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Background: The etiology of Parkinson’s disease (PD) has not been established, but familial forms of the disease 

have some clues for its pathogenesis. Autosomal dominantly inherited familial PD induced by aberrations of the 

alpha-synucein gene has been known as a genetic model of PD and sheds light to the understanding of PD 

pathogenesis. Synphilin-1 is a protein which interacts with alpha-synuclein and constitutes the Lewy body. 

Methods: Immortalized human neural stem cells were transfected with the alpha-synuclein gene and synphilin-1 

gene, to define the role of Lewy body inclusions in neuronal cell death.

Results: Human neural stem cells with Lewy body-like inclusions showed an increased apoptotic cell death 

compared to those with diffuse alpha-synuclein-positive and synphilin-1-positive reaction after transfection with 

the alpha-synuclein gene and synphilin-1 gene. Tyrosine hydroxylase over-expressing cells produced a high level 

of levodopa and showed a higher rate of the apoptotic marker.

Conclusions: These results suggest that the formation of Lewy body-like inclusions by the over-expression of 

alpha-synuclein and synphilin-1 could be an underlying cause of apoptotic neuronal cell death and the dopaminergic 

cell might be more susceptible.
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서  론

파킨슨병(Parkinson’s disease)은 대표적인 신경계 퇴행성 

질환의 하나로 서동, 강직, 진전, 보행 장애 등의 운동 증상을 

주증상으로 하고 중뇌 흑색질의 도파민성 신경세포의 변성과 

소실, 신경세포질 내의 루이체(Lewy body)가 특징적인 병리 

소견이다.1 대부분 특발성으로 발병하게 되고 다양한 유전적, 

환경적 요인 등이 원인으로 추정되고 있으나 현재까지 뚜렷한 

병인이 밝혀지지는 않았다.2 

특발성 발병이 대부분이지만 일부는 유전자 이상으로 인해 

가족성으로 발병하게 되는데 원인 유전자로는 alpha-synuclein, 

parkin, ubiquitin carboxy-terminal hydrolase-L1, DJ-1 등

이 알려져 있다.3-6 이 가운데 alpha-synuclein 유전자 이상
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으로 인한 가족성 파킨슨병은 병리 소견을 포함하여 대부분의 

특발성 질환의 특징을 가지고 있어 파킨슨병의 병태 생리를 

이해하는 중요한 병리 기전으로 주목받고 있다.7

루이체를 구성하는 중요 성분이 alpha-synuclein이고 이 단

백질의 이상이 루이체를 형성하고 신경세포 손상과 연관된다는 

기존의 가정에 반해서, 최근에는 세포 보호를 위한 기제로 루이

체가 만들어진다는 연구 결과가 보고되고 있다.8,9 즉 정상적으

로 세포질 내에 용해되어 존재하는 alpha-synuclein 등의 단백

질이 과발현되거나 돌연변이, 혹은 산화 손상 등에 의해 응집된 

형태로 변하게 되고 이들의 축적으로 인한 세포 독성을 막기 위해 

불필요한 단백질 제거 기제인 ubiquitine-proteosome system

이 작동하여 이들을 격리 혹은 제거시키고, 이러한 과정의 산

물이 루이체라는 것이다.10,11 그러나 이에 대한 뚜렷한 결론은 

아직 내려지지 않았다.

또한 파킨슨병에서 루이체가 중뇌 흑색질의 도파민성 신경세

포뿐 아니라 뇌간, 대뇌 피질, 척수 그리고 말초신경에서도 발

견되기는 하지만 질환 초기에 선택적이며 우선적으로 중뇌에서 

발견되고 중뇌의 도파민성 신경세포의 소실 정도가 운동 증상

의 발현을 예측할 수 있다고 알려져 있는데,12 모든 신경세포에 

존재하는 alpha-synuclein이 유독 중뇌의 도파민성 세포에 루

이체를 형성하고 세포 자멸사를 유발하는 이유에 대해서는 명

확히 밝혀져 있지 않다. 비록 도파민이 대사 과정에서 산화되어 

다양한 반응성 산소 화합물을 생성해 내고 이에 의한 산화 손상

이 도파민성 신경세포를 먼저 손상시킨다는 가설이 있고 도파

민으로 인한 직접적인 세포손상을 확인한 보고도 있으나,13-15 

이는 다양한 손상 기전에 대한 일반적인 설명일 뿐 alpha- 

synuclein이라는 특정 단백질과의 연관성을 설명하기에는 미흡

하다. 

