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세포자멸사 (apoptosis)는 다세포생물에서 항상성

을 유지하는 중요한 기작으로서 주위 조직에 상해

를 주지 않으면서 손상된 세포만을 선택적으로 제

거하는 일련의 조절된 세포사멸 과정이다 (Wyllie

1980, Raff 1992, Jacobson 등 1993, Vaux 등 1994,

Alnemri 등 1996). 이와 같은 세포자멸사는 발생과

정에서와 같이 일련의 내적인 실행계획의 활성화에

의해 유발되기도 하고 외부자극에 의해 촉발된 광

범위한 죽음 신호 전달에 의해 일어나기도 한다

(Thompson 1995, Whyte와 Evan 1995). 이러한 세포

자멸사는 정상적인 발생단계에서 뿐만 아니라 신경

계의 퇴행성 질환, 암, 자가면역질환, 바이러스 감염

과 같은 질병 발생 과정에도 중요한 역할을 한다
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간추림 : 본 연구에서는 세포자멸사의 이차적 신호전달물질로서 신경퇴행성 질환과 노화현상에 관여하는 중요한

원인물질로 신경독성작용을 나타내는 세라마이드의 신경모세포종 SK-N-SH 세포에 미치는 독성효과와 그 기작을

규명하고자 하였다. 

세포 투과성인 C2-세라마이드를 SK-N-SH 세포에 처리한 후 형태학적, 생화학적 특성을 조사하였으며, P53 및

사립체와의 관련성 등을 확인하였다. 

SK-N-SH는 20~40µM 농도의 세라마이드를 24시간 동안 처리시 시간 및 농도 의존적으로 세포생존이 약

50% 감소하였으며, 48시간 이상 지나면 거의 모든 세포가 팽윤되고 세포막이 터지는 괴사형의 사멸형태를 나타내

었다. 핵 내의 형태학적 변화를 보기 위하여 Hoechst 33258을 시행한 결과, 핵의 응축이 유발됨을 확인하였다. 세

라마이드 처리시 SK-N-SH 신경모세포종 세포에서 p53의 발현은 처리 1시간부터 증가되어 8시간에 가장 증가하

는 세포 내의 과발현이 유도되었으며, 핵으로 이동하여 핵 내의 축적이 유도되는 것을 확인할 수 있었다. 더불어

p53 antisense 처리시 p53은 발현되지 않았으며, 세라마이드로 인한 세포자멸사를 효과적으로 억제하였다. 또한,

p53과 사립체와의 관련성 여부를 확인하기 위하여 세라마이드에 의한 사립체 손상 여부와 p53 antisense를 처리한

후 사립체 손상을 확인한 결과, p53의 전사 억제시 세라마이드로 인해 증가되었던 사립체 손상이 효과적으로 저

해되었다. 

이상의 결과를 종합하여 볼 때, 세라마이드는 신경모세포종인 SK-N-SH에 대해서 세포자멸사 형태의 세포사멸

을 유발하였으며, 그러한 신경세포사멸과정에서 p53과 하위 사립체 기능이 매우 중요하게 매개되어 세포사멸을

조절하고 있음을 알 수 있었다. 더불어 p53 경로를 저해시킴으로서, 하위 사립체 손상을 억제하고, 세라마이드에

의한 신경세포사멸경로 차단하여 신경보호효과를 나타낼 수 있었다.

찾아보기 낱말 : 세라마이드, 세포자멸사, SK-N-SH, P53, 사립체 막전위차
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(Vaux 등 1994, Thompson 1995). 특히, 알츠하이머

병, 파킨슨병, 헌팅턴병과 같은 신경세포 퇴화와 관

련된 질병 등에서 세포자멸사가 가속됨이 보고되고

있다. 이렇듯 세포자멸사는 분화, 증식 및 생존에 중

요하게 적극적으로 일어나는 과정이며 더불어 여러

신경퇴행성질환의 한 병리학적 요인으로 역할을 담

당하는데, 이러한 세포사멸에 관여하는 중요한 이차

신호전달물질로 세라마이드의 중요성이 최근 점차

부각되어져 왔다.

