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초    록 

 

퇴행성 뇌질환(neurodegenerative disease) 중 파킨슨 병은 알파 

시뉴클린 단백질의 응집과 전파현상이 특징적으로 관찰되고, 신경염증

(neuroinflammation)이 단백질의 응집에 영향을 미치고 도파민성 신경 

퇴화에 중요한 역할을 할 것으로 생각되고 있다[1-4]. 하지만 신경염증

반응과 단백질의 응집과 퇴행성 뇌질환의 발병 간에 명확한 기전이 확실

하게 밝혀지지 않은 상태이다. 이 연구는 생체 외(in vitro) 실험에서 종

양괴사인자-α가 세포 간 알파 시뉴클린의 전파를 증가시킨다는 결과[발

표되지 않은 자료]를 토대로 종양괴사인자-α가 마우스에서 알파 시뉴클

린의 전파에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 

본 실험에서는 알파 시뉴클린의 V40G변종[5]을 종양괴사인자-α 

KO 마우스의 선조체에 주사하였을 때 마우스의 뇌에서 알파 

시뉴클린병증의 특징인 인산화 된 알파 시뉴클린을 확인하였다. 

V40G변종은 Wild type 알파 시뉴클린을 주사하였을 때 보다 더 빨리 

전파되었으며 미세아교의 비정상적 증가와 염증 반응이 wild type 알파 

시뉴클린을 주사하였을 때 보다 뚜렷하게 관찰[발표되지 않은 

자료]되었기 때문에 본 실험에서는 V40G 주사를 통하여 wild type 

알파 시뉴클린을 주사했을 때보다 더 강한 병리반응을 유도하여 

종양괴사인자-α의 영향을 보고자 하였다. 또한, 병리학적 특징인 인산화 

된 알파 시뉴클린에 영향을 미치는 신경아교세포를 확인하기 위하여 

대표적인 신경아교세포인 성상세포와 미세아교세포의 변화를 확인하였다. 

그 결과 종양괴사인자-α의 결손에 의해 운동피질, 대상엽, 내후각피질, 

편도체에서 알파 시뉴클린의 전파가 감소된 것을 확인할 수 있었고, 

종양괴사인자-α WT 마우스와 종양괴사인자-α KO 마우스 간에 V40G 

다량체 주사 후 성상세포에는 차이가 없었지만, 미세아교세포는 

종양괴사인자-α KO 마우스에서 감소한 경향성을 확인할 수 있었다. 

본 연구를 통해 종양괴사인자-α와 미세아교세포가 알파 시뉴클린의 
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전파에 중요한 역할을 하고 있음을 확인함으로써 종양괴사인자-α의 신

호전달 연구가 알파 시뉴클린병증에 대한 이해에 중요하다는 것을 시사

한다. 

 

 

주요어 : 퇴행성 뇌질환, 알파 시뉴클린, 알파 시뉴클린의 전파, 

신경염증, 종양괴사인자-α, 미세아교세포 

 

학   번 : 2020-29580 
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 서    론 

 

1.1. 퇴행성 뇌질환(neurodegenerative diseases)과 알파 

시뉴클린(α-synuclein) 

퇴행성 뇌질환은 특정 병인 단백질과 해부학적 취약성에 의해 다른 

질병으로 분류되지만, 단백질의 구조 이상(misfolding), 응집

(aggregation), 축적(accumulation)에 의해 신경세포 기능 이상, 시냅스 

연결 상실, 뇌 손상으로 이어지는 공통적인 병리적 특징이 있다[6]. 가

장 일반적인 퇴행성 뇌질환은 아밀로이드증(amyloidosis), 타우병증

(tauopathies), 알파 시뉴클린병증(α-synucleinopathies), TDP-43 단백

질병증(transactivation response DNA binding protein 43 

proteinopathies) 이 있다. 아밀로이드증과 타우병증을 동반하는 대표적

인 질병으로는 알츠하이머병(Alzheimer’s disease, AD)이 있으며 알파 

시뉴클린병증을 동반하는 질병으로는 파킨슨병(Parkinson’s disease, 

PD), TDP-43 당백질병증을 동반하는 질병으로는 근위축성 측색 경화증

(Amyotrophic lateral sclerosis, ALS)가 있다[7]. 앞서 언급한 파킨슨병 

이외에 루이소체 치매(dementia with Lewy bodise, DLB), 척수소뇌변성

증(multiple system atrophy, MSA) 또한 알파 시뉴클린병증에 해당된다. 

알파 시뉴클린병증은 알파 시뉴클린 단백질 응집체가 신경세포, 신경섬

유, 신경아교세포(glial cell)에 비정상적으로 축적되는 특징이 있으며[8], 

각 질병에 따라 다른 지역에서 루이소체(Lewy body), 루이신경돌기

(Lewy neurite)로 관찰된다[9-11]. 루이소체에서 관찰되는 알파 시뉴클

린은 인산화(phosphorylation), 유비퀴틴화(ubiquitination)가 되어 있고 

β-sheet구조가 많은 소섬유(fibril) 형태로 축적된다는 특징이 있다[12, 

13]. 루이소체는 신경세포사멸과 함께 관찰되어 알파 시뉴클린병증의 전

형적인 특징으로 알려져 있지만, 정확한 생성 과정과 원인은 밝혀지지 

않은 상태이다. 많은 연구들에서 사전 형성된 소섬유(pre-formed fibril, 

PFF)에 의한 질병의 진행을 확인하고, 루이소체 형성 이전에 신경세포
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사멸이 관찰되고 있기 때문에 루이소체 자체가 질병의 원인이라고 생각

할 수 없는 상황이다[14, 15].  

수많은 부검의 체계적인 분석에 기초하여, 루이 병리학(Lewy 

pathology)은 질병이 진행됨에 따라 신경계의 더 많은 영역에서 발견된

다고 알려져 있다. 질병의 초기 단계부터 진행 단계에 있는 파킨슨병 환

자들의 사후 부검 결과와 파킨슨병으로 진단받지 않았지만 루이 병증이 

관찰되는 환자들의 부검 결과에서 루이 병증이 처음으로 발견되는 지역

은 후 신경구(olfactory bulb)와 장신경계(enteric nervous system)이다

[4]. Heiko braak에 의해 정의된 파킨슨병의 진행 단계에 의하면, 1단계

에서는 등쪽 Ⅸ/Ⅹ 운동핵(dorsal Ⅸ/Ⅹ motor nucleus)와 전후각신경핵

(anterior olfactory nucleus)에서만 루이소체와 루이신경돌기가 관찰된

다. 2단계에서는 솔기핵(raphe nucleus)과 청반(locus coeruleus)에서 루

이소체와 루이신경돌기과 관찰되고, 3단계에서는 흑질치밀부(substantia 

nigra pars compacta) 일부에서 관찰된다. 4단계에는 해마

(hippocampus)의 CA2 지역과 측면 중간피질(temporal mesocortex)에

서, 5단계에는 신피질(neocortex)의 감각(sensory) 관련 지역에, 6단계

에서는 신피질의 감각 관련 지역과 운동 지역에서 루이소체와 루이신경

돌기가 관찰된다(그림 1)[16]. 이러한 전파는 무작위적으로 이루어지는 

것이 아닌 구조적으로 연결된 신경망을 따라 이루어진다. 이에 전파 가

능한 물질이 해부학적으로 연결된 지역으로 이동하여 알파 시뉴클린의 

응집을 유도하는데 이 물질을 프리온(prion)으로 명명한다[17]. 사람의 

뇌척수액(cerebrospinal fluid, CSF)에서 알파 시뉴클린이 관찰되었고

[18], 선조체에 태아의 흑질을 이식 받은 후 10년 뒤에 죽은 파킨슨병 

환자의 뇌에서 이식 된 신경에서도 루이소체가 관찰되었다[19, 20]. 이

를 통해 알파 시뉴클린의 응집체는 프리온 같은 행동(prion-like 

manner)을 보이며 세포에서 다른 세포로 퍼져 나간다고 알려져 있다. 

세포를 이용한 생체 외(in vitro) 실험에서도 신경세포를 배양하였을 때, 

알파 시뉴클린이 배양액(conditioned media)에서 발견되었다[21]. 또한 

세포 밖에 있는 알파 시뉴클린이 주변의 신경세포로 이동하고 신경아교
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세포를 활성화시킬 수 있음이 밝혀졌다[22]. 알파 시뉴클린과 관련된 질

병들의 발병 원인과 과정을 이해하고 치료법을 찾기 위해서는 알파 시뉴

클린에 대한 이해와 특정 상황에서 알파 시뉴클린의 응집, 축적, 전파 

현상에 대한 이해가 필요하다. 

