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Ubiquitin-proteasome system (UPS)은 세포질이나 핵,

세포질그물 (endoplasmic reticulum)에서 비정상적으로

형성된 변형되거나 손상된 단백질을 제거하는 주요 경

로로 알려져 있다. 신경계에서 이 시스템에 장애가 생

기면, 알쯔하이머병이나 파킨슨병 등과 같은 만성신경

퇴화질환이 나타난다. 특히 파킨슨병의 경우는 ubiquitin-

proteasome system의 주요 효소인 ubiquitin carboxy-ter-

minal hydrolase L1의 돌연변이로 인하여 손상된 단백질

들을 세포 내에서 제거하지 못하여 발생한다고 알려져

있다(Kitada 등 1998, Shimura 등 2001). 신경세포에서

단백질분해소체(proteasome)의 기능을 실험적으로 방해

했을 때 세포사가 증가할 뿐 아니라 Lewy body와 같은

파킨슨 병에서 특징적으로 나타나는 세포내 포함물(in-

clusion)들이 증가한다(Zhang 등 2007). 그러므로 ubiqui-

tin-proteasome system을 조절할 수 있으면 파킨슨병과

같은 만성신경퇴화질환을 조절할 수 있다는 가설이 제

시되고 있다(Olanow와 McNaught 2006).

Glycosphingolipids는 세포막을 구성하는 물질 중 하나

이며, 다양한 신호 전달에 관계하는 것으로 알려져 있

다(Morales 등 2004). 그러나 세포내에서의 기능에 대해

서는 논란이 있으며, 아직까지 분명하지 않다(Wei 등

2009a). Glycosphingolipids의 일종인 ganglioside는 세포

의 성장과 분화에 관여한다. 이와 반대로 세포자멸사

(apoptosis)를 조절하는 역할을 하며, 사립체를 통한 세

Ganglioside 합성 유도제인 L-PDMP는 배양 중인 도파민생성

신경세포에서 α-synuclein의 축적과 세포사를 억제한다
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간추림 : Ganglioside은 신경세포의 세포막의 주요 구성 물질이며, 용해소체의 활성도를 증가시켜 세포의 소화

기능을 유도한다. 또한 세포자멸사 인자에 의해 발현이 증가하여 세포자멸사를 초래하는 것으로 알려져 있다.

신경세포에서 이 물질의 생성 이상은 파킨슨병과 같은 만성신경퇴화질환을 일으키는 것으로 알려져 있다. 단백

질분해소체는 비정상적으로 형성된 단백질을 세포내에서 제거하는 역할을 하며, 기능의 이상은 만성신경퇴화질

환의 원인 중의 하나로 알려져 있다. 이번 연구에서 단백질분해소체 기능의 억제에 의한 도파민생성 신경세포

의 변화에 ganglioside 발현 유도 물질 투여가 미치는 영향을 관찰하였다.

도파민 생성 신경세포인 PC12 cell을 배양하여 단백질분해소체 억제물질인 PSI (proteasomal synthetase inhibitor)

를 투여하였다. 또한 ganglioside3 synthetase 유도물질인 L-PDMP를 동시에 투여하여 세포의 변화를 관찰하였다.

PSI와 L-PDMP를 동시에 투여한 경우 활성화된 PARP의 발현은 PSI를 단독으로 투여한 세포에 비해 뚜렷하

게 감소하였으며, 신경세포의 생존율은 증가하였다. 또한 α-synuclein의 세포내 축적 역시 감소하였다. PSI는

ganglioside3의 발현을 증가시켰으며, L-PDMP와 동시에 투여한 경우 ganglioside3는 급격하게 증가하였다.

이번 실험의 결과는 ganglioside3의 생성을 증가시키면 단백질분해소체 억제로 인하여 증가하는 세포사를 막

을 수 있으며, α-synuclein과 같은 파킨슨병의 원인으로 추정되는 단백질의 세포내 축적을 막는다는 것을 보여

준다. 나아가 단백질분해소체의 기능과 ganglioside3의 생성 조절은 파킨슨병과 같은 만성신경퇴화질환의 치료

전략이 될 수 있을 것이다.
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포자멸사를 유도하는 것으로도 알려져 있다(Bektas와

Spiegel 2004).