세라마이드(ceramide)는 구조적으로 N-acetyl sph-

ingosine으로 세포막을 이루는 인지질 중 하나인 스

핑고마이엘린 (sphingomyelin)이 주로 자극에 의해

활성화되는 스핑고마이엘리네이즈 (sphyingomyel-

inase)에 의해 생성되는 지질성 이차 신호전달물질

로서 세포성장지연, 분화, 세포자멸사 등에서 중요한

역할을 할 것으로 생각되고 있다(Perry 등 1998). 현

재까지 세라마이드에 관한 연구는 주로 조혈계, 특

히 백혈병 세포주에 대해 연구되어 왔으나, 스핑고

마이엘린 경로는 세포표면의 수용체나 환경 인자로

부터의 자극을 핵으로 전달하는 일반적인 신호전달

계 중 하나일 것으로 생각되고 있다 (Hannun 1996).

실제로 TNF-α (Obeid 등 1993, Jarvis 등 1994), IL-1

(Andrieu 등 1995), INF-γ(Kim 등 1995), Fas/APO-1

(Cifone 등 1994, Martin과 Green 1995, Tepper 등

1995)  등의 길항제들과 자외선 조사 (Haimovitz-

Friedman 등 1994,  Santana 등 1996,  Verheji 등

1996)과 항암제 (Strum 등 1994, Jaffrezou 등 1996)

등의 작용이 스핑고마이엘린 주기를 활성화시키거

나 또는 세라마이드의 증가를 통해 작용하는 것으

로 보고되었고, 세포-투과성의 합성 세라마이드를

처리하거나 세균의 스핑고마이엘리네이즈를 처리하

는 경우 스핑고마이엘린 주기를 활성화시키는 길항

제를 처리한 경우와 유사하게 세포사멸이 유도되므

로 세라마이드가 세포자멸사를 매개하는 신호전달

물질일 것으로 생각되고 있다. 특히 신경 조직의 경

우 스핑고마이엘린의 함유량이 다른 조직에 비해

월등히 많으며 스핑고마이엘리네이즈의 활성도 높

은 것으로 알려져 있는데, 이는 발생과정에서의 신

경세포의 예정 세포 사멸 과정이나 신경퇴행성 질

환 등에서 나타나는 세포자멸사 과정과 깊은 관련

성을 시사하는 것으로 생각할 수 있다. 

지금까지의 연구들을 통해 세포투과성의 세라마

이드 유사체가 다양한 세포에서 세포자멸사를 유발

하는 것은 잘 알려진 사실이며 (Mathias 등 1998),

이러한 세라마이드의 작용과 관련된 작용 인자들에

대해서도 많은 연구 결과가 보고되고 있으나, 그럼

에도 불구하고 세라마이드에 의한 세포자멸사의 하

위경로에 대해서는 명확히 규명된 바가 없다. 

과거의 대부분의 세포자멸사 관련 유전자들의 연

구는 C. elegans(Ellis 등 1991)에서 연구되어 왔으

나, 최근 들어서 포유동물 세포에서도 세포자멸사를

유발하거나 억제하는 여러 조절인자들이 밝혀지고

있다. 중추신경계에서 작용하는 세포자멸사의 조절

인자에는 p53, Bcl-2 family, immediate early gene,

neurotrophic factor, neuropeptide 등이 있다. 이 중에

서도 세포자멸사를 유발하는 대표적인 유전자 중의

하나가 종양억제제로 알려진 p53이다. p53은 DNA

손상, 저산소증 등에 의해 유발되는 신호전달 경로

에 관여하며 세포주기의 정지와 세포사멸을 유발한

다. 정상적으로 세포 내에서 p53은 극히 짧은 반감

기로 인해 매우 낮은 수준으로 발현되고 있다. DNA

손상을 유발하는 물질에 의해 일어난 전사 후의

p53의 안정화는 p53 발현 수준을 증가시키는 것으

로 알려지고 있다. 다시 말해 DNA 손상 유발 물질

에 의한 p53의 발현 증가는 세포주기 정지나 세포

자멸사를 유발하게 된다 (Levine 1997). 이런 죽음

신호를 촉발시킬 수 있는 것들은 성장 인자의 고갈,

리간드나 면역세포 표면 수용체와의 결합 등 여러

가지 형태로 나타나는 것이 알려져 있지만 (Wu 등

1995, Pitti 등 1996), 그 신호전달체계의 대부분은

아직 자세히 규명되지 못하고 있다.