 

1.2. 알파 시뉴클린(α-synuclein) 

알파 시뉴클린은 내재적으로 무질서한(intrinsically disordered) 

140개의 아미노산으로 이루어진 단백질로 본질적으로는 응집될 

가능성이 매우 낮다고 알려져 있다[23, 24]. 최근에 많은 연구를 통해 

알파 시뉴클린은 자연적으로 나선(helical) 구조를 형성할 수 있고, 나선 

구조가 많은 알파 시뉴클린은 지질 세포막(phospholipid membrane) 

주변에 존재한다는 것을 확인했다[25, 26]. N말단(1-60 aa)은 

공통염기배열(consensus sequence) KTKEGV를 포함한 서열이 

반복되는 지역으로 양친매성(amphiphatic) 나선형의 구조를 가져 

세포막과 상호작용(interaction)할 수 있다. 중간(61-95 aa)지역은 

단백질 응집과 관련된 비아밀로이드-β 성분(non-amyloid-β 

component, NAC)을 포함하는 소수성(hydrophobic) 지역으로 이 

도메인은 시뉴클린 계열에서 알파 시뉴클린이 유일하게 포함하고 있다. 

C말단(96-140 aa)은 뚜렷한 구조가 없는 산성(acidic)이 높고 

프롤린(proline)이 풍부한 지역으로 다중 인산화 지역(Y-125, S-129, 

Y-133, Y-136)을 포함한다[27-29]. 본 실험에서는 알파 시뉴클린의 

연결(linker)부위에 있는 발린(valine)을 글라이신(glycine)으로 바꾼 

V40G 변종을 사용했다. V40G변종은 알파 시뉴클린의 소섬유 

형성(fibrillation)을 방해한다[5]. 

알파 시뉴클린은 시냅스 전 말단(presynaptic terminal)에 존재하며 

뇌 세포의 전체 세포질 단백질의 1%를 차지한다. 알파 시뉴클린의 

정확한 기능은 밝혀지지 않았지만, 현재까지는 알파 시뉴클린이 막 

곡률(membrane curvature)을 촉진하여 시냅스 이동(synaptic 

trafficking)과 소포 발아(vesicle budding)에 관여한다고 알려져 
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있다[30, 31]. 뉴런의 형태와 시냅스의 연결의 확립에 따라 뉴런 발달 

중에 알파 시뉴클린의 발현이 유도되며, 이는 시냅스 구조에 관여하는 

단백질의 유도 이후에 발현되게 된다[32, 33]. 알파 시뉴클린 발현 

수준은 가소성(plasticity)를 바꾸거나 부상을 주는 조건에서 

조절된다[34, 35]. 이러한 결과는 알파 시뉴클린이 시냅스 

전달(synaptic transmission)의 변조체(modulator)일 수 있다는 것을 

시사한다. 알파 시뉴클린은 뉴런 발화(neuronal firing)중에 소포에 

일시적으로 결합할 수 있고[36], 포스파티드 산(phosphatidic acid) 

대사에 영향을 주어 소포체 형성에 관여할 수 있다[37]. 이러한 기능은 

알파 시뉴클린이 시냅스 전 단백질인 CSP-α(cysteine string protein- 

α)와 함께 SNARE 단백질(soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor 

attachment protein receptor protein)에 붙어 SNARE 복합체를 

모음으로써 조절하며, SNARE 복합체는 시냅토태그민-

2(synaptotagmin-2)와 결합할 수 있다[38, 39]. 알파 시뉴클린은 

포스포라이페이스 D2(phospholipase D2, PLD2)의 억제자로서 기능하여 

막 수송(membrane trafficking)과 세포 외 유출(exocytosis)를 

조절한다[40, 41]. 

특정 상황에서 β-sheet구조를 갖는 알파 시뉴클린은 β-

아밀로이드의 β-sheet구조와 유사하며 가장 흔한 두 가지 퇴행성 

뇌질환에서 공통적으로 관찰되는 특징이기 때문에 많은 연구가 

진행되었다. 질병과 관련된 돌연변이가 있는 알파 시뉴클린 뿐만 아니라 

Wild type 알파 시뉴클린도 수용액에서 오랫동안 배양하면 

아밀로이드와 비슷한 소섬유 형태가 된다[42]. 소섬유는 알파 

시뉴클린병증에서 루이소체와 루이신경돌기 형성에 기여한다. 알파 

시뉴클린의 부분적으로 접힌 구조가 있거나 내재적으로 높은 알파 

시뉴클린의 농도, 단백질이나 핵산, 탄수화물 등과 같은 고분자의 높은 

농도 등이 알파 시뉴클린의 소섬유 형성을 촉진하는 원인으로 알려져 

있다[43-45]. 가족성 파킨슨병(familial PD)에서 발견된 알파 

시뉴클린의 유전자인 SNCA 유전자의 미스센스 점 돌연변이(missense 
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point mutation) A30P, E46K, A53T는 반드시 소섬유 형성을 하지 

않지만 알파 시뉴클린의 응집을 가속화한다. A30P, A53T 돌연변이는 

Wild type 알파 시뉴클린과 유사한 구조를 갖고 있으며, 단량체에서의 

구조변화는 크지 않지만, β-sheet구조의 특정한 안정화를 통해 알파 

시뉴클린의 응집에 영향을 미칠 것으로 생각된다[46-51]. 알파 

시뉴클린의 응집은 알파 시뉴클린병증의 주요한 원인으로 생각되고 

있으며, 다양한 알파 시뉴클린병증 모델에서 특징적으로 나타난다. 이는 

Wild type 베타(β) 시뉴클린이나 NAC 도메인이 없는 알파 시뉴클린은 

응집이 나타나지 않으며 독성이 없다는 결과[52]와 세포 모델에서 알파 

시뉴클린의 응집을 억제하거나 중화시켰을 때 독성이 낮아진다는 

결과[53]를 통해 확인할 수 있다. 

알파 시뉴클린은 인산화(phosphorylation), 산화(oxidation), 

나이트로실화(nitrosylation), 당화반응(glycation), 

당화(glycosylation)에 의해 변형될 수 있다. 정상적인 환경에서 인산화 

되지않은 알파 시뉴클린이 대부분이지만 알파 시뉴클린병증의 

병변에서는 129번째 세린(Ser129)에 인산화 되어있는 알파 시뉴클린이 

광범위하게 관찰된다. Ser129에서 casein kinase 2와 Polo-like 

kinases(PLKs)에 의한 알파 시뉴클린의 특정 인산화는 

올리고머화(oligomerization)와 소섬유화(fibrillation)를 가속화 시킨다. 

알파 시뉴클린의 과도한 인산화는 알파 시뉴클린병증의 병적인 상태의 

발달에 기여할 것으로 생각된다[54-57]. 또한 알파 시뉴클린 

인산가수분해효소(phosphatase)의 활성을 향상시키는 것은 알파 

시뉴클린 매개 신경독성(neurotoxicity)에 대해 방어적인 효과가 

있었으며 이는 질병 과정에서 알파 시뉴클린 인산화의 해로운 역할을 

시사한다[58]. 

 

V40G 변종(V40G variant) 

소섬유 형성이 잘 되지 않는 V40G 알파 시뉴클린을 마우스의 

선조체에 주사하였을 때, Wild type 알파 시뉴클린을 주사하였을 때 
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보다 더 빨리 전파되었으며, 인산화 된 알파 시뉴클린의 양이 더 많았다. 

또한 미세아교의 비정상적 증가(microgliosis)가 wild type 알파 

시뉴클린을 주사하였을 때 보다 뚜렷하게 관찰되었다. 또한 1차 

미세아교세포(primary microglia)를 이용한 실험에서 V40G 다량체를 

처리했을 때 염증소체(inflammasome) 표지인 NLRP3가 Wild type 

소섬유를 처리했을 때 보다 더 증가하였고, 종양괴사인자-α, IL-1β, IL-

6와 같은 염증성 사이토카인(proinlammatory cytokines)이 

증가하였다(표 1)[발표되지 않은 자료]. 따라서 이 실험에서는 마우스에 

wild type 알파 시뉴클린보다 더 강한 병리반응을 보이는 V40G변종을 

주사하여 TNF-α의 영향을 보고자 하였다. 

