO), peroxynitrite (ONOO-) 등의 활성 

산소종(reactive oxygen species, ROS)이 생성되는데, SH-SY5Y 세포를 포함한 배양

세포와 일차 배양 신경세포(primary cultured neurons)는 물론, 각종 신경질환 동물

모델에서 이러한 활성 산소종이 세포 구성물이나 신호 분자(signal molecules)와 

격렬하게 반응하여 세포나 조직을 사멸시킨다. 따라서 활성 산소종을 적절히 억

제하는 항산화물(antioxidants)은 신경세포 보호 역할을 할 수 있으며 특히 사람 

신경모세포종(neuroblastoma) 유래 SK-N-MC 세포에서 피루브산(pyruvate)이 H2O2

에 의한 세포 자살(apoptosis)을 유발하는 PARP와 caspase 3의 활성을 억제시켜 

세포를 보호한다.
24)

 이 피루브산을 비롯한 항산화물은 신경질환 치료제로 관심

을 받고 있어 이에 이 연구에서는 피루브산과 유사 구조인 케톤체가 SH-SY5Y 
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배양세포를 산화 스트레스 공격으로부터 보호할 수 있는지 관찰하였다. H2O2에 

노출된 SH-SY5Y 세포에 10, 25 mM AcAc를 처리한 경우 H2O2에 의한 세포 손상

이 억제되었지만, B-HB에서는 어떠한 사멸 억제 효과를 관찰할 수 없었으며 오

히려 높은 농도에서 세포 사멸을 증가시켰다. 앞서 언급한대로 피루브산의 강력

한 항산화 효능을 재현하며 10 mM의 SPY는 H2O2에 노출된 세포의 생존율을 크

게 끌어 올렸다. 이 결과는 AcAc가 피루브산에 비해선 다소 낮으나, H2O2로 인

한 공격에 대해 항산화 기능과 세포 보호효능을 갖고 있음을 의미한다. 비록 

PC12 세포에서 B-HB가 산화 스트레스 공격을 막는다는 보고가 있으나25)
, 이 연

구에서는 B-HB가 세포보호 효과를 나타내지 않았는데 이에 관해서는 더욱 세

밀한 분석이 필요하다. 대사 증후군과 퇴행성 뇌신경 질환과의 역학적 보고에 

의하면9)
, 당뇨병(diabetic mellitus) 환자는, 세포 내 포도당 흡수가 억제되어 간

(liver)에서 케톤체의 생성이 증가하는데 혈중 케톤체의 농도가 정상을 넘어서면

(ketoacidosis) 활성산소종의 생성이 촉진되어 신경 소실이 초래된다고 알려졌

다.
26)

 본 연구의 50, 100 mM의 B-HB는 H2O2에 의해 손상된 세포에 ketoacidosis

와 같은 독성을 일으켜 세포 죽음을 유도할 가능성이 있는 것으로 보이나 AcAc

의 경우 다른 효과를 보여 이에 관한 추가적인 연구가 필요하다. 최근 AcAc, B-

HB 등 케톤체와 케톤 유도 화합물의 항산화 기능을 이용한 신경보호제 개발이 

주목 받고 있다.
27, 28)

 

아지드화 나트륨(NaN3)은 미토콘드리아 전자전달계(electron transport chain, ETC)

의 구성 효소인 cytochrome c oxidase (complex Ⅳ)의 산화 인산화 반응(oxidative 

phosphorylation)을 억제해 세포 에너지 대사를 파괴하는 독성물질로, 저산소증 

유사 화합물(hypoxia-mimetic chemical)로 널리 쓰인다.
29)

 피루브산은 NaN3와 유사

한 작용을 하는 사이안화 칼륨(KCN)에 대하여 그 작용을 억제하고 cytochrome 

oxidase의 기능을 회복시키는 것으로 알려졌다.
30)

