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ABSTRACT 

Background and Objectives：Carcinogens result in the impairment of intercellular communication as well as intracellular 
communication of normal cells. Connexin (Cx) is a main constituent protein of gap junctions that let messengers such as ions 
communicate between cells. We evaluated the effect of carcinogen H2O2 on the expression of Cxs and gap junction intercellular 
communication (GJIC) in the human keratinocyte cell line (HaCaT) and analyzed the prevention effect of green tea extracts 
against H2O2. Materials and Method：We performed neutral red dye uptake tests to determine the optimal concentrations of 
H2O2, green tea extracts-epicatechin (EC) and epigallocatechin-3-gallate (EGCG) in this study. To analyze the expression 
change of Cxs, we performed RT-PCR, Western blot, and immunocytochemistry after 24-hour culture of HaCaT cells treated 
with agents. We also evaluated GJIC quantitatively using the ‘scrape loading dye transfer (SLDT)’ technique. Results：Cx26, 
Cx30, Cx31, Cx43, but not Cx29 were expressed in the HaCaT cells. H2O2 (250 uM) down-regulated Cx26 and Cx43 proteins. 
In HaCaT cells treated with H2O2, EC (175 uM) up-regulated Cx26 and Cx43 proteins, but EGCG (50 uM) up-regulated only 
Cx43 protein. Immunocytochemistry showed the decreased expression and abnormal location of Cx26 and Cx43 under H2O2, 
and EC and EGCG (5 uM) inhibited the effect of H2O2, showing similar staining in the control. In SLDT, H2O2 down-regulated 
GJIC, while EC and EGCG significantly prevented HaCaT cells from the H2O2-induced, down-regulation of GJIC. Conclusion：
The carcinogen, H2O2, inhibits GJIC in the keratinocyte cell line. Green tea extracts, such as EC and EGCG, prevent GJIC 
inhibition in the keratinocyte cell line treated with H2O2, suggesting they have a potential anti-cancer properties. (Korean J 
Otorhinolaryngol-Head Neck Surg 2008;51:355-62) 
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서     론 

 

간극결합(gap junction)은 인접세포 간의 직접적인 정보

교환의 통로로서 일반적으로 비특이적, 수동적 확산에 의

해 물질의 이동이 이루어지는 곳이다. 물질의 크기에 따라 

비교적 선택적으로 cAMP, inositol 1, 4, 5-triphosphate 

(IP3)와 같은 1,000 Da 이하의 작은 물질이나 Na+, K+, 

Ca2+ 등의 비유기 이온을 통과시키고, 반면에 단백질이나 

핵산의 이동은 못하게 한다.1,2) 이러한 작은 정보 물질, 즉 

second messengers의 이동에 의해 세포는 상호 정보교환

을 하게 되고, 이를 통해 각 기관 및 조직의 발생, 분화 및 

발육을 조절하고, 그 정상 기능을 발휘하게 된다.3,4) 간극

결합을 구성하는 기본 단백이 connexin(Cx)이며, connexin 

6개가 모여서 connexon이라는 hemi-channel을 만들고, 

인접세포의 hemi-channel 2개가 만나서 간극결합 통로

를 완성하게 된다.2) 현재까지 약 20여 종 이상의 Cx이 보

고되었고 이들은 종 특이성 및 조직 특이성을 보여서 그 분

포의 형태가 종과 조직에 따라 다양하다.2)  

Cx 발현의 이상은 간극결합의 구조 및 기능 장애를 만들

게 되고, 이는 간극결합을 통한 세포 간 신호전달(gap junc-
tional intercellular communication, GJIC)의 장애를 초

래함으로써 여러 가지 병적상태를 만들게 된다.2) 즉, 정상 

조직의 급만성 질환을 초래하고, 난청 또는 피부 이상을 보

이는 유전성 질환을 만들기도 하고, 세포의 비정상적 성장
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과 암세포 성장에도 관여한다.1-6) 실제 in vitro, in vivo 

연구에서 암유발 물질에 의해 Cx의 발현 및 간극결합 간 

신호전달의 감소를 확인하였고, 암억제 물질에 의해 이들

의 발현이 항진되는 것을 보고한 이래 Cx을 암억제 유전

자(tumor suppressor gene)로 생각하고 있다.5-7)  

이러한 암세포 성장과 Cx의 관련성을 고려할 때, 간극

결합 단백 Cx의 발현 조절은 세포 간 신호전달에 영향을 미

치는 것으로 결국 세포의 성장과 분화를 조절할 수 있다. 