 

1.3. 신경염증(Neuroinflammation) 

신경염증은 신경 조직의 염증반응을 나타내며 다양한 독소(toxins), 

뇌 손상(brain insult), 염증원(proinflammagen)에 의해 유발된다. 

파킨슨병 환자의 흑질(substantia nigra, SN)에서 도파민 신경세포의 

퇴화와 관련하여 신경아교 변화와 증가된 항염증(proinflammatory) 

인자의 축적과 같은 염증 표지가 관찰되었다[59, 60]. 이에 신경염증에 

대한 다양한 실험들이 진행되었는데, 염증원인 

지질다당체(lipopolysaccharide, LPS)는 로테논(rotenone)과 같은 다른 

환경 독소와 결합하거나 단독적으로 도파민성 신경 퇴화를 일으킬 수 

있다고 알려져 있다[1, 2]. 또한 지질다당체를 통해 신경염증을 

유도함으로써 알파 시뉴클린의 응집을 유도할 수 있다는 실험 결과도 

밝혀진 상태이다[3]. 말초에서 백혈구의 침투(infiltration)은 제한적이고 

임상 질환의 후기 단계에서만 약하게 발견되기 때문에 신경염증은 

중추신경계(central nervous system, CNS) 내에서 발견되는 세포에 

의해 발생될 가능성이 있다[61, 62]. 

신경아교세포의 한 종류인 성상세포(astrocyte)는 신경아교세포와 

신경세포의 연결, 이온의 항상성(ionic homeostasis), 과도한 

신경전달물질의 완충, 신경영양적 요소를 분비하는 기능을 하는 것으로 
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알려져 있다[63, 64]. 면역학적 반응이나 뇌수술에 의해 성상세포는 

활성화되며, 신경교섬유질산성단백질(glial fibrillary acidic protein, 

GFAP)과 같은 세포형 특이 단백질의 발현이 증가한다[65]. 또한 

다양한 염증성 사이토카인도 분비하는 것으로 알려져 있다. 하지만 

지질다당체에 의한 종양괴사인자-α의 생산은 미세아교세포에서는 

관찰되지만 성상세포에서는 관찰되지 않고[66]. 미세아교세포에서는 

산화질소(nitric oxide, NO)의 지표인 아질산염(nitrite)을 성상세포보다 

몇 배 더 많이 생성하고[67], 지질다당체에 의한 IL-1β의 생성 또한 

미세아교세포에서 훨씬 더 우세하다[68, 69]. 또한 지질다당체에 의한 

염증 자극에 대해 산화질소를 생성하는 속도도 미세아교세포가 빠르고, 

지질다당체에 민감하게 반응하지 않았던 성상세포가 IL-1β의 자극에 

의해서는 종양괴사인자-α나 IL-6와 같은 염증성 사이토카인의 분비가 

증가했다[68]. 이러한 결과들을 토대로 미세아교세포가 뇌의 염증 

과정에 주요한 역할을 하고 병리학적 조건에서 염증을 유발하는 신경 

퇴행성 과정에 주요한 기여를 하고 있다고 생각한다. 

미세아교세포(microglia)는 뇌의 상주하는 식세포(resident 

phagocytes)로 알려져 있으며 시냅스 모니터링, 시냅스 발달 중 시냅스 

가지치기(pruning), 성인의 뇌에서 새로 생긴 신경세포의 형성 등 

중추신경계의 정상적 생리학에서 필수적인 역할을 수행한다[70]. 

미세아교세포는 뇌의 선천적 면역 반응의 첫 번째 장벽을 구성하며 

신경염증반응의 핵심요소로 생각되고 있다. 죽은 신경세포나 잘못 

접히거나 응집된 단백질과 같은 비정상적인 변화가 있을 때, 

미세아교세포는 휴지기의 가지를 뻗고있는 형태(ramified)에서 활성화된 

아메바모양(ameboid)으로 변화하여 식세포작용에 의한 외래물질 제거를 

목표로 하는 염증 매개체(inflammatory mediators)를 방출하여 회복 

시스템을 작동한다[71]. 잘 조절된 염증 과정은 조직 복구와 중추신경계 

온전성(integrity)에 필수적이지만, 과도하고 오래 지속되는 

미세아교세포와 염증은 세포독성으로 작용하여 파킨슨병을 포함한 

다양한 질병의 진행을 촉진하는 세포 및 조직 손상을 야기할 수 있으며, 
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이는 염증성 사이토카인, 활성산소종(reactive oxygen species, ROS), 

글루탐산(glutamate)을 포함한 다양한 요소의 생성을 통해 

진행된다[72]. 미세아교세포는 항원 유래 펩타이드(peptide)를 

주조직적합성복합체(major histocompatibility complex, MHC)Ⅱ를 통해 

CD4 T 림프구에 제시함으로써 염증 반응을 전파하는데 이 과정은 

도파민성 신경세포의 퇴화에 기여하는 것으로 알려져 있다[73]. 

파킨슨병 환자 사후 뇌의 흑질치밀부(substantia nigra pars compacta, 

SNpc)에서 HLA 양성 반응성 미세아교세포 뿐만 아니라 염증성 

사이토카인의 수치가 높아진 것이 관찰되었다[74]. 사이토카인은 염증을 

조절하고 성장, 생존, 분화와 같은 세포 활동을 조절하기 위해 

picomolar, nanomolar 농도에서 신호 분자(signaling molecules)로 

작용하는 작은 단백질의 한 종류이다[75]. 케모카인(chemokine)은 세포 

이동(migration)을 유도하는 일반적인 기능을 가진 사이토카인 계열의 

단백질 그룹이다. 생리학적으로, 케모카인과 사이토카인은 염증과 

발생을 조절하는 신경 조절물질로서 기능한다. 신경염증 상황에서 

세포는 혈액-뇌 장벽(blood-brain barrier, BBB)을 손상시킬 수 있는 

사이토카인과 케모카인을 지속적으로 방출한다. 뇌 손상에 의해 

생성되는 일반적인 사이토카인에는 astrogliosis동안 생성되는 

interleukin-6(IL-6), 신경세포독성(neuronal cytotoxicity)을 유발할 수 

있는 interleukin-1 beta(IL-1β), 종양괴사인자-α(TNF-α)가 있다[76, 

77]. 

 

1.4. 종양괴사인자-α(Tumor necrosis factor alpha, 

TNF-α) 

종양괴사인자-α는 세균에 감염된 생쥐의 혈청 단백질 성분으로 

처음 알려졌으며, 생체 외 실험에서 암세포의 죽음을 유도하고 생체 

내(in vivo) 이식된 육종(sarcoma)를 제거하는 것으로 알려졌다[78]. 

종양괴사인자-α는 233개의 아미노산으로 이루어진 단백질로 세포 
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표면에 pro-form으로 존재한다. 이 type-Ⅱ 

막관통성단백질(transmembrane protein)은 종양괴사인자-α 절단 

효소(TNF-α cleaving enzyme, TACE)에 의해 분해된 후 세포와 

연관된 수용성 형태로 활성화되어 방출된다[79]. 박테리아와 바이러스 

단백질에 노출되는 등의 외인성 신호(exogenous signal)는 

중추신경계내에서 염증 반응을 유도한다[80]. 말초신경계의 

슈반세포(Schwann cell)에 신경세포의 용해물(lysate)를 처리하면 

MCP-1, iNOS, 종양괴사인자-α의 발현이 유도되는 결과를 통해 외인성 

신호 외에도 물리적 손상과 관련된 세포 내적 자극에 의해 

종양괴사인자-α 발현이 유도되기도 한다는 것을 밝혔다. 이러한 

종양괴사인자-α의 발현은 Toll-유사수용체(Toll-like receptor, TLR)에 

의해 매개된 것으로 알려져 있다[81]. 또한 포유류의 핵산은 

종양괴사인자-α와 다른 염증 매개체의 생성을 자극할 수 있다. 자가-

RNA와 DNA 올리고뉴클레오타이드(oligonucleotide)에 특이적인 항체는 

Toll-유사수용체 7,9를 활성화 시킬 수 있으며, 이는 염증성 

사이토카인의 생성을 초래한다[82]. 또한 글루탐산염(glutamate)와 같은 

신경전달물질의 비정상적인 방출이나 흡수는 중추신경계 염증의 

활성화를 초래할 수 있다[83]. 

