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서 론

전염성 해면상뇌증으로 알려진 prion 질병은 prion으로 명

명된 병원체에 의해 발병되며, 이 병원체는 다양한 포유류

종에서 신경퇴화를 수반하는 뇌질환을 일으키는 것으로 알

려져 있다[16]. Prion 병원체는 종래의 감염체와는 구별되는

병원체로, 여타 감염체 즉 박테리아, 균류, virus, viroid 등

이 함유하고 있는 유전물질이 배제되어 있으며 PrPSc로 알

려진misfolding된 prion 단백질(PrP)로만 이루어져 있다. 그

래서 prion은 종래의 병원체와는 전혀 다른 양상으로 발병

하고 전염된다[15]. 이러한 내용을 뒷받침하는 “protein only

가설”은 이후, 자외선, 방사선, 핵산가수분해효소의 처리와

무관한 prion의 병원성 유지 실험, prion의 생화학적 분리정

제, synthetic prion의 병원성 관찰과 같은 많은 실험적 증거

를 바탕으로 증명되었으며 현재는 대부분의 prion 관련연구

의 근간을 이루고 있다[8]. 

Prion의 증식과 전파 기작은 잘 알려져 있지 않지만, 자가

단백질 구조변화에 의한 것으로 추정되고 있다. 이 기작은

정상 세포 단백질인 세포성 prion 단백질(PrPC)가 병원성

prion 단백질(PrPSc)로의 형태(conformation)가 변화되는 것

에 기초한다[17]. 일련의 transgenic 생쥐와 세포주를 이용

한 실험으로부터 얻어진 증거에 의하면 이러한 구조적 변화

에는 밝혀지지 않은 보조인자 또는 단백질이 관여한다고 추
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측된다[10, 14]. PrPC는 비정상적인 형태로 변환될 수 있는

데, 이 경우 구조가 변형된 prion 단백질을 PrPSc라고 부른

다. PrPSc는 PrPC와 달리 서로 응집하는 경향이 있고, 짧은

봉 모양의 fibril을 형성할 수 있다[7]. 비록 PrPC와 PrPSc의

아미노산 순서는 정확히 일치하지만 형태 변환에 따라 상이

한 생화학적 물성을 갖게 된다. α-나선구조가 많은 PrPC는

β-병풍구조가 많은 PrPSc로 변환됨에 따라 단백질의 성질이

친수성에서 소수성으로 바뀌면서 용해도가 감소한다[9]. 또

PrPSc는 PrPC와 달리 단백질가수분해효소인 proteinase K

(PK)에 부분적 저항성을 나타냄으로 인해 prion 질병에 걸

린 숙주로부터 유래한 시료에서는 PrP27-30라고 명명된 PK-

저항성 PrPSc를 western blotting으로 검출할 수 있다[2]. 여

러 환경적 요인에 의해서 PrPC로부터 PrPSc로의 전환이 촉

진되는 것으로 알려져 있으며, 시험관적 조건에서 자외선을

조사하면 prion 단백질의 misfording이 증가할 수 있다는 결

과가 보고되었다[18]. 

Mycosporine-like amino acids (MAAs)는 해양조류의 이

차 대사물로 알려져 있으며, 빛에 의해서 피해를 입는 조류의

방어작용에 의해 생성되는 것으로 알려져 있고, 현재까지

20여종 넘게 보고되었다[6]. 많은 수의 MAA의 구조가 알려져

있으며, 모든 MAA는 cyclohexenone 또는 cyclohexenimine

고리 구조로 이루어져 있다. 이 고리 구조는 자외선을 직접

적으로 흡수하거나, 세포 내에 발생하는 자유 라디칼을 중화

시키는 것으로 알려져 있다[3, 18]. 이와 같은 고리 구조에 의

해서 강렬한 빛에 의한 피해를 줄일 수 있으며, 산화적 스트

레스의 원인인 활성 산소를 줄여줌에 따라 산화스트레스에

대한 조류의 저항성에 있어 매우 중요한 요소로 알려져 있

다[19, 1]. 

본 연구에서는 자외선에 의해서 발생되는 세포 내 손상을

억제하는데 있어 매우 우수한 효과를 보이는 세 종류의 MAA

인, mycosporine-glycine, porphyra-334와 shinorine을 이

용하여 prion의 생화학적 요체인 PrPSc의 축적에 대한 변화

를 prion이 영구 감염된 neuroblastoma 세포 주에서 확인하

였다. 

재료 및 방법 

Chlamydomonas hedleyi 배양 

Mycosporine-glycine, porphyra-334와 shinorine (Fig. 1)

의 분리 및 정제는 이전 연구를 참조하여 실시하였다[24]. C.

hedleyi는 초기 세포 수가 5 × 104 cells/ ml에서 시작하여 f/

2 medium 250 ml이 포함된 500-ml Erlenmeyer flask에서

suspension 방법을 통해 배양되었으며, 빛의 광도는 80 μmol

photon·m-2·s-1와 22 ± 1oC의 온도 조건에서 배양되었다. 또

한 CO2 (l%)가 함유된 공기의 공급 및 배양 액 내의 pH는

8−9를 유지하였으며, 16:8시간 비율로 낮과 밤을 구별하였다.