 전자전달계에 관한 케톤체의 

작용과 관련하여, 외상성 뇌손상(traumatic brain injury, TBI)이 유발된 랫드가 케톤

체를 섭취할 때 미토콘드리아에서 세포질로 방출된 cytochrome c의 농도가 감소

하고 caspase-3의 활성이 저해돼 TBI에 의한 apoptosis가 억제되었다는 결과가 보

고되었다.
31)

 이 연구에서는 에너지 대사 저해에 대하여 앞선 연구에서 확인된 

케톤체의 신경보호 효과를 SH-SY5Y 세포에서 확인하고 보호 효과가 입증된 피

루브산과 비교하였다. 일차배양 신경세포에서와 마찬가지로66)
, 이 연구에서도 

NaN3에 의해 SH-SY5Y 세포의 생존율이 크게 감소하였다. 하지만 50 mM B-HB
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나 10 mM SPY에 의해 세포 생존율이 증가했고, 위 산화 스트레스 시험과는 반

대로 AcAc는 NaN3에 의한 세포 죽음을 억제하지 못하였다. 이러한 결과는 아지

드화 나트륨(NaN3)에 의한 세포독성에 대하여 B-HB와 피루브산이 세포보호 효

과를 가지고 있으나, AcAc는 그 효력이 미미함을 의미한다. Cytochrome oxidase를 

포함한 complex Ⅰ ~ Ⅲ는 미토콘드리아 내막에서 유기적으로 연결된 구조로, 일련

의 산화 인산화 반응으로 ATP를 생성한다. 특히 Complex Ⅰ과 Ⅱ에선, 조효소 

NAD가 전달한 전자(e
-
)에 의해 산화 환원 반응이 일어나, ATP 생산이 촉진된다. 

이러한 NAD는 B-HB가 세포의 β-hydroxybutyrate dehydrogenase (B-HBDH)와 반응

할 때 증가되어, ATP 생성을 활성화시키는 것으로 알려졌다. C57BL/6 생쥐에 B-

HB와 complex Ⅱ의 작용을 억제하는 3-nitropropionic acid (3-NP)를 처리한 결과, B-

HB에 의해 NADH가 증가하고 complex Ⅱ의 기능이 회복되어, 세포 호흡과 ATP 

생성이 개선되었다는 연구 결과가 있다.
32)

 이러한 연구를 기반으로 본 연구에서 

확인한 NaN3에 대한 B-HB의 세포보호 효과는 처리한 B-HB에 의한 B-HBDH의 

반응 촉진 및 그로 인한 에너지 대사 향상과 연관될 수 있음을 의미한다. 기전 

연구를 통해 B-HB의 세포 보호 효과를 세밀하게 조사할 필요가 있다. 

뇌에 공급되는 산소가 줄어들면 뇌세포가 소실되어 알츠하이머병을 포함한 

퇴행성 뇌신경질환이 야기된다. 산소 결핍은 뇌신경세포에 급속한 포도당 고갈 

및 에너지 대사 붕괴를 일으켜 결국 사멸을 일으킨다.
33-35)

 케톤체는 이러한 긴

급 상황에서 빠르게 뇌로 전달되어 에너지원으로 사용된다고 알려져 있으며36, 37)
, 

저산소 상태(hypoxia)에 노출된 랫드의 해마 신경세포(hippocampal neurons)는 케

톤체에 의해 PARP나 caspase 3의 활성 및 cytochrome C의 유출이 억제되어 세포 

죽음이 억제된다.
38)

 이에 본 연구에서는 케톤체가 SH-SY5Y 세포를 저산소증

(hypoxia)에 의한 자극으로부터 보호할 수 있는지 조사하였다. SH-SY5Y 세포를 

1% O2 조건에서 배양하면서 AcAc 또는 B-HB와 SPY를 각각 처리하였다. 그 결

과 예상한대로 1% O2에만 노출된 세포에 비해 AcAc 또는 B-HB와 SPY에 의해 

세포 생존율이 크게 증가하였다. 이는 저산소증으로부터 신경세포 보호능력이 

우수하다고 잘 알려진 피루브산 못지 않게39)
, 케톤체도 저산소로 인한 신경세포 

손상을 효과적으로 막을 수 있는 것을 의미한다. 앞선 연구에서 생쥐와 랫드에 

B-HB (50 mg/kg)를 전처리(pre-treatment)한 후 저산소증을 유도한 결과, B-HB를 

처리한 그룹에서 그렇지 않은 그룹에 비해 생존시간(survival time)이 크게 늘어

나고 뇌세포 내 ATP 생성이 증가했다.
40)
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아연(zinc)은 세포 기능에 중요한 요소로, 핵 내 전사(transcription)를 활성화시