최근까지 세라마이드에 의한 세포자멸사 신호전

달과정과 p53의 관련성에 관심이 집중되고 있으나,

그 역할에 대해서는 상반된 보고들이 이어지고 있

다. 그 예로서, p53의 활성화가 내재적인 세라마이드

수준에서 향상된다고 하는 보고가 있었던 반면, 세

라마이드의 세포성장 억제 농도에서는 p53의 발현

수준을 증가시키지 않는다는 보고가 있다 (Dbaibo

등 1998). 이는 p53이 actinomycin D나 감마선(gam-

ma irradiation)과 같은 상황에 노출될 경우와 같이
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p53이 주요한 조절 역할을 수행하고 있는 상황에서

는 p53이 세라마이드의 상위에서 작용할 것이라는

것을 제시해 주는 결과라 하겠다. 세라마이드는 또

한 p53에 의존적이지 않은 세포자멸사 경로에 관여

할 수도 있을 것으로 제시되고 있다. 그러므로 아직

까지 세라마이드로 유발된 세포자멸사에서의 p53의

관련성과 그 역할에 대해서는 아직까지 정확히 규

명되지 못하고 있다고 하겠다(Haupt 등 1996). 

이에 본 연구에서는 세라마이드에 의해 유도되는

신경모세포종 SK-N-SH 세포의 사멸과정을 매개하

는 p53과 같은 전사인자의 관련성을 확인하고자 한

다. 또한 p53 의존적인 세포사멸 과정에 Bax가 관련

되어 있음은 비교적 잘 알려진 편이나 (Walkinshaw

와 Waters 1994, Blum 등 1997), 그 밖의 세포 사멸

조절인자들과의 관련성에 대해서는 더 연구되어져

야 할 부분들이 많이 있다. 그 중에서도 본 연구에

서는 세라마이드에 의한 사립체 막전위차의 변화를

확인함으로써 미토콘드리아 기능손상과의 관계를

확인하고자 하며, 더불어 p53과 사립체 기능과의 상

호 작용에 대해서 규명하고자 한다. 

재료 및 방법

1. 세포배양(cell culture)

흰쥐 신경모세포종 세포 (neuroblastoma cell)인

SK-N-SH 세포를 PEI-coated 96 well culture plate에

MTT reduction assay를 시행하기 위해서 40,000

cells/well의 밀도로 깔아주었다. SK-N-SH 세포는

DMEM에 10% FBS (fetal bovine serum)를 보충한

배양액으로 배양하였다. plating한 다음날 저혈청 배

지 (DMEM with 1% FBS)로 바꾸어주고 본 실험에

서 사용하고자 하는 각각의 물질을 적당 시간동안

처치하였다. 

2. MTT reduction assay

MTT reduction assay는 기존에 보고된 방법을 약

간 변형하여 시행하였다 (Shearman 등 1994, 1995,

Kaneko 등 1995). 배양된 세포에 세라마이드를 첨가

한 뒤 37�C에서 5% CO2 incubator에서 배양하였다.

48시간 후에 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diph-

enyltetrazolium bromide (MTT, Sigma) 용액을 최종

농도가 0.5 mg/mL 농도가 되도록 각 well에 첨가한

후에 4시간 반 동안 더 배양하였다. MTT의 환원에

의해서 형성된 formazan 침전물을 용매 (0.1 N HCl

in absolute isopropanol)에 녹인 후에 ELISA reader

를 이용하여 570 nm에서의 흡광도를 측정하였다. 각

표본의 값은 해당되는 용매만을 추가한 대조군 값

을 100%로 하고 0.9% Triton X-100에 의해 세포가

완전히 파괴되었을 때의 MTT reduction 정도를 0%

로 하여 상대적인 값으로 표시하였다.

