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ABSTRACT

  Niemann-Pick disease type C (NPC) is a fatal autosomal recessive 

cholesterol disorder characterized by severe progressive 

neurodegeneration. 

  In this study, the alteration of neurotransmitter system and its 

recovery  by galecin-1 has been investigated  in NPC using 

proteomics, immunohistochemistry, Western blotting and image 

analysis equipped with a confocal microscope.

  By proteomics study, glutamate receptor 2 (Glur R2) became 

up-regulated in 8-week-old npc-/-mice. The immunohistochemical 

study on neurotransporters showed that glial GABA transporter 

(GAT-3) increased in both 4- and 8-week-old npc -/- mice and 

glutamic acid decarboxylase (GAD6) increased in 8-week-old npc-/- 

mice. Glial glutamate transporter, excitatory amino acid carrier-1 

(EAAC1), decreased in 8-week-old npc-/-mice. When ionophore was 

treated in CHO npc-/- CT43 cells, Ca
2+
 influx was derived and 

lysosome was moved and decreased. Also, Ca2+ influx was not 

derived after galectin-1 treatment, but lysosome was moved and  

reduced. By Western blotting study, P38, phospho p38, ERK1/2, 

phospho ERK1/2 decreased in CHO npc - / -  CT43 cells. Phospho 

p38, ERK1/2, phospho ERK1/2 increased by galecin-1 treatment in 

CHO npc - / - CT43 cells. 

  In conclusion, these results may provide an insight for  
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understanding the basic mechanism of NPC in brain areas. These 

results also can provide applicability to gene therapy regarding 

several neurodegenerative diseases involving lipid accumulation.

Key word : Ca
2+
 influx, GABA, galectin-1, glutamate, lipid 

accumulation, lysosomal exocytosis, neurotransmitter system, 

Niemann-Pick disease type C
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Ⅰ. 서 론

1. 연구배경

  지질대사장애 질환인 지질 축적 질환은 특이한 지질 대사에 필요한 효

소 결핍으로 야기되고 대사 이상의 정도는 완전한 정도에서 중간정도까

지 다양하게 나타나며, 지질들이 조직 또는 장기에 축적된다. 특히 치명

적으로 간, 비종대와 중추신경계의 손상을 동반하는 경우가 많으며 대표

적으로 소아형 고셔병(Gaucher's disease), NPC 등이 여기에 속하고 중

추신경계의 손상 없이 간, 비종대에만 손상이 있는 질환으로는 고셔병 

type 1, Niemann-Pick병 type B(만성형)등이 있다 (Jin 등 2004; Vanier

와 Millat, 2003). 

  Niemann-Pick 병은 3가지 주요한 유형이 있다. 이는 A, B, C 3가지를 

들 수 있는데 모든 유형이 상염색체 열성유전을 하는 것으로 알려져 있

다 (Schuchman과 Miranda, 1997). Type A와 B는 주로 Ashkenazi 유대

인들에게 흔히 발병하며, type C는 생화학적으로나 유전학적인 배경이 

다른 질환으로 모든 인종에서 나타난다고 알려져 있다 (Ip와 Davis, 

1998). 

  NPC는 서로 다른 두개의 유전자에 의해 향을 받는다는 보고되었다 

(Castea 등 1997). 그 중 하나는 환자의 약 95%에서 돌연변이를 일으키

는 18번 염색체의 장완(18q11-12)에 위치하여 콜레스테롤 대사에 관여하

는 npc1 유전자이고 (Castea 등 1997), 다른 하나는 5%의 돌연변이를 

일으키는 HE1 유전자이다 (Naureckiene 등 2000). 이 두개의 유전자가 

콜레스테롤의 세포내 수송체에 향을 주는 단백질을 만든다. 이러한 
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npc 유전자의 변화는 콜레스테롤의 축적을 야기시킨다고 알려져 있는데 

특히 중추신경계와 간 등에서 많은 양의 콜레스테롤이 세포 내에 축적되

어 저 콜레스테롤 혈증을 보인다. 

  NPC 질환에서 특징적으로 나타나는 축색돌기(axon), 스페로이드

(spheroid)는 뇌줄기(brain stem)나 소뇌의 백색질과 같은 유수축삭

(myelinated axon)을 갖는 지역에 집중되지만, 신경섬유원 농축(NFTs)

은 알쯔하이머병에서 신경섬유원 농축이 호발 하는 부위인 해마

(hippocampus), 내후각뇌피질(entorhinal cortex), 시상(thalamus), 기저핵

(basal ganglia)에서 발견된다. 즉 항원이나 구조적인 면에서 알쯔하이머 

병과 유사한 NFTs의 생성은 알쯔하이머병보다 NPC에서 20∼30년 더 

빠르게 나타난다 (Auer 등 1995; Vanier와 Millat, 2003). 

  NPC에 대한 다양한 연구가 진행되고 있으며 최근에 npc1 유전자가 

클로닝되었고, 이 유전자를 knock out 시킨 생쥐가 개발되어 in vitro 및 

in vivo 수준에서 연구가 가능하게 되었다 (Morris와 Carstea, 1998; 

Somers 등 1999). 그러나 NPC의 생물학적인 특성이나 치료에 관한 보

고는 없다.

  최근 다양한 질환의 병인을 밝혀내기 위하여 단백질의 기능을 대규모

적이며, 효율적으로 파악할 수 있는 단백질체학(proteomics)이 다방면에

서 적용되고 있다. 단백질체학은 단백질의 발현과 발현 후 변형, 기능 및 

조절작용, 다른 단백질과의 상호작용, 결합 등에 초점을 두어 분자생화학

적으로 이들 단백질간의 기능 및 상호연관 네트워크를 규명하는 분야이

다. 단백질체학의 일차적인 목적은 어떤 단백질이 어떠한 환경에서 어느 

정도 발현되는가를 파악하는 것이다. 한사람의 체세포에 있는 유전자 집

합 즉 게놈은 세포마다 모두 동일하지만 그것이 발현하여 생성해내는 단

백질들은 발현 시기, 장소, 환경에 따라 모두 달라진다고 알려져 있다 
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(Pandy와 Mann, 2000; Wilinks 등 1995, 1996). 거의 모든 질병의 원인

은 단백질의 작용 이상 나아가서 그것을 발현하는 유전자의 조절 이상에 

기인하는 것이므로 질병에 걸린 세포에서는 정상 세포와는 다른 단백질 

유형을 보일 것으로 추정된다. 단백질체학으로 여러 가지 병인을 밝힐 

수 있음에도 불구하고 현재 NPC에 대한 단백질체 분석에 대한 연구는 

미흡하다.

  중추신경계의 신경전달에는 많은 종류의 아미노산 신경전달물질이 관

여하는데 높은 비율을 차지하고 있는 물질이 GABA와 glutamate이다. 

그 중 GABA는 중추신경계 시냅스 중 약 40%의 시냅스에서 신경전달을 

담당하고 특히 해마에 높은 농도로 존재하고 있으며, GABA성 신경전도

로는 여러 종류의 장애에 중요한 역할을 하는 것으로 보고되었다 

(Iadarola와 Gale, 1982; Reynolds 등 1990; Schuchman과 Miranda, 

1997). 또한 생리학적, 생화학적, 약리학적 그리고 형태학적 연구에 의하

면 (Roberts와 Kuriyama 1968; Wu 1983) GABA는 세포질 효소인 GAD

에 의해 glutamate로부터 생합성된다고 알려져 있다. 이 GAD에 의한 

GABA 농도의 극심한 감소는 동물의 경련 및 발작현상과 같은 큰 변화

를 가져오며 간질병, 헌팅턴병(Huntington's disease), 파킨슨병

(Parkinson’s disease), 정신분열증, 지연성운동장애, 노인성치매 등 여러 

가지 비이상적인 신경증세의 원인이 된다. 그러므로 GAD는 GABAergic 

neuron과 그들의 신경전달 대사에 특이적인 표지물질로 이용되고 있다. 

그리고 glutamate는 척추동물 중추신경계에서 가장 중요한 흥분성 신경

전달물질로서 기억력, 학습 및 운동기능 등에 관여하고 중추신경계의 발

달과정에서도 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 (Mattson 등 

1988; Pearce 등 1987). 척추동물에서 EAAT는 신경세포와 신경교세포에 

존재하는 흥분성 신경전달물질을 세포 내로 다시 유입시킴으로써 흥분성 
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신경전달물질의 농도를 세포독성을 유발하는 수준 이하로 유지하는 중요

한 기능을 하는 것으로 알려져 있다 (Kannai와 Hediger, 1992; Nicholls

와 Atwell, 1990). 이처럼 GABA와 glutamate는 중추신경계의 신경전달

에 중요한 역할을 하지만, 중추신경계에 손상이 있는 NPC 질환에서의 

신경전달물질의 변화에 대한 보고는 미흡하다.

  콜레스테롤 생성은 내부와 외부 기원의 두 가지로 이루어지며 내부 기

원은 세포내 합성에 의하고, 외부기원인 경우는 LDL receptor를 경유한 

LDL에 의하여 생성되는 기전을 밟는다. 즉 LDL receptor는 세포막에 존

재하며 LDL을 세포 안으로 받아들여 외부 기원의 콜레스테롤을 생성한

다 (Voyno-Yasenetskaya 등 1993).

  칼슘 이온이 신경세포로 들어오면 소포를 원형질막으로 이동시켜 신경

전달물질을 방출해 다른 신경세포를 활성화시켜 신경 메시지를 전달한다

고 알려져 있고, 칼슘 통로를 통해 유입된 칼슘에 의해 세포질 내에 있

는 소포들이 원형질막의 안쪽 표면으로 이동하여 막융합으로 소낭의 내

용물을 막외부로 방출시키는 작용인 세포외 유출이 발생하며 (Jaiswal과 

Andrews,   2002; Terasaki 등 1997), 세포 외부로 분비예정인 많은 단

백질들은 분비 소낭내에서 포장된 후 세포외 유출에 의해 외부로 방출된

다. 그러나 NPC의 경우 npc1 유전자의 부재로 이러한 작용이 이루어지

지 못한다고 알려져 있다. 