키고 단백질 합성을 촉진하며, 시냅스에서의 신호전달(synaptic transmission)에 영

향을 미친다.
49)

 특히 고농도의 아연은 시냅스 후 신경세포(postsynaptic neurons)에 

존재하는 NMDAR (N-methyl-D-aspartate receptor)과 voltage-gated Ca
2+

 channels 등에 

작용하여 시냅스 후 신경세포로 유입되거나 세포 내로 Ca
2+을 다량 유입시킨다. 

유입된 아연으로 인한 미토콘드리아의 에너지 대사 저해 또는 고농도의 Ca
2+에 

의한 산화 스트레스 및 세포 자살(apoptosis) 활성화로 인해 신경세포가 사멸하

여41)
, 파킨슨병(Parkinson’s disease, PD)과 알츠하이머병을 비롯한 퇴행성 뇌신경 

질환이 유발된다.
42-46)

 EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid)와 TPEN [N,N,N′,N′-

tetrakis(2-pyridinylmethyl)-1,2-ethanediamine]을 비롯한 아연 결합 화합물은 아연에 

의한 신경 손상을 억제하는 것으로 알려졌는데, 동물모델 연구에 따르면 아연 

결합 화합물 못지 않게 피루브산도 아연에 의한 신경독성과 신경질환을 억제할 

수 있다.
47, 48)

 따라서 본 연구에서는 피루브산처럼 케톤기를 갖는 케톤체도 아연

독성으로부터 세포를 보호할 수 있는 지 확인하였다. ZnCl2에 노출된 SH-SY5Y 

세포에 AcAc 또는 B-HB를 처리한 결과, 4 mM AcAc에서 유의적인 세포보호 효

과가 있었고, B-HB의 경우 처리한 농도 범위 내에서 ZnCl2에 의한 세포 죽음을 

억제하지 못했다. SPY는 ZnCl2 공격을 완전히 차단함으로써 앞선 연구 결과를 

재현하였다. 고농도 아연처럼 신경손상을 일으킨다고 알려진 글루탐산(glutamate)

에 관한 연구에 따르면 AcAc와 B-HB가 glutamate 독성으로부터 HT22 세포

(hippocampal cell line)와 일차 배양 해마 신경세포(primary hippocampal neuronal 

cultured cells)를 보호하고, 특히 AcAc가 glutamate로 인한 ROS 생성을 현저히 억

제했다는 결과가 있다.
50)

 따라서 본 연구 결과는 AcAc가 아연에 의한 산화 스

트레스나 세포 자살을 효과적으로 억제할 수 있음을 입증한다. SH-SY5Y 세포뿐 

아니라 다양한 신경세포에서 아연에 대한 케톤체의 세포보호효능을 조사하고 

각종 뇌신경질환 동물 모델에서도 그 효력을 평가할 필요가 있다. 

신경세포 간 신호의 전달은, 신경세포의 말단에서 방출하는 신경전달물질

(neurotransmitters)이 시냅스 후 신경세포에 결합하여 이루어진다. 흥분성 신경 

전달물질(excitatory neurotransmitters)이 지나치게 많으면 뇌전증(epilepsy), 알츠하

이머병(Alzheimer’s disease)을 비롯한 퇴행성 뇌신경 질환이 발병한다.
51, 52)

 Kainic 

acid (KA)는 흥분성 신경전달물질로, 시냅스 후 신경세포의 이온성 글루탐산 수

용체(ionotropic glutamate receptors)의 일종인 AMPA/KA 수용체에 결합하여 수용체
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를 활성화시킨다.
53)

 과도하게 활성화된 수용체에 의해 세포 내로 Ca
2+이 다량 

유입되고 이로 인해 세포 자살(apoptosis)이 촉진되어, 신경세포가 사멸한다.
54-58)

 

신경보호능이 우수한 피루브산은 KA의 신경독성을 효과적으로 억제할 수 있다. 