즉, 양성질환을 치료할 수 있을 뿐만 아니라 발암물질에 

의한 암세포화 과정을 억제 또는 차단할 수 있다. 이러한 간

극결합 조절 물질로는 현재 여러 물질들이 보고되고 있다. 

그 중 하나가 녹차 추출물이다. 녹차는 catechin이라 불

리는 polyphenol을 함유하고 있으며, 대표적 성분이 epi-
gallocatechin-3-gallate(EGCG)이며, 그 외 epicatechin, 

epicatechin gallate 등이 있다.8) 이러한 녹차 성분이 in vi-
tro 및 in vivo 실험 등을 통하여 발암과정에서 간극결합 억

제 예방효과가 있으며, 항암효과가 있다는 보고들이 있다.9,10) 

두경부 영역에서의 악성종양의 주종은 상피세포에서 유래

된다. 사람 상피의 주요한 간극결합 단백은 Cx26과 Cx43

으로 알려져 있고, Kamibayashi 등이 기저세포암, 편평상

피세포암에서 Cx26, Cx43은 거의 발현되지 않고, 일부 Cx 

만이 비정상적으로 세포질내에 존재한다고 보고한 바 있다.11) 

하지만 아직 상피세포를 이용한 발암물질에 의한 암 발생 

과정에서 Cx의 변화 및 간극결합 세포간 신호전달의 이상

을 자세히 고찰한 문헌은 거의 없는 실정이다.12) 

저자들은 두경부 종양이 다른 부위의 암보다 담배, 술 등

의 외부자극이 중요한 것을 고려할 때, 발암 유도물질의 외

부자극이 정상 상피세포의 Cx의 발현 및 기능 변화를 초래

할 것이며, 이러한 Cx 발현을 조절하는 물질을 통하여 항암

효과를 낼 수 있을 것으로 가정하였다. 따라서 본 연구는 정

상상피 세포주를 이용하여 발암물질을 자극하였을 때의 Cx 

발현 변화를 분자생물학적 관찰을 통하여 입증하고 이러한 

변화가 실제 간극결합 세포간 신호전달에 어떻게 영향을 미

치는지를 기능적으로 평가하며, 아울러 녹차추출물을 이용

하여 이에 대한 예방효과를 분석하는 데 그 목적이 있다.  

 

재료 및 방법 
 

본 연구는 사람의 정상 각화상피 세포주인 HaCaT 세포

(spontaneously immortalized non-tumorigenic and hi-
ghly differentiating keratinocyte cell line)를 이용하여 

1) 세포독성 검사를 시행하여 발암물질 H2O2와 녹차추출

물의 적절 농도를 결정하였고, 2) 역전사중합반응을 통하

여 HaCaT 세포주의 Cx mRNA의 발현을 확인하였으며, 

3) Western blot을 통하여 Cx 단백의 변화를 확인하였다. 

4) Cx 단백의 발현량 변화와 세포내 위치변화를 확인하기 

위해 면역세포화학염색을 시행하였고, 5) 간극결합 간 세

포 간 신호전달을 기능적으로 평가하기 위하여 Scrape load-
ing dye transfer(SLDT) 실험을 시행하였다. 

 

세포주 배양 

HaCaT 세포를 Dulbecco’s minimum essential medium 

(DMEM)을 이용하여 37℃에서 95% air와 5% CO2를 포

함한 가습 기압에서 배양하였다. 세포는 35 mm 조직배양

접시에서 배양하고 2일마다 배지를 교체하였고, 실험은 세

포의 포화도(confluence)가 80% 이상된 경우에 실시하였

다. 발암자극 물질로 H2O2(Duksan, Seoul, Korea)를 사

용하였고, 녹차 추출물로는 epicatechin(EC), epigalloca-
techin-3-gallate(EGCG)를 사용하였으며 Sigma(Stein-
heim, Germany)사에서 구입하였다. 