알츠하이머병에서 아밀로이드반(amyloid plaque)와 관련하여 

미세아교세포의 활성화와 알츠하이머병 발병의 연관성이 

알려지면서[84], 활성화된 면역 세포들이 세포 외 퇴적물을 제거하는 

과정에 기여한다는 연구들이 진행되었다. 아밀로이드-β에 노출이 

증가하면 미세아교세포의 Toll-유사수용체와 종양괴사인자-α의 발현이 

증가한다고 알려져 있고[85], 다양한 알츠하이머병 관련 동물 모델에서 

종양괴사인자-α의 증가가 아밀로이드-β의 축적을 증가시키는 것을 

확인하였다[86, 87]. 종양괴사인자-α의 신호전달과 염증을 조절함으로서 

병원성 아밀로이드-β의 생성을 조절할 수 있다는 연구결과는 초기에 

질병을 발견하고 개입하는 것이 알츠하이머병의 점진적인 진행을 막을 

수 있다고 생각한다. 하지만 알츠하이머병의 치료에 있어서 
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종양괴사인자-α에 의한 신호전달경로를 이용하려는 노력에도 뚜렷한 

치료 효과를 나타내지 못하고 있는 상황이다[88]. 

파킨슨병 환자의 뇌척수액과 선조체, 흑질에서 염증성 사이토카인 

중 종양괴사인자-α의 수준이 높다는 연구결과들을 통해 종양괴사인자-α 

신호전달이 파킨슨병과 관련된 발병에 영향을 주고 있을 것으로 

예상된다[74, 89]. 이러한 결과는 파킨슨병 환자와 유사한 신경병리학 

상태를 나타내는 다양한 마우스 모델에서 확인되었다. 독소인 1-

methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine(MPTP)나 6-

hydroxydopamine(6-OHDA)를 주입한 마우스는 흑질-선조체 경로의 

퇴화를 유도하고 선조체와 흑질내의 종양괴사인자-α 수치를 증가시킨다. 

또한 종양괴사인자-α 수용체를 실험적으로 절제하면 MPTP에 의한 

도파민성 신경독성으로부터 보호하는 결과를 얻는다[90, 91]. 

파킨슨병의 증상을 완화하기 위해 사용되는 1차 치료제인 

레보도파(levodopa, L-DOPA)에 대한 연구 중 파킨슨병 환자에게서 

얻은 말초혈액 단핵세포에 레보도파를 처리했을 때 종양괴사인자-α 

생성의 증가가 관찰된 연구가 있다. 이는 파킨슨병 환자에서 

종양괴사인자-α의 증가가 약물의 투여 때문이며 파킨슨병 발병에 의한 

것은 아니라고 주장한다[92]. 하지만 파킨슨병의 6-OHDA 신경독성 

마우스 모델에서는 레보도파가 체내 중추신경계의 염증을 증가시키지 

않는다는 결과를 얻었다[90]. 또한 전염병학적(epidemiological) 

연구에서 ibuprofen과 같은 비스테로이드성 항염증제(non-steroidal 

anti-inflammatory drugs, NSAIDs)의 사용이 중추신경계의 염증을 

제한함으로써 이론적으로 파킨슨병의 발병 위험을 줄일 수 있다고 

예상하였지만 큰 상관관계를 찾기 어려웠다[93, 94]. 종양괴사인자-α와 

파킨슨병 발병 사이의 연관성에 대한 다양한 연구들이 진행되고 있지만 

명확한 연관성을 찾지 못한 상황이다. 

선행 연구에서 1차 미세아교세포에 지질다당체를 처리하여 

염증반응을 유도한 뒤 그 세포를 배양하던 배지를 신경세포에 

처리해보았을 때, 알파 시뉴클린의 분비가 증가되었음을 확인하였다. 
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이에 관련된 사이토카인을 찾기 위해 다양한 염증성 사이토카인을 

처리하여 알파 시뉴클린의 분비를 확인했을 때 종양괴사인자-α에 의한 

알파 시뉴클린의 분비가 가장 크게 증가하였다. 또한 종양괴사인자-α에 

의해 신경세포 사이의 알파 시뉴클린 전파가 증가하는 것을 

확인했다[발표되지 않은 자료]. 

 

1.5. 동물 모델(Animal model) 

알파 시뉴클린 응집체의 전파를 연구하기에 사람의 뇌를 사용하는 

것은 사람이 죽고 나서 질병 진행의 마지막을 분석할 수 있기 때문에 

많은 제한이 있다. 따라서 사람 질병의 특징과 질병의 원리를 포함할 수 

있는 동물 모델을 만드는 것이 중요하다.  

선조체에 태아의 흑질을 이식받은 후 10년 뒤에 죽은 파킨슨병 

환자의 뇌에서 이식 된 신경에서 루이소체가 관찰되었던 특징[19, 

20]을 연구하기위해 사람의 알파 시뉴클린을 발현하는 유전자가 

이식된(transgenic, Tg) 마우스의 뇌에 녹색 형광 단백질(green 

fluorescent protein, GFP)이 표지 된 마우스 신경전구세포(neural 

precursor cells)을 주사한 모델이 있다[95]. 또한 알파 시뉴클린의 

병리현상이 장신경계에서 시작되어 중추신경계로 이동하는 것을 

연구하기위해[4] 사람의 알파 시뉴클린 cDNA를 운반하는 아데노 연관 

바이러스(adeno-associated virus, AAV)를 Wild type 쥐의 

미주신경(vagus nerve)에 주사하여 사람의 알파 시뉴클린의 이동을 

확인한 모델이 있다[96]. 마지막으로 유전자 이식 마우스나 알파 

시뉴클린 병리를 보이는 환자의 알파 시뉴클린 응집체를 포함하는 뇌 

추출물이나 체외에서 생성된 사전 형성된 소섬유를 마우스 뇌에 

주사하여 알파 시뉴클린의 전파를 확인한 모델이 있다[13, 97, 98]. 

사전 형성된 소섬유를 마우스 뇌에 주사하면 병리학적인 루이소체나 

루이신경돌기 같은 포함물(inclusion)의 형성이 가속화되고 주사 

지역에서 멀리 떨어진 지역까지 전파된다. 사전 형성된 소섬유 주입 후 

알파 시뉴클린 포함물의 분포는 주사 부위, 사전 형성된 소섬유의 양과 
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종류, 동물의 종과 lines에 의해 달라지지만, 주사하기 쉽고 연구가 많이 

된 선조체 내 주사(intrastriatal injection)을 주로 이용한다[13, 15, 97, 

99]. 

종양괴사인자-α를 Knock out하기 위하여 129/sv 마우스에서 얻은 

배아줄기세포(embryonic stem cell, ESC)에 MC1neopA cassette가 

포함된 표적 벡터(targeting vector)를 전기천공법(electroporation)을 

이용하여 넣는다. 상동 재조합(homologous recombination)을 유도하여 

표적 벡터에 있는 유전자를 종양괴사인자-α 유전자 사이에 넣는다. 이후 

종양괴사인자-α가 Knock out된 세포를 EcoRⅠ 효소와 탐침(probe)을 

이용하여 southern blot을 진행하여 확인한다. 종양괴사인자-α Knock 

out이 확인된 세포를 C57BL/6 마우스의 배반포(blastocyst)에 

미세주사법(microinjection)을 이용하여 주입한 후 키메라(chimera) 

마우스를 얻는다. 남성인 키메라 마우스를 C57BL/6 마우스와 교배한 

뒤 Southern blot을 통해 종양괴사인자-α 유전자가 

이형접합(heterozygous)인 마우스를 확인하고, 이형접합 마우스끼리 

교배(intercross)한다. 이를 통해 종양괴사인자-α Knock out 마우스를 

얻는다(그림 2)[100]. 

 

 

연구목적 

다양한 연구에도 불구하고 신경염증반응이 다양한 퇴행성 

뇌질환에서 발견되는 병인 단백질에 미치는 영향과 퇴행성 뇌질환의 

발병에 미치는 영향이 확실하게 밝혀지지 않은 상태이다. 특히 

파킨슨병과 관련하여 신경염증반응에서 중요한 분자로 생각되는 

종양괴사인자-α가 알파 시뉴클린의 전파를 증가시킨다는 생체 외 

실험결과를 토대로 생체 내에서의 영향을 확인하고자 하였다. 

