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  To study chemopreventive mechanism of green tea (GT), we studied the effects of 
GT-drinking on hepatic, pulmonary, and renal CYP1As against 3-methylcholanthrene 
(MC), which is a CYP1A-inducing carcinogen. Pre- and concurrent 2% GT drinking (11 
days) was conducted in arylhyrocarbon receptor (AR) responsive C57 BL/6 mice. As 
results, GT drinking reduced MC-induced pulmonary ethoxyresorufin-O-demethylase 
(EROD)-activity, which is a probe for total CYP1As-activity including CYP1A1 and 1A2. 
In contrast, GT drinking enhanced MC-induced hepatic EROD-activity. EROD activity 
in kidney was lower than those in lung or liver and GT drinking did not affect 
MC-induced renal EROD activity. These results suggest that the different effects of GT 
on CYP1As are diverse in different tissues. Arylhydrocarbon hydroxylase (AHH) activity, 
which is known to reflect CYP1A1 activity, was not different according to GT drinking 
in lung, liver, or kidney. Therefore, CYP1A2 or other microsomal enzymes rather than 
CYP1A1 might be affected by GT in lung, liver and kidney. However, the changes of 
EROD activity by GT were not confirmed with CYP1A antibody. Our results suggest 
that susceptibility to chemopreventive GT against CYP1A-biotransformed carcinogens 
might be different in different tissues.
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서      론

  생체 내 사이토크롬 P450 (cytochrome P450, 

CYP)는 체외에서 유입되는 생화학적 異物質의 대

사에 관여하여 이물질의 체내독성을 무독화하는

데 작용하는 한편, arylhydrocarbon, aromatic 또는 

heterocyclic amine 등 대기오염물질 및 식품, 조리

에서 유래한 발암물질에 대하여는 이를 대사 하

여 오히려 암화의 개시에 관여하는 것으로 알려

져 있다.1) 한편, 녹차는 폐, 소화기, 간, 직장, 피

부, 등 다양한 조직에서 항산화, 항암효과가 보고 

되었고,2) epigallocatechin gallate 등 녹차에 함유된 

polyphenol성분들은 in vitro 실험에서 CYP1A활성

을 억제하고 이 기전(mechanism)이 녹차의 화학적 

암 예방(chemoprevention)에 관여하는 것으로 추정

되어 왔다.3)

  또한 각 장기에서 CYP1A 발현정도가 다르고, 

CYP1A 유도물질의 수용체인 arylhydrocarbon re-

ceptor (AR)양이 폐, 간, 신장 등 조직에 따라 다르

므로
4)

 녹차투여에 따른 각 장기의 CYP1A 변화에

도 차이가 있을 것으로 추정되어 녹차 음용 후 발

암물질 노출에 대한 각 장기별 감수성을 연구하

기 위한 지표로 CYP1A의 변화를 장기별로 조사

하는 것이 녹차의 효과적 화학적 암 예방에 필요

하다. 그러므로 본 연구는 녹차가 각 장기에 미치

는 항 암기 전을 연구하기 위하여 AR 감수성이 

높은 종인 C57 BL/6 생쥐에서 단기간(11일) 녹차 

飮用이, CYP1A 유도 발암 물질인 3-methylcho-

lanthrene (MC) 투여로 유도된 CYP1A에 미치는 

영향을 폐, 간, 신장 등의 각 장기별로 조사하였

다. 녹차로는 일본에서 시판 중인 다양한 녹차 

중, 가장 많이 소모되고, 다른 차 종류에 비해 Vt 

C, Vt E, polyphenols이 많이 함유된 煎茶 (Sencha)5) 

를 사용하였다.

재료 및 방법

    1) 시약

  모든 화학시약은 특급시약을 사용하였고, re-

sorufin, corn oil, tris base는 Sigma Co. (St Louis, 

MO, USA)에서, CYP1A western blot을 위한 항체 

및 표준품은 Daiichi Pure Chem. (Tokyo, Japan)에

서 구입하였다. 기타 시약은 Wako Pure Chemical 

Industry Co. (Osaka, Japan)로부터 구입하였다.

