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The mu opioid receptor (MOR) has been regarded as the

main site of interaction with analgesics in major clinical use,

particularly morphine. The repressor element-1 silencing

transcription factor (REST) functions as a transcriptional

repressor of neuronal genes in non-neuronal cells. However,

it is expressed in certain mature neurons, suggesting that it

may have complex and novel roles. In addition, the interac-

tions between MOR and REST and their functions remain

unclear. In this study, we examined the effects of morphine

on the expression of REST mRNA and protein in human

neuroblastoma NMB cells to investigate the roles of REST

induced by MOR activation in neuronal cells. To determine

the effects of morphine on REST expression, we performed

RT-PCR, real-time quantitative RT-PCR, western blot an-

alysis and radioligand binding assays in NMB cells. By RT-

PCR and real-time quantitative RT-PCR, the expression of

REST was found to be unchanged by either the MOR agonist

morphine or the MOR specific antagonist CTOP. By western

blot, morphine was shown to significantly inhibit the expres-

sion of REST, but this suppression was completely blocked

by treatment with CTOP. In the radioligand binding assay,

the overexpression of REST led to an increased opioid ligand

binding activity of endogenous MOR in the NMB cells. These

results together suggest that morphine inhibits the expres-

sion of REST in human neuroblastoma cells through a post-

transcriptional regulatory mechanism mediated through

MOR.

Key words: morphine, REST, mu opioid receptors, neuro-

blastoma cells.

서  론

Mu opioid 수용체(mu opioid receptor, MOR)는 G protein

관련 수용체 중의 하나로 opioid나 내인성 opioid peptide

들에 의해 활성화 된다(Wood, 1988). Morphine이나 fentanyl

같은 opioid계 약물들은 내성 등 여러 가지 부작용에도

불구하고 그들이 갖는 강력한 진통효과 때문에 임상적으

로 많이 이용되고 있으며, MOR는 이들 opioid계 약물들

의 주요 인식부위로 알려져 있다(Wood, 1988; Berrendero

등, 2002). 

Repressor element-1 silencing transcription factor (REST)

는 비신경세포에서 발현하여 신경전달물질 수용체, 이온통

로 및 neurotrophin 수용체 등의 유전자 프로모터 상에 존

재하는 21개의 DNA 염기서열인 REST binding site (RE-

1)에 결합하여 이들 신경세포 관련 유전자들의 발현을 억

제하는 인자로 최초 보고되었다(Mori 등, 1992; Schoenherr

과 Anderson, 1995; Wood 등, 1996; Palm 등, 1998;

Timmusk 등, 1999; Kemp 등, 2003; Kim 등, 2004; Kim

등, 2006; Kim 등, 2008). REST는 kruppel family zinc

finger 단백질로 구성되어 있고 그 양쪽의 N말단과 C말

단이 억제단백질이 결합하는 부위이며, N말단에는 mSin3

와 histone deacetylase-1/2(HDAC1/2)가 결합하며 C 말단

에는 CoREST/MeCP2 또는 HDAC 단백질들이 결합하고

있다(Christopher 등, 1996; Palm 등, 1998). REST가 유

전자의 RE-1 부위에 결합하고 N과 C말단에 여러 억제인
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자가 결합하여 단단한 nucleosome 복합체를 형성함으로써

비신경세포에서 신경세포 관련 유전자의 발현을 억제한다

고 알려져 있다(Christopher 등, 1996; Palm 등, 1998).

현재까지 30여개의 신경세포 관련 유전자가 전사과정 중

에 REST/RE-1 시스템에 의해 조절되어진다고 보고되었

으며, 전체 사람 게놈서열을 분석한 결과 REST가 결합할

수 있는 RE-1 염기서열을 보유하고 있는 유전자는 1,892

개로 분석되었다(Bruce 등, 2004; Kim 등, 2006; Kim 등,

2008). 그 종류는 매우 다양하며, 따라서 REST/RE-1 시스

템은 특정세포에서의 단순한 기능이 아닌 다양한 세포에서

서로 다른 기능이 있을 것으로 추정된다(Bruce 등, 2004).