이를 확인하고자 종양괴사인자-α가 Knock out된 마우스에 선행 

연구에서 wild type 알파 시뉴클린보다 더 강한 응집체 전파를 

유도한다는 결과를 얻은 V40G 변종을 정위주사하여 알파 시뉴클린의 



 

 13

병리현상을 유도했다. 이후 마우스 뇌에 면역조직화학염색법을 이용하여 

인산화된 알파 시뉴클린, 성상세포, 미세아교세포를 확인해보았다. 이를 

통해 마우스 모델에서 종양괴사인자-α가 알파 시뉴클린의 전파에 

미치는 영향을 알아보고, 이에 영향을 미치는 신경아교세포를 

확인하고자 하였다. 
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그림 1. 파킨슨병의 진행에 따른 루이소체의 전파 과정 
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그림 2. 종양괴사인자-α Knock out 마우스 만드는 과정[100] 
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표 1. V40G 변종 다량체와 Wild type 소섬유에 의한 병리현상과 염증반응 변화 

[발표되지 않은 자료] 
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실험 재료 및 방법 

 

1. 실험 재료 

실험에 사용된 항체는 다음과 같다: phospho-α synuclein(pS129; 

Abcam, EP1536Y, 1:500 dilution), Iba-Ⅰ(Wako, Osaka, Japan, 019-

19741, 1:200 dilution), glial fibrillary acidic protein(GFAP; Abcam, 

ab7260, 1:500 dilution), Horse radish peroxidase(HRP)-conjugated 

goat anti-rabbit immunoglobulin G(IgG; H+L)(Bio-Rad Laboratories, 

170-6515, 1:200 dilution). 

실험에 사용된 시약은 다음과 같다: Avidin-Biotin Complex(ABC 

complex; Vector laboratories, PK-6200), Triton X-100(Bio-Rad, 

161-0407), DPBS(Dulbecco’s phosphate buffered saline; GenDEPOT, 

CAP08-050), 30% H2O2(Hydrogen peroxide solution in H2O; Sigma, 

H1009), DAB(3,3′-Diaminobenzidine; Sigma, D5637), BSA(bovine 

serum albumin; Sigma, A7906), Canada balsam(Sigma, C1795). 

 

2. 소섬유 준비(fibril preparation) 

Escherichia coli 에서 정제한 V40G 단량체(monomer)를 

ThermoMixer C (Eppendorf, Hamburg, Germany, 5382000015)에서 

1050rpm, 37℃에서 9일간 배양하였다. 주사 전, 소섬유는 진폭30%로 

1분동안 초음파를 쬐어 분쇄하여 다량체(multimer)로 만들어 

이용하였다. V40G 단량체는 PBS에 200µM의 농도로 같은 실험실의 

신수진 연구원에게 받아 이용하였다. 

 

3. 형광 염료 결합 실험(Fluorescent dye binding 

assay) 

재조합한 알파 시뉴클린 표본을 glycine (Fisher Scientific, 
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Hampton, NH, USA, BP3815)-NaOH (pH 8.5) 수용액에 포함된 10μM 

농도의 Thio T (Sigma, T3516) 50μL, 50μM X-34 (Sigma, SML1954) 

40μL, 0.001% Sybr Green commercial stock solution (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA, S7563) 40μL, 50μM curcumin (Sigma, C1386) 

100μL에 섞은 후 실온에서 배양하였다. 이후 Synergy NEO plate 

reader (Biotek, Winooski, VT, USA)를 이용하여 형광을 측정하였다. 

자극(excitation) 파장과 방사(emission) 파장은 Thio T는 440nm와 

490nm, X-34는 380nm와 520nm, Sybr Green은 485nm와 520nm, 

Curcumin은 440nm와 519nm로 설정하였다. 

 

4. 동물(Animal) 

B6;129S-Tnftm1Gkl/J 마우스를 The Jackson Laboratory(Bar 

Harbor, ME, USA, 003008)에서 구입하여서 사용했다. 마우스들은 

서울대학교 의과대학 내 동물 시설인 의생명동물자원연구센터에서 

표준화된 조건에 따라 쥐를 수용하였다. 모든 마우스 연구는 관련 

윤리규정에 따라 수행되었으며 서울대학교 윤리위원회(IACUC SNU-

190721)의 승인을 받았다. 

 

5. 정위주사(stereotactic injection) 

10주령의 TNFα Wild type(WT)/Knock Out(KO) 마우스를 

염산케타민(ketamine hydrochloride)와 염산자일라진(xylazine 

hydrochloride)를 3.5:1비율로 섞어 마우스의 몸무게 1g당 2.5µl를 

주사하여 마취하였다. 마취 후 PBS와 V40G 다량체를 오른쪽 

선조체(striatum) 앞(anterior)/뒤(posterior) 1.0mm, 

안쪽(medial)/측면(lateral) 1.5mm. 등(dorsal)/배(ventral) 3.0mm 

지역에 0.5µl/min의 속도로 2µl씩 주입하였다. 

 

6. 표본 준비(sample preparation) 
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정위주사 20주 후 각 마우스들을 1.2% Avertin을 몸무게 1g당 

0.23ml를 주사하여 마취하였다. 마취 후 식염수로 심장을 통해 관류한 

후 차가운 4%PFA로 관류하였다. PFA로 충분히 관류한 후 뇌를 꺼내 

4%PFA에 최소 48시간 동안 4℃에서 고정시켰다. 이후 PBS로 뇌를 

세척한 후 Vibratome(Leica VT1000S)를 이용하여 40µm두깨로 free-

floating section을 진행하였다. 

 

7. 면역조직화학염색법(Immunohistochemistry) 

내생의(endogenous) peroxidase의 영향을 없애기 위하여 3%H2O2 

수용액에 조직을 담은 뒤 상온(RT)에서 30분간 incubation시킨다. 이후 

세포막 투과성을 증가시키기 위해 0.1% Triton X-100이 포함된 

PBS(phosphate buffered saline with Triton X-100; PBS-T)를 

이용하여 세척해준다. 4% BSA을 이용하여 상온에서 1시간 동안 

blocking을 진행하였다. 1차 항체를 처리한 후 4℃에서 하룻밤 

동안(overnight) 반응 시켰다. 이후 PBS-T를 이용하여 세척한 뒤 

HRP가 포함되어있는 2차 항체를 처리하여 상온에서 1시간 30분 동안 

incubation하였다. 이후 신호 증폭을 위해 ABC-HRP kit를 이용하여 

상온에서 1시간동안 incubation하였다. 다시 PBS-T로 세척 후 0.1M 

Tris-HCl을 처리하여 4℃에서 30분간 incubation하였다. 0.1M Tris-

HCl에 DAB과 0.3%H2O2를 포함시킨 수용액에서 develop하였다. 

염색이 완료된 조직들은 젤라틴(gelatin)이 coating된 slide에서 하룻밤 

동안 건조시킨다. 건조된 표본들은 Xylene에서 10분 incubation한 뒤 

Canada Balsam으로 mounting한 뒤 ZEISS AX10 현미경을 이용하여 

관찰하였다.  

 

8. 이미지 분석(Image analysis) 

인산화 된 알파 시뉴클린을 보기 위한 pS129, 성상세포의 변화를 

보기 위한 GFAP, 미세아교 세포의 변화를 보기 위한 Iba-Ⅰ 항체를 
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이용한 염색 후 얻은 이미지를 ImageJ (NIH)를 이용하여 분석하였다. 

배경 신호 수준(background signal level)에 대해 보정하여 각 항체의 

광학 밀도(optical density)를 분석하여 각 이미지를 정량화 하였다. 

 

9. 통계 처리(Statistical analysis) 

모든 결과는 mean ± standard error of the mean(SEM) 값으로 

표시하였고, 그룹 간 통계적인 유의성은 GraphPad Prism 9 (GraphPad 

Software Inc., La Jolla, CA, USA)의 two-way ANOVA를 이용하여 

분석하였다(*,#p<0.05, **,##<0.01, ***,###<0.001, ****,####<0.0001, 

n.s, not significant).  
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결 과 

 

V40G 변종의 구조 확인 

알파 시뉴클린의 소섬유는 루이소체와 루이신경돌기 형성에 

기여하는 것으로 알려져 있다. 파킨슨병에서 관찰되는 알파 시뉴클린 

소섬유를 구성하는 알파 시뉴클린은 β-sheet구조를 갖고 있으며, β-

sheet구조의 안정화가 알파 시뉴클린의 응집에 영향을 미칠 것으로 

생각되고 있다[43, 49]. 

