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혈청결핍 상태에서 크레아틴이 RGC-5세포의 

생존에 미치는 영향

김재우⋅홍정흠⋅강선희⋅김윤영

대구가톨릭대학교 의과대학 안과학교실

목적: 혈청결핍 상태에서 세포의 에너지 전구물질로 작용하는 크레아틴이 RGC-5세포의 생존에 미치는 영향을 알아 보고자 하였다.
대상과 방법: 혈청이 포함되지 않은 배지에서 RGC-5세포를 5 mM의 크레아틴에 노출시킨 후 세포의 생존을 MTT assay로 측정하였으
며, 미토콘드리아의 호흡활성도를 resazurin assay로 조사하였다. 세포고사의 정도를 알아보기 위해 acridine orange/Hoechest 
33342로 생체염색을 시행하였으며 annexin/PI 이중염색을 이용한 유세포분석을 시행하였다.
결과: 크레아틴은 혈청결핍상태에서 RGC-5세포의 생존을 유의하게 증가시켰으며, 생체염색과 유세포분석에서 세포고사를 감소시켰
다. 이러한 효과는 미토콘드리아의 호흡활성의 증가와 동반되어 나타났다.
결론: 에너지 전구물질인 크레아틴은 혈청결핍상태에서 세포의 생존을 증가시켰으며 이는 크레아틴이 망막신경절세포의 보호할 가능
성이 있음을 보여 준다.
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호기성 해당과정은 뇌에서 ATP를 합성하는 일차경로로 

알려져 있으며1
 소량의 포도당과 산소, 글리코겐이 저장되

어 있는 경우 해당의 정도는 혈류량과 산소의 획득과 밀접

하게 관련되어 있고 이러한 해당과정은 ATP의 이용과 연

관되어 진행된다.2 ATP를 신속하게 합성하는 또 다른 경로

로는 creatine kinase/phosphocreatine system이 있는데 이

는 adenine nucleotide가 phosphocreatine과 크레아틴에 평

형을 이루는 기질의 인산화 과정을 통해 일어난다. 따라서 

creatine kinase/phosphocreatine system은 신경세포 같은 

고도의 에너지를 요하는 세포에 매우 중요한 역할을 하는 것

으로 알려져 있으며3-5
 이러한 ATP의 결핍이나 산화스트레

스, glutamate의 증가는 신경세포의 사멸을 유발하게 된다.6 
에너지 전구물질인 크레아틴을 투여할 경우 신경세포에

서 신경독성물질에 대한 보호효과를 나타내며 동물실험에

서는 퇴행성 신경병증의 진행을 늦추는 효과가 있는 것으로 

보고되어 있다.7 대사성 또는 산화 스트레스나 허혈 상태에서 

세포 내 크레아틴을 증가시키면 creatine/phosphocreatine에 

대한 기질로 작용하여 세포 내 ATP 합성을 보완해줌으로

써8-14
 미토콘드리아의 permeability transition을 막아 세

포고사를 저하시키는 것으로 알려져 있다.15,16
 

망막은 고도로 분화된 조직으로 광신호를 전기 에너지로 

바꾸어 중추신경계로 신호를 전달하는데 이를 위해 망막은 

높은 수준의 에너지를 요하며 고농도의 크레아틴을 포함하

고 있으나17
 크레아틴이 망막세포에 미치는 영향은 아직 자

세히 알려져 있지 않다. RGC-5세포는 변형된 망막세포주

로써 망막신경절세포와 유사하게 특이한 표시자를 발현하

며 혈청결핍이나 산화스트레스에 대해 미토콘드리아와 관

련된 경로를 통해 세포고사가 유발된다.18
 

본 연구에서는 RGC-5세포를 이용하여 혈청결핍상태를 

유발한 후 크레아틴이 세포의 생존에 미치는 영향과 미토

콘드리아의 관련 여부에 대해 알아보고자 하였다.

대상과 방법

세포배양과 생존율 검사

RGC-5 수립세포주를 해동 분주하여 DMEM (Dulbecco’s 

modified Eagles Medium) 배지에 10% 우태아혈청을 첨가

하여 배양하였다. 세포를 24-well plate에 옮겨 분주한 후 

24시간 동안 배양기에 넣어 세포를 부착시킨 후 배지를 제

거하고 나서 혈청이 없는 저농도(5 mM) 포도당 DMEM배

지를 이용하여 4일간 배양하였다. 이때 실험군에서는 5 
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Figure 1. Effect of creatine on the survival of RGC-5 cells af-
ter serum deprivation for 4 days. Addition of 5 mM creatine 
significantly increased cellular survival. *p < 0.05.

