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초록

본 연구에서는 아밀로이드에 의해 변화 되는 미세아교세포의 기능에 집

중하여 알츠하이머병(AD) 병인 기전에 관련 된 조절 인자를 탐색하고

그 조절 방법을 찾고자 하였다. 기존 보고 된 Aβ 에 의해 변화하는 미

세아교세포에 대한 많은 차등발현유전자 (Differential expression genes,

DEGs)를 기반으로, 직접적인 면역 조절 및 활성 역할을 보유하고 있는

후보 탐색을 통해 면역 및 지질 대사의 조절에 중요한 역할을 한다고 알

려진 25HC를 생성하는 효소인 Ch25h를 연구 대상으로 선정하였다.

Aβ에 의해 실제 미세아교세포의 Ch25h 발현 및 25HC의 생성 증대를

여러 모델과 생화학적 실험을 통해 검증하였다. 실시간 생체 내 이광자

현미경 촬영 및 FACS 기반의 미세비드 포식 실험을 통해서, Aβ에 의한

과도한 25HC에 의해 미세아교세포의 주요 기능인 주변 탐색 능력과 포

식능이 저해되는 것을 확인하였다. 미세아교세포의 반응성 및 포식능 저

하는 25HC에 의한 미세아교세포의 콜레스테릴에스터 (Cholesteryl ester,

CE) 증가에 의해 매개 되는 것으로 나타났다. CE의 증가는 미세아교세

포의 세포막 유동성을 저해시키는 것으로 판명되었다. 일련의 25HC에

의한 미세아교세포의 기능저하는 콜레스테롤에스터화 억제제인

Avasimibe에 의해 회복 가능한 것으로 나타났다. 더 나아가 5XFAD에

25HC를 4주간 장기적으로 투약하는 실험 결과를 통해 25HC 처리군의

인지기능 및 AD 병변이 악화되어 있는 것을 확인하였다. 이를 통해 Aβ

에 의한 과도한 Ch25h 발현이 궁극적으로 미세아교세포의 기능을 저하

시켜, AD 병인기전 가속화에 영향을 미친다는 것을 확인하고 이를 조절

하는 약물 처리를 치료 가능성으로 제시하였다.

AD의 명확한 병인기전에 아밀로이드 병변 축적 및 변화를 배제할 수

없는바, 기존 개발 된 Aβ를 표지하는 이광자현미경 탐침의 배경 신호를

분자 내 회전 스위치 적용을 통해 개선하고자 하였다. 해당 전략으로 새

롭게 개발한 IRI-1은, 구조적으로 유사하지만 분자 내 회전 고리가 없는
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기존의 탐침보다 현저한 배경 신호의 감소를 나타냈다. 또한 IRI-1은 좋

은 BBB 투과성을 나타내며, Aβ 병변에 대한 높은 선택적 발광 및 민감

도를 보였다. 이를 통해 분자 내 회전 시스템의 도입이 신규 이광자현미

경 여기능 형광체 개발에 좋은 전략이 될 수 있음을 함께 제시하였다.

주요어 : 알츠하이머병, 신경염증, 미세아교세포, 포식능, 아밀로이드

베타, 이광자 현미경

학 번 : 2017-24177
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서 론

1. 알츠하이머병의 특징

알츠하이머병 (Alzheimer’s disease, AD)은 점진적으로 치매를 일으키

고 결국 죽음에 이르게 하는 가장 흔한 퇴행성 뇌질환으로, 치매 인구의

60-70%에서 나타난다 (1). 질병이 진행됨에 따라 AD 환자는 점진적인

기억력 감퇴와, 인지 기능 손상을 보인다 (2), (3). 인간의 기대 수명이

연장됨에 따라, 노인 인구의 많은 비율을 차지하는 치매의 치료의 필요

성이 증대되고 있다. 환자의 뇌 조직에서 발견 되는 대표적인 병리학적

특징으로는 아밀로이드 베타 플라크 (노인반, 신경반)와, 신경 세포 내부

에서 나타나는 과도하게 응집 된 타우 단백질의 신경섬유 덩어리

(neurofibrillary tangle, NFT)가 있다 (4), (5). 비정상적 단백질 응집체

병변과 더불어, 이들의 독성으로 인한 시냅스 및 신경세포의 소실과 신

경염증 반응도 함께 나타난다 (그림 1) (6), (7).

Aβ는 아밀로이드 전구 단백질 (amyloid precursor protein, APP)가 β

-secretase 및 γ-secretase 효소들에 의해 순차적으로 절단되며 발생되

며 38-43개의 아미노산을 갖는 신경세포독성을 보유한 짧은 펩타이드이

다 (8). 단량체끼리는 서로 결합하여 올리고머화 될 수 있고, 이들은 점

차 더 큰 다량체로 응집되어 결국에는 용해되지 않는 아밀로이드 베타

플라크를 형성하게 된다 (9). 이러한 Aβ 병변은 AD에서 나타나는 여러

임상-병리학적 증상들 중 가장 앞서서 나타난다. 이런 병리학적, 유전학

적 관점에서 아밀로이드 베타 플라크의 축적은 오랫동안 AD 병인기전

의 중심으로 여겨져 왔다 (10), (11). 또 다른 대표적인 병변인 NFT의

경우, 평상시에는 세포내 미세소관을 안정화 시키는 역할을 하는 타우

단백질에 과도한 인산화가 일어나며 신경 세포 내부에 응집이 생긴 병변

이다 (12). Aβ 병변과 비교하면 NFT 병변은 발생 되는 시점은 늦지만,

신경 사멸 및 인지기능 저하에는 오히려 더욱 밀접한 연관이 있다는 것

이 타우-PET 이미징이 가능해지면서 많이 보고가 되었다 (7), (13), (14
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). 그러나 단백질 병변만으로는 AD 병인기전이 전부 설명 되지 않는 부

분들이 있어서 보다 복합적이고 종합적인 발병 기전에 대한 이해가 필요

하다 (15).

Aβ 병변을 제거하는 전략의 치료제 개발에 대한 많은 시도들이 있어

왔다. 2021년 아두카누맙 (Aducanumab)이라는 Aβ를 타겟하는 단항체

기반 치료제가 FDA에 의해 첫 번째 AD 치료제로 부분 승인 되면서 차

후의 치료제 개발의 기준이 되었고, 유사한 전략의 많은 치료제가 임상

시험의 결과와 승인을 기다리고 있다 (16), (17). 그러나 Aβ 병변이 제거

되었음에도 MCI 및 AD 환자들의 실질적인 인지 기능 개선 효과는 기

대보다 크지 않다는 우려의 보고들이 있기도 하다 (18), (19). 아두카누

맙 (Aducanumab)이 부분 승인 이후 보고 된 추가적인 결과들에 따르면

해당 약물 투여는 아밀로이드 관련 영상 이상 (amyloid-related imaging

abnormalities, ARIA), 뇌 위축, 뇌출혈 및 염증 반응 등의 부작용을 일

으키기도 하는 것으로 나타나고 있다 (20), (21). 이러한 요소들을 종합

적으로 고려할 때 Aβ 병변은 AD의 명백한 특징이자 주요한 원인 물질

중 하나이지만, 타우, 신경 염증, 산화스트레스, 대사 이상 등 여러 가지

서로 매우 밀접하게 연관 된 여러 요인들에 대한 분자적 기전에 대한 복

합적인 연구와 이해가 추가적으로 필요하다고 말할 수 있겠다 (22), (23

).

2. 알츠하이머병에서 나타나는 미세아교세포의 변화

그 중에서도 신경염증 기전에 관한 것은 Aβ 병변과도 직접적인 연관

이 높은 현상으로, AD 병인기전이 뇌의 면역학적 특성과 큰 연관이 있

음을 시사하며 병인 기전 및 치료제 개발 탐구 영역에 큰 각광을 받고

있는 가설이다 (24), (25), (26). 전체유전체 상관분석연구 (Genome-wide

analysis, GWAS)를 통해 산발성 AD (sporadic AD)의 위험성 돌연변이

를 보유한 유전자로 신경 염증 및 선천 면역세포와 관련 된 유전자들이

동정되었다. 그 예로 보체계 단백질인 CR1, 선천면역세포의 분화 발생에
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필수적인 전사조절인자 SIP1, 골수유래 세포들의 막 표면에 발현하는

TREM2 등이 있다. 이를 기점으로 신경염증, 미세아교세포의 기능과

AD 병인 기전에 대한 연구에 많은 관심이 집중 되고 있다 (27). 신경염

증 반응은 감염원 및 독소에 노출 되거나 외상이 있는 등 다양한 병리학

적 손상에 의해 일어나는 신경교세포들의 활성화를 의미한다 (26). Aβ펩

타이드는 교세포들을 자극시키는 독성이 있으며, 신경염증 병변은 AD

발병 초기부터 환자의 뇌 내에서 관찰 된다 (7).

뇌 내 선천면역세포인 미세아교세포는 수많은 곁가지 돌기를 사용하여

주변 환경을 끊임없이 탐색하다가, 면역원 자극 및 손상 자극에는 반응

하여 그 가지를 손상부위를 향해 몰려드는 특징을 보인다 (28). 이 과정

에서 많은 수의 긴 가지로 주변을 탐색하는 모양 (ramified form)에서부

터 보다 짧아진 가지에 비대한 세포체의 모양 (amoeboid form)으로 형

태적 변화를 나타내기도 한다 (29), (30). 또한 더 많이 분열하여 숫자적

으로 증대되며, 많은 염증성 사이토카인의 생성과 분비를 일으키는 쪽으

로 분화 된다 (31), (32). 자극원에 대한 방어를 위해 활성화 되는 것이

지만, 만성 질환인 AD의 경우에는 원인물질 또는 병원체의 궁극적인 제

거 및 방어 기능을 수행하지 못한다. 오히려 활성화에 의해 분비되는 염

증성 사이토카인 자체가 신경세포 독성을 나타내는 등 신경세포가 추가

적으로 사멸하는 악순환에 빠지게 되는 문제에 직면 한다 (33), (34),

(35). 때문에 이러한 신경염증을 적절히 조절하는 것은 AD 병인을 극복

하는 주요한 방법이 될 수 있을 것으로 기대된다 (그림2) (36).

AD 병인 기전에 관련 된 신경염증의 조절 인자를 탐색하기 위해 기본

적인 분자 및 세포 기전과 매개체를 정의하고자, 미세아교세포에 대한

전사체 분석 기반의 많은 연구가 이루어져 왔다 (37), (38), (39), (40).

다양한 분석들에서 공통적으로 나타나는 주요 골자는 노화 및 퇴행성 뇌

질환에 직면 한 미세아교세포에서는 P2ry12, Tmem119 등의 항상성 기

능 유지를 나타내는 전사체 발현 네트워크는 무너져 있고, Apoe,

Trem2, MHC Ⅱ 등 활성화에 관련이 있는 전사체 발현이 증가하면서
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전체적인 불균형이 발생한다는 것이다. 질병 연관 미세아교세포

(Disease associated microglia, DAM)로 통칭되는 이러한 불균형적인 특

성의 세포 집단에 대해 많은 연구들에서 제시 되고 있다 (37), (41), (42

), (43). 그러나 각 변화의 특징들이 AD 발병에 방어적인 역할을 하는지,

악화를 가속화하는지에 대해 명확한 기능과 기전까지 파악 하고 있는 것

들은 아직까지는 많지 않다. 이에 본 연구에서는 기존 보고 된 DAM에

서 보고 된 차등발현유전자 (Deferentially expressed genes, DEG) 정보

를 기반으로 미세아교세포의 기능 조절에 중요하고 실질적으로 AD 병

인에 영향을 미칠 수 있는 표적이 없을지 탐색해보고자 하였다 (그림 3).

3. 알츠하이머병에서 나타나는 콜레스테롤 대사 변화

1990년대 초반 지질단백질 ApoE4가 산발형 AD의 가장 높은 위험 인

자로 동정된 것을 기점으로 지질 및 콜레스테롤 대사와 AD의 관련성에

대한 연구가 각광을 받아왔다 (44). APOE 단백질의 112번 158번 아미노

산 잔기의 종류에 따라 cysteine/cysteine을 보유하는 ε2형,

cysteine/arginine을 보유하는 ε3형, arginine/arginine을 보유하는 ε4형의

3가지 isoform이 존재한다 (45). 인종 및 성별에 따라 조금씩 차이가 있

으나, 통상적으로 ε4형을 보유하지 않은 군과 비교하여 ε4형을 이형접합

자로 보유하면 AD 위험 평가 지표를 나타내는 교차비 (odds ratio)가 약

2-3배, 동형접합자로 보유하면 8-12배가량 높아지며 그 발병 시기 또한

앞당겨지는 것으로 알려져 있다 (46), (47). ε4형은 동맥경화, 고지혈증

및 심혈관계 질환 환자에서도 많이 발견되어 해당 유전자의 다형성이 지

질 대사 질환들과도 밀접한 관련이 있다는 것 또한 잘 알려져 있으며,

후향적 역학 조사 연구를 통해 비만, 심혈관 질환 및 고콜레스테롤혈증

노년기의 치매 위험을 증가시킬 수 있다는 밀접한 통계적 상관성이 제시

되기도 하였다 (48), (49), (50), (51). ApoE 뿐 아니라 CLU 및 ABCA7

등 지질 대사 및 수송과 관련 된 추가적인 위험유전자가 추가로 동정되

면서 AD 발병에 콜레스테롤 대사가 밀접한 영향이 있을 것이라는 것은
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통상적으로 받아들여지고 있으나, 아직 명확한 기전에 대한 것은 추가적

인 연구들이 필요한 실정이다 (52).

뇌의 무게는 전신의 2% 가량이지만, 체내의 25% 가량의 콜레스테롤이

뇌에 보유되어 있을 정도로 지질의 비율이 높은 장기이다. 특히 뇌 내의

신경세포의 경우 평균적으로 그 크기도 크고 수초와 같은 막대한 지질이

필요한 구조를 보유하고 있으면서 더 이상 분열하지 않고 긴 시간을 생

존해야 하는 바, 세밀하게 조절 되는 콜레스테롤의 조절 및 항상성 유지

는 뇌의 정상적 기능을 위해 필수적이라고 말할 수 있겠다 (53). 콜레스

테롤은 BBB를 그냥 투과할 수 없으므로 뇌 내의 콜레스테롤은 다른 기

관과 구별되어 뇌 내에서 자체적으로 생성 및 소비되는 비율이 높은 것

으로 알려져 있다. 특히 대부분의 콜레스테롤은 뇌 내 성상교세포에서

생성되고, 지질단백질에 포장되어 ABCA 및 ABCG와 같은 ABC 수송체

를 통해 신경세포에 전달 된 후 사용된다 (54). 이는 in vitro 배양 수준

에서 성상교세포가 신경세포에 비해 콜레스테롤 합성 효율이 2배 이상

높으며, in vivo에서 신경세포 특이적으로 콜레스테롤 생성을 저해하더라

도 별다른 시냅스 소실이나 신경세포소실이 없다는 현상을 기반으로 밝

혀진 바 있다 (55), (56).

신경세포의 보다 세밀한 콜레스테롤 대사 조율을 위해서, 과량의 콜레

스테롤은 신경세포 특이적인 콜레스테롤 수산화효소인 CYP46A1 효소를

보유하고 있다. CYP46A1에 의해 콜레스테롤은 24-hydroxycholesterol

(24HC)로 전환되어 신경세포 밖으로 배출되며, 24HC는 확산을 통해

BBB를 통과해 체내로 퍼져나갈 수 있다. 뇌에서 생성되는 옥시스테롤

종류 중 가장 많은 비율을 24HC가 차지하고 있으며, 24HC가 BBB를 통

해 체내로 넘어가는 것이 가장 주요한 뇌 내 콜레스테롤 배출 경로인 것

으로 밝혀져 있다 (57). 기본적인 콜레스테롤 항상성 조절은 신생합성

(de novo synthesis), 흡수, 저장, 배출 4가지의 경로를 통해 이루어진다.

24HC를 비롯한 옥시스테롤 및 대부분의 콜레스테롤 유도체는 대개 세포

의 콜레스테롤의 흡수 및 신생성은 저해하고 저장 및 배출을 증진시키는
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방향으로 세포내 전사 조절 인자들을 작용시킬 수 있다 (58). 24HC는 자

체적으로 확산 되어 배출 되는 콜레스테롤 유도체일 뿐 아니라, 콜레스

테롤의 배출을 활성화시키는 조절자인 liver X receptor (LXR)에 직접

결합하여 세포의 지질 유출 수송체들의 발현을 증가시키는 역할 또한 잘

알려져 있다 (58). 뇌 내에서 24HC 다음으로 많은 비율을 차지하는 것으

로 알려진 27-hydroxycholesterol (27HC)의 경우 다양한 세포 유형에서

CYP27A1이라는 효소에 의해 생성될 수 있으며 마찬가지로 BBB를 통과

할 수 있고 LXR의 작용제인 것으로 알려져 있다 (58). 그러나 27HC의

경우 뇌에서 생성된 것이 뇌 내에 존재하는 것이 아니라 대부분이 간으

로부터 합성된 후 BBB를 통과해 중추 신경계로 넘어온 것으로, 24HC와

는 반대로 체내로부터 뇌 내에 콜레스테롤이 흡수 되게 하는 주요한 경

로를 매개하는 유도체라고 말할 수 있겠다 (59). 이렇듯 뇌 내 콜레스테

롤 수준은 뇌 내 다양한 세포의 긴밀한 대사 조절 및 체내와 교류를 다

양하게 활용하여 정상 기능 유지를 위한 전략으로 활용하고 있다. 그러

나 AD 환자 뇌에서는 이러한 콜레스테롤 대사들이 정상적으로 통제되

지 않는 증거들이 관찰되고 있다.

우선 AD의 가장 큰 병리적 특징인 아밀로이드 베타 플라크에는 다량

의 콜레스테롤이 APOE와 같은 지질단백질들과 함께 뭉쳐져 축적된다

(60). 일부는 플라크가 형성 되는 동안 주변의 신경세포가 사멸 되며 나

오는 지질이 풍부한 세포 찌꺼기들이 혼재되어 축적되어 나타날 수 있을

것이다. 보다 근본적으로는 세포 외부로 잘려져 분비 된 독성 Aβ가 세

포막의 지질뗏목 구조에 달라붙기 매우 쉬우며, 그 달라붙은 조각이 떨

어져 나오면서 플라크 형성 초기의 씨앗으로 작용하는 이유도 작용할 것

이다 (61). 더 나아가 과량의 콜레스테롤은 세포막에 위치하는 APP 단

백질이 절단 효소들과 만나게 되는 확률을 증진 시키면서 amyloidogenic

경로에 진입하는 것을 촉진할 수 있고, 낮은 콜레스테롤은 그 반대의 역

할을 한다는 것을 다수의 연구 결과들이 직접적으로 증명하고 있다 (62),

(63), (64), (65).
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그렇다고 해서 AD 환자의 뇌 내에서 콜레스테롤의 양적 증가가 관찰

되었는가하면 꼭 그런 것은 아니다. 기본적으로 뇌 내의 실질적인 콜레

스테롤 합성 여력은 뇌 발생 및 발달 단계에 가장 높고, 성인이 된 후에

는 나이가 들수록 그 여력이 점차 감소한다 (66), (53). 노화에 따라 점

진적으로 진행되는 AD 환자의 경우에도 마찬가지로 뇌 내 전반적인 콜

레스테롤 신규 합성은 줄어들고, 회백질 영역 등에서 실질적인 콜레스테

롤 양적 감소가 관찰된다는 보고가 있기도 하다 (67), (68). 반면 AD 환

자의 회백질 영역에서 콜레스테롤이 증가했다는 연구 결과가 있기도 하

며 (63), (69), AD 환자의 해마 영역에서는 절대적인 콜레스테롤양이 어

느 정도 유지된다는 보고가 있기도 하는 등 AD 환자 뇌 내의 콜레스테

롤 양적 변화에 대해서는 아직까지는 논란의 여지가 있는 다양한 결과들

이 존재한다 (70). 이것은 뇌 조직 위치, 샘플링 방식, 환자마다 다른

AD 병리 단계 등으로 인한 결과일 수 있을 것이다. 대신 뇌 내의 가장

많은 비율을 차지하는 24HC의 경우에는 AD 환자 뇌 내에서 유의하게

감소하여 있고, CSF에서는 증가되어 있다는 것이 공통적으로 보고 되어

있다 (71), (72), (73). 이는 AD 환자의 뇌에서는 뇌 내에 축적 된 Aβ를

뇌 밖으로 유출 시킬 수 있는 기능을 할 수 있는 콜레스테롤 기능이 정

상군보다 감소되고 정체되어 플라크 형성 및 축적에 더욱 취약해진다고

해석할 수 있겠다. 특히나 AD 후기 단계로 갈수록 죽어가는 세포에서

나오는 지질이 풍부한 찌꺼기가 더 증가될 것이라는 점에서 (74), 미세아

교세포가 이를 처리하는 과정에서 해당 세포의 막대한 지질, 콜레스테롤

의 변화가 수반될 수 있겠다. 또한 BBB 자체가 손상되면서 통제되지 않

은 체내로부터의 콜레스테롤 유출입의 영향이 혼재되면서 뇌 내 세포와

병리 현상에 영향을 줄 수 있는 가능성도 AD에서 변화되는 콜레스테롤

대사의 요인으로 볼 수 있겠다.

