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세포사멸사(apoptosis)는 유전자에 의해 조절되는

세포의 자살기작으로서 생체의 발생 및 homeostasis

를 위한 방어에 매우 중요하게 작용한다(Ellis 등

1991). 이러한 작용은 신체의 거의 모든 부위에서

관찰되는 현상이며, 특히 신경계통에서 일어나는 세

포사멸사는 알쯔하이머병 (Alzheimer’s disease), 헌

팅턴병(Huntington’s disease) 등을 포함하는 퇴행성

뇌신경질환 (degenerative neuronal disease)과 허혈

(ischemia)에 의한 뇌신경세포의 사멸과 관련하여

그 중요성이 부각되어 있다. 그러므로 신경세포의

세포사멸사에 관여하는 인자들에 대한 분자생물학

적 기전을 밝히는 것은 신경세포의 손상과정을 이

해하고 향후 치료방법을 모색하는데 있어서 매우

중요한 요소가 될 것이다. 세포사멸사에 직간접적으

227799

대한체질인류학회지

Korean J Phys Anthrop
16(4): 279~289, 2003

흰쥐 대뇌의 국소허혈로 유발되는 신경세포의 세포사멸사

(apoptosis)와 Apoptosis Inducing Factor의
관련성에 관한 연구
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간추림 : 세포사멸사(apoptosis)는 유전자에 의해 조절되는 세포의 자살기작으로서 생체의 발생 및 항상성(home-

ostasis) 유지를 위한 방어에 중요하게 작용한다. 그러나 신경계통에서의 부적절하고 과다한 세포사멸사는 알쯔하

이머병(Alzheimer’s disease)을 비롯한 여러 퇴행성신경계질환(degenerative neuronal disease)들과 뇌졸중(stroke)에

의한 신경세포의 허혈손상(ischemic damage)에 깊이 관여하고 있다. 본 연구에서는 최근 뇌세포의 세포사멸사 과

정에 있어서 caspase 계열의 작용과 관계없이 작용하는 것으로 알려진 AIF (apoptosis inducing factor)의 발현양상

을 흰쥐(rat)를 사용한 국소허혈모델(focal ischemic model)에서 관찰하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 중간대뇌동맥(middle cerebral artery; MCA)의 폐쇄에 의해 국소허혈이 유발된 부위의 신경세포에서 세포사멸사

가 일어난 것이 확인되었다.

2. 중간대뇌동맥을 폐쇄시킨 대뇌반구(cerebral hemisphere)의 ventral pallidum에서 AIF에 대한 면역염색성이 증가

하였다.

3. 중간대뇌동맥에 의해 공급받는 부위에 대한 Western Blot 결과 중간대뇌동맥이 페쇄된 대뇌반구의 대뇌겉질

(cerebral cortex)과 해마(hippocampus)부위에서 AIF의 발현이 증가하였다.

뇌허혈(brain ischemia)에 의한 신경세포의 세포사멸사 기전에 대한 이해는 최근까지 주로 caspase 계열의 작용

에 의한 것으로 간주되어 왔으나, caspase 계열의 작용과 무관한 AIF의 발견은 caspase 계열의 작용만으로는 설명

될 수 없었던 부분에 대한 보완과 더불어 신경세포의 세포사멸사 기전에서 중요한 역할을 수행함이 증명되었다.

따라서 본 연구에서 밝혀진 결과들은 뇌허혈에 의한 신경세포의 세포사멸사와 관련된 병태생리를 이해하는데 있

어서 형태학적으로 의미있는 자료를 제공할 것으로 사료된다.

찾아보기 낱말 : 세포사멸사, AIF (apoptosis inducing factor), 흰쥐, 중간대뇌동맥, 뇌허혈
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로 관여하는 여러 인자들 중 현재까지 비교적 비중

있고 중요한 것으로 밝혀진 caspase (cystein protease

with aspartate-specificity)는 (Cryns과 Yuan, 1998)

그 기질(substrate)에서 aspartic acid 다음을 절단하

는 cysteine protease로 현재까지 11종류가 밝혀져 있

고 기질 선호도에 따라 세 그룹으로 나눌 수 있으며,

종류에 따라서는 alternating splicing에 따라 이형체

가 존재하기도 한다. 이외에도 p53 단백, PARP, c-

jun 등(Eliasson 등 1997, Endres 등 1997, Herdegen

등 1998, Morrison and Kinoshita, 2000, Martin-

Villalba 등 2001)과 같은 세포사멸조절분자(death

regulatory molecules)들이 이에 관여하는 것으로 밝

혀져 있으며, 특히 p53 단백은 신경세포의 손상에

의한 세포사멸사에 있어서 상위억제제 (upstream

initiator)로 작용하여 caspase의 활성을 유도하며 허

혈 (ischemia)이나 흥분독소 (excitotoxin) 등에 의해

그 발현이 증가되는 것으로 보고되었다(Xiang 등,

1996, Banasiak과 Haddad 1998, McGahan 등 1998).