    2) 실험동물처치

  젖을 띤 3주령의 수컷 C57BL/6 mice을 Seiwa 

animal lab. (Kitakyushyu, Japan)으로부터 구입하여 

실험 전 한 주간을 실험실 내 적응시켰다. 위 실

험동물은 각 플라스틱게이지에서 5마리씩 온도

(섭씨 24±1도), 습도(55±5%), 조명(a diurnal cycle: 

12 hr light～12 hr dark)의 통제를 받았으며 사육

되었다. 한 게이지에 있는 5마리를 한 群으로 총 

4군(대조군, C; MC 단독 투여군, M; 녹차 단독 투

여군, G; 녹차와 MC 동시 투여군, GM)으로 수돗

물을 C 및 M군에, 녹차를 G 및 GM 군에 각각 7

일간 음용수로 주었다. 녹차는, 녹차(Yame-Sencha, 

Fukuoka, Japan) 1 g을 끓은 물을 약간 식힌 물(섭

씨 70도) 50 ml에 넣어 20분 방치 후 여과한 뒤 

투여하였다.6) 일주일 후, 계속 같은 방법으로 음

용수를 공급하며, MC (40 mg/kg body weight/day)

를 M 및 GM군에, carrier인 corn oil을 C 및 G군에 

4일간 복강 내 주사하였다. 마지막 주사 후 실험

동물을 16시간 동안 금식시킨 후 cervical disloca-

tion으로 희생시켰다. 4군을 한 셑(20마리)으로 3

회 반복하여 3셑(60마리)에서 본 실험 결과를 얻

었다.

    3) 각 장기의 microsome 분리

  냉각된 생리식염수를 이용하여 폐, 간, 신장을 

관류하여 적출 후, 곧 드라이아이스에 냉각시켜 

실험 전까지 섭씨 80도씨에서 보관하였다. 각 장

기의 중량을 측정하고, 0.1 M KCl과 1.0 mM 

EDTA를 포함하는, 장기의 6배 용적의 ice cold 

tri-acetate buffer (pH 7.4)에 각 군의 각 장기를 풀

(pool)로 하여 넣어 Van der Hoeven등의 법7)을 따

라 microsome을 분리하였다. Microsomal protein의 

농도는 Lowry법
8)
에 따라 정량하였다.

    4) CYP1A효소 활성 정량

  CYP1A1과 CYP1A2를 포함한 총 CYP1A의 활

성은 ethoxyresorufin-O-demethylase (EROD) 활성

으로, CYP1A1만의 활성은 arylhydrocarbon hydro-
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Table 1. Differences of CYP1A activity in different tissues according to GT drinking
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

AHH EROD
Group ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Lung Liver Kidney Lung Liver Kidney
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Control  4.4±1.5 [1]   567±83 [1]    N.D. 24±7 [1]   41±6 [1]    N.D.

G  4.5±1.4 [1]   649±223 [1]    N.D. 10±1 [0.4]
a   

60±8 [1.5]
a

   N.D.

M 14.8±7.0 [3] 11844±4310 [21]
a

4.08±0.61 (1) 92±9 [4]
 a

2341±258 [57]
a

1.89±0.11 (1)

GM 14.9±4.8 [3] 10218±1655 [18] 4.45±0.43 (1) 79±3 [3] 
a,b

2939±186 [72]
 a,b

1.91±0.38 (1)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Data represent mean (pmole/min/mg protein) standard deviation of enzyme-activity: G, green tea drinking group; M, 

MC exposued group; GM, green tea and MC treated group, [ ], ratio with respect to the control group; ( ), ratio with 

respect to the MC group N.D., non-detectible
ap＜0.05, compared to the control (water) group
bp＜0.05, compared to the MC treated group

xylase (AHH) 활성을 측정하였다.9) 간단히 설명하

면 AHH 활성은 Nebert 등의 법10)을 따라 50μmole 

tris-HCl (pH 7.5), 3μmole MgCl2, 50～100μg micro-

somal protein 및 1.0μmole NADPH를 포함하는 반

응혼합액 1 ml를 섭씨 37도에서 5분간 preincuba-

tion 후, 기질인 80 nmole benzo(a)pyrene을 가하여 

반응을 시작하였다. 형광 spectrophotometer (Hita-

chi, F4010)를 이용하여 생성된 3-OH-BAP를 emis-

sion, 522 nm; excitation, 394 nm에서 정량하였다.