  특히 galectin-1은 당단백질로 세포내에서 자유롭게 돌아다니는 

ribosome에 의해 합성된다 (Wilson 등 1989). 생체 조직에서 정제한 

galectin-1은 폴리펩티드 서열을 분석하면 N-말단에 acetylation되어 있

는 것을 확인할 수 있는데, 이것은 일반적으로 분비되는 단백질의 특성

을 가지고 있지 않으면서 세포의 내외에서 여러 가지 특성을 나타낸다 

(Clerch 등 1988; Wilson 등 1989). Galectin-1은 다양한 세포에서 여러 
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가지 작용을 하는 것으로 알려져 있다. 세포 특이적으로 작용할 수도 있

는데 세포 주기의 조절자의 역할을 수행하기도 하며, 세포 스스로 죽는 

기능도 수행하는 것으로 알려져 있으며 세포와 세포간 혹은 세포와 세포

외 물질간의 결합에 있어서도 유착을 촉진한다거나 방해하는 서로 반대

의 역할을 하기도 한다 (Clerch 등 1988). 또한 galectin-1은 칼슘 유입

을 유도한다고 알려져 있지만 현재까지 리소좀 세포외 유출을 유도한다

는 보고는 없다. 

  MAP kinase 신호전달 경로는 세포가 외부의 환경변화에 따른 자극들

을 인지하여 그 정보를 세포질 및 세포핵 내부로 전달하는 과정에 관여

하는 대표적인 신호전달 경로이다. 특히 세포의 성장, 발생, 분화, 사멸 

등의 조절기전에 관여 한다 (Lai 등 2001). 척추동물세포에 존재하는 

MAP kinase에는 ERK, JNK, p38 등이 있다 (Xiao 등 2000). 이들은 세 

가지의 구별적인 신호전달을 통해 조절되어지는 것으로 알려져 있다. 

ERK의 활성화는 다양한 성장인자, cytokines, 그리고 phorbol esters에 

의해 이루어지며, 많은 세포에서 세포 증식과 분화를 유도하는 기능을 

나타낸다. 반면 JNK와 p38은 성장인자와 염증유도 cytokine(tumor 

necrosis factor-a, interleukin-1), 자외선 노출, 방사선 조사, 열 충격, 그

리고 삼투 효과 등의 스트레스에 의해 활성이 증가되는 것으로 알려져 

있다 (Adler 등 1992; Barr와 Bogoyecitch, 2001; Davis, 2000). 
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2. 연구목적

  본 연구에서 NPC의 생물학적 특성을 조사하기 위해 첫째, NPC 질환

생쥐 모델에서 단백질체의 발현 차이를 조사하고, 둘째 GABA 및 

glutamate 신경전달 물질 발현 양상의 차이를 조사한다. 또한 NPC 질환

의 직접적인 원인인 리소좀 세포외 유출을 유도하기 위하여 칼슘 유입에 

의해 리소좀 세포외 유출 유도된다는 보고를 근거로 galectin-1을 이용

해 리소좀 세포외 유출이 유도되어 정상 회복되는지 조사하는 것이 목적

이다. 마지막으로 galectin-1에 의해 정상 회복되는 신호전달 경로를 확

인하기 위해 세포가 외부의 환경 변화에 따른 자극들을 인지하여 그 정

보를 세포질 및 세포핵 내부로 전달하는 과정에 관여하는 대표적인 신호

전달 경로인 MAP kinase 신호전달 경로를 확인하고자 하는 것이 목적

이다. 

  이상과 같이 본 연구는 NPC 질환을 비롯한 지방대사 질환의 치료에 

관한 중요한 기초자료를 제시하기 위한 목적이다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. npc+/+와 npc-/- 생쥐 해마의 단백질체 발현 조사 

 1-1. 재료

  1-1-1. 실험동물

   체중 30 g 내외의 npc+/+와 npc-/- 생쥐를 암수 구별 없이 각각 3마

리 씩 사용하 다. 실험동물은 성숙한 npc+/- 암컷과 수컷을 교배시켜 

태어난 새끼의 꼬리 DNA 검사 후 npc+/+와 npc-/- 생쥐를 구별하여 외

부와 격리된 20∼25℃의 온도를 유지하는 사육장에서 사료와 물을 자유

로이 공급하며 사육하 다. 실험에는 혈액 내나 세포 내의 콜레스테롤 

농도에 변화가 크게 나타나는 생후 8주령의 생쥐를 사용하 다. 

  1-1-2. 시약 

   꼬리 DNA 검사, 단백질체 발현 조사를 위해 사용한 시약은 Table 1

과 같다.
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Table 1. List of chemicals used in tail DNA analysis and proteome 

analysis.

 

Experiment Reagent Company

tail DNA

analysis

 genomic DNA extraction kit Intron biotechnology, Korea

 premix Intron biotechnology, Korea

proteome 

analysis

 PMSF Sigma Inc., USA

 acrylamide Amresco Inc., USA

 bis-acrylamide Amresco Inc., USA

 SDS Amresco Inc., USA

 DTT Amresco Inc., USA

 CHAPS Sigma Inc., USA

 iodoacetamide Sigma Inc., USA

 tris base Amresco Inc., USA

 urea Amresco Inc., USA

 thiourea Amresco Inc., USA

 immobiline drystrip gel Ammersham Biotec Inc., USA

 IPG buffer Ammersham Biotec Inc., USA

 2D quant kit Ammersham Biotec Inc., USA

 sequencing grade modified trypsin Promega Inc., USA

 sodium thiosulfate Sigma Inc., USA

 potassium fericyanide Sigma Inc., USA

 ammonium bicarbonate Sigma Inc., USA

 trifluoroacetic acid Sigma Inc., USA

 octyl β-D-thioglucopyranoside Sigma Inc., USA

 CHCA Sigma Inc., USA

 angiotensin I Sigma Inc., USA

 des-Arg bradykinin(fragment 2-9) Sigma Inc., USA

 ACTH Sigma Inc., USA

 fragment 1-17 Sigma Inc., USA

 micro-adsorptive C18 ZipTip Millipore Inc., USA
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1-2. 실험방법

  1-2-1. 꼬리 DNA 검사

   npc+/- 생쥐 암컷과 수컷을 교배시켜 태어난 새끼의 꼬리 1 ㎝를 

잘라 액체 질소가 들어있는 막자사발에 넣은 후 갈았다. 잘 갈아진 꼬

리를 1.5 ㎖ 튜브에 넣고 genomic DNA extraction kit을 이용하여 DNA

를 분리하 다. 분리한 DNA는 PCR에 의해 npc+/+, npc+/- 및 npc-/- 

생쥐를 구별하 다. PCR은 premix에 증류수 15 ㎕, 4종류의 primer(A: 

TCT CAC AGC CAC AAG CTT CC, B: GGT GCT GGA CAG CCA 

AGT A, C: TGA GCC CAA GCA TAA CTT CC, D: CTG TAG 

CTC ATC TGC CAT CG)를 각각 1 ㎕, DNA 1 ㎕를 잘 혼합한 다음 

Perkin-Elmer thermal cycler를 이용하여 수행하 다. 이때 PCR 조건은 

94℃에서 4분(hot start) 반응시키고, 94℃에서 30초 (denaturation), 60℃

에서 45초(annealing), 72℃에서 45초 extension)를 35회 반복하여 반응

시켰다. PCR에 의해 생성된 산물은 1% agarose gel에서 전기 동을 실

시하고 ethidium bromide로 염색하여 특정 band를 확인하 다.

  1-2-2. 단백체 분석 시료준비 

   npc+/+와 npc-/- 생쥐의 해마를 분리한 후 protease inhibitor를 첨가

한 lysis buffer(7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 2% DTT) 200 

㎕를 넣고 초음파로 분쇄하 다. 초음파 분쇄가 끝난 추출물에 DNase I

을 넣어 30분간 반응시키고 19,000 × g로 15분간 원심분리한 후 상층액
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을 시료로 사용하 다. 해마의 추출과정은 4℃에서 수행하 고 추출한 

시료는 2D quant kit을 이용하여 정량하여 npc+/+와 npc-/- 생쥐의 해

마 단백질을 각각 50 ㎍씩 사용하 다.

  1-2-3. IEF

   추출물한 단백질 50 ㎍을 rehydration buffer(7 M urea, 2 M 

thiourea, 2% CHAPS, 0.2% DTT, 0.5% IPG buffer, 0.001% 

bromophenol blue) 350 ㎕에 완전히 녹인 후 IPG strip 

holder(Ammersham Biotec Inc. USA)에 고르게 퍼지게 분주한 다음 

IPG strip(linear pH gradient 3-10, 18 ㎝)을 올리고 cover fluid oil 1.5 

㎖로 strip을 완전히 덮은 다음 isoelectric focusing을 수행하 다. 

IPGphor system(Ammersham Biotec Inc. USA)을 이용한 focusing 조

건은 electronic panel의 온도가 20℃로 실험이 끝날 때까지 유지되게 하

으며, 12시간 동안 전기를 걸지 않고 rehydration 시킨 후 양전극에 

electrode wick을 넣고 50 volt에서 1시간, 100 volt에서 1시간, 200 volt

에서 1시간, 500 volt에서 1시간, 1000 volt에서 1시간, 8000 volt까지 점

진적으로 4시간, 8000 volt에서 최종 60,000 Vhrs가 되도록 프로그래밍하

여 실험을 수행하 다. 
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  1-2-4. Strip 평형 및 SDS-PAGE

   IPG strip을 SDS-PAGE에 적용하기 전에 equilibration 과정을 수행

하 다. Equilibration holder에 10 ㎖의 SDS-PAGE equilibration buffer 

(1.5 M Tris-HCl, pH 8.8, 6 M urea, 30% glycerol, 2% SDS, 

bromphenol blue)와 100 ㎎의 DTT를 넣고 15분간 교반기에서 반응시키

고 다시 equilibration buffer에 400 ㎎의 iodoacetamide를 넣어 15분간 

반응시켰다. 평형이 끝난 IPG strip을 전기 동 완충용액(0.025 M 

Tris-Cl, pH 8.3, 0.195 M glycine, 0.1% SDS)으로 수세한 다음 

acrylamide gel의 상단부에 넣고 빈공간은 0.5% agarose 용액으로 채워 

넣었다. 초기에는 IPG strip의 단백질들이 안정적으로 SDS-PAGE gel 

속으로 들어갈 수 있게 낮은 전력과 짧은 시간 동안(3 W/gel, 30분) 전

기 동 한 후 전력을 올려 (100 W) 수 시간 전기 동을 수행하 다.