GD3 (ganglioside3)가 세포사를 유도하는 기전은

CD95/TNF-alpha 등의 시토카인들이 수용체와 결합으로

시작된다. 이때 GD3가 골지장치에서 합성되고(Omran

등 2006, Sano 등 2009, Sorice 등 2009) 합성된 GD3는

사립체로 이동하여 사립체막의 막전하의 변화를 유도

하게 되며 caspase-3등의 작용을 통해 세포사가 일어나

게 된다(Morales 등 2004, Garofalo 등 2007).

또한 흑색종 등 여러 종류의 암세포를 대상으로 하는

실험에서 TNF-alpha의 신호에 의해 fas ligand 등 세포

사수용체의 활성화를 통해 GD3의 생성이 증가하며 암

세포의 세포사를 방해한다고 알려져 있다(Raval 등 2007,

Tarhini와 Kirkwood 2009).

그러나 ganglioside의 세포내 생성 기전에 문제가 발

생하였을 때 α-synuclein과 같은 단백질이 제거되지 않

고 축적되어 파킨슨병과 같은 만성뇌신경질환의 병인

으로 제시되고 있다(Wei 등 2007).

Ubiquitin-proteasome system과 GD3와 같은 ganglio-

side의 기능 사이의 상관관계에 대한 연구는 거의 이루

어 지지 않고 있다. β-amyloid와 같은 만성신경퇴화질

환에서 나타나는 단백질을 투여한 신경세포 배양 실험

에서 단백질분해소체의 활성에 영향을 미치지 않고 지질

대사를 촉진한다고 보고된 바 있다(Cazzaniga 등 2007).

이번 실험에서 만성신경퇴화질환의 원인 중 하나로

생각되는 GD3의 생성 기전을 조절하여 세포의 생존에

있어 그 역할을 확인하고자 하였다. 또한 동시에 단백

질분해소체의 기능 방해를 통한 GD3의 생성 변화를 관

찰하여 gangliodside와 ubiquitin-proteosome system과의

관계에 대해 알아보고자 하였다. 도파민생성 신경세포

에 단백질분해소체 억제제와 GD3 합성 억제제를 동시

에 투여하여 세포의 생존의 변화를 관찰하였으며, 만성

신경퇴화질환의 신경세포에서 특징적으로 나타나는 단

백질인 α-synuclein 발현 변화를 관찰하였다.

이러한 연구를 통하여 도파민생성 신경세포에서 만

성신경퇴화질환을 치료하거나 그 발병을 늦출 수 있는

가능성을 제시하고자 하였다.

재료 및 방법

1. PC cell 배양

PC12 cell은 한국세포주은행(Korean Cell Line Bank,

Korea)에서 구입하여, RPMI 1640에 FBS, 2 mM gluta-

mine, Pen/strep solution (이상 GIBCO-BRL, USA)을 혼

합한 배양액에서 배양하였다. 이때 배양조건은 5% CO2,

37�C, 85~95% 습도를 유지하였다. 48시간 배양 후 배

양액을 완전히 교체하였으며 1 μM의 synthetic protea-

some inhibitor (Z-IIe-Glu(OtBu)-Ala-Leu-alI, 이하 PSI)

(Sigma Co., USA)와 20 mM의 GD3 합성 유도제인 L-

PDMP (L-threo-1-phenyl-2-decanoylamino3morpholino-1-

propanol) (Sigma Co., USA)를 투여한 후 24시간 동안

배양하였다.

2. Cell viability assay

Cell viability의 분석은 MTT assay를 통해 이루어졌

다. 약 5×103 정도의 세포를 96 well plate에 분주하였

다. 그리고 24시간 동안 배양하여 세포들이 잘 부착할

수 있게 하였다. PSI와 L-PDMP를 24시간 투여하여 배

양한 후 배양액을 제거하고 50 μL의 MTT stock solution

과 DMSO를 투여하고 Bio-Tek microplate reader를 이용

하여 570 nm의 파장에서 측정하였다.

