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초     록

Aβ1-42 와 CT105에 의한 사람 신경세포종 

SK-N-SH의 신경독성효과에 Lactacystin이  미치는 

효과 

(지도교수 : 이 영 재)

방성현

제주대학교 대학원 수의학과

알츠하이머병 환자의 뇌에서는 ubiquitin화된 단백질이 발견된다. 이

는 신경세포단백질의 변성에 있어서 ubiquitin과 관련된 proteasome

의 병태생리학적인 역할과 관련이 있다. 이에 본 연구에서는 마이크

로몰 수준의 농도에서도 신경세포를 죽일 수 있는 Aβ1-42와 CT105

를 신경세포종인 SK-N-SH cell line에 투여하여 신경단백질의 

ubiquitination과 연관된 proteasome에 의한 신경세포단백질의 변성

을 일으켜보고, specific proteasome inhibitor인 lactacystin을 투여하

여 Aβ1-42와 CT105에 의한 신경독성효과가 차단되는 것을 확인하

였다. Aβ1-42와 CT105에 의해서 일어나는 세포형태상의 변화가     
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lactacystin의 선 투여로 인하여 발생하지 않았다는 결과로 볼 때  

Aβ1-42와 CT105에 의한 신경독성효과는 ubiquitin-proteasome 경로

를 거친 단백질의 변성을 통하여 일어난다는 것을 확인할 수 있었

다. 따라서 알츠하이머병 또는 그와 연관된 신경변성성 질병에 있어

서 그 치료와 예방에 새로운 약리학적인 지표를 제시할 수 있을 것

이라고 사료된다. 

주요어 : Ubiquitin, Proteasome, 알츠하이머병, Aβ1-42, CT105, 

Ubiquitination, 신경독성효과, SK-N-SH cell line  
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I.  서      론

1. 연구배경

알츠하이머병은 소위 치매라고 불리워지는 심각한 인지기능 손실 

질환의 주요한 한 질병이다 (Hof 등, 1995). 오늘날까지도 치매라고 

알려진 신경질병의 억제나 치료법에 관해서는 파악하지 못하고 있

다. 최근 몇 년간 알츠하이머병과 같은 신경변성성 질병의 병변에 

관한 연구가 집중적으로 이루어졌지만 근본적으로 이러한 질병에 

관한 결정적인 분자수준에서의 기전은 아직까지 이해하지 못하고 

있다 (Martin, 1999).

알츠하이머병의 주요한 신경 병리학적인 특징은 신경세포내 신경섬

유 덩어리와 노인반, 그리고 혈관내 아밀로이드 베타 단백질의 침착

이다 (Wischik 등, 1988). 아밀로이드 베타 단백질은 알츠하이머 환

자의 노인반에서 비용해성 세포외 침착물로써 축적되는 아미노산 

40-42개의 폴리펩티드이다 (Selkoe, 1991). 아밀로이드 베타 단백질

은 아밀로이드 베타 전구단백질로부터 잘려져 나온것으로, 이 전구

단백질의 변이는 알츠하이머병과 관련이 있다 (Tanzi 등, 1993; 

Price 등, 1998). 아밀로이드 베타 단백질을 포함하는 아밀로이드 베

타 전구단백질은 신경세포의 괴사(necrosis), 세포사멸(apoptosis), 및 

활성산소물질(reactive oxigen species)과 관련된 세포 손상을 일으

킨다고 보고되었다 (Davis, 1996; Suzuki, 1997; Mattson and 

Pedersen, 1998; Yan 등, 1999).
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초기 또는 말기 familial 알츠하이머병 환자의 lymphoblastoid  배양

포의 세포질 및 배양액에서 아밀로이드 베타전구단백질의 C단 펩티

드(carboxy-terminal fragment)가 발견된다 (Matsumoto, 1994). 알

츠하이머병 환자의 신경반(plaque), 모세혈관, 신경섬유 덩어리속에

서도 C단 펩티드가 발견되었다 (Maruyama 등, 1990; Dyrks, 1992). 

Familial 알츠하이머병을 일으키는 아밀로이드 전구단백질의 변이는 

신경세포내에서 아밀로이드 베타 전구단백질의 amyloidogenic and 

neurotoxic carboxy terminal fragment의 세포내 축적을 증가시킨다 

(McPhie 등, 1997). 비록 그 기전은 밝혀지지 않았으나, 아밀로이드 

베타단백질을 포함하는 carboxy-terminal fragment는 신경세포에 

독성이 있는 것으로 보인다 (Yanker 등, 1989; Fukuchi 등, 1992, 

1993; Hayashi 등, 1992).