또한 여러 암세포들과 성숙한 신경세포에서도 REST가 발

현된다는 최근의 보고들(Sun 등, 2005; Kim 등, 2006; Kim

등, 2008)에서와 같이, REST는 더 이상 신경유전자 조절

인자로서만이 아닌 다양한 여러 기능을 가지고 있을 것으

로 사료되지만, 그 기능은 알려지지 않았다. 최근 Kim 등

(2008)은 REST가 MOR의 프로모터 부위에 결합하여 MOR

유전자 발현의 전사조절인자가 될 수 있을 것이라 하였으

나, 그 자세한 기능은 아직 밝혀지지 않았다. 

따라서 본 연구에서는 신경세포에서 morphine에 의해 유

도되는 REST의 기능들을 밝히기 위해, 먼저 사람 neuro-

blastoma NMB 세포에서 morphine에 의한 REST 유전자

와 단백의 발현변화를 조사하였다. 

실험재료 및 방법

실험재료

OneStep RT-PCR Kit와 QuantiTect SYBR
®
Green RT-

PCR Kit는 Qiagen Inc. (Valencia, CA, USA)에서 구입하

여 사용하였으며, [
3
H]diprenorphine는 PerkinElmer (Covina,

CA, USA)로부터 구입하여 사용하였다. Anti-REST는 Millipore

(Billerica, MA, USA)에서 구입하여 사용하였으며, 기타

분석시약들은 analytical grade를 구입하여 사용하였다.

세포주와 세포배양

실험에 사용한 사람 neuroblastoma NMB 세포는 10%

fetal bovine serum (FBS, Invitrogen Co., Carlsbad, CA,

USA)이 함유된 37°C의 성장배지 RPMI 1640 하에서 배

양하면서 실험에 이용하였다(Kim 등, 2004).

Total RNA 추출과 역전사-중합효소연쇄반응(RT-PCR)

NMB 세포에서 morphine에 의한 REST mRNA 발현을

관찰하기 위해, 6well plate에 1 × 10
6
cells/well의 NMB

세포를 접종하였다. 일정시간 배양하여 세포가 부착하면,

1 µM의 morphine을 다양한 시간에서 처리하여 37
o
C에서 반

응시켰다. 세포를 수거하여 TRI REAGENT Kit (Molecular

Research Center, Inc., Ohio, USA)를 이용하여 total RNA

를 추출한 후, 자외선 분광기(UV spectrometer) 260 nm에

서 흡광도를 측정, 추출된 RNA의 농도를 계산하였다.

RT-PCR 반응을 위해 OneStep RT-PCR Kit (Valencia,

CA, USA)를 사용하였다. cDNA를 합성하기 위하여 0.5 µg

의 total RNA를 이용하여 50
o
C에서 30분간 역전사 반응을

시행하였으며, 합성된 cDNA를 REST와 β-actin primer

(Table 1)를 이용하여 중합효소연쇄반응(PCR)을 시행하였

다. PCR 반응은 변성(denaturation)반응을 94
o
C에서 20초,

결합(annealing)반응을 60
o
C에서 30초, 중합(extension)반

응을 72
o
C에서 40초간 36주기(REST) 또는 22주기(β-

actin)를 반복하였고 마지막 중합반응은 72
o
C에서 10분간

연장하여 반응시켰다. RT-PCR후 2% agarose gel에서 전

기 영동하여 각각의 PCR product를 확인하였다. 

Real-time quantitative RT-PCR (RT-qPCR)

NMB 세포에서 morphine에 의해 변화하는 REST의

transcript 발현정도를 확인하기 위해, QuantiTect SYBR
®

Green RT-PCR Kit (Valencia, CA, USA)를 사용하여 real-

time quantitative RT-PCR을 수행하였다. 

cDNA 합성을 위하여 0.1 µg의 total RNA를 이용하여

50
o
C에서 30분간 역전사 반응을 시행하였으며, 합성된 cDNA

를 REST와 β-actin primer (Table 1)를 이용하여 quan-

titative PCR 반응을 시행하였다. Quantitative PCR 반응은

iCycler iQ Real-Time detection system (Bio-Rad Labora-

tories, Hercules, CA, USA)을 이용하여 수행하였으며, PCR

반응은 변성반응을 94
o
C에서 15초, 결합반응을 60

o
C에서

30초, 중합반응을 72
o
C에서 30초간 55주기를 반복하였고

마지막 중합반응은 72
o
C에서 10분간 연장하여 반응시켰다.

Quantitative PCR 결과는 각 β-actin의 발현정도를 표준으

로 하여 산출하였으며, PCR 후 2% agarose gel에서 전기

영동하여 각각의 PCR product를 확인하였다.