4. 콜레스테롤 대사 변화가 미세아교세포 면역 반응에 미칠

수 있는 영향
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미세아교세포는 성상교세포에 비하면 일반적인 상황에서는 콜레스테롤

신생합성 수준 자체는 높지 않아 성상교세포로부터 전달받는 것에 상당

부분 의존하는 알려져있다 (75). 미세아교세포 표면에 존재하는 TREM2,

TLR, 그리고 LDLR 등의 수용체 단백질들이 APOE 지질단백질과 결합

하여 세포 안으로 수송하는 기능을 한다 (76). 말초 면역계의 대식세포

에서 지질 및 콜레스테롤 대사 변화를 포함한 대사 경로의 유연한 변화

및 적용이 면역세포의 정상적 면역 기능 중요한 기반이 되고 있다는 것

이 밝혀지고 있다 (77), (78). 이러한 면역대사학적 관점에서도 뇌 내 지

질대사 변화가 미세아교세포의 많은 기능적 변화 또한 초래할 수 있을

것이라고 말할 수 있겠다 (79). 미세아교세포에서 연구된 DAM 표현형

에서 살펴보면 ApoE 발현이 증가 되어 있으며, 그 변화에 TREM2

-APOE 경로가 핵심적이라는 보고 등으로부터 지질 대사 변화가 미세아

교세포 기능 및 표현형에 핵심적인 영향을 미칠 수 있다는 것을 확인 할

수 있다 (37), (80). TREM2가 ApoE와 상호작용할 수 있으며 (81), 해당

유전자의 위험 유전자형 보유군의 미세아교세포는 Aβ에 대한 반응성이

현저히 떨어지고 아밀로이드 베타 플라크 형성에 기여 할 수 있다는 점

등에 대한 연구를 통해 AD 뇌 내 미세아교세포의 기능 변화와 지질 대

사 변화의 상관성이 제시 되고 있다 (82). 또한 APOE 동형 단백질 유형

별로 미세아교세포의 신경 염증 물질 분비 정도가 차이가 있고, ε4형 유

형일수록 염증성 사이토카인 분비가 증가한다는 것도 관찰 된 바 있는

등 AD 미세아교세포의 지질대사 변화와 그 기능 변화에 대한 것이 제

시되고 있다 (83).

노화 및 신경 퇴행 질환의 진행에 따라 콜레스테롤이 풍부한 세포 찌

꺼기들이 축적됨에 따라 미세아교세포가 포식 및 처리해야하는 부담이

점차 늘어난다는 점도 AD 뇌 내 미세아교세포의 지질 대사 변화에 있

어서 주요하게 고려해야하는 사항이다. 노화에 따라 미세아교세포가 다

량의 콜레스테롤을 대사할 수 있는 여력이 감소하고, 축적 된 콜레스테

롤은 크리스탈 구조로 세포 내에 침착 되는 것이 보고 된 바 있다. 이러



- 9 -

한 현상은 미세아교세포의 염증성 반응을 증진시키고, 수초형성의 재생

을 막아 신경세포의 손상을 야기하게 된다고 알려져 있으며, 콜레스테롤

유출을 증진시키면 완화 될 수 있는 것으로 확인 되었다 (84). 또한 노화

및 신경 퇴행에 따라 뇌 내에서는 지방방울 축적 미세아교세포 (lipid

droplet accumulated microglia, LDAM)가 다수 관찰 되며, 이렇게 지방

방울 (lipid droplet, LD)이 축적 된 미세아교세포들에서도 염증성 반응이

증진 되는 등의 기능적 결함이 나타나는 것으로 잘 알려져 있다 (85),

(86), (87).

이렇듯 면역 반응과 지질 대사가 AD 병인기전과 밀접한 관련이 있는

것으로 보고되어 있는 바, 미세아교세포의 면역 및 지질 대사를 동시에

조절 할 수 있을 것으로 보이는 후보를 탐색하였다 (88), (89). 본 연구

에서는 많은 후보 중에서도 콜레스테롤 수산화효소의 한 종류인 Ch25h

를 선정하였다. DAM에서 채택한 CH25H 유전자는 사람의 10q23 염색

체에 존재하는 유전자로 AD 관련성 유전자로도 보고 된 적이 있는 표

적이다 (90). 2005년 수행한 연구에서는 약 천여명 규모의 AD 환자와

정상군에 대한 관련 유전자 메타분석 결과를 통해 CH25H 프로모터 위

치의 rs13500 ‘T’ 좌위가 AD 발병과 아밀로이드 플라크 축적에 관련이

있다고 보고되었다 (91). 그러나 후속으로 진행 된 대규모의 GWAS 연

구 결과에서는 해당 유전좌위의 유전적 다형성이 제시되지 않았기 때문

에 관련성이 있을 가능성이 제시 된 정도의 후보 중 하나로 이해할 수

있겠다 (88), (89). Ch25h는 콜레스테롤 25번 탄소에 수산화기를 도입하

여 25-hydroxy cholesterol (25HC)를 생성한다 (92). 앞서 설명한 뇌 내

스테롤 유도체의 대부분의 비율을 차지한다고 알려져 있는 24HC 및

27HC에 비하면 25HC는 뇌 내에 존재 비율이 높은 편은 아닌 것으로 알

려져 있다 (93), (94), (95). 25HC 또한 알려진 위의 옥시스테롤과 마찬

가지로 LXR의 작용제로 지질 유출 수송체의 증가를 초래할 수 있고, 콜

레스테롤 및 지질 신생합성에 관여하는 SREBP를 조절하는 INSIG에 결

합능을 보유하여 SREBP의 작용이 지연되도록 하는 지질 대사 조절 기
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능을 보유하고 있다 (58). 또는 25HC는 콜레스테릴에스터화효소 발현을

증진시켜 콜레스테롤이 저장 될 수 있는 형태인 콜레스테릴에스터로 전

환 되도록 하는 조절할 수 있다고 알려져 있다 (96). 특이하게도 Ch25h

는 면역 활성 시에 증대되는 표적으로, toll-like receptor (TLR) 등 패턴

인식 수용체를 통한 면역원 자극이나 및 제 1형 타입 인터페론 시그널링

에 의해 증폭된다 (97), (98). 면역원 자극에 의해서 전반적으로 모든 옥

시스테롤이 증대되는 것은 아니고 Ch25h에 의해 생성되는 25HC만 유의

하게 증가하는 것으로 보고된 바 있다 (99). 이렇듯 25HC는 많은 콜레스

테롤 유도체 중에서도 가장 직접적인 면역 조절 및 활성 역할을 보유하

고 있으며, 콜레스테롤 및 지질 대사의 조절에도 중요한 역할을 한다고

기존 보고 된 생리활성물질이다 (100).

이러한 특성을 바탕으로 바이러스 및 세균 감염증에 반응하는 대식세

포에서는 25HC에 의해 매개 되는 면역-대사 조절의 기능이 연구되어

왔다 (그림 4), (101), (102), (103), (104), (105). 대표적으로 Ch25h 유전

자를 제거한 in vitro 및 in vivo 모델들에서 바이러스 및 박테리아 감염

시 생존율이 감소하고, 이러한 현상이 25HC를 대사체를 보충해주었을

때에는 다시 회복된다는 것을 통해 감염면역에서 25HC가 면역 반응 및

생존에 중요한 역할을 한다는 것이 알려져 있다 (103), (106). 그 기전으

로는 25HC가 기계적으로 바이러스의 세포막 진입을 억제하거나, 또는

세포막에 존재하는 콜레스테롤 대사체의 조성을 비유동적으로 변화시켜

추가적인 전파를 막는다는 것이 알려져있다 (107), (108), (104), (105).

25HC에 의한 면역 및 사이토카인의 조절에 대한 양상은 상황에 따라 다

양하고 양면적으로 나타나는 것으로 보고 된 바 있다. 일례로 inter-

leukin-1 (IL-1) 군에 속하는 IL-1α, IL-1β 및 IL-18 등은 25HC에 의해

생성이 저해되고 (109), (110), TNFα, IL-6, IL-8, monocyte chemo-

attractant protein-1 (MCP1), 그리고 C-C motif chemokine ligand 2

(Ccl2) 등의 염증성 사이토카인의 생성 및 분비는 증가될 수 있는 것으

로 알려졌다 (111), (112), (113). 25HC는 염증소체 (inflammasome) 조절
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에도 관련이 있는 것으로 보고되었는데, 고콜레스테롤 상황에 노출 된

대식세포에서 생성되는 콜레스테롤 크리스탈이 미토콘드리아 손상을 일

으켜 AIM2 염증소체가 발생되는 것을 25HC가 억제할 수 있다는 항염

조절 기전 또한 유전자 제거 기반 연구를 통해 알려져 있다 (114).

그러나 아직 AD 및 미세아교세포의 기능적인 맥락에서는 Ch25h 및

그 대사산물인 25HC에 대한 연구가 많이 이루어지지 않았기 때문에 본

연구에서는 뇌 조직에 Aβ가 과발현 되도록 유도 된 형질 전환 모델인

5XFAD 마우스 모델을 활용하여 아밀로이드 병인기전과 미세아교세포의

기능 및 지질대사 사이의 상관관계를 조사하고자 하였다 (115).

5. 이광자현미경의 특징 및 이광자여기능 탐침 개발

앞에서도 언급한 것처럼, 실제로 경도 인지 장애나 치매로 진단 받기

십 수 년을 앞서 환자의 뇌 조직에서는 비정상 단백질들이 응집 및 축적

이 선행 된다 (116), (117). 아직까지 명확히 밝혀지지 않은 알츠하이머

병의 분자적 병인기전을 보다 심도 있게 이해하고, 효과적인 치료 기전

을 연구하기 위해서는 이러한 병리학적 특징들과 뇌 안에 있는 세포 및

물질들의 직접적인 상호작용을 관찰하는 것은 큰 도움이 될 것이다. 특

히 생체 내의 신호를 비침습적으로 실시간으로 촬영 및 관찰 할 수 있다

면 고정된 시료의 한계를 넘는 강력한 대안이 될 것이다 (118). 이광자

현미경은 투과성이 높은 적외선에 가까운 긴 파장대의 광원을, 펨토초

단위의 빠른 펄스로 주는 원리의 현미경이다. 여기 파장이 방출 파장 보

다 더 짧고, 에너지 준위가 높은 기존의 형광 현미경과 다르게, 방출되는

빛 보다 더 긴 파장의 두 광자를 동시에 여기 시켜 사용한다 (119). 이러

한 이광자 조사 방식은 근적외선광에 가까운 광원을 사용할 수 있어서

세포내 산란이 감소하고, 광 독성이 감소하는 장점이 있다 (120). 그리고

보다 높은 조직 침투력을 보유하여, 보다 두꺼운 조직 내부에 대한 영상

화가 가능해진다 (그림 5) (120), (121). 이광자현미경을 통해 살아 있는

쥐의 생체 내부를 고배율로 실시간 관찰 할 수 있기 때문에 뇌 내 신경



- 12 -

세포의 활성에 대한 칼슘 이미징 등 신경생리학 분야의 활용되거나, 면

역 세포 및 암 연구 분야, 눈 망막 연구 등 다양한 분야에서 적극적으로

이용 되고 있다 (122), (123), (124), (125), (126).

이광자현미경을 의미 있게 활용하기 위해서는 이광자여기능을 보유한

좋은 염료 및 형광탐침 개발 및 개선 또한 중요하다. AD의 명확한 병인

기전의 이해에 아밀로이드 병변 축적 및 변화를 배제할 수 없는바, 이를

표지하여 주변 신경세포 및 교세포들과의 상호작용을 마이크로 단위로

실시간 관찰 하는 것은 전임상 연구에서 중요한 의미를 지닐 수 있을 것

이다 (127). Aβ를 표지하는 이광자여기능 탐침이 기존에 아예 존재하지

않는 것은 아니지만, 시그널 대비 노이즈에 대한 문제나, 밝기 문제가 고

질적으로 존재하고, 용해도나 BBB 투과성, 그리고 세포 독성 측면 등에

서도 아직 개선의 여지가 있다 (128), (129). 기존 개발 된 탐침들보다

좀 더 정확하고 정밀하게 감지할 수 있는 전략으로 분자 내 회전 스위치

를 적용시킨 탐침 개발을 고안하였다. 분자 내 회전 스위치가 있게 되면,

두 고리 분자 내 회전이 가능하게 되면서 평소에는 두 고리 구조가 꼬인

상태를 선호하게 되어, 꼬인 분자 내 전하 상태 기반의-탈여기 현상

(TICT-based de-excitation pathway)이 일어나 발광하지 않다가 플라크

에 결합하였을 때에는 한 평면에 있도록 회전되어 형광 스위치가 켜지게

되어 배경 신호를 감소시키는 효과를 얻고자 하였다 (130).
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연구 목적

본 연구에서는 미세아교세포의 기능 변화에 따른 AD 병인기전 변화

및 개선 된 Aβ 탐침 개발에 관한 다음 두 가지 연구 주제를 통하여 아

밀로이드 병변의 변화와 AD 병인기전에 대한 추가적인 단서를 찾고자

하였다.

Ⅰ. 질병연관 미세아교세포에서 나타나는 특징 및 기능변화가 아밀로이

드 병변에 미치는 영향 연구

Ⅱ. 개선 된 배경 신호를 보이는 이광자현미경 아밀로이드 베타 플라크

탐침 개발

이러한 아밀로이드에 의한 미세아교세포의 기능 변화와 병변과의 상호

작용 연구를 통하여서 주변 환경적 요인과 신경염증성 요인이 아밀로이

드 병리에 미치는 영향에 대한 기전을 제시하고자 한다. 또한 아밀로이

드 병변에 대한 아밀로이드 베타 플라크의 탐침 개선을 통해 보다 명확

한 뇌 내 병리 현상의 촬영 및 관찰 가능성을 제공하는데 기여하고자 하

였다.
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(Modified from Estella Newcombe et al., J. Neuroinflammation., 2018)

그림 1. AD 환자의 뇌 조직에서 관찰 되는 대표적인 병리학적 특성

에 관한 모식도
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(Modified from Fangda Len & Paul Edison., Nat. Rev. Neurology., 2021)

그림 2. 알츠하이머병의 진행에 영향을 미치는 미세아교세포의 역동

적 활성 변화
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(Modified from Oleg Butovsky & Howard L. Weiner., Nat. Rev. Neurosci., 

2018)

그림 3. 신경퇴행성 질병에서 나타나는 미세아교세포의 표현형 변화
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그림 4. Ch25h의 조절과 25HC의 지질 대사, 염증반응에 대한 다양한 역할
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그림 5. 이광자현미경 광원 조사 원리와 마우스 뇌 이미징을 위한 수

술 기법 모식도
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실험 재료 및 방법

Part 1. 질병연관 미세아교세포의 기능변화가 알츠하

이머병의 병인기전에 미치는 영향 연구

1. 실험에 이용 한 동물 모델

알츠하이머병 동물 모델 5XFAD (Tg6799; Jax stock #006554; The

Jackson Labratory, Bar Harbor, 미국)은 가족형 알츠하이머병에서 보고

된 돌연변이 5개를 보유한 형질전환 마우스이다. 해당 5가지의 돌연변이

는 인간 APP에 대한 3가지 (스웨덴변이, K670N, M671L; 플로리다변이,

I716V; 런던변이, V717I)와 인간 PS1에 대한 2가지(M146L 변이, L286V

변이)이며, 이들은 Thy1 프로모터에 의해 조절되어 신경세포에서 과발현

하도록 설계 되었다. 5XFAD 모델에서는 최소 2개월 령부터 대뇌 피질

5번째 세포층에서 아밀로이드 베타 병변이 관찰 되는 등 빠르고 극심한

아밀로이드 병변이 관찰 되는 것이 특징이다. 신경염증 반응 및 인지기

능 저하 등의 AD 유사 형질 또한 재현 된다. 귀 조직 펀치로 얻은 조직

을 이용하여 유전자형을 판독하였다.

미세아교세포 특이적으로 GFP를 표지할 수 있는 모델 마우스인

CX3CR1GFP/GFP(Jax stock #005582; The Jackson Labratory, Bar Harbor,

미국)를 5XFAD와 교배하여 CX3CR1GFP/+_WT 및 CX3CR1GFP/+_TG 마

우스를 얻어 실험에 사용하였다. 모든 동물 관리 및 실험 절차는 서울대

학교 실험동물 자원관리원 (IACUC)의 규정에 따라 수행되었다.

2. 동물 실험 시약처리

25HC (H1015; Sigma, St.Louis, 미국) 대사체가 in vivo 미세아교세포

에 미치는 영향을 확인하기 위해서 10 ㎎/㎏으로 복강 주입하였다.

Avasimibe (Cholerterol O-AcylTransferase inhibitor; PZ0190; Sigma,

St.Louis, 미국)의 경우에는 15 ㎎/㎏ 농도로 경구투여 하였다. 각각의 원

시시약이 녹여진 용매(25HC는 에탄올, Avasimibe은 DMSO)에 상응 하
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는 물질 및 양을 대조군에 투약하였다. 약물 효과를 확인하는 실험은

5XFAD_WT에서 수컷 쥐로 수행하였다. 병변 확인 및 5XFAD_TG 관련

한 실험은 암컷 쥐들로 수행하였다. 장기간 약물 투여 실험에는 시작 전

후로 체중을 측정하여 부작용의 유무를 검증하였다

3. 동물 행동 실험

4주 동안의 Veh, 25HC, Avasimibe 투약을 마친 4.5개월 령의 마우스

들의 인지 기능 및 기본 움직임 평가를 수행하였다. 서울대학교 중앙연

구지원실의 동물행동분석센터 시설을 이용하였다. 모든 실험 수행 전 최

소 1시간 동안 실험을 수행할 방으로 사육케이지를 옮겨 실험 환경에 적

응하도록 하였다.

가 Open Field

마우스들이 행동 평가를 수행할 실험 환경 및 상자에 적응할 수 있도

록 실제 세션이 시작되기 하루 전에 개방형 상자 (58 × 42 × 35 ㎝) 안

에 30분씩 마우스를 자유롭게 두고 모든 행동을 카메라로 녹화하였다.

실험이 수행되는 동안에 실험자는 실험 공간 바깥에서 카메라를 통해 영

상으로 지켜보며 대기한다. 개체를 교체하기 전, 후로는 70% 에탄올로

상자를 충분히 소독하고, 마른 종이 타월로 남아있는 알코올을 모두 닦

아주었다. 움직임은 추후 Ethovision XT 14 (Noldus, Wageningen, 네덜

란드) 소프트웨어로 분석하였다. Outlier 검정 (Grubbs’ test, alpha =

0.05) 을 통해 벗어나는 개체는 추후 분석에서 제외하였다.

나. NOR (Novel objective recognition)

Open Field 테스트를 통해 상자 환경에 적응한 마우스는 기존 알려진

실험 방법을 실험실 형편에 최적화하여 1일차 NOR 학습 세션을 진행하

였다 (131).. 상자 안에 동일하게 생긴 물체 두 개를 준비해두고 마우스를

넣어 10분씩 자유롭게 탐색하도록 하였다. 개체 교체 전, 후로 상자 및

물체를 모두 깨끗하게 소독하고 닦아준다. 2일차 NOR 세션에서는 상자

안에 1일 차 세션에서 제공한 기존 물체 1개와, 새로운 형태의 물체 1개
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를 각각 준비하여 넣어둔다. 이후 마우스를 상자에 넣고 5분간 마우스의

행동을 촬영한다. 코나 발로 직접적으로 각각의 물체에 접촉하는 탐색적

행동을 보이는 누적된 시간 정보를 정량한다. 마우스가 새로운 물체를

변별하는 인지 능력은 (새로운 물체 탐사 시간 – 기존 물체 탐사 시간)

/ (물체 탐사 총 시간)의 수식에 대입하여 계산하였다. 총 탐사 시간이 1

초 미만인 개체들은 추후 분석에서 제외하였다.

다. Y형 미로

Y형 미로에서 마우스 인지 기능 평가는 매우 잘 정립 된 기존 문헌의

실험 방법을 따라 진행하였다 (132). 길이 40 ㎝, 높이 30 ㎝, 너비 15 ㎝

의 팔이 Y형으로 연결 된 미로를 사용한다. Y형 미로에 중앙에 마우스

를 놓고, 30초 간 자유롭게 탐색하도록 한 후 이후 7분 동안 오고 나간

팔의 방향을 기록하였다. 팔에 출입하는 기준은 뒷발이 넘어갔는지 여부

로 결정하였다. 미로는 마우스 교체 전, 후로 70% 에탄올로 소독하고 닦

아주었으며 실험자는 바깥에서 대기하였다. 미로의 서로 다른 3가지의

팔 방향에 얼마나 겹치지 않게 출입 하였는지에 대해 3번의 연속적인 입

장의 방향이 중복 되지 않은 횟수를 전체 출입 횟수에서 2를 뺀 값으로

나누어 계산하였다. 총 출입 횟수가 15회 미만이거나, 실험 도중 미로 바

깥으로 점프하여 뛰쳐나온 개체들은 추후 분석에서 제외하였다.

4. 마우스 두개골 수술

마우스 두개골 수술(Thined skull surgery)은 기존 알려진 방법을 실

험실 실정에 맞게 수정 하여 수행하였다 (133). Tiletamine - Zolazepam

(Virbac, Carros, 프랑스) and Xylazine (Bayer Korea, 서울, 대한민국)

혼합제 근육주사 (1.2 ㎎/㎏)를 통해 마취시킨 쥐는 주문 제작 된 보정용

온열기 (37℃; LCI, 남양주시, 대한민국) 위에 단단하게 고정시킨다. 쥐가

완전히 마취 된 것을 확인한 후에, 수술 부위에 포비돈 (Firson, 천안, 대

한민국)을 충분히 도포하여 소독한다. 두피를 수술용 가위로 잘라 제거

하고 epinephrine (제일제약, 대구, 대한민국)을 한 방울 떨어뜨려 국소
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통증 및 출혈을 방지한다. 수술용 칼날로 골막을 긁어내고 물기가 남아

있지 않도록 말려준다. 해부현미경으로 수술 위치를 보면서, bregma 기

준 –2.5 ㎜, sagital 두개골봉합선(suture) 기준 우측 2.5 ㎜에 위치한 뼈

영역(체성감각신경 피질 영역)에 치과용 미세 드릴과 수술용 칼날을 이

용해 아주 조심스럽게 두개골을 갈아낸다. 중간 중간 차가운 식염수로

열 및 출혈을 최소화하면서 골수 스폰지층까지 최대한 얇게 갈아내서 20

㎛ 정도의 뼈 두께로 만든다. 물-액침용 렌즈로 촬영시에 물이 마르지

않을 수 있도록, 수술 부위보다 바깥쪽으로 넓게 치과용 시멘트 (이스라

엘, BJM LAB)를 우물처럼 둘러서 충분히 말려서 준비한다. 수술 한 쥐

는 당일 촬영, 당일 안락사 하였다.