mM 크레아틴을 첨가하였다. 
세포의 생존에 대한 효과는 세포생존과 세포독성의 선별

검사로 흔히 이용되고 있는 발색검사의 일종인 MTT (3- 
[4, 5 –dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide, Sigma, St. Louis, USA) assay를19

 이용하였다. 
MTT assay는 약물처리한 세포의 배지에 MTT를 각 well
당 100 μl씩 투여한 후 4시간 동안 정치배양한 다음 염류용

액(D-PBS, Dulbecco’s phosphate-buffered saline, Gibco, 
Garlsbad, USA)으로 씻어낸 후 dimethylsulfoxide를 각 

well당 0.5 ml씩 넣어 10분 이상 흔든 다음 96-well 배양

접시에 200 μl씩 옮겨 분광광도계(FLUOstar OPTIMA, 
BMG labtech, Offenburg, Germany)로 570 nm에서 흡광

도를 측정하였다. 이때 세포의 생존 정도는 혈청을 처리한 

대조군을 100%로 하여 혈청을 처리하지 않은 군을 크레아

틴을 처리한 군과 처리하지 않은 군으로 나누어 측정치를 

대조군에 대한 비로 나누어 백분율로 나타내었다.

세포고사 측정

세포고사를 형태학적으로 관찰하기 위하여 5 mM 크레

아틴을 4일간 처리한 후 acridine orange (AO: Sigma, St 
Louis, MO, USA)와 Hoechst 33342 (HO: Molecular 
Probes, Eugene, OR, USA)를 이용하여 AO/HO 이중생체

염색을 하였다.20
 각 세포군을 트립신 처리하여 원심분리한 

다음 10 μl의 세포부유액에 10 μl의 AO/HO 용액을 섞어 

흔든 다음 청색채널의 즉시 형광현미경(Axiophot HBO 50, 
Zeiss, Schwaben, Germany)으로 관찰하였다. 이때 AO/HO 

용액의 최종 농도는 0.001% AO, 5 μg/ml HO로 하였다.
세포고사의 정도를 정량하기 위하여 상용의 kit (TACS 

Annexin V-FITC apoptosis detection kit, R & D systems, 
Minneapolis, USA)를 이용하여 FITC-Annexin/propidium 
iodide (PI) 이중염색을 시행한 후 유세포분석을 시행하였

다.21
 4일간 배양한 세포를 트립신으로 분리하여 원심분리

한 후 세척한 다음 5 μl의 Annexin V와 1 μl의 PI를 100 
μl의 세포부유물에 추가하여 15분간 실온에서 정치배양한 

후 400 μl의 완충액을 넣어 섞어 유세포분석기(Cytomics 
500, Beckman, Coulter, Miami, USA)를 이용하여 분석하

였으며 이때 fluorescence emission은 530 nm와 575 nm 
이상으로 하였다. 

미토콘드리아 호흡활성도 측정

크레아틴이 미토콘드리아의 호흡활성도에 미치는 영향

을 알아보기 위하여 비독성의 resazurin (Sigma, St Louis, 

MO, USA) 염색을 이용하였다.22
 4일간 배양한 세포군을 

반씩 나누어 반은 200 μM amiodrone (Sigma, St Louis, MO, 
USA)을 첨가하여 60분간 정치배양하였다. 6 μM resazurin을 

첨가한 후 다시 240분간 배양하였다. 0, 60, 120, 180, 240분
에 형광도를 측정하여 resazurin과 배지만 사용한 배경 값을 

제거하였다. 이렇게 구한 값의 평균치를 구한 다음 단백질 양

에 대해 정상화하였다. 이때 미토콘드리아의 호흡활성도는 각 

대조군과 실험군에서 amiodrone을 넣지 않고 측정한 값에서 

amiodrone을 넣어 측정한 값을 뺀 후 측정하였다.

통계처리

모든 실험은 3회 반복하여 시행하였다. 모든 실험에서 대

조군은 약물처리를 하지 않은 군으로 하였으며, 실험군과 

대조군의 비교는 unpaired t-test를 사용하였으며 유의수

준은 0.05%로 정하였다.

결 과

혈청결핍상태에서 크레아틴이 RGC-5세포의 생존에 

미치는 영향

혈청을 포함한 경우에 비해 혈청을 포함하지 않은 경우 

세포의 생존율은 89.21±6%로 감소하였다. 이와 대조적

으로 혈청결핍 상태에서 5 mM 크레아틴을 첨가하여 4일간 

배양하였을 때 대조군에 비하여 세포의 생존은 98.21±
5%로 증가하였다(p<0.05, Fig. 1).