Western blot analysis

NMB 세포에서 morphine에 의한 REST 단백발현의 변

화를 관찰하기 위해, Hwang 등(2009)의 방법으로 6well

plate에 1 × 10
6
cells/well의 NMB 세포를 접종하였다. 일정

시간 배양하여 세포가 부착하면, MOR agonist인 morphine

과 MOR의 특이 antagonist인 CTOP을 처리하여 37
o
C에

서 반응시켰다. 세포를 수거하여 protein lysis buffer (0.5%

NP-40, 40 mM Tris-HCl (pH 8.0), 120 mM NaCl, 5 mM

AEBSF, 100 mM leupeptin, 2 µg/ml aprotinin)를 넣고

Table 1. Primer sequences for PCR and real-time quantitative PCR

Primer names Sequence (5’→ 3’)

REST
sense TATGCGTACTCATTCAGGTGA

antisense TTTGAAGTTGCTTCTATCTGCTGT

β-actin
sense AAGAGAGGCATCCTCACCCT

antisense TACATGGCTGGGGTGTTGAA
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얼음위에서 20분간 반응 시킨 후, 세포 용해물을 14,000 ×

g에서 5분간 원심분리하고 상층액을 회수하여 단백질을

정량하였다.

NMB 세포의 단백질 30 µg을 SDS-PAGE sample buffer

(60 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% SDS, 25% glycerol, 14.4

mM 2-mercaptoethanol, 0.1% bromophenol blue)에 넣고

5분간 95
o
C에서 변성시킨 후, SDS-polyacrylamide gel에

2시간 전기영동을 시행한 다음 gel을 XCell II
TM 

Blot Module

(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)에서 1

시간동안 PVDF membrane에 이동시켰다. Membrane을 5%

fat-free dry milk-PBST buffer (PBS, 0.05% Tween-20)에

서 18시간 동안 blocking 하였다. Anti-REST (Millipore,

Billerica, MA, USA)는 5% fat-free dry milk-PBS buffer

에 1000배 희석하였으며, 이 용액에 membrane을 넣어 2시

간 동안 상온에서 반응시킨 후, PBST 용액에서 10분 간격

으로 3회 세척하였다. Membrane을 horseradish perox-

idase conjugated-secondary antibody 용액에 넣고 상온에

서 1시간 동안 반응시킨 후, PBST 용액에서 3회 이상 세

척하였다. Enhanced Chemiluminescence Detection Kit

(Amersham Life Sciences, Arlington Heights, IL, USA)를

사용하여 Storm 860 Molecular Imager (GMI Inc., Ram-

sey, Minnesota, USA)에서 현상한 후 관찰하였다(Jun 등,

2009). 

Radioligand binding assay

NMB 세포에 REST cDNA를 도입한 후 MOR의 발현

을 조사하기 위해 Kim 등(2004, 2008)의 방법으로 [
3
H]

diprenorphine (PerkinElmer, Covina, CA, USA)을 이용

하여 whole-cell radioligand binding assay를 시행하였다.

MOR의 특이결합은 NMB 세포에 대한 전체 radioligand

결합과 MOR의 특이 antagonist인 CTOP (100 mM) 존재

시 radioligand 결합과의 차이로 결정하였다. 각 결과의 재

현성을 확인하기 위하여 2회 이상 반복 실험을 시행하여

결과를 산출하였다. 

통계학적 검정

모든 실험성적은 mean ± SEM으로 나타내었고, 각 실험

군 간의 유의성 검정은 ANOVA 후에 Student's t-test를 하

였으며, p value가 0.05 미만(p < 0.05)의 경우에서 통계적

유의성이 있는 것으로 간주하였다. 

 

실험결과

NMB 세포에서 morphine에 의한 REST mRNA의 발현

NMB 세포에서 MOR agonist인 morphine에 의한 REST

mRNA의 발현정도를 조사하기 위하여 REST primer (Table

1)를 이용하여 RT-PCR 분석을 시행하였다. NMB 세포에

morphine 1 µM을 0, 0.25, 0.5, 1, 3, 6 및 24시간 동

안 처리한 후 RT-PCR을 시행하였으나, REST mRNA의

발현양은 변화하지 않았다(Fig. 1). 따라서 NMB 세포에

서 morphine에 의해 변화하는 REST mRNA의 발현정도

를 정량적으로 확인하기 위해, QuantiTect SYBR
®
Green

RT-PCR Kit (Valencia, CA, USA)를 사용하여 real-time

quantitative RT-PCR을 수행하였다. 