5. 이광자 현미경 이미징

CX3CR1GFP/+_WT 및 CX3CR1GFP/+_TG 마우스를 이용하여 미세아교세

포의 in vivo 실시간 움직임을 관찰하고자 하였다. LSM 7 MP (Carl

Zeiss, Oberkochen, 독일) 현미경과 Chameleon-Ultra II (Coherent,

Santa Clara, 미국) 레이저 시스템 및 20X 물-액침용 대물렌즈 (W

Plan-Apochromat 20x/1.0 DIC M27 70 ㎜; Car Zeiss, Oberkochen, 독

일) 시스템을 사용하였다. 사용한 NDD 필터는 적색 채널 (555-610 ㎚),

녹색 채널 (490-555 ㎚) 청색 채널 (485-490 ㎚)로 구성되어 있으며, 관

찰 한 GFP 신호는 녹색채널을 통과한 신호이다. 피질 표면을 기준으로

50 ㎛ 깊이를 시작으로 1 ㎛ 간격의 50 장의 Z-stack 이미지를 1 분 간

격으로 60분 동안 확보하였다. 기본적인 촬영은 광독성을 방지하기 위해

서 30 mW의 출력으로 제한하여 수행하였고, 레이저 조사를 통한 국소

조직 손상을 위해서는 직경 15 ㎛ ROI에 최대 출력 레이저를 조사하였

다. 손상 부위에 대한 미세아교세포의 움직임과 반응성은 기존 보고 된

분석 방법을 기반으로 수행하였다 (134). 간략하게는 손상 된 ROI의 중

심을 원의 중심으로 갖는 140 ㎛ 직경의 바깥 원과, 70 ㎛ 직경의 안 쪽

원을 그린 다음 시간 별로 각 원 안에 있는 형광 세기를 측정한다. (안



- 23 -

쪽 원 형광 세기(시간) - 안 쪽 원 형광 세기 (시작) / 바깥 쪽 원 형광

세기 (시작))의 공식에 측정한 형광 세기 정보를 대입하여 반응성 정도

를 환산한다. 이미지의 추가적인 3차원 재구성 및 형광세기 분석 등의

추가 작업은 Volocity 소프트웨어(Perkin-Elmer, Waltham, 미국)를 이용

하여 수행하였다.

6. 성체 마우스 미세아교세포 분리 (MACS:

Magnetic-activated cell sorting)

마우스 뇌의 미세아교세포를 얻기 위해서는, 마우스 마취 후 PBS 심

부 관류 이후 적출한 뇌 조직을 1.6 ㎎/100 ㎖ DNaseI (Sigma, St.Louis,

미국)이 섞인 DPBS 용액에 담아 Dounce 균질화기(Wheaton Industries,

Millvilee, 미국)로 파쇄한다. 70 ㎛ 구멍의 거름망에 조직파쇄액을 잘 걸

러준 다음, Myelin 및 세포잔해물을 조직 잔해 제거 용액(Debris

Removal Solution, #130-109-398; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach ,

독일)을 이용하여 제조사가 제공하는 실험 방법대로 농도구배 원심분리

를 수행하여 제거한다. 미세아교세포는 CD11b MicroBeads

(Cat#130-093-634; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach ,독일) 자석부착

항체 기반 전략으로 분리하고, 차가운 PBS로 세척하여 –80℃에서 보관

하였다가 사용한다.

7. 세포 배양

세포는 37℃, 5% CO2 배양 조건에서 배양한다.

가. 마우스 교세포 초대배양

마우스 교세포 초대배양은 생후 1-2일차의 비근교계(outbred) 마우스

(Hsd: ICR (CD-1); KOATECH, 평택시, 대한민국) 뇌를 이용하였다. 대

뇌 및 해마를 분리하여 차가운 HBSS (WelGENE, 경산시, 대한민국) 배

양액 위에서 뇌막을 벗겨낸 후, 10% FBS 및 1% Penicilin/Streptomycin
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항생제를 포함한 DMEM (Hyclone, Marlborough, 미국) 배양액에 뇌 조

직을 옮겨 담고 미세관을 반복적으로 통과시켜 단일 세포 수준으로 흩어

지도록 한다. 세포 현탁액은 40 ㎛ 필터사이즈의 여과망에 걸러서 쪼개

지지 않고 남은 찌꺼기는 제거한다. 걸러진 세포현탁액은 총 20 ㎖의

DMEM 배양액에 담아, Poly-D-lysine (PDL; #P7280; Sigma, St.Louis,

미국) 코팅 해 둔 T75 플라스크에 옮겨 담는다. 하루 뒤에 세포가 가라

앉으면 전체 배양액을 교체해주고 10-14일간 그대로 배양한다. 플라스크

바닥면에서는 성상교세포가 단단히 부착되어 자라고, 그 층 위에 비부착

성의 미세아교세포가 자라게 된다. 미세아교세포는 플라스크를 툭툭 쳐

서 물리적으로 떼는 방법으로 키우던 배양액과 함께 분리하여, PDL 코

팅 한 새로운 배양접시에 옮겨주면 바닥에 부착되어 자라나게 되어 이것

을 약물 처리 및 실험에 사용하였다. 성상교세포의 경우, 미세아교세포를

떼어주고 남은 플라스크의 바닥을 PBS로 3회 충분히 세척한 후, 0.25%

트립신 용액으로 세포를 떼어내고 2회 계대 배양 한 것을 사용하였다.

나. 마우스 신경세포 초대배양

마우스 신경세포 초대배양은 배아 16일 차의 비근교계(outbred) 마우

스(Hsd: ICR (CD-1); KOATECH, 평택시, 대한민국) 뇌를 이용하였다.

대뇌를 분리하여 차가운 HBSS (WelGENE, 경산시, 대한민국) 배양액

위에서 뇌막을 벗겨낸 후 papain (Worthington, Columbus, 미국) 처리와

미세관을 통해 세포를 단일 수준으로 분리시킨다. 준비 된 세포 현탁액

은 PDL로 미리 코팅 해 둔 배양접시에서 배양하였다. B27 (2%;

#17504-044; Gibco, Waltham, 미국), Sodium pyruvate (1:100 (v/v),

#11360-070; Gibco, Waltham, 미국), Glutamax (1:100 (v/v);

#35050-061; Gibco, Waltham, 미국)가 첨가 된 Neurobasal media-A

(#10888-022; Gibco, Waltham, 미국) 배양액을 사용하였고, 3일에 한 번

씩 기존 배양액을 절반 덜어내고 새로운 미디어를 추가해주었다. 16일

경과 되어 충분히 성숙 된 신경세포를 추후 약물 처리 등 실험에 사용하

였다.
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다. 유도만능줄기세포(iPSC) 유래 미세아교세포(iMG) 배양

iPSC 유래 미세아교세포(iMG)는 기존 알려진 방법을 기반으로 약간의

변형을 가해 배양하였다 (135). 먼저 iPSC로부터 HPC를 분화시키기 위

해 HPC 배양액(#05310; Stemcell technologies, Vancouver, 캐나다)에서

12일간 키운다. 둥근 모양의 비부착성 HPC는 IL-34 (100 ng/㎖;

#200-34; PeproTech, Cranbury, 미국), TGF-β (50 ng/㎖; #100-21;

PeproTech, Cranbury, 미국) 및 M-CSF (25 ng/㎖; #300-25;

PeproTech, Cranbury, 미국)들을 포함한 새로운 배양액에 옮겨준 다음

25 일간 분화시킨다. 25 일 이후부터는 CD200 (100 ng/㎖; #BP004; Bon

Opus Bio, Millburn, 미국) 및 CX3CL1 (100 ng/㎖; #300-31; PeproTech,

Cranbury, 미국) 인자를 추가로 첨가한 배양액으로 5-7일간 키운 다음

약물 처리 등 실험에 이용하였다.

8. 세포 시약 처리

Aβ1-42는 (Cat#4061966; Bachem, Budendorf, 스위스) 1,1,1,3,3,3-hexa-

fluoro-2-isopropanol (HFIP)에 1 ㎎/㎖ 농도로 녹여서 밀봉하여 72시간

동안 충분히 단량체화 시켜 녹인 후에, 분주하여 SpeedVac (SPD2010;

Thermofhisher, Waltham, 미국)으로 HFIP를 건조시켜서 얇은 막으로

튜브에 남아 있는 Aβ1-42펩타이드를 획득한다. 분주 된 Aβ1-42펩타이드는

–80℃에 보관하였다. 이것은 무수 DMSO (#276855, Sigma, St.Louis, 미

국)에 1 mM이 되도록 녹인 원료시약을 만든 후, 적정 농도로 배양액에

희석하여 세포에 처리하였다. LPS (#L6529, Sigma, St.Louis, 미국) 원시

시약은 멸균 증류수에 1 ㎎/㎖에 녹여 두고 실험에는 10 ng/㎖ 농도로

처리하였다. 25HC (#H1015, Sigma, St.Louis, 미국)는 DMSO에 1 ㎎/㎖

로 녹인 원시시약을 분주하여 최종 농도 5 ㎍/㎖ 가 되도록 배양액에 희

석하여 사용하였다. Avasimibe (Cholerterol O-AcylTransferase in-

hibitor; #PZ0190; Sigma, St.Louis, 미국)은 500 μM 농도로 DMSO에 녹

인 용액을 원시시약으로 두고, 최종 1 μM 농도로 사용하였다. 각 약물



- 26 -

을 처리할 때에는, 약물의 원시시약에 사용 된 용매와 동일한 것을, 약물

처리 부피에 상응하는 양만큼 배양액에 섞어준 것으로 대조군에 처리하

였다. 실험에 사용한 정확한 농도 조건은 각 그림 밑에 기재하였다.

9. 세포 광퇴색후형광측정 (FRAP: Fluorescence Recovery

After Photobleaching)

(본 실험의 설계 및 분석은 서울대학교 장성호 교수님 연구실의 이상은

박사님의 도움을 받아 수행하였다.)

PDL 코팅 한 18 ㎜ 커버글라스에 배양한 초대배양미세아교세포

(PMG)는 약물 처리가 끝난 후 Tyrode 수용액 (136 mM NaCl, 2.5 mM

KCl, 2 mM CaCl2, 1.3 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 10 mM glucose,

pH 7.4, ~290 mOsm)으로 2-3회 헹구어 준비하였다. 세포막 전체에 존재

하는 지질을 염색할 수 있는 것으로 알려진 1,1'-Dioctadecyl–3,3,3',3'-

Tetramethylindocarbocyanine perchlorate 형광 염색용액(DiI; #V22885;

Invitrogen, Waltham, 미국)을 Tyrode 수용액에 1:200 (v/v)로 희석하여

강하게 교반시켜 섞어준 다음, 13000 rpm로 5 분간 원심분리하여 그 상

층액만 조심스럽게 따서 사용하였다. 헹궈준 세포 배양 커버글라스는 라

이브 이미징 전용 챔버(LCI, 남양주시, 대한민국)에 포셉으로 옮겨 담고,

준비한 DiI 염색약을 담아 그 즉시 콘포컬 형광 현미경(37℃, 5% CO2;

A1Rsi s/Ti-E, Nikon)으로 라이브이미징을 수행하였다. (Plan Apo VC

60x Oil DIC N2 NA / 1.4; 561nm diode laser) 라이브이미징은 광퇴색

이전에 4초 간격으로 4장의 이미지를 얻은 다음, 광퇴색을 위해 설정한

ROI에 최대 출력 레이저를 10초 조사 하였고, 광 퇴색 후 회복 관찰을

위해 2초 간격으로 3분간 91장의 이미지를 획득하였다. 원시 이미지 자

료는 ImageJ (NIH, Bethesda, 미국) 소프트웨어를 이용하여 대표이미지

를 얻고, 표백보정(bleaching correction) 등 필요한 처리를 한 후 시간

흐름에 따른 ROI 형광 세기 데이터를 확보하였다. 확보한 원시 데이터

는 GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, 미국) 프로그램
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을 이용하여 비선형 표준화 작업을 거쳐 그룹별 분석 자료로 활용하였

다.

10. 유세포 분석 (Flow cytometry)을 이용한 미세아교세포 포

식능 분석

형광 비드 Fluoresbrite® YG Carboxylate Microspheres(1.68 × 109

particles/ml; 3.00 µm; #17147-5; Polysciences, Warrington, 미국)는

50% FBS 함유 DMEM 1 ㎖과 함께 37℃, 30분간 1000rpm으로 교반하

며 옵소닌화 하여 준비한다. 옵소닌화 된 형광비드 혼합제는 미리 데워

둔 DMEM에 1:10으로 희석하여 최종적으로 1.0 × 106 particles/㎖의 5%

FBS 함유 DMEM 형광 비드 용액으로 세포와 반응시킨다. PMG는 약물

처리 후 PBS로 헹구고, 준비된 최종 형광 비드 반응 용액에 담아 37℃,

5% CO2 유지공급 배양기에서 1시간 동안 배양한다. 성체미세아교세포의

경우에는 PBS 관류 하여 적출 한 뇌 조직을 Dounce 균질화기(Wheaton

Industries, Millville, 미국)로 파쇄하고, 조직 잔해 제거 용액(Debris

Removal Solution, #130-109-398; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

독일)을 이용하여 잔해물을 제거한 후 형광 비드 용액에 담아 세포배양

기에서 1시간 배양하였다. 형광 비드와 반응이 끝난 세포는 0.1 M PB

용액에 옮겨 바깥에 붙어 있는 비드 잔해를 떨어뜨려준다. 350 g, 5분,

4℃ 원심분리하여 상층액을 버리는 식으로 FACS 버퍼(2% FBS 및

0.05% sodium azide 포함 HBSS)로 세포들을 옮겨준다. 총 100 ㎕에서

항체 염색이 될 수 있도록 FACS 전용 형광 항체(Rat monoclonal

anti-CD11b, APC, Cat#17-0112-81, 1:1000, eBioscience, San Diego, 미

국; PE/Cy7 anti-mouse CD45.2 Antibody, #109829, 1:500, Biolegend,

San Diego, 미국)들을 각 역가에 맞춰 넣고 4℃에서 빛을 차단하고 30

분 반응 시킨다. 반응이 끝나면 350 g, 5분, 4℃ 원심분리하여 상층액을

버리는 식으로 FACS 버퍼로 2회 씻어낸다. 마지막에 죽은 세포에 염색

되는 염료 (SYTOX™ AADvanced™ Dead Cell Stain Kit; #S10349,
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Invitrogen, Waltham, 미국)를 넣어준다. LSRFortessa X-20 (미국,

Becton Dickinson, Franklin Lakes, 미국) 장비로 읽어 들인 정보는

FlowJo (Flowjo, Ashland, 미국) 소프트웨어를 이용하여 분석하였다.

11. 뇌 조직 면역조직화학 (IHC: Immunohistochemistry)

가. 뇌 조직 준비

마우스는 졸레틸 근육 주사 마취 후 차가운 PBS로 심장관류 하여 방

혈하였다. 적출 한 뇌의 반구는 4% PFA 용액에 담가 4℃에서 하룻밤

두고 고정시킨다. 고정 된 뇌 조직은 30%의 수크로스 PBS 용액에 옮겨

담고, 72시간 정도 두면서 뇌 조직이 바닥으로 가라앉으면 꺼내서 –80℃

에 얼려 보관하였다. 얼린 뇌 조직은 극저온포매제로 포매하여 Leica

CMI1850 Cryostat (Leica Biosystems, Wetzlar, 독일)를 사용하여 관상

면 방향으로 30 ㎛ 두께로 절편화 하였다. 뇌 절편은 4℃의 조직보존용

액에 보관한다.

나. 면역조직화학 염색

조직보존용액에 보관 해 둔 뇌 절편을 건져내어, 4% PFA 용액으로

후고정 처리를 시켜준다. PBS 세척 후 70% 포름산-PBS 용액에 담가

항원노출반응 시킨 다음, 비특이적 반응 최소화 및 세포막 투과성 확보

를 위한 차단 및 투과 반응 용액 (사용하고자 하는 2차 항체 공여 동물

의 혈청 10%, Triton X-100/PBS 0.3%)에 반응 시킨다. 모든 과정에서

는 PBS에 3회 이상 세척 과정이 포함된다. 1차 항체(Mouse monoclonal

anti-β-Amyloid, biotin labeled, clone: 4G8, 1:2000, Biolegend, San

Diego, 미국; Anti Iba1, 1:1000, FUGIFILM Wako Pure Chemical

Corporation, Richmond, 미국)를 항체 희석 용액(사용하고자 하는 2차

항체 공여 동물의 혈청 5%, Triton X-100/PBS 0.3%)에 알맞은 역가로

희석하여 뇌 조직과 함께 하룻밤 반응시킨다. 1차 항체 반응이 끝나면, 1

차 항체 공여 동물에 상응 하는 2차 형광 항체(Alexa FluorTM, 1: 500;
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Invitrogen, Waltham, 미국)로 항체희석용액에 준비하여 상온에서 1시간

반응시킨다. CongoRed(Sigma, St.Louis, 미국) 염색 필요시에는 2차 항

체 염색을 할 때에 CongoRed 1 mM 수용액을 1:100 (v/v) 희석하여 사

용하였다. 마지막으로 핵을 염색하는 DAPI (0.4 ㎍/㎖, Sigma, St.Louis,

미국)를 처리하였다. 조직은 LSM700 (Car Zeiss, Oberkochen, 독일) 콘

포컬 형광현미경으로 촬영하고 Image J (NIH, Bethesda, 미국) 소프트웨

어를 활용하여 정량 및 분석하였다.

12. 면역조직화학과 RNA 현장혼성화 (RNA-ISH: RNA in

situ Hybridization)

RNAscope RNA-단백질 공동 검출(Advanced Cell Diagnostics, ACD,

Newark, 미국)을 활용한 RNA-ISH 실험을 제조사에서 제공하는 실험

방법을 따라 수행하였다. 뇌 절편은 10 ㎛ 두께로 동결절단하고, 슬라이

드에 올려 건조 시켜 –80℃에 보관한 것을 사용한다. 실험에 사용할 슬

라이드는 4% PFA에 고정 및 건조, 수분 제거 과정을 거친 후 항원노출

용액에 담가 95℃로 10분간 끓여 항원을 노출시키고, 1차 항체 (Anti

Iba1, Cat#019-19741, 1:50, FUGIFILM Wako Pure Chemical

Corporation, Richmond, 미국; GFAP monoclonal antibody2.2B10, Cat#

13-0300, 1:50, Invitrogen, Waltham, 미국)와 함께 4℃에서 하룻밤 반응

시킨다. 반응 후 1차 항체는 0.1% Tween20의 PBS(PBST) 용액으로 충

분히 씻어낸 후, 4% PFA로 추가 고정한다. 이후에는 protease 처리로

RNA 결합 단백질들을 제거한 후, 마우스 Ch25h RNA 탐침을 반응시키

고, 이후 순차적으로 시그널 증폭 탐침 및 형광 탐침을 반응 시킨다. (4

0℃, HybEZ™ II, ACD, Newark, 미국) 마지막으로는 차단제 처리 후 형

광 표지 된 2차 항체 및 DAPI 염색하여 커버글라스를 덮어 준다. 형광

이미지 촬영은 LSM700(Car Zeiss, Oberkochen, 독일) 콘포컬 형광현미

장비를 이용하였으며, 정량 및 분석은 Image J(NIH, Bethesda, 미국) 소

프트웨어를 활용하였다.
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13. 실시간 역전사 연쇄중합효소반응 (qRT-PCR)

다양한 세포 및 뇌 조직 내 mRNA 발현 수준 확인을 위해서 RNasy

Mini Kit(Qiagen, Hilden, 독일)를 이용해 검체를 용해시키고 컬럼을 걸

어서 총 RNA를 추출하였다. 추출한 RNA는 MaximeTM RT

PreMix(iNtRON Biotechnology, 성남시, 대한민국)를 이용하여 cDNA로

합성하였다. 정량적 실시간 역전사 PCR 반응은 KAPA SYBR® FAST

qPCR 범용 키트(KAPA Biosystems, Wilmington, 미국)를 사용하였으

며, 연구에 사용 한 각 표적 mRNA에 대응하는 프라이머 정보는 다음과

같다.

mouse Rps18 F: 5’-GGATGTGAAGGATGGGAAGT-3’

mouse Rps18 R: 5’-CCCTCTATGGGCTCGAATTT-3’

mouse Ch25h F: 5’-TGCTACAACGGTTCGGAGC-3’

mouse Ch25h R: 5’-AGAAGCCCACGTAAGTGATGAT-3’

mouse Acat1 F: 5’-CAGGAAGTAAGATGCCTGGAAC-3’

mouse Acat1 R: 5’-TTCACCCCCTTGGATGACATT-3’

mouse Acat2 F: 5’-AGACTTGGTGCAATGGACTCGAC-3’

mouse Acat2 R: 5’-CATAGGGCCCGATCCAACAG-3’

mouse Soat F: 5’-GAAACCGGCTGTCAAAATCTGG-3’

mouse Soat R: 5’-TGTGACCATTTCTGTATGTGTCC-3’

14. 웨스턴 블롯 (WB: Western blot)

RIPA(iNtRON Biotechnology, 성남시, 대한민국) 용액에 단백질 분해

효소 억제제, 포스파타제 억제제 및 페닐-메틸설포닐 플루오르화물 혼합

제를 첨가한 RIPA 파쇄용액을 세포 및 조직 검체에 첨가하고 세포를 해

리한다. 추가적인 물리적인 파쇄를 위해 음파분쇄를 수행하고, 해리 된

혼합물은 13000 rpm, 4℃, 15분 동안 원심분리 하여 깨지지 않고 침전
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된 잔해는 버리고 상층액만 따로 모아 사용하였다. 얻은 검체는 BCA 정

량을 통해 농도를 측정하고, 10-15 ㎍의 단백질을 실험에 사용하였다.