alpha-synuclein과 반응하는 단백질로 밝혀진 synphilin-1

은 alpha-synuclein과 같이 시냅스전 신경말단에 존재하며 

루이체를 구성하는 한 요소이다.16,17 alpha-synclein과 syn-

philin-1 유전자를 동시에 전이시켜 과발현시킨 경우 세포 내 

두 단백질이 같은 위치에 존재하는 것이 면역염색을 통해 밝혀

졌고 루이체와 같은 세포 내 봉입체 생성이 증가한다고 알려져 

있다.18,19 

이에 아직 확립되지 않은 루이체 병리 소견과 세포 자멸사

와의 연관성을 밝히고 도파민성 신경세포에서 이러한 연관성이 

어떻게 변화하는지 알아보고자 alpha-synuclein과 synphi-

lin-1 유전자를 이용하여 본 연구를 수행하였다. 사용된 인간 

신경세포주는 v-myc로 불사화된 인간 신경줄기 세포주이며 

여기에 human tyrosine hydroxylase 유전자로 형질 전환된 

세포주에서 도파민을 생성하는지 확인하여 도파민성 세포로 

간주하고 이 두 세포주를 비교하여 도파민성 세포에서 세포자

멸사의 변화를 확인하고자 하였다. 그리고 alpha-synuclein과 

synphilin-1 유전자를 전이시킨 뒤 면역염색을 통하여 유전자 

발현을 확인하고 루이체와 같은 봉입체 형성과 세포 자멸사를 

관찰하여 연관성을 살펴보고, 두 세포주를 비교하여 도파민성 

세포에서 봉입체 형성과 세포 자멸사의 관계를 확인하고자 하

였다.

대상과 방법

1. 세포배양

이 연구에서는 15주 된 인간 태아 종뇌(human embryonic 

telencephalon)에서 얻은 일차 세포를 배양하여 v-myc onco-

gene으로 형질 전환하여 불사화된 신경줄기세포(neural stem 

cell)를 이용하였다.19-21 이 세포주 가운데 하나의 클론인 HB1. 

F3는 신경줄기세포에 특이적인 nestin과 vimentin을 발현하고 

신경세포(nerve cell)와 신경교세포(glial cell)의 표지도 포함

하고 있다.19,22 여기에 human tyrosine hydroxylase gene 

(hTH)으로 형질 전환시킨 HB1.F3.TH를 HB1.F3와 함께 사용

하였다.23 두 세포주를 10% fetal bovine serum이 포함된 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco-BRL, 

Gathersberg, MD, USA)에서 배양하였고 10 μM의 5,6,7,8,- 

Tetrahydrobiopterin (BH4, Sigma, St. Louis, MO, USA)을 

첨가하여 세포 성장과 형태, 배양 시간 등이 두 세포 사이에서 

차이가 없음을 확인한 후 이를 이용하였다. 

2. 유전자 전이

사용한 유전자는 Lee 등의 연구에서 제작한 인간 alpha- 

synuclein 유전자와 N-termminal FLAG tag synphilin-1 유

전자를 사용하였다.24 HB1.F3와 HB1.F3.TH 두 세포에 정상 인

간 alpha-synuclein 유전자와 synphilin-1 유전자를 Super-

Fect Transfection Reagent (Qiagen, Valencia, CA, USA)를 

이용하여 제조사의 방법에 따라 일시적 유전자 전이(transient 

transfection)를 수행하였다.

3. 레보도파(Levodopa)와 도파민의 측정

두 세포주에서 BH4를 첨가하기 전과 첨가한 후의 레보도파

와 도파민을 측정하였다. 배양액은 세포를 2일 동안 배양한 뒤 

alumina (180 mg/ml, Sigma)와 섞어 4℃에서 하루 동안 반응
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시켰다. Sample buffer (0.1 M perchloric acid, 0.1 mM 

EDTA) 400 μl으로 세척 분리하고  0.22 μm filter로 걸러냈다. 

세포부분의 분석을 위해 세포를 긁어 모은 뒤, 400 μl의 

sample buffer와 혼합하여 분쇄시켰다. 이를 원심분리한 뒤 상

층액을 0.22 μm filter로 걸러냈다. 이렇게 정제된 배양액과 세

포부분을 Reverse-Phase HPLC (Waters, Milford, MA, USA) 

system에 각각 10 μl 주사하고, 0.5 ml/min으로 mobile phase 

(0.07 M sodium phosphate monobasic, 1 mM sodium 

octanesulfonic acid, 0.1 mM EDTA, 8% acetonitrile, 

pH3.4)를  흘려주었다. Column은 HR-80 RP-C18 (Esa, 

Chelmsford, MA, USA)을 이용하였으며, 400 mV에서 

coulchem II ecletrochemical detector (Esa)로 분석하였다.

