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폐포상피세포, 대식세포를 비롯한 각종 세포주에서 H2O2에 의한  
Peroxiredoxin 동위효소들의 산화에 따른 불활성화와 재생
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Background : Peroxiredoxins (Prxs) are a relatively newly recognized, novel family of peroxidases that reduce H2O2 
and alkylhydroperoxide into water and alcohol, respectively. There are 6 known isoforms of Prxs present in human 

cells. Normally, Prxs exist in a head-to-tail homodimeric state in a reduced form. However, in the presence of excess 
H2O2, it can be oxidized on its catalytically active cysteine site into inactive oxidized forms. This study surveyed 
the types of the Prx isoforms present in the pulmonary epithelial, macrophage, endothelial, and other cell lines and 

observed their response to oxidative stress.    
Methods : This study examined the effect of exogenous, excess H2O2 on the Prxs of established cell lines originating 
from the pulmonary epithelium, macrophages, and other cell lines, which are known to be exposed to high oxygen 

partial pressures or  are believed to be subject to frequent oxidative stress, using non-reducing SDS polyacrylamide 
electrophoresis (PAGE) and 2 dimensional electrophoresis.  
Result : The addition of excess H2O2 to the culture media of the various cell-lines caused the immediate 

inactivation of Prxs, as evidenced by their inability to form dimers by a disulfide cross linkage.  
  This was detected as a subsequent shift to its monomeric forms on the non-reducing SDS PAGE. These findings 
were further confirmed by 2 dimensional electrophoresis and immunoblot analysis by a shift toward a more acidic 

isoelectric point (pI). However, the subsequent reappearance of the dimeric Prxs with a comparable, corresponding 
decrease in the monomeric bands was noted on the non-reducing SDS PAGE as early as 30 minutes after the H2O2 
treatment suggesting regeneration after oxidation. The regenerated dimers can again be converted to the inactivated 

form by a repeated H2O2 treatment, indicating that the protein is still catalytically active. The recovery of Prxs to 
the original dimeric state was not inhibited by a pre-treatment with cycloheximide, nor by a pretreatment with 
inhibitors of protein synthesis, which suggests that the reappearance of dimers occurs via a regeneration process 

rather than via the de novo synthesis of the active protein.
Conclusion : The cells, in general, appeared to be equipped with an established system for regenerating inactivated 
Prxs, and this system may function as a molecular “on-off switch” in various oxidative signal transduction processes. 

The same mechanisms might applicable other proteins associated with signal transduction where the active catalytic 
site cysteines exist.  (Tuberc Respir Dis 2005; 58:31-42)
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서   론

활성산소기 (reactive oxygen species ; superoxide 

anion, H2O2) 등은 세포의 호흡과정이나 여러 종류의 

호르몬, 성장인자, cytokine 및 신경전달 물질 등이 세

포막 수용체를 통해서, 신호를 전달하는 과정에서 발

생하며1, 이때 발생한 활성산소기 들은, 이미 신호전달 

물질로 잘 알려져 있는 NO 등과 함께, 새로운 세포내

의 신호전달 물질로 대두되고 있는데, 특히 식작용을 
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하는 호중구나
2-4
나 대식세포

5
와 같은 면역세포에서 

뿐만 아니라, 인체 폐조직의 섬유모세포
6
, 폐동맥 혈관

내피세포와 평활근육세포
7
 및 상피세포

8
 등에서도 

NADPH oxidase들이 존재하고,  이들이 산소 감지 기

능과 함께 활성산소기를 발생시켜서 이들 물질을 통

해 세포내의 신호 전달에 관여한다는 것이 알려진 이

후로 활성산소기 또는 유리산소기와 관련된 연구가 

최근 활발히 진행되고 있다
9
. 

특히 H2O2 의 경우는 제 2 신호전달물질로서 이미 

많은 연구에서, 세포의 증식과 사멸 및 괴사에 관여

하는 매개체로 인정받고 있는데, 이는 많은 질환에

서 높은 농도로 발견되고, 확산이 자유로우며, 비교

적 안정되며, 생성하는 효소와 소멸시키는 효소가 

존재하기 때문이다
10
. 즉, 세포의 redox potential 이 

낮고, 소량의 H2O2 가 생성되는 경우는 세포의 성장

을 촉진하는 방향으로 작용하지만, 반면에 redox 

potential이 높고 과량의 H2O2 가 발생한다면 세포

사멸로 진행된다고 이해되고 있다
10
. 자세히 설명하

면, 세포내 신호전달 과정에서 H2O2 가 발생하면, 

이 H2O2는 단백질의 활성부위에 cysteine을 갖는 

여러 종류의 성장인자수용체, 사이토카인, protein- 

tyrosine phosphatase 및 caspase등
11
의 활성 cysteine

부위를 불활성화하여
9
, 혈소판유도 성장인자, 및 상

피세포 성장인자 등과 같은 성장인자의 신호를 증폭

시키며, 단백질의 tyrosine 인산화, mitogen-activated 

protein kinase 의 활성화, DNA 합성 및 화학주성 등

이 촉진되게 된다
12
. 