동일한 단백질 양의 샘플을 4-12% Bis-Tris polyacrylamide precast gel

(NuPAGE; Invitrogen, Waltham, 미국)에 로딩한 다음 전기영동을 통해

단백질을 크기 별로 분리한다. 젤에 있는 단백질은 PVDF 막으로 옮겨

이후 항체 반응을 수행한다. 항체와 반응시키기 전에 5% 탈지우유 용액

에 담가 상온에서 1시간 반응시켜 불특정한 결합을 방지한다. 1차 항체

(CH25H Polyclonal Antibody, #PA5-72349, Invitrogen, Waltham, 미국;

Mouse monoclonal anti-β-actin, Cat#A1978, Sigma, St.Louis, 미국;

Goat polyclonal anti-mouse Il-1β, #AF-401-NA, R&D systems,

Minneapolis, 미국; Human/Mouse TNF-α antibody, AF_410_NA, R&D

systems, Minneapolis, 미국)는 방부제 sodium-azide가 포함 된 용액에

1:1000 (v/v)으로 희석하여 사용하였고, 4℃에서 16시간 이상 반응시킨

다. PVDF 막은 이후 1차 항체의 공여 동물에 대한 HRP 결합 2차 항체

와 상온에서 1시간 반응시킨다. 해당 PVDF 막은 ECL 용액 (West

Save Gold, AbFrontier, 서울, 대한민국)으로 시그널을 증폭하여

AmershamTM Imager600 (GE, Chicago, 미국) 기기를 이용해 현상하였

다. 얻어진 밴드 이미지는 MultiGauge software(FUJIFilm, Tokyo, 일본)

로 분석 및 정량하였다.

15. 동물 뇌 조직 Aβ 효소면역측정법 (ELISA: Enzyme-linked

immunospecific assay)

적출 한 후 LN2 급속 냉각하여 –80℃에 보관해 둔 전전두엽 피질 및

해마 뇌 조직의 무게를 측정한다. 무게의 4배가 되는 용량의 PBS 파쇄

용액(단백질 분해효소 억제제, 포스파타제 억제제 및 페닐-메틸설포닐

플루오르화물 혼합제를 첨가한 PBS)으로 뇌 조직을 균질화하였다. 단백

질 분해효소 억제제, 포스파타제 억제제 및 페닐-메틸설포닐 플루오르화

물 혼합제를 첨가한 RIPA(iNtRON Biotechnology, 성남시, 대한민국) 파
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쇄 용액 200 ㎕에 PBS에 파쇄 된 뇌 조직 100 ㎕를 섞고 13000 rpm,

4℃, 5분 원심분리 한다. 해당 검체는 이어서 음파분쇄 및 균질화 작업을

거친다. 모든 작업은 열에 의한 단백질 손상을 최소화 하기 위해서 얼음

위에서 수행한다. 얻은 뇌 조직 파쇄 용액은 농도를 측정하여, RIPA 파

쇄 용액 조절을 통해 1 ㎍/㎕ 되도록 맞춘다. 해당 검체 100 ㎕를 초원

심분리기에서 100,000 g, 4℃, 1시간 분리한다. 이때 얻어지는 상층액이

RIPA 용해 단백질이며, 남아있는 pellet은 70% 포름산 수용액 400 ㎕씩

에 파쇄하여 초원심분리기에서 100,000 g, 4℃, 1시간 분리한다. 두 번째

초원심분리 끝에 얻어지는 포름산 용해물은 RIPA 불용성 단백질 분획이

며, 이것은 1M, pH11의 Tris 완충액과 1:20 (v/v)으로 섞어서 중화시켜

이후 실험에 사용하였다. 효소면역측정은 Abeta(1-42) ELISA kit

(#27711, IBL, Minneapolis, 미국) 제품을 사용 하였으며 업체에서 제공

되는 실험 방법에 따라 수행하였다.

16. 세포 내 대사체 추출 및 25HC 정량 (GC-MS)

(본 실험은 서울대 이도엽 교수님 연구실에서 진행하였다.)

가. 세포 내 대사체 추출

-80℃에 얼려서 보관한 미세아교세포 침전 펠릿을 4℃에서 녹이고,

methanol, isopropanol, 물이 3:3:2 (v/v)로 혼합된 용액을 넣어 잘 섞는

다. Mixer Mill MM400 (Retsch GmbH & Co., Haan, 독일)와 금속 비

드를 이용하여 90 초 동안 균질화하고, 15분 동안 음파분쇄 시킨다. 균질

화시킨 샘플은 13200 rpm, 4℃, 5분 조건으로 원심분리 한다. 분리 된

상층액 1300 ㎕를 새로운 1.5 ㎖ 튜브에 옮긴 후 원심진공농축기

(SCANVAC, Labogene, Lillerød, 덴마크)에서 건조시켜 유도체화 반응

전까지 –80℃에 보관한다.

나. 유도체화 및 GC-MS 실험

Methoxyamine hydrochloride을 40 ㎎/㎖ 농도로 pyridine에 녹인 용액

5 ㎕를 건조 된 대사체 추출물에 넣아서 200 rpm, 30℃, 90분 동안
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methoxyamination 시킨다. 머무름 시간 지표를 위해 FAMEs 혼합물

(C8, C9, C10, C12, C14, C16, C18, C20, C22, C24, C26, C28, 및 C30 포함) 2

㎕를 첨가하고 난 후, MSTFA plus 1% TMCS (Thermo, Waltham, 미

국)를 45 ㎕ 첨가하여 200 rpm, 37℃, 60분 동안 trimethylsilylation 반응

을 시킨다. GC-MS 실험은 Agilent 7890B (Agilent Technologies, Santa

Clara, 미국) 기기에 RTX-5Sil MS 컬럼(Restek, Bellefonte, 미국)을 사

용하여 수행하였다. 유도체 화 된 샘플 0.5 ㎕를 splitless 모드로 주입하

고, 20 spectra/초 비율로 85-500 m/z 범위에 해당하는 질량스펙트럼을

Leco Pegasus HT time-of-flight 질량 분석기를 통해 확보하였다. 전체

시스템은 ChromaTOF 소프트웨어 4.50 버전(LECO, St. Joseph, 미국)으

로 조절하였으며, 확보 된 원시자료는 MS-DIAL을 이용하여 후속 분석

하였다. 모든 샘플은 무작위 순서로 실험에 사용하였다.

17. 세포 내 콜레스테릴에스터 측정

가. 세포 내 지질 추출

세포 내 지질 추출은 Chloroform이 없는 추출 키트 (#K216,

BioVision)를 사용하여 제조사의 매뉴얼대로 수행하였다. 미세아교세포

는 1.5 ㎖ tube에 옮겨 담아 1000 g, 5분 원심분리 하여 상층액에 떠있

는 찌꺼기를 제거한 후 PBS에 다시 풀어준다. 샘플 50 ㎕ 마다 지질 추

출 버퍼를 1 ㎖씩 넣고, 재빨리 1-2분간 소용돌이 교반기(Vortexer)에서

강하게 혼합한다. 상온에서 오비탈쉐이커 위에 두고 15-20분간 혼합물을

교반 시키며 지질이 충분히 녹아 나오게 한 후 10000 g, 5 분 동안 원심

분리하여 상층액만 새로운 1.5 ㎖ tube에 옮겨 담는다. 얻은 혼합액은

SpeedVac 감압농축기 (SPD2010, Thermofhisher, Waltham, 미국)로 용

매를 건조시켜서 얇은 막으로 남아 있는 지질 추출물을 획득한다.

나. 콜레스테롤 및 콜레스테릴에스터 측정

콜레스테롤 및 콜레스테릴에스터 (Cholesteryl-ester, CE) 측정은 콜레

스테롤 특이적 탐침의 발색 및 발광 반응에 기반한 상용화 된 키트
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(Ab65359; Abcam, Cambridge, 영국)를 사용하여 제조 설명서를 기반으

로 수행하였다. 건조 된 지질추출물은 제공 되는 반응 버퍼를 넣고 음파

분쇄하여 잘 녹여서 사용하였다. 콜레스테롤 기준 물질을 0, 1, 2, 3, 4, 5

㎍/well 농도가 되도록 준비하고, 준비한 샘플과 기준 물질을 96 well 마

이크로플레이트에 50 ㎕ 씩 넣어준다. 동일한 샘플에 대해 2개의 well을

준비하여 하나는 콜레스테롤 특이적 탐침, 콜레스테롤산화효소를 넣어

CE를 측정하고, 나머지 하나에는 콜레스테롤 특이적 탐침, 콜레스테롤산

화효소, 그리고 콜레스테롤가수분해효소를 넣어 총 콜레스테롤을 측정할

수 있도록 한다. 기준 물질은 총 콜레스테롤 측정이 가능한 혼합액을 넣

는다. 반응 혼합제를 넣고 37℃ 어두운 곳에서 60분간 반응시키고, 마이

크로플레이트 리더기(Tecan, Männedorf, 스위스)를 이용하여 OD 570 ㎚ 

측정값을 얻는다. 기준 물질의 농도와 발색 정도를 이용한 표준곡선으로

샘플의 농도를 계산하였다.

18. 통계 처리

데이터 분석에는 GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego,

미국) 프로그램을 사용하였다. 두 개 그룹 간의 유의성 차이는 t-Test

검정, 세 개 이상의 그룹 간의 유의성 차이는 one-way ANOVA 검정을

이용하여 계산하였다. 이광자현미경으로 촬영한 미세아교세포 반응성 그

래프는 해당 원시 결과값들에 대한 선형 회귀식을 산출하여 둘 간의 차

이를 비교하였다. FRAP 분석 결과의 경우 원시 밝기 결과에 대해

non-linear fitting 처리하여 그룹별 평균 회귀 곡선 데이터를 획득하였

다. 값들은 Mean ± SEM 또는 Mean ± SD로 실험에 적합하게 표기하

고 각 결과 아래에 기재하였다. FRAP 실험을 제외한 in vitro 실험의 N

은 각각의 단독 수행된 실험 세트를 의미한다. FRAP 실험의 경우 그룹

당 같은 날 수행한 최소 5개 이상의 이미지에 대한 평균을 N=1로 설정

하였다. Ex vivo 및 In vivo 실험의 N은 각각 사용 된 동물의 마리 수

를 나타낸다.
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Part 2. 개선 된 이광자현미경 아밀로이드 베타 플라

크 탐침 개발 연구

1. IRI-1 합성

(본 실험은 고려대 화학과 김종승 교수님 연구실에서 진행하였다.)

실험에 사용한 모든 화합물 및 용매는 TCI (Tokyo, 일본),

ThermoFischer (Waltham, 미국), Merck (Darmstadt, 독일), 삼전화학

(서울, 대한민국)에서 구매하여 추가적인 정제 없이 사용하였다.

가. 1단계 – 1차 화합물 합성

4-bromosalicylaldehyde (500 ㎎, 2.5 mmol) 와 4-(dimethylamino) phe-

nylboronic acid (534 ㎎, 3.2 mmol)을 60 ㎖의 1,2-dimethoxy-

ethane/Na2CO2 2M의 35:25 (v/v) 용액에 녹인다. Argon 버블링 30분

후, Pd(PPh3)4 (287 ㎎, 0.25 mmol, 0.1 equiv.)를 첨가하고 반응 혼합액

을 90℃에서 저으면서 하룻밤 동안 반응시킨다. 반응 혼합액은 상온에서

식히고, 분별 깔때기에 옮겨 100 ㎖의 염수를 첨가한다. 혼합물은

EtOAc (3 × 100 ㎖)로 추출하고, 유기층은 무수 Na2SO4로 건조시키며,

감압 여과 및 농축 시킨다. 이 원물질을 silica column 크로마토그래피

(EtOAc/n-Hexane, 1:7)을 통해 정제하여 노란색 고체의 1차 화합물을

얻는다.

나. 2단계 - IRI-1 합성

1차 화합물(398 ㎎, 1.7 mmol)과 malononitrile(120 ㎎, 1.8 mmol)이 혼합

된 Ethanol (40 ㎖)에 piperidine을 한 방울 첨가한다. 반응 혼합물은 상

온에서 2시간 동안 저어가며 반응시킨다. 용매를 감압 증류 시키고 남은

물질을 ethanol을 통해 재결정화 시켜 오렌지 색깔 고체인 IRI-1을 얻는

다.

2. 분광학 측정

(본 실험은 고려대 화학과 김종승 교수님 연구실에서 진행하였다.)

UV/Vis 스펙트럼은 Jasco V-750 분광광도계 (Jasco, Oklahoma City,
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미국), 형광 스펙트럼은 Shimadzu RF-5301PC 분광광도계 (Shimadzu,

Kyoto, 일본)를 사용하였다.

가. Aβ1-42 및 간섭 물질 있을 때의 IRI-1 방출 파장 측정

IRI-1 원액을 DMF에 녹여 준비하고, 간섭물질은 PBS에 준비한 후 최

종 DMF 농도가 2% 되도록 맞춘다. 모든 방출 파장 스펙트럼은 37℃에

서 2 분간 잘 저어준 다음 측정하였다. 사용한 슬릿의 폭은 3/5이며, 사

용한 간섭물질 목록은 다음과 같다. Aβ1-42 fibrils (20 μM) metal ions

(20 μM; Al3+, Fe3+, Fe2+, Ca2+ ,Cu2+, Zn2+, Ni2+, Mg2+, Na+, K+), amino

acids (20 μM; Lys, Arg, Asp, Glu, His, Trp, Tyr, Phe), 및 thiols (20

μM; DTT, Hcy, GSH, Cys)

나. 용매 점성 변화에 따른 IRI-1 방출 파장 측정

IRI-1 (10 μM)의 방출스펙트럼은 methanol, ethylene glycol, ethylene

glycol & glycerol (1:1, v/v) 혼합용액, 및 glycerol에서 37℃에서 측정하

였다. IRI-1 원액은 DMF에 녹여 준비하였고, 모든 용액에도 최종적으로

2% DMF가 포함되게 하였다.

3. 인공혈뇌장벽 투과성 측정 (PAMPA: Parallel-Artificial

Membrane Permeability Assay)

(본 실험은 고려대 화학과 김종승 교수님 연구실에서 진행하였다.)

BBB-PAMPA (pION, Massachusetts, 미국)은 제조사의 설명서를 따

라 진행하였다. 간략하게는, IRI-1 및 ThT는 각각 12.5 μM 되도록 공여

버퍼(pH 7.4)에 희석하고 200 ㎕씩 96 well PAMPA 샌드위치 플레이트

에 분주한다. 양성대조군인 progesterone 및 theophylline은 50 μM로 담

는다. 투과성 막의 공여 방향에 BBB-지질 용액을 코팅하고, 200 ㎕의

수여 버퍼를 PAMPA 플레이트의 위쪽 챔버에 넣는다. 25℃에서 4시간

반응 시킨 이후에, 모든 샘플은 새로운 U.V 플레이트에 옮겨 담고 250

㎚ 에서 498 ㎚의 파장대를 다중 모드 마이크로플레이트 리더기(Tecan
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Infinite M200 Pro, Tecan, Männedorf, 스위스)로 읽어 들인 이후에

pION PAMPA Explorer 소프트웨어 (Ver. 3.8; pION, Massachusetts,

미국)를 통해 투과성 정도 (Pe, 10-6 ㎝/s)분석하였다.

4. Aβ1-42 응집체 준비

(본 실험은 고려대 화학과 김종승 교수님 연구실에서 진행하였다.)

Aβ1-42 단백질은 기존 보고 된 문헌의 방법대로 준비하였다. 간략하게 정

리하면, 감압동결건조 된 Aβ1-42 펩타이드는 100% HFIP에 2 ㎎/㎖ 농도

로 녹여서 상온에서 2 시간 두었다가, 가벼운 argon 흐름으로 용액을 제

거한다. 펩타이드는 감압동결건조 장치로 40 시간 동안 건조시킨다. 1 ㎎

의 Aβ는 NaOH (0.5 ㎖, 2 μM)에 녹인 다음 0℃, 10 분 간 음파분쇄 시

킨다. HFIP/NaOH 처리 된 Aβ는 PBS에 200 μM (0.6 ㎖, 20 mM, pH

= 7.4)로 희석하고, 교반기(Biofree)에서 30 분 동안 뒤섞어 준다. 해당

원액은 PBS에 20 μM (9.9 ㎖, 20 mM, pH = 7.4)로 실험 전 희석하여

사용하였다.

5. Cryo-EM 구조 기반 IRI-1의 Aβ 결합능 in silico 분석

(본 실험은 고려대 화학과 김종승 교수님 연구실에서 진행하였다.)

이론상 바닥 상태인 B3LYP-최적화 구조의 IRI-1이 in silico 결합 분

석의 리간드 구조로 사용되었다. Cryo-EM 구조 (PDB ID: 5OQV)는

AutoDock Vina를 이용하여 Glu22 또는 Val18과 마주보고 있는 Phe20의

형태나, 전체의 섬유전구체가 탐색 부위 (38 × 50 × 32 Å)를 에워싸게

되는 경우는 제외하고, 1000의 완전성을 기준으로 준비하였다. 동정 된

결합 위치는 다시 터널이나 (14 × 14 × 26 Å), Phe20 근접한 결합 위치

(14 × 20 × 26 Å) 등 좀 더 좁혀진 탐색 부위에 대해 다시 계산하도록

하였다. 결합 계산을 위한 인풋 데이터는 AutoDockTools 4.2 (CCSB,

La Jolla, 미국)를 이용하여 준비하였고, 최종 모식도는 Phython

Molecule Viewer 1.5.6 소프트웨어 패키지 (Phython, Wilmington, 미국)
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를 이용하여 그렸다.

6. 실험에 이용 된 동물 모델

본 연구에서 사용한 5XFAD (Tg6799; Jax stock #006554; The

Jackson Labratory, Bar Harbor, 미국) 알츠하이머병 모델 쥐는, 유전성

알츠하이머병에서 보고 된 돌연변이들 중 APP에 대한 스웨덴변이

(K670N, M671L), 플로리다변이(I716V) 및 런던변이(V717I)와 더불어

PS1에 대한 M146L 및 L286V 변이를 보유한 아밀로이드 과발현 형질전

환 마우스이다. 도입 된 변이 유전자들은 신경세포 특이적인 Thy1

promoter에 의해 조절되며, 빠른 아밀로이드 병변을 나타낸다. 모든 동

물 관리 및 실험 절차는 서울대학교 및 경희대 실험동물 자원관리원

(IACUC)의 규정에 따라 수행되었다. 실험에는 마우스 성별에 관계없이

아밀로이드 베타 플라크 병변이 충분하게 축적 된 10-12 개월 령 개체

를 사용하였다.

7. Ex vivo 동물 실험 및 시약처리

11 개월령 5XFAD_TG 마우스에서 적출 한 뇌 조직은 드라이아이스로

급속 냉동시킨 후 수술용 칼(No.10; Feather safety razor Co.,LTD, Gifu,

일본)로 수평절편으로 잘라낸다. 뇌 절편은 IBC-2 또는 IRI-1 (각 20 μ

M)이 희석 된 DMEM 용액에 담가서 30분~2시간, 37℃로 유지하며 염색

한다. 염색이 끝나면 PBS로 3회 씻어내고, 4% PFA용액으로 고정하여

이광자현미경 이미징 수행 전까지 보관하였다.

8. I n vivo 동물 실험 시약처리

IRI-1는 DMSO에 16 ㎎/㎖로 원액을 만든 후, PBS 및 propylene glycol

(Sigma Aldrich) 1:1 혼합용액에 5 ㎎/㎏ 용량 되도록 희석 시켜 복강

주입하였다. 실시간으로 BBB를 통과하는 것을 관찰하려고 할 때에는 마

취, 보정 및 두개골 수술이 모두 끝나고 이미징 하기 최대한 직전에 투
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여하였으며, 그 외에는 수술 하루 전 미리 투여하였다. MeO-X04는

DMSO에 50 ㎎/㎖으로 원액을 만든 후, 마찬가지로 PBS 및 propylene

glycol 1:1 혼합용액에 5 ㎎/㎏ 용량 되도록 희석 시켜 수술 및 이미징

하루 전에 복강 주입하였다.