이와 더불어 p53 유전자가 발현되지 않는(null mu-

tation) 상황에서는 뇌허혈을 유발시킬 경우 신경세포

의 손상이 현저히 줄어들게 되며(Crumrine 등 1994,

Morrison 등 1996), 이러한 실험동물로부터 얻어진

신경세포들은 저산소증 (hypoxia)과 (Halterman 등

1999) 흥분독소에 대한 저항성이 증가되어 있음이

밝혀졌다(Xiang 등 1996, 1998).

이처럼 caspase가 세포사멸사를 유발시키는 매우

중요한 요소임은 분명한 사실이지만 최근 들어 cas-

pase의 작용과는 독립적으로 신경세포의 세포사멸

사를 유발시키는 기전이 존재함이 점차 밝혀지고

있다(Rideout과 Stefanis 2001, Cregan 등 2002). 실

험동물모델을 이용하여 뇌허혈에 의한 신경세포의

세포사멸사 기전을 연구한 실험에서도 caspase를 억

제하였을 경우 세포사멸사가 억제되지 않는 신경세

포들이 있음을 보고하였다(Rideout과 Stefanis 2001,

Zhan 등 2001). 뿐만 아니라 경우에 따라서는 cas-

pase가 정상적으로 활성화 되어도 caspase에 대한

억제가 신경세포의 세포사멸사 자체를 억제하지는

못하는 것으로 판명되었다(Miller 등 1997, Stefanis

등 1999, D’Mello 등 2000). 따라서 이러한 연구결과

들은 caspase가 억제 되더라도 세포사멸사를 유발시

킬 수 있는 다른 보조적인 기전이 가동될 수 있음

을 암시하는 것이다. 현재까지 caspase에 의해 매개

되는 세포사멸사 기전에 대해서는 광범위하게 연구

되어 왔으나 caspase계열의 활성과 관련이 없는 세

포사멸사의 기전에 대한 연구는 미약한 상태라 할

수 있다. 

최근에 규명된 Apoptosis-inducing factor (AIF)는

분자량이 67 kDA인 caspase 비의존성 세포사멸사

효과기(effector)로서, caspase계열의 활성과 관계 없

이 세포사멸사를 유발시키는 것으로 알려져 있다

(Susin 등 1999). AIF는 미토콘드리아(mitochondria)

의 내막과 외막 사이에 존재하는 플라보단백(flavo-

protein)으로서 세포가 특정한 세포사멸신호를 받게

되면 미토콘드리아로부터 핵(nucleus)으로 전위하는

특징을 갖고 있다 (Daugas 등 2000). 또한 AIF는

caspase 계열의 활성과 무관하게 분리된 핵 또는 세

포에서 염색질 (chromatin)의 농축 (condensation)과

DNA의 절단현상을 일으킴이 입증되었다(Susin 등

1999, 2000, Daugas 등 2000). 뿐만 아니라 p-53에

의해 유발되는 신경세포의 세포사멸사는 caspase 계

열을 차단했을 경우에도 효과적으로 일어남이 보고

되었다(Cregan 등 2002). 이처럼 caspase 계열의 작

용과 관계없이 세포사멸사를 단독으로 유발시킬 수

있는 새로운 단백의 발견은 세포사멸사의 기전과

이에 관여하는 인자들에 대한 연구를 다른 관점에

서 진행하게끔 하는 계기를 만들어 주었다. 그러나

AIF가 세포사멸사를 단독으로 유발시킬 수 있는 단

백임에도 불구하고 세포사멸사 과정에 있어서 과연

중추적 역할을 수행하는지에 대해서는 현재까지 연

구된 결과만으로는 결론지을 수 없으며 AIF와 세포

사멸사에 관여하는 다른 인자들과의 상호작용에 대

한 연구 역시 앞으로 활발히 진행되어야 할 분야이

다.