NMB 세포에 morphine 1 µM을 0, 0.5, 1, 6 및 24시

간 동안 처리한 후 real-time quantitative RT-PCR을 시행

한 결과, REST mRNA 발현은 변화가 없었다(Fig. 2A).

NMB 세포에서 6시간 동안의 morphine 0, 0.1, 1 및 10 µM

처리 또한 REST mRNA 발현을 변화시키지 않았다(Fig.

2B). NMB 세포에서 MOR 특이 antagonist인 CTOP 처

리도 REST mRNA의 발현을 변화시키지 않았다(Fig. 2C).

NMB 세포에서 morphine에 의한 REST 단백의 발현

변화

NMB 세포에서 morphine에 의한 REST 단백의 발현

정도를 조사하기 위하여 REST 항체를 이용하여 western

blot 분석을 시행하였으며, 그 결과를 이미지 분석계를 이

용한 video-based densitometry 방법으로 발현정도를 수치

로 변환시켰다. NMB 세포에서 REST 단백의 발현은 mor-

phine 1 µM 처리에 의해 morphine을 처리하지 않은 대

조군에 비해 현저히 감소하였다(Fig. 3A, B). Morphine에

의한 REST 단백발현 감소효과는 MOR 특이 antagonist인

CTOP 5 µM 처리에 의해 완전히 차단되었다(Fig. 3A, B).

NMB 세포에서 CTOP 5 µM 자체는 REST 단백발현 변

화에 영향을 주지 않았다. 따라서 NMB 세포에서 morphine

에 의해 REST 단백발현이 감소되는 본 연구의 결과는 MOR

를 통하여 일어나는 현상임을 시사한다. 

Receptor binding activity

NMB 세포에 REST cDNA를 도입한 후 MOR의 발현을

Fig. 1. Detection of REST mRNA by RT-PCR in NMB cells. The
NMB cells were treated with 1 µM morphine for 0, 0.25, 0.5, 1, 3,
6 and 24 hours. The first stand cDNAs prepared from the NMB cell
total RNAs were used as template for PCR amplification. The PCR
products were electrophoresis on a 2.0% agarose gel and visulaized
with ethidium bromide. 
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조사하기 위해, opioid 관련 약물들의 연구에 가장 많이 이

용되고 있는 opioid receptor antagonist인 diprenorphine의

방사성동위원소 [
3
H]diprenorphine (PerkinElmer, Covina,

CA, USA)을 이용하여 whole-cell radioligand binding assay

를 시행하였다. REST cDNA를 도입한 NMB 세포에서

vector만 도입한 대조군 NMB 세포군에 비해 내인성 MOR

의 ligand binding 활성이 3배 이상 증가하였다(Fig. 4).

고  찰

MOR는 morphine이나 fentanyl 같은 임상적으로 중요하

게 사용되는 opioid 계열 진통제들의 생리적 표적수용체

이다(Raynor 등, 1996). 따라서 많은 연구자들이 MOR의

발현과 기능을 조절하는 요인들을 이해하기 위하여, MOR

유전자를 조절하는 전사인자들의 기능과 조절부위를 조사

하여 왔으며(Raynor 등, 1996; Ko 등, 2003; Hwang 등,

Fig. 2. Real-time quantitative RT-PCR of REST transcripts from NMB cells. The expression of REST transcripts in NMB cells confirmed in
quantitative RT-PCR. Changes in transcript levels for drug-treated samples were compared with drug-untreated control cells, which were
assigned a value of 100. Each data point represents the mean ± SEM of three experiments. The times and concentrations of drug treatments
represent on figures. 