Peroxiredoxin은 거의 모든 생명체에 공통적으로 

보존되어 있는 peroxidase로서, 현재까지 알려진 작용

으로는, H2O2 또는 alkylhydroperoxide를 환원시켜

서 물과 알코올로 만드는 효소이다
13-15
. Peroxiredoxin

의 종류는 세포질 내에 존재하는 Type I 과 II, 미토

콘드리아 내부의 type III, 핵 내부에 Type I 과 II 

등이 존재하며, endoplasmic reticulum 내에서 생성

되고 분비되는 Type IV, 용해소체 내에 존재한다고 

알려져 있는 Type V, 및 폐에 많다고 알려진 Type VI 

등이 있다
16
. 

저자 등이 함께 참여했던 기존의 보고에 따르면
20
, 

Prx 단백질이 높은 농도의 H2O2 에 접하게 되면 Prx 

효소의 작용 과정 중에 Prx 의 활성 cysteine 잔기의 

sulfidryl (－SH)기가 sulfinic acid (－SO2H)기로 산

화되고, 다시 재생되는 것으로 보고하였으나
20-22
, 이러

한 covalent modification 으로 인한 변화가, 모든 

세포에서 전반적으로 일어나는 현상인지, 또는 이

러한 산화와 재생의 생리학적인 의미가 무엇인지

에 대해서는 분명하지 않다. 이에 저자 등은 통념

적으로 높은 분압의 산소에 노출되어 있을 것으로 

예상되는 Type I 과 Type II 폐상피세포주 (WI 26 

와 A549)와 염증반응이나 식작용에 관여하는 과정

에서 산화 스트레스에 노출이 빈번하다고 알려진 

대식세포주 (Raw 264.7) 이외에 기타 섬유모세포

주 (Rat2 cells), 폐포모세혈관 내피세포주 들에서 H2O2 

에 의한 Prx의 산화 과정과 재생을 알아보고자 하

였다.

대상 및 방법

1. 실험 대상 폐 조직 및 세포주 

실험 대상으로는 환자의 수술시 적출한 정상 폐

조직과, 실험 대상 세포주로서 평상시 산화 스트레

스에 노출이 많을 것으로 예상되는 세포들로서, 폐

포상피세포의 Ⅰ형 및 Ⅱ형 세포 (Type I, II pulmo󰠀
nary epithelial cells)에서 기원한 WI26 세포주와 A549 

세포주를 사용하였고, 또 대식세포주 기원의 Raw 

264.7 세포주를 이용하였다 (ATCC, Rockville, MD, 

USA). 이외 세포주로서 HeLa 세포주, 섬유모세포주

인 Rat2 세포주 (ATCC, Rockville, MD, USA), 제대

정맥 내피세포, 및 폐포모세혈관 내피세포의 일차 배

양도 이용하여 실험하였다 (Clonetics, Rockville, MD, 

USA).

배양에 사용한 배지로는 MEM, modified Kahn's 

medium, DMEM 등 각 세포주 마다 ATCC에서 

권장하는 배지와 10% fetal bovine serum을 사용하

여 37℃, 5% CO2 농도에서 배양하여 사용하였고, 

일차 세포배양의 경우는 Clonetics 사에서 권장하는 

EGF, VEGF, 및 FGF 등이 포함된 특수배지를 사용

하였다. 
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2. 실험 방법

A. 1차원 전기영동 분석 (1-Dimensional Non- 

reducing Electrophoresis) 

6 well plate에 배양된 각각의 세포주를 각각의 well 

마다, 미리 정한 적정농도의 H2O2 에 노출시킨 후 (50

μM, 100μM, 500μM 및 1mM), 일정 시간의 경과에 

맞추어 (0, 10', 30', 45', 60' 및 120'분) ice‐cold phs󰠀
phate buffered saline (PBS)으로 세척하고, 곧 바로 

homogenization buffer (20mM Hepes pH7.0, 1mM 

EDTA, 1mM EGTA, 100mM NaCl, 5㎍/ml leup󰠀
eptin, 10㎍/ml aprotinin) 300㎕를 넣어 lysis 시킨 후 

BCA 법으로 단백 정량하고, 동일한 양의 sample 

buffer (2 X, non-reducing condition))를 섞은 후 95

℃에서 5분간 가열한다. 이를 각각의 lane 당 10 ㎍ 씩 

loading 한 후, 12% non-reducing SDS PAGE로 전기

영동하여 분리하고, nitrocellulose 막에 흡착 이동시켜, 

각각의 Prx 동위효소들에 대한 특이 항체로 Western 

blot을 실행하여 분석하였다. 하지만, Prx 유형 V 와 

VI 는 비전형적인 유형으로, S-S 결합하고 있지 않기 

때문에 dimer 결합여부를 보는 non-reducing gel 은 

시행하지 않고, 통상의 reducing SDS-PAGE 만 시행

하였다.

B. 2차원 전기영동 분석 

(2-Dimensional Electrophoresis)

100mm 직경의 배양 plate에서 각각의 세포주를 합

류되도록 배양한 후, 각각을 미리 정한 농도의 H2O2로 

처리한다 (방법 2-A 참조). 이를 다시 미리 정한 시간

대에 맞추어 (방법 2-A 참조), ice-cold PBS로 세척한 

후 lysis buffer (8M urea, 4%CHAPS, 40mM Tris)와 

혼합하여 수확 한다. 얻어진 시료를 Bradfordt 방법으

로 단백 정량 후, 적절한 량의 lysate를 다시 re-hydr󰠀
ation buffer (8M urea, 2%CHAPS, 0.5% immobiliza󰠀
tion pH gradient gel strip (pH3-10, non-linear))에서 

isoelectric focusing을 시행한다. Isoelectric focusing

은 IPGPhor isoelectric focusing unit (Amersham 

Biosciences)을 이용하였으며, 두 번째 분리 과정인 

SDS-PAGE 전기영동은 Hoeffer 의 13 cm vertical 

slab gel unit을 이용하여 실험하였다. 전기영동 후 ni󰠀
trocellulose membrane에 이동시켜 각각의 Prx 유형

들에 특이한 항체를 이용, Western blot 시행 후 elec󰠀
trochemiluminescence로 발색 후 관찰하였다.