혈청결핍상태에서 크레아틴이 RGC-5세포의 고사에 

미치는 영향

AO/HO 이중 생체염색을 하면 정상세포의 핵은 청색 형
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Figure 2. AO/HO double staining of RGC-5 cells with or without treatment of 5 mM creatine for 4 days. Normal control cell stains 
blue nuclei and brilliant red cytoplasm. In contrast, the apoptotic cell (arrows) shows yellow to orange-red nuclei, becoming indis-
tinguishable from the cytoplasm. Addition of 5 mM creatine (A) revealed less apoptotic cells compared non-treated control (B) 
(×200). 

Figure 4. Effect of creatine on the mitochondrial respiratory 
activity in the RGC-5 cells after serum deprivation for 4 days. 
Addition of 5 mM creatine significantly increased mitochon-
drial respiratory activity compared to non-treated controls.

Figure 3. Flow cytometric analysis of the effect of creatine on 
the survival of RGC-5 cells after serum deprivation for 4 days. 
Addition of 5 mM creatine significantly decreased cellular 
apoptosis. *p < 0.05.

광을 나타내지만 세포고사가 일어나는 세포의 핵은 세포고

사의 단계에 따라 밝은 황색이나 오렌지 색을 나타낸다. 본 

실험에서 4일간 크레아틴에 노출시킨 경우 살아있는 세포

는 청색 채널로 관찰할 수 있었는데 세포질은 주황색의 과

립이 관찰되었고 세포핵은 청색으로 염색되었다. 이와 대조

적으로 크레아틴으로 처리하지 않은 경우 세포고사의 특징

적 소견인 세포질은 주황색으로 세포핵은 황색으로 염색되

는 것이 관찰되었으며 세포고사가 진행된 경우인 세포질과 

핵이 모두 황색으로 염색되는 것이 관찰되었다(Fig. 2). 따
라서 크레아틴이 세포고사를 감소시키는 것을 형태학적으

로 관찰할 수 있었다.
FITC-Annexin/PI 이중염색을 시행한 경우 세포고사는 

Annexin (+)로 나타난다. 본 실험에서 크레아틴 처리를 하

지 않고 4일간 혈청결핍상태에서 배양한 경우 세포고사는 

59.39±2.32%로 나타났다. 이와 대조적으로 5 mM 크레

아틴을 처리한 경우에는 세포고사는 50.97±1.47%로 감

소하였다(Fig. 3). 

혈청결핍상태에서 크레아틴이 RGC-5세포의 미토콘드

리아 호흡활성도에 미치는 영향

혈청결핍상태에 의한 세포고사에 미토콘드리아의 호흡 

경로가 관여하는 것으로 알려져 있으므로 크레아틴이 미토

콘드리아의 호흡활성도에 미치는 영향을 알아보기 위하여 

resazurin assay를 시행하였다. 4일간 혈청을 결핍시켜 배

양했을 때 크레아틴을 첨가한 경우 첨가하지 않은 대조군

에 비해 미토콘드리아 호흡활성도가 유의하게 증가하였다

(Fig. 4). 따라서 에너지 전구물질인 크레아틴은 RGC-5세
포의 미토콘드리아 호흡활성도를 증가시켜 세포고사를 저
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하시킬 수 있을 것이다.

고 찰

신경절세포에서는 신경신호의 전달에 필요한 높은 수준

의 에너지를 미토콘드리아에서 공급하는데, 망막신경절세

포의 미토콘드리아의 기능을 약화되면 세포고사를 유발하

며 미토콘드리아의 에너지 생산을 촉진시키는 물질들이 녹

내장 치료에 도움이 될 것이라고 알려져 있다.23
 

Guanidine 복합체인 크레아틴은 미토콘드리아와 세포질

의 creatine kinase의 전구물질로 이용되는데 크레아틴을 

투여하면 세포 내 크레아틴과 phosphocreatine을 증가시켜 

creatine kinase/phosphocreatine system의 기능을 개선하

여 ATP 재합성을 촉진하게 된다. 또한 세포질의 크레아틴 

증가와 함께 미토콘드리아의 creatine kinase는 세포고사의 

초기 단계에서 나타나는 미토콘드라이아의 permeability 
transition을 억제하게 된다.