4. Western blot analysis

배양된 세포를 Phosphate buffered saline (PBS)로 세척하

고 lysis buffer (0.1% SDS, 1.0% Triton X-100 and 1.0% 

Deoxycholate in PBS containing 1 mM DTT, 1% protease 

inhibitor cocktail (Sigma), 1 mM PMSF, 1 mM Na3VO4, 

1 mM NaF and 1 mM -glycerophosphat)를 첨가하여 용해시

켰다. 이 용해물을  4℃에 30분 간 정치시킨 후 13000 rpm으로 

20분 동안 원심분리하여 상층액을 취한다. 취해진 상층액을

Protein assay kit (Bio-Rad)를 이용하여 단백질 농도를 측정

한 다음 동일한 양의 단백질을 사용하여 실험을 수행하였다.  

100℃에서 8분 동안 denaturation시킨 뒤 SDS-plyacrylamid 

gel (SDS-PAGE)을 사용하여 분리하고 Polyvinylidene fluoride 

(PVDF) membrane (Millipore, Boston, MA, USA)로 옮겼다. 

이를 1시간 동안 상온에서 blocking buffer (5% skim milk, 

and 0.1% Tween 20 in PBS)를 처리한 뒤 4℃에서 rabbit 

anti-tyrosine hydroxylase antibody (Chemicon, Temecula, 

CA, USA), monoclonal mouse anti-alpha-synuclein anti-

body (Sigma), monoclonal rabbit anti-Flag antibody 

(Sigma)의 일차항체로 각각 16시간 반응시켰다. 반응이 끝난 

membrane은 wash buffer (PBS with 0.1% Tween 20)로 세척

한 다음 상온에서 1시간 동안 Hoarseradish peroxidase- 

conjugated anti-mouse, anti-rabbit immunoglobulin G 

(Amersham Pharmacia)의 2차 항체와 각각 반응시킨 후  ECL 

kit (Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden)에 반응시켜 

Luminescent image analyzer system (Fujifilm, Tokyo, 

Japan)으로 관찰하였다. 

5. 면역염색

세포를 ECM gel (Sigma)이 도포된 Aclar plastic coverslip

에서 배양한 다음 4% formaldehyde로 상온에서 30분간 고정

하였다. PBS로 세척한 뒤 0.3% Triton X-100와 0.1% bovine 

serum albumin, 10% normal goat serum으로 permeabili-

zation과 blocking 한 다음 다시 PBS로 세척하고 rabbit anti- 

tyrosine hydroxylase antibody (Chemicon), monoclonal 

mouse anti-alpha-synuclein antibody (Sigma), mono-

clonal rabbit anti-Flag antibody (Sigma)의 일차 항체로 

4℃에서 16시간 동안 각각 반응시켰다. 

핵을 확인하기 위해 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI, 

Sigma)로 5분 동안 염색하였고 세포 자멸사를 확인하기 위해서

는 TUNNEL kit (Takara, Otsu, Japan)을 사용하여 제조사의 

방법에 따라 염색하였다. 다시 세척한 후 상온에서 1시간 동안

fluorescein-conjugated goat anti-mouse, anti-rabbit 

immunoglobulin G (Molecular Probe, Eugene, OR, USA)로 

반응시킨 후 Crystal-mount (Biomeda)를 사용하여 glass silde

에 올린 다음 형광현미경(Carl Zeiss)으로 관찰하였다.

결  과

1. Tyrosin hydroxylase의 발현

이 연구에서 불멸화된 인간 신경줄기세포주 HB1.F3와 여기

에 human tyrosin hydroxylase (TH) 유전자를 삽입시켜 형질 

전환시킨 HB1.F3.TH를 실험에 사용하였다. 두 세포주가 성장 

속도와 형태에 있어 차이가 없음을 확인하고 HB1.F3.TH에서 

TH가 발현되는가를 확인하기 위한 실험을 수행하였다. 단백질 

수준의 발현을 확인하기 위해 western blot assay를 시행한 

결과 60-62 kDa의 띠가 HB1.F3.TH에서 확인되었고 HB1.F3

에서는 관찰되지 않았다(Fig. 1-A). TH 항체를 이용하여 면역

세포화학염색을 시행한 결과 HB1.F3에서는 염색이 되지 않

았고 HB1.F3.TH에서 세포질에 고르게 TH 항체로 염색이 되는 

것을 확인할 수 있었다(Fig. 1-B). 

2. 레보도파와 도파민의 측정

두 세포주에서 HPLC를 시행하여 배양액과 세포 내에서 레보

도파와 도파민의 양을 측정하였다. 세포내에서와 배양액에서 

도파민의 양은 측정하기 힘들 정도로 소량이었고 두 세포주 

사이의 차이도 없었다.