 

세포독성검사(Neutral red uptake assay) 

Neutral red based in vitro toxicology assay kit(Sig-
ma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 이용하여 세포독성

을 정량적으로 분석하였다. HaCaT 세포주에 H2O2, EC, 

EGCG를 각각 다양한 농도별로 첨가하며, 약물이 첨가된 

세포주를 배양기에서 꺼내어 0.33% neutral red 용액과 

10% 배양배지에 넣고 2시간 동안 배양하였다. Neutral red 

assay 고정액에 넣고 세척한 다음 neutral red solubiliza-
tion 용액에 넣고 10분간 배양하였다. Spectrometer를 이

용하여 540 nm에서 흡광도(absorbance)를 측정하였다. 흡

광 정도에 따라 정량적으로 분석하여 비교하였는데 3회를 

실시하여 평균하였다. 

 

역전사 중합반응(Reverse Transcriptase Polymerase Chain 

Reaction, RT-PCR) 실험 

사람 상피세포에 분포하는 것으로 알려진 Cx26, 29, 30, 

31, 43의 발현을 분석하였다. 다음의 PCR primer를 이용

하여 PCR을 시행하였다.  

Cx26(725bp) Up ：5 ’-TGT-TTT-CCA-GAG-

CAA-ACC-GC-3’, Down：5’-CTG-GGC-AAT-

GAG-TTA-AAC-TGG-3’, Cx29(700 bp) Up：5’-

GCC-TCC-ACC-ACT-GAC-AAT-3’, Down：5’-

GCC-TAT-GTG-GCA-CAC-CCT-3 ’, Cx30(600 

bp) Up：5’-GCA-GCA-TCT-TTT-TCC-GAA-

TC-3’, Down：5’-ATG-CTC-CTT-TGT-CAA-
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GCA-GT-3’, Cx31(660 bp) Up：5’-ATG-GAT-

TGG-AAG-AAG-CTT-CAG-3’, Down：5’-TTA- 

AAT-GGG-GGT-CAG-GCT-AGG-3’, Cx43(294 

bp) Up：5’-TAC-CAT-GCG-ACC-AGT-GGT-

GCG-CT-3’, Down：5’-GAA-TTC-TGG-TTA-

TCA-TCG-GGG-AA-3. 

각각의 primer 1 μl, template 1 μl, 10x PCR buffer 2 

μl, dNTP 1 μl, 10xTaq buffer 2 μl, 증류수 14 μl로 구

성된 reaction mixture에 Taq DNA polymerase(QIA-
GEN) 0.2 μl를 넣고 94℃ 1분, 58℃ 1분, 72℃ 1분으로 

35 cycles 시행하고 72℃ 8분, 94℃ 4분 시행하였다. 이

를 agarose gel에 걸어서 발현을 비교하였다. HaCaT 세

포주를 24시간 배양한 후에 위의 방법으로 RT-PCR을 

시행하였다.  

 

Western blot을 이용한 Cx26과 Cx43의 발현분석 

Western blot은 일반적인 방법으로 Cx26과 Cx43에 대

해서 시행하였다. 세포주를 아연 이온이 포함된 PBS(phos-
phate buffered saline)로 세척한 뒤 50 mM Tris-Cl(pH 

7.4), 1% NP-40, 0.25% Na-deoxycholate, 1 mM EDTA, 

1 mM PMSF, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM so-
dium fluoride와 단백분해 효소 억제제(Complete, Boe-
hringer-Mannheim GmbH, Mannheim, Germany)를 포