Spargue-Dawley (SD) 랫드에 KA (10 mg/kg)를 복강투여(intraperitoneal injection)해 

간질(epileptic seizures)을 일으키고 sodium pyruvate (SPY; 500 mg/kg)를 주사하면 

뇌에서 세포보호능을 갖는 HSP70 단백질(heat shock protein 70) 발현이 증가하고 

해마체(hippocampus)와 시상(thalamus) 부위의 죽은 신경세포가 감소한다.
59)

 케톤

체도 신경보호 효과를 유도하는지 알아보기 위해 SH-SY5Y 세포에 KA를 처리

하고 케톤체 AcAc와 B-HB를 각각 처리한 결과, 10 mM AcAc를 처리한 세포에서 

생존율이 크게 증가했다. B-HB 경우 MTS 분석상 10 mM 농도에서 유의성은 없

으나 세포 사멸을 일부 억제하였고 이를 Hoechst 33342와 PI로 염색한 결과에서 

세포 사멸도가 KA 단독 처리군에 비해 감소하였다. 이러한 결과는 세포 및 동

물 모델에서 입증된 피루브산 만큼59)
, 케톤체, 특히 AcAc가 KA의 세포독성을 

억제하는 능력이 뛰어난 것을 의미한다. 본 연구 결과를 토대로, 케톤체는 KA

에 의한 수용체의 지나친 활성화 및 그로 인해 야기되는 신경 소실에 대하여 

세포보호 기능을 가지며, 뇌전증(epilepsy) 치료에서 케톤체 또는 케톤체 식이요

법(ketogenic diet)의 유용성이나 기전을 암시한다. 

알츠하이머병의 대표 병인인 amyloid-β (Aβ)는 아밀로이드 전구체 단백질

(amyloid precursor protein, APP)이 β-secretase와 γ-secretase에 의해 분해되어 생성된 

펩타이드(peptide)로, 주로 1-40 또는 1-42번째의 아미노산 서열을 갖는 Aβ40과 

Aβ42로 구성된다. γ-secretase와 복합체를 이루는 presenilins에 문제가 있거나 APP 

서열에 변이가 일어나면 Aβ가 다량 생성, 축적되어 신경세포를 공격해 알츠하

이머병이 유발된다고 알려졌다.
60, 61)

 특히 알츠하이머병 환자에서는 강한 신경독

성을 갖는 Aβ42의 비율이 높은 것으로 드러났다.
62, 63)

 세포 연구와 치매 동물모

델에서 케톤체가 신경계 손상 병인을 억제하여 알츠하이머병 치료에 도움을 줄 

것이라는 보고가 주목을 받고 있다.
64, 65)

 APP에 돌연변이를 일으키는 형질전환 

생쥐에 고지방과 저탄수화물로 구성된 식단(ketogenic diet)을 43일간 진행한 결과, 

저지방 및 고탄수화물을 먹인 그룹보다 혈중 B-HB의 농도가 증가하고 뇌세포

의 Aβ 수준이 감소했다.
64)

 또한 B-HB의 효과를 in vitro와 in vivo에서 확인한 연

구에 따르면 B-HB를 전처리한(pre-treatment) PC12 세포에서 세포 자살(apoptosis) 

기전이 억제되고 세포 사멸이 감소했다. Aβ와 B-HB를 동시 주입한 랫드에서는 
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Aβ로 인한 뇌신경 사멸이 줄어들었다.
65)