노화나  그 이외의 다양한 요인으로 인해 손상된 세포내 단백질의 

분해는 한 개 또는 그이상의 ubiquitin분자의 공유결합으로 인해 표

적 단백질이 인식되고 그 신호가 proteasome으로 전달되어 발생한

다 (Laney and Hochstrasser, 1999). 이러한 반응(ubiquitination)은 

연속해서 반응하는 세가지 조절효소, 즉 E1(ubiquitin 활성화효소) 

E2(ubiquitin 결합효소) E3(ubiquitin ligase)와 관련이 있다 

(Ciechanover and Schwartz, 1994). 또한 ubiquitin 항원은 알츠하이

머병의 주요한 두개의 병변인 신경섬유덩어리와 노인반에서 발견되

었고, 그 병변에서 tau ubiquitin conjugate가 존재한다고 보고되었

다 (Mesco 등, 1991).  Ubiquitin과 단백질의 결합은 약 2,000-kDa

의 ATP의존성 단백분해복합체인  26S proteasome에 의해서 빠르

게 분해된다. 
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이러한 거대 구조물은 중심에 20S(700kDa) proteasome을 포함하고 

있으며 이는 단백질을 분해시키고, 두 개의 19S 복합체는 기질 특이

성과 조절능력을 부여한다 (Coux 등, 1996). Proteasome inhibitor인 

lactacystin은 20S proteasome의 아직 알려지지 않은 촉매 단위와 

결합하여 chymotrypsin-like, trypsin-like activities를 비가역적으로 

caspase-like activity는 가역적으로 각각 다른 비율로 억제한다 

(fenteany 등, 1995). Lactacystin은 거대 26S 복합체에 의해서 일어

나는 펩티드의 가수분해를 억제하고 세포 내에서 단기간 또는 장기

간 생존하는 단백질의 ubiquitin/proteasome 매개성 분해를 억제한

다. 그리고 세포내 다른 protease를 억제하지 않고 특이하게 

proteasome을 유일하게 억제하는 물질이며 세포내 lysosome에 의한 

단백질 분해는 억제하지 않는다 (Craiu 등, 1997; Fenteany 등1995; 

Omura 등, 1991). Lactacystin은 major histocompatibility complex 

(MHC) class I 항원의 출현을 차단한다 (Cerundolo 등, 1997). 

Proteasome inhibitors는 NF-κB의 활성을 억제하여 수많은 질병에

서 지배적인 역할을 담당하는 다양한 leukocyte adhesion 분자들 뿐

만 아니라 감염매개 인자들의 생성을 in vivo와 in vitro상에서 극적으
로 감소시킬수 있다 (Adams 등, 1996). 신경세포나 thymocyte에서 

lactacystin은 apoptosis를 감소시키는 것으로 보인다(Grimm 등, 

1996; Sadoul 등, 1996).  
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2. 연구목적

본 연구는 아밀로이드 베타 전구단백질의 C단 펩티드에 의해 일어

나는 신경세포독성이 ubiquitin/proteasome 매개성 단백질에 의해 

중재되는지 조사하였다. 이를 위하여 Chong등(1994)의 방법을 개선

하여 C단 단백질을 정제하고, 사람의 신경세포종인 SK-N-SH세포

에 specific proteasome inhibitor인 lactacystin을 사용하여 먼저 

proteasome inhibition을 일으킨 후  대표적인 알츠하이머병의 원인 

물질인 아밀로이드 베타 단백질 그리고 C단 단백질에 의해 일어나

는 신경세포독성에 대한 lactacystin의 효과를 보고자 했다. 이러한 

결과들로 알츠하이머병의 치료적인 대안과 그분자적 기전에 관한 

새로운 시도를 제시하고자 했다.
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II.  실험재료 및 방법 

1. 시약

Dulbecco's modified Eagle's medium(DMEM), fetal bovine 

serum(FBS). 항생제 및 trypsin 등의 세포배양에 필요한 성분은 

GIBCO BRL사(Grand Island, NY, USA)에서 구입하였으며 배양용

기(24 well plate, 96 well plate, 10cm dish)는 Falcon(Becton 

Dickinson, San Jose, CA, USA)에서 구입하여 사용하였다. 