본 연구에서는 흰쥐의 중간대뇌동맥(middle cere-

bral artery) 폐쇄에 의한 국소허혈(focal ischemia) 동

물모델을 이용하여 뇌의 각 부위에서의 AIF의 발현

양상을 대조군과 비교분석하였다. 본 연구에서 밝혀

진 결과들은 뇌허혈에 의한 신경세포의 세포사멸사

와 관련된 병태생리를 이해하는데 있어서 형태학적

으로 의미 있는 자료를 제공할 것으로 사료된다.
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재료 및 방법

1. 중간대뇌동맥폐쇄(Middle Cerebral Artery

Occlusion; MCAO)를 통한 동물모델의 구축

무게 250~300그램 가량의 수컷 SD (Sprague-

Dawley) 흰쥐를 실험에 사용하였다. 실험동물의 마

취는 zoletil-50�을 복강내 주사하여 유도하였으며

바깥목동맥(external carotid artery)의 절단된 부위로

4-0 Ethicon nylon filament�를 삽입하여 중간대뇌

동맥(MCA)를 폐쇄시켰다. 이때 4-0 Ethicon nylon

filament�는 속목동맥(internal carotid artery)를 경유

하여 최종적으로 중간대뇌동맥의 바닥부위에 놓이

도록 하였다. 마취의 유도에서부터 회복까지 전 과

정동안 실험동물의 체온은 37�C가 유지되도록 하였

으며 수술의 성공여부를 확인하기 위해 수술 후 시

간대별로(3, 6, 12시간) 중간대뇌동맥이 공급하는 부

위를 포함하는 뇌의 각 부위에서 TTC (2, 3, 5-triph-

enyl tetrazolium chloride) 염색을 실시하였다. TTC

염색을 위해 추출된 흰쥐의 뇌를 brain slicer를 이용

해 약 2 cm 정도의 두께로 관상(coronal)절편을 시

행한 다음 37�C에서 30분간 2%의 TTC 용액에 처

리하였다. TTC 염색을 마친 흰쥐 뇌 절편은 최종적

으로 neutral buffered formalin (NBF)을 이용하여 고

정하였다. 

2. TUNEL 염색

세포사멸사때 일어나는 nuclear DNA fragmenta-

tion을 알아보기 위해 in-situ apoptosis detection kit

인 Apoptag kit (OncorTM)을 사용하였다. 먼저 동물

모델을 ether로 마취시킨 후 Bouin’s fluid로 관류고

정한 다음 뇌를 추출하여 brain-slicer로 부위별로

뇌를 자른 후에 동일 고정액에 4시간동안 후고정하

였다. 그런 다음 탈수 및 투명화의 통상적인 조직처

리과정을 거쳐 Paraplast에 포매하여 10 µm 두께의

관상 연속절편후 염색단계에 들어갈때 까지 보관하

였다. 절편을 xylene에서 탈파라핀화(deparaffiniza-

tion)하고 에탄올을 거쳐 함수(hydration)시킨 다음

PBS (0.05 M, pH 7.4)로 5분간 2회 세척하고 다시

10 mM PBS (phosphate buffered saline)로 5분간 3회

세척해주고 나서 endogenous peroxidase quench를

위해 2% H2O2에 5분간 실온에서 반응시켰다. 다시

10 mM PBS로 5분간 3회 세척하고 equilibrium buf-

fer를 각각의 슬라이드에 2방울(약 100 µl) 정도를

떨어뜨려 10분간 실온에서 반응시켰다. 그런 다음

reaction buffer 2 방울에 Tdt (terminal deoxy-trans-

ferase) enzyme 1 방울을 가하여 만든 Tdt 용액을

100 µl씩 가하여 37�C에서 약 80분간 반응시켰다.

그 뒤 stop wash buffer를 가하여 역시 37�C에서 약

1시간 반응시켰다. 다시 10 mM PBS로 5분간 3회

세척 후 anti digoxigenin-peroxidase를 2방울씩 각

각의 슬라이드에 점적하여 실온에서 약 30분간 반

응시키고 10 mM PBS로 5분씩 3회 세척하였다. 그

런 다음 0.02%의 H2O2가 첨가된 0.05% DAB 용액

으로 실온에서 약 5분간 발색시키고 멸균증류수로

세척하였으며 마지막으로 0.5% methyl green으로 1

분간 대조염색을 시행한 다음 탈수 및 투명화 과정

을 거쳐 현미경으로 관찰하였다.

3. AIF 면역조직화학염색(AIF Immunohistochemistry)

Ether로 쥐를 마취시킨 후 흉강을 열어 우심방귀

를 절개함과 동시에 좌심실로 peristaltic pump와 연

결된 22 G 바늘을 넣고, 0.12 M PBS, pH 7.4, 4�C 용

액을 1분간, 그리고 4% paraformaldehyde가 들어있

는 phosphate buffer (0.12 M)를 10분간 주입하였다.