생성되는 레보도파의 양은 HB1.F3와 HB1.F3.TH에서 24

시간 배양액에서는 106개 세포에 363 pg과 921 pg이었고 세포 
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Figure 1. Expression of tyrosine hydroxylase (TH) in HB1.F3.TH. (A) Western blotting analysis showed 
60 kDa band in HB1.F3.TH. (B) Immunostaining with anti-TH antibody showed homogenous expression 
of TH (red) in cytoplasm of HB1.F3.TH.

Table 1. Inclusion body formation in human neural stem cells 
following gene transfection of a-synuclein and synphilin-1

Inclusion body formation

a-synuclein (+) synphilin-1 (+) a-synuclein (+)
& synphilin-1 (+)

HB1.F3 13.6±9.2% ND 20.0±11.8%

HB1.F3.TH 16.2±12.4% ND 23.5±18.5%

HB1.F3.TH-BH4* 24.4±14.8% ND 42.3±16.1%

*HB1.F3.TH cells grown in BH4-containing media, ND; Not detectable.

내에서는 106개 세포에 5.8 pg과 8.5 pg이었다. 세포 내보다 배

양액에서 높은 농도로 확인되었는데 이는 세포 내에서 생산된 

후 배양액에 분비되어 축적되었기 때문으로 보인다. 

두 세포주에서 큰 차이가 없다고 판단하고 카테콜아민 생성

의 보조인자인 5,6,7,8,-Tetrahydrobiopterin (BH4)를 배양액

에 첨가하여 보았다. 세포독성이 있는 BH4를 농도에 따라 배양

액에 첨가하여 본 결과 10 μM의 BH4가 첨가 된 경우 두 세포가 

성장과 형태에 있어 차이가 없는 것을 확인하고 2시간 배양액

에서 레보도파 농도를 측정하였다. HB1.F3와 HB1.F3.TH에서 

106개 세포에 1.6 ng과 20.3 ng으로 10배 이상 차이를 보여, 

의미 있게 차이나는 것으로 판단하고 BH4를 배양액에 첨가하여 

실험을 수행하고 첨가하지 않은 경우와 비교하였다.

3. Alpha-synuclein과 synphilin-1의 발현

두 세포주를 배양하여 alpha-synuclein과 synphilin-1 

유전자가 일시적 유전자 전이를 통해 발현되는지 단백질 수준

에서 확인하기 위해 시행한 western blotting assay에서 유전자 

삽입을 하지 않은 대조군에서 나타나지 않는 40 kDa의 alpha- 

synuclein 띠를 유전자 전이시킨 HB1.F3와 HB1.F3.TH 두 세

포주에서 관찰할 수 있었다(Fig. 2-A). 두 단백질에 특이적인 

항체를 이용하여 면역화학적 염색을 시행한 결과 각각 10% 이

하의 발현율을 보였으며 그 중 20-30% 정도에서 이중으로 

염색되는 것을 확인하였다(Fig. 2-B).

4. 봉입체(Inclusion body)와 세포 자멸사(Apoptosis)의 

확인

Alpha-synuclein과 synphilin-1을 모두 발현하여 면역세
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Figure 2. Epxression of a-synuclein and synphilin-1 
in HB1.F3 following gene transfection of a-synuclein 
and synphilin-1. (A) Western blotting analysis showed 
40 kDa alpha-synuclein band following gene trans-
fection. (B) Immuostaining with anti-a-synuclein (a), anti-
synphilin-1 (b) antibody showed diffuse expression of 
alpha-synclein (green) and synphilin-1 (red), and merged 
image (d) showed colocalization of two proteins in 
cytoplasm of transfected cells.

Table 2. Apoptotic cell death in human neural stem cell lines 
as shown by DAPI staining and TUNNEL assay following gene 
transfection of a-synuclein and synphilin-1

Apoptotic cells

control a-synuclein (+) a-synuclein (+)
& synphilin-1 (+)

HB1.F3 10.7±2.7% 9.8±1.3% 40.0±22.5%

HB1.F3.TH 12.9±3.4% 8.8±2.1% 33.3±15.2%

HB1.F3.TH-BH4* 10.7±0.8% 29.4±12.2% 53.3±18.1%

*HB1.F3.TH cells grown in BH4-containing media.

포화학적 염색에서 이중으로 염색되는 세포 가운데 루이체와 

유사한 봉입체를 가진 세포는 30% 미만으로 적게 관찰되었다. 