함한 RIPA(radioimmunoprecipitation assay) buffer에 

세포주를 넣고 5분간 100℃로 반응시켰다. 상층액을 새 

튜브로 옮긴 뒤 Bio-Rad protein assay를 사용하여 단백

질 내용물을 표준화시켜 각 샘플의 50~100 μg를 4x sam-
ple buffer를 처리한 후 10% sodium dodecyl sulfacte-

polyacrylamid gel을 이용한 전기영동으로 분석하였다. 단

백질을 poly-vinyl difluoride(PVDF) membrane으로 이

동시킨 후 mouse anti-Cx43 monoclonal antibody(Zy-
med, CA, USA)와 rabbit anti-Cx26 polyclonal anti-
body(Zymed, CA, USA)로 처리하였다. 이후 horseradish 

peroxidase-conjugated goat antimouse/antirabbit IgG 

antibody를 사용하여 면역반응성 띠가 나타나는 것을 확

인하였다. 단백 발현량의 정량적 평가를 위하여 Adobe Pho-
toshop 7.0 프로그램을 이용하여 반응성 띠의 density를 

측정하였다. 이를 SPSS® 12.0으로 Student t-test 통계

처리를 하였으며, p<0.05를 유의한 것으로 하였다.  

 

면역세포화학반응검사를 이용한 Cx26과 Cx43의 발현분석 

24시간 약물 처리한 세포주의 배양액을 제거한 후 4% 

paraformaldehyde로 20분간 고정하였다. PBS로 2회 세

척 후 0.15% triton X-100(Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA)으로 10분간 상온에서 처리하여 항체가 세포막

의 구멍을 통해 일시적으로 투과되도록 하였다. 세포주를 

PBS로 희석한 2% BSA(bovine serum albumin), 0.1% 

tween 20으로 상온에서 30분 동안 처리하여 blocking을 

실시하고, PBS로 2회 세척하였다. 세포주를 rabbit poly-
clonal anti-connexin 26 antibody(Zymed, CA, USA)

와 mouse monoclonal anti-connexin 43 antibody(Zy-
med, CA, USA)로 하루를 반응시켰다. 이것에 1.5 mg/ml 

농도의 FITC(fluorescein isothiocynate)-conjugated goat 

anti-rabbit IgG secondary antibody와 Texas red-

conjugated goat anti-mouse IgG secondary antibody 

(Jackson Immunoresearch, Pennsylvania, USA)를 각

각 1：200으로 희석하여 50 μl씩을 Cx 26과 Cx 43 부

위에 각각 섞고 이중염색을 시행하였다. 어두운 곳에서 1

시간 성숙시키고 PBS로 10분씩 3회를 세척한 뒤, 이를 

Confocal microscope(LSM510, Carl Zeiss Meditec, 

Jena, Germany)를 이용하여 관찰하였다.  

 

기능적 연구：Scrape loading dye transfer(SLDT) assay 

간극결합을 통한 세포 간 신호전달의 기능을 분석하기 위

해서 1987년 El-Fouly 등이 제시한 SLDT 방법을 사용하

였다.13) 배양세포를 PBS로 2회 세척한 후 0.5% Lucifer 

yellow를 넣고 #20 수술용 칼로 칼자국을 내고, 이후 10

분간 배양기에 넣어둔 후 Lucifer yellow 용액을 제거하고 

PBS로 1회 세척하였다. 4% paraformaldehyde로 고정한 

후 형광현미경(Axiovert 200, Carl Zeiss, Germany)으로 

lucifer yellow의 세포 간 이동을 관찰하였다. 형광현미경 

사진을 ImageJ®(National Institutes of Health, Bethesda, 

Maryland, USA) 프로그램을 이용하여 gray scale로 변

환한 뒤 역치(threshold)를 각 그림에서 동일한 정도로 조

정하여 세포의 윤곽선을 표시한 뒤, 이 윤곽선이 중앙선에

서 멀리 떨어져 있는 지점 순서대로 각 그림마다 14곳씩 

지정하여 각 지점과 중앙선 간의 거리를 (inch×100) 단위로 

측정하였다. 염색의 세포 간 이동거리를 자료로 SPSS® 12.0

으로 Student t-test 통계처리를 하였으며, p<0.05를 유

의한 것으로 하였다. 