Lactacystin은 Sigma Chemical Co. Ltd. (St. Louis, MO, U.S.A.).에

서 구입하였다. Aβ1-42는 U.S. Peptide (Rancho Cucamonga, CA, 

U.S.A.)에서 구입하였다. 

2. Cell Culture

사람 신경세포종인 SK-N-SH는 서울대학교 의과대학 약리학교실로

부터 분양받아 100 I.U. penicillin, 100μg streptomycin, 10% fetal 

bovine serum(Gibco, U.S.A.)를 첨가하여 사용하였다. 세포의 배양

은 온도 37OC, 습도 95%, CO2 농도 5%의 배양기(CO2 incubator, 

JOHNSAM CORP, KOREA)를 사용하였다. Late log phase에 있는 

cell을 trypsin으로 바닥으로부터 해리시켜 모운 후 Hemocytometer

로 cell count를 시행하여 4cm culture dish에 saturation density가  

10%가 되도록 뿌린다. 3일에 한번 씩 계대배양을 실시하였다.  
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3. LDH assay

세포를 배양한 medium으로 release되어 나온 LDH양을 Cytotox96 

nonradioactive cytotoxity assay kit(Promega)를 이용하여 제조업체

의 사용설명서에 따라 측정하였다. 4cm culture dish에 cell을 

80-90% confluence가 될 때까지 배양한 다음 각 dish에 최종농도가 

Lactacystin 1μM, CT105 5μM, Aβ1-42 20μM 되도록 처리한다. 

24시간 배양후에 250g에서 5분간 원심분리한 후 supernatant 200μl.

를 96well plate에 모은다. 각 well에 substrate mix를 50μl씩 추가

하고 30분간 암실에서 배양하면 LDH에 의해 형성된 formazan에 의

해서 붉은색이 나타나게 된다. 30분후 stop solution을 첨가하고 

ELISA reader를 이용하여 490nm에서 흡광도를 측정하였다. 각 

sample의 LDH activity는 1% Triton X-100에 의해 유리되는 LDH

값을 100%로 하고 이 값에 대한 media에 유리되어 나온 LDH값을 

상대적인  값으로 표시하였다. 

4. C단 단백질의 합성, 정제 

C단 단백질의 합성은 기존의 서울대학교 약리학교실에서 이루어지

던 방법(Chong 등, 1994)을 개선하여 실시하였다. Expression pld인 

pQE9-CT105를 E.coli(JM109)에 형질전환 시킨 후 600nm에서 흡광

도가 0.6이 될 때까지 세포를 배양하고    IPTG(1mM)를 induction

한 후 4시간동안 배양하여 pellet을 얻은 후 
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IPTG를 induction하지 않은 세포의 pellet을 모아 SDS-PAGE를 실

시하였다. 그 세포의 pellet을 lysis한 후 이온교환성 수지를 이용하

여 CT105 펩티드를 정제하였다. CT105가 용해되어있는 8M urea 

용액을 Q-sepharose 이온교환컬럼에 적용하고 15분이상 반응시킨 

후 run through에서 받아내었다. Low salt solution (100mM Nacl, 

4M urea, 10mM mercaptoethanol, tris(pH7.4))를 컬럼용량의 

10volume이상 적용시켜 wash를 받아내었다. Watman paper에 각 

wash solution을 10μl를 떨어뜨린 후 말린 다음 coomassie blue염

색을 실시하여 빠져나오는 단백질이 없음을 확인한 후 200mM과 

400mM Nacl low salt solution을 각각 2volume씩 적용시켜 elution

을 하였다.  이렇게 정제된 CT105 펩티드는 다시 Ni-NTA affinity 

컬럼에 적용하였다. 6M guanidine hydrochrolide solution과 이온교

환컬럼의 elution 용액을 3:1의 비율로 희석하고 얼음에 밖은 상태에

서 30초 간격으로 10분 동안 sonication을 실시한 후 컬럼에 적용시

키고 20분 이상 반응시키고 run through를 받고 low salt solution 

pH 7과 pH 5.9 그리고 pH 4 로 wash를 한 다음 컬럼의 pH를 높히

기 위해 low salt solution pH 7을 다시 적용하고 1M imidazole 4M 

urea solution으로 elution을 하였다. 차례로 받은  fraction들은 

watman paper를 이용하여 spotting으로 확인하였고 이중 imidazloe 

fraction들을 SDS-PAGE로 각각의 순도를 확인하였다.  정제된 단

백질의 양을 측정하고 증류수로 투석한 후 냉동건조시키고  30% 

Acetonitrile, 0.1% Trifluoro acetic anhydrous solution에 녹여서 사

용하였다. 세포(2.4L)를 배양하고 위의 정제과정과 투석 그리고 냉동
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건조를 거쳐 우리가 얻을수 있는 CT105 펩티드의 양은 250μg정도

였다. 