3. 면역세포화학염색(immunocytochemistry)

세라마이드를 처리한 세포와 p53 antisense oli-

gonucleotide를 전 처리한 세포를 trypsin작용으로

떼어내어 모은 후 PBS 수세과정을 거쳐 cytospin

(Hanil, Korea) 500 rpm에서 3분 동안 gelatin을 코팅

한 슬라이드에 부착시켰다. 세포가 부착된 슬라이드

는 상온에서 1시간 동안 말린 후 4% paraformalde-

hyde (in PBS pH 7.4)로 15분간 고정하고 PBS 수세

후, 세포 내에 존재하고 있던 peroxidase의 효과를

차단하고 세포 투과성을 높이기 위하여 알코올에

첨가한 3% H2O2에서 10분간 처리하였다. 10% non-

immune serum (Zymed Co., USA)으로 30분간 처리

한 후 p53의 일차항체를(Santa Cruz, USA) 1 : 100의

비율로 희석한 후 37�C 배양기에서 2시간 반응시켰

다. 이후 PBS로 수세한 후 2차 항체 (biotinylated

anti-IgG, Zymed Co., USA)를 실온에서 90분간 처리

하였다. PBS 수세한 후 3차 항체(streptavidin peroxi-

dase conjugate, Zymed Co., USA)로 1시간 반응시킨

후 DAB 용액으로 발색한 후 광학현미경으로 관찰

하였다.

4. p53 antisense oligonucleotide 처리에 의한

p53의 억제

세라마이드에 의한 세포사멸 과정에서 p53의 역

할을 보기 위해서는 20개 염기가 phosphorothioate

결합으로 이루어진 5′-CGCTAGGATCTGACTGC-
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3′ 서열의 antisense oligonucleotides를 합성하여 세

포 배양액에 최종 농도 10µM이 되도록 30분간 전

처리하였다. 이 서열은 쥐 p53 mRNA의 번역 개시

부에 상보적인 서열로서, 이러한 antisense oligonu-

cleotide의 작용 특이성은 p53의 발현을 p53 항체를

사용하여 면역세포화학적 방법으로 확인하였다.

5. 사립체의 막 전위차(mitochondrial membrane

potential)의 변화 측정-TMRE staining

사립체 막전위차의 변화를 알아보기 위해서는 형

광 염색시료인 tetramethylrhodamine ethyl ester

(TMRE, Molecular Probes)를 세포가 들어있는 배양

액에 100 nM의 농도로 15분간 처리하였다. 양성을

나타내는 TMRE는 사립체의 막전위차에 의해 사립

체 막 안쪽으로 이동하고, 염색되는 형광 세기에 따

라 막전위차가 정상적으로 유지가 되고 있는지 나

타낸다. TMRE의 형광 세기는 fluorometer를 이용하

여 excitation 549 nm, emission 574 nm에서 측정하였

다. 형광 영상은 형광 현미경 (Olympus IX70)을 이

용하고 CCD 카메라를 이용하여 관찰하였다. 

6. 통계처리

데이터는 평균과 표준편차로 표시하였으며, 그룹간

의 상관관계와 차이를 알아보기 위해서 SigmaPlot

version 6.0 (SPSS)를 이용하여, student’s t-test로 유

의차를 검사하였다. p⁄0.05 이상일 경우, 통계적으

로 유의한 것으로 검정하였다.