 

결     과 
 

세포독성 검사(Neutral red uptake assay) 

Neutral red uptake 검사는 살아 있는 세포만 vital dye 

neutral red를 함유할 수 있는 성질을 이용하여 세포독성 
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여부를 확인하는 실험이다. HaCaT 세포주에 H2O2와 녹차

추출물 EGCG, EC를 각각 여러 농도로 처리한 뒤 24시간 

배양한 뒤 neutral red dye uptake 정도를 평가하였다. 약

물의 영향을 보이면서 세포 간 신호전달 실험을 시행하기 

위한 적절농도로서 세포를 최소 95% 이상 생존시킬 수 있

는 최대 농도로 결정하였다. H2O2는 250 uM, EC는 175 

uM, EGCG는 50 uM로 결정하였다(Fig. 1). 단 EGCG는 

농도에 따라 세포 성장 촉진 및 사멸 자극의 두 가지 작용

(dual action)이 동시에 있을 수 있다는 보고15)에 따라 면

역세포화학검사와 기능적 연구에서는 5 uM과 50 uM로 

시행하였다.  

 

Cx mRNA의 발현  

HaCaT 세포주를 이용한 RT-PCR에서 Cx26, Cx30, 

Cx31, Cx43의 mRNA 발현이 관찰되었고 Cx29는 전혀 

발현되지 않았다(Fig. 2).  

 

Western blot을 이용한 Cx26, Cx43 단백의 발현 비교 

상피세포의 대표적인 간극결합 단백으로 Cx26과 Cx43 

단백의 발현을 비교 분석하였다. H2O2를 처리한 HaCaT 

세포주의 경우 Cx26과 Cx43의 단백 발현이 정상 대조군

에 비해 현저히 감소하였다. EC만을 처리한 경우는 정상 

대조군에 비해 Cx26과 Cx43 단백의 발현이 많이 증가되

었으나 EGCG의 경우는 Cx26은 감소하였으며, Cx43은 

대조군과 유사하였다. 한편, H2O2를 처리한 세포주에 EC

를 같이 첨가한 경우는 Cx26과 Cx43 단백의 발현이 H2O2

를 단독 처리한 경우보다 통계적으로 유의하게 증가하였고, 

EGCG를 같이 첨가한 경우는 Cx43만 통계적으로 증가하

였다(Fig. 3). 즉, 녹차추출물 EC와 EGCG가 발암물질 H2O2

에 의한 Cx26, Cx43 단백량 감소를 방지하는 효과가 있

었으며, 특히 EC가 더 효과적이었다.  

 

면역세포화학염색(Immunocytochemistry) 

Cx26과 Cx43에 대한 면역세포화학염색을 Confocal mi-
croscope으로 관찰하였다. Cx은 세포질내 소포체에서 생 
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Fig. 1. Neutral red uptake assay. After 24-hour culture, the maxi-
mal noncytotoxic concentrations of H2O2, EC, and EGCG were
found to be 10 ng/ml, 175 μM, and 50 μM, respectively. 

Cx26 (725bp)

Cx29 (700bp)

Cx30 (600bp)

Cx43 (294bp)

Cx31 (200bp)

B-actin (275bp)

HaCaT 

Fig. 2. RT-PCR of Cxs. HaCaT cells showed Cx26, Cx30, Cx31, 
Cx43 mRNAs, but not Cx29. 
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성되어 세포막으로 이동하여 주로 그 발현이 세포막에 분포

하는데, HaCaT 세포주의 경우 Cx의 발현이 많아 세포막 

뿐만 아니라 세포질내에서도 잘 관찰되었다. H2O2를 처리

한 경우에는 Cx의 발현이 감소하면서 핵주변에 밀집되는 양

상으로 세포막으로의 이동이 저하되는 양상을 보였다. H2O2

를 처리한 세포에 EC 또는 EGCG 5 uM을 같이 첨가한 

경우는 거의 정상 대조군 세포의 모습으로 Cx 발현이 회복 

된 양상이었으나, EGCG 50 uM을 같이 첨가한 경우는 Cx 

발현이 EGCG 5 uM만큼 효과가 분명치 않고 H2O2 처리

한 세포의 양상과 유사하였다(Fig. 4). 