Creatine kinase/phosphocreatine system은 고도의 에너

지를 요하는 근육이나 뇌 조직에서 생리적으로 중요한 역

할을 담당한다.24
 이러한 조직의 세포에서 고에너지를 가진 

phosphocreatine은 즉각적인 에너지의 공급뿐만 아니라, 
세포의 마이토콘드리아나 해당과정에 기질을 제공하여 에

너지를 많이 소모하는 부위에 에너지를 생산할 수 있도록 

한다.25
 

크레아틴은 동물실험에서 세포보호효과를 가지고 있으

며 신경전달을 지속시키고 저산소증에 의한 손상을 줄이는 

것으로 보고되어 있으며,26,27
 이러한 효과는 크레아틴과 

ATP를 동시에 공급할 경우 가장 효과가 크게 나타나는 것

으로 알려져 있다.28
 

혈청이나 포도당의 결핍에 의해 대사성 손상이 유발되면 

세포 내 ATP가 감소되어 신경세포가 손상 받는 것으로 알

려져 있다.29
 본 실험에서 혈청을 결핍시킨 경우 세포의 생

존이 저하되었으며 세포고사를 나타내는 형태학적 손상도 

관찰할 수 있었다. 이때 크레아틴을 첨가한 경우 RGC-5 
세포의 손실과 형태학적 변화를 줄일 수 있는 것을 알 수 

있었다. 
비록 다양한 실험에서 크레아틴이 세포보호효과를 나타

내는 것으로 알려져 있지만 크레아틴의 작용 기전은 아직 

확실하게 밝혀져 있지 않은데 현재까지는 에너지 저장을 

촉진하는 것과 미토콘드라이아에서 permeability transition 

pore를 안정화시키는 것이 작용 기전으로 알려져 있다.30,31
 

미토콘드리아에서 creatine kinase는 크레아틴과 ATP를 

phosphocreatine과 ADP로 변환시켜 세포질에 에너지를 제

공하는데32
 허혈 상태에서는 크레아틴이 creatine kinase에 

의해 ATP로 변환되기 때문에 ATP보다 빠르게 phosphoc-
reatine이 소모된다고 한다.33

 

본 연구에서 크레아틴은 뇌 신경세포에서와 마찬가지로 

망막신경절세포에서도 세포보호효과를 나타내며 미토콘드

리아의 호흡활성을 증가시키는 것으로 보아 미토콘드라이

에 에너지를 공급함으로써 permeability transition을 막아 

세포고사를 저하시킬 가능성이 있음을 알 수 있다. 즉 세포

고사를 유발할 수 있는 혈청결핍상태에서 크레아틴을 공급

함으로써 phosphocreatine을 더 많이 만들어 에너지를 제

공하여 세포 손실을 저하시킬 수 있을 것이다. 따라서 cre-
atine/phosphocreatine system은 RGC-5세포에서도 에너

지 대사에 중요한 역할을 하며 이러한 세포보호효과는 이

전의 보고와 마찬가지로 미토콘드리아의 호흡활성도 증가

와 동반되어 나타났다.34

본 연구의 단점은 미분화된 RGC-5세포를 사용하였으므

로 망막신경절세포를 일차배양한 경우와 RGC-5세포를 분

화시킨 경우와는 그 기전이나 효과가 다르게 나타날 수 있

을 것이며 또한 RGC-5세포 자체가 장기간 보관할 경우 변

성이 될 가능성도 있으므로 실험 결과를 해석하는 데 있어 

이러한 한계점을 고려해야 할 것이다.35,36
 따라서 이러한 한

계점들을 보완하기 위해 향후 일차배양한 망막신경절세포

를 이용한 더 자세한 연구가 필요할 것이다. 
결론적으로 본 연구에서 크레아틴은 혈청결핍상태의 RGC-5

세포에서 세포보호효과를 나타내었으며 향후 신경세포의 

손상에 대한 보호역할도 가능성이 있을 것으로 생각한다. 
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=ABSTRACT=

Effect of Creatine on the Survival of RGC-5 Cells 
under Serum Deprivation

Jae Woo Kim, MD, PhD, Jung Heum Hong, MD, Sun Hee Kang, MD, Yun Young Kim, MD, PhD

Department of Ophthalmology, Catholic University of Daegu School of Medicine, Daegu, Korea

Purpose: To evaluate the protective effect of creatine on the survival of retinal ganglion cells after serum deprivation.
Methods: RGC-5 cells were exposed to 5 mM creatine with serum-free media for 4 days. Cellular survival and mitochon-
drial respiratory activity were measured with MTT assay and resazurin assay, respectively. Degree of apoptosis was eval-
uated with vital staining using acridine orange/Hoechest 33342 and flow cytometric analysis using annexin/PI, 
respectively.
Results: Creatine increased cellular survival of RGC-5 cells significantly after serum deprivation. Additionally, creatine 
increased mitochondrial respiratory activity and inhibited apoptosis of RGC-5 cells.
Conclusions: The energy precursor creatine increased survival of retinal ganglion cells after serum deprivation. Creatine 
could be relevant for the cytoprotection of retinal ganglion cells.
J Korean Ophthalmol Soc 2011;52(5):618-623
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