5. Western Blot

정제한 CT105를 확인하기 위해서 Western blot을 실시하였다(Fig. 

4.). Western blot을 위한 항원으로는 정제한 CT105 단백질을 사용

하였고, 항체는 6-HIS와 4G8을 사용하였다.  먼저, 13.5% 

SDS-Polyacrylamide gel의 각 well에 15μg의 sample을 loading하

고 40mA에서 100분간 전기영동한 다음 Mini Trans-Blot 

Electrophoretic Transfer Cell(Bio Rad Co.)로 PVDF membrane에 

전사한 후 항원이 전사된 membrane을 5% 탈지유가 포함된 

Tween-20,Tris-bufferd saline(TTBS)로 shaking 하면서 1시간 동

안 blocking 시키고 6-HIS(1:2,500), 4G8(1:5,000)으로 희석하여 실온

에서 각각 1시간동안 반응시킨후, peroxidase labelled anti-rabbit 

IgG (Amersham LIFE SCIECE Co.) 를 2차항체로 사용하여 실온에

서 반응시킨 후 Western blotting analysis system (Amershamphar

macia biotech Co.)을 이용하여 발색시켜서 CT105의 특이 밴드를 

확인하였다.   

                            - 8 - 



III.  결과

Expression plasmid인 pQE9-CT105를 E.coli(JM109)에 형질전환 시

킨 후 IPTG(1mM)를 induction하고 4시간동안 배양하여 IPTG를 

induction하지 않은 세포의 pellet을 모아 SDS-PAGE를 실시하였다. 

그 결과 IPTG induction시킨 세포에서 CT105 펩티드의 분자량인 

18 kDa에서 현저하게 두꺼워진 밴드를 확인하여 원하는 단백질이 

정상적으로 형질전환되고 발현되었다는 것을 알 수 있었다(Fig. 1).

이렇게 발현된 단백질을 정제하기 위하여 그 세포의 pellet을 lysis

한 후 이온교환성 수지를 이용하여 CT105 펩티드를 정제하였다. 

CT105가 용해되어있는 8M urea 용액을 Q-sepharose 이온교환컬럼

에 적용하고 15분이상 반응시킨 후 run through에서 받아내었다. 

Low salt solution (100mM NaCl, 4M urea, 10mM 

mercaptoethanol, tris(pH7.4))을 컬럼용량의 10volume이상 적용시켜 

wash를 받아내었다. 200mM과 400mM NaCl low salt solution을 각

각 2volume씩 적용시켜 elution을 해본 결과 Run through에서는 

31kDa-14.4kDa크기의 펩티드 일부분이 컬럼과 반응하지 못하고 빠

져 나왔고 wash에서는 low salt solution의 적용용량에 따라 점차적

으로 gel과 반응하지 못하고 남아있는 펩티드가 다 배출되었고 

200mM(Fig. 2, elution 1,2)과 400mM(Fig. 2, 3,4) NaCl low salt 

solution으로 적용한 결과 CT105 펩티드(18kDa)가 cell extract(Fig. 

1, +IPTG)에 비해 더 깨끗하게 정제되었다(Fig. 2). 이렇게 정제된 
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단백질중에서 부가적으로 N-termius에 6개의 histidine이 붙여진 

pQE9 vector에 형질전환된 CT105 펩티드를 정제하기 위해서  다시 

Ni-NTA affinity 컬럼에 적용하였다. Imidazloe elution fraction들은 

SDS-PAGE로 각각의 순도를 확인하였다. CT105 펩티드자체가 응

집덩어리(self aggregate)이기 때문에 순도가 아주 좋진 않았다(Fig. 

3). 세포(2.4L)를 배양하고 위의 정제과정과 투석 그리고 냉동건조를 

거쳐 우리가 얻을수 있는 CT105 펩티드의 양은 250μg정도였다.  