  1-2-5. Silver 염색

   전기 동한 gel을 고정화 용액(30% ethanol, 10% acetic acid)에 15분

씩 2회 동안 교반기에서 교반시켜 gel을 고정시키고, sensitization 용액 

(10% ethanol, 0.2% sodium thiosulfate, 6.8% sodium acetate)으로 30분

간 sensitization하 다. Sensitization한 gel을 증류수로 5분씩 3번 수세하

다. 이 gel을 0.2% AgNO3 용액에 넣어서 교반기에서 20분간 반응시킨 

후 증류수로 1분간 2회 수세하 다. 단백질 분리대의 현상은 현상액

(0.025% formaldehyde, 0.001% Na2S2O3․5H2O)에 gel을 넣어 관찰하

으며, 단백질 분리대가 충분히 현상된 후 착상용액(2.5% EDTA)으로 gel
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을 옮겨 분리대를 착상시켰다. Silver 염색이 끝난 gel은 4℃에 보관하여 

MALDI-TOF 분석에 사용하 다.

  1-2-6. 이미지 분석

   염색이 끝난 gel을 EPSON 사의 epson expression 1680 PRO를 사용

하여 이미지화하 다. 이 이미지화된 gel을 amersham 이미지 분석 도구

인 melanie 프로그램을 사용하여 분석하 고, spot은 프로그램에 의해 

자동으로 선택되어져 분석되었다. 

  1-2-7. MALDI-TOF 분석

   1-2-7-1. In-gel digestion

    Silver 염색한 gel에서 spot을 지름 1 ㎜가 되도록 팁(tip)을 사용하

여 잘라내어 30 mM potassium ferricynide/100 mM sodium thiosulfate 

(1:1)를 혼합한 용액에 넣어서 탈 염색시켰다. Gel 조각을 200 ㎕ 증류수

로 10분간 4번 수세하고, 50% ACN/25 mM ammonium bicarbonate 

(pH 8.0) 용액 200 ㎕를 넣어 15분간 탈수시켰다. 탈수된 gel 조각을 

speed-vac에서 1시간 동안 건조시키고 10 mM DTT/0.1 M ammonium 

bicarbonate(pH 8.0)용액 40 ㎕를 넣어 56℃에서 45분 동안 반응 시킨 

후 용액을 제거하 다. 0.1 M ammonium bicarbonate(pH 8.0)/55 mM 

iodoacetamide 용액 40 ㎕를 넣어 상온의 암실에서 30분간 반응 시켜 용
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액을 제거하고 0.1 M ammonium bicarbonate(pH 8.0) 20 ㎕를 넣고 5분

간 반응시킨 후 acetonitrile 20 ㎕를 넣어 15분간 더 반응시켰다. 위 과

정을 1회 반복한 후 gel 조각을 speed-vac에서 1시간 동안 건조시켰다. 

10 ㎍/㎖의 sequencing grade modified trypsin 18 ㎕와 1% Octyl β

-D-thioglucopyranoside 2 ㎕를 혼합하여 gel에 분주하여 37℃에서 16시

간동안 반응시켰다. 반응이 끝난 후 상층액을 새 튜브에 옮기고 5% 

TFA/Acetinitrile(1:1) 혼합용액을 넣어 45분간 교반하여 단백질을 용출

하 다. 상층액을 모은 후 위 과정을 2회 반복 수행하 다. 모아진 용액

을 speed-vac을 사용하여 완전히 건조하고 micro-adsorptive C18 

ZipTip을 사용하여 용출된 단백질의 불순물을 제거하 다. 먼저 ZipTip

을 100% ACN 10 ㎕로 수세하고 0.1% TFA 10 ㎕로 3회 반복하여 수

세해서 완전히 건조한 단백질 시료에 0.1% TFA 5 ㎕를 넣어 현탁하

다. ZipTip에 시료를 6회 pipetting한 후 액체를 제거하고 0.1% TFA 10 

㎕로 3회 수세한 후 30% ACN/0.1% TFA 2 ㎕로 단백질을 용출하 다.

   1-2-7-2. MALDI-TOF를 이용한 분석

    추출한 혼합물을 10 ㎎/㎖의 CHCA 용액과 1:1 비율로 섞어 시료 

플레이트에 분주하여 건조시켰다. MALDI-TOF를 통하여 대상 단백질의 

전체 질량이나 절단효소에 의해 조각난 단백질 절편들의 분자량을 측정

하 다. 단백질분석을 위해 Voyager DE-STR MALDI-TOF 

spectrometer(Applied Biosystems Inc., USA)를 사용하 다. 스펙트럼은 

delayde extraction reflector 모드에서 20 kV acceleration voltage와 200 

ns delay time으로 얻었다. 분자량 보정은 외부 표준물질인 angiotensin 
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I, des-Arg bradykinin(fragment 2∼9), adrenocorticotropic 

hormone(ACTH) fragment 1-17을 이용하 다. 최종 스펙트럼은 200회 

레이저를 조사하고 평균하여 얻었다.

   1-2-7-3. 데이터베이스 검색

    PMF를 통한 단백질의 확인은 UCSF에서 제공하는 MS-Fit나 

Rockefeller University에서 제공하는 ProFound를 이용하여 검색하 다. 

단백질 검색은 monoisotopic mass를 사용하 고 mass tolerance는 50 

ppm으로 하 다.
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2. GABA와 glutamate 수송체 발현 조사

 2-1. 재료

  

  2-1-1. 실험동물

   체중 30 g 내외의 npc+/+, npc+/- 및 npc-/- 생쥐를 암수 구별 없이 

각각 3마리씩 사용하 다. 실험동물은 성숙한 npc+/- 암컷과 수컷을 교

배시켜 태어난 새끼의 꼬리 DNA 검사 후, npc+/+, npc+/- 및 npc-/- 생

쥐를 구별하여 외부와 격리된 20∼25℃의 온도를 유지하는 사육장에서 

사료와 물을 자유로이 공급하며 사육하 다. 실험에는 생후 4주령 생쥐

와 생후 8주령 생쥐를 사용하 다.

  2-1-2. 시약

   GABA 및 glutamate 수송체의 면역반응을 조사하기 위한 시약은 

Table 2와 같다.
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Table 2. List of chemicals used in tail DNA analysis and 

immunohistochemistry.

 

Experiment Reagent Company

tail DNA

analysis

 genomic DNA extraction kit  Intron biotechnology, Korea

 premix  Intron biotechnology, Korea

primary

antibody

 GAT-1  Oncogene Inc., USA

 GAT-3  Oncogene Inc., USA

 GAD6  Oncogene Inc., USA

 EAAC1  Chemicon Inc., USA

 GLAST  Chemicon Inc., USA

 GLT1  Chemicon Inc., USA

secondary 

antibody

 biotinylated anti-rabbit IgG  Vector Laboratories Inc., USA

 biotinylated anti-goat IgG  Vector Laboratories Inc., USA

 biotinylated anti-guinea pig IgG  Vector Laboratories Inc., USA

ABC  ABC solution  Vector Laboratories Inc., USA
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 2-2. 실험방법

  2-2-1. 꼬리 DNA 검사

  npc+/- 생쥐 암컷과 수컷을 교배시켜 태어난 새끼의 꼬리 1 cm를 잘

라 액체 질소가 들어있는 막자사발에 넣은 후 갈았다. 잘 갈아진 꼬리

를 1.5 ㎖ 튜브에 넣고 genomic DNA extraction kit을 이용하여 DNA를 

분리하 다. 분리한 DNA는 PCR에 의해 npc+/+, npc+/- 및 npc-/- 생

쥐를 구별하 다. PCR은 premix에 증류수 15 ㎕, 4종류의 primer(A: 

TCT CAC AGC CAC AAG CTT CC, B: GGT GCT GGA CAG CCA 

AGT A, C: TGA GCC CAA GCA TAA CTT CC, D: CTG TAG 

CTC ATC TGC CAT CG)를 각각 1 ㎕, DNA 1 ㎕를 잘 혼합한 다음 

Perkin-Elmer thermal cycler를 이용하여 수행하 다. 이때 PCR 조건은 

94℃에서 4분(hot start) 반응시키고, 94℃에서 30초(denaturation), 60℃

에서 45초(annealing), 72℃에서 45초(extension)를 35회 반복하여 반응시

켰다. PCR에 의해 생성된 산물은 1% agarose gel에서 전기 동을 실시

하고 ethidium bromide로 염색하여 특정 band를 확인하 다.

  2-2-2. npc+/+, npc+/- 및 npc-/- 생쥐의 해마 조직준비

   관류고정은 먼저 0.1 M PB에 heparin(1000  IU/1000 ㎖)을 혼합한 용

액을 10분간 관류시키고 4% paraformal dehyde-lysine-periodate를 30

분간 관류시켰다. 관류고정이 끝난 후 대뇌, 소뇌 및 뇌줄기 등을 적출하

고 동일 고정액에 넣어 4℃에서 4시간 동안 후고정 하 다. 그 후 다시 
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0.1 M PB로 1시간 동안 수세하고 20% phosphate buffered sucrose 용

액에 24시간 동안 담가 보관하 다. 보관된 뇌조직들은 동결절편기

(LEICA Inc., USA)를 이용하여 30 ㎛ 두께의 관상연속절편을 만들어 6 

well plate에 순서대로 보관하 으며 총 약 300장 정도의 조직절편을 

free floating 방법으로 면역조직화학염색을 시행하 다.