7일간의 배양 후, MAA 분리를 위해 C. hedleyi를 수집하였다. 

MAA 분리 및 정제 

MAA의 분리 정제는 20 mg dry weight (DW)의 C.

hedleyi에 1 ml 20% aqueous methanol (v/v)을 첨가한 뒤

45oC에서 2시간 반응 후, 5,000 × g에서 1분간 원심분리 후,

700 μl의 상층 액을 45oC vacuum을 이용해 증발시켰다. 남

아 있는 침전 층에 500 μl 증류수와 100 μl chloroform을 첨가

하여 잘 섞은 후, 10,000 × g에서 5분간 원심분리 후, 상층 액

제거를 통해 광합성에 관련된 색소를 제거하였다. 그리고 남

아 있는 침전물에 50% methanol을 첨가한 후에 HPLC

(Shimadzu-LC20A, Seattle, WA, USA)와 DAD-SPD M20A

detector (Quantum Northwest, Seattle, WA, USA)를 이용하

여 mycosporine-glycine, porphyra-334와 shinorine을 분리

하였다. 이후, 30−60 μl의 침전물에 100% HPLC-grade

methanol을 첨가하여 0.5 ml을 만들고, 이를 rotary evaporator

를 이용하여 증발시켰다. 그리고, 600 μl 증류수에 희석된 (1:10)

pH 3.0의 액상에 0.2% trifluoroacetic acid와 ammonium

hydroxide를 첨가하였다. Whatman 100 kDa filter를 이

용하여 12,000 g에서 20분간 원심분리를 통해 큰 분자와 비

수용성 물질을 제거한 후, HPLC를 이용하여 10 μl 샘플을

1 ml/min flow rate로 분리하였다. 

세포배양 및 MAA 처리

ScN2a 세포는 마우스에 적응시킨 prion이 영구적으로 감

염된 세포주이며, Dulbecco’s Modified Eagle Medium

(DMEM, high glucose), 10% fetal bovine serum, 1%

glutamax와 1% streptomycin/penicillin이 포함된 배양액을

사용하여 배양을 하였다. 5% CO2와 포화습도 상태의 세포

배양기조건에서 세포배양을 실시하였으며, 세포배양 후, 90%

정도의 confluent state에서 세포배양 plate로부터 각각 5%

의 세포를 새로운 세포배양 plate로 옮겼다. 세포가 plate표

면에 부착된 후, 여러 농도의 MAA (0.1, 0.3, 1, 3, 10 μM)를

세포 배양액에 첨가하였다. 3일에 한번씩 동일 MAA가 포함

된 세포배양액으로 교체하였으며, 총 7일간 배양 후에 세포

파쇄액을 수집하였다. 

Western blot 분석 

PrPSc의 축적을 확인하기 위하여 western blot을 이용하

였다. 7일간 MAA 처리된 세포를 lysis buffer (20 mM Tris,

pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.5% Nonidet-P 40 and 0.5% sodium

deoxycholate)를 이용하여 분쇄시켰다. 각 lysate의 1 mg을

20 μg/ml PK (Invitrogen)를 사용하여 37oC에서 1시간 처리

하였다. 1 mM phenylmethanesulfonyl fluoride 첨가를 통
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해, PK를 불활성화시킨 후에, 100,000 ×g에서 1시간 동안 4oC

에서 table-top ultracentrifuge (Optima TLX Ultracentrifuge,

Beckman-Coulter, Fullerton, CA)을 이용하여 원심분리를

하였다. 상층액 제거 후, 1X SDS-PAGE sample loading

buffer (50 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol,

1% 2-mercaptoethanol, 12.5 mM EDTA, 0.02% bromophenol

blue)를 첨가하여 pellet을 녹인 후에 12% Tris-Glycine

SDS-PAGE gel에서 단백질을 분리하였다. PAGE gel에서 분

리 된 단백질은 PVDF membrane에 전기전이 방법으로 옮

겨진 후, PrP 단백질 확인을 위해 단일클론항체인 5C6 [12,

13]를 사용하여 검출하였으며, ECL Plus Detection reagents

(GE Healthcare, Piscataway, NJ)와 G:BOX Chemi XR5

system (Syngene, Cambridge, UK)을 사용하여 단백질 밴

드를 확인하였다.

결과 및 고찰 

Mycosporine-glycine은 고리 구조를 가지고 있는데, 이를

통해 빛을 흡수함으로써 강력한 빛에 의한 해양 생물의 세

포 내 미토콘드리아의 손상 혹은 세포를 둘러싸고 있는 지

질 막의 산화를 억제하는 물질로 알려져 있다[23]. Prion 질

병에 있어, 세포에서 PrPC가 PrPSc로 전환되는 과정에

mycosporine-glycine의 영향을 확인하기 위해서 여러 농도

의 mycosporine-glycine를 처리한 결과, prion 감염된 ScN2a

세포에서 PrPSc 단백질의 감소는 확인되지 않았으며, 대조

구에 비교하였을 때 PrPSc 수준은 변화하지 않았다(Fig. 2). 