정제한 CT105 펩티드를 확인하기 위해서 아밀로이드 전구단백질에 

특이성이 있는 4G8 monoconal antibody를 사용하였고 N-termius에 

부가로 6개의 histidine이 붙여진 pQE9-CT105임을 확인하기 위해서 

6-His monoclonal antibody를 사용하여 western blot을 실시하였다. 

그 결과 정제된 CT105펩티드와 cell extract 모두 이 두 항체에 대

하여 특이성을 갖고 있음을 확인 할 수 있었다(Fig. 4). 이렇게 정제

한 CT105 펩티드의 사람 신경 세포종인 SK-N-SH cell에 대한 독

성을 알아보기 위하여 lactate dehydrogenase(LDH) assay를 실시해

본 결과 정상 그룹에 비해서 약 2배 이상의 독성을 나타났다(Fig. 

5). 이러한 독성효과를 막아보기 위해서 Proteasome 억제제인 

lactacystin을 사람 신경세포종인 SK-N-SH 세포에 먼저 투여하고 

4시간 후에 아밀로이드 베타 단백질1-42와 CT105를 투여하여 신경독

성을 유발하여 보았다. 두 물질 투여 후 24시간동안 배양하고 도립

현미경으로 형태학적인 변화를 관찰하였다. 그 결과 정상그룹 (Fig. 

6a, 7a)과 lactacystin 단독투여군 (Fig. 6b, 7b) 그리고 독성물질과 

lactacystin 투여군 (Fig. 6d, 7d)에서는 세포형태상에 있어서 뚜렷한 
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변화를 보이지 않았으나 두 독성물질인 아밀로이드 베타 단백질1-42 

(Fig. 6, c)와 CT105투여군 (Fig. 7, c)에서는 세포 응집덩어리가 많

이 관찰되었고 특히 아밀로이드 베타 단백질1-42투여군 (Fig. 6, c)에

서는 응집덩어리가 많이 관찰되었고, CT105투여군 (Fig. 7, c)에서

는 응집덩어리 뿐만 아니라, 세포의 정상적인 형태를 전혀 찾아 볼 

수 없었고 윤곽이 소실되고 세공이 관찰되었다. 이러한 결과로 인해 

lactacystin 아밀로이드 베타 단백질1-42와 CT105 펩티드에 의해서 

일어나는 세포독성을 막아준다는 것을 확인할 수 있었다. 
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Fig 1. CT105 peptide(18,000 Da) expression by IPTG induction.

- IPTG) no IPTG induction cell lysate. + IPTG) 4 hours culture 

after IPTG(1mM) induction. The band representing CT105 peptide 

(18 kDa) is indicated by the arrowhead.   
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Fig 2. Purification of CT105 (18,000 Da) through ion exchange  

chromatography. The band (Elution 1-4) representing CT105 

peptide (18 kDa) is indicated by the arrowhead. 
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Fig 3.  Purification of CT105(18,000 Da) by Ni-NTA affinity 

chromatography. The band representing CT105 peptide (18 kDa) 

is indicated by the arrowhead. 
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Fig 4. Western blot analysis of purified CT105. Western blot 

analysis was perfomed using 4G8 and 6-HIS antibodies. The 

band representing CT105 peptide(18 kDa) is indicated by the 

arrowhead.
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Fig 5. Cytotoxic effects of CT105 in SK-N-SH cells. Cells in the 

NO group received no treatment. AT group were treated with 

0.1% acetonitrile and 0.0005% trifluoro acetic anhydrous solution 

for 24h. CT105 group were treated with 3.84μM CT105 peptide 

for 24h. The results are percentages of maximal LDH release 

that was obtained on complete cell lysis. Data are mean ± SEM 

(bars) value obtained from five culture wells per experiment, 

determined in three separate experiments.       
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Fig 6. Microscopic observation of Aβ1-42 induced damage in     

SK-N-SH cell after 24 hours treatment (phase-contrast, 20X). 

Cells were treated for 24 hours with (a) control, (b) 1μM 

lactacystin, (c) 20μM Aβ1-42, (d) 20μM Aβ1-42 and 1μM 

lactacystin.
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Fig 7. Microscopic observation of CT105 induced damage in      

SK-N-SH cell after 24 hours treatment (phase-contrast, 20X). 