  EROD 활성은 Pohl 등의 법11)을 따라 50μmole 

tris-HCl (pH 7.8), 150μmole KCl, 5μmole MgCl2, 

10 mmole dicumarol,
12)

 약 50μg microsomal protein 

및 0.5μmole NADPH를 포함하는 반응혼합액 1 

ml에 기질 2 nmole ethoxyreso-rufin (in DMSO)을 

가하여 반응을 시작하였다. 형광 spectrophotometer

를 이용하여 생성된 resorufin을 emission, 591 nm; 

excitation, 535 nm에서 정량하였다.

  각 반응의 incubation time은 5분으로 하였다. 각 

효소활성반응조건은 미리 반응시간 및 microsome

농도와 효소활성의 검량선을 작성한 후, 직선관계

가 있는 구간에서 진행하였다.

    5) CYP1A 단백발현 분석

  CYP1A 단백질발현 양은 western blot
13)

으로 CYP1A

를 분석하였다. 즉, CYP1A항체 제작사의 방법을 

약간 수정하여, 각 장기의 microsome을 8% SDS- 

polyacrylamide gel에 적용하여 CYP1A 단백 stan-

dard 및 rainbowTM colored protein-molecular weight 

marker (Amersham Biosciences, UK)와 함께 전기

영동하여 분리시킨 후, gel을 Tranblot SD (Bio- 

RAD)에 옮겨 nylon membrane (HybondTM-N, Amer-

sham)에 blotting하였다. 위 nylon membrane을 10% 

(w/v) skim milk를 포함하는 tris-buffered saline 

(TBS)로 blocking 후, 일차 항체인 염소에서 만들

어진 CYP1A1 및 CYP1A2 동시 항체인 anti- rat 

CYP1A1 serum과 incubation 후, TBS로 세척 후, 

이차 항체인 peroxidase anti-goat IgG (H+L) (rb)

와 incubation 후 다시 TBS로 세척한 뒤, 4-chloro- 

1-naphtol를 이용하여 발색시켰다.

    6) 통계분석

  처치군 간의 CYP1A 효소활성정도 및 단백질 

발현량의 차이는 one way-anaylsis of variance 

(ANOVA)를 이용하여 분석하였다(JMP version 3, 

SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

결      과

    1) 녹차 음용이 CYP1A효소활성에 미친 영향

  Table 1은 녹차 음용이 CYP1A효소활성에 미친 

영향을 나타내는데, 다른 장기에 비해 간에서 

AHH 및 EROD활성이 높았고, MC 투여에 의해 

신장, 폐, 간에서 오름 순으로 AHH 및 EROD활성

이 유도되어 증가하였다. 그러나, 녹차 음용으로 

폐에서는 대조군과 비교하여 약 60%의 EROD활

성이 감소하였고, MC투여에 대하여서도 녹차 투
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Fig. 1. Effects of green tea on CYP1A-protein level: Five 

g of protein in lung and kidney were loaded: 0.5μg in 

liver; C, control; M, 3-methylcholanthrene exposed group; 

G, green tea drinking group; GM, green tea and 3- 

methylcholanthrene exposed group; Std., standard of 

CYP1A protein from the manufacturer.

C M G GM Std. M GM Std. M GM Std.

Liver Lung Kidney

55kDa

여 시 약 25%의 EROD활성이 감소하였다. 한편, 

간에서는 녹차 음용으로 EROD활성이 증가하여 

대조군에 비해 1.5배, MC군에 대하여는 약 26% 

높은 EROD활성을 보였다. 신장에서는 위 두 장

기보다 AHH 및 EROD활성이 낮아 CYP1A의 발

현이 약한 것으로 추정되며, 녹차 음용으로 인한 

AHH 및 EROD의 활성에도 변화가 없었다. CYP1A 

중 CYP1A1을 반영하는 AHH활성에서는 녹차 음

용에 따른 유의적 변화가 없으므로, EROD는 

CYP1A의 isozyme에 대한 선택성이 적고 총 CYP1A

의 활성을 반영하므로, 녹차로 인한 EROD활성변

화는 CYP1A1 이외의 CYP1A, 즉 CYP1A2 또는 

기타 microsome효소의 유도에 의한 것으로 추정

된다.