C. cycloheximide에 관한 단백질 합성억제 효과 

인체 세포에 작용하여 단백질 합성을 차단하는 역

할을 하는 cycloheximide (10 ㎍/ml)를, 배양된 세포

의 배지에 전 처치한 후, (방법 2-A) 와 같은 실험을 

하여 이를 일차원 및 이차원전기영동으로 분석하며, 

단백질 합성억제로 인하여 Prx 산화 및 재생에 미치

는 영향을 관찰하였다.  

D. H2O2에 의한 Prx 단백의 반복적인 불활성화 

Prx 단백의 H2O2에 의한 불활성화는, 반드시 단백

질의 효소의 작용 과정에서 발생하며, 활성을 지닌 

cysteine 부위에 한하여 발생한다고 보고 되기 때문에

20, 이를 확인하기 위하여, 방법 2-A와 같은 조건에

서, 배양된 세포주를 대상으로 H2O2 (500 μM)을 처

리하여, Prx를 불활성화시켜 모두 monomer의 형태로 

만들고 난 후, 일정 시간이 경과되어 (약 4시간 후), 다

시 재생된 유형으로 전환되면, 다시 동일한 농도의 

H2O2 (500μM)을 가하여 불활성화 여부를 관찰하였

다 (Figure 9-A, B).

결   과

1. 각기 다른 세포주에서 6개의 Prx 동위효소들의 

분포

정상 폐조직의 단백질을 추출하여 non-reducing 

gel 전기영동을 하거나 또는, 통상의 reducing gel 전

기영동 후에 각각의 Prx I-III 유형에 대한 항체로 

Western blot 을 시행하였을 경우 (Figure 1 과 Figure 

2-A, B, C), Prx 단백들은 정상 폐 조직에서는 거의 

전부가, 주로 환원된 상태의 활성 dimer 형태로서 존

재하였으며, S-S bond 가 결합되어 있어 2 배의 분자

량 (48 kDa)을 갖는 band로 관찰되는 반면에, 세포주

에서는 정상 폐조직보다 더 많은 양의 Prx 단백이 관
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Figure 1. Expression of the oxidized and reduced 
form of Prx I, II, and  III in the normal lung tissue and 

various cell lines (non-reducing SDS-PAGE). 

Normal lung tissue (NL) and various cell lines (A549, 
WI26, Raw 264.7 , and Rat2) were lyzed in a homo󰠀
genation buffer and 10 μg/lane of the total protein 
extract was loaded onto 12% non-reducing SDS 
PAGE with subsequent Western blot analysis by Prx 
isoform specific antibodies (The 48 kDa band represents 
the reduced form of Prx in its dimeric state, and the 
25 kDa band in the bottom represents the monomeric 
Prx bands along with their active site cysteine in an 

oxidized state). 

Figure 2. Expression of oxidized form and reduced 
form of Prx I, II, and  III in the normal lung tissue and 

various cell lines (reducing SDS-PAGE). 

The samples were treated in the same way as in the 
Figure1. However, they were incubated with the sample 
buffer containing both DTT and β-mercptoethanol, 
which reduces the intermolecular disulfide linkage of 

the Prx proteins.

Figure 3. Expression of the oxidized and reduced 
form of Prx IV, V, and  VI in the normal lung tissue 

and various cell lines (reducing SDS-PAGE). 

The samples were prepared in the same way as in the 
Figure 1 and  Figure 2. However, they were electro󰠀
phoresed under reducing conditions, and subsequent 
immunoblots were performed with anti-Prx IV, V, 

and VI specific polyclonal antibodies, respectively. 

찰되었고, 그 중의 많은 부분이 25 kDa 분자량을 갖는 

monomeric band로 나타났다 (Figure 1 과 2 의 lanes; 

NL, A549, WI26, Raw 및 Rat2).    

폐포의 상피세포들 가운데, type II 상피세포를 대

표하는 A549 세포주에서는 Prx I, III, IV, V 및 VI 가 

관찰되었으며, 특히 Prx I 유형이 타 세포주들에 비하

여 다량으로 발현되어 있었다. 하지만 다른 포유류 세

포들에서 공통적으로 관찰되고 효모 또는 인체 적혈

구에서 주요 항 산화단백질로 알려진 Prx II 유형은 

거의 관찰되지 않았다 (Figure 1-A, B, C 와 Figure 

2-A, B).