9. I n vivo 동물 수술 및 이광자 현미경 이미징

가. 두개골 수술

마우스 두개골 수술은 기존 알려진 방법을 최적화 하여 수행하였다

(133). 마우스를 Tiletamine - Zolazepam (Virbac, Carros, 프랑스) and

Xylazine (Bayer Korea, 서울, 대한민국) 혼합제를 근육주사 (1.2 ㎎/㎏)

하여 마취시키고 주문 제작 된 보정용 온열기 (37℃; 대한민국, LCI)에

올려 머리를 단단히 고정시킨다. 꼬리 및 발바닥 핀칭을 통해 쥐가 완전

히 마취 된 것을 확인한 후에, 두피 부분에 포비돈 (Firson, 천안, 대한민

국)을 충분히 도포하여 수술 부위를 소독한다. 수술용 가위로 두피를 잘

라 제거하고 epinephrine (제일제약, 대구, 대한민국)을 한 방울 떨어뜨려

국소 통증 및 출혈을 방지하면서, 수술용 칼날로 골막을 벗겨내고 말려

준다. 해부현미경으로 수술 부위를 보면서, bregma 기준 –2.5 ㎜, sagital

두개봉합선(suture) 기준 우측 2.5 ㎜ 에 위치한 뼈 영역(체성감각신경

피질 영역)에 치과용 미세 드릴로 3 ㎜ 직경의 원 모양으로 창을 내준

다. 드릴 사용 시 중간 중간 차가운 식염수로 열 및 출혈을 최소화해준

다. 5 ㎜ 직경의 커버슬립을 두개골 뼈 제거 부위에 Loctite 454

(Henkel-Loctite, Düsseldorf, 독일) 순간접착제로 단단히 고정한다. 물-

액침용 렌즈로 촬영시에 물이 마르지 않을 수 있도록, 수술 부위보다 바

깥쪽으로 넓게 치과용 시멘트 (BJM LAB, Yehuda, 이스라엘)를 둘러서

테두리를 만들어 말려서 준비한다. 당일 이미징 종료 후에 수술 한 쥐는

규정에 따라 마취 후 경추 탈골 시켜 안락사하였다.

나. 이광자 현미경 이미징
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(Ex vivo 조직 이미징 수행 시에는 경희대 김도경 교수님 연구실의 시

스템(Leica, Nussloch, Germany)을 이용하였다.)

In vivo 이광자 현미경 이미징은 LSM 7 MP (Carl Zeiss,

Oberkochen, 독일) 현미경과 Chameleon-Ultra II (Coherent, Santa

Clara, 미국) 레이저 시스템을 이용하였다. 과도한 광표백을 방지하고자

레이저 출력은 파장대 별로 30 mW으로 맞추어 사용하였다. 20X 물-액

침용 대물렌즈 (W Plan-Apochromat 20x/1.0 DIC M27 70 ㎜; Carl

Zeiss, Oberkochen, 독일)를 사용하였으며, 형광시그널은 적색 채널

(555-610 ㎚) 또는 청색 채널 (485-490 ㎚)의 NDD 필터를 통해 얻어진

것이다. Z-stack 으로 확보한 이미지의 추가적인 3차원 재구성 등의 추

가 작업은 Volocity 소프트웨어 (Perkin-Elmer, Waltham, 미국)를 이용

하여 수행하였다.
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결과

Part 1. 질병연관 미세아교세포의 기능변화가 알츠하

이머병의 병인기전에 미치는 영향 연구

1. Aβ에 의한 미세아교세포 Ch25h 발현 및 25HC 생성 증가

DAM 특성으로 보고 된 DEG (37) 중에서 미세아교세포의 면역 반응

및 지질 대사 변화와 긴밀한 연관이 있을 것으로 보이는 콜레스테롤 수

산화효소의 한 종류인 Ch25h 발현 수준을 확인 하였다. 먼저

5XFAD_WT과 5XFAD_TG 뇌 조직에서 Ch25h의 mRNA 수준을 비교

한 결과, WT 대비 TG 군의 발현이 유의하게 증가해 있는 것으로 나타

났다 (그림 6a). TG 군에서 나타난 Ch25h mRNA 발현 증가는 마우스의

뇌에서 미세아교세포만을 MACS로 분리하여 검증하였을 때에도 동일하

게 확인되었다 (그림 6b). In vitro 수준에서 초대배양미세아교세포

(PMG, primary microglia)에 Aβ를 직접 처리해 준 결과, 대조군에 대비

하여 Ch25h 발현이 매우 증가하였다 (그림 6c). iPSC derived microglia

(iMG)에서도 Aβ 처리 군에서 대조군 대비 CH25H 단백질 수준의 발현

이 유의하게 증가해있음을 확인하였다 (그림 6d, e). 더 나아가 CH25H

효소가 생성하는 대사체인 25HC의 농도가 변화하는지 확인하고자 하였

다. 이를 위해 PMG에서 지질체를 추출하여 25HC 함유량을 측정하였고,

그 결과 Aβ 처리군에서 대조군에 비하여 유의하게 증가해 있는 것을 확

인하였다 (그림 6f).

Ch25h가 미세아교세포 특이적으로 발현하는 유전자는 아니기 때문에, 이

들의 발현 변화가 뇌 내의 다른 세포들에서도 나타나는지 현상인지 확인

하고자 하였다. 이를 위해 마우스 신경세포 및 성상교세포의 초대배양

하였다. 각 세포 유형 마다 대조시약, Aβ 및 강한 면역원으로 알려진

LPS를 처리 한 후 Ch25h mRNA 발현 수준을 대조군과 비교하였다. 그

결과 신경세포에서는 약물 처리에 따른 Ch25h mRNA 발현의 차이가 나

타나지 않았다. 성상교세포에서는 강한 LPS 자극에 의해서는 3배가량의
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유의한 발현 증폭이 관찰되었으나 Aβ 처리에 의해서는 차이가 나타나지

않았다 (그림 7a-c). 미세아교세포에서는 Aβ 처리에 의해 15배가량의

큰 폭의 유의한 발현 증폭이 나타났고, 더 강한 면역원으로 작용하는

LPS에 의해서는 30배가량의 유의한 증폭이 나타나는 것을 확인할 수 있

었다. 추가적으로, 5XFAD의 뇌 조직에 발현 된 Ch25h의 양과 위치적

정보를 시각화하고자 하였다. 마우스 조직 염색 가용한 CH25H 단백질에

대한 항체가 부재하여 RNA-in situ 방법을 이용하였다. Ch25h 형광 신

호들은 미세아교세포 특이적 단백질인 IBA1 항체와 동일한 위치에서 관

찰 되고, 성상교세포 특이적 단백질인 GFAP과는 겹치는 신호가 거의

관찰 되지 않았다 (그림 7d, e). 이 결과들을 통해 Aβ에 의해 여러 뇌내

세포 유형 중에서 미세아교세포 특이적으로 Ch25h 발현 및 25HC 생성

이 증가함을 알 수 있었다.

2. 25HC에 노출 된 미세아교세포의 움직임, 포식능 및 염증성

사이토카인 분비 변화

Aβ에 의해 증가 된 Ch25h가 미세아교세포의 기능에는 어떠한 영향을

끼칠 수 있을지 알아보고자, 그 산물인 25HC를 처리 한 후 미세아교세

포의 대표적인 탐색기능, 포식능및 사이토카인 분비 등에 변화가 있는지

확인하였다. 먼저 미세아교세포의 뇌 내 탐색 기능은 미세아교포 특이적

으로 초록 형광을 표지하는 마우스 모델 CX3CR1GFP/+_WT에 대조시약

또는 25HC를 투여한 후, 살아있는 쥐 뇌 내의 미세아교세포를 이광자현

미경으로 실시간 촬영하여 측정하였다. 25HC를 비롯한 옥시스테롤 대부

분은 막 투과성 및 BBB 투과성이 좋을 것으로 알려져 있는 바 (93),

(59), (136), 직접적인 뇌 주입으로 인한 뇌 손상 및 미세아교세포의 활

성화를 방지하고자 복강 주사를 통해 약물을 주입하는 방식을 채택하였

다. 강한 레이저로 국소 뇌 손상 자극을 준 다음 미세아교세포의 반응을

관찰 한 결과, 25HC를 투약한 군의 in vivo 미세아교세포는 대조군에 비

하여 손상 부위로 몰려드는 반응 정도가 유의하게 낮은 것이 확인 되었
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다 (그림 8a, b). CX3CR1GFP/+_5XFAD에서 이러한 움직임 반응이 저하

되어 있다고 기존 알려져 있는 바 (134), Aβ에 의한 미세아교세포의

Ch25h 증가 및 25HC 생성 증가가, Aβ에 의한 미세아교세포의 반응성

저하 기전에 직접적인 관련이 있을 것으로 나타났다.

또 다른 대표적 특징인 미세아교세포의 포식능에 대한 비교를 위해 옵소

닌화 된 형광 비드를 처리한 후 세포 내에 함유 된 정도를 FACS 기법

으로 비교하였다. 먼저 ex vivo 수준에서 5XFAD_WT 마우스에 대조시

약 또는 25HC를 투여 한 후 적출한 미세아교세포에 대한 실험을 수행하

였다. 그 결과 대조군에 비하여 25HC 처리 군에서 형광 비드를 포식한

세포의 비율이 현저히 감소해 있는 것으로 나타났다 (그림 8c). In vitro

PMG에 25HC를 직접 처리한 모델에서도 대조군 처리 조건에 비해서 포

식능이 감소하는 것으로 나타났다 (그림 8d). 이러한 미세아교세포의 포

식능 저하 현상은 5XFAD_WT 마우스와 비교하여 5XFAD_TG 마우스

에서도 나타나는 현상이며, 나이 들고 AD 병리가 악화 됨에 따라 심화

되는 현상인 것을 확인할 수 있었다 (그림 8e). 이를 고려할 때에 Aβ에

반응한 미세아교세포가 생성하는 25HC가 세포의 포식능을 직접적으로

둔화 시킬 수 있는 것으로 보인다.

마지막으로는 25HC에 의한 대표적인 염증 반응을 in vitro PMG의 세

포 내, 외의 환경에서 확인하였다. 그 결과 기존 알려진 문헌들과 유사하

게 25HC 처리에 의해 세포 배양액 내의 TNF-α 단백질 및 세포 내의

Il-1β 등 대표적인 염증성 사이토카인의 생성 및 분비가 유의하게 증가

하는 것을 알 수 있었다 (그림 8f, g) (111). 종합하면 Aβ에 반응한 미세

아교세포의 Ch25h 증가 및 25HC 생성 증가는 미세아교세포의 반응성

및 포식능을 저해 시키고 염증성 반응은 증진시켜 AD 뇌 내 병인단백

질 축적 및 손상에 영향을 미칠 수 있음을 확인하였다.

3. Aβ 및 25HC에 의한 미세아교세포의 콜레스테릴에스터 증가

와 막 유동성 변화
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그렇다면 25HC가 어떤 기전을 통하여 미세아교세포의 움직임 및 포식능

을 저해시키는 것인지 알아보고자 하였다. 25HC는 옥시스테롤 중에서도

뇌 내에 미량 존재하는 대사체이기 때문에 (95), 전체적인 뇌 내의 콜레

스테롤의 수송이나 양 조절에 대한 것 보다는 좀 더 세포에 국소적이고

직접적으로 미칠 수 있는 영향 요인을 찾는 것에 초점을 두었다. 말초

면역계의 대식세포에서 밝힌 보고들에 따르면 25HC는 여러 감염원에 노

출 되었을 때 증가 되어 여러 면역 반응을 매개할 수 있는 면역-조절

콜레스테롤 유도체로 알려져 있다 (92). 이렇게 증가한 25HC는 직접적인

염증성 사이토카인의 분비를 조절할 뿐 아니라, 세포막에 있는 콜레스테

롤의 질적 변화를 일으켜서 감염원의 추가적인 진입 및 전파를 억제할

수 있다는 보고가 있다 (103). 25HC가 콜레스테롤에스터화효소 증가를

야기하여 콜레스테릴에스터(Cholesteryl-ester, CE)의 생성을 증폭시킬

수 있고 (96), 이렇게 생성 된 CE는 세포막에 유동성 있는 콜레스테롤

비율을 감소시킬 수 있다는 것이 알려진 기전이다 (104), (105). 이에 착

안하여, 25HC에 의한 세포막 구성 요소의 변화가 미세아교세포의 움직

임이나 Aβ에 대한 반응성 및 포식능 저하에 영향을 미치게 되는 것은

아닐지 검증하고자 하였다. 이를 위해 우선 Aβ 및 25HC에 의한 미세아

교세포의 콜레스테롤에스터화효소 발현 변화에 대해 조사하였다.

5XFAD_WT 및 TG 마우스에서 얻은 성체미세아교세포에서는 콜레스테

롤에스터화효소 종류인 Acat1, Acat2 및 Soat1 mRNA 수준 모두 TG에

서 유의하게 증가해 있는 것으로 나타났다 (그림 9a-c). In vitro PMG

에서는 Acat2 및 Soat1는 25HC 처리에 의해 유의하게 증가하였고,

Acat1의 경우는 큰 차이가 확인되지 않았다. 다만 PMG에 Aβ를 직접

처리한 경우에는 Acat1의 경우 유의하게 감소하고, Acat2는 유의하게 증

가하며, Soat1의 경우 큰 차이가 없는 것으로 나타나 그 조절 양상이 좀

더 복잡한 것으로 확인되었다 (그림 9d-f).

효소의 mRNA 발현 수준은 대사 산물에 의해 유동적으로 변화할 수 있

다는 점을 고려하여 실질적인 CE의 변화를 검증 하고자 하였다. 특히 A
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β 처리에 의해 콜레스테롤에스터화효소의 발현 양상이 일관적이지 않았

던 in vitro PMG를 활용하였다. 정량 결과 Aβ 및 25HC를 처리해 준

PMG에서 대조군 대비 CE가 유의하게 증가해있음을 확인하였다 (그림

10a). CE의 증가는 전체 콜레스테롤의 증가와 동반하여 나타났다 (그림

10b,c). 이 결과를 통하여 Aβ 및 25HC에 의해 세포막의 콜레스테롤 구

성에 질적 변화가 일어나며 특히 유동성을 감소시키는 방향의 CE가 증

대 되는 것을 확인하였다.

증가 된 CE가 세포막에는 직접적으로 영향을 미치고 있는지 알아보기

위해서, FRAP 실험을 통해 세포의 막 유동성을 측정하였다. 약물 처리

가 끝난 PMG의 세포막을 DiI 염료로 형광 표지 하여 사용하였다. 세포

에 균일하게 염색 된 부분에 국소 ROI를 지정하여 그 부분만 강한 레이

저를 조사하여 광표백을 일으킨 후 해당 ROI에 형광 세기의 회복을 정

량 하였다. 대조군 대비 Aβ 및 25HC 처리군에서 세포막의 형광 신호가

회복되는 유동 분획이 유의하게 감소하는 것이 관찰되었다 (그림

11a-c). 그러나 포화지점에 도달하는데 걸리는 시간에 대한 지표인 τ 정

량 결과에서는 그룹간에 큰 차이가 없는 것으로 나타났다 (그림 11d).

해당 결과들을 종합하면 Aβ 및 25HC에 의해 미세아교세포 내의 CE 생

성이 증가 되고, 이러한 세포 구성 지질의 질적 변화는 세포막 유동성

감소로 이어지는 것으로 보인다.

4. 콜레스테롤에스터화 억제제에 의한 미세아교세포의 움직임

및 포식능의 회복

관찰 한 일련의 움직임 반응성 저하 및 포식능 저하와 CE 생성 증가로

인한 세포막 유동성 변화 사이에 실제 연관이 있는지 확인하기 위해서,

CE 생성을 저해하는 전략으로 추가 검증하였다. CE 생성 저해를 위해서

는 Avasimibe으로 불리는 콜레스테롤에스터화억제제 약물을 처리하였

다. 먼저 Avasimibe이 처리의 효과 확인을 위해 발색 기반의 콜레스테

롤 정량 실험을 수행하여 25HC에 의해 증가 된 CE의 비율이
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Avasimibe 처리에 의해 다시 감소되는 것을 확인하였다 (그림 12a). 이

렇게 Avasimibe 처리에 의해 CE가 줄어든 그룹에서는 저해 된 세포막

유동성 또한 다시 회복 되는 것을 FRAP 실험을 통해 검증하였다 (그림

12b-e).

Avasimibe은 BBB를 잘 통과할 것으로 예상되는 구조를 가진 화합물이

기 때문에 (137), 기존 제시 된 효과적인 투약 방법대로 경구 투여를 통

해 마우스에 전달하였다 (그림 13a) (138). 25HC 단독 투여 군과, 25HC

와 Avasimibe을 함께 투여한 군의 in vivo 미세아교세포 움직임을 비교

관찰한 결과, 25HC 투여로 감소 한 미세아교세포의 움직임이

Avasimibe을 함께 투약해주었을 때에 다시 회복 되는 것으로 나타났다

(그림 13b-c). 동일 동물 모델을 이용한 ex vivo 미세아교세포의 형광

비드 포식능 또한 Avasimibe을 함께 투약해주었을 때에 다시 회복 되는

것으로 나타났다 (그림 13d). 세포막 유동성 변화를 확인했던 in vitro

PMG 모델에서도 포식능 변화를 확인한 결과, 25HC에 의해 저하 된 것

으로 나타났던 포식능이 Avasimibe 처리에 의해 회복되는 것을 확인하

였다 (그림 13e). 이를 통해 CE에 의한 세포막의 질적 변화가 실질적인

미세아교세포의 움직임 및 포식능과 연관 되어 있으며, Aβ로 인한 미세

아교세포의 25HC와 CE 과도한 생성에 의해 기능적 결함이 매개되고 있

음을 말할 수 있겠다.

5. 25HC에 의해 AD 모델 마우스 병변 악화 가속화되며 콜레스

테롤에스터화 억제제는 이를 방지함

25HC에 의해 움직임 및 포식 기능에 기능적 결함이 생긴 미세아교세

포가 궁극적으로 AD의 병인 기전을 악화시키게 되는 것은 아닐까 확인

해보고자 하였다. 이를 위해 아밀로이드 베타 플라크 병변이 나타나는

비교적 초기 단계인 3.5 개월 령의 5XFAD_TG 마우스에 대조시약,

25HC, 및 25HC 와 Avasimibe를 4 주간, 이틀에 한 번씩 투약하고 미세

아교세포 기능 및 병리학적 변화를 관찰하였다 (그림 14a; 15a; 16a). 약
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물 투여가 끝난 후 인지 행동 능력에 대한 평가를 우선 수행하였다.

NOR의 물체 분별 지표 (Discrimination index) 및 Y-MAZE 실험의 교

차 출입 빈도 (alternation) 수치를 통해 평가한 마우스의 인지, 기억 능

력은 대조군에 비하여 25HC 처리 군에서 악화되어 있는 것으로 나타났

다. 25HC에 Avasimibe을 함께 투약해 준 군에서는 25HC 단독 처리 군

에 비하여 인지 기능이 유의하게 회복되는 양상을 보였다 (그림 14c-d).

4 주간의 장기 투약은 기본적인 운동, 보행 능력에 결함을 일으키지 않

음을 Y-미로 실험의 총 출입 횟수 및 Open field 실험의 총 움직임 거

리를 통해 확인 할 수 있었다. 오히려 대조군 대비 25HC 처리 군에서는

그 움직임이 증가해 있는 경향을 확인할 수 있었다 (그림 14e-g). 증가

된 움직임은 치매 모델 쥐에서 나타나는 일종의 불안 및 이상행동 요소

로 해석 할 수 있는 바, 행동 실험 결과들을 종합하면 25HC 처리 군에

서 인지 행동적 AD 표현형 발현이 가속화 되며 Avasimibe에 의해 회복

된다는 것을 알 수 있었다. 4 주간의 장기 투약이 마우스에 특별한 대사

이상 및 부작용에 의한 피해를 일으키지 않았다는 것을 그룹 간 체중 변

화에 큰 차이가 없다는 것을 통해 확인 하였다 (그림 14h). 행동 실험이

종료 된 다음, 각 군별 성체미세아교세포의 포식능을 비교한 결과 WT

마우스에 짧은 기간 약효를 확인했던 양상과 동일하게 25HC 처리군에서

유의한 포식능 감소 및 Avasimibe에 의한 회복이 관찰되었다 (그림

14b).

약물 투여 후 5XFAD 마우스 뇌 조직의 아밀로이드 병변의 변화를 확인

하기 위해 전전두엽대뇌피질 및 해마에 존재하는 RIPA 용해성 및 비용

해성 Aβ1-42를 ELISA로 측정하였다. 그 결과 25HC 처리군에서 RIPA

비용해성 Aβ1-42가 대조군에 비해 확연하게 늘어나있었고, Avasimibe을

함께 처리해 준 군에서는 대조군 수준으로 회복 되는 경향을 확인 할 수

있었다 (그림 15b,c; 그림 16b,c). 더 나아가 면역조직화학법을 통해 뇌

조직 피질 및 해마 영역의 Aβ 및 미세아교세포의 분포를 시각화하여 관

찰하였다 (그림 15d; 그림 16d). 그 결과 4G8 항체로 표지 된 모든 Aβ
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와 CongoRed로 염색 된 응집 된 플라크 영역 모두 25HC 처리 군에서

대조군 대비 유의하게 증가해 있는 것으로 나타났다 (그림 15e,f; 그림

16e,f). Avasimibe 처리 군에서 IBA1으로 염색 된 미세아교세포가 차지

하는 영역은 25HC 처리 군에 비해서 감소하는 것으로 확인 되었다 (그

림 15g, 그림 16g). 이 현상은 아밀로이드 병변이 감소됨과 동반하여 미

세아교증 (microgliosis)이 감소되어 관찰 되는 결과로 보인다.