이때 모든 주입속도는 50~60 ml/min를 유지하고

고정액은 쥐의 체중의 약 2배 정도가 주입되도록

하였다. 머리와 목 부위의 피부를 면도칼로 절개한

다음 안구 앞쪽의 이마뼈(frontal bone)을 절단하여

두개골을 열고 뇌를 적출 하였다. Brain slicer에 적

출한 뇌를 놓은 다음 면도날로 4~6 mm 간격으로

관상절개하여 관류고정액과 동일한 고정액에 16~

18시간 동안 후고정하였다. 12%의 sucrose가 첨가

된 0.12 M PBS 용액에 조직을 한시간 동안 담가두

고 같은 용액을 1시간마다 두 번 더 교환해 주었으

며, 16%의 sucrose와 18%의 sucrose가 첨가된 0.12

M PBS 용액들도 같은 방법으로 3번씩 교환해 준

다음 18%의 sucrose가 첨가된 0.12 M PBS 용액에서
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1~3일간 보관하였다. 보다 높은 농도로 교환시킬

때에는 조직이 용액 속으로 가라앉은 것을 확인한

후 교환하였다. Sucrose 처리를 한 조직은 냉각포매

제 (OCT compound)에 포매하여 액체질소에 의해

온도가 낮아진 알코올 속에 넣어 30초 동안 얼렸다.

냉동절편을 40 µm 두께로 시행하였으며, 연속 절

편 5장씩을 함께 보존용액이 들어있는 다공판(mul-

tiwell plate)에 넣어 면역조직화학 염색을 시행하기

전까지 4�C에서 보관하였다.

면역조직화학 염색은 자유부유(free-floating) 방

법으로 시행하였으며, 각 단계는 다음과 같다. 자른

조직을 매 5장 마다 한 장씩 취하여서 8개의 well이

있는 아크릴 판에 순서대로 넣은 후 0.012 M PBS에

서 15분씩 3회 세척한 후 rabbit anti-AIF (1 : 2,000)

다클론항체와 0.5 mg/ml bovine serum albumin, 1.5%

goat serum 그리고 0.3% Triton X-100이 들어있는 1

차 항체 용액에서 48시간 동안 4�C에서 진탕시키면

서 반응시켰다. 0.012 M PBS에서 10분씩 3회 세척한

다음 biotinylated anti-rabbit IgG (Vectastain kitTM)를

1 : 200으로 희석하여 1시간 30분 동안 진탕시키며

실온에서 반응시켰다. 다시 0.012 M PBS에서 10분

씩 3회 세척하고 avidin-biotin peroxidase complex

(Vectastain kit의 A 용액 1 : 100, B 용액 1 : 100, 0.3%

Triton X-100)에서 1시간 30분 동안 진탕시키며 실

온에서 반응시켰다. 이 후 다시 0.012 M PBS에서 10

분씩 3회 세척한 다음 0.003% hydrogen peroxide를

포함한 0.05% 3, 3′-diaminobenzidine (SigmaTM) 용

액에서 7~12분간 실온에서 발색반응을 시켰다. 다

시 0.012 M PBS에 세척한 다음 조직을 gelatin coat-

ed slide에 올려 2시간 이상 실온에서 말렸다.

신경세포에 대한 염색성을 좋게 하기 위하여 다

음의 과정을 추가하였다. Ethanol과 chloroform을 1 :

1로 섞은 용액에 조직을 1시간 동안 담근 후 10분

동안 증류수를 세번 교환해 주면서 세척하였다.

0.005% OsO4 (osmiun tetroxide) 용액에서 7분간 반

응시키고, 증류수로 10분간 세번 세척한 후 0.5%

thiocarbohydrazide (SigmaTM) 용액에서 10분간 반응

시키고 다시 증류수로 10분간 세번 세척하였다.

0.005% OsO4 용액에서 2분간 다시 반응시킨 다음

증류수로 10분간 세번 세척하고 저농도 ethanol에서

고농도 ethanol로 옮겨서 탈수한 후 xylene으로 투

명화시켜서 coverglass를 입혔다.