Control

H2O2

H2O2+EC
 
 
 
 

 

H2O2+
EGCG
(5 uM)

 
 
 
 
H2O2 +
EGCG

(50 uM)

 

Cx 26                     Cx 43                     DAPI                     Merge 

Fig. 4. Immunocytochemistry of Cx
26 and Cx43 (Confocal image, ×
400). Immunocytochemistry of Ha
CaT cells showed decreased ex-
pression and abnormal location
(around nucleus) of Cx26 and Cx
43 under H2O2 compared with con-
trol. EC and EGCG 5 uM prevent-
ed the effect of H2O2 on HaCaT
cells, showing very similar appear-
ance as that in control. While EGCG
50 uM showed the weak preven-
tive effect against H2O2. 

B-actin
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Fig. 3. Western blot of Cx26 and Cx43. H2O2 down-regulated Cx26 and Cx43 proteins. But, EC and EGCG (50 uM) prevented HaCaT
cells from H2O2 induced down-regulation of Cx26 and Cx43. Lower graph shows the quantitative analysis of Cx26 and Cx43 proteins.
‘a-f’in lower graph means that protein volumes are significantly different among the different characters (Student’s t-test, p<0.05)
but not different among the same characters (p>0.05). 
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세포간 신호전달 확인을 위한 기능적 연구：Scrape load-
ing dye transfer(SLDT) 

SLDT 실험은 8회에 걸쳐 시행하였고, 각 샘플의 그림

을 여러 장 찍은 뒤 최소 20개 이상의 일정 dye transfer 

구역을 임의로 설정하여 dye transfer 길이를 측정하였다. 

정상 대조군에서는 lucifer yellow dye가 일반적으로 3~5

개 인접세포로 전달되었다. 반면 EC은 control보다 통계

적으로 유의하게 인접세포 4~8개까지 dye transfer가 이

루어졌으며, EGCG는 정상 대조군과 유사하였다. H2O2는 

세포간 신호전달을 통계적으로 유의하게 감소시켰고, H2O2

를 처리한 세포에 녹차추출물 EC, EGCG를 각각 같이 처

리한 경우에서는 첨가하지 않은 경우보다 세포 간 신호전달이 

효과적으로 예방되는 것을 확인할 수 있었다. 그런데 EGCG

의 경우 저농도(5 uM)가 고농도(50 uM)보다 H2O2에 대

하여 더 효과적인 예방 효과를 보였다(Fig. 5). 

 

고     찰 
 

어떤 조직이나 기관이 정상적으로 분화하고 기능하기 

위해서는 정상적인 세포내 신호전달뿐만 아니라 세포간 신

호전달이 필수적이다. 세포간 신호전달은 간극결합을 통하

여 주로 이루어지는데, 주 단백인 Cx의 구조 및 기능변화

에 따라 여러 가지 질환을 초래할 수 있다. 대표적인 것이 

Cx26 변이에 따른 선천성 난청으로, 내이의 organ of Corti

에서 K+ 재순환에 필수적인 간극결합의 기능손상으로 청

각유모세포의 손상을 초래하여 난청을 발생한다.1) 또한 건

선(psoriasis), 유두종(papilloma) 등 피부질환과 이비인후

과 귀질환인 진주종은 상피세포가 악성세포는 아니지만 비

정상적으로 과성장하는 질환으로서 간극결합 Cx이 과발현

되는 양상을 보인다고 알려져 있다.3)  

한편, 암세포에서는 이런 양성 상피질환에서의 Cx 과발

현과는 달리 간극결합 단백의 발현이 감소된다.5-7) 기저세

포암, 편평상피세포암에서 Cx26, Cx43은 거의 발현되지 

않고, 일부 Cx 만이 비정상적으로 세포질내 존재한다고 한

다.11,12) Cx26은 종양 발생의 class II 암억제 유전자(tu-
mor suppressor gene)로 알려져 있으며, Cx43도 암발생

과정에서 과인산화되어 간극결합 사이의 세포간 신호전달

이 억제된다고 한다.15) 또한 암세포의 이상 증식, 침습, 전

이 등 암의 진행 정도는 상피암의 다단계 발생 시 Cx 발현

의 양적, 질적 감소와 관련이 있다.5,6)  

이러한 암을 포함한 여러 질환에서 간극결합의 발현을 조

절할 수 있다면 그 기능을 정상화하거나 조절할 수 있을 

것이다. 즉, 간극결합 단백 Cx의 발현 조절은 세포 간 신

호전달을 조절하는 것으로 결국 세포의 성장과 분화를 조

절할 수 있다. 악성종양인 경우는 간극결합 조절을 통하여 

발암물질에 의한 암세포화 과정을 억제할 수 있을 것이다. 