결 과

1. 세포투과성 C2-세라마이드의 신경모세포종

SK-N-SH 세포사멸 유발

신경모세포종 SK-N-SH는 세라마이드 처리 2시간

전에 1% FBS를 포함하는 배지에서 배양하였다. 세

라마이드에 의해 유발된 세포독성에 의한 세포사멸

은 MTT reduction assay로 측정하였다. 신경모세포

종 SK-N-SH를 세포투과성 C2-세라마이드 (20~40

µM)로 처리하였을 경우, 시간과 용량 의존적으로

세포사멸이 유발되었다 (Fig. 1A). 이전에 보고되었

던 PC12 세포에서의 경우와 마찬가지로 세라마이드

처리 후 세포생존율이 감소되었으며 24시간 후 약
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Fig. 1.Ceramide (Cer) induces apoptotic cell death in neuroblastoma SK-N-SH cells. (A) Time- and dose- dependent changes of cell
viability by exogenous ceramide. SK-N-SH cells were pre-incubated in 1% FBS DMEM for 2 hr and then treated with 20 or 40
µM of C2-ceramide. C2-ceramide was dissolved in ethanol (final concentration, 0.1%). After 24 hr the cell viability of SK-N-SH
cell was estimated using the MTT reduction assay. Data, presented as percent of control cells incubated with vehicle, are mean±

SEM of four separate experiments. (B) Microscopic morphology of ceramide treated SK-N-SH cells. Cells were visualized by
phase contrast and Hoechst 33258 epi-fluorescence. The figures are representative for four different experiments. *p⁄0.05
versus vehicle alone. 



50%의 세포가 사멸되는 것으로 나타났고, 48시간

후에는 살아있는 세포가 거의 관찰되지 않았다. 세

라마이드에 의한 SK-N-SH 세포의 세포사멸 기작을

규명하기 위해 형태학적 양상을 관찰하였으며, 세포

의 핵 변화를 관찰하기 위해서 Hoechst 33258 염색

을 시행하였다. 위상차현미경 관찰 결과 20µM C2-

세라마이드로 처리한 경우 24시간 후에 SK-N-SH

세포는 세포자멸사에 의한 세포사멸 형태를 나타내

었다 (Fig. 1B). MTT 환원 실험을 시행하여 얻은 세

포생존율에서와 같은 결과로 세라마이드를 처리하

여 배양한 세포의 약 50%가 신경돌기의 소실과 세

포형태가 둥글거나 찌그러지는 형태의 변화가 나타

났다. 이러한 형태의 변화를 나타낸 대부분의 세포

에서는 세포자멸사의 대표적 특징인 세포막수포현

상 (membrane blebbing)이 관찰되었다. 세라마이드를

처리한 세포군에서는 생존하고 있는 세포들도 신경

돌기의 수와 길이가 감소하는 양상을 나타내었다

(Fig. 1B). 또한, Hoechst 33258 염색을 시행한 결과,

24시간 1% FBS 배지로 갈아준 후 세라마이드를 처

리하지 않은 대조군에서의 세포에서는 완전하고 동

그란 모양의 핵 형태가 관찰되었다. 종종 응축된 핵

형태를 띤 세포가 관찰되기는 했지만 이는 1%의
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mean SD of determinations made in three randomly selected regions of captured images. Presenting microphotographs are
representative regions counter-stained with hematoxylin dyes (blue). *p⁄0.05 versus vehicle alone. **p⁄0.05 versus 20µM C2-
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혈청에서 24시간 배양한 효과 때문일 것으로 생각

된다. 이와는 반대로 20µM의 세라마이드를 24시간

처리한 SK-N-SH 세포에서는 세포자멸사형 세포사

멸의 대표적 특징인 핵의 응축과 분절화가 뚜렷하

게 관찰되었다. 세라마이드의 비활성 유사체인

dihydroceramide는 세포생존율에 유의한 효과를 나

타내지 못하였으며 이는 C2-세라마이드로 인해 SK-

N-SH 세포의 세포사멸이 특이적으로 유발된 결과임

을 의미하는 부분이라 하겠다(Fig. 3).

2. 세라마이드에 의해 유발된 SK-N-SH 세포의

세포사멸에서 P53의 발현과 역할

세라마이드에 의해 유발된 세포사멸에서 p53 단

백질이 발현되는지를 알아보기 위하여 면역세포화

학염색을 시행하였다. 그 결과 세라마이드를 처리하

지 않은 경우에서는 p53이 발현되지 않았다 (Fig.

2A). 그러나 20 µM의 세라마이드를 처리한 경우

p53 단백질의 발현이 증가하는 것을 관찰할 수 있

었다. P53은 세포의 핵에서 강하게 발현되었다 (Fig.