4. AIF Western Blotting

대조군과 실험군의 단백질의 양이 각각 50 µg으

로 동일하게 만든 무세포 추출물을 증류수와 bro-

mophenol blue dye를 첨가한 후 5분간 끓였다. 다시

식힌 후 5분 동안 원심분리하여 SDS가 포함된 gel

에 loading하여 전기영동하였다. 전기영동이 끝난 후

4�C에서 12시간 동안 단백질을 nitrocellulose filter

로 이동(transfer)시켰다. Nitrocellulose filter를 분리

한 다음 non-fat milk가 첨가된 Blotto 용액에 1시간

동안 담구어 비특이적인 항원-항체 반응을 차단하

였다. Blotto 용액을 제거한 후 1 : 4,000으로 희석한

anti-AIF 1차항체로 3시간 동안 처리하고 Blotto 용

액으로 10분 간격으로 4회 세척하였다. 1 : 2,000으로

희석한 anti-rabbit IgG (alkaline phosphatase conju-

gate)를 2차항체로 사용하여 3시간 처리한 후 Blotto

용액으로 세척하였다. 발색과정은 enhanced chemilu-

minescence (ECL Western blotting detection reagents,

Amersham Pharmacia BiotechTM) 방법으로 시행하였

다. 최종적으로 결과에 대한 정량적인 분석을 위해

이미지분석시스템 (image-analysis system, Vilber

LourmatTM)을 사용해 면적백분율 (area percentage)

을 구하였다.

결 과

1. 뇌허혈의 정도와 범위 조사(TTC 염색)

중간대뇌동맥의 폐쇄에 의한 경색(infart) 범위를

측정하기 위하여 수술후 시간대별로(3, 6, 12시간)

TTC (2, 3, 5-triphenyl tetrazolium chloride) 염색을

시행한 결과 주로 꼬리조가비핵 (caudate putamen;

Cpu)과 가쪽핵(nucleus accumbens) 그리고 배쪽창백

핵(ventral pallidum)을 포함하는 바닥핵(basal gan-

glia) 부위를 중심으로 TTC에 의해 전혀 염색되지

않은 것을 관찰할 수 있었으며 그 주변의 대뇌겉질

(cerebral cortex) 부위도 TTC에 대한 염색이 거의
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되지 않았음이 확인되었다 (Fig. 1). 이러한 현상은

수술후 3시간 경과 군에서도 뚜렷이 관찰할 수 있

었으며 시간이 지날수록 더욱 두드러지는 양상을

보였다. 한편 TTC에 의해 정상적으로 염색된 부위

와 경색으로 인해 염색이 되지 않은 부위의 경계는

중간대뇌동맥이 공급하는 부위를 경계로 비교적 잘

구분되었으며 이는 동물모델 구축을 위해 바깥목동

맥(external carotid artery)의 절단된 부위로 삽입된

4-0 Ethicon nylon filament�가 중간대뇌동맥이 시

작되는 부위에 정확히 위치하였음을 보여주는 결과

이다.

2. 신경세포의 세포사멸사(TUNEL 염색)

실험적으로 뇌허혈이 유발된 부위에 존재하는 신

경세포에 세포사멸사가 일어났는지 여부와 그 정도

를 부위별로 파악하기 위한 간접적인 방법으로 수

술후 시간대별로(3, 6, 12시간) TUNEL 염색을 시행

하였다. TUNEL 양성반응은 수술 후 12시간이 지난

군에서만 관찰할 수 있었으며 수술 후 각각 3시간

과 6시간이 지난 군에서는 TUNEL 양성반응이 관

찰되지 않았다. TUNEL 양성반응을 보인 신경세포

의 핵은 주로 뇌허혈에 의해 경색(infarction)이 유

발된 대뇌반구 (cerebral hemisphere)의 꼬리조가비

핵(caudate putamen; Cpu)에서 관찰되었다. 반면 정

상부위인 반대쪽 대뇌반구에서는 꼬리조가비핵을

포함한 모든 부위에서 TUNEL 양성반응을 보인 신

경세포의 핵을 거의 관찰할 수 없었다(Fig. 2).

3. AIF에 대한 면역조직화학염색(Immunohistochemistry)

뇌허혈에 의해 경색이 유발된 부위에서의 세포내

AIF의 양적인 변화를 중간대뇌동맥이 공급하는 대

뇌반구의 부위별로 살펴보기 위해 수술 후 12시간

과 24시간이 지난 군에 대해 각각 AIF에 대한 면역

조직화학염색을 시행하였다. AIF에 대한 면역염색

성은 정상 대뇌반구의 모든 부위에서 비교적 고르

게 관찰되었으나 그 발현정도는 매우 작은 것이 확

인되었다. 이에 반해 경색이 유발된 반대편 대뇌반

구에서는 배쪽창백핵(ventral pallidum)을 중심으로

AIF에 대한 면역염색성이 뚜렷이 증가된 것을 관찰

할 수 있었다. 이러한 AIF에 대한 면역염색성의 증

가는 수술후 12시간이 경과한 군에서는 거의 나타

나지 않았지만 24시간이 경과한 군에서는 뚜렷이

확인할 수 있었다(Fig. 3).