본 실험에서 마우스 주사에 이용된 소섬유화 된 V40G는 1050rpm, 

37℃에서 9일간 배양하였고, 소섬유화 된 V40G 변종 알파 시뉴클린의 

β-sheet구조를 소섬유화 된 WT 알파 시뉴클린과 비교하기 위하여 

형광 염료 결합 실험을 진행하였다(그림 3A). β-sheet구조를 확인하기 

위해 가장 많이 사용되는 Thioflavin T(Thio T)[101]와 Thio T가 β-

sheet구조에 결합하는 부분과 각각 다른 부분에 결합하는 X-34, Sybr 

Green(SG), Curcumin 염료를 이용하여 실험하였다[102-104]. 그 결과 

V40G에는 Thio T 염료가 거의 결합하지 못하며 WT과 유의미한 

차이가 있다(그림 3B). X-34와 Curcumin은 V40G에 일부 결합할 수 

있지만 WT과는 유의미한 차이가 있고, 또한 WT과 V40G에서 SG 결합 

또한 차이가 있다(그림 3C-E). 이를 통해 소섬유화 시킨 WT과 

V40G에는 β-sheet구조에 차이가 있음을 확인했다. 

 

알파 시뉴클린 변종의 정위주사에 따른 인산화 된 알파 

시뉴클린 확인 

알파 시뉴클린병증의 병변에서 관찰되는 129번째 세린(Ser129)에 

인산화 되어있는 알파 시뉴클린이 올리고머화(oligomerization)과 

소섬유화(fibrillation)을 가속화시키고, 알파 시뉴클린의 과도한 인산화는 

알파 시뉴클린병증의 병적인 상태의 발달에 기여할 것으로 생각된다[12, 

54]. 본 실험에서는 알파 시뉴클린 변종인 V40G 알파 시뉴클린을 

이용하여 알파 시뉴클린병증을 유도하기 위해 마우스에 정위주사를 
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진행하였다. 종양괴사인자-α의 효과를 확인하기 위하여 종양괴사인자-α 

Wild type(WT) 마우스와 종양괴사인자-α Knock out(KO) 마우스에 

V40G 알파 시뉴클린 다량체를 각각 주사하였으며, 주사에 의한 효과를 

확인하기 위하여 vehicle(PBS; phosphate buffered saline)을 주사한 

그룹을 추가하였다. 

10주령이 된 마우스를 이용하여 PBS와 V40G 알파 시뉴클린 

다량체를 각 그룹의 선조체에 주사하였다. 주사 후 20주에 식염수와 

4%PFA로 관류한 후 뇌를 얻어 free-floating section을 진행한 뒤 알파 

시뉴클린병증의 소섬유성 응집체(fibrillary aggregate)의 

표지(marker)인 인산화 된 알파 시뉴클린(pS129)을 확인하였다(그림 

4A). 그 결과 V40G를 주사한 그룹의 선조체에서는 많은 인산화 된 

알파 시뉴클린이 확인되었으며, PBS를 주사한 그룹의 선조체에서는 

인산화 된 알파 시뉴클린이 확인되지 않았다. 알파 시뉴클린의 전파를 

확인하기 위해 편도체(amygdala)와 내후각피질(entorhinal cortex), 

대상엽(cingulate cortex), 운동피질(motor cortex)에서 인산화 된 알파 

시뉴클린을 확인하였다. 선조체에서와 마찬가지로, V40G를 주사한 

그룹의 편도체, 내후각피질, 대상엽, 운동피질에서는 인산화 된 알파 

시뉴클린이 확인되었지만, PBS를 주사한 그룹의 편도체, 내후각피질, 

대상엽, 운동피질에서는 인산화 된 알파 시뉴클린이 확인되지 

않았다(그림 4B). 이를 정량화하여 확인해본 결과 종양괴사인자-α WT 

마우스에 V40G를 정위주사한 그룹이 PBS를 정위주사한 그룹보다 

편도체, 내후각피질, 대상엽, 운동피질에서 모두 인산화 된 알파 

시뉴클린 양이 증가한 것을 확인할 수 있다. 종양괴사인자-α KO 

마우스에 V40G를 정위주사한 그룹의 대부분의 지역에서 인산화 된 

알파 시뉴클린이 확인되었지만, 종양괴사인자-α WT 마우스에 V40G를 

정위주사한 그룹보다 인산화 된 알파 시뉴클린의 양이 더 적게 

관찰되었다. 편도체, 대상엽, 운동피질에서는 V40G를 정위주사 하였을 

때, 종양괴사인자-α WT 마우스보다 종양괴사인자-α KO 마우스에서 

인산화 된 알파 시뉴클린이 유의미하게 감소된 것을 확인할 수 



 

 23

있으며(그림 4C,D,F), 내후각피질에서는 유의미하지 않지만 

종양괴사인자-α KO 마우스의 내후각피질에서 인산화 된 알파 

시뉴클린이 더 적게 관찰되는 것을 확인할 수 있었다(그림 4E). 

 

운동피질, 대상엽, 내후각피질, 편도체에서 성상세포의 비

정상적인 증가(astrogliosis) 확인 

V40G 다량체를 정위주사한 그룹에서 인산화 된 알파 시뉴클린이 

증가하였던 운동피질, 대상엽, 내후각피질, 편도체에서 성상세포가 

증가하였는지 확인하기 위해 GFAP 항체로 염색하여 분석을 진행하였다. 

그 결과 PBS를 정위주사한 그룹에서는 종양괴사인자-α WT마우스와 

종양괴사인자-α KO 마우스의 대상엽과 운동피질에서는 성상세포가 

거의 확인되지 않았으며 내후각피질과 편도체에서는 성상세포가 

확인되었고 종양괴사인자-α WT 마우스와 종양괴사인자-α KO 마우스 

사이에는 큰 차이가 없어 보였다. 또한 V40G를 정위주사한 그룹에서는 

PBS를 정위주사한 그룹보다 성상세포가 많이 관찰되는 것으로 

추측되었고, 종양괴사인자-α KO 마우스와 종양괴사인자-α WT에서 

성상세포의 수는 차이가 없는 것으로 관찰되었다(그림 5A). 이를 

정량화하여 확인한 결과, 종양괴사인자-α WT 마우스에서 PBS를 

정위주사한 그룹과 V40G를 정위주사한 그룹간의 차이가 

내후각피질에서만 확인되었다(그림 5C). 그 외에 편도체, 대상엽, 

운동피질에서는 통계적으로 유의미하지 않은 차이를 확인하였다. 하지만 

대부분의 지역에서 PBS를 주사하였을 때 보다 V40G를 주사하였을 때, 

성상세포의 수와 크기가 증가하는 경향성을 보였다. V40G를 정위주사한 

그룹에서 종양괴사인자-α WT 마우스와 종양괴사인자-α KO 마우스 

간에 성상세포 수의 차이는 운동피질, 대상엽, 내후각피질, 편도체에서 

통계적으로 차이가 유의미하지 않았다(그림 5C-E). 

 

운동피질, 대상엽, 내후각피질, 편도체에서 미세아교세포

의 비정상적인 증가(microgliosis) 확인 



 

 24

V40G 다량체를 정위주사한 그룹에서 인산화 된 알파 시뉴클린이 

증가하였던 운동피질, 대상엽, 내후각피질, 편도체에서 미세아교세포가 

증가하였는지 확인하기 위해 IbaⅠ 항체로 염색하여 분석을 진행하였다. 