Fig. 3. Western blot analyses of REST in NMB cells. (A) Western blot analyses of REST. Western blot analyses were performed on the mem-
brane fractions prepared from NMB cells in the presence of 2-mercaptoethanol using anti-REST antibody. (B) Quantitative analyses of the
blots in (A). The percentage of REST protein expression was calculated as a ratio of drug-treated cells and -untreated control cells using the β-
actin as internal control. 
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2003; Hwang 등, 2004; Hwang 등, 2007; Kim 등, 2008),

그러한 연구들의 결과로서 REST가 MOR 유전자 발현의

중요한 전사조절인자라는 것이 보고된 바 있다(Kim 등,

2006; Kim 등, 2008). REST는 비신경세포에서 발현하여

신경세포 관련 유전자들의 발현을 억제하는 인자로 최초 보

고되었으나(Mori 등, 1992; Schoenherr과 Anderson, 1995;

Wood 등, 1996; Palm 등, 1998; Timmusk 등, 1999; Kemp

등, 2003; Kim 등, 2004; Kim 등, 2006; Kim 등, 2008),

여러 암세포들과 성숙한 신경세포에서 REST가 발현된다

는 최근의 보고들(Sun 등, 2005; Kim 등, 2006; Kim 등,

2008)에서와 같이 REST는 더 이상 신경유전자 조절인자

로서만이 아닌 다양한 여러 기능을 가지고 있을 것으로 사

료되지만, 그 기능에 대해서는 거의 보고되지 않고 있다.

따라서 본 연구에서는 사람 neuroblastoma NMB 세포에

서 morphine에 의해 유도되는 REST의 기능을 확인하기

위해, 먼저 morphine에 의해 유도되는 REST 유전자와 단

백의 발현변화를 조사하였다. 

본 연구에서 사람 neuroblastoma 세포인 NMB 세포에

서 morphine에 의해 유도되는 REST mRNA의 발현변화

를 조사하기 위해 RT-PCR 분석을 시행하였다. NMB 세

포에서 REST mRNA의 발현은 morphine에 의해 변화하

지 않았다(Fig. 1). 따라서 morphine에 의해 변화하는 REST

mRNA의 발현정도를 정량적으로 확인하기 위해, real-time

quantitative RT-PCR을 수행하였다. NMB 세포에서 mor-

phine을 다양한 시간과 농도별로 처리하여 보았으나, REST

mRNA의 정량적 발현 또한 변화가 없었다(Fig. 2). 이러

한 결과는 사람 neuroblastoma NMB 세포에서 morphine

이 REST 유전자의 전사(transcription)단계에서는 어떠한

효과도 나타내지 못함을 시사한다. NMB 세포에서 morphine

이 REST 유전자 발현에 어떠한 역할도 나타내지 못하였

으므로 morphine에 의한 REST 단백변화를 확인하기 위

하여 western blot 분석을 시행하였다. 

NMB 세포에서 REST 단백의 발현은 morphine 처리에

의해 현저히 감소하였고, morphine에 의한 REST 단백발현

감소효과는 MOR 특이 antagonist인 CTOP 처리에 의해 완

전히 차단되었으며(Fig. 3). 이러한 결과는 MOR를 통하

여 일어나는 현상임을 시사한다. 본 연구에서 morphine에

의해 REST mRNA 발현의 변화는 전혀 없었으나, REST

단백의 양은 현저히 감소하였고 이러한 현상은 MOR를

통해 일어난다는 사실을 확인하였다. 본 연구의 결과로서

NMB 세포에서 morphine에 의한 REST의 감소는 전사단

계에서의 변화가 아닌, 전사후(post-transcription)단계에서의

변화라는 것을 확인할 수 있었다. 

NMB 세포에서 REST에 의한 MOR의 발현과 기능을

조사하기 위해 radioligand binding assay를 시행한 결과,

REST를 도입한 NMB 세포에서 대조군에 비해 MOR의

ligand binding 활성이 증가하였으며(Fig. 4), 이 결과는

REST에 의한 MOR 발현의 증가 또는 MOR의 활성화를

의미한다(Kim 등, 2006; Kim 등, 2008). 본 연구의 결

과로서 NMB 세포에서 REST가 MOR의 발현을 증가시

키거나 MOR의 기능을 활성화시킬 수 있음을 확인할 수

있었으며, 또한 REST와 MOR의 상호작용 가능성을 확

인할 수 있었다. 그러나 morphine에 의한 REST의 기능,

REST에 의한 MOR의 기능 및 REST와 MOR의 상호작

용에 관한 세포 및 분자적 기전연구는 더 추구하여야 할

과제로 생각된다. 

결론적으로, 사람 neuroblastoma NMB 세포에서 mor-

phine은 MOR를 통하여 REST를 전사후단계에서 감소시키

는 것으로 사료된다. 또한 본 연구의 결과로 REST와 MOR

가 서로 상호작용을 할 수 있을 것으로 사료된다. 
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