   

  2-2-3. GABA와 glutamate 수송체의 면역화학염색 

   6 well plate의 조직 중 일부의 조직절편으로 GAT-1, GAT-3, 

GAD6, EAAC1, GLAST, GLT1에 대한 면역조직화학염색을 시행하

다. 염색은 GAT-1(1:1,000), GAT-3(1:1,000), GAD6(1:100), 

EAAC1(1:4,000), GLAST(1:8,000), GLT1(1:10,000)으로 희석한 1차 항체

에 조직절편들을 담가 실온에서 15시간 동안 반응시켰다. 이때 1차 항체

의 희석은 0.1 M PB에 1% normal goat serum과 0.3% Triton X-100을 

혼합한 용액을 사용하 다. 그 후 조직절편들은 0.1 M PB로 실온에서 

15분간 2회 수세하여 2차 항체인 biotinylated anti-rabbit IgG(1:200), 

biotinylated anti-goat IgG(1:200), biotinylated anti-guinea pig 

IgG(1:200)와 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. 반응이 끝난 조직절편들

은 0.1 M PB로 15분간 2회의 수세과정을 거친 후 peroxidase가 표지된 

ABC 용액에 담가 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. 0.1 M PB로 15분간 

2회 수세하고 30 ㎎의 3-3' diaminobenzidine를 150 ㎖의  0.1 M PB에 

녹인 용액에서 5분간 반응시킨 후 0.005% 과산화수소를 첨가하여 갈색

의 발색반응을 약 5분간 시행하 다. 반응이 끝난 조직들은 0.1 M PB로 

15분간 3회 수세하고 gelatin이 입혀진 슬라이드 위에 차례대로 얹어 
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4℃에서 12시간 이상 건조시켰다. 그 후 통상적인 방법에 따라 ethanol

과 xylene의 탈수와 투명화를 거친 후 permount로 봉입하여 광학현미경

으로 관찰하 다.

  2-2-4. Filipin 염색

   준비된 npc+/+, npc+/- 및 npc-/- 생쥐의 뇌조직을 0.1 M PB로 3회 

수세하고 조직을 filipin 50 ㎍/㎖ PB 용액에 넣어 암실의 실온에서 4시

간 동안 반응시켰다. 반응이 끝나면 glycerin/0.1 M PB(29:1)로 봉입하여 

형광현미경으로 관찰하 다.

  2-2-5. 자료의 통계처리

   자료의 통계처리는 SPSS를 사용해 각 군 간의 자료에 대해서 

student T-test(non-paired, p<0.05)를 시행하여 통계적으로 유의한 차이

를 보이는 뇌의 각 부위를 검증하 다.
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3. 리소좀 세포외 유출 조사

 3-1. 재료

  

  3-1-1. 세포

   CHO npc+/+ 25RA 세포주와 CHO npc-/- CT43 세포주는 Dr. 

Chang TY로부터 분양받아 실험에 사용하 다.

  3-1-2. 시약

   CHO 세포에서 리소좀 세포외 유출을 확인하기 위한 시약은 Table 3

과 같다.
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Table 3. List of chemicals used in cell culture and lysosomal 

exocytosis.

  

Experiment Reagent Company

cell culture

  F-12  GIBCO Inc.,  USA

  L-glutamine  GIBCO Inc.,  USA

  penicillin  GIBCO Inc.,  USA

  streptomycin  GIBCO Inc.,  USA

  FBS  GIBCO Inc.,  USA

lysosomal 

exocytosis

  U18666A  Biomol Laboratories Inc., USA

  lysotracker  Molecular probes Inc.,USA

  fluo-3 AM  Molecular probes Inc.,USA

  ionophore  Sigma Inc., USA

  filipin  Sigma Inc., USA

  cholesterol quant kit  Asan Inc., Korea

  glass bottom culture dish  Matteck Inc., USA
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 3-2. 실험방법  

 

  3-2-1. 세포배양

   CHO npc+/+ 25RA 세포주와 CHO npc-/- CT43 세포주는 

L-glutamine, 100 U/㎖ penicillin, 100 ㎎/㎖ streptomycin, 10% FBS가 

첨가된 F-12 배지를 사용하여 37℃, CO2 5%가 유지되는 배양기에서 배

양하 다.

  3-2-2. U18666A 투여

   CHO npc+/+ 25RA 세포 2×10
4
개를 glass bottom culture dish에 분

주하여 24시간 배양하여 안정화시키고, U18666A(2 ㎍/1 ㎖ PBS)를 분주

한 후 다시 24시간 배양하 다.  

  3-2-3. 칼슘 유입 및 리소좀 세포외 유출 조사

   3-2-3-1. Lysotracker 염색

    U18666A를 투여하여 배양한 CHO npc+/+ 25RA 세포와 CHO 

npc-/- CT43 세포의 배지를 제거하고 새로운 F-12 배지 200 ㎕와 500 

nM lysotracker 4 ㎕를 분주하여 5% CO2, 37℃의 온도를 유지한 배양기

에서 1시간 동안 염색하 다. 
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   3-2-3-2. Fluo-3 염색

    칼슘 지시제인 fluo-3 AM을 DMSO에 50 ㎍/50 ㎕로 녹여 냉동 보

관 후 사용 직전에 녹여서 사용하 다. Lysotracker 염색이 끝난 후, 배

양접시에 있는 배지를 버리고 새로운 F-12 배지 200 ㎕와 fluo-3(50 ㎍

/50 ㎕ DMSO) 2 ㎕를 분주하여 5% CO2, 37℃의 온도를 유지한 배양기

에서 20분간 염색하 다.

   3-2-3-3. Ionophore 투여 후 칼슘 유입 및 리소좀 세포외 유출 관찰

   칼슘 유입 및 리소좀 세포외 유출은 공초점 레이저 현미경을 사용하

여 관찰하 다. 공초점 레이저 현미경은 IX 70 형광 도립현미경에 레이

저가 부착된 Fluoview 300(Olympus, Japan)을 사용하여 20 × 대물렌즈, 

해상도를 512 × 512, 레이저 감도를 30 으로 맞춘 후, 초점을 맞추어 2초 

간격으로 300초 동안 스캔하 으며 매 실험마다 동일한 PMT값으로 조

절하여 실험하 다. Scan 27회째에 ionophore(1 ㎎/1.1 ㎖ DMSO) 5 ㎕

를 투여하여 300초 동안 찍었다. 300초 동안의 세포내 칼슘 유입 및 리

소좀 세포외 유출의 이미지 분석은 단일세포 3개를 지정하여 단위 면적

당 relative fluorescence intensity를 그래프로 그려 분석하 다.



- 24 -

   3-2-3-4. Galectin-1 투여 후 칼슘 유입 및 리소좀 세포외 유출 조사

  공초점 레이저 현미경은 IX 70 형광 도립현미경에 레이저가 부착된 

Fluoview 300(Olympus, Japan)을 사용하여 20 × 대물렌즈, 해상도를 

512 × 512, 레이저 감도를 30 으로 맞춘 후, 초점을 맞추어 2초 간격으로 

300초 동안 스캔하 으며 매 실험마다 동일한 PMT값으로 조절하여 실

험하 다. 27회째에 galectin-1(1 ㎎/1 ㎖ PBS) 50 ㎕를 투여하여 300초

간 찍었다. 300초 동안의 세포내 칼슘 유입 및 리소좀 세포외 유출의 이

미지 분석은 단일세포 3개를 지정하여 단위 면적당 relative fluorescence 

intensity를 그래프로 그려 분석하 다.

  3-2-4. Filipin 염색

  칼슘 유입 및 리소좀 세포외 유출을 확인한 세포는 0.1 M PB로 수세

하고 4% paraformaldehyde 200 ㎕를 넣어 20분 동안 고정하 다. 고정

이 끝난 세포는 0.1 M PB로 3회 수세하고 filipin 50 ㎍/㎖ PB 200㎕를 분

주하여 암실의 실온에서 2시간 동안 염색시켰다. 염색이 끝나면  

glycerin/0.1 M PB(29:1)로 봉입하여 형광 현미경으로 관찰하 다.
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  3-2-5. 콜레스테롤 정량 

   CHO 세포 2 × 105개를 6 well plate에 분주하여 48시간 동안 배양하

다. 배양된 세포는 PBS로 3회 수세하고 실온에서 건조시켰다. 건조된 

세포에 배양액 1 ㎖를 분주하여 세포를 모은 후 새로운 conical tube에 

넣고 chloroform/methanol(2:1)을 4 ㎖ 넣었다. 원심분리기를 이용해서 

19,000 × g에서 5분 동안 원심 분리하여 상층액을 버리고 침전물을 증류

수로 2회 수세하 다. 이를 다시 19,000 × g에서 5분 동안 원심 분리하

여 상층액을 버리고 침전물을 질소 가스로 건조시켰다. 건조된 세포에 

hexane/isopropyl alcohol(3:2)를 넣어 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. 

반응이 끝나면 용매를 버리고 질소가스로 건조시켰다. 유기 용매층에 

chloroform 400 ㎕를 넣어 용해시켰다. 이것을 96 well polypropylene 

plate에 150 ㎕를 넣고 실온에서 건조시키고 건조된 지질을 isopropyl 

alcohol 20 ㎕로 용해시켰다. 이것을 콜레스테롤 정량 kit을 사용하여 

500 nm에서 흡광도를 측정하여 정량하 다. 
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4. MAP kinase 신호전달 경로 조사

 4-1. 재료

  

  4-1-1. 세포

   CHO npc+/+ 25RA 세포주와 CHO npc-/- CT43 세포주는 Dr. 

Chang TY로부터 분양받아 실험에 사용하 다.

  4-1-2. 시약 

   CHO npc+/+ 25RA 세포주와 CHO npc-/- CT43 세포주에 

galectin-1을 투여한 후 MAP kinase 신호전달 경로를 확인하기 위해 사

용한 시약은 Table 4와 같다. 
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Table 4. List of chemicals used in cell culture and Western blotting.