또한 type I 폐포 상피세포에서 기원한 WI 26 세포

주는 과량의 Prx II 를 발현하고 있는 반면에, Prx I 

의 발현 양은 상대적으로 적었으며, A549 와 WI26 두 

종류 모두 미토콘드리아의 활성과 관련이 있다고 하

는 Prx III 를 많은 양 보유하고 있었다. (Figure 1-C, 

Figure 2-C)

세균이나 손상된 조직의 식작용, 염증반응에 관여

하는 역할 등으로 인해서, 비교적 산화 스트레스를 많

이 받을 것으로 예상되는 Raw 264.7 대식세포주에서

는, Prx VI 유형을 제외한 모든 유형의 Prx 동위 효소

들이 풍부하게 검출되었으며, (Figure 1-3), 섬유모세

포, 제대정맥 내피세포, 폐동맥 내피세포, 및 기관지 

평활근 등에서도 주로 Prx I, II, III 유형이 고르게 분
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Figure 4. Oxidation of Prx I under varying concentrations of H2O2 in  pulmonary capillary endothelial cells and in Rat2 

fibroblasts. 

Primary cultured pulmonary capillary endothelial cells (PACEC), were plated onto 6 well plates and different H2O2 
concentrations, as indicated, were added. Each well was harvested using a homogenization buffer and Western blotted 
with anti-Prx I specific antibody after non-reducing SDS-PAGE (A). As the H2O2 concentration increased, Prx I 
gradually shifted toward the monomeric state (top panel). However, the total amount of Prx I observed in the 
reducing SDS-PAGE is the same (bottom panel). In addition, similar results were obtained with H2O2 Rat2 fibroblast 

cell line (Rat2) under varying  H2O2 concentrations of (B). 

Figure 6. Oxidation and and subsequent regeneration 

of Prx I in A549, type II pulmonary epithelial cell line.

Oxidation of Prx I into the monomeric form was 
induced by the addition of 100 and 500 μM H2O2. 
Subsequent conversion of Prx I into its original dimeric 

reduced state was observed with increasing time. 

Figure 5. Oxidation and subsequent regeneration of 

Prx I in WI26, type I pulmonary epithelial cell line. 

After oxidizing the Prx I protein in the WI 26 pulmonary 
epithelial cell line by the addition of 100 and 500 μM 
H2O2, the intensity of the monomeric band was observed. 
The density of the monomeric band decreased and 
gradually shifted toward the dimeric forms with time. 

포하고 있었다 (Figure 4 및 저자의 미발표 자료). 

2. 폐포상피세포주 및 대식세포에서의 H2O2에 의한 

Prx 단백산화

실험에 사용된 세포주 각각은 모두, 비교적 낮은 농

도의 H2O2농도인 25-50μM 정도에서부터 Prx dimer 

의 불활성화를 보여주기 시작하였으며 (Figure 4 & 

Figure 10), 100μM H2O2에서는 약 50%가 불활성화 

되었고, 500μM H2O2농도에서는 Prx의 거의 전부가 

산화된 형태로 전환되었다 (Figure 4 & Figure 10).  

이들 H2O2 농도 중에서 500μM 농도를 선택하여 
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Figure 7. Effect of protein synthesis inhibitor, 
cycloheximide on oxidation and regeneration of Prx I 

in A549 pulmonary epithelial cell line. 

As described in materials and methods, A549 cells in 
the 6 well plates were treated with cycloheximide (10 
μM) for 30 minutes, prior to the addition of 500 μM 
(panel A) and 1 mM H2O2 (panel B), respectively. Even 
after protein synthesis was blocked, a shifting of the 
PrxI from its monomeric oxidized state toward the 
dimeric reduced form occurred, suggesting the recycling 

of the oxidized protein rather than re-synthesis. 

Figure 8. Difference in the rate of regeneration of the 
oxidized Prx I  between A549 and WI26 cells in the 

presence of cycloheximide. 

The rate of regeneration of the oxidized Prx I  
between A549 and WI26 cells were compared after 
protein re-synthesis inhibition by  cycloheximide. The 
A549 cells contained more Prx I and the rate of 
regeneration was faster (panel A), whereas the WI 26 
cells had less Prx I and hence were more vulnerable 

to the same H2O2 concentration (panel B).

배지에 첨가한 후 관찰하였을 경우, H2O2 반응 후 10 

분 이내에, 모든 Prx가 산화되어 불활성의 형태로 존

재하였으나, 약 30 분 정도가 경과하면서 점차 48 kDa

의 dimeric band로 전환되면서, 25 kDa의 산화된 mo󰠀
nomeric band는 dimeric band가 증가한 만큼 점차 감

소하는 양상을 보였다 (Figure 5 & Figure 6). 

이러한 변화는 A549, Raw 264.7 세포주의 경우, WI 

26 세포주에서 보다 더 뚜렷하고 신속하였으며, HeLa, 

Rat2 세포주, HUVEC 폐동맥 모세혈관 내피세포, 및 

PACEC 세포 등에서는 상대적으로 속도가 느리게 환

원반응이 나타났다 (Figure 4-A & B, 5, 6, 및 미발표 

자료). 

3. 단백질 합성억제제인 Cycloheximide 가 Prx 단

백의 산화와 환원에 미치는 영향 

인체 세포에 작용하여 단백질 합성을 억제하는 

cycloheximide 10 ㎍/ml 전 처치 후에 A549 세포주와 

WI 26 세포주를 배양하고, 여기에 500μM H2O2를 

첨가한 결과에서도 역시, Prx의 dimer가 산화되어 

monomer의 형태로 불활성화 되었다가, 시간이 경

과함에 따라 점차 48 kDa dimeric band로 회복되는 

것을 관찰할 수 있었다. 따라서, 단백질 합성이 억제 

된 상태에서도, Prx 단백이 다시 dimer의 형태로 

회복 되는 기전은, 새로운 de novo 합성이 아닌 재생 

(recycling 또는 regeneration) 으로 사료되었다 (Figure 7, 

Figure 8).