그러나 alpha-synuclein 만을 발현하는 세포에 비해 봉입체가 

관찰되는 비율은 약 2배 정도 증가되어 관찰되었고, syn-

philin-1만 발현하는 세포에서는 봉입체를 관찰할 수 없었다

(Table 1). 그리고 BH4를 배지에 첨가하여 레보도파를 생산

하는 HB1.F3.TH (HB1.F3.TH-BH4)와 HB1.F3를 비교해 보

았을 때 봉입체가 나타나는 비율이 더 증가되는 양상이었으나 

통계적 유의성은 없었다.

DAPI 염색으로 핵이 분절되거나 응축되는 염색질(frag-

mented or condensed chromatin)이 관찰되거나 TUNNEL 

assay를 통해 발색되는 것을 형광 현미경을 통해 확인한 경우

를 자멸사로 보고 확인한 결과 각 세포군에서 alpha-synuclein

과 synphilin-1을 모두 발현하는 경우는 alpha-synuclein만

을 발현하는 경우보다 세포 자멸사 비율이 높게 관찰되었으며 

HB1.F3와 HB1.F3.TH 두 세포주 사이에는 큰 차이가 없었으나

HB1.F3.TH-BH4에서는 alpha-synuclein만을 발현하는 경우

에도 세포 자멸사가 관찰되는 비율이 높았다(Table 2, Fig. 3)

봉입체가 관찰되는 세포와 세포질에 미만성으로 염색이 되는 

세포 두 군에서 세포 자멸사를 DAPI염색과 TUNNEL assay를 

통해 비교한 결과 HB1.F3.TH와 HB1.F3, 그리고 HB1.F3.TH- 

BH4 모두에서 봉입체가 관찰되는 세포가 미만성으로 발현되는 

세포에 비해 세포 자멸사의 비율이 더 높았다(Fig. 4). 

고  찰

도파민성 신경세포의 자멸사를 관찰하기 위해 본 연구에서는 

불사화한 인간 신경줄기세포(immortalized human neural 

stem cell)를 사용하였다. 이 세포주는 계대(passage) 및 배양

조건에 따라서 신경줄기세포(neural stem cell)와 신경세포

(nerve cell), 신경교세표(glial cell)의 비가 달라지고 조건에 

따른 정량적인 지표가 정립되어 있지 않다는 점 등이 단점으로 

지적될 수 있다. 그러나 이러한 모든 세포들이 포함되어 있고 

무엇보다도 한 세포에서 클론으로 분리된 세포주이므로 유전적

으로나 세포생리학적으로 균질성을 가지고 있어 쉽게 유전학
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Figure 3. Apoptotic cell death in HB1.F3.TH-BH4 

as shown by DAPI staining and TUNNEL assay 
following gene transfection of a-synuclein and syn-
philin-1. Alpha-synuclein over-expressing cell (red 
in a) showed nuclear fragmentation and chromatin 
condensation (arrow in b) which was TUNNEL- 
positive (green in c) and co-localized in merged 
image (d).

Figure 4. Apoptotic cell death as shown by DAPI staining 
and TUNNEL assay in human neural stem cells with or 
without inclusions following gene transfection of a-synuclein 
and synphilin-1. Lines indicate standard deviation.

적, 생화학적 조작을 할 수 있는 인간 신경세포라는 점에서 큰 

장점이 있다. 불사화시키기 위해 v-myc 유전자로 형질 전환

되었으나 신경세포의 특이적인 흥분성(excitability)을 가지고 

있으며 여러 종류의 신경계 세포 지표를 포함하는 것이 확인

되었다.20-22 도파민성 신경세포로 형질 전환을 위해 human 

tyrosine hydroxylase gene (TH)을 삽입시킨 HB1.F3.TH 

세포주에서 단백질 수준과 그리고 면역 염색에서 고르게 발현

되는 tyrosine hydroxylase (TH)를 확인하였다. 그리고 도파

민과 그 전구 물질인 레보도파를 측정해 본 결과 두 세포 모두 

도파민은 측정할 수 없을 정도로 생산량이 적었고 레보도파의 

경우에도 극히 소량이었다. TH는 도파민을 비롯한 카테콜아

민의 생성에 필요한 속도조절 효소(rate-limiting enzyme)