3. Western blotting

배양된 신경세포를 PBS에 세척하고 단백질을 추출

하여 immunoblotting분석을 시행하였다. Lysate를 만들

기 위한 buffer로는 modified RIPA buffer (50 mM Tris-

HCl, pH7.4, 1% NP-40, 0.25% Na-deoxycholate, 150 mM

NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mg/mL Aprotinin,

leupeptin, 1 mM Na3VO4, 1 mM NaF)를 사용하였다. 일차

항체로는 anti-GD3, anti-α-synuclein 및 anti-cleaved cas-

pase-3, anti-PARP (이상 Cell signaling technology, USA,

1 : 1,000), anti-ERK2 (Santa Cruz Biotechnology, USA,

1 : 10,000)를 사용하였다. 면역 반응을 감지하기 위하여

Supersignal detection reagent (Pierce Co., USA)를 사용

하였으며, Hyperfilm (Kodak, USA)에 노출시킨 후, 평판

스캐너를 이용하여, 현상된 필름의 디지털 영상을 얻었

다. 밴드의 농도를 정량적으로 분석하기 위하여, BioMax

program을 사용하였다. 모든 실험은 3번 이상 시행하였

으며, 통계학적인 분석을 위하여 student t-test를 사용하

였다.

결 과

1. L-PDMP는 도파민생성 신경세포의 세포사를

억제한다

GD3의 대사가 도파민 신경 세포의 생존에 미치는
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영향을 관찰하기 위하여 MTT assay를 시행하였다. PSI

를 투여한 실험에서 도파민형성 신경세포의 생존율은

현저하게 감소하였다. L-PDMP를 단독으로 투여한 세

포에서는 신경세포의 생존율이 약간 감소하였으나, PSI

를 투여한 세포에 비해서는 세포사의 비율은 매우 적

었다. 그러나 PSI와 L-PDMP를 동시에 투여한 경우

PSI를 단독으로 투여한 경우와 비교하여 세포의 생존

율이 뚜렷하게 증가하였다(Fig. 1).

2. Proteasomal inhibitor는 ganglioside3의

세포내 축적을 증가시킨다

Ubiquitin-proteasome system이 GD3의 세포내 축적에

미치는 영향을 관찰하기 위하여 도파민형성 신경세포에

PSI와 L-PDMP를 단독 혹은 동시에 투여하여 GD3의

세포내 양의 변화를 확인하였다. 단백질분해소체 방해

물질인 PSI를 처리한 세포에서는 GD3의 양이 현저하

게 증가하였다. PSI와 L-PDMP를 동시에 투여한 경우

GD3의 양은 증가하였으며, PSI를 단독으로 처리한 신경

세포에 비해 뚜렷하게 증가하였다(Fig. 2). 이 결과는

PSI가 GD3의 양의 증가시키며, PSI와 L-PDMP와 동시

에 투여한 경우 PSI를 단독으로 처리한 경우에 비해

GD3의 양이 증가하는 것을 보여준다.

3. GD3는 PSI에 의한 신경세포자멸사를 억제한다

도파민형성 신경세포에서 단백질분해소체의 기능이

억제된 경우, 화학적으로 GD3의 형성을 유도하면 세포

사에 어떤 변화가 있는지를 관찰하기 위하여 세포자멸

L-PDMP는 도파민형성신경세포를 방어한다 79

Fig. 1. PDMP increases cell viability in presence of proteasomal inhibition. Right Pannel, Effect of PDMP and PSI on cell viability of PC12
cell cultures. Cells were exposed to 1 μM PSI, 20 μM PDMP for 48 hrs. Cell viability was evaluated using the MTT assay. Exposure of cells
to PSI, PC12 cell viability decreases but was improved by PDMP treatment. Note that there are statistically significant increase (*) in cell
viability in treatment of PSI and PDMP (p⁄0.05; vertical line=standard deviations). Right Pannel, representative fields of PC12 cells in
presence of PDMP and PSI. A, control group, B, PSI treatment group, C, PDMP treatment group, D, PSI and L-PDMP treatment group.
Note the increased numbers of cells in presence of PDMP(PSI: synthetic proteasome inhibitors, PDMP: L-threo-1-phenyl-2-decanoylamino-3-
morpholino-1-propanol).
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사의 중요한 표식자 중의 하나인 cleaved caspase-3와

세포자멸사의 결과로 나타나는 PARP의 발현 변화를

western blotting을 통해 확인하였다.