2B). 이러한 p53의 발현은 세라마이드 처리 1시간

후부터 측정 가능하였으며 4시간에 최대치로 발현되

었으며이후에는점차감소하는양상을나타내었다.

세라마이드에 의해 유발되는 세포사멸에 대한

p53의 역할은 p53에 특이적인 antisense oligonu-

cleotide를 사용하여 실험하였다. p53 antisense

oligonucleotide의 전 처리는 세라마이드에 의해 유

발된 p53 단백질의 발현수준의 증가를 효과적으로

저해하였다 (Fig. 2C). 한편, p53 antisense oligonu-

cleotide의 전 처리는 약 90% 정도의 세포사멸 억제

효과를 나타내었다. 반면 p53 sense oligonucleotide

는 세라마이드에 의한 세포사멸에 아무런 효과도

나타내지 않았다 (Fig. 1B, 2A). 이러한 p53 antisense

oligonucleotide의 세포사멸 억제 효과는 세라마이드

에 의한 세포의 형태학적 변화도 효과적으로 억제

하는 것으로 나타났다(Fig. 1B). 그러므로 이러한 결

과는 세라마이드에 의한 세포사멸이 p53에 의존적

인 경로에 의해 진행되고 있다는 것을 제시하는 것

이라 하겠다.

3. 세라마이드에 의한 사립체 막전위차

(mitochondrial membrane potential)의

변화와 p53과의 관련성

세라마이드에 의해서 사립체의 기능과 관련하여

막 전위차의 변화가 있는지를 알아보기 위하여, 사

립체에 특이적인 반응을 하는 형광염색시료인

TMRE을 이용하여 형광현미경으로 관찰하고, 형광

의 발색정도를 fluorometer로 측정하였다. 그 결과

대조군에서는 사립체 막전위차가 정상적으로 유지

되고 있는 것을 관찰할 수 있었던 반면, SK-N-SH

세포에 30µM의 세라마이드를 처리한 후 6시간의

경우에서는 막전위차가 정상적으로 유지되지 못해

형광의 세기가 감소된 것을 관찰할 수 있었다 (Fig.
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Fig. 3.Specific effect of p53 antisense oligonucleotides on
ceramide (Cer) toxicity, Twenty micromolar ceramide
treatment for 24 hr induced neuronal cell death, whereas
the same concentration of dihydroceramide did not.
Treatment with sense or antisense p53 oligonucleotides in
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change in viability compared with vehicle-treated con-
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showed protective effects upon ceramide-induced cyto-
toxicity, whereas p53 sense oligonucleotide did not. The
percentage of surviving cells was measured by the MTT
reduction assay. Values are the mean±SD of three in-
dependent experiments performed in triplicate. Asterisks
indicate significant differences from that of ceramide
only treated control. *p⁄0.05 versus vehicle alone.
** p⁄0.05 versus 20µM C2-ceramide alone. 



4). 그리고 p53 antisense oligonucleotide, 10µM을 6

시간 전 처리한 경우 세포의 외형이나 사립체의 형

체가 대부분 정상적이어서 세라마이드에 의해 무너

진 막전위차가 거의 대조군과 가깝게 보호되는 것

을 확인할 수 있었다. 따라서 세라마이드에 의한 세

포사멸과정이 p53 단백질 발현증가와 더불어 사립

체의 막전위차가 붕괴되는 등의 기능저하를 통한

과정임을 확인하였고, 나아가 p53 단백질 발현 조절

을 거쳐 그 하위로 추정되는 사립체 막전위차 붕괴

를 효과적으로 차단함으로써 세라마이드에 의한 신

경세포의 손상을 차단할 수 있는 것을 확인하였다. 