Cells were treated for 24 hours with (a) control, (b) 1μM 

lactacystin, (c) 5μM CT105, (d) 5μM CT105 and 1μM 

lactacystin.
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IV.  고찰

본 연구에서는 이러한 사실을 바탕으로 아밀로이드 베타 단백질1-42

와 CT105에 의해서 일어난 신경변성과 proteasome간의 관계를 살

펴보고자 하였으며 이에 proteasome inhibitor인 lactacystin을 이용

하여 실험을 수행하였다. 그 결과 정상그룹 (Fig. 6a, 7a)과 

lactacystin 단독투여군 (Fig. 6b, 7b) 그리고 독성물질과 lactacystin 

투여군 (Fig. 6d, 7d)에서는 세포형태상에 있어서 뚜렷한 변화를 보

이지 않았으나,  아밀로이드 베타단백질1-42 (Fig. 6, c)와 CT105투여

군(Fig. 7, c)에서는 세포 응집덩어리가 많이 관찰되었고, 특히 아밀

로이드 베타단백질1-42투여군 (Fig. 6, c)에서는 심각한 응집덩어리가 

많이 관찰되었고, CT105투여군 (Fig. 7, c)에서는 응집덩어리 뿐만

아니라, 세포의 정상적인 형태를 전혀 찾아 볼 수 없었고 윤곽이 소

실되고 세공이 관찰되었다. 일반적으로 Proteasome activity와 연관

이 있는 산화반응의 증가와 에너지의 감소는 일반적으로 아밀로이

드 베타 단백질에 의해서 일어난다 (Davis, 1996; Suzuki. 1997; 

Yan 등, 1999). 신경변성과 proteasome activity간의 관계에 대한 가

설이 세워지고 있는 상태이다. 많은 신경변성성 질병에서 

ubiquitin-conjugate 단백질이 양적으로 증가하고 또한 

neurofibrilllary tangles, amyloid plaque, senile plaques와 같은 병변

부위에서 축적이 일어난다고 보고되었다 (Lennox 등, 1988; Lowe 

등, 1988; Alves-Rodrigues 등, 1998).  Proteasome 활성을 증가시키

는 산화반응의 증가와 에너지의 감소는 일반적으로 in vitro상에서 아
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밀로이드 베타 단백질에 의해서 일어난다 (Davis, 1996; Suzuki, 

1997; Yan 등, 1999). 아밀로이드 베타 단백질은 신경세포단백질의 

ubiquitination을 일으킨다. 또한 아밀로이드 베타 단백질의 독성은 

단백질의 ubiquitination을 억제하거나 proteasome의 활성을 저지함

으로써 차단 할 수 있다 (Antonella 등, 2000). 그러나 현재까지 아

밀로이드 베타단백질 전부를 포함하고 있는 C단 단백질에 관한 연

구는 이루어지지 않은 상태이다. C단 단백질 역시 그 분자적인 독성

기전은 밝혀지지 않은 상태이다. 세포내 heat-shock 단백질의 발생

은 고온이나 그외 다른 독성인자에 대한 세포의 저항성을 증가시키

는 일종의  보호반응을 일으킨다. proteasome 억제제를 노출시키면 

열과 oxygen radical을 포함하는 치명적인 독성인자에 대한 세포저

항성을 현저하게 증가시킬 수 있다 (Bush 등, 1997; Lee 등, 1998).  

예를들어 disaccharide trehalose는 proteasome의 기능이 억제되었을 

때  축적되며, 이러한 열예방 보호인자는 unfolded 단백질의 변성이

나 응집을 억제한다 (Singer 등, 1998). 염증(inflammation)은 알츠하

이머병의 질병발생에 있어서 기여를 하며, corticosteroid나 

nonsteroidal 항감염성약물의 선투여는 알츠하이머병의 위험성을 감

소시킨다 (McGeer and Rogers, 1992). Proteasome 억제제는 NF-κ

B의 활성을 억제시켜 수많은 질병에서 주요한 역할을 하는 감염매

개체들의 형성을 극적으로 감소시킨다. 이 같은 현저한 항 감염효과

는 부분적으로 proteasome의 기능을 억제 할 수 있는 lactacystin의 

용량을 반복 투여한 감염성 질병을 앓고 있는 몇 실험동물에서 확

인할 수 있었다 (Adams 등, 1996). 본 연구에서는 이러한 사실을 바
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탕으로 아밀로이드 베타 단백질1-42와 CT105에 의해서 일어난 신경

변성과 proteasome간의 관계를 살펴보고자 하였으며 이에 

proteasome inhibitor인 lactacystin을 이용하여 실험을 수행하였다. 