PSI를 투여한 경우 cleaved caspase-3의 발현은 현저

하게 증가하였으나, L-PDMP를 투여한 경우에는 발현

되지 않았다. L-PDMP와 PSI를 동시에 투여한 경우에

는 cleaved caspase-3의 양은 L-PDMP를 단독으로 투여

한 신경세포와 유사하였으나, PSI를 단독으로 투여한 신

경세포에 비해서는 뚜렷하게 감소하였다(Fig. 3).

또한 PARP (p89)의 발현은 cleaved caspase-3의 발현

양상과 유사하게 PSI 투여 시 정상 세포에 비해 뚜렷하

게 증가하였다. 그러나 L-PDMP와 PSI를 동시에 투여

한 세포에서 PSI를 단독으로 투여한 세포에 비해 현저

하게 감소하였다(Fig. 3).

이러한 결과는 단백질분해소체의 기능을 억제한 경우

세포자멸사가 증가하였으며, 사립체막 투과성의 변화에

따른 caspase 경로를 통하여 이루어지고 있다는 것을

보여준다. 그러나 L-PDMP에 의해서는 세포자멸사가

뚜렷하게 나타나지 않았다. 즉 GD3의 발현이 증가하여

도 세포자멸사의 변화를 유도하지 않는다는 것을 보여

준다.

4. GD3의 합성 유도는 α-synuclein의 세포내 축적을

억제한다

도파민형성 신경세포에서 단백질분해소체의 기능을
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억제한 경우 α-synuclein의 세포내 양이 증가하였다. 이

것은 파킨슨병 환자에서 신경세포 손상의 원인과 유사

한 세포의 변화를 보여주는 것이다. 그러나 L-PDMP를

투여한 경우에는 α-synuclein의 발현이 정상세포에 비

해 뚜렷하게 감소하였다. 또한 PSI와 L-PDMP를 동시

에 투여한 경우 α-synuclein의 발현은 PSI를 단독으로

투여한 경우에 비해 뚜렷하게 감소하였다(Fig. 4).

이 결과는 단백질분해소체 억제에 의한 비정상적인

단백질의 세포내 축적을 L-PDMP에 의해 막을 수 있

다는 것을 제시하는 것이다.

고 찰

도파민형성 신경세포인 PC12 세포에 단백질분해소체

억제제(proteasomal inhibitor)를 투여하여 ubiquitin-pro-

teasome system을 교란한 후 GD3의 변화를 관찰하였다.

이를 통해 도파민형성 신경세포에서 단백질분해소체 기

능의 저해로 인해 발병할 수 있는 파킨슨병과 같은 만

성신경퇴화질환과 GD3와의 관계를 관찰하였다.

세포밖에 존재하는 ganglioside는 신경세포의 생존뿐

아니라 신경세포의 성장 및 분화를 조절한다(Kamata

와 Hattori 2007). 최근 파킨슨병, 알쯔하이머병과 같은

신경퇴화질환은 세포의 용해소체 기능 장애가 그 병인

으로 제시되고 있다 이를 통해 세포내에서는 α-synucle-

in과 같은 단백질들이 축적되며 α-synuclein의 oligomer

나 protofibril이 신경세포에서 독성 작용을 일으켜 세포

사를 유도하게 되며 결국 만성신경퇴화질환을 일으키

게 되는 것으로 알려져 있다(Lansbury 1999, Wei 등

2009a). Ganglioside는 신경세포를 방어하는 것으로 알

려져 있다. 특히 ganglioside3의 생성을 유도하는 물질

인 PDMP를 처리한 신경세포에 분해소체의 기능을 회

복시키고 막투과성을 촉진하여 세포독성을 줄여주는

기능을 한다. 이를 통해 PDMP는 α-synuclein과 같은 단

백질의 세포내 축적을 감소시키고 파킨슨병과 같은 질

환을 방어할 수 있는 가능성을 보여준다(Wei 등 2009b).