    2) 녹차 음용이 CYP1A 단백질발현에 미치는 

영향

  이미 CYP1A활성이 각 장기에 따라 효소활성 

정도 및 녹차로 인한 변화양상이 다름을 보았으

므로, 그 기전을 효소의 근본 골격이 되는 CYP1A 

단백질발현의 변화에서 유래한 것인지 살펴보았

다. 그 결과(Fig. 1), MC노출로 인해 간에서 CYP1A 

apoprotein의 발현은 폐나 신장보다 약 30배 이상 

유도되었고, MC노출에 대하여 녹차 음용은 각 장

기에서 유의적인 CYP1A 단백질발현의 변화를 초

래하지 않았다. 한편, 폐와 신장에서는 대조군 및 

녹차 음용 군에서는 CYP1A 단백질 발현이 검출

한계 이하로 측정할 수 없었다.

고      찰

  환경 유래 발암물질에 대한 후보물질의 화학적 

암 예방 효과를 조사 위하여 실험동물을 사용할 

경우, 대부분 장기간, 막대한 연구비, 노동력을 필

요로 하므로, 최근 단시간 내 화학적 암 예방 효

과를 스크리닝하는 방법이 요구되고 있다. 이런 

요구에 응답하는 단기간 화학적 암 예방효과의 

생물학적 지표로써 CYP1A의 변화가 최근에 그 

가능성을 시험받고 있다.14) 특히, 녹차의 polyphe-

nol 성분들은 CYP1A의 유도를 억제하므로,
3)

 이 

기전이 CYP1A에 의해 대사 되어 발암물질로 작

용하는 발암원에 대하여 화학적 암 예방기전으로 

거론되어 왔다. 또한, 최근 일본인구에서 하루 10

잔 이상 녹차를 습관적으로 마시는 일본인에서 

각 종 암의 발생이 적은 것으로 보고되어15) 녹차 

음용의 암 예방효과를 시사하고 있었다. 그러므로 

본 연구는 단기간의 녹차 음용이 CYP1A에 미치

는 영향을 조사하였고 또한, 어느 장기에 효과적

으로 녹차가 발암 억제 효과를 갖는지 불분명하

므로, bezo(a)pyrene 등 발암성 다환족 방향성 탄

화수소의 표적기관인 폐, 異物質의 대사와 배설의 

주요기관인 간과 신장 등 세 장기를 중심으로 녹

차에 의한 CYP1A변화를 조사하였다. 그 결과, 표

에서 보는 바와 같이 녹차 음용은 각 장기에서 

CYP1A효소활성에 차이를 나타내었다. 그러므로, 

녹차에 의한 각 장기별 화학적 예방의 감수성에

는 차이가 있음이 확인되었다. 그러나, CYP1A가 

발암화 작용 뿐 아니라, 항상성유지 등 생명유지

에 필요한 효소 군으로 작용하므로 CYP1A유도 

및 억제가 각각 다른 기전을 통하여 항암효과를 

나타낼 수 있음도 고려되어야 한다.

  한편, 녹차 음용에 따른 CYP1A효소활성의 변

화는 CYP1A-apoprotein 수준에서는 그 경향이 완

전히 일치하지 않았다. 즉, 대조군 및 녹차단독 

투여 군에서 CYP1A protein 수준이 폐와 신장에

서 검출한계 이하로 효소활성결과와 일치하나, 녹

차 음용에 따른 EROD활성의 변화가 각 장기에서 

다른 것은 단백질 수준에서는 확인할 수 없었다. 

그러므로, 녹차로 인한 EROD활성의 변화는 CYP1A 

단백질발현에 의한 것보다는 CYP의 기질특이성
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이 그리 특이적이지 못한 점을 고려할 때, CYP1A 

이외의 다른 microsome효소가 녹차의 영향을 받

았거나, 혹은 CYP1A apoprotein이 아닌 다른 인자 

즉, CYP1A효소활성에 영향을 주는 효소 구조 및 

활성에 관여하는 인자들이 녹차의 영향을 받은 

것으로 추정할 수 있다. 그러므로, 가까운 장래, 

보다 다양한 기질을 사용하여 보다 신뢰할 만한 

CYP1A에 대한 활성분석법의 확립이 필요하다.

  결론으로 단백질 수준에서는 확인되지 않았으

나, CYP1A효소활성을 중심으로 볼 때, 녹차에 의

한 화학적 암 예방효과는 장기별로 다르며, 또한 

녹차 중 어느 성분들이 나타내는 항암작용기전과 

녹차 전체의 항암작용기전은 서로 다를 것으로 

예상된다.
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