이지만 여러 보조인자를 필요로 한다. 그 가운데 하나가 5,6, 

7,8,-Tetrahydrobiopterin (BH4)이다. 이 실험에서는 HB1.F3

와 HB1.F3.TH 두 세포주의 배양액에 농도에 따라 BH4를 첨가

하여 두 세포주의 성장과 형태가 차이가 없는 농도를 확인하고 

도파민과 레보도파를 측정한 결과 도파민은 미량이었으나 레보

도파는 HB1.F3.TH에서 HB1.F3보다 10배 이상 증가되는 것을 

확인하였다. 여기서 도파민 생성이 적었다는 것은 레보도파 이

후 필요한 단계인 aromatic acid decarboxylase 효소의 결핍 

때문으로 생각한다. 그러나 레보도파 양은 연구 방법과 단위의 

차이가 있어 기존의 보고들과 비교하기는 힘들지만 TH로 형질 

전환된 다른 세포주와 유사한 결과를 보여 주었다.25,26 레보도

파는 도파민의 직접적인 전구 물질로 혈액-뇌 장벽을 통과하기 

때문에 파킨슨병의 가장 중요한 치료제로 사용된다. 도파민이 

분해되면서 산화되는 과정 중에 생기는 산화 부산물이 세포 

독성을 유발한다는 보고와 함께 레보도파 역시 세포 독성을 

가지고 세포의 산화 손상을 유발시킬 수 있는 것으로 알려져 있

다.27,28 이에 본 연구에서는 BH4을 보충해 주면 레보도파 생산

이 증가되는 HB1.F3.TH (HB1.F3.TH-BH4)를 도파민성 세포로 

간주하고 이를 HB1.F3와 비교하여 각 세포주에서 alpha- 
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synuclein과 synphilin-1 유전자에 의한 봉입체 생성과 세포 

자멸사를 관찰하였다.

Synuclein은 신경세포에 용해되어 존재하는 단백질로 정확한 

생리적 기능은 알려지지 않았으나 시냅스낭(synaptic vesicle)의 

재순환에 기여한다는 가설이 지지를 받고 있다.29 사람에서 발

견되는 synuclein은 alpha-, beta-, gamma- 세 종류가 확인

되었는데 그중 alpha-synuclein은 알쯔하이머병 환자에서 발

견되는 senile plaque을 이루는 성분의 하나로 non-amyloid 

component (NAC)로도 알려져 있다.3,29 이 유전자는 염색체 

4q21.3-q22에 존재하며 2종류의 점돌연변이에 의해 발병된 

가족성 파킨슨병 가계가 확인되었다.7 최근에는 정상 alpha- 

synuclein의 발현이 증가된 triplet으로 발병된 가계가 발견되

어 돌연변이가 아닌 정상 단백질의 과발현으로도 파킨슨병이 

발병된다는 것이 확인되었다.30,31 이러한 가족성 파킨슨병의 원

인 유전자라는 이유 외에도 파킨슨병에서 alpha-synuclein이 

주목받고 있는 이유는 이 질환의 가장 중요한 병리 소견인 루이

체(Lewy body)를 구성하는 주요 성분이기 때문이다. 루이체는 

세포질 내에 존재하는 지름 8-30 μm 정도의 봉입체로 일반적

인 Hematoxylin-Eosin 염색에서는 분홍색으로 보인다.2 면역

염색을 통해 루이체를 구성하는 성분을 확인할 수 있게 되어 

neurofilament, ubiquitine, alpha-synuclein, synphilin-1, 

torsin A, heat shock protein 등의 단백질이 밝혀졌다.17,32-34 

또한 ubiquitination과 deubiquitination 효소, proteosomal 

subunit, proteosome activator 등 진핵세포에서 불필요한 단백

질을 제거하는 중요한 기제인 ubiquitine-proteosome system의 

구성 요소도 포함하고 있는 것이 확인되었다.35,36 전자현미경으

로 관찰한 소견에서 중앙에는 과립형 물질이 존재하고 그 주변

으로 방사형으로 fibrillar alpha-synuclein과 신경미세섬유가 

구성하고 있는데 중앙의 과립형 물질은 ubiquitin화된 단백질

로 추정되고 있다.37

Synphilin-1은 alpha-synuclein과 작용하며 루이체를 구성

하는 한 성분으로 알려져 있고 alpha-synuclein과 같은 제거 기

제인 ubiquitine-proteosome system을 통해 분해된다.16,17,38 

자세한 생리적 역할은 알려져 있지 않으나 시냅스전 신경말단에 

존재하여 시냅스낭과 결합하는 역할을 하며 alpha-synuclein을 

시냅스낭에 연결시키는 고리 역할을 한다고 보고되었고 alpha- 

synuclein과 같이 과발현시킨 경우 봉입체 생성이 증가한다고 

알려져 있다.16,18,39

본 연구에서는 루이체와 유사한 병리 소견을 얻기 위해 

alpha-synuclein과 synphilin-1 두 유전자를 동시에 과발현

시켰는데 전반적인 유전자 전이(transfection) 효율은 10% 이하

였고 이 가운데 alpha-synuclein과 synphilin-1 두 단백질 모

두를 발현하는 것은 20-30% 정도로 전체 세포의 2-3%였다. 