PDMP는 ganglioside의 성분인 ceramide의 화학적인

유사체로서 ganglioside의 생물학적인 생성을 조절하는

것으로 알려져 있으며, L-PDMP과 D-PDMP가 사용되고

있다. L-PDMP는 glycosphingolipid의 생성을 촉진하며,

이에 반해 D-PDMP는 방해하는 것으로 알려져 있다

(Hynds 등 2002). 이번 실험에 사용된 L-PDMP는 GD3

의 생성을 유도하였다.

배양된 피질신경세포에 단백질분해소체의 기능을 방

해하는 물질을 투여하게 되면 세포자멸사가 증가한다

고 하였다(Rideout과 Stefanis 2002, Rideout 등 2004).

이때 caspase 3와 PARP의 활성화를 통해 세포자멸사가

증가하게 된다(Kim 등 2008).

이번 실험에서 도파민형성 신경세포에 PSI를 투여한

결과 기존의 결과들과 마찬가지로 세포사가 증가하였

으며, cleaved caspase-3와 세포자멸사의 결과로 나타나

는 활성화된 PARP의 발현이 증가하였다. 그러나 L-

PDMP를 동시에 투여한 경우 활성 caspase-3와 PARP

의 발현이 현저하게 감소하였으며, 세포의 생존율도 증

가하였다. 이 결과는 PSI를 통한 세포사와 GD3의 역할

은 관계가 있는 것으로 생각된다.

GD3는 외부의 시토카인 특히 TNF-α 등의 신호에 의

해 사립체막의 투과성을 변화시켜 caspase-3를 활성화

함으로 세포사를 유도하는 것으로 알려져 있으나(Gar-

cia-Ruiz 등 2003), 다른 면으로는 분해소체의 활성을 증

가시켜 세포내 단백질을 제거하는 역할을 하여 신경퇴

화질환의 원인이 되는 비정상적인 단백질의 축적을 막

고 이를 통해 세포의 생존율을 높이는 극단적인 양면

을 보여 준다. 이번 실험의 결과는 정상 신경세포에서

GD3의 발현이 증가하더라도 caspase-3의 활성화에는

영향이 없으나 세포의 이상상태 즉 세포내 비정상적인

단백질 발현이 증가하는 조건에서는 GD3의 발현이

caspase-3의 활성화를 방해하여 세포자멸사를 방어하는

역할을 한다.

반대로 PSI가 GD3의 세포내 양과의 관계를 관찰하

기 위하여 PSI를 투여한 상태에서 GD3의 양을 관찰하

였다. 이때 GD3의 양은 현저하게 증가하였다. PSI와 L-

PDMP를 동시에 투여한 경우 다시 GD3의 양은 오히려

증가하였다. 이것은 GD3의 생성과 단백질분해소체의

활성과 관계 있음을 보여 주는 결과이다.

아직까지 단백질분해소체 활성과 ganglioside의 생성

이 서로 직접적인 연관성이 있다는 연구는 없다. 그러

나 그 연관성에는 몇 가지 가능성을 제시할 수 있다. 첫

째는 단백질분해소체가 직접 GD3의 생성을 방해하는

것이다. 두 번째 가능성은 GD3의 세포내 제거에 단백

질분해소체가 작용하는 또 다른 기전이 존재한다는 것

이다. 세 번째는 GD3가 관여하는 분해소체의 활성과 단

백질분해소체의 활성이 서로 연관이 있다는 가정이다.

그 외의 가정으로는 단백질분해소체를 통해 세포자

멸사가 증가한 후 세포내에 생성된 다양한 시토카인들

이 세포 밖으로 유출된 후 주변분비(paracrine)를 통해

세포자멸사인자의 역할을 하는 것이다. 이들이 신경세포

막의 수용체와 결합하여 GD3가 골지장치에서 생성하
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도록 유도하는 것이다. 이와 같은 가정은 추후 분해소

체 활성과 단백질분해소체 활성의 변화를 교차 비교하

는 실험을 통해 좀더 다가갈 수 있을 것이다.