Experiment Reagent Company

cell culture

 F-12   GIBCO Inc.,  USA

 L-glutamine   GIBCO Inc.,  USA

 penicillin   GIBCO Inc.,  USA

 streptomycin   GIBCO Inc.,  USA

 FBS   GIBCO Inc.,  USA

Western 

blotting

 p38   Promega Inc., USA

 phospho-p38   Santa Cruz Biotech Inc., USA

 ERK1/2   Cell signaling Inc., USA

 phospho-ERK1/2   Cell signaling Inc., USA

 phospho JNK   Cell signaling Inc., USA

 β-actin   Cell signaling Inc., USA

 peroxidase labeled anti-mouse IgG
  Vector Laboratories, Inc.,      

  USA

 peroxidase labeled anti-rabbit IgG
  Vector Laboratories, Inc.,      

  USA

 ECL   Ammersham Biotec Inc., USA
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 4-2. 실험방법  

 

  4-2-1. 세포배양  

   CHO npc+/+ 25RA 세포주와 CHO npc-/- CT43 세포주는 

L-glutamine, 100 U/㎖ penicillin, 100 ㎎/㎖ streptomycin, 10% FBS가 

첨가된 F-12 배지를 사용하여 37℃, CO2 5%가 유지되는 배양기에서 배

양하 다.

  4-2-2. Western blotting 분석

   배양한 세포를 군에 따라 물질 처치하고 1 mM PMSF, 1 uM 

leupetin, 1 uM antipain, 0.1 uM sodium orthovanadate, 5 mM sodium 

fluoride이 포함된 lysis buffer(20 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, 1 mM 

EDTA, pH 7.4) 500㎕를  넣고 초음파분쇄기로 분쇄하 다. 분쇄가 끝난 

세포는  19,000 × g, 4℃에서 15분간 원심분리하여 상층액에 있는 단백

질을 추출한 후 2D quant kit으로 단백질을 정량 하 다. 단백질 40 ㎍

을 12.5% SDS-PAGE gel에 분주하고 SDS-PAGE 전기 동 buffer(2.4 

mM tris base, 19 mM glysine, 0.2% SDS)를 사용하여 100 volt에서 1

시간 30분 동안 분리하 다. 전기 동 후 gel을 transfer buffer(2.4 mM 

tris base, 19 mM glycine, 20% methanol)에서 nitrocellulosemembrane

에 30 volt, 350 mA 조건으로 4시간 동안 transfer시켰다. Transfer가 끝

난 membrane은  5% dried skim milk가 포함된 TBS-T(0.1% 

Tween-20, Tris-buffered saline, pH 7.4)를 이용하여 blocking 한 후 
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ERK1/2 (1:1,000), phospho ERK1/2(1:1000), p38(1:1,000), phospho 

p38(1:1,000), JNK(1:1,000), phospho JNK(1:1,000), beta-actin(1:1,000)으

로 희석한 1차 항체와 peroxidase labeled anti-mouse IgG(1:5,000)와 

peroxidase labeled anti-rabbit IgG(1:5,000)의 2차 항체와 1시간 동안 차

례로 반응시키고 각 단계마다 TBS-T를 이용하여 5분씩 4회 수세하

다. 항체 희석액은 TBS-T를 이용하 다. 항체와 반응이 끝난 

membrane은 ECL chemiluminiscenct detection 용액을 이용하여 

membrane은 상태에 따라 X-ray film에 15초에서 수분 간 노출시켜 

X-ray film에 전사시켰다.
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Ⅲ. 연구 결과

1. npc+/+, npc+/- 및 npc-/-생쥐의 뇌조직에서 콜레스테롤 발현 

  npc+/+, npc+/- 및 npc-/- 생쥐의 콜레스테롤 발현 차이 조사는 꼬리 

DNA 검사를 통하여 npc+/+, npc+/- 및 npc-/- 3종류의 생쥐를 분류하

고 (Figure 1) 생쥐의 뇌조직을 filipin염색을 시행하여 조사하 다. 4주

령 npc-/- 생쥐의 filipin에 대한 발현은 npc+/+와 npc+/-와 유사한 발현

양상을 보 고 npc+/+, npc+/- 및 npc-/- 생쥐 모두 filipin에 대한 발현

은 없었다(Figures 2-A, B, C). 하지만, 8주령 npc+/+ 생쥐에서는 4주령 

생쥐와 유사하게 염색이 거의 되지 않은 반면 npc-/- 생쥐에서는 filipin

에 대한 반응성이 높았다(Figures 2-D, E, F). 
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Figure 1. Genotyping analysis with tail-DNA by RT-PCR. 
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Figure 2. Filipin staining of mice brain tissues (cerebral cortex). (A) 

npc+/+ mice (4  weeks), (B) npc+/- mice (4 weeks), (C) npc-/- mice 

(4 weeks), (D) npc+/+ mice (8 weeks), (E) npc+/- mice (8 weeks) 

and (F) npc-/- mice (8 weeks). In F, the increase of fluorescence 

intensity reflects the accumulation of cholesterol. Bar=50 ㎛. 
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2. npc+/+와 npc-/- 생쥐 해마의 단백질체 발현 

  npc-/- 생쥐 해마에서 일어나는 조직병리학적인 변화를 알아보기 위

해 npc+/+와 npc-/- 생쥐의 해마에 존재하는 단백질의 종류를 확인하

다. 이를 위해 npc+/+와 npc-/- 생쥐의 해마를 분리하여 2D-PAGE를 

수행하 고 보다 많은 단백질을 보기 위해 silver 염색을 수행하 다

(Figure 3). 콜레스테롤 발현의 차이가 많은 8주령 npc+/+와 npc-/- 생

쥐 해마에서 서로 다른 양상을 보이는 단백질 spot이 확인되었다. 차이

를 보이는 단백질 spot을 취하여 MALDI-TOF를 수행하 으며, 데이터

베이스 검색을 통하여 발현의 차이를 보이는 36개의 단백질을 확인하

다. 그 중 16개의 단백질이 신경퇴화와 관련이 있었고, 그 중 npc-/- 생

쥐의 해마에서 Glur R2가 up-regulated되어 있음을 확인하 다(Table 

5). 
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Figure 3. Comparison of 2-DE maps from the hippocampal of npc+/+ 

(left) and npc -/- mice (right). Proteins were prepared and separated 

on pH 3–10 linear IPG strips and then by 12.5% SDS-PAGE. Gels 

were stained with silver staining. The images of the each altered 

spots were compared. (A) In the npc+/+ gel, there were 36 

significantly up-regulated spots. (B) In npc-/- gel, there were 11 

significantly up-regulated spots.
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Table 5. Up-regulated protein identified by MALDI-TOF analysis in 

the npc-/- hippocampus.

No.
MOWSE

score

Masses 

matched

%

Cov.

% 

TUC

Mean

Err

ppm

Data 

Tol

ppm

MS-

digest

index

Protein

MW

(Da)p/

Acces

sion

no.

protein name

A38 2.727+04 8(42) 26.0 42.1 -19.3 38.7 51.420 40301/4.9 p51863
  Glutamate receptor 2  

  precursor (Glu R2)
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3. GABA와 glutamate 수송체 발현 

  8주령 npc+/+와 npc-/- 생쥐 해마의 단백질체학 및 데이터베이스 검

색에서 차이를 보인 Glur R2를 자세하게 확인하기 위해 이들 해마 조직

에서 GABA와 glutamate 수송체에 대한 면역반응성을 관찰하 다. 4주

령 npc+/+, npc+/- 및 npc-/- 생쥐의 해마를 대상으로 GAT-1, GAT-3, 

GAD6, EAAC1, GLAST, GLT1에 대해 면역화학염색을 시행한 결과 

npc-/- 생쥐 해마에서 유일하게 GAT-3만 강한 면역 반응성이 있는 것

을 관찰할 수 있었다. GAT-3는 4주령 npc-/- 생쥐 해마의 CA1, CA3와 

치아이랑(DG) 역에서 각각 52.4, 45.5, 32.3% 증가하 다(Figures 5-C, 

11-A). 

  8주령 npc+/+, npc+/- 및 npc-/- 생쥐의 해마를 대상으로 GAT-1, 

GAT-3, GAD6, EAAC1, GLAST, GLT1에 대해 면역화학염색을 시행한 

결과  npc-/- 생쥐의 해마에서 GAT-3가 CA1, CA3, DG 역에서 각각 

52.8, 49.7, 17.9%, GAD6가 CA1, CA3, DG 역에서 각각 52.2, 50.5, 

56.9% 면역반응성이 증가하 고(Figures 5-G, 6-G, 11-B, 12-B), 

EAAC1은 CA1, CA3, DG 역에서 각각 50.0, 48.0, 45.8% 면역반응성

이 감소하 다(Figures 7-F, 13-B). 
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Figure 4. Immunohistochemical localization of GAT-1 in the 

hippocampal formation. (A) npc+/+ mice (4 weeks), (B) npc+/- mice 

(4 weeks), (C) npc-/- mice (4 weeks), (D) npc+/+ mice (8 weeks), 

(E) npc+/- mice (8 weeks) and (F) npc-/- mice (8 weeks). There 

was no change in GAT-1 immunoreaction in all tissues. Bar=100 ㎛.
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Figure 5. Immunohistochemical localization of GAT-3 in the 

hippocampal formation. (A) npc+/+ mice (4 weeks), (B) npc+/- mice 

(4 weeks), (C) npc-/- mice (4 weeks), (D) npc+/+ mice (8 weeks), 

(E) npc+/- mice (8 weeks) and (F) npc-/- mice (8 weeks) In C and 

F, GAT-3 immunoreaction was detected in CA1, CA3 and dentate 

gyrus (DG). Bar=100 ㎛. 
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Figure 6. Immunohistochemical localization of GAD6 in the 

hippocampal formation. (A) npc+/+ mice (4 weeks), (B) npc+/- mice 

(4 weeks), (C) npc-/- mice (4 weeks), (D) npc+/+ mice (8 weeks), 

(E) npc+/- mice (8 weeks) and (F) npc-/- mice (8 weeks) In F and 

GAD6 immunoreaction was detected in CA1, CA3 and dentate gyrus 

(DG). Bar=100 ㎛.
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Figure 7. Immunohistochemical localization of EAAC1 in the 

hippocampal formation. (A) npc+/+ mice (4 weeks), (B) npc+/- mice 

(4 weeks), (C) npc-/- mice (4 weeks), (D) npc+/+ mice (8 weeks), 

(E) npc+/- mice (8 weeks) and (F) npc-/- mice (8 weeks) In F and 

EAAC1 immunoreaction was decreased in CA1, CA3 and dentate 

gyrus (DG). Bar=100 ㎛.