4. AIF의 시간대별 발현양상의 변화(Western Blotting)

뇌경색의 유발에 의한 세포내 AIF의 발현정도의
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Fig. 1. TTC Staining for measurement of infarct volume.
A : Bregma 1.20 mm Interaural 10.20 mm
B : Bregma 0.20 mm Interaural 9.20 mm
C : Bregma -0.80 mm Interaural 7.20 mm 



변화를 보다 정량적으로 살펴보기 위해 AIF에 대한

Western Blotting을 수술후 12시간, 18시간, 그리고

24시간이 지난 군에서 각각 시행하였다. 이 때 West-

ern Blotting을 위한 샘플은 중간대뇌동맥이 공급하

는 부위와 뇌허혈에 비교적 민감한 부위로 알려진

해마(hippocampus)부위로 나누어 추출하였다. 먼저

해마부위에서의 AIF의 발현양을 면적백분율 (%

area)로 계산하였을 경우 수술후 24시간이 경과하였

을 때 가장 많은 발현양(100%)을 보였고 12시간

경과군과 18시간 경과군에서는 각각 80%와 87%를

나타냈다. 한편 해마를 제외한 중간대뇌동맥이 공급

하는 부위에서의 AIF 발현양은 수술후 12시간이 경

과하였을 때 가장 많은 발현양(100%)을 보였으며

18시간 경과군과 24시간 경과군에서는 각각 65%와

80%를 나타냈다. 따라서 해마부위에서의 AIF의 발

현양의 최고치는 해마를 제외한 중간대뇌동맥이 공

급하는 부위에서보다 늦게 나타나는 시간적 차이를

확인할 수 있었다(Fig. 4).
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Fig. 2. TUNEL positive nuclei (arrows) in the ipsilateral (ischemic) caudate putamen. 12 hrs. after middle cerebral artery occlusion ×200.

Fig. 3. Increased AIF immunoreactivity in CPu (caudateputamen) after 24 hrs. of  ischemic insult. ×200.  A : contralateral hemisphere
(non-ischemic), B : ipsilateral hemisphere (ischemic)

Bregma 1.60 mm    Interaural 10.60 mm
CPu : Caudate Putamen

A

B

CPu

Bregma 0.48 mm    Interaural 9.48 mm
VP : Ventral Pallidum

VP



고 찰

본 연구의 결과에서 나타난 바와 같이 중간대뇌

동맥의 폐쇄에 의한 국소허혈(focal ischemia)은 매

우 정확하고 효과적으로 진행되었다. 이처럼 허혈을

국소적으로 유발시킬 경우에는 뇌의 특정부위만을

선택하여 그 부위의 기능적 의미를 파악할 수 있음

은 물론, 일반적으로 한쪽 대뇌반구에서만 허혈을

유도하게 되므로 대조군(control)을 따로 선정할 필

요가 없다. 따라서 뇌허혈의 정도 및 범위에 대한

본 연구결과는 목동맥 (carotid artery)과 척추동맥

(vertebral artery)을 결찰하여 뇌의 완전허혈(global

ischemia)을 유발시키는 기존의 연구방법과 비교할

때 정확도와 신뢰도, 그리고 효율적인 측면에서 훨

씬 앞선 것으로 판단된다. 그러나 본 연구에서는 중

간대뇌동맥에 대한 선택적 폐쇄를 일시적(transient)

이 아닌 영구적(permanent)으로 유발하였는데, 일시

적 폐쇄모델을 시도하기 위해 4-0 Ethicon nylon

filament�를 일정 기간이 경과한 후 중간대뇌동맥으

로부터 삽입했던 부위를 통해 제거했을 경우 대부

분의 흰쥐들이 심한 경련(convulsion)과 함께 바로

죽는 결과를 초래하였다. 그러나 임상적으로 유용하

게 사용되기 위해서는 국소허혈 뿐만 아니라 일시

적 허혈이 가능한 모델이 반드시 필요하므로 이를

위한 기술적 보완이 향후 연구수행에 있어서 무엇

보다 중요할 것으로 판단된다.

Caspase 계열이 급성뇌손상(acute neuronal injury)

에 따르는 신경세포의 세포사멸사에 있어서 중요한

매개자 (mediator)로 작용함은 틀림없는 사실이다.