두 단백질 모두를 발현하는 세포 가운데 세포질 전체에 걸쳐 미

만성으로 염색되는 경우가 많고 루이체와 같은 봉입체가 확인

된 경우는 20% 이하로 소수인데 이에 대한 명확한 설명을 하기 

어렵지만 유전자 삽입 후의 배양 시간에 따른 차이 즉 세포질에

서 발현된 두 단백질이 다시 봉입체를 형성할 만한 충분한 기제

나 시간이 경과하지 않았을 가능성이 크다. 이 결과는 HEK293

세포를 사용하여 유전자 전이 효율은 30-40%로, 그리고 두 단

백질 모두 과발현되어 봉입체가 생성되는 것은 15-20%로 보고

한 타 연구에 비해 전이 효율은 상당히 낮다고 보인다.18 그러나 

이러한 차이는 세포 성상의 차이로 인한 결과로 보이며, 태아 

신장기원인 HEK293 세포에 비해 본 연구에 사용된 뇌신경세포 

기원의 HB1.F3가 파킨슨병의 병태생리 모델로 적절할 것임은 

더 언급할 필요가 없을 것이다. 

생성된 봉입체는 alpha-synuclein과 synphilin-1 모두에 

염색되는 경우가 alpha-synuclein만 발현되는 경우보다 더 

많은 비율로 관찰되었고 synphilin-1만 염색되는 경우에는 

봉입체를 관찰할 수 없었다. 그리고 유의하지는 않으나 HB1. 

F3.TH-BH4에서 봉입체 생성 비율이 더 증가되는 양상이었다. 

면역염색에서 alpha-synuclein과 synphilin-1에 염색이 되는 

봉입체는 대부분 작고 다발성이었고 극히 일부에서 핵 크기의 

봉입체를 관찰할 수 있었다. 그리고 세포의 미세구조가 HB1.F3

과 HB1.F3.TH 두 세포주에서 차이를 보이지 않았으므로 배양

하면서 관찰하였던 두 세포의 유사성을 확인할 수 있었는데 이

는 유전자 전이를 통한 형질 전환 후에도 큰 변화 없이 기존의 

신경줄기세포의 특성을 유지하고 있는 것으로 판단할 수 있는 

근거라 생각한다.

봉입체가 확인되는 경우와 미만성으로 두 단백질을 발현하는 

경우에 있어 세포 자멸사의 표지를 확인한 결과 봉입체가 있는 

세포에서 세포 자멸사 비율이 높게 관찰되었다. 루이체를 pro-

teosome 혹은 aggresome으로 보고 이는 세포 보호를 위한 기

제라는 것이 최근 지배적인 견해들인데, 공통적으로 언급하고 

있는 것은 alpha-synuclein이 봉입체를 이루기 전인 proto-

fibril 형태가 세포에 더 독성이 있다는 것이다. 본 연구에서는 

같은 조건의 두 세포주를 비교하였을 때 도파민성 세포로 형질 

전환시킨 HB1.F3.TH-BH4에서 봉입체 생성 비율이 더 증가되

고 봉입체가 생성된 세포에서 세포 자멸사 역시 증가되었다는 

것은 봉입체가 세포 보호 기전이라는 견해에 반대되는 결과로 

판단되나 세포사 비율에 유의한 차이가 없다는 결과에서 본다

면 아직 결론을 내리기 힘들다고 보인다. 봉입체를 생성하는 

비율이 전반적으로 매우 낮기 때문에 드물게 관찰되는 세포 

자멸사 표지가 과장되었을 가능성을 배제할 수는 없으나 일관
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되게 레보도파를 생성하는 세포주에서 발현이 증가된 소견이 

관찰되고 있어 이 소견에 대한 계속적인 연구가 필요하다고 본

다. 배양 시간이나 봉입체를 생성하는 기전(예컨대, 도파민을 

분비하고 순환시키기 위한 dopamine transporter나 시냅스낭)

이 부족하기 때문일 가능성이 있지만 궁극적으로 도파민을 생성

하지는 못하기 때문에 이러한 결과를 설명하기 위해서는 추가

적인 연구가 필요하다. 그리고 정상 alpha-synuclein 단백질

의 양적인 증가가 세포 자멸사와 연관이 있고 가족성 파킨슨병

을 유발하는 원인으로 보고되었으나 본 실험에서 유전자 삽입 

후 일시적으로 발현되는 alpha-synuclein 단백질의 양을 세

포 수준에서 확인할 수는 없으므로 정량적으로 과발현을 조절

하여 확인하는 과정도 필요하리라 생각한다.