 본 연구는 Aβ42 독성에 대한 케톤체의 

보호 기능을 SH-SY5Y 세포에서 알아보았다. SH-SY5Y 세포에 Aβ42를 처리하고, 

동시에 AcAc (2 mM) 또는 B-HB (2 mM)를 24시간 처리했을 때, Aβ42 단독 처리군 

대비 세포 생존율이 증가하였다. 또한 이를 염색했을 때 케톤체의 세포보호 효

과가 극명했다. SPY 처리군에서도 세포 생존율이 향상하여 피루브산이 Aβ42의 

독성을 낮추는 효과가 있음을 재확인했다. 이러한 발견은 AcAc와 B-HB가 알츠

하이머병 병인인 Aβ42의 공격을 효과적으로 방어한다는 것을 의미한다. 최근 피

루브산을 비롯한 케톤체를 알츠하이머병 치료제로 개발하려는 시도가 꾸준히 

이뤄지고 있어 비록 세포 연구이긴 하나 이 연구는 케톤체의 퇴행성 뇌신경질

환의 치료제로 개발 가능성을 지지하는 중요한 발견이다. 

본 연구에서는, 알츠하이머병의 다양한 원인에 대하여 뇌에서 효과적으로 사

용하는 에너지원인 케톤체 AcAc와 B-HB의 신경보호 효과를 세포 수준에서 확

인하였다. 특이한 것은 여러 신경독성물질에 대해 같은 계열의 케톤체 AcAc와 

B-HB가 서로 다른 양상의 효과를 보였다는 점이다. H2O2나 ZnCl2에 의한 세포 

손상은 B-HB보다 AcAc에 의해 더 잘 억제되었고, NaN3의 세포독성은 AcAc보다 

B-HB에 의해 더 많이 억제됐다. 저산소증(1% O2)과 kainic acid (KA), Aβ42에 대해

서 AcAc와 B-HB 모두 세포 죽음을 충분히 억제하였다. 케톤체의 여러 신경 독

성 병인에 대한 보호 효과를 SH-SY5Y 세포를 비롯한 다양한 신경세포 모델과 

동물 질환 모델에서 더 알아볼 필요가 있다. 

비록 사람 신경모세포종양 유래 SH-SY5Y 세포를 이용한 연구이긴 하나 이 

연구는 AcAc와 B-HB가 피루브산과 비슷하거나 또는 그 이상으로 산화 스트레

스, 에너지 대사 교란, 흥분독성, 아밀로이드 독성 등 각종 퇴행성 신경질환 병

인이나 독성 기전을 차단할 수 있음을 발견하였다. 뇌졸중(cerebral stroke), 뇌전

증(epilepsy), 그리고 알츠하이머병을 비롯한 퇴행성 뇌신경질환 동물모델에서 케

톤체의 신경 보호 기능을 평가하여 신경질환 치료제로 개발 가능성을 확인하는 

연구가 진행돼야 할 것이다. 
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Abstract 

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease associated with the 

abnormal accumulation of the peptide amyloid-beta (Aβ) in the brain. The 

neurotoxic mechanisms of Aβ have been linked to oxidative stress or excitotoxicity 

in neurons, causing neuronal damage. Studies have reported that ketone bodies, 

used as alternative energy sources in brain, have been related to treatment of AD. 

Herein, we investigated the neuroprotective effects of ketone bodies, acetoacetate 

(AcAc) or β-hydroxybutyrate (B-HB), against the neurotoxin-induced cell death. 

SH-SY5Y cells were co-treated with a neurotoxin such as H2O2, NaN3, hypoxia, 

ZnCl2, kainic acid (KA), or Aβ42, and a ketone body, AcAc or B-HB, in comparison 

with the addition of sodium pyruvate (SPY). We found that either AcAc or B-HB 

protected the SH-SY5Y cells from the neurotoxin-induced cell death, showing the 

increase in the cell viability and the decrease in the number of PI-stained dead cells. 

These results suggest that ketone bodies may play a therapeutic role in neurological 

diseases such as AD. 

Keywords: Alzheimer's disease (AD), Amyloid-β (Aβ), Oxidative stress, 

Excitotoxicity, Ketone body, Acetoacetate (AcAc), β-hydroxybutyrate (B-HB), 

Pyruvate, Neuroprotection 
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