25HC 및 Avasimibe 처리가 뇌내 다른 세포들에도 영향을 끼칠 수 있

을지 전두엽 대뇌피질 및 해마 영역에 대한 면역화학기법을 통하여 추가

적으로 검증하였다. 성상교세포 특이적 GFAP 염색을 통해 확인한 바,

25HC에 의한 astrogliosis의 변화는 관찰 되지 않았고, Avasimibe 처리

군에서 아밀로이드 병변 감소와 동반한 신경아교증의 감소 경향이 관찰

되었다 (그림 17. a,b,d,e). 신경세포 특이적인 NeuN 염색을 통해 장기간

의 약물 처리가 신경세포의 사멸 및 밀도에는 큰 영향을 주지 않음을 검

증하였다 (그림 17. a,c,d,f). 사용 된 5XFAD 모델 쥐의 경우 인지 행동

기능 저하 표현형은 4-5개월 령부터 나타나고, 신경세포의 소실은 6개월

령부터 나타나는 것으로 알려져 있다 (139). 해당 결과를 통해 4주간의

25HC 투여가 인지 행동 저하를 앞당기지만, 신경세포의 사멸이 발생 되

는 단계까지 병리 단계를 악화시키는 것은 아님을 확인하였다. 25HC 및

Avasimibe의 5XFAD 적용 시험 결과를 통해, 25HC는 직접적으로 아밀

로이드 병변 악화 및 AD 유사 인지행동 저하를 유발 할 수 있으며 이

러한 가속화는 Avasimibe을 통해 회복 될 수 있다는 것을 알 수 있다.

아밀로이드 축적이 이미 많이 진행 되어 미세아교세포의 기능 저하가 관

찰 되는 5XFAD의 TG에 Avasimibe을 적용하였을 때에도 미세아교세포

의 기능 개선에 직접적인 효과가 있는지 in vivo 이광자 현미경 imaging

을 통해 확인하였다. 그 결과 기존 관찰 되던 대로 WT 대비하여 TG

군에서 낮은 반응성이 나타났으며, Avasimibe을 처리 한 TG 군의 미세

아교세포의 반응성이 대조시약 처리 군에 비하여 소폭이나마 유의하게

개선 되는 것을 확인 할 수 있었다 (그림 18).
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요약하면, AD 모델에서 나타나는 DAM 특징 중 하나인 Ch25h 증가는

그 대사 산물 25HC의 생성 증가를 야기하고 25HC는 CE의 증가를 유발

하는 것으로 나타났다. 이러한 세포 내 국지적 CE의 증가는 직접적인

세포막 유동성, 미세아교세포의 반응성 및 포식능의 감소를 일으키게 된

다. 과도한 25HC로 인한 미세아교세포의 기능저하는 5XFAD 모델의 병

리현상을 가속화 시킬 수 있는 것으로 나타났다. CE 생성을 억제하는

Avasimibe 약물 처리를 통해 미세아교세포의 기능저하가 회복 될 수 있

으며, 이는 5XFAD에서 병리현상 가속화를 억제하는데 효과적으로 작용

하였다. 이를 통해 미세아교세포의 기능 저해가 AD 병인 기전을 가속화

시킬 수 있고, 관련 된 기전의 조절을 통해 회복 시키는 효과가 있음을

제시하는 바이다 (그림 19).
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그림 6. Aβ 에 의한 미세아교세포 Ch25h 발현 및 25HC 생성 증가

(A) 뇌 조직 파쇄액에서 Ch25h 효소 mRNA 발현 수준을

RT-PCR로 측정 (5XFAD, female, 3개월; N=3-4; Mean ± SEM;

unpaired t-test; #p<0.05, ##p<0.01)

(B) 마우스 뇌 조직에서 분리한 미세아교세포에서 Ch25h 효소

mRNA 발현 수준을 RT-PCR로 측정 (5XFAD, female, 7개월;

N=6; Mean ± SEM; unpaired t-test; #p<0.05).

(C) 초대배양미세아교세포에 대조시약 또는 Aβ(4 μM) 24 시간 처

리 후 Ch25h 효소 mRNA 발현 수준을 RT-PCR로 측정 (N=5;

Mean ± SEM; unpaired t-test; ###p<0.005).

(D,E) iMG에 대조시약 또는 Aβ(2 μM) 24 시간 처리 후 CH25H
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효소 단백질 발현 수준을 WB로 측정 (N=6; Mean ± SEM;

unpaired t-test; ####p<0.001).

(F) 초대배양미세아교세포에 대조시약 또는 Aβ(4 μM) 24 시간 처

리 후 세포파쇄액에 존재하는 25HC 농도를 GC-MS 측정 및 비교

(N=4; Mean ± SEM; unpaired t-test; ####p<0.001).

PMG 대사체 추출 및 GC-MS 분석은 서울대 이도엽 교수님 연구실 송

현호 선생님이 수행하였다.
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그림 7. Aβ 에 의한 미세아교세포 특이적 Ch25h 발현 증가
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(A-C) 마우스 초대배양미세아교세포, 초대배양성상교세포, 초대배양신경

세포에 각각 대조시약 또는 Aβ(4 μM), 또는 LPS (10 ng/㎖)을 24 시간

처리 한 후 Ch25h 효소 mRNA 발현 수준을 RT-PCR로 측정 (N=4-5;

Mean ± SEM; One-way ANOVA, Tukey’s multiple comparisons;

**p<0.01, ****p<0.001, ns., not significant).

(D) 7개월령 5XFAD_TG의 뇌 조직에 RNA-ISH 기법으로 Ch25h RNA

를 표지 하고, 동시에 IBA1 (미세아교세포 특이적 단백질)에 대한 항체

로 면역 염색한 대표이미지. 축척 바는 25 ㎛.

(E) 7개월령 5XFAD_TG의 뇌 조직에 RNA-ISH 기법으로 Ch25h RNA

를 표지 하고, 동시에 GFAP (성상교세포 특이적 단백질)에 대한 항체로

면역 염색한 대표이미지. 축척 바는 25 ㎛.
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그림 8 . 25HC에 노출 된 미세아교세포의 움직임, 포식능 및 염증

성 사이토카인 분비 변화
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(A, B) CX3CR1GFP/+_WT 마우스에 대조시약 또는 25HC (10 ㎎/㎏)를

복강 주사 한 후, 이광자 현미경을 이용하여 조직 손상에 대한 미세아교

세포의 움직임 실시간 이미징 및 반응 수준 정량 (N=5; Slope

comparison analysis; ∗∗∗∗p < 0.001; 축척 바는 30 ㎛, 바깥 원 지름

140 ㎛, 안 쪽 원 지름 70 ㎛).

(C) 5XFAD_WT 마우스에 대조시약 또는 25HC (10 ㎎/㎏)를 복강 주사

한 후, 적출 한 뇌 세포를 형광 bead와 함께 배양하여 ex vivo 미세아교

세포 포식능을 FACS로 비교 (N=3; Mean ± SEM; unpaired t-test;

#p<0.05).

(D) 초대배양미세아교세포에 대조시약 또는 25HC (5 ㎍/㎖) 24 시간 처

리 후 형광 bead와 함께 배양하여 그 포식능을 FACS로 비교 (N=5;

Mean ± SEM; unpaired t-test; ###p<0.005).

(E) 연령별 5XFAD_WT 및 TG 마우스 뇌에서 적출 한 뇌 세포를 형광

bead와 함께 배양하여 ex vivo 미세아교세포 포식능을 FACS로 비교

(N=3; Mean ± SEM; One-way ANOVA, Tukey’s multiple

comparisons; *p<0.05).

(F) 초대배양미세아교세포에 대조시약 또는 25HC (5 ㎍/㎖) 24 시간 처

리 후 배양액에 있는 TNF-α 단백질을 TCA 침전시켜 WB으로 정량

(N=4; Mean ± SEM; unpaired t-test; #p<0.05).

(G) 초대배양미세아교세포에 대조시약 또는 25HC (5 ㎍/㎖) 24 시간 처

리 후 세포 내 IL-1β 단백질을 WB으로 정량 (N=5; Mean ± SEM;

unpaired t-test; ##p<0.01).
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그림 9. Aβ 및 25HC에 의한 미세아교세포의 콜레스테롤 에스터화

효소 발현 증가

(A-C) 7개월령 5XFAD 모델 쥐 뇌에서 분리한 미세아교세포의 Acat1,

Acat2, Soat1 mRNA 발현 수준을 RT-PCR로 측정 (N=8; Mean ±

SEM; unpaired t-test; #p<0.05, ##p<0.01)

(D-F) 초대배양미세아교세포에 대조시약, Aβ (4 μM) 또는 25HC (5 ㎍/

㎖)를 24 시간 처리 후 Acat1, Acat2, Soat1 mRNA 발현 수준을

RT-PCR로 측정 (N=6-7; Mean ± SEM; One-way ANOVA, Tukey’s

multiple comparisons; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001)
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그림 10. Aβ 및 25HC에 의한 미세아교세포 콜레스테릴에스터 증가

(A-C) 초대배양미세아교세포에 대조시약 또는 Aβ (4 μM) 또는 25HC

(5 ㎍/㎖)를 24 시간 처리 한 후 세포파쇄액에 존재하는 지질을 추출하

여 콜레스테롤 및 콜레스테릴에스터를 정량 (N=4; Mean ± SEM;

One-way ANOVA, Tukey’s multiple comparisons test; *p<0.05,

**p<0.01, ****p<0.001).
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그림 11. Aβ 및 25HC에 의한 미세아교세포의 세포막 유동성 감소

(A) 초대배양미세아교세포에 대조시약 또는 Aβ (4 μM) 또는 25HC (5

㎍/㎖)를 24 시간 처리 한 광퇴색후형광측정 (FRAP) 실험 대표 이미지

(축척 바는 10 ㎛, Recovery 대표이미지는 bleach 이후 10초경과 시점).

(B) FRAP 실험 결과에 대한 형광시그널 변화 표준화 정량 그래프

(N=4, 1개의 N은 5개 이상의 세포 이미지에 대한 평균값을 나타냄).

(C-D) 표준형광시그널 정량 그래프에 대한 이동 분획 (mobile fraction)

및 타우 값에 대한 정량 그래프 (N=4, Mean ± SEM; One-way

ANOVA, Holm-Sidak multiple comparisons test; *p<0.05).

FRAP 실험의 분석 및 대표이미지 정리는 서울대학교 장성호 교수님 연

구실의 이상은 박사님의 도움을 받아 수행하였다.
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그림 12. 콜레스테롤에스터화 억제제 처리를 통한 25HC에 의해 저

해 된 미세아교세포의 세포막유동성 회복

(A) 미세아교세포에 25HC (5 ㎍/㎖) 단독 또는 25HC와 Avasimibe (1 μ

M)을 24 시간 처리 한 후 세포파쇄액에 존재하는 지질을 추출하여 콜

레스테롤 및 콜레스테릴에스터를 정량 (N=4; Mean ± SEM;

unpaired-t test #p<0.05).

(B-D) 표준형광시그널 정량 그래프 및 이동 분획 (mobile fraction)과 타

우 값에 대한 정량 그래프 (N=4, Mean ± SEM; One-way ANOVA,

Holm-Sidak multiple comparison test; *p<0.05, ns., non significant).

(E) FRAP 실험 결과에 대한 대표이미지(축척 바는 10 ㎛, Recovery 대

표이미지는 bleach 이후 10초경과 시점). 25HC에 대한 정량 결과는 (그

림 11)에 있는 결과와 동일하다.

FRAP 실험의 분석 및 대표이미지 정리는 서울대학교 장성호 교수님 연

구실의 이상은 박사님의 도움을 받아 수행하였다.
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그림 13. 콜레스테롤에스터화 억제제 처리를 통한 25HC에 의해 저

해 된 미세아교세포의 움직임 및 포식능 회복

(A) 약물투여 모식도.

(B-C) CX3CR1GFP/+_WT 마우스에 Avasimibe (15 ㎎/㎏) 5일 경구 투

여, 25HC (10 ㎎/㎏)를 3일 복강 주사 한 후, 이광자 현미경을 이용한

실시간 이미징을 통해 조직 손상에 대한 미세아교세포의 움직임 확인 및

그 정량 (N=3-4; Slope comparison analysis; ∗∗∗p < 0.001)
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(D) WT 마우스에 대조시약 또는 Avasimibe (15 ㎎/㎏) 5일 경구 투여,

25HC (10 ㎎/㎏)를 3일 복강 주사 한 후 적출 한 뇌 세포를 형광 bead

와 함께 배양하여 ex vivo 미세아교세포 포식능을 FACS로 비교 (N=4;

Mean ± SEM; unpaired-t test ##p<0.01).

(E) PMG에 25HC (5 ㎍/㎖) 단독 처리, 또는 25HC와 Avasimibe (1 μ

M) 24 시간 처리 후 형광 bead와 함께 배양하여 그 포식능을 FACS로

비교 (N=5; Mean ± SEM; unpaired-t test ##p<0.01).
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그림 14. 25HC 및 콜레스테롤에스터화 억제제 처리에 의한 AD 모

델 쥐의 미세아교세포 포식능 및 인지기능 변화
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(A) 5XFAD_TG 약물투여 및 실험 계획 모식도.

(B) 약물 투여 후 NOR 마우스 인지기능 평가 실험 결과 (N=15-19;

Mean ± SEM; One-way ANOVA, Tukey’s multiple comparisons

test; *p<0.05, ***p<0.005).

(C) Y-MAZE 마우스 인지기능 행동 평가 실험 결과 (N=19-22; Mean

± SEM; One-way ANOVA, Tukey’s multiple comparisons test;

*p<0.05, **p<0.001).

(D) Y-MAZE 행동실험 과정에서 기본적인 움직임 수준을 평가하는 마

우스가 갈림길에 진입한 총 횟수 평가 (N=19-22; Mean ± SEM;

unpaired t-test; #p<0.05).

(E-F) Open filed 행동 실험으로 마우스가 움직인 거리 및 그 경로에 대

한 시각화 대표이미지 (N=13-18; Mean ± SEM; unpaired t-test;

#p<0.05).

(G) 약물 투여 후 ex vivo 미세아교세포를 형광 bead와 함께 배양하여

포식능을 FACS로 비교 (N=4; Mean ± SEM; One-way ANOVA,

Holm-Sidak multiple comparisons test; *p<0.05).

(H) 약물 투여 전후의 마우스 체중 변화.
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그림 15. 25HC 및 콜레스테롤에스터화 억제제 처리에 의한 AD 모델 쥐

전전두엽대뇌피질 영역의 아밀로이드 병변 변화
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(A) 5XFAD_TG 약물투여 실험 모식도.

(B-C) 약물 투여 이후 5XFAD 마우스 전전두엽 대뇌피질에 존재하는

RIPA 용해성 및 비용해성 Aβ1-42 ELISA 정량 결과 (N=8-10; Mean ±

SEM; One-way ANOVA, Holm-Sidak’s multiple comparisons test ;

*p<0.05).

(D-G) 5XFAD 마우스 대뇌피질 영역에 나타나는 병변을 4G8 (아밀로이

드 베타 특이적 단항체), CongoRed (과응집 아밀로이드 플라크 표지 염

료), IBA1 (미세아교세포 특이적 단백질) 면역 염색 기법으로 관찰 및

정량화 (N=9-12; Mean ± SEM; One-way ANOVA, Tukey’s multiple

comparisons test; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001).
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그림 16. 25HC 및 콜레스테롤에스터화 억제제 처리에 의한 AD 모델

쥐 해마 영역의 아밀로이드 병변 변화
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(A) 5XFAD_TG 약물투여 실험 모식도.

(B-C) 약물 투여 이후 5XFAD 마우스 해마에 존재하는 RIPA 용해성

및 비용해성 Aβ1-42 ELISA 정량 결과 (N=9-10; Mean ± SEM;

One-way ANOVA, Hols-Sidak’s multiple comparisons test).

(D-G) 5XFAD 마우스 해마 영역에 나타나는 병변을 4G8 (아밀로이드

베타 특이적 단항체), CongoRed (과응집 아밀로이드 플라크 표지 염료),

IBA1 (미세아교세포 특이적 단백질) 면역 염색 기법으로 관찰 및 정량

화 (Mean ± SEM; N=8-10; One-way ANOVA, Tukey’s multiple

comparisons test; *p<0.05, ns., non significant).
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그림 17. 25HC 및 콜레스테롤에스터화 억제제 처리에 의한 5XFAD

모델 쥐의 성상교세포 및 신경세포 변화

(A-C) 5XFAD 마우스 전전두엽 영역에 분포하는 GFAP (Astrocyte

특이적 단항체) 및 NeuN (신경세포 특이적 단항체) 면역 염색 기법으로

관찰 및 정량 (N=8-10; Mean ± SEM; One-way ANOVA).

(A-C) 5XFAD 마우스 해마 영역에 분포하는 GFAP (Astrocyte 특이적

단항체) 및 NeuN (신경세포 특이적 단항체) 면역 염색 기법으로 관찰

(N=8-10; Mean ± SEM; One-way ANOVA, Tukey’s multiple

comparisons test; **p<0.01).
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그림 18. 콜레스테롤에스터화 억제제 처리에 의한 5XFAD 모델 미세

아교세포의 움직임 변화
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(A) 약물투여 계획 모식도.

(B-C) CX3CR1GFP/+_5XFAD 마우스에 Veh 또는 Avasimibe (15 ㎎/㎏)

5일 경구 투여 한 후, 이광자 현미경을 이용한 실시간 이미징을 통해

조직 손상에 대한 미세아교세포의 움직임 확인 및 그 정량 (N=6; Slope

comparison analysis; ∗∗∗∗p < 0.001; 축척 바는 30 ㎛, 바깥 원 지름

140 ㎛, 안 쪽 원 지름 70 ㎛)
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그림 19. Part1 연구 요약
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Part 2. 개선 된 이광자현미경 아밀로이드 베타 플라

크 탐침 개발 연구

1. 신규 아밀로이드 베타 탐침 IRI-1 합성 전략 및 개선 착안점

이광자현미경 촬영을 위한 신규 아밀로이드 베타 탐침 개발은 기존에 개

발 된 탐침들이 보유한 단점을 보완하고 장점들만을 취할 수 있도록 고

안되었다. BBB 투과율이 높아 in vivo 적용이 용이한 IBC-2 형광체의

높은 BBB 투과 장점을, 분자 내 회전 구조를 보유하여 좋은 선택적 발

광 효율을 나타내는 ThT의 높은 선택적 발광효율의 장점을 각각 접목

하고자 하였다 (그림 20a). 더 나아가 최대한 NIR 파장대의 형광을 방출

하여 조직 침투력과 광독성을 최소화하도록 하는 탐침을 개발하고자 하

였다.

ThT 형광체가 아밀로이드 베타 플라크에 결합 하였을 때에만 강한

선택적 발광 효율을 가질 수 있는 것은, 분자 내 회전 구조로 인하여 평

소에는 꼬인 분자 내 전하 상태 기반의-탈여기 현상 (TICT-based

de-excitation pathway)이 일어나기 때문이다. 이러한 분자 내 회전 현상

을 이용한 분자 고리 구조 기반의 스위치를 접목 시킨다면 기존 탐침의

성능을 개선할 수 있을 것으로 기대하였다. 이에 아밀로이드베타 특이적

이면서 NIR 파장대의 형광을 방출한다고 알려진 iminocoumarin 탐침구

조를 뼈대로 하여, 적절한 고리 구조를 추가로 합성하는 전략으로 신규

탐침을 개발하였다. 신규 개발 한 탐침은 분자내회전능을 보유한 im-

minocoumarin-1이라는 뜻의 약자인 IRI-1(Intramolecular rotation en-

abled iminocoumarin-1)이라고 명명하였다. IRI-1은 4-bromosalicylalde-

hyde와 4-(dimethylamino)phenylboronic acid를 Suzuki coupling 반응시

킨 화합물에 malononitrile과 고리화 반응을 통해 합성하였다 (그림 20b).

기존 고리 구조를 가지고 있는 ThT 같은 경우 BBB 통과능이 전혀 없

었기 때문에 IRI-1 탐침에 대해 이론적인 BBB 투과성을 우선적으로 예

측하여보았다 기존 정립 되어 있는 Hitchcock의 BBB 투과능 선택 규칙
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과 IRI-1의 구조를 기반으로 이론적으로 계산 된 물리화학적 특징을 비

교하였을 때, 미달 되는 조건이 없이 잘 투과할 것으로 예측 되었다 (표

1), (140).

2. IRI-1 광화학적 특성

IRI-1 탐침의 광화학적 특성을 여러 조건에서 조사하였다. IRI-1은 Aβ 

섬유응집체 존재 시 419 ㎚에서 최대 흡광도를 나타내며 (그림 21a),

566 ㎚ 파장대에서 최대 형광 세기를 나타냈다 (λex: 405 ㎚). PBS에 희

석 된 IRI-1 탐침 검체는 Aβ 섬유응집체가 존재하지 않을 때에는 사실

상 형광 방출이 없는 것으로 나타났다. Aβ 섬유응집체 유무에 따른 형

광 증폭 세기의 차이는 Aβ 섬유응집체가 존재 할 시에 167 배 더 밝은

것으로 나타났다 (그림 21b). 형광 발색에 영향을 줄 만한 여러 분석물

인 금속 이온, 아미노산 및 티올(머캅토) 각각에 IRI-1을 섞어 형광 증폭

을 측정하였을 때에도 방출 되는 형광의 세기가 매우 낮거나 없는 (그림

21c) 좋은 선택적 발광 능력을 보여주었다. IRI-1의 Aβ 섬유응집체에 대

한 결합친화성은 Kd = 374 ± 115 nM 나타났다 (그림 21d). Aβ 섬유응

집체에서 선택적으로 형광이 증폭되는 것은 IRI-1이 아밀로이드 단백질

에 결합 될 때는 회전이 막히면서 TICT 기반 탈여기 현상이 일어나는

구조로부터 벗어나 발광할 수 있게 되는 회전각을 보유하게 되기 때문이

다. 분자 고리 구조 도입을 통한 TICT 기반 탈여기 현상을 유도한 전략

이 효과가 있는지 추가적으로 확인하기 위하여 다양한 점성의 용매에 녹

인 IRI-1 탐침의 형광 방출 정도를 측정하였다. 그 결과 메탄올, 에틸렌

글리콜, 글리세롤 순서로 용매의 점도가 점점 증가함에 따라 명확한 형

광의 증대가 관찰되었으며 (그림 21e) 이를 통해 TICT-기반 탈여기 현

상을 적용한 전략이 잘 적용되고 있는 것을 확인할 수 있었다.