4. H2O2에 의한 Prx 단백의 반복적 불활성화

Prx 단백의 산화는, 활성 효소의 작용 과정에서

만 일어난다고 보고되기 때문에, 재생된 Prx 단백이 

활성을 띤 형태인지를 확인하기 위하여 Raw 264.7 세

포주를 500 μM H2O2로 처리하였다. 모두 불활성

화 시킨 후 약 4시간 경과되어, 다시 완전히 dimer의 

형태로 환원되고 난 후, 재차 H2O2 (500 μM)를 처리 

함으로써, 처음과 동일한 불활성화와 재생 효과를 

관찰할 수 있었는데, 이러한 것은 Prx I 과 Prx II 

유형 모두에서 공통적으로 관찰할 수 있었다 (Figure 

9-A, B).
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Figure 9. Repeated oxidative inactivation and regeneration of Prx I by H2O2 in Raw 264.7 cell line. 
In order to determine if the regenerated Prx I after 500 μM H2O2 treatment was still catalytically active, repeat 
oxidation experiments with 500 μM H2O2 was performed. The same inactivation and regeneration sequences 
demonstrated by the result of the ex󰠀periment suggested that the regenerated Prx I was indeed catalytically active 
(Prx I; A, Prx II; B). 

Figure 10. Oxidation of Prx I under different concent󰠀
rations of H2O2 in A549, WI26, and Raw 264.7 cell 

lines analyzed by 2-dimensional elctrophoresis.

After exposing cells to the different H2O2 concentrations 
(0, 25, 50,100, and 500 μM) as described, the cells 
were harvested and underwent 2-dimensional electro
󰠀phoresis. The right side of the gel represents the 
basic proteins with a higher isoelectric point (pI), and 
the left side indicates the proteins with an acidic pI. 
pH gradient 3-10, non-linear gel strip was used for 
the first dimension and 13 cm 12% SDS-PAGE under 
reducing condition was used for the second dimension 
(Oxi ; oxidized Prx I. Red : reduced Prx I, Western 

blot with anti-Prx I antibody). 

Figure 11. Oxidation and subsequent regeneration of 
Prx I in the A549 cell line analyzed by 2-dimensional 

electrophoresis.

After treating A549 cells in culture with 500 μM 
H2O2, regeneration of Prx I was monitored using 
silver stained 2-dimensional electrophoresis of the 
lysates. Immediately after the exposing the cells to 
H2O2 for 10 minutes, all the Prx I protein was obser󰠀
ved as the oxidized spot (linear arrow), but the re󰠀
generation activity began after one hour converting 
most of the Prx I into the reduced form (arrow with 

the broken line) by 2-4 hours. 

5. H2O2처리에 의한 Prx 단백의 이차원전기영동 상

에서의 이동성의 변화

각각의 Prx 들은 정상적으로는 환원된 상태로 존재

하지만 산화되면 첨가된 산소 분자에 의하여 isoelec󰠀
tric point (pI)가 변하게 된다. 비교적 분자량이 작기 

때문에 이차원전기영동의 isoelectric focusing 상에서, 
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원래의 환원된 Prx 단백이 위치하던 것보다 더 산성

의 pI를 갖는 위치에 새로운 점으로 보이는 이동성의 

변화를 나타내고 (Figure 10 oxi) 시간의 경과에 따라 

다시 원래 pI를 갖는 점 (Figure 10 Red)으로 재생되

어 합쳐지게 된다 (Figure 11).

고   찰

그 동안 산소는 세포나 생물체가 생명을 유지하고, 

에너지원을 공급 받는데 없어서는 안될 필수 원소로 

알려져 왔다. 하지만 과량의 산소는 이 과정에서 활성

산소기를 유출시키고 이러한 불안정성으로 인해 세포

의 단백질, 지질막 및 DNA 등이 손상을 입고 노화된

다고 알려져 왔다
1, 23
. 따라서, 그 동안 활성산소기에 

대하여 주로 조직, 장기, 및 세포에 대한 손상 측면과 

이를 막는 방어기전에 대한 연구에만 주력해 왔었다
23
. 

하지만, 이러한 활성산소기는 세포의 정상적인 미토

콘드리아 내의 호흡과정
24
, 세포막 수용체를 통한 신

호전달 과정1, 성장인자 자극, 사이토카인 및 염증반

응이나 발암과정처럼 아주 다양한 체내 활동 과정에

서 항상 발생할 수 있으며
10
 superoxide 나 H2O2같은 

활성산소기 자체가 세포 내 신호전달 물질로서 역할

을 한다는 것이 밝혀지게 되었다
5
. 

최근 들어서 면역이나 염증 반응에 관여하는 호중

구
5
, 대식세포

12
, 임파구들

25
 이외에도, 섬유모세포

6
, 대

장 등의 상피세포
8
, 평활근 세포

7
, 혈관 내피 세포

7
등의 

거의 모든 세포가 NAPH oxidase의 일종인 Nox 또는 

Mox 계통의 효소를 세포막과 세포질에 갖고 있으며, 

이들 활성산소기를 제 2 신호전달 물질로 활용하고 있

는 기전이 밝혀짐에 따라, 관련된 분야의 연구가 다 

방면에서 기하 급수적으로 증가하였으며, 각종 prote󰠀
omics 기술과 분석 방법의 발달과 더불어, 세포내 신

호전달 체계 연구에 획기적인 변화를 가져오고 있다. 