- 41 -

Figure 8. Immunohistochemical localization of GLAST in the 

hippocampal formation. (A) npc+/+ mice (4 weeks), (B) npc+/- mice 

(4 weeks), (C) npc-/- mice (4 weeks), (D) npc+/+ mice (8 weeks), 

(E) npc+/- mice (8 weeks), (F) npc-/- mice (8 weeks). There was 

no change in GLAST immunoreaction in all tissues. Bar=100 ㎛.
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Figure 9. Immunohistochemical localization of GLT1 in the 

hippocampal formation. (A) npc+/+ mice (4 weeks), (B) npc+/- mice 

(4 weeks), (C) npc-/- mice (4 weeks), (D) npc+/+ mice (8 weeks), 

(E) npc+/- mice (8 weeks), (F) npc-/- mice (8 weeks). There was 

no change in GLT1 immunoreaction in all tissues. Bar=100 ㎛.
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Figure 10. Densitimetric analysis of GAT-1 immunoreactivity in the 

hippocampal formation. (A) 4 weeks mice, (B) 8 weeks mice (dentate 

gyrus : DG).
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Figure 11. Densitimetric analysis of GAT-3 immunoreactivity in the 

hippocampal formation. (A) 4 weeks mice, (B) 8 weeks mice (dentate 

gyrus : DG), * : p<0.05, ** : p<0.01 (dentate gyrus : DG).
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Figure 12. Densitimetric analysis of GAD6 immunoreactivity in the 

hippocampal formation. (A) 4 weeks mice, (B) 8 weeks mice (dentate 

gyrus : DG), ** : p<0.01  (dentate gyrus : DG).
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Figure 13. Densitimetric analysis of EAAC1 immunoreactivity in the 

hippocampal formation. (A) 4 weeks mice, (B) 8 weeks mice (dentate 

gyrus : DG), ** : p<0.01  (dentate gyrus : DG).
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Figure 14. Densitimetric analysis of GLAST immunoreactivity in the 

hippocampal formation. (A) 4 weeks mice, (B) 8 weeks mice (dentate 

gyrus : DG).
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Figure 15. Densitimetric analysis of GLT1 immunoreactivity in the 

hippocampal formation. (A) 4 weeks mice, (B) 8 weeks mice (dentate 

gyrus : DG).
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Figure 16. Schematic diagrams illustrating the expression patterns of 

the GABAergic and glutamatergic transporter system in npc-/- mice 

compared to npc-/- and npc+/- mice. In general, there was an 

increase of GAT-3 in the CA1 and CA3 regions of the hippocampus 

proper in 4-week-old npc-/- mice. Whereas the level of GAT-3 of 

the 8-week-old npc-/- mice increased in the CA1, CA3 and dendate 

gyrus regions of the hippocampus proper. The neuronal glutamate 

transporter (EAAC1) decreased in the CA1, CA3 and dentate gyrus 

regions of the hippocampus proper.



- 50 -

4. 리소좀 세포외 유출

  4-1. Ionophore를 이용한 리소좀 세포외 유출

   칼슘 유입이 있을 때 세포 내 칼슘 농도와 리소좀 세포외 유츌과의 

상관관계를 조사하기 위해 칼슘 유입 유도제인 ionophore 투여 후 Ca2+

농도의 변화와 리소좀 세포외 유출이 일어나는지를 관찰하 다. 

  CHO npc+/+ 25RA 세포주에 U18666A를 투여하여 콜레스테롤을 세포

내에 축적시킨 뒤 ionophore를 투여하여 확인하 다. Ionophore의 투여 

후 칼슘 유입이 유도되는 것을 확인할 수 있었으며 동시에 리소좀 세포

외 유출이 일어나는 것을 확인하 다(Figures 17, 18). CHO npc-/- 

CT43 세포주에서도 ionophore를 투여하 을 때 유사하게 칼슘이 유입되

는 것을 확인할 수 있었으며 동시에 리소좀 세포외 유출이 유도되는 것

을 확인하 다(Figures 19, 20). 

  Ionophore 투여 전과 후의 세포내 콜레스테롤 양의 변화는 fililpin 염

색과 콜레스테롤 정량 kit을 사용하여 조사하 다. Filipin 염색으로 비교

한 결과 CHO npc-/- CT43 세포주에 ionophore를 투여한 세포는 

ionophore를 투여하지 않은 세포에 비해 투여한 세포에서 filipin에 대한 

반응성이 매우 감소된 것을 관찰할 수 있었다(Figure 21). 콜레스테롤 정

량 kit을 사용하여 ionophore의 투여량에 따른 세포내의 콜레스테롤의 

변화량을 측정한 결과 CT43 세포주에 ionophore를 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 

㎍/㎖을 투여하 을 때, 각각 0, 1.3, 5.2, 14.7, 27.6, 35.2% 감소하는 것을 

확인 할 수 있었고, 그 이상의 농도를 투여하 을 경우 세포사가 일어나

는 것을 확인할 수 있었다(Table 6). 
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Figure 17. Confocal fluorescence microscopy images after U18666A 

and ionophore treatment in CHO npc+/+ 25RA cells. Ca
2+
 influx was 

derived and lysosome was moved and decreased.
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Figure 18. Graph image of Ca
2+
 influx and lysosomal exocytosis after 

U18666A and ionophore treatment in CHO npc+/+ 25RA cells.
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Figure 19. Confocal fluorescence microscopy images after ionophore 

treatment in CHO npc-/- CT43 cells. Ca
2+
 influx was derived and 

lysosome was moved and decreased. 
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Figure 20. Graph image of Ca
2+
 influx and lysosomal exocytosis after 

ionophore treatment in CHO npc-/- CT43 cells.
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Figure 21. Filipin staining in CHO npc-/- CT43 cells. (A) There was 

the accumulation of cholesterol before ionophore treatment. (B) 

Relative to untreated cells, the cholesterol was decreased after 

ionophore treatment. 
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Table 6. Cholesterol quantitative analysis after ionophore treatment in 

CHO npc-/- CT43 cells using cholesterol quantitative kit

Treatment (㎍/㎖) Fraction cholesterol decrease (%)

0 0

0.2 1.3

0.4 5.2

0.6 14.7

0.8 27.6

1 35.2
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  4-2. Galectin-1을 이용한 리소좀 세포외 유출

   CHO npc-/- CT43 세포주에서 칼슘 유입을 유도하는 물질인 

ionophore를 이용하여 리소좀 세포외 유출을 유도하고 콜레스테롤이 감

소되는 사실을 확인하 다. 하지만 ionophore는 생체내에서 만들어지지 

않고 독성이 있다. 따라서 세포사를 일으키지 않으면서 리소좀 세포외 

유출을 유도하는 물질을 사용한다면 리소좀 이동 및 감소가 가능할 것으

로 생각되어 생체내에서 합성되는 물질인 galectin-1에 대해 조사하 다.

  Galectin-1에 대한 조사는 ionophore의 조사에서와 동일한 방법으로 

control 실험을 위해 CHO npc+/+ 25RA 세포주에 콜레스테롤 유도제인 

U18666A를 투여하여 콜레스테롤을 세포내에 축적시킨 뒤 확인하 다. 

Galectin-1의 투여로 칼슘 유입 없이 리소좀 세포외 유출이 유도되는 것

을 확인하 다(Figures 22, 23). 동일한 방법으로 CHO npc-/- CT43 세

포주를 배양한 후 galectin-1을 투여하여 관찰하 을 때 칼슘 유입이 유

도되지는 않았지만 리소좀 세포외 유출이 유도되는 것을 확인하 다

(Figures 24, 25). 

  CHO npc-/- CT43 세포주에서 galectin-1 투여 전과 투여 후의 콜레

스테롤의 변화는 filipin 염색으로 비교한 결과 galectin-1을 투여하지 않

은 세포에 비해 투여한 세포에서 filipin에 대한 반응성이 매우 감소된 

것을 관찰할 수 있었다(Figure 26). 또한 콜레스테롤 정량 kit을 사용하

여 galectin-1의 투여량에 따른 세포내의 콜레스테롤 변화량을 측정한 

결과 CT43 세포주에 galectin-1을 0, 50, 100, 250, 500, 1000 ㎍/㎖을 처

리하 을 때, 각각 0, 0.6, 4.8, 8.9, 10.5, 28.5% 감소하는 것을 확인 할 

수 있었다(Table 7). 
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Figure 22. Confocal fluorescence microscopy images after U18666A  

and galectin-1 treatment in CHO npc+/+ 25RA cells. Ca2+ influx was 

not derived, but lysosome was moved and decreased. 
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Figure 23. Graph image of lysosomal exocytosis after U18666A and 

galectin-1 treatment in CHO npc+/+ 25RA cells.
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Figure 24. Confocal fluorescence microscopy images after galectin-1 

treatment in CHO npc-/- CT43 cells. Ca
2+
 influx was not derived and 

lysosome was moved and decreased.
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Figure 25. Graph image of lysosomal exocytosis after galectin-1 

treatment in CHO npc-/- CT43 cells.
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Figure 26. Filipin staining in CHO npc-/- CT43 cells. (A) There was 

the accumulation of cholesterol before galectin-1 treatment. (B) 

Relative to untreated cells, the cholesterol was decreased after 

galectin-1 treatment. 
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Table 7. Cholesterol quantitative analysis after galectin-1 treatment in 

CHO npc-/- CT43 cells using cholesterol quantitative kit

Treatment (㎍/㎖) Fraction cholesterol decrease (%)

0 0

50 0.6

100 4.8

250 8.9

500 10.5

1000 28.5
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5. MAP kinase 신호전달 경로

  npc1 유전자와 MAP kinase 신호전달 경로와의 관계는 CHO npc-/- 

25RA 세포주와 CT43 세포주의 단백질을 추출한 후 ERK1/2, p38, JNK, 

인산화된 ERK1/2, 인산화 된 p38, 인산화 된 JNK의 양적인 변화를 

Western blotting법을 이용하여 조사함으로써 확인하 다. 조사 결과  

CHO npc-/- CT43 세포주는 CHO npc+/+ 25RA 세포주보다 p38, 인산

화 된 p38의 발현이 각각 62.0, 49.9% 감소하 다(Figure 33). 그리고 

ERK1/2와 인산화 된 ERK1/2의 발현도 25RA 세포주에 비해 각각 15.0, 

62.3% 감소하 다(Figures 27, 28-A). 