지난 연구 결과와 같이 단백질분해소체의 기능 억제

는 신경세포에서 세포내 단백질 제거를 방해하여 원하

지 않는 단백질 특히 α-synuclein의 생성을 초래한다

(Kim 등 2008). α-synuclein은 단백질분해소체의 이상에

의해 세포내에 축적된 단백질 중의 하나이며 (Takeda

등 1998, Takeda 등 2000) Lewy body의 주성분으로 만

성퇴행성 뇌질환들을 유발하는 것으로 알려져 있다

(Conway 등 1998, Rideout 등 2004). 특히 파킨슨병의

병인으로 도파민 형성 신경세포에서 Lewy body 생성을

들 수 있다(Burn 2004). 이번 실험에서는 도파민형성

신경세포에서 PSI 투여에 의해 α-synuclein의 발현이 증

가하였다. 이 결과는 PSI의 투여가 in vivo, 혹은 in vitro

실험에서 파킨슨병을 유발하며, 실험 모델로서의 가능

성을 보여주고 있다.

또한 단백질분해소체의 기능를 방해한 경우 증가한

α-synuclein의 양이 L-PDMP의 투여로 인해 감소하였다

는 것이다. 이는 GD3의 생성이 단백질분해소체의 기능

억제에 의한 α-synuclein의 축적을 막을 수 있다는 것

을 보여 준다.

이번 연구는 α-synuclein의 세포내 축적 모델 즉 파

킨슨병과 같은 만성 신경 퇴화질환 모델에서 GD3의

생성을 유도하는 것은 이들 비정상적인 단백질의 세포

내 축적을 막을 수 있는 하나의 방법임을 제시한다. 또

한 단백질분해소체 활성의 조절뿐만 아니라 GD3의 생

성 유도가 치료 방법의 하나이며, 두 방법의 조합은 질

환의 치료에 주요한 방향이 될 수 있음을 제시한다.
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L-PDMP, Ganglioside Synthesis Enhancer Protects Dopaminergic
Neurons from Death by Proteasomal Inhibition and
the Accumulation of α-synuclein

Min Jung Kim1, Seong Joon Yang, Kang-Ryune Kim, Hyun Kim

Department of Anatomy and 1Neurology, Kosin University, College of Medicine, Busan, Korea

Abstract : Gangliosides are components of the membranous constituents and abundant in the nervous system.
And they are implicated in a wide range of biological activities including the regulation of cell proliferation, dif-
ferentiation and lysosomal activity. But they have a diverse action to induce neuronal cell death by the interaction
with some ligands. The interference of their biosynthesis is accompanied by the intracellular accumulation of
unwanted and neurotoxic proteins and might underlie the neurodegeneration diseases including Parkinson’s disease.
However the mechanism has not been elucidated. In this study, we report that the enhancement of biosynthesis of
ganglioside GD3 protects the intracellular accumulation of α-synuclein and neuronal death.

PC12 cells, dopaminergic neurons are cultured with synthetic proteasomal inhibitor (PSI, Z-lle-Glu(OtBu)-Ala-

Leu-al) and L-PDMP (GD3 synthetase enhancer, L-threo-1-phenyl-2-decanoylamino-3-morpholino-1-propanol).

We found that the neuronal viability was recovered by L-PDMP from the proteasomal inhibition and also the

expression of activated caspase-3 and PARP was reduced. L-PDMP decreased in the intracellular accumulation

of α-synuclein. Interestingly, PSI induced the expression of ganglioside3 in PC12 cell.

Our findings suggest that proteasomal inhibition may modulate the biosynthesis of GD3 and L-PDMP protects

dopaminergic neurons from death by proteasomal inhibition and the accumulation of α-synuclein.

Keywords : Ganglioside3, L-PDMP, Proteasomal inhibitor, α-synuclein, Dopaminergic neuron
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