단백질의 인산화가 인산화 효소와 탈인산화 효소의 

미묘한 균형에 의해 단백질을 covalent modification 

시켜서 단백질 효소 스위치를 on-off 하도록 조절하는 

것처럼, 활성산소기도 활성 cysteine을 갖는 단백질의 

sulfidryl 기 (－SH)를 covalent modification 시켜서 

단백질의 기능을 제어하고, 신호전달을 매개할 가능

성이 높다. 이처럼 활성산소기의 대표적인 신호전달 

물질인 H2O2에 대해 취약한 활성효소부위 cysteine 

(thiolate anion; S.)을 갖는 대표적인 예로서는 protein 

tyrosine phasphatase나 세포주기 조절에 관여하는 

cyclin-dependent kinase의 탈인산화 효소가 있는데, 

이들이 활성산소기에 의해 활성이 억제되면, 성장인

자 수용체의 무성요소인 인산화 효소에 의한 tyrosine 

인산화가 증가하고, 세포분열이 지속되어, 증식이나 

발암의 과정이 일어날 수 있다
12
.

최초로 분리 정제된 peroxiredoxin은 효모 (yeast, 

Saccharomyces pombe) 에서 클론된 25KDa의 단백

질로서
17
, 단백질의 N-terminal과 C-terminal에 각각 

2개의 보존된 cysteine잔기를 갖고 있으며
18
, thiol- 

containing 산화시스템에 대한 방어 효과를 보였기 때

문에, 보호단백질 또는 thiol-specific antioxidant 로 

불렸다가
19
, 추후에 전자 공여자가 thioredoxin인 것이 

밝혀지면서 thioredoxin peroxidase로 지칭되었으나
13
, 

그 이후에 발견된 thioredoxin peroxidase 중에 일부

가 thioredoxin을 전자 공여자로 사용하지 않는다는 

것이 규명된 이후부터는 다시 peroxiredoxin이란 명칭

으로 불리고 있다
17
. 사람에게서 알려진 Prx는 모두 6 

개의 동위효소가 밝혀져 있는데, 각각의 분포는 세포

와 장기마다 다른 것으로 보고된다
13, 17
. 정상적으로 

Prx 는 환원된 상태에서 2개의 homodimer 가 disul󰠀
fide 결합 (S-S bond) 을 통하여 head-to-tail 형태로 

결합된 dimer로서 존재하는데, 산화되게 되면 disul󰠀
fide 결합을 이룰 수 없게 되어 monomer의 형태로 나

누어지게 된다
18
. 

Prx 단백은 모두 6 종류의 동위효소가 밝혀져 있으

며, 세포 내에서 산화에 의한 신호전달에 중요한 역할

을 할 가능성이 높은데, 그 이유로는 세포 내에 다량

이 세포질, 핵, 미토콘드리아, endoplasmic reticulum, 

및 과산화소체등 다른 세포내 기관들에 위치하고, 세

포의 특성에 따라 분포가 다르며, 세포 내 redox po󰠀
tential을 조절하고, 세균으로부터 사람에 기르기 까지 

공통적으로 보존되어 있다는데 있다
16
.

Prx는 H2O2 를 물로 환원시키고 자신은 sulfenic 

(－SOH)형태로 산화되지만, thioredoxin으로부터 전

자를 받아 다시 sulfidryl 형태(－SH)로 환원되고, 산
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화된 thioredoxin은 NADPH를 한 분자 소모해 가면

서, thioredoxin‐reductase로부터 전자를 받아 원래

의 환원된 형태로 된다
26, 27
.

하지만 Prx 단백이 과다 H2O2에 노출될 경우 직접 

sulfinic acid 형태 (－SO2H)로 산화되어 불활성화 되

는데
20
, 연구자 등은 비교적 빈번하게, 높은 산화 스트

레스를 접하게 되는 폐포상피세포나 대식세포 뿐만 

아니라 제대혈관 내피세포 (HUVEC), HeLa 세포주, 

및 평활근 세포 등 거의 모든 세포주에서 이러한 불활

성화가 일어나고, 이에 따른 재생이 일어남을 관찰할 

수 있었다
21
. 

본 연구에서 같은 폐포상피세포라도 A549 세포주

는 Prx I 유형이 많고, H2O2 스트레스 에 잘 견디며, 

Prx I 의 재생 시간도 상대적으로 빠른 반면, WI 26 

typeⅠ 세포주는 Prx II유형이 많이 존재하고, H2O2 

스트레스에 비교적 민감하였고, 불활성화된 Prx II 단

백의 재생에도 A549 세포주나 Raw 264.7 세포주에 

비해, 시간이 더 걸리는 것이 흥미롭게 관찰되었다 

(Figure 8). 이러한 내용은 급성 폐손상시에 type I 상

피세포가 type II 상피세포에 비해 손상에 취약하고, 

재생 및 복구가 안 되는 점과 유사하며
28
 또한, RBC가 

적혈구 모세포로부터 더 분화될수록 Prx II 유형이 많

아지는 것과도 일치하는 결과라고 하겠다
29
. 즉 세포

가 분화할수록 Prx II 가 많아진다는 것인데, 이러한 

결과는 실험쥐에서 폐조직 분화과정에서 Prx I 과 

Prx II 의 균형에 의해 폐포상피세포가 분화한다는 보

고
30
와 맥락을 같이한다. 