이를 뒷받침 하기 위하여 세포사멸사가 펩타이드

억제제(peptide inhibitor)를 포함한 caspase 억제제에

의해 억제된다는 사실이 보고되었으며 각각의 cas-

pase 특이적인 기능을 연구하기 위해 caspase 유전자

를 제거하는 연구(knock-out mice)들이 수행되었다

(Sadowski 등 2002). Caspase-1 또는 caspase-11이

결핍된 mice는 전체적으로는 정상적인 발생을 하지

만 조직에 따라서 Fas와 granzyme-B가 매개하는

세포사멸사에 대해 저항성이 있는 것으로 나타났다

(Kudia 등 1995, Wang 등 1998). 한편 caspase-3이

제거된 (null) 생쥐 (mice)는 중추신경계 (central ner-

vous system)에서 과다세포증식 (hypercellularity)이

나타나고 출산을 전후로 결국 사망하게 되는데, 이

러한 결과는 발생과정에서 중추신경계의 불충분한

세포사멸에 의한 것임을 알 수 있다(Kudia 등 1996).

그러나 세포사멸사와 caspase 계열 사이의 직접적인

관련성에 대한 여러 연구결과에도 불구하고 실제

caspase 계열을 억제하였을 경우에는 신경세포에 대

한 일시적이거나 제한적인 보호효과가 있다고 보고

되었다(Rideout과 Stefanis 2001). 이러한 결과는 뇌
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Fig. 4. Western Blot analysis of AIF accoring to the time course
after middle cerebral artery occlusion in the hippocampus
and middle cerebral artery supplying region.
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손상으로부터 신경세포를 보호하기 위한 치료법 개

발의 초점을 단순히 caspase 계열을 억제하는 데에

만 맞추는 것에 한계가 있음을 보여주고 있으며, 따

라서 caspase 계열의 작용을 보완해주거나 이와는

독립적인 apoposis 유발기전에 대한 연구와 이를 기

초로 하는 다양한 치료법 개발이 필요하게 되었다.

실제로 미토콘드리아로부터 분리된 단백질인 endo-

nucleaseG와 HtrA2는 최근들어 강력한 caspase 계

열 비의존성 세포사멸사 매개자인 것으로 밝혀졌다

(Li 등 2001, Suzuki 등 2001, van Loo 등 2001). AIF

에 대해서는 AIF-null mouse 모델을 만들 수 없었

기에 보다 자세한 연구는 진행될 수 없었다. 흥미롭

게도 AIF는 발생과정에서 나타나는 programmed

cell death에 필수적인 것으로 보고되었으며(Joza 등

2001) 이는 AIF-null mouse 모델을 만들기 어려운

이유 중 하나일 것으로 사료된다.

한편 세포사멸사를 촉진시키거나 억제시키는 구

성원들로 이루어진 Bcl-2 계열의 단백질들은 서로

상반되는 작용을 적절히 조합함으로써 미토콘드리

아에 의해 매개되는 모든 세포사멸사 과정을 제어

할 수 있게 된다 (Adams와 Cory 1998, Gross 등

1999). 세포사멸사를 촉진시키는(proapoptotic) 것으

로 알려진 Bax는 아직 정확한 기전이 밝혀진 것은

아니지만 특정한 세포사멸신호(cell death signal)에

의해 세포질로부 미토콘드리아로 전위되어(Goping

등 1998) 그곳에서 미톤콘드리아막의 투과성을 높이

고 cytochrome-c와 같은 세포사멸사 유발인자를 방

출하며(Finucane 등 1999), caspase 계열에 의존적이

거나 비의존적인 모든 신경세포의 세포사멸사 기전

에 관여하는 것으로 보고되었다(Cregan 등 2002).

반면 Bcl-2는 p-53에 의해 유발되는 caspase 계열

에 의존적이거나 비의존적인 모든 신경세포의 세포

사멸사를 차단하며 이 과정에서 AIF는 시간적으로

적어도 cytochrome-c 보다 먼저 미토콘드리아로부

터 방출되는 것으로 보고되었다(Cregan 등 2002).