그 결과 PBS를 정위주사한 그룹에서 종양괴사인자-α WT 마우스와 

종양괴사인자-α KO 마우스의 운동피질, 대상엽, 내후각피질, 편도체의 

미세아교세포의 수와 크기는 큰 차이가 없어 보였다. 또한 V40G를 

정위주사한 그룹에서는 PBS를 정위주사한 그룹보다 편도체, 내후각피질, 

대상엽에서 미세아교세포가 더 많고 크게 관찰되는 것으로 관찰되었고, 

종양괴사인자-α KO 마우스가 종양괴사인자-α WT 마우스보다 

미세아교세포의 수와 크기가 감소한 것으로 관찰되었다(그림 6A). 이를 

정량화하여 확인한 결과, 종양괴사인자-α WT 마우스에서 PBS를 

정위주사한 그룹과 V40G를 정위주사한 그룹의 편도체에서만 

미세아교세포의 차이가 확인되었고(그림 6E), 대상엽, 내후각피질, 

운동피질에서는 통계적으로 차이가 유의미하지 않았다. 하지만 V40G를 

주사하였을 때 PBS를 주사하였을 때 보다 대부분의 지역에서 

미세아교세포의 수와 크기가 증가하는 경향성을 확인할 수 있었고, 

V40G를 정위주사한 그룹에서 종양괴사인자-α WT 마우스와 

종양괴사인자-α KO 마우스 간에 미세아교세포 수와 크기의 차이는 

편도체, 내후각피질, 대상엽에서 통계적으로 차이가 유의미하지 

않았지만, 대부분의 지역에서 종양괴사인자-α WT 마우스보다 

종양괴사인자-α KO 마우스에서 미세아교세포의 수와 크기가 감소하는 

경향을 보이는 것을 확인하였다(그림 6B-E). 
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그림 3. 소섬유화 된 V40G변종의 형광 염료 결합 실험 

(A) Aged WT, Aged V40G를 만드는 과정. (B-E) 각 염료 별 형광 

세기 측정. (B) Thio T는 V40G에는 거의 결합하지 않고 

WT에는 결합함. (C) V40G에 X-34가 결합하지만 WT보다 적게 

결합함. (D) SG는 V40G에는 거의 결합하지 않고 WT에는 

결합함. (E) V40G에 Curcumin이 결합하지만 WT보다 적게 

결합함. Mean ± SEM; n=3 (각 그룹에서); unpaired t-test; 

**p<0.01, ***p<0.001 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 27

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 

C D 

PBS
V40

G
0

5

10

15

Motor Cortex

In
te

ns
ity

✱✱ #

PBS
V40

G
0

2

4

6

8

Cingulate Cortex

In
te

ns
ity

✱✱✱✱ ##



 

 28

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 4. V40G 알파 시뉴클린 다량체의 정위주사 후 시뉴클린병증의 확산 

(A)  정위주사 후 표본 준비 계획 (B) 운동피질, 대상엽, 내후각피질, 

편도체에서 인산화 된 알파 시뉴클린을 면역조직화합염색법을 

통해 확인함. Scale bar, 100μm (C-F) PBS와 V40G를 주사한 

TNF-α WT, KO 마우스에서 인산화 된 알파 시뉴클린(pS129) 

항체의 광학 밀도를 측정함. (C) 운동피질(WT+PBS, n=8; 

KO+PBS, n=6; WT+V40G, n=7; KO+V40G, n=8). (D) 

대상엽(WT+PBS, n=8; KO+PBS, n=6; WT+V40G, n=7; 

KO+V40G, n=8). (E) 내후각피질(WT+PBS, n=8; KO+PBS, 

n=7; WT+V40G, n=8; KO+V40G, n=8). (F) 편도체(WT+PBS, 

n=8; KO+PBS, n=7; WT+V40G, n=7; KO+V40G, n=8); Mean 

± SEM; two-way ANOVA; #p<0.05, **,##p<0.01, 

***,###p<0.001, ****,####p<0.0001 
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그림 5. 알파 시뉴클린이 전파된 뇌 지역에서 성상세포의 비정상적인 

증가 

(A)   운동피질, 대상엽, 내후각피질, 편도체에서 성상세포를 

면역조직화합염색법을 통해 확인함. Scale bar, 100μm (B-E) 

PBS와 V40G를 주사한 TNF-α WT, KO 마우스에서 

성상세포의 세포골격단백질인 GFAP 항체의 광학 밀도를 

측정함. (B) 운동피질(WT+PBS, n=8; KO+PBS, n=7; 

WT+V40G, n=8; KO+V40G, n=8), (C) 대상엽(WT+PBS, 

n=8; KO+PBS, n=7; WT+V40G, n=7; KO+V40G, n=8) (D) 

내후각피질(WT+PBS, n=7; KO+PBS, n=7; WT+V40G, n=7; 

KO+V40G, n=8) (E) 편도체(WT+PBS, n=7; KO+PBS, n=7; 

WT+V40G, n=7; KO+V40G, n=8); Mean ± SEM; two-way 

ANOVA; **p<0.01, ns; not significant. 
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그림 6. 알파 시뉴클린 전파된 지역에서 TNF-α 결손에 의해 비정상적인 

미세아교세포 감소 

(A)   운동피질, 대상엽, 내후각피질, 편도체에서 미세아교세포를 

면역조직화합염색법을 통해 확인함. Scale bar, 100μm (B-E) 

PBS와 V40G를 주사한 TNF-α WT, KO 마우스에서 

미세아교세포의 액틴(actin)에 붙는 특징적인 세포 내 

단백질인 IbaⅠ항체의 광학 밀도를 측정함. (B) 

운동피질(WT+PBS, n=8; KO+PBS, n=7; WT+V40G, n=8; 

KO+V40G, n=8), (C) 대상엽(WT+PBS, n=7; KO+PBS, n=6; 

WT+V40G, n=8; KO+V40G, n=8) (D) 내후각피질(WT+PBS, 

n=8; KO+PBS, n=7; WT+V40G, n=8; KO+V40G, n=8) (E) 

편도체(WT+PBS, n=8; KO+PBS, n=7; WT+V40G, n=8; 

KO+V40G, n=7); Mean ± SEM; two-way ANOVA; *p<0.05, 

ns; not significant. 
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그림 7. V40G 주사 모델에서 알파 시뉴클린 전파와 미세아교세포 

활성화에 종양괴사인자-α가 미치는 영향 
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고 찰  

 

염증성 사이토카인 중 종양괴사인자-α가 파킨슨병 환자의 뇌에서 

높은 수준으로 확인이 되고, 다양한 실험에서 종양괴사인자-α 

신호전달이 파킨슨병과 관련된 발병에 영향을 주고 있을 것으로 

예상된다[74, 89]. 신경염증반응이 단백질의 응집과 퇴행성 뇌질환의 

발병에 중요한 요인으로 생각되지만 명확한 기전이 확실하게 밝혀지지 

않은 상태이다. 특히 파킨슨병과 관련하여 신경염증반응에서 중요한 

분자로 생각되는 종양괴사인자-α가 알파 시뉴클린의 응집과 축적, 

전파에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 본 실험에서는 Wild type 

알파 시뉴클린을 주사하였을 때 보다 더 빨리 전파되고 미세아교의 

비정상적 증가와 병리 현상이 wild type 알파 시뉴클린을 주사하였을 때 

보다 뚜렷하게 관찰[발표되지 않은 자료]된 알파 시뉴클린의 소섬유 

형성을 방해하는 V40G 변종을[5] 이용하여 wild type 알파 

시뉴클린보다 더 강한 병리현상을 유도하여 종양괴사인자-α의 영향을 

보고자 하였다. 

알파 시뉴클린병증의 병적인 상태를 확인하기 위해서 소섬유성 

응집체의 표지인 129번째 세린(Ser129)에 인산화 되어있는 알파 

시뉴클린을 면역조직화학염색법을 통하여 확인해보았다. V40G를 주사한 

종양괴사인자-α WT, 종양괴사인자-α KO 마우스 그룹의 선조체에서는 

많은 인산화 된 알파 시뉴클린이 확인되었으며, PBS를 주사한 마우스 

그룹의 선조체에서는 인산화 된 알파 시뉴클린이 확인되지 않았다. 이는 

V40G 변종이 일련의 과정을 통해 인산화 된 알파 시뉴클린을 유도하고 

알파 시뉴클린의 응집과 전파를 야기할 수 있음을 의미한다. 또한 

운동피질, 대상엽, 내후각피질, 편도체에서 인산화 된 알파 시뉴클린을 

확인함으로써 V40G 주사에 의한 알파 시뉴클린의 전파를 

확인하였다(그림 4B). 이를 통해 선조체에 V40G 변종 알파 시뉴클린을 

주사함으로써 편도체를 포함하여 내후각피질, 대상엽, 운동피질까지 

인산화 된 알파 시뉴클린을 유도할 수 있음을 확인하였다. 이 과정에서 
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종양괴사인자-α가 없는 종양괴사인자-α KO 마우스는 종양괴사인자-α 

WT 마우스보다 인산화 된 알파 시뉴클린이 유도되는 정도가 

내후각피질을 제외한 대상엽, 편도체, 운동피질에서 훨씬 적었다(그림 

4C,D,F). 내후각피질에서도 인산화 된 알파 시뉴클린은 종양괴사인자-α 

KO 마우스에서 감소하는 경향성을 확인하였다(그림 4E). 이는 

종양괴사인자-α가 인산화 된 알파 시뉴클린의 유도에 중요한 역할을 

하고 있음을 시사한다. 