고 찰

세라마이드가 신경세포를 포함하는 다양한 세포

종류에서 세포자멸사의 유발인자로 작용한다는 사

실은 보고 된 적이 있으나(Burgg 등 1996), 사람 신

경세포종에서의 세포사멸 기작에서의 세라마이드와

p53 및 사립체와의 관계에 대해서는 아직 명확히

규명되지 못하고 있다. 세라마이드의 축적에 의한

결과로 인한 세포사멸은 아마도 노화와 뇌 위축의

과정과 관련되어 있을 것으로 생각되고 있는데, 이

는 세라마이드를 생성하는 스핑고마이엘리네이즈가
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노화촉진생쥐의 대뇌 겉질에서 연령에 의존적으로

증가하는 것이 보고됨에 근거하고 있다 (Kim 등

1997). 스핑고마이엘린 신호전달 경로는 노화의 세

포 배양 모델에서 노화형질 발현의 개시를 의미하

며 (Venable 등 1995), 이러한 노화는 스핑고마이엘

린 전도 (turnover) 상승을 동반하고 있다 (Lightle 등

2000). 또한, 세포사멸과 관련된 뇌 위축의 특정 부

위에 대해서는 아마도 세라마이드의 세포 형태에

의존적인 민감도 (susceptibility)에 의해서 부분적으

로는 설명될 수 있을 것이다. 

최근까지의 연구는 C2-세라마이드 처리 후 사람

신경모세포종 SK-N-SH 세포에서 일어나는 세포자

멸사와 관련된 분자적 조절 기전을 규명하는데 그

초점이 맞춰지고 있다. 전형적인 신경 세포사멸의

형태는 새로운 mRNA와 단백질의 생성을 필요로

한다 (Johnson과 Deckwerth 1993). Mesner 등 (1992)

은 actinomycin D와 cycloheximide가 신경세포로 분

화된 PC12 세포에서 세포자멸사를 저해한다는 보고

를 한 바 있다. 본 연구에서도 SK-N-SH 세포를 세

라마이드로 처리한 후 곧이어 유전자 활성과 단백

질 생성이 관찰되었다. 이는 본 연구에서 관찰된 형

태학적 변화와 더불어 SK-N-SH 세포에서 세라마이

드가 세포자멸사를 유발하고 있음을 제시하는 결과

라 하겠다.

비록 감마선이나 actinomycin D와 같은 유전적

독성 유발 물질이 p53 의존적인 양상으로 세라마이

드를 축적한다는 보고가 있었지만, 세라마이드로 유

발된 세포자멸사에서 p53의 역할에 대해서는 아직

까지 명확히 규명되지 않고 있다 (Dbaibo 등 1998).

이에 본 연구는 p53의 축적이 SK-N-SH 세포내에서

세라마이드에 의해 유발된 세포자멸사에서 중요한

역할을 수행한다는 증거를 제시하였다. 일반적으로

p53에 의존적인 세포자멸사의 유발인자들은 DNA 손

상이나, cytokine, heat shock 등을 포함한다 (Graeber

등 1994, Eizenberg 등 1995, Levine 1997). DNA 손

상은 p53에 의존적인 반응에 대한 잘 알려진 자극

인자이며 여러 가지 세포 형태에서 p53 단백질의

축적과 관련되어 있다(Clarke 등 1993). 이와는 반대

로 최근의 보고에서 세라마이드 경로가 p53의 하위

경로임이 제시되고 있다 (Dbaibo 등 1998). 이러한

가능성은 actinomycin D나 감마선 조사에 의해 유

발된 Molt-4 세포사멸에서 일차적인 p53의 활성화

후에 내재적인 세라마이드의 증가가 이루어짐에 근

거를 두고 있으며, 세라마이드에 의해서는 p53의 발

현수준의 증가가 전혀 이루어지지 않는다는 사실에

의해 뒷받침되고 있다. 그렇지만, p53에 의한

transcriptional transactivation에서의 변화는 단백질

수준에서 측정 가능한 변화 없이도 이루어질 수 있

다는 사실을 숙지해야할 것이다(Levine 1997).