HB1.F3.TH-BH4에서 HB1.F3와 HB1.F3.TH 두 세포주에 

비해 세포 자멸사 표지가 더 많이 관찰되었는데 이는 alpha- 

synuclein에 의한 도파민성 세포의 선택적 세포 자멸사 기전을 

설명할 수 있는 또 하나의 근거로 생각한다. 도파민의 세포 독

성에 관해서는 이미 더 이상 언급할 필요가 없으나 현재까지의 

실험 결과들은 배양액에 도파민을 첨가하여 세포 독성을 관찰

한 것으로 세포 내에서 생성되는 도파민으로 인한 세포 독성과 

같은 양상으로 설명하기 곤란하다고 판단된다. 그러므로 본 연

구와 같이 유전자 삽입으로 형질전환시킨 도파민성 세포는 안

정적으로 세포 내에서 레보도파를 생성하고 있다는 점과 인간 

기원의 신경세포에서 현재까지 보고된 결과를 확인할 수 있었

다는 점은 파킨슨병의 병태 생리를 이해하는 데 보다 효과적인 

실험방법이라고 볼 수 있을 것이다.

세포 자멸사를 확인하기 위한 방법으로 DAPI 염색과 TUN-

NEL assay를 이용하였는데 유전자 전이를 통한 세포 손상, 특히 

두 유전자가 동시에 전이된 경우 손상이 클 것으로 추정되어, 

두 단백질이 과발현된 경우와 하나의 단백질이 과발현된 경우

의 세포 자멸사를 비교하는 것은 무리가 있을 것으로 생각된다. 

그러나 본 연구에서는 두 단백질이 동시에 과발현된 경우를 비

교하였으므로 유전자 전이 과정 자체로 인한 세포 손상이 봉입

체가 형성된 경우나, 각각의 세포주에서 차이가 없다고 보인다. 

그러므로 루이체와 같은 봉입체의 생성이 세포 자멸사에 기여

하고 도파민성 세포가 이러한 봉입체 생성과 세포 자멸사에 대해 

감수성이 더 높다고 판단할 수 있는 근거가 된다고 생각한다. 

하지만 TH로 형질전환시킨 세포주가 도파민을 생성하지 못

하므로 필요한 효소를 보완하여 도파민을 생성하는 세포주에서 

확인을 하는 것이 더욱 좋았으리라는 점과 정량적으로 유전자

의 발현을 조절할 수 있는 기법을 이용하여 보다 정밀한 검증을 

할 필요가 있다고 생각된다. 그리고 신경줄기세포, 신경세포, 

신경교세포 등이 모두 포함된 이 세포주를 이용하여 같은 sy-

nuclein에 의한 기전으로 알려져 있으나 다른 병리 소견과 임상 

양상을 보이는 multiple system atrophy, 루이체 치매(Lewy 

body dementia) 등의 신경계 변성 질환의 모델을 확인하는 연

구도 의미있을 것으로 생각한다.

도파민성 세포에서 봉입체 생성과 세포 자멸사를 연관성을 

알고자 인간줄기세포주에서 alpha-synuclein과 synphilin-1 

유전자를 이용하여 수행한 본 연구에서 저자들은 다음과 같은 

결론을 얻었다.

첫째, 레보도파 생산이 루이체와 같은 봉입체 형성에 필수적

인 것은 아니나 레보도파가 증가된 환경에서 봉입체 형성이 증

가되었다. 둘째, Synphilin-1은 alpha-synuclein에 의한 봉

입체 형성과 세포 자멸사를 증가시키나 단독으로 발현된 경우 

의미 있는 결과를 확인할 수 없었다. 셋째, 봉입체가 관찰되는 

세포에서 세포 자멸사가 증가하였다. 넷째, 레보도파가 증가한 

세포에서 alpha-synuclein에 의한 세포 자멸사가 증가되어 

도파민성 신경세포는 alpha-synuclein에 대해 선택적으로 

감수성이 높은 것으로 보인다.

이상과 같은 결론으로 루이체와 같은 봉입체 형성이 alpha- 

synuclein에 의한 세포 자멸사에 기여한다는 근거가 될 수 있

다고 판단되며 향후 도파민을 분비하는 신경세포에서 alpha- 

synuclein 유전자의 발현을 정량적으로 조절하여 alpha- 

synuclein과 봉입체, 도파민, 그리고 세포 자멸사의 관계를 더 

명확히 밝힐 수 있는 후속 연구가 진행되었으면 한다.
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