신경염증이 신경아교세포와 높은 관련이 있기 때문에[59], 알파 

시뉴클린의 병원성에 영향을 미치는 신경아교세포를 확인하기 위하여 

대표적인 신경아교세포인 성상세포와 미세아교세포를 

면역조직화학염색법을 통해 확인해보았다. 우선 성상세포는 

종양괴사인자-α WT 마우스에 PBS를 정위주사 하였을 때 보다 

V40G를 정위주사 하였을 때 내후각피질에서만 증가한 것을 확인하였고, 

대상엽, 편도체, 운동피질에서의 차이는 통계적으로 유의미하지 

않았지만 증가하는 경향성을 확인했다. 또한 V40G를 정위주사한 

종양괴사인자-α KO 마우스에서 관찰되는 성상세포의 수와 크기는 

V40G를 정위주사한 종양괴사인자-α WT 마우스에서 관찰되는 

성상세포의 수와 크기와 차이가 없었다(그림 5B-F). 이는 

종양괴사인자-α의 신호전달에 성상세포가 크게 관여하고 있지 않을 수 

있음을 시사한다. 

미세아교세포는 종양괴사인자-α WT 마우스에 PBS를 정위주사 

하였을 때 보다 V40G를 정위주사 하였을 때 편도체에서만 증가한 것을 

확인하였고, 대상엽, 내후각피질, 운동피질에서는 차이가 통계적으로 

유의미하지 않았지만 증가하는 경향성을 확인했다. 또한 V40G를 

정위주사한 종양괴사인자-α KO 마우스에서 관찰되는 미세아교세포의 

수와 크기는 종양괴사인자-α WT 마우스에서 관찰되는 미세아교세포의 

수와 크기와 크게 차이가 없었지만, 대부분의 지역에서 감소하는 

경향성을 확인할 수 있었다(그림 6B-E). 이와 같이 각 그룹에서 확인된 

미세아교세포의 수와 크기의 패턴(그림 6B-E)이 인산화 된 알파 
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시뉴클린의 패턴(그림 4C-F)과 비슷한 점을 확인함으로써 각 지역에서 

알파 시뉴클린의 응집과 전파에서 종양괴사인자-α의 신호전달에는 

성상세포보다는 미세아교세포가 관여하고 있을 것으로 추측된다. 

종양괴사인자-α를 포함한 항염증 반응과 만성 염증(chronic 

inflammation)은 성장 정지, DNA 손상을 유발하며 정상 세포와 

암세포에서 노화의 필수적인 요소로 생각되고 있다[105]. 세포 노화는 

안정적인 세포 주기(cell cycle)를 정지시킴으로써 손상된 세포의 증식을 

제한하는 종양 억제 방법으로 알려져 있다[106]. 세포 노화는 

중추신경계에서 질병을 유도하는 하나의 요소로 생각되고 있으며, 

미세아교세포의 노화는 염증성 사이토카인인 IL-1β, IL-6, 

종양괴사인자-α가 높은 수준으로 확인된다는 특징이 있다[107]. 

미세아교세포의 노화는 손상과는 독립적인 질병 관련 

미세환경(microenvironment)을 제공함으로써 미세아교세포의 식세포 

능력의 장애와 이동 장애 같은 비정상적인 기능을 유지하게 된다[108]. 

또한 성상세포의 노화는 시냅스에서 세포 외 아연을 올바르게 처리하는 

능력이 손상되어 환경의 불균형을 초래하여 신경세포의 죽음이나 손상을 

야기한다[109]. 올리고덴드로사이트(oligodendrocyte)의 노화는 

미엘린의 재생(remyelination)의 효율을 감소시켜 다발성 

경화증(multiple sclerosis, MS)에서 관찰되는 미엘린의 병리학적 감소를 

야기한다[110]. 성상세포와 미세아교세포의 노화는 질병 상황에서 

신경세포의 건강과 항상성에 주요한 영향을 미치며 적은 수의 노화된 

세포로 조직의 항상성에 큰 영향을 미칠 것으로 생각된다[111]. 

종양괴사인자는 사멸 수용체(death receptor)에 붙어 세포 

자살(apoptosis)를 야기시킬 수 있는데, 이 중 종양괴사인자-α가 중요한 

역할을 하고 있다[112]. 종양괴사인자-α만으로는 신경세포의 사멸을 

유도할 수 없기 때문에 적절한 세포 환경이나 2차 신호가 신경세포의 

사멸에 필요한 것으로 보인다[113]. 알츠하이머병과 파킨슨병과 같은 

만성 질환과 관련된 퇴화 환경은 염증 유발 세포 사멸이 유도되거나 

염증 유발 세포에 변화가 생겼을 때 이에 민감하게 반응할 가능성이 
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있다[114, 115]. 또한 해마의 절편을 이용한 실험에서 염증성 

사이토카인을 추가하였을 때 장기강화작용(long-term potentiation, 

LTP)가 감소하는 것을 통해 염증성 사이토카인과 학습과 기억의 

연관성에 대해 연구가 진행되었고[116], 이 중 종양괴사인자-α 신호 

전달은 장기저하작용(long term depression, LTD)에 관련이 있다는 

것을 밝혔다[117]. 또한 종양괴사인자-α는 이온 신호와 관련된 

단백질에도 영향을 미칠 수 있다. 종양괴사인자-α에 의한 TNF-R1의 

활성화는 배근 신경절(dorsal root ganglia, DRG) 신경세포에서 

테트로도톡신 불감성(tetrodotoxin insensitive) Na+ channel 전류를 

강화하며[118], 이와 반대로 피질 뉴런을 이용한 실험은 종양괴사인자-

α 신호가 외부 K+ 전류를 증가시켜 사이토카인이 특정 신경세포의 

특수형의 막 전위를 과분극(hyperpolarize)시키고 결과적으로 그 

신경세포의 발화율(firing rates)를 낮추는 기능이 있다고 한다[119]. 

이처럼 종양괴사인자-α는 세포 노화, 자가 사멸을 통한 신경세포 

생존력(neuronal viability), 시냅스 가소성(synaptic plasticity), 이온의 

항상성(ionic homeostasis)에 영향을 미칠 것으로 생각되며, 본 

실험에서 사용된 모델에서도 해당 기능들을 확인해 볼 필요가 있다. 
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결 론 

 

본 연구 결과를 통해 종양괴사인자-α는 알파 시뉴클린 전파 

모델에서 알파 시뉴클린의 전파를 증가시키며, 성상세포의 활성화보다 

미세아교세포의 활성화를 증가시킨다는 것을 확인함으로써 

미세아교세포의 종양괴사인자-α 신호 전달이 알파 시뉴클린의 전파를 

매개할 수 있음을 확인하였다(그림 7). 
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Abstract 

 

Effect of inflammatory factor TNF-

α on α-synuclein protein 

propagation in mice 
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   Parkinson’s diseases is a neurodegenerative disease 

characterized by aggregation and propagation of α-synuclein protein, 

and it is known that neuroinflammation affects protein aggregation 

and is associated with the degeneration of dopaminergic neurons. 

Neuroinflammatory reactions are thought to be an important factor in 

protein aggregation and neurodegenerative diseases, but the 

mechanism is not clearly identified. Based on in vitro results that 

TNF-α increases the cell-to-cell propagation of α-synuclein, I 

investigated whether TNF-α also affects the propagation of a-

synuclein in a mouse model. 

In the previous study, when the V40G variant of α-synuclein was 

injected into the striatum of the mouse, phosphorylated α-synuclein 
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was identified in the mouse brain. When the V40G variant was 

injected, it spreaded faster than when wild type α-synuclein was 

injected; abnormal increase in microglia and inflammatory reactions 

were clearly observed. Therefore, in this study, I tried to investigate 

the effect of TNF-α on a-synuclein propagation using the V40G 

variant. In addition, I examined the changes in astrocyte and 

microglia to identify which glial cells affect propagation of α-

synuclein. As a result, I found that the propagation of α-synuclein 

was decreased in the motor cortex, cingulate cortex, rhinal cortex, 

and amygdala of TNF-α KO mice compared to WT mice. In addition, 

TNF-α KO mice showed a decrease in microgliosis in various brain 

regions compared to WT mice, whereas astrogliosis was not changed.  

This study suggests that TNF-α and microglia play an important 

role in the propagation of α-synuclein, implicating the role of TNF-α 

signaling in progression of synucleinopathy. 
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