Fig. 5. Scrape Loading Dye Trans-
fer (SLDT). A：Control. B：EC. C：
EGCG 5 Um. D：EGCG 50 uM. E：
H2O2. F：H2O2+EC. G：H2O2+ EG-
CG 5 uM. H：H2O2+EGCG 50 uM.
Upper figures show the dye transfer
through gap junctions under se-
veral conditions (×200). Low figu-
res showed statistical analysis. H2O2

down-regulated intercellular com-
munication (Lucifer Yellow transfer),
while EC and EGCG (5 uM) up-
regulated it on HaCaT cells. And
both EC and EGCG (5 uM, 50 uM)
inhibited the down-regulation eff-
ect of H2O2. *student’s t-test, p<
0.05 comparing with control, †p<
0.05 comparing with H2O2. The me-
asure of Y-axis=inch×100, Box with
midline means a standard devia-
tion with average. Upper and Lo-
wer bars means the range of the
data. 
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간극결합 발현 상승 및 세포 간 신호전달을 촉진(up-re-
gulation)하는 물질로는 vitamin D, 은행엽, 녹차, retinoic 

acid, phobol ester, epidermal growth factor, lycopene, 

high Ca2+ 등이 있다.15) 한편 간극결합의 세포 간 신호전달

을 억제(down-regulation)하는 물질로는 low Ca2+, ste-
roid, zinc 등이 있고 H2O2, 12-o-tetradecanoylphorbol-

13-acetate(TPA), 1,1-bis(p-cholropheny)-2,2,2-

tricholorethane(DDT) 등 발암물질이 있다.15,16) 

그 발암물질 중 본 연구에서는 H2O2를 사용하였는데, 

아직까지 H2O2에 의한 정상 상피세포에서의 간극결합 발

현에 대한 영향은 보고된 바가 없다. H2O2는 reactive oxy-
gen species(ROS)를 생성함으로써 암발생 초기 과정(pro-
motion phase)에 관여하는 것으로 알려져 있다.16) 생성된 

ROS가 세포 내 신호전달과 간극결합 간 신호전달에 영향

을 미치므로 세포의 변형을 가져오는데, 이러한 과정은 가

역적일 수 있어 차단이 가능하다.17) 특히 두경부 영역의 상

피세포암의 원인 중 하나가 담배, 술 등의 외부자극임을 고

려할 때, ROS 생성에 따른 세포 간 신호전달 감소의 기전

을 이해하는 것은 중요하다.  

한편, 암을 억제하거나 예방할 수 있는 자연물질의 발견

에 최근 관심이 높다. 그 중 하나가 일상적으로 마시는 녹

차이다. 녹차는 EGCG, EC, epicatechin gallate 등 cate-
chin이라 불리는 polyphenol을 함유하고 있으며, 항산화

작용, 항암효과가 있는 것으로 보고되고 있다.10,14) 그 중 

EGCG는 녹차성분의 약 50%를 차지하는 것으로 uroki-
nase-type plasminogen activator(UPA) 처리과정을 억

제시켜 암세포에서 항진되는 MMP-2, MMP-9 등의 ma-
trix metalloproteinase를 억제시키는 것으로 알려져 있다.18) 

보고에 의하면 EGCG가 신장세포에서, EC가 간세포에서 

발암물질에 의하여 간극결합 세포 간 신호전달이 억제되는 

것을 방지한다고 한다.15,19)  

간극결합 단백 Cx의 발현은 여러 단계에서 조절될 수 

있다. 전사(transcription), RNA 처리(processing), RNA 

이동(transport and localization), 전역(translation), mRNA 

분해, 그리고 단백활동(protein activity) 등 DNA에서 RNA

를 거치는 과정 6단계 모두에서 일어날 수 있다.20)  