3. IRI-1와 Aβ 섬유형응집체 결합에 대한 in silico 분석

Aβ1-42 섬유형응집체에 대하여 기존 알려진 원자 근접 분석 수준의 초
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저온 전자 현미경 구조를 기반으로, IRI-1이 분자적 수준에서 어떻게 결

합 하는지 in silico 분석을 수행하였다 (그림 22), (141). Aβ1-42 섬유응

집체의 Phe20은 존재할 수 있는 모양에 2가지 가능성이 존재하기 때문

에, 두 가지 구조 모두에 대해 각각 분석하였다. 비슷한 결합력을 보유하

게 나타나는 두 가지의 주요 결합 부위가 도출 되었다. 첫 번째 결합 부

위는 섬유 축을 따라 나 있는 Phe19, Asn27, Gly29, 및 Ile31 잔기로 이루어

진 터널 내부이며, 두 번째 결합 부위는 섬유 축 바깥을 따라 바깥 표면

에 위치하는 Phe20 잔기 근처의 홈이다. (그림 22b)에 묘사된 모식도에

나타난 내부 터널의 결합 위치는 이전에 보고 된 것과 결합 친화도와 일

치하는 것으로 나타났다. 결합 분석을 통해서는 결합 친화도가 비슷하게

나타났기 때문에 두 결합 부위 중에 어떤 부위가 더 우세한지까지는 비

교하기 어려웠으나, 터널 내부에서 일어나는 상호작용이 역학적으로 비

교적 안정할 것으로 추정된다.

4. 5XFAD 동물 모델 아밀로이드 베타 플라크 이미징에 IRI-1

적용

IRI-1을 아밀로이드 플라크 병변을 다량 보유한 10-12 개월 령의

5XFAD 마우스에 실제 적용하였다. 동물 모델에 직접 적용하기 전에, in

vitro 상에서 BBB를 모사한 인공막에 대한 투과성 실험인 PAMPA 실

험을 선행하였다 (표 2). 그 결과 BBB를 잘 통과한다고 알려진 양성 대

조물질인 프로게스테론이나 Theophylline처럼 IRI-1도 좋은 투과성을 보

이는 투과 속도 기준을 상회하는 결과를 나타냈다. 이광자현미경 촬영을

수행하기 직전에 IRI-1 탐침을 5XFAD 마우스에 5 ㎎/㎏ 용량으로 복강

내 주입 한 후 어느 정도 시간이 경과 하였을 때 탐침의 시그널이 구분

되는지 실시간 이미징을 수행하였다. 이론상의 예측 및 in vitro

PAMPA 실험을 통해 예측했던대로, IRI-1은 BBB를 잘 통과하여, 탐침

투여 10분 이내에 이미 아밀로이드 플라크 병변 위치에 형광시그널이 잘

잡히며 40분 정도 경과하면 어느 정도 밝기 정도가 포화 되는 것을 관찰
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할 수 있었다 (그림 23).

기존 개발 된 IRI-1과 뼈대 발색단을 공유하는 IBC2 형광탐침에 비해

그 성능이 얼마나 개선되었는지 5XFAD 마우스 뇌 조직 절편 염색 한

후 이광자현미경 촬영을 통해 비교하였다. 동일한 농도로 녹인 두 탐침

에 준비한 뇌 조직을 담가 염색시킨 후, 염색 된 아밀로이드 베타 플라

크에 대한 형광세기와, 무작위로 선정한 배경 부위의 ROI에 대한 형광

세기를 추출하였다. 발색단의 뼈대가 거의 유사하기 때문에 탐침이 내는

최대 형광의 세기에는 큰 차이가 있지는 않았다. 그러나 플라크를 표지

하는 형광세기를 배경표지 형광 세기로 나누어, 실제 보고자 하는 아밀

로이드베타 플라크에 대한 선택적인 형광 증폭이 얼마나 명확한지 나타

내는지 비교한 결과, IRI-1이 IBC2에 비하여 3.75 배가량 구별 능력이

개선 된 것으로 나타났다(그림 24a-d). 이를 통해 TICT 기반 탈여기 전

략의 도입이 실제 동물 조직의 병변을 촬영의 선명도 개선에 효과가 있

다는 것 또한 확인 할 수 있었다.

IRI-1이 탐지한 것이 실제 아밀로이드 베타 플라크 병변인지를 보다 확

실하게 하고자, 기존 알려진 MeO-X04 탐침과 동시에 염색을 수행하여

두 탐침의 시그널이 실제 플라크 병변에 함께 위치하는지 확인하였다.

IRI-1과 MeO-X04는 각기 다른 조건에서, 서로 다른 파장대의 형광을

방출하기 때문에, 각 탐침의 형광 시그널이 간섭하지 않는 조건으로 각

각 촬영할 수 있었다 (그림 24l,m). 확보한 이미지를 서로 겹쳐 확인하면

모든 형광 신호가 서로 동일한 부분을 표지하고 있는 것으로 나타나,

IRI-1이 아밀로이드 베타 플라크를 잘 표지 하는 것을 검증할 수 있었다

(그림 24e-j). 또한 혈관벽에 붙어 있는 비교적 작은 크기의 아밀로이드

병변인 CAA 또한 선명하게 촬영되는 것도 확인 할 수 있었다 (그림

24h-j). Z-stack 촬영한 것을 3차원 재구성한 대표이미지에서처럼 172

㎛ 깊이에서도 IRI-1의 신호가 잘 표지 되어 근적외선 형광이 갖는 깊은

조직 침투력의 장점이 잘 살아있음을 확인하였다 (그림 24k). 분자 내

회전 현상을 이용한 분자 고리 구조 기반의 스위치를 접목 전략을 통해
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서, 동물모델에 적용 가능한 새로운 아밀로이드 플라크 특이적인 이광자

현미경용 탐침을 효과적으로 개발하였다 (그림 25).
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그림 20 . 신규 아밀로이드 베타 탐침 IRI-1 합성 전략 및 개선 착안

점

(A) 기존 아밀로이드 베타 플라크 표지 탐침 및 그 장단점

(B) IRI-1 합성 전략 및 개선 착안점

본 화합물 합성은 고려대학교 김종승 교수님 연구실의 신진우 선생님에

의해 실험 된 결과이다.
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Selection rule IRI-1

Topological polar surface area (TPSA)* < 90 Å2 64 Å2

H-bond donors ≤ 3 1

Calculated logP 2 – 5 3.30 ± 0.49

Calculated logD 2 – 5 3.30 ± 0.49

Molecular weight < 500 Da 289.33 Da

표 1. BBB 통과능 선택 규칙 기반 IRI-1 화합물의 특성

* Calculatated using the Molinspiration applet.

본 결과는 고려대학교 김종승 교수님 연구실의 신진우 선생님에 의해

분석 된 결과이다.
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그림 21 . IRI-1 광학적 특성

(A) Aβ 섬유응집체 (20 μM)와 함께 있을 때 IRI-1의 흡수분광도.

(B) PBS 또는 Aβ 섬유응집체 (20 μM)가 있을 때 파장에 따른 IRI-1의

형광 세기 스펙트럼(λex: 405 ㎚).

(C) Aβ 섬유응집체 및 다양한 간섭물질 존재 시 IRI-1의 형광 반응 그

래프 (λem: 566 ㎚; PBS 용매; a: Aβ1-42 fibrils (20 μM), b–k: metal

ions (20 μM), b=Al3+, c=Fe3+, d=Fe2+, e=Ca2+, f=Cu2+, g=Zn2+, h=Ni2+,
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i=Mg2+, j=Na+, k=K+), l–s: amino acids (20 μM, l=Lys, m=Arg,

n=Asp, o=Glu, p=His, q=Trp, r=Tyr, s=Phe), and t–w: thiols (20 μM,

t=DTT, u=Hcy, v=GSH, w=Cys).

(D) Aβ 섬유응집체 (10 μM)와 IRI-1 (0-50 μM) 포화 반응 곡선 (PBS

용매; N=3; mean ± SD).

(E) 용매 점성 증가에 따른 IRI-1의 형광 세기 스펙트럼 (IRI-1: 10 μM;

λex: 405 ㎚; 용매별 점성 in 20℃, Glycerol 1412 cP, EG 18.376 cP,

MeOH 0.594 cP; EG: ethylene glycol, MeOH: methanol).

본 결과는 고려대학교 김종승 교수님 연구실의 신진우 선생님에 의해 분

석 된 결과이다.
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그림 22 . Aβ 섬유응집체의 Cryo-EM 구조 기반 IRI-1의 in

silico 결합 분석
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(A) 위에서 바라본 Aβ1-42 섬유응집체의 Cryo-EM 구조 및 주요

아미노산 잔기 위치

(B) Val18, Phe20 표면 및 내부 터널의 단백질-리간드 상호작용 위치

(C) Phe20, Glu22 표면 및 내부 터널의 단백질-리간드 상호작용 위치

(D) 위에서 바라본 Aβ1-42 의 Phe19, Asn27, Gly29, Ile31 표면에 감싸여진

IRI-1 모식도

(E) Aβ1-42 섬유응집체의 내부 터널에 위치한 IRI-1 확대 모식도

(F) Lys16, Val18, Phe20 홈에 위치한 IRI-1 확대 모식도

(G) Phe20, Glu22 홈에 위치한 IRI-1 확대 모식도

본 결과는 고려대학교 김종승 교수님 연구실의 Peter Verwilst 박사님에

의해 분석 된 결과이다.
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Compound
Pe (10-6 cm/s)

Mean and SD, n=3

Permeability

classification**

Progesterone* 39.45 ± 5.593 High

Theophylline* 0.250 ± 0.023 Low

IRI-1 0.562 ± 0.053 High

Thioflavin T 0 Not permeable

표 2. 인공혈뇌장벽 투과성 측정 실험 결과

* 실험 양성 대조군.
** PAMPA 실험 제조사 제공하는 높은 투과율 기준: Pe > 0.4 × 10-6

㎝/s.

본 결과는 고려대학교 김종승 교수님 연구실의 신진우 선생님에 의해 분

석 된 결과이다.
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그림 23 . 이광자 현미경을 통한 마우스 뇌 내 아밀로이드 플라크

시각화

(A-B) IRI-1 (5 ㎎/㎏) 복강 주입 후, 시간 경과에 따른 뇌 내 형광 세

기 변화 대표 이미지 및 형광 세기 그래프 (λex: 920 ㎚; λem: 555-610

㎚) 축척 바 50 ㎛.
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그림 24 . 5XFAD_TG 마우스 뇌 조직에서 이광자현미경으로 촬영한

IRI-1 표지 아밀로이드 플라크

(A-C) Ex vivo 뇌 절편에 IBC2 또는 IRI-1 (각 20 μM) 용액에서 1시간

염색 한 후 이광자현미경 촬영 한 대표 이미지 및 그 형광 세기 (11개월

령, λex: 850 ㎚, λem: 580-779 ㎚; 축척 바 50 ㎛).

(D) 배경 간섭 시그널 대비 실제 아밀로이드 베타 플라크 시그널 비율

(플라크 및 배경 ROI n=15; Mean ± SD; unpaired t-test; ***p<0.005).
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(E-J) IRI-1 및 MeO-X04 (각 5 ㎎/㎏, I.P. injection) 동시 염색 한 후

in vivo 이광자 현미경 촬영 (5XFAD_TG; 10-12 개월령; E,H: λex: 920

㎚, λem: 555-610 ㎚; F,I: λex: 850 ㎚, λem: 485-490 ㎚; 축척 바는 50

㎛)

(K) IRI-1 표지 아밀로이드 베타 플라크 in vivo 이광자 현미경 촬영 3

차원 재구성 이미지 (5XFAD_TG; 10-12 개월령; λex: 920 ㎚, λem:

555-610 ㎚)

(L-M) MeO-X04 (5 ㎎/㎏) 또는 IRI-1 (5 ㎎/㎏) 각각 복강 주입 후, 조

사 레이저 광원 파장대 및 채널별 확보 되는 신호 정보.

Ex vivo 실험은 경희대 김도경교수님 연구실 김나희 선생님과 공동으로

수행하였다.
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그림 25. Part 2 연구 요약
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고찰

Part 1. 질병연관 미세아교세포의 기능변화가 알츠하

이머병의 병인기전에 미치는 영향 연구

본 연구에서는 DAM 유전자 중 하나로 알려진 Ch25h가 Aβ 에 의해

미세아교세포에서 증가하며, 함께 증가하는 대사산물인 25HC가 직접적

으로 미세아교세포의 움직임 및 포식능을 저해시키는 것을 확인하였다.

Aβ 및 면역원 자극에 의한 미세아교세포의 Ch25h 발현 증가는 AD 환

자 뇌 조직, 또 다른 아밀로이드 과발현 모델인 APPPS1 모델 쥐, 그리

고 타우 병변을 지니는 PS19 모델 쥐에서도 관찰 되었다는 보고가 있으

며, AD 환자 뇌 조직 샘플에서도 25HC가 증가 되어 있다는 것이 기존

보고 된 바 있어 본 연구에서 확인 된 결과들의 신뢰성을 더해준다

(111), (142). 해당 논문에서는 25HC가 염증성 사이토카인의 생성 및 분

비를 증가 시킬 수 있으며, 이러한 현상은 APOE3 보다 APOE4 동형단

백질을 보유하였을 때 더 두드러진다는 결과를 제시하며 Ch25h와 산발

성 AD의 가장 위험성 높은 유전인자 Apoe의 상관성을 일부 주장하였다

(111), (143). 이를 단서로, Aβ 병인 기전과 밀접하게 연관이 있는 뇌 내

전반적인 콜레스테롤대사 및 APOE 단백질의 동형단백질들과 25HC 사

이에 연관성을 규명하는 것이 향후의 숙제 중 하나가 되겠다.

콜레스테롤 대사가 아밀로이드 베타 플라크 생성에 미치는 영향, 그리

고 미세아교세포의 활성화에 연루 된 콜레스테롤 대사 변화에 따른 포식

기능의 저하에 대한 복합적 작용 AD 병인기전에 상승적으로 악영향을

미칠 것으로 보인다. 산발형 AD 모델에서 알려진 여러 콜레스테롤에 관

련 된 위험 요소는 본 연구에 사용한 유전성 AD를 모방하는 아밀로이

드 과발현 5XFAD 형질전환 모델에서는 반영이 되지 않았다. 또한 유전

적 수준에서 신경세포 APP의 amyloidogenic 경로가 증가해 있는 뇌 내

에서 정확히 어떤 콜레스테롤 대사 변화가 일어나게 되는지에 대한 관점

으로 증명된 자료는 많지 않다. 따라서 언급한 요소들 중 무엇이 AD 병
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인 기전에 더욱 선행되고 주요한 영향을 미칠 것이냐에 대한 것을 본 연

구를 통해 명확히 구분하는 것은 한계가 있겠다. 그러나 포식 기능을 수

행하는 미세아교세포의 관점에서는 초기 올리고머 형태의 작은 플라크

씨앗을 포식할 때부터 이미 외부적인 추가 콜레스테롤의 유입이 꾸준히

증가하여 그 처리 부담이 점점 증가할 것이라는 것이 명백하다. 이러한

축적은 본 연구에서 관찰한 미세아교세포의 25HC 및 CE 생성 증가 현

상으로도 연결되면서 포식 기능의 감소와 염증 증가 악순환의 고리를 강

화시킬 것으로 보인다. 25HC 또한 옥시스테롤의 한 종류로서 LXR을 작

동시키는 등 뇌 바깥으로의 콜레스테롤 유출을 조장하여 아밀로이드 청

소를 증진시킬 가능성에 대해서도 고려해 볼 필요가 있겠다. 그러나

25HC가 뇌 내에서는 워낙 미량으로 존재하는 옥시스테롤이며 (95), AD

뇌에서는 훨씬 더 큰 비중을 차지하는 24HC의 생성이 유의하게 감소해

있는 것으로 알려져 있음을 고려하면 그 효과는 크지 않을 것으로 유추

할 수 있겠다 (142). 25HC 증진을 통해 BBB 상피세포의 LXR 증진을

통해 밖으로 청소되는 총합이 24HC 감소로 인한 변화를 뛰어넘는 효과

를 나타낼 것은 기대하기는 어려울 것이기 때문이다. 오히려 국지적으로

주변에 있는 신경세포나 교세포에서 필요로 하는 지질 및 콜레스테롤 생

합성을 저해시키고, 세포외기질로 지질단백질 분비를 촉진시켜 새로운

플라크 형성 씨앗이 증가하게 하는 등 오히려 악영향을 미치게 할 가능

성도 함께 고려해 볼 수 있겠다.

그렇다면 왜 뇌 내에 풍부한 다른 옥시스테롤 말고 유독 Ch25h만이

미세아교세포에서 주요하게 조절되는지, 아주 미량으로 존재하는 대사체

임에도 면역 반응을 크게 조절할 수 있도록 설계 되었는지에 대한 궁금

증이 수반된다. 가장 큰 원인으로는 미세아교세포가 내배엽의 난황낭

(yolk sac)으로 부터 기원한 선천면역세포인만큼, 외배엽 기원인 뇌 내의

다른 세포들과는 발달 단계부터 근본적으로 내재된 특성이 다르기 때문

이겠다 (144). 그러나 이러한 설계적 차이가 어떤 결과를 초래하는지, 그

조절 방식이 생물학적으로 어떤 합리성이 있는지에 대한 해석까지 해당
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연구를 통해 유추하기에는 한계가 있겠다. 다만 본 연구에서 관찰한 결

과를 바탕으로, 그동안 성상교세포에 중심으로만 고려되었던 뇌 내 콜레

스테롤 대사 및 상호작용에 대한 관점을, 적어도 면역 반응이 수반 될

시에는 미세아교세포 또한 콜레스테롤 대사 및 상호작용 조절에 능동적

인 역할을 보유할 수 있음에 대한 관점을 본 연구를 통해 제시하는 바이

다.

더 나아가 미세아교세포에서 생성 된 25HC가 미세아교세포 뿐 아니라

뇌 내 주변 세포들에 미치는 영향 및 상호 관계를 이해하는 것도 중요할

것으로 보인다 (145). 특히 지질 대사의 큰 축을 담당하는 성상교세포와

의 관련성에 대한 연구가 필요할 것으로 보인다. 미세아교세포에서 생성,

분비 된 25HC가 성상교세포의 지방 대사를 변화시킬 수 있다고 제시한

2023년 최신 보고 한 가지에 따르면, 미세아교세포로부터 분비 된 25HC

가 성상교세포가 지방 방울을 과도하게 축적 시키고, 콜레스테롤 재흡수

에 결함이 생기는 동시에, APOE 분비를 증진시키는 방향으로 변화시킨

다고 한다 (146). 지방 방울이 쌓여 있는 세포들이 대부분 증진 된 염증

성 표현형을 나타내며, 정상적인 지질 대사 수행의 여력이 남아있지 않

고, APOE 분비 증대 자체도 뇌염증 반응 증진과 관련이 깊다는 보고가

있다 (147), (148). 이러한 측면을 고려하면, 본 연구에서 확인한 미세아

교세포의 25HC 증가는 미세아교세포뿐만 아니라 주변 성상교세포의 기

능 저하에도 영향을 주어 알츠하이머병 병인기전 가속화에 상승적인 영

향을 미칠 것으로 생각 된다.

Avasimibe이 기존 AD 모델에서 독성 Aβ 생성 경로를 억제하여 Aβ 

병변을 완화 시킬 수 있다는 것이 다수 보고 되었다는 점 또한 결과 해

석에 중요하게 고려해야 하는 부분이다 (137), (149), (150), (151). 따라

서 본 연구에서 확인 한 4주간의 Avasimibe 투약 실험 결과는 미세아교

세포 포식능 회복에 의한 작용과 기존 제시 된 Aβ 생성 억제 기전이 복

합적으로 나타난 결과일 수 있을 것으로 보인다. 미세아교세포에 효과적

인 유전자 전달이 어렵다는 실험적 한계와 미세아교세포 특이적으로 특
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정 유전자 삽입 또는 제거 된 AD 동물 모델을 생산하는 한계로 인하여

미세아교세포 특이적인 Ch25h 및 콜레스테롤에스터화 효소 관련 유전적

조절을 통한 규명에는 어려움이 있다. 해당 부분은 Avasimibe의 효과가

25HC에 의해 발생하는 미세아교세포의 여러 기능적 저하를 회복시키는

것이 in vitro에서 유의하게 재현되는 것을 통해 확인할 수 있었다. 또한

Avasimibe이 in vivo 미세아교세포에도 직접적으로 효과를 미친다는 것

을 실시간 이광자 현미경 이미징을 통해 직접적으로 입증 하였다. 따라

서 그동안 밝혀진 Avasimibe의 Aβ 병변 완화 효과에는 오히려 본 연구

에서 밝힌 미세아교세포의 기능 회복을 통한 작용이 상당부분 함께 기여

했을 것으로 보인다. 이에 Avasimibe이 미세아교세포를 통해 AD 병인

기전 완화에 미칠 수 있는 추가적인 긍정적인 효과를 제시함과 더불어,

그동안 간과 되었던 여러 약물들이 미세아교세포 및 면역세포에도 직접

적으로 끼치는 효과들에 대해 검증하는 작업들이 의미가 있을 수 있음을

제시하는 바이다.