본 연구의 결과에서는 SK-N-SH 세포에서 세라마

이드로 유발된 세포자멸사가 p53의 축적으로 인한

DNA 손상을 통하여 매개되는지는 알 수 없었다. 그

러나 p53에 대한 antisense oligonucleotide는 세라마

이드로 유발되는 세포사멸을 저해할 뿐 아니라 p53

단백질의 축적도 저해하였다. 이러한 결과는 p53 경

로가 세라마이드의 하위경로로 작용하며 p53이 사

람 신경모세포종 SK-N-SH 세포에서 세라마이드로

유발된 세포자멸사에서 중요한 역할을 수행할 것이

라는 것을 의미하는 것이다. 그리고 더불어 세라마

이드에 의한 p53의 하위 조절 경로에 대해서도 실

험해 본 결과, 세포의 주요한 에너지대사를 관장하

는 사립체 기능의 변화를 유발하는 것을 관찰하였

으며, 구체적으로는 사립체의 막전위차 감소에 따른

붕괴현상을 크게 유도시키는 것을 확인하였다. 본

실험에서 확인한 세라마이드에 의해 유도되는 세포

내 p53의 활성화 뿐 아니라, 사립체로의 이동 (trans-

location)이 일어날 수 있는지, 그리하여 그 후 다양

한 사립체 조절 인자와 서로 영향을 미칠 수 있는

지 등 구체적으로 p53이 사립체의 막전위차 감소를

어떻게 조절하는지를 확인하기 위해서는, 정확한 사

립체 내에서의 다양한 아포터시스의 관련인자들의

변화와 상호작용과 그들의 분자적 기전을 밝히는

보다 심도 있는 연구가 향후 반드시 필요할 것으로

생각된다. 본 연구진에서도 앞으로 Bcl-2나 Bax 등

의 Bcl-2 family의 변화 등을 비롯하여, p53이라는

전사인자에 의해서 하위 단계에서 조절되는 또 다

른 전사인자나 mitogen-activated protein kinase 등의

세포의 생존 및 사멸에 중요하게 작용한다고 알려

져 있는 다양한 인자와의 관련성에 대한 연구를 수

행할 계획이다. 
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이상으로 본 실험 결과를 통하여 세라마이드에

의한 p53 발현에 따른 사립체 기능 저하를 규명할

수 있었으며, 이를 효과적으로 제어하는 방어 기전

을 조절한다면, 세라마이드에 의한 다양한 세포사멸

기전을 차단하거나 보호를 할 수도 있음을 기대할

수 있는 결과라 하겠다. 그러므로 본 연구의 결과는

노화와 퇴행성 질병과 관련된 신경세포의 노화과정

에 대한 중요한 지표를 제시하고 나아가 이러한 질

병의 극복을 위한 치료전략 수립을 위한 기초 자료

제시에 일조할 수 있을 것으로 사료된다.
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Abstract

Study on the Mitochondrial Dysfunction by p53 Regulation in 
Ceramide-induced Neuronal Cell Death

Do-Yeon Lee, Hyun-Jung Lee, Yoo-Hun Noh, Ji-Young Yun, In-Sook Han
Yoon-Hee Chung, Kyung-Yong Kim, Sung-Su Kim, Won-Bok Lee 

Department of Anatomy, College of Medicine, Chung-Ang University

Ceramide induces cell death in a dose- and time-dependent manner in neuroblastoma SK-N-SH cells. To investigate

the mechanism of SK-N-SH cell death by C2-ceramide, morphological features and Hoechst 33258 staining were

analyzed. 

In these morphlogic study the cell death by ceramide showed typical apoptotic features, nuclear condensation,

fragmentation, and membrane blebbing. Ceramide-induced apoptosis was accompanied by nuclear accumulation of

p53. Inhibition of p53 expression with p53 antisense oligonucleotides inhibited apoptosis evoked by ceramide. 

Also, ceramide induced mitochondrial event, collapse of mitochondrial membrane potential (∆ψm) and interestingly,

inhibition of p53 attenuated collapse of mitochondrial membrane potential, suggests that ceramide induces

mitochondrial dysfunction through upregulation of p53 expression. 

These results suggest that ceramide-induced apoptosis is dependent upon increase in cellular p53 levels which play a

critical role in the regulation of apoptotic cell death and p53 modulates mitochondrial function such as mitochondrial

membrane potential level.

Key words : Ceramide, Apoptosis, SK-N-SH, p53, Mitochondrial membrane potential (MMP)
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