본 연구에서 H2O2는 간극결합 단백 생성의 과정에서 단

백량의 감소를 보였지만, 아주 현저한 차이를 보이지는 않

았으며, 면역세포화학검사에서도 Cx의 세포막으로의 이동

(trafficking)이 완전 차단되는 양상을 보이지는 않았다. 이

는 다른 발암물질의 결과와는 다른 것으로, 본 연구에서는 

간극결합 기능검사를 위하여 세포의 적절한 생존을 유지하

기 위하여 H2O2의 농도를 높게 설정하지 않은 이유와 H2O2

가 다른 간극결합 손상 기전을 가진 것에 기인한다고 추축

할 수 있다. 실제 본 연구의 SLDT 기능적 실험에서는 세

포 간 신호전달이 통계적으로 유의하게 정상 대조군에 비

해 감소됨을 보였다. 이는 H2O2가 전사 및 전역과정에서

의 손상이 미약하더라도 전역 후 억제(posttranslational 

inhibition)를 보이는 것으로 세포막에서의 hemi-channel 

결합과정이나 다른 요소와의 기능적 결합이 잘 안되었을 가

능성이 있다. 

본 연구에서 이러한 H2O2의 Cx 발현 감소 및 세포 간 

신호전달 감소를 녹차추출물이 예방하는 것을 확인할 수 

있었다. 특히, EC이 EGCG보다 효과적이었는데 전사단계

에서부터 예방을 하며 결국 간극결합의 기능을 정상적으로 

유지케 하는 것으로 보여진다. 하지만 녹차의 주성분(50% 

이상을 차지)인 EGCG는 농도에 따라 약간 다른 양상을 

보이는 것 같았다. 본 연구에서 Western blot에서 EGCG 

50 uM로 시행한 경우 H2O2에 대한 예방효과가 EC만큼 

좋지 않았음을 확인하였고, 면역세포화학검사와 SLDT에

서는 5 uM의 저농도가 50 uM의 고농도보다 더 효과적인 

반응을 보였다. 실제 EGCG가 항염증 및 항산화 작용을 가

지고 있으면서, 동시에 일부 세포성장 억제 및 세포사멸을 

유도하는 것으로 알려져 있다.8) 즉, EGCG는 세포외 환경

의 ROS제거기능을 가지면서, 아울러 일부 ROS를 유도할 

수 있다.14) 이러한 기능이 정상세포와 암세포에 선택적으로 

작용할 수 있다고 한다.8) 본 연구에서 50 uM EGCG의 경

우에서는 이 두 가지 기능이 모두 보여지면서 5 uM보다 그 

효과가 적었던 것으로 판단이 된다. 하지만 암세포와 정상

세포가 혼재된 경우에서는 그 선택적 기능으로 인하여 고농

도가 저농도보다 더 효과적일 수 있다.8) 

녹차 한 잔에는 약 150~200 mg EGCG가 포함되어 있

고, 이는 300 uM의 양에 해당된다.20) [3H]EGCG 실험에 

의하면 복용한 EGCG의 약 10%가 흡수된다고 하며, 그 

외에 구강점막 등을 통해 빠르게 흡수된다고 한다.8) 따라

서 본 연구에서 사용된 50 uM EGCG 농도는 한 잔의 녹

차의 양과 견줄 수 있는 것으로, 매일 한 잔의 녹차로 ROS

를 생성하는 외부의 발암자극을 예방할 수 있을 지 모른다.  

 

결     론 
 

ROS를 생성하는 발암물질 H2O2는 사람 정상 상피세포

주의 간극결합 Cx의 발현 및 세포 간 신호전달을 억제시

켰다. 녹차추출물 EC, EGCG는 H2O2에 의한 세포 간 신

호전달 감소를 효과적으로 예방하였다. 따라서 세포 간 신

호전달을 담당하는 간극결합 단백 Cx의 발현감소가 상피
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세포의 발암과정과 관련이 있으며, 이는 녹차 추출물에 의

하여 예방될 수 있을 것으로 기대된다. 
 

중심 단어：종양·Connexin·녹차·간극결합·H2O2·발

암물질. 
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