그 결과 특히 아밀로이드 베타단백질1-42 투여군 (Fig. 6, c)에서는  

응집덩어리가 많이 관찰되었고, CT105 투여군 (Fig. 7, c)에서는 응

집덩어리 뿐만아니라, 세포의 정상적인 형태를 전혀 찾아 볼 수 없

었고 윤곽이 소실되고 세공이 관찰되었다. 그 어떠한 기전으로 이러

한 결과가 발생했는지는 확실히 알 수는 없으나, 두 물질의 독성효

과는 lactacystin, 즉 proteasome 억제제에 의해서 발생하지 않았으

며, 이상의 결과로 보아 사람의 신경세포종인 SK-N-SH 세포에서 

아밀로이드 베타 단백질1-42과 CT105에 의한 세포독성은 lactacystin

에 의해 억제되는  proteasome 의존적 현상임을 알 수 있었다. 

CT105는 NFκB를 활성화시켜 독성을 일으키며 lactacystin은 NFκ

B를 억제하는 성질을 가지고 있다. 그 연관성은 NFκB에 대한 두

물질의 역할에 있을것으로 사료되며 추가적으로 NFκB의 

immunoreactivity에 대한 실험이 이루어 져야 할 것이다. 

Lactacystin이 가지고 있는 항염증 인자로서의 기능과 세포의 생존

에 영향을 주지 않으면서 proteasome을 부분적으로 억제하는 기능 

열 예방 보호인자로의 기능과 CT105를 비롯한 여러가지 신경독성

인자에 관한 연구는 계속 이루어져 할 과제이다.   
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V. 결론

1 . 세포(2.4l)를 배양하여 정제과정과 투석 그리고 냉동건조를      

거쳐 우리가 얻을수 있는 CT105 펩티드의 양은 250μg정도였으며 

그 순도는 18 kDa이외의 펩티드가 약간 발견되었으며 3.84μM수준

에서 매우강한 세포독성효과를 보였다.        

 2 . 1μM의 lactacystin은 세포의 형태학적인 변화에 그 어떠한 영

향을 끼치지 않았다.

3 . 아밀로이드 베타 단백질 20μM과 CT105 5μM은 세포의 형태

를 알아볼수없을 정도로 응집덩어리와 세공을 형성하였다.

4 . 4시간동안의 1μM lactacystin의 선투여는 아밀로이드 베타 단

백질이나 C단 단백질에 인해 일어날 수 있는 세포의 형태학적인 변

화를 막아 주었다.

이러한 결과로 인해, specific proteasome inhibitor인 lactacystin은 

아밀로이드 베타단백질과 CT105에 의해서 일어날 수 있는 신경세

포에 대한 독성을 억제한다는 사실을 알아낼 수 있었다. 많은 신경

변성성 질병과 단백분해계인 Proteasome간에는 분명 어떠한 상관관

계가 존재하고 있다. 이러한 상관관계는 이러한 질병의 치료와 분명

히 그 관계가 있음이 분명하다.  이는 알츠하이머병의 예방이나 치

료에 관한 연구에 새로운 방향을 제시할 수 있을 것이라고 사료된

다.           
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Abstract

Effects of Lactacystin on Neurotoxicity of 

Aβ1-42 and CT105 in SK-N-SH Cell  Line

Advised by professor Young-jae Lee

Sunghyun Bang

Department of Veterinary Medicine 

Graduate School, Cheju National University, Cheju, Korea 

In many neurodegenarative disorders like Alzheimer's disease, 

inclusions containing ubiquitinated proteins found in the brain 

suggest a possible pathophysiological role for ubiquitin-mediated 

proteasomal degradation of neuronal proteins. Here we show that 

the beta-amyloid fragment 1-42 and CT105, which in micromolar 

levels cause the death of cortical neurons, can block the 

neurotoxic effect of beta-amyloid and CT105 as inhibiting  

proteasome activity . These findings suggest that  CT105 peptide 

and beta-amyloid1-42  neurotoxicity may cause toxicity through 

the activation of protein degradation via the ubiquitin-proteasome 
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pathway, and may provide new pharmacological targets for that 

suggest possible new phamacological targets for the prophylaxis 

and/or treatment of Alzheimer's disease. 

Key words:  Alzheimer's disease, ubiquitin-proteasome pathway 

beta-amyloid and CT105
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