각종 인체 질환에서의 Prx 단백의 변화와 역할에 

대해서는 아직까지는 부분적인 보고만이 있을 뿐이고 

병태생리학적 의미에 대해서는 연구가 미흡한 편이

다. 예를 들면, 유방암
31
과 폐암

32
에서 Prx I 또는 Prx 

II 단백의 발현이 증가가 보고되고, Prx V 가 인대의 

신전 손상과 관련되어 과 발현된다는 보고되고
33
,  유

육종증 환자의 육아종에서 Prx III 및 IV 의 증가
34
 및 

악성 중피세포종 환자에서 Prx II, III 의 과발현이 보

고되나
35
 구체적인 병리학적 기전에 대해서는 아직 자

세히 모르고 있다. 또한 Prx II를 Knock-out 한 mouse 

모델에서도 용혈성 빈혈을 유도하여
36
, 간 및 비장종

대를 가져오고, 가슴샘세포의 발달을 저해하며
37
, 적혈

구 조혈 모세포의 분화의 장애
29
를 관찰하기는 하였으

나, 역시 구체적인 분자생물학적 기전은 알려지지 않

고 있다. 

본 실험에서 관찰한 것처럼, Prx 단백은 비록 세포

의 종류에 따라 차이는 있지만, 거의 공통적으로 모든 

세포에서 산화스트레스 (H2O2)에 의해 산화된 후 다

시 재생되는 과정을 보여주고 있다, 이러한 점은 이들 

Prx 단백이 그들의 활성부위 cysteine기의 covalent 

modification 에 의해서 세포내 신호전달 과정에서 분

자 스위치 역할을 할 가능성을 시사해 주고 있다. 특

히, 이러한 현상이 HUVEC, 폐동맥 내피세포, 폐포 모

세혈관세포, 및 기관지 평활근 세포 등에서도 동일하

게 나타나는 것을 보면 (Figure 5 & Figure 6) 급성 

폐손상이나 기도염증반응 때 Prx 단백의 산화가 일어

나, 모세혈관 누출 또는 기관지 수축 등을 유발할 가

능성에 대해서도 추후 연구가 필요하다고 본다.

이밖에도 H2O2 는 단백질의 covalent modification 

을 통해 세포 내 신호전달에 관여하는 것으로, 잘 알

려져 있는데 
10
  TGF-β의 신호전달이나38, Ras 에 의

한 세포주기 진행과정 및 Fas-ligand 에 의한 세포 사

멸에도 H2O2가 주요한 역할을 담당한다고 보고된다
23
. 

이 보고들
10, 23, 38

에 따르면, 비록 본 연구에서 관찰한 

것이 호중구가 아닌 대식 세포이긴 하지만, ARDS 환

자에서 나타나는 호중구의 지속적인 호중구성 폐포염

에서 관찰되는 PI Kinase 활성화 및 Akt 활성과 

NF-kappaB 활성에 있어 Prx 단백이 관여할 가능성

이 있으며, 실제로 저자 등은 ARDS 환자의 기관지폐

포세척액내에서 Prx II 의 증가를 관찰하였다 (저자 

미발표 자료). 또한, 산화 스트레스와 염증 반응으로 

인한 폐 상피 손상 후에 회복과정에서의 섬유화로 이

어지는 특발성 폐섬유화증 (idiopathic pulmonary fi󰠀
brosis) 의 경우 TGF-β 신호전달과 밀접하게 연관되

어 있으므로 H2O2 에 의해 조절되는 TGF-β 신호전

달과 H2O2 를 조절하는 Prx 단백이 특발성 폐섬유화

증의 발병과정에서 중요한 역할을 할 것으로 기대

된다.

또한 최근 발표된 문헌에 보면 ovalbumin sensitive 

쥐의 천식모델에서, YM2 및 cathepsin S 등의 염증 

반응과 관련된 단백질에 더불어 Prx I 의 상당한 증가
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가 보고되는데
39
, 이는 호흡기계의 과민성 반응이나 

염증반응에 활성산소가 기여하고 있다는 증거가 되

며, Prx 단백들이 이 과정에 중요한 역할을 담당함을 

보여주는 것이라 하겠다. 하지만, 이미 기존에 많이 연

구되고 잘 알려진 catalase 나 gutathione peroxidase 

에 비해 Prx 단백들은 비교적 생소하고, 연구도 미흡

하며, 더욱이 질병과의 인과 관계는 더 명확하지 않다. 

그러나, Aron Fisher 등이 주장하는 것처럼 폐에서 

Prx VI 가 주요 항산화제이고 Prx VI 가 성숙과정과 

분화과정을 조절하는데 필수라고 하면
40
, 향후에 이들 

Prx 단백들과 호흡기 질환과의 관계에 관한 연구가 

의미 있을 것으로 사료된다.