이전의 연구결과들에 의하면 미토콘드리아로부터의

AIF의 방출은 cytochrome-c와 동시에 또는 이보다

먼저 일어나는 것으로 보고되었는데 (Daugas 등

2000, Loeffler 등 2001) 아마도 이러한 AIF와 cyto-

chrome-c의 방출에 관한 시간적 전후관계는 미토

콘드리아막의 투과성을 증가시키는 자극의 특성과

세포의 종류에 따라 결정되는 것으로 판단된다. 뇌

허혈에 의해 세포내에서 발현되는 AIF의 양적인 증

가는 본 연구의 결과에서 알 수 있듯이 중간대뇌동

맥이 공급하는 다른 부위보다 해마(hippocampus)에

서 시간적으로 더 늦게 증가하는 양상을 보였다. 해

마는 일반적으로 허혈에 대해 뇌의 다른 부위보다

비교적 민감한 것으로 알려져 있지만 AIF 발현량의

증가가 시간적으로 더 느리게 나타난 결과에 대한

해답은 AIF가 미토콘드리아로부터 핵으로 전위되는

시간적 전후상황과 연계된 보다 자세한 연구가 이

루어져야 얻을 수 있을 것으로 보인다.

결론적으로 AIF는 뇌허혈로 인한 신경세포의 세

포사멸사 기전과 깊은 관련이 있음이 분명해졌으며

이는 뇌허혈에 의한 신경세포의 손상기전을 연구하

는데 있어서 중요한 단서를 마련해 줄 것으로 판단

된다. 뇌허혈을 비롯한 급성뇌손상으로부터 신경세

포를 보호하기 위한 치료법 개발에 있어서 AIF의

중요성은 더욱 부각될 것으로 전망되므로 향후 AIF

에 대한 보다 심도있는 연구를 통하여 AIF와 세포

사멸사에 관여하는 다른 인자들 사이의 인과관계는

물론, 다른 인자들은 제외된 상태에서 AIF의 단독기

능만으로도 효과적인 세포사멸사가 유발될 수 있는

지 여부도 밝혀져야 할 것으로 사료된다.
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Abstract

Changes of Apoptosis Inducing Factor in the Rat Brain with 
Ischemic Injury Induced by Middle Cerebral Artery Occlusion

Young-Il Lee

Department of Anatomy, College of Medicine, DanKook University, Chonan, Korea

It is well known that cerebral ischemia induces apoptotic neuronal cell death along with necrosis. Apoptosis is char-

acterized by several morphological nuclear changes including chromatin condensation and nuclear fragmentation. These

changes are triggered by the activation of members of caspase family, caspase activated DNase, and several novel pro-

teins. A novel gene, the product of which caused chromatin condensation and DNA fragmentation, was recently identi-

fied, cloned, and designated apoptosis inducing factor (AIF). AIF is a mitochondrial flavoprotein (prosthetic group:

flavin adenine dinucleotide) with significant homology to plant ascorbate reductase and bacterial NADH oxidase, and is

normally confined to the mitochondrial space. In a variety of different apoptosis-inducing conditions, AIF translocates

through the outer mitochondrial membrane to the cytosol and the nucleus. Thus, similar to cytochrome c, AIF is a phy-

logenetically old, bifunctional protein with an oxidoreductase function and a second apoptogenic function.

In this study, to investigate changes of AIF expression levels in the rat brain during various time periods (6, 12, 18,

24 hrs) of ischemic insults, we performed permanent middle cerebral artery (MCA) occlusion model using male SD rats

and the extent of ischemic injury was measured by 2% TTC (2, 3, 5-triphenyl tetrazolium chloride) staining. There

were numerous TUNEL-positive neuronal cell nuclei, which implies apoptotic cell death in the areas with ischemic

insult. Western blot analysis was performed with separate samples (cytosolic fraction & mitochondrial fraction). This

method was designed to investigate if the expression of AIF is really increased during ischemic injury, or the increased

AIF activity is caused by its release from the mitochondrial inter-membrane space to cytosol. In the immunohisto-

chemical study using polyclonal anti-AIF antibody revealed overall distribution of AIF in the rat brain including cere-

bral cortex, basal ganglia and also in hippocampus that is especially sensitive to ischemia. There was apparently

increased AIF immunoreactivity in the nucleus accumbens of ischemia-induced hemisphere compared to contralateral

control hemisphere.

Our results seem to be the first evidence on the involvement of AIF in the apoptotic neuronal cell loss with ischemic

insult and will provide some clues to the pathophysiology of neuronal apoptosis induced by ischemic insult. Further

researches will reveal functional relationship between AIF and other factors involved in chromatin condensation and

degradation and whether AIF itself will be useful as a caspase-independent, Bcl-2-independent death inducer.

Key words : Apoptosis, AIF (apoptosis inducing factor), Rat, Middle cerebral artery, Cerebral ischemia
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