  Galectin-1이 MAP kinase 신호전달 경로에 미치는 향을 규명하기 

위해 CHO npc-/- CT43 세포주에 galectin-1을 투여하여 MAP kinase 

신호전달 경로를 조사하 다. Galectin-1을 투여한 CT43 세포주는 

galectin-1을 투여하지 않았을 때보다 ERK1/2, 인산화 된 ERK1/2와 인

산화 된 p38의 발현이 각각 14.0, 56.8, 36.6% 증가하 다(Figures 27, 

28-B).
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Figure 27. Detection of ERK1/2, p38, JNK, pERK1/2, pp38, pJNK and 

beta-actin by Western blot analysis of 25RA, 25RA treated with 

U18666A, 25RA treated with galectin-1, 25RA treated with U18666A 

and galectin-1, CT43, CT43 treated with galectin-1. Expression of 

ERK1/2, p38, pERK1/2 and p38 were reduced in CT43 cell. But  

Relative to untreated galectin-1, expression of ERK1/2 and pERK1/2 

were increased CT43 cell  treated with galectin-1.
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Figure 28. Densitimetric analysis of MAPK protein (ERK1/2, p38, 

phospho ERK1/2, phopho p38) in the 25RA, 25RA treated with 

galectin-1, 25RA treated with U18666A, 25RA treated with galectin-1 

and U18666A, CT43, CT43 treated with galectin-1.
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Ⅳ. 고 찰

1. npc+/+, npc+/- 및 npc-/-생쥐의 뇌조직에서 콜레스테롤 발현 

  4주령 npc+/+, npc+/- 및 npc-/- 생쥐 모두 filipin에 대한 발현 양이 

작은 것으로 보아 4주령 생쥐에는 npc1의 존재와 상관없이 모두 콜레스

테롤이 적게 존재함을 확인할 수 있었다. 하지만, 8주령 npc-/- 생쥐의 

filipin에 대한 발현은 npc+/+와 npc+/-와 현저하게 발현 양상의 차이를 

보 다. 즉, 8주가 된 npc-/- 생쥐의 뇌에는 npc1 유전자의 부재로 많은 

콜레스테롤이 축적되어 있는 것을 확인할 수 있었다. 이 연구결과는 종

전의 연구결과와 유사하 다 (Kobayashi 등  1999; Loftus 등 1997; 

Morshead 등 1998). 이와 같은 결과로 미루어 볼 때 콜레스테롤의 축적

은 NPC 질병의 큰 특징 중의 하나라는 사실을 확인할 수 있었다.

2. npc+/+와 npc-/- 생쥐 해마의 단백질체 발현 

  npc+/+와 npc-/- 생쥐의 해마에 존재하는 단백질의 종류를 확인하기 

위해 2D-PAGE를 한 후 silver 염색을 하고 MALDI-TOF로 비교하

다. 8주령 npc+/+와 npc-/- 생쥐의 해마에서는 36개의 단백질이 차이가 

있었으며 그 중 16개의 단백질은 신경퇴화와 관련되어 있었다. 이는 

IDPc (Lee 등 2002), N-CAM 2 (Pedersen 등 2004), CAML (Feng 등 

2002), mage-like protein 2 (Barker와 Salehi,   2002), 10-kDa heat 

shock protein (Takayama 등 2003), Hsp10 (Takayama 등 2003), Hsp60 
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(Takayama 등 2003), TCP-1-beta (Takayama 등 2003), cyclophilin A 

(Cande 등 2004), protein kinase C (Gutcher 등 2003), proteasome 

subunit beta type 6 precursor (Wojcik, 2002), alpha enolase (Magi 등 

2004),  Glu R2 (Lu 등 2003), otubain 1 (Wojcik, 2002; Kim 등 2003), 

NADH-ubiquinone oxidoreductase 42-kDa subunit, mitochondrial (Kim 

등 2001), cystatin C (Nishio 등 2000), and annexin V 

(Gidon-Jeangirard 등 1999; Hawkins 등 2002)들이다. 이 중 NPC에서 

Glue R2가 up-regulate되어 있는 것은 주목할 만하다. GABA 농도의 감

소는 간질병, 헌팅턴병, 파킨슨병, 정신분열증, 지연성운동장애, 노인성치

매 등 여러 가지 비이상적인 신경증세의 원인이 되고, glutamate가 기억

력, 학습 및 운동기능 등에 관여하고 중추신경계에 발달과정에서도 중요

한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 (Mattson 등 1988; Pearce 등 

1987). NPC가 알쯔하이머병과 유사하고 운동장애가 있으며 GluR-2가 

up-regulate되어 있는 것으로 보아 NPC에서 GABA 및 glutamate 수송

체들의 이상이 있을 것으로 사료된다.

3. GABA와 glutamate 수송체 발현 

  npc1 유전인자가 부재된 생쥐의 해마에서 GABA와 glutamate 수송체

들의 면역반응성을 조사하여 NPC의 생물학적 특성을 조사하 다. 

  본 연구결과 GAT-3가 4주령 npc+/+와 npc+/- 생쥐에 비해 npc-/- 

생쥐의 CA1, CA3, DG의 각 해마 역에서 강한 면역 반응성이 있는 것

을 관찰할 수 있었다. 그리고 GAT-3과 GAD6가 8주령 npc+/+와 

npc+/- 생쥐에 비해 npc-/- 생쥐의 CA1, CA3, DG의 각 해마의 역에
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서 강한 면역 반응성을 보인 반면 EAAC1은 약한 면역반응성을 나타내

었다.  

  GABA는 흥분성과 억제성 신경전달 모두에 향을 미쳐 중추신경계

에서 매우 중요하다. 억제성 신경전달 물질인 GABA는 아미노산 신경전

달물질로 중추신경계 전체에 존재하며, dopamine, norepinephrine, 

serotonin, acetylcholine과 같은 신경전달물질에 비해 약 200∼1000배의 

고농도를 보이고, 흑색질(substantia nigra), 창백핵(globus pallidus), 시

상하부(hypothalamus), 해마(hippocampus)에서는 최고농도를 보인다 

(Fahn과 Cote, 1968; McGeer, 1989; Roberts, 1976; Scherer 등 1988). 또

한 GABA는 중추신경계에서 신경세포를 과분극 시키고 신경전달물질의 

분비를 억제시킨다 (Potter 등 1990). GABA의 흡수와 이동은 높은 친화

력을 가진 수송계 (transport system)에 의해 이루어진다. GABA 수송체

라 하여 GAT로 부르는 이 물질은 신경계에 나타나는 막단백질로 현재 

약리학적 특성에 따라 4종류(GAT-1, GAT-2, GAT-3 및 GAT-4) 가 

알려져 있다 (Clark, 1992; Durkin, 1995; Liu 등 1993; Lopez-Corcuera 

등 1992). 네 종류의 수송체 모두 Na
+
와 Cl

-
에 의존적 방법으로 GABA

를 운반하며 아미노산 배열의 상당부분이 유사한 것으로 알려져 있다 

(Borden 등 1992; Guastella 등 1990). 

  GAT의 조직 내 분포를 조사한 실험에 따르면 중추신경계에서 중요한 

역할을 하는 것은 GAT-1과 GAT-3로, GAT-1은 신경세포와 별아교세

포(astrocyte)에 발현되고 GAT-3은 주로 별아교세포에 국한됨이 보고된 

바 있다 (Durkin, 1995; Ikegaki 등 1994; Minelli 등 1995; Yan과 Ribak, 

1998). GAT-3의 증가는 동물의 경련 및 발작 등의 큰 변화를 야기시킨

다고 보고되었다 (Reynolds 등 1990). 

  척추동물에서 EAAT는 신경세포와 신경교세포에 존재하는 흥분성 신
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경전달물질을 세포 내로 다시 유입시킴으로써 흥분성 신경전달물질의 농

도를 세포독성을 유발하는 수준 이하로 유지하는 중요한 기능을 하는 것

으로 알려져 있다 (Kannai와 Hediger, 1992; Nicholls와 Atwell, 1990). 

EAAT는 기질 특이성에 따라 EAAT1(GLAST), EAAT2(GLT1), 

EAAT3 (EAAC1), EAAT4 및 EAAT5로 구별되며, 다양한 종에서 전자

가 클로닝되어 있다 (Arriza 등 1994; Gallo 등 1992; Kannai와 Hediger, 

1992; Lin 등 1998; Pines 등 1992; Storck 등 1992; Sutherland 등 1996). 

GLAST와 GLT1은 주로 신경아교세포에서 작용하며 소뇌와 종뇌에 많

이 분포하는 것으로 알려져 있다 (Arriaz 등 1994; Lehre 등 1997; 

Stoffel 등 1996). 이에 비해 EAAC1, EAAT4 및 EAAT5는 신경세포에

서 주로 작용한다고 알려져 있다 (Kannai와 Hediger, 1992). EAAC1은 

glutamate 유입에 가장 많이 기여하는 것으로 알려져 있으며 (Rothstein 

등 1994), 현재 중추신경계에서의 EAAT 기능에 관한 많은 연구가 진행

되어 EAAT의 발현 변이에 의해 중추신경계의 퇴행이 유발되는 것이 

밝혀졌다 (Szatkowaski와 Attwell, 1994; Vandenberg 등 1997; 

Vandenberg 등 1998). 그리고 생쥐 뇌 발달과정에서의 EAAT 유전자 

및 단백질의 발현양상 규명을 통해 EAAC1, GLAST 및 GLT1이 각기 

특이적으로 발현하는 것이 확인되었다 (Shibata 등 1997; Sutherland 등 

1996).   