미생물, 효모, 및 기생충에서 모두 Prx 단백은 공통

적으로 잘 보존되어 있는데
13
, 이것은 Prx 단백이 미생

물을 산화 스트레스로부터 보호하고, 숙주 내에서 가

해지는 면역기전에 대항하여 생존하는데 있어 필수적

인 단백 효소이기 때문이다
14
. 특히 폐질환과 밀접한 

결핵균의 경우 Prx 단백의 일종인 alkylhydroperoxide 

reductase C(AhpC)를 갖고 있어, AhpF로부터 전자를 

받아 peroxidase 효소로 작용을 하고, 대식세포내의 

용해소체내에서 살아남을 수 있도록 하며
41
, 이런 AhpC

는 살모넬라 
41
Leishmania 

42
 및 Falciparum malaria 

43

의 병원성 미생물에도 잘 보존되어 있다. 

더욱이, 다제내성 결핵균의 경우는 Isoniazid에 내

성을 보이려면 Kat G가 불활성화 되어 catalase 가 역

할을 하지 못하게 되는데 
44
 이때 Oxy R에 의해 Ahp 

C가 과발현되어 주요한 항 산화기전으로서 작용하므

로, 다제내성 결핵균을 치유하기 위해서 불활성화된 

AhpC를 다시 환원시켜주는 AhpD를 억제하는 물질

을 사용하려는 시도가 진행되고 있다
45
.

이처럼, 인체의 산소 교환을 담당하고, 모든 염증반

응를 여과하고, 각종의 사이토카인을 제독하는 기능

을 하는 사람의 폐는 항상 높은 산화 스트레스를 받고 

있기 때문에 Prx 단백과 호흡기 질환의 병태생리와는 

밀접한 관계를 갖고 있다고 하겠다.

결론적으로, 본 연구는 폐를 구성하고 있는 상피세

포, 대식세포, 평활근 세포, 섬유모세포 및 혈관 내피

세포들에 존재하는 Prx 동위효소들의 유형을 조사하

여 기초 자료를 얻고, 이들이 H2O2 라는 활성 산소기 

(산화 스트레스 또는 염증 반응) 에 대한 반응양상과 

그 재생과정을 살펴봄으로써 향후 Prx 단백과 각종 

호흡기 질환의 병인과의 연관 관계를 규명하는데 있

어 도움이 되고자 하며 Prx 단백질의 활성부위 cysteine 

산화가 각종 질환에서 분자 스위치 역할을 어떻게 하

는가에 대하여   추가적인 연구가 필요할 것으로 사료

된다. 

요   약

배  경 : 

peroxiredoxins는 거의 모든 생명체에 공통적으로 

보존되어 있으며, 최근에 발견된, 특이한 peroxidases

로 인체에서 6가지 동위효소가 알려져 있으며, 산화스

트레스에 대한 방어역할을 담당하고, H2O2신호전달 

과정에서 중요한 조절 역할을 한다. peroxiredoxin은 

H2O2 처리 과정 중에서 자신이 산화되어 불활성화 되

는데, 산화된 후 다시 재생되는 것으로 보고되나 그 

생리적은 의미는 분명하지 않다. 이에 저자들을 폐상

피세포주, 대식세포주, 폐포모세혈관 내피세포주 및 

기타 섬유모세포주 들에서 H2O2 에 의한 Prx의 산화 

과정과 재생을 알아보고자 하였다.

방  법 : 

수술 환자에서 적출한 정상 폐조직과,  세포주로는 

평상시 산화 스트레스에 노출이 많을 것으로 예상되

는 세포들로써, 폐포상피세포의 I 형 및 II 형 세포에

서 기원한 A549, WI 26, Raw 264.7, Rat2,및 폐포 모세

혈관 내피세포주 등을 이용하여 이를 50 μM. 100 μ

M, 500 μM 의 H2O2로 산화시켜 불활성화 한 후, 추

적관찰 하였으며, 시간대 별로(0. 10, 30, 60, 120, 240, 

480 분) 수확하여, 이를 1차원 non-reducing SDS- 

PAGE 및 2차원 전기영동로 분리 후, silver stain 과 

Western blot으로 분석 하였다.   

결  과 : 

1. 실험에 사용된 모든 세포주에서, H2O2 농도에 비

례하여 peroxiredoxin I, II, III 의 불활성화를 관찰할 

수 있었고, 10분에 최고로 불활성화되었다.

2. 산화된 이후, 30분경부터 peroxiredoxin 의 재생

이 관찰되기 시작 하였으며, 2시간 이후부터 확연하였다.
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3. 다시 재생된 peroxiredoxin은 H2O2투여로서, 다

시 불활성화되어, 재생된 Prx 가 활성을 지닌 단백질

임을 알 수 있었다.

4. 재생의 속도는 사용된 세포주마다 차이가 있었으

며 (A549 >Raw 264.7 >Rat2 >WI26), 단백질 합성억

제제인 cycloheximide (10㎍/ml) 존재 하에서도 변함

없이 관찰되었다.

결  론 : 

세포 내에는 산화되어 불활성화된 peroxiredoxin 

을 재생하는 체계가 존재 하며, 이는 활성부위 cysteine

을 갖는 다른 단백질에도 공통적으로 적용될 수 있는 

분자 스위치일 가능성이 높으며, 산화에 의한  신호전

달과정이나, 질병 모델에서 Prx 단백의 재생 체계의 

이상과 병인에 관한 추가적인 연구가 필요할 것으로 

사료된다.
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