막 유동성의 변화가 실질적인 세포의 움직임 및 포식 작용을 조절하는

세부적인 기전까지는 본 연구에서 다루지 못하였다. 25HC에 의해 세포

막에 존재하는 지질 뗏목 (lipid raft)의 형성 비율이 변화 되고, 엔도솜

신호 전달에 영향을 미친다는 기존 보고 및 세포막의 접근 가능한 콜레

스테롤 구성의 변화가 오토파지 및 리소좀 분해능에도 영향을 끼칠 수

있다는 보고 등을 통해 막 유동성의 저하로 인해 세포 내의 여러 신호

전달에 지연이 발생하고 미세아교세포의 전반적인 주변 상황 감지, Aβ 

포식 및 분해능이 감소 될 것으로 유추할 수 있다 (152), (153). 이러한

연관성과 관련 기전을 더욱 면밀하게 규명하는 것이 향후 미세아교세포

의 기능 조절 및 치료제 개발 연구에도 중요한 단서가 될 수 있을 것으

로 기대 된다.

25HC를 비롯한 옥시스테롤은 콜레스테롤과는 다르게 BBB 투과성이

좋다는 것이 기존 잘 알려져 있다 (59). 따라서 미세아교세포의 활성화

를 야기하는 뇌 침습적인 시술을 지양하고자 복강 주사로 전체 순환을
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통해 주입하였다. 복강 주사를 통한 실험적 디자인으로 인해서 모델 쥐

뇌 내에는 Aβ에 의한 신호 전달을 통해 Ch25h가 활성화 되어 소포체

막에서 콜레스테롤이 25HC로 합성되고 있는 미세아교세포와, 외부로부

터 25HC를 먼저 전달 받게 되는 미세아교세포가 구분 되어 존재하는 시

기가 생기게 될 것이다. BBB를 확산으로 통과할 수 있을 정도라고 알려

진 대사체인만큼, 어떤 경로를 통하던지 장기적인 측면에서는 25HC에

노출 된 미세아교세포는 콜레스테릴에스터화 효소 활성 증대와 CE 생성

증가로 인한 포식 기능 결함이 발생할 것으로 보인다. 그러나 대사체가

보유한 막 투과성의 자유도 측면에서 고려해볼 때 각 미세아교세포가 처

하게 되는 콜레스테롤 대사적 요구에는 차이가 있을 것으로 보인다. 콜

레스테롤과 콜레스테릴에스터는 그 이동이 현저히 제한되는 바, 처음에

과도한 콜레스테롤이 있는게 아님에도 면역 반응 신호를 통해 콜레스테

롤로부터 25HC를 생성 한 미세아교세포 입장에서는, 세포 내에 존재하

는 자유로운 콜레스테롤 양이 필요 이상으로 감소되는 상황에 직면하게

될 가능성이 생길 수 있겠다. 특정 요구 수준 이하로 콜레스테롤의 양이

감지되면 콜레스테롤을 CE로 전환하여 저장하려는 신호 보다는 세포 내

로 지질을 더 흡수하기 위한 ApoE 등 지질단백질의 생성 및 분비를 늘

리거나, 자체적으로 신생합성하는 SREBP 경로 스위치가 켜지는 것이

선행 될 수 있을 것으로 보인다 (58). 말초 면역의 대식세포에서는 이러

한 지질 신생합성 경로가 작동할 때 포식 기능이 수행된다는 보고도 있

기 때문에(78), 이를 고려한다면 이러한 과정에서 반응 초기에 일시적으

로는 포식 작용이 증진되는 시점도 존재할 수 있을 것으로 여겨진다. 하

지만 결국에는 대식세포는 포식 작용을 하면 할수록 외부로부터 많은 지

질 및 콜레스테롤 찌꺼기를 부담하게 되기 때문에 결국에는 콜레스테롤

의 과부하가 쌓이고, CE 생성이 증진되게 될 것이라고 볼 수 있겠다.

25HC를 먼저 공급 받은 세포 입장에서는, 전체 세포 내에 콜레스테롤

풀 자체가 증대 된 상황에 먼저 노출 되는 것이기 때문에 신생합성 경로

는 켜지지 않을 것이고, CE 전환을 통한 저장 및 과도한 콜레스테롤의
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처리에 대한 수요가 바로 증진될 가능성이 높을 것으로 보인다. 면역 증

진 경로 또한 차이가 있을 수 있겠다. Aβ를 먼저 만난 미세아교세포는

Ch25h 증진을 일으키게 되는 STAT 및 NFκB를 비롯한 수많은 면역 활

성 신호가 크게 활성화 될 것이나, 25HC에 먼저 노출 되는 미세아교세

포는 물론 그 양상이 염증성 반응에 가깝긴 하지만 그 정도에 차이가 있

을 수 있겠다. 25HC에 먼저 노출되는 미세아교세포는 그 기능적 저하가

좀 더 빨리 나타나서 좀 더 만성적인 표현형으로 먼저 접어들게 되는 것

이라고 정리할 수도 있겠다. 이러한 일련의 반응은 한편으로는 적절한

면역 반응의 종료가 이루어지기 위한 자연스러운 현상일 수 있겠으나,

독성 단백질의 축적이 지속되는 만성 질환인 AD라는 관점, 그리고 전체

혈류 및 림프 순환을 통해 세포의 생성과 소멸이 조율되는 말초 대식세

포의 상황과는 다르게 뇌 내에서 각 세포의 영역을 지키고 순찰해야하는

미세아교세포의 관점에서는 이러한 조절로 인해 결국에는 기능적 역설에

빠지게 되는 것으로 말할 수 있겠다. 따라서 만성적으로 기능적 저하가

일어나는 면역세포의 대사를 특이적으로 세밀하게 조절할 수 있는 방향

을 찾는 것이 새로운 치료 타겟의 후보가 될 수 있을 것으로 기대된다.

바깥으로부터 전달되는 25HC가 특이적으로 작용할 수 있는 막 단백질이

나 수송체 등이 있지는 않은지, 구조 및 방향적으로 세포막을 완전하게

통과하지 않고 끼워 들어가거나 옆으로 누워 붙어있는 25HC가 남아 있

는 경우는 없을지 등에 대한 것도 (107), 해당 대사체가 미세아교세포의

기능에 영향을 줄 수 있는 요인으로 고려되는 바이다. 현재까지는 지질

대사체에 대해서는 방사선 동위원소를 통한 표지 외에는 형광 표지나 이

미징에 대한 실험적 기법이 상당 부분 제한적이지만, 실질적인 25HC의

세포내 위치 정보 및 수송 단계 등에 따라 미세아교세포의 기능이 어떻

게 조절되는지 직접적으로 증명될 수 있다면 해당 궁금증들을 해결할 수

있을 것으로 기대 된다.

복강 주사를 통해 주입한 만큼 말초 혈류에서 25HC를 만나 그 기능이

변화하게 되는 말초 대식세포 및 면역 세포가 해당 모델에 영향을 끼쳤
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을 가능성 또한 배재할 수 없을 것이다. 정확하게 어떤 종류의 세포에서

어떠한 변화가 일어났는지에 대한 것까지는 본 연구에서 다루지 못 했으

나 기존 문헌을 통해 미루어 볼 때 적어도 상피세포의 자유 콜레스테롤

비중이 낮아지는 효과와 B 세포 및 항체 생성에도 어느 정도 영향이 있

었을 것으로 유추할 수 있겠다. 문헌에 따르면 감염증에 의해 대식세포

에서 25HC 생성이 증가했을 때 분비 된 25HC는 상피세포에 전달되어

상피세포의 자유 콜레스테롤을 CE로 변환하여 격리시킨다는 기전이 알

려져 있다 (104), (105). B 세포의 경우 25HC로 인해 증식과 IgA로의 클

래스 전환이 억제되거나 2차 림프 기관으로 이동하게 되는 시그널로 작

용 할 수 있다는 작용 등이 알려져 있어 항체 생성 수준에 영향을 미쳤

을 것으로 예상 된다 (154), (155). 다만 이러한 변화가 뇌 내 AD 병인

기전에 영향을 미칠 수 있었는지에 대해서는 추후 말초 면역계와 뇌 내

의 상호작용에 대한 연구와 이해가 확장 되었을 때 비로소 논의할 수 있

을 것으로 보인다. 같은 맥락에서, 25HC가 BBB를 잘 통과할 수 있다는

것은 다른 병원성 미생물이나 바이러스에 감염 이력을 통해 증대 된 체

내 25HC가 뇌 내 미세아교세포에도 영향을 끼칠 가능성이 있을 수 있음

을 시사한다. 실제로 Corona virus, Zika virus 등 수많은 바이러스 감염

에 의해 말초 면역계의 대식세포에서 Ch25h 발현 증가 및 25HC 생성이

증대 됨이 규명 된 바 있다 (101), (103), (156). 전체 순환을 통해 뇌 내

에 전달되는 25HC의 정량적 규명과 더불어 여러 감염 이력에 따른 인지

기능 저하에 25HC의 역할에 대한 후속 연구 또한 의미가 있을 것으로

보인다. 더 나아가 활성 T 세포 등 여러 가지 말초 면역계의 개입이

AD 병인 기전에 영향을 미칠 수 있음이 점차 제시 되고 있다 (157),

(158). 이러한 관점에서 25HC와 같은 생리활성대사체가 다양한 말초면역

세포 및 미세아교세포에 어떤 작용을 일으킬 수 있을지에 대한 궁금증도

향후 AD 병인 기전의 이해와 새로운 치료 표적 탐구에 의미 있는 연구

가 될 수 있을 것으로 기대 된다 (159), (160).1)

1) Part 1 연구 결과는 현재 논문 투고를 준비 중에 있다.
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Part 2. 개선 된 이광자현미경 아밀로이드 베타 플라

크 탐침 개발 연구

본 연구를 통해 개발한 IRI-1의 경우 ex vivo 및 in vivo 이광자현미

경 이미징에 사용한 920 ㎚ 파장대의 여기광선을 사용하였다. 그러나

IRI-1의 이광자여기능을 고려할 때, 1000 ㎚ 이상의 더 긴 근적외선 파

장대의 광원을 조사해 줄 경우 IRI-1은 더욱 개선 된 배경 신호 감소 효

과를 보일 것으로 짐작된다. 본 연구에서는 사용한 레이저시스템 조사

광원 파장대의 제한이 있어서 보다 긴 근적외선 파장대를 활용한 in

vivo 영상화를 검증해 보지 못 하였다는 아쉬움이 있다. 그러나 보다 고

사양의 다광자 레이저 시스템이 점차 보급되고 있는바, 가용하다면 더

높은 파장대의 광원을 활용하여 실험에 적용할 것을 제안하는 바이다.

신규 개발한 IRI-1 탐침은 아밀로이드 병리 동물 모델 활용 연구에 향

후 적극 도입 될 수 있을 것으로 기대 된다. 일례로 성상교세포 또는 미

세아교세포 특이적으로 초록 및 파란색 계열 형광이 표지 된 아밀로이드

병리를 보유한 쥐 모델에 IRI-1를 주입하여 활용이 가능하다. 이 경우,

교세포들이 어떻게 아밀로이드 플라크와 접촉하고 변화되는지 또는 아밀

로이드 플라크 형성에 어떻게 관여하는지 등의 실시간, 장기간 영상화

정보를 확보할 수 있다. 우선 IRI-1의 활용은 기존 BBB 투과성 제한으

로 인해 ex vivo에 제한적으로 사용 가능했던 ThT 등의 아밀로이드 플

라크 전용 탐침을 대체하여 in vivo 이광자 현미경 이미징에 적용 가능

하다는 장점이 있다. 또한 기존에 in vivo 이광자 현미경 촬영에 많이 활

용 되고 있는 탐침 MeO-X04가 푸른 형광 발색을 보이는 것에 비교하

여 IRI-1은 붉은 형광쪽 발색을 나타내기 때문에, 배경 신호 감소뿐만

아니라 발광 세기 및 촬영 깊이에서도 비교 우위를 점할 수 있다는 장점

이 있다. In vivo 이광자 현미경 촬영의 적용에서 더 나아가, IRI-1 탐침

을 주입한 모델 쥐의 사후 조직을 활용하는 실험에도 적극 활용 가능할
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것으로 보인다. 우선 IRI-1 탐침의 PFA 고정 이후 발색능 및 필요한 형

광 발색 조합에 대한 검증 등 실험 방법적 최적화 선행 이후에, 촬영을

마친 쥐의 사후 뇌 조직을 분리 한 후 IHC 및 ISH 기법을 함께 적용하

여 형광 현미경 이미징을 통해 IRI-1 표지 근처 또는 보유 세포의 표현

형을 추가 검증하는데 활용 방안을 고려해볼 수 있겠다. 또는 뇌 세포를

분리하여 후고정을 하지 않고 FACS 기법을 적용을 기반하여 IRI-1 표

지 세포를 분리하는 활용 방안도 있다. 이러한 세포 분리를 기반으로 여

러 전사체 및 대사체의 동정 및 분석 등의 후속 연구에도 적극 활용 할

수 있을 것으로 기대된다.

분자 내 회전 고리의 유무에 따른 형광물질의 발광 효율 변화 및 그에

대한 주변 매질의 기계적 특징에 의존하는 특성을 기반으로 한 형광탐침

개발 시도는 생물-형광 이미징 분야에서 지속적으로 시도 되어 온 바

있다. 특히 점성차이나 극성차이가 존재하는 표적이나 세포막 및 세포

내 소기관 특이적인 탐침 개발이나, BODIPY와 같이 지질 구조를 탐지

하는 염료 개발 및 분야 등에 도입 된 물질들이 존재한다 (161), (162),

(163). 이론상으로는 단일 광자 또는 다광자 여기 기반 형광체 모두에서

분자 내 회전 시스템을 도입함으로써 꼬인 분자 내 전하 상태 기반의-

탈여기 현상이 잘 일어나게 되면 형광체 자체의 발광으로 인해 발생하는

필연적인 배경 신호를 획기적으로 감소시킬 수 있으며 형광체의 발광 켜

짐과 꺼짐을 조절 할 수 있다. 본 연구에서는 이를 기반으로 새로운 이

광자 여기능 탐침 개발에서도 이를 기반한 탐침 개선이 성공적으로 가능

하다는 것을 선보인바, 추후 이러한 전략이 앞으로 아밀로이드 플라크

뿐 아니라 보다 다양한 이광자 여기능을 보유한 생체 분자 영상 분야의

물질 개발에 응용이 될 수 있을 것으로 기대 된다.

이광자 현미경 촬영 자체는 임상적으로는 적용하기에 한계가 있는 기

법이기 때문에 개발한 IRI-1이 임상적 진단이나 예측의 범용성은 부재하

다는 한계가 존재한다. 그러나 앞서 언급한 것처럼, 보다 개선 된 아밀로

이드 플라크 병변 실시간 촬영 및 활용이 가능해진만큼 뇌 내 여러 세포
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들과 함께 실시간 촬영에 응용하는 등의 전임상 모델 연구에서는 적극적

으로 활용하며 기전 연구를 수행 할 수 있을 것으로 보인다. 향후 아직

까지 실질적으로 활용 가능한 대안이 없는 타우 병변에 대한 것이나, 세

포 내의 미토콘드리아를 표지 할 수 있는 이광자현미경의 염료 및 탐침

개발이 이루어진다면 복합적인 AD 병인 및 치료 기전에 대한 연구에도

큰 도움이 될 것으로 기대 된다.2)

2) Part 2 연구 결과는 Angew Chem Int Ed Engl. 2019;58(17):5648-52. DOI:

10.1002/anie.201900549에 발표되었다.
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결론

본 연구에서는 질병연관 미세아교세포에서 나타나는 특징 및 기능변화

가 아밀로이드 병변에 미치는 영향 연구와 개선 된 Aβ 탐침 개발에 관

한 다음 두 가지 목표를 설정하였다. 이를 통해 아밀로이드에 의해 변화

하는 미세아교세포의 기능과, 주변 환경적 요인과 신경염증성 요인이 아

밀로이드 병리에 미치는 영향에 대한 기전 및 조절 가능성을 제시하고

아밀로이드 병변에 대한 보다 명확한 뇌 내 병리 현상의 촬영 및 관찰

가능성을 제공하는데 기여하고자 하였다 (그림 26).

질병연관 미세아교세포의 기능변화가 알츠하이머병의 병인기전에 미치

는 영향 연구에서는 Aβ에 의해 실제 미세아교세포 Ch25h 발현 및

25HC 생성이 증가됨을 in vitro 및 ex vivo 수준에서 mRNA, 단백질,

대사체 관련 다양한 생화학적 실험을 통해 검증하였다. Aβ에 의해 과도

하게 생성 되는 25HC에 노출 된 미세아교세포는 주요 기능인 주변 환경

에 대한 반응성이 감소되는 것을 실시간 생체내 이광자 현미경 촬영을

통해 확인하였다. 25HC는 미세아교세포의 포식능 또한 저해 시키는 것

으로 판명되었다. 이러한 움직임 및 포식능의 저하는 미세아교세포가

AD 뇌 내의 독성 단백질을 청소 및 분해 하는 것에 악영향을 미칠 것

으로 예상 된다.

미세아교세포의 반응성 및 포식능 저하는 25HC에 의한 미세아교세포

의 콜레스테릴에스터 증가 기전에 의해 매개 되는 것으로 나타났다. Aβ 

및 25HC에 의해 미세아교세포의 콜레스테롤에스터화 효소의 발현의 증

가 더불어 그 대사 산물인 CE의 증대가 관찰 되었다. 증가 된 CE는 세

포막의 비유동성 분획을 증가시키면서 세포막 유동성을 감소시키는 효과

를 나타냄을 FRAP 실험을 통해 규명하였다. 관찰 된 일련의 기능저하

는 콜레스테롤에스터화 억제제인 avasimibe 처리에 의해 회복 가능한

것으로 확인 되었다. 해당 기전이 실제 AD 병인 기전에 영향을 주는지

파악하고자 어린 5XFAD_TG 마우스에 25HC를 장기투약 하는 실험을
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수행하였다. 그 결과 25HC 의해 해당 쥐의 Aβ 병변의 악화가 가속화됨

을 확인하였다. 동일한 구성에서 25HC와 콜레스테롤에스터화 억제제

avasimibe을 함께 처리해 준 군에서는 25HC에 의한 증상 악화가 방지

되는 것으로 나타났다.

아밀로이드 병변에 대한 보다 명확한 뇌 내 병리 현상의 촬영 및 관찰

을 위해, 분자 내 회전 시스템을 도입하여 Aβ를 탐지하는 신규 이광자

형광 탐침을 개발하였다. 신규 개발 된 IRI-1은 구조적으로 유사하지만

분자 내 회전 고리가 없는 기존의 탐침보다 현저한 배경 신호의 감소를

보이는 것을 in vitro, ex vivo 및 in vivo 수준의 촬영으로 검증 하였다.

특히 여러 복잡한 생물학적인 조직 기반에서도 해당 전략이 통하였다는

것은 앞으로 이러한 전략을 다른 표적을 탐지하는 이광자현미경용 염료

개발에도 도입하여 연구에 활용 가능한 다양한 탐침을 개발하는데 도움

이 될 것으로 기대 된다. 개발한 IRI-1은 좋은 BBB 투과성을 나타내며,

Aβ 병변에 대한 높은 선택적 발광 및 민감도를 보였다.

본 연구를 통해 AD의 Aβ 병인기전이 미세아교세포의 대사적 특성 및

기능과 밀접한 연관이 있음을 제시하였다. 그 중에서도 콜레스테롤 대사

체 중 하나인 25HC가 직접적으로 미세아교세포의 기능을 저하시킬 수

있으며, 이를 조절 하는 것을 통해 병리적 증상을 완화 시킬 수 있는 것

을 제시하였다. 또한 관련 된 Aβ 병인기전을 보다 명확하게 촬영하고

연구에 활용할 수 있는 신규 물질을 개발하여 향후 연구에 기여하였다.
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그림 26. 전체 연구 요약
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Abstract

Investigation of microglia
phagocytosis-related

metabolite changes in the
pathogenesis of Alzheimer’s
disease, and the development
of a two-photon microscopic
amyloid beta plaque probe

Hayoung Choi

Biomedical Sciences

The Graduate School

Seoul National University

This study focused on the microglial function related to the

pathogenesis of AD based on the previously reported disease

-associated microglial DEG and their molecular phenotypes. Ch25h, an

enzyme that produces 25HC, was selected among many candidates

since it has been previously reported to have direct

immunomodulatory functions and plays a crucial role in controlling

cholesterol and lipid metabolism. Various models and biochemical



- 121 -

experiments verified the increase in Ch25h expression and 25HC

production in microglial cells by Aβ. Intravital two-photon imaging

and FACS-based microbead phagocytosis experiments confirmed that

excessive 25HC caused by Aβ inhibits the microglial ability to

explore the surroundings and phagocytosis. The reduction in

responsiveness and phagocytic capacity of microglia was shown to be

mediated by a 25HC-induced cholesteryl ester (CE) increase in

microglia. An increase in CE was found to inhibit the cell membrane

fluidity of microglia. The cholesterol esterification inhibitor Avasimibe

was shown to restore the defect in microglial function caused by

25HC. Furthermore, the long-term administration of 25HC to 5XFAD

for four weeks confirmed that the cognitive function and AD lesions

of the 25HC-treated group have deteriorated. Together, these data

demonstrate that excessive Ch25h expression by Aβ ultimately

reduces the function of microglial cells and accelerates the

pathogenesis of AD.

Accumulation and change of amyloid plaque lesions are essential for

the pathogenesis of AD. This study demonstrated that the

molecular-rotor concept significantly reduces background fluorescence

in a two-photon Aβ plaque-sensing probe. The newly developed

IRI-1 with this strategy showed a significant reduction in background

signal compared to the existing probe, which is structurally similar

but without an intramolecular rotor. In addition, this probe exhibits

effective BBB penetration and strong Aβ plaque selectivity and

sensitivity.

Keywords : Alzheimer’s disease, Neuro-inflammation, Microglia,

phagocytosis, Amyloid beta plaque, Two-photon microscope
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