  NPC질환에서 GAT-3의 증가와 EAAC1의 감소로 신경세포와 신경교

세포에 존재하는 흥분성 신경전달물질을 세포 내로 다시 유입시킴으로써 

흥분성 신경전달물질의 농도를 필요이상으로 높여 기억력, 학습, 운동기

능 및 중추신경계 발달에 장애가 있고 경련 및 발작 등의 큰 변화가 있

는 것으로 사료된다.
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4. 리소좀 세포외 유출 

  본 연구에서는 칼슘 유입제로 알려진 ionophore를 이용하여 CHO 

npc+/+ 25RA 세포주와 CHO npc-/- CT43 세포주에서 칼슘 유입을 유

도하여 리소좀 세포외 유출이 일어나는지 조사하 다. 또한 galcetin 1을 

이용하여 CHO npc+/+ 25RA 세포주와 CHO npc-/- CT43 세포주에서 

칼슘이 유입되는지를 관찰하고 동시에 리소좀 세포외 유출이 일어나는지 

조사하 다. 

  npc1 유전자 없이 칼슘 유입 유도 여부를 확인하기 위해 ionophore를 

사용하 다. Ionophore는 세포에 투여하면 내형질막과 같은 세포내 소기

관에서 세포질로 칼슘이온을 유리하도록 하여 세포질 내의 칼슘이온 농

도가 증가하고 diltiazem은 세포막에 작용하여 세포 밖에서 세포질내로

의 칼슘이온 통과를 억제한다고 알려져 있다 (Church와 Zsoter, 1980).  

세포에 fluo-3 AM을 염색하고 공초점 레이저현미경으로 300초 동안 관

찰하 다. 그림 25에서와 같이 CHO npc-/- CT43 세포주에 ionophore를 

투여하 을 때 칼슘 유입이 일어나는 것을 확인하 고 동시에 리소좀 세

포외 유출도 일어난다는 사실을 확인할 수 있었다. 콜레스테롤 양은 

filipin 염색으로 확인한 결과 칼슘 유입이 있을 때 감소함을 확인하 다. 

또한 콜레스테롤의 감소를 정량 분석한 결과 ionophore 농도 대비 콜레

스테롤이 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 이는 콜레스테롤의 감소가 

ionophore의 농도에 의존한다는 것을 증명한 것이다. 따라서 콜레스테롤

의 이동에 직접적으로 관여하는 npc1 유전자가 없는 경우에도 칼슘이 

유입되며, 리소좀 세포외 유출을 가능하게 하여 본 연구의 가설을 더욱 

성공 가능하게 하 다. 

  Ionophore는 신경독성이 있어 치료제로 사용할 수 없다는 단점이 있
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다. 따라서 생체내에서 합성되고 칼슘 유입을 유도한다고 보고되어진 

galectin-1에 대해서 동일 실험을 시행하 다. CHO npc-/- CT43 세포

주에서는 glaectin-1을 투여하 을 때 칼슘 유입이 일어나지는 않았지만 

서서히 리소좀 세포외 유출도 일어나는 것을 확인할 수 있었다. 이를 

filipin 염색으로 콜레스테롤 양의 변화를 조사한 결과 콜레스테롤 양이 

감소함을 확인할 수 있었다. 또한 콜레스테롤의 감소를 정량적으로 확인

하 을 때 galectin-1의 농도 대비 콜레스테롤이 감소하는 것을 확인 할 

수 있었다. 이는 콜레스테롤의 감소가 galectin-1의 농도에 의존한다는 

것을 증명한 것이다. 이는 세포사를 줄이면서 콜레스테롤 이동에 직접적

으로 관여하는 npc1 유전자에 관계없이 칼슘이 유입되지 않는 경우에도 

리소좀 세포외 유출이 가능하다는 사실을 제시하 다. 

  최근 혈액 내 콜레스테롤 수치가 높은 사람에게 알쯔하이머병에 걸릴 

위험이 높다는 연구 결과가 발표된 후 여러 연구자들에 의해 콜레스테롤

과 알쯔하이머병의 연관성에 관한 연구 결과들이 보고되고 있다 

(Hofman 등 1997; Jarvik 등 1995; Kivipelto 등 2001; Notkola 등  1998). 

반대로 혈액 내 콜레스테롤을 낮추었을 때 아 로이드의 생성이 줄었으

며, 신경반도 감소하 고 결과적으로 알쯔하이머병에 걸릴 확률이 낮아

지는 것으로 보고되었다 (Jick 등 2000; Wolozin 등 2000). 또한, 칼슘이 

유입되면 리소좀 세포외 유출이 일어난다고 최근에 보고되었다 

(Dragileva 등 1999; Breitbart, 2002; Gardella 등 2001). 본 연구에서도 

ionophore의 투여로 칼슘이 유입되었을 때 리소좀 세포외 유출이 일어난

다는 사실을 확인하 다.

  Galectin-1은 세포 내에서 자유롭게 돌아다니는 ribosome에 의해 합성

되는 것으로 알려져 있다. 생체 조직에서 정제한 galectin-1의 폴리펩티

드 서열을 분석하면 N-말단에 acetylation되어 있는 것을 확인할 수 있
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는데, 이것은 일반적으로 분비되는 단백질의 특성을 가지고 있지 않으면

서 세포의 내외에서 여러 가지 특성을 나타낸다 (Wilson 등 1989). 그리

고 galectin-1은 칼슘을 유입 시키는 등 다양한 세포에서 다양한 작용을 

하는 것으로 알려져 있지만 (Clerch 등 1988), 현재까지 리소좀 세포외 

유출을 유도한다는 보고는 없다.

  본 연구를 통하여 npc 1 유전인자가 없이 칼슘이 유입되는 것을 확인

하 으며, galectin-1이 칼슘이 유입되지 않고 리소좀 세포외 유출을 유

도시킨다는 사실을 확인하 다. 그리고 CHO npc-/- CT43 세포주에서 

galectin-1의 투여로 리소좀 세포외 유출을 유도시킨다는 사실을 확인함

으로써 NPC 질환 치료가 가능할 것으로 사료된다. 

 

5. MAP kinase 신호전달 경로

  본 연구에서 MAP kinase 신호전달 경로를 조사하 을 때 CHO 

npc-/- CT43 세포주에서는 CHO npc+/+ 25RA 세포주에 비해 p38, 인

산화된 p38의 발현이 감소하 고, ERK1/2와 인산화된 ERK1/2의 발현도 

25RA 세포주에 비해 감소하 다. 그리고 galectin-1을 투여한 CHO 

npc-/- CT43 세포주는 galectin-1을 투여하지 않았을 때보다 ERK1/2, 

인산화된 ERK1/2와 인산화된 p38의 발현이 증가하 다. 

  MAP kinase는 각각 dual phosphorylation motif인 catalytic domain안

의 subdomain Ⅷ에 있는 Tyr-Glu-Tyr(ERK), Tyr-Pro-Tyr(JNK) 및 

Thr-Gly-Tyr(p38)에서 인산화된다. 이 인산화 과정은 다양한 MKK들의 

protein cascade에 의해 일어난다. JNK는 MKK4와 MKK7에 의해, p38

은 MKK3, MKK6 및 MKK4에 의해 인산화 되는 것으로 알려져 있으며 
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ERK는 MKK1과 MKK2에 의해 인산화된다고 알려져 있다. JNK는 

c-Jun의 activation domain의 N-terminal에 binding 한다고 밝혀져 있고 

(Barr와 Bogoyecitch, 2001; Davis, 2000), c-Jun의 Ser-63과 Ser-73을 

인사화시킨다 (Pulcerer 등 1991). JNK은 여러 cytokine들에 의해서 활

성화되며 다양한 환경스트레스에 의해서도 활성화되는 것으로 알려져 있

다 (Ip와 Davis, 1998). p38은 JNK와 유사한데 여러 cytokine들과 스트

레스에 반응한다.

  npc-/- 생쥐의 신경줄기세포에서도 MAP kinase 단백질에 향을 받

아 증식과 분화 능력이 떨어지는 것으로 보고되었다 (Corson 등 2003; 

Yang 등 2006). CHO npc-/- CT43 세포주에서 ERK1/2와 인산화된 

ERK1/2의 발현이 감소하는 것 또한 npc1 유전자의 부재로 MAP kinase 

신호전달 경로가 원활하게 이루어지지 않는 것으로 사료된다. 또한 리소

좀 세포외 유출 유도 물질인 galectin-1의 투여로 ERK1/2, 인산화된 

ERK1/2가 활성화되어 MAP kinase 신호전달 경로가 원활하게 이루어지

도록 유도하는 것으로 사료된다.
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Ⅴ. 결 론

  본 연구에서는 NPC는 흥분성 신경전달물질인 glutamate를 세포 내로 

다시 유입시켜 흥분성 신경전달물질의 농도를 필요이상으로 높여 기억

력, 학습, 운동기능 및 중추신경계의 발달장애가 있다는 사실을 규명하

다. 그리고 galectin-1을 이용하여 npc1 유전인자 없이 콜레스테롤의 양

을 감소시키고 MAP kinase 신호전달 경로가 회복되는 것을 규명함으로

써 NPC 질환의 근본적인 이해를 돕고 더 나아가 지질대사 질환의 근본

적인 이해에 핵심적인 역할을 할 것으로 사료된다. 또한 향후 유전적으

로 발생하는 지질축적증후군 뿐만 아니라 지질축적과 관련된 여러 퇴행

성 신경질환에 대한 치료의 가능성도 제시해 줄 수 있다는데 본 연구의 

중요성이 있다. 
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