Porphyra-334의 경우 mycosporine-glycine와 같이 동일한

고리 구조를 가지고 있다(Fig. 1). UVA를 흡수하는 것으로

알려져 있으며, 빛을 차단 하기 위한 물질로서 많이 이용되

고 있다[27]. 동시에 피부세포의 노화를 유도하는 활성산소

인 reactive oxygen species (ROS)를 제거함과 동시에

matrix metalloproteinase (MMP)과 extracellular matrix

(ECM)의 발현을 촉진시킴에 따라 피부의 노화를 억제하는

것으로 알려져 있다[21]. Mycosporine-glycinec 처리 조건

과 동일하게 ScN2a 세포에 porphyra-334를 처리한 결과

세포에서 PrPC가 PrPSc로 변환하는 작용이 촉진되는 것

이 관찰되었다(Fig. 3). 흥미롭게도 mycosporine-glycine

Fig. 1. Chemical structure of mycosporine-glycine, porphyra-334 and shinorine from Chlamydomonas hedleyi. 

Fig. 2. Change of the PrPSc level in ScN2a cells incubated

with mycosporine-glycine. Treatment of ScN2a cells with myco-

sporine-glycine increases the level of PK-resistant PrPSc protein.

(D: diglycosylated PrP, M: monglycosylated PrP and U: unglyco-

sylated PrP).

Fig. 3. Change of the PrPSc level in ScN2a cells incubated

with porphyra-334. Treatment of porphyra-334 increases PK-

resistant PrPSc protein. (D: diglycosylated PrP, M: monglyco-

sylated PrP and U: unglycosylated PrP).
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의 처리 결과와는 달리, porphyra-334 처리에 의해서 서

로 다른 glycosylation 양상을 띠는 세 개의 un-, mono-, di-

glycosylated PrPSc 밴드가 모두 증가하는 것이 관찰 되었다

(Fig. 3). 특히 대조구와 비교시 un-, mono- 그리고 di-

glycosylated PrPSc 밴드 모두 4−5배 정도 증가되는 것이 관

찰되었다. 그러나 porphyra-334의 처리농도와는 상관 관계

가 없이, 저농도인 0.1과 고농도인 10 μM로 처리한 세포에

서 증가된 PrPSc 양의 차이는 크게 나타나지 않는 것으로 확

인 되었다(Fig. 3). 

Shinorine은 mycosporine-glycine을 전구체로 하여 serine이

결합되면서 합성되는 MAA 중의 하나로 알려져 있다[25].

Shinorine의 화학적 구조는 mycosporine-glycine과 porphyra-

334처럼 고리 구조를 포함하며(Fig. 1), cyanobacteria에 있

어 강한 빛으로부터 광합성 작용을 보호해주는 역할을 하는

것으로 알려져 있다[4, 22]. Prion질병에 있어 shinorine의

PrPSc 축적 변화와 관련된 작용을 확인한 결과 porphyra-334

처럼 PrPC에서 PrPSc로의 전환을 촉진 하는 것으로 확인되

었다(Fig. 4). PrP를 인식하는 단일 클론 항체에 의해, 단백

질 밴드 중에서 특히 mono-glycosylated PrP의 증가가 관찰

되었으며, 0.1 μM 처리된 shinorine에서는 처리하지 않은

ScN2a 세포와 거의 차이가 없는 반면에 0.3 μM 처리시,

PrPSc 수준이 점차 증가하는 것으로 관찰되었다(Fig. 4). 

이와 같은 MAA 처리에 있어 prion 질병의 원인인 PrPSc

가 MAA에 의한 세포 내 환경 변화에 따라 응집이 증가되는

것이 관찰되는데, 이는 여러 이유에서 기인할 것으로 추론된

다. 그 중 하나는 MAA의 경우 prion 단백질이 PrPC에서

PrPSc로 전환하는데 있어 직접적으로 전혀 영향을 미치지 않

는 것으로 사료된다. 또한 MAA를 처리 할 경우, PrPSc 축적

에 의해 발생되는, 세포 내 활성 산소가 MAA의 존재로 인

해 감소될 것으로 추측되며, 이 같은 결과는 MAA가 존재하

지 않은 경우에 비해, PrPC 전사와 번역이 상대적으로 활성

화 되어, PrPSc의 기질인 PrPC의 양이 상대적으로 동일 세

포 내 많이 존재할 수 있게 한다. 따라서 이로 인해 PrPSc에

의한 PrPC의 변환이 MAA를 처리하지 않은 세포에 비해 상

대적으로 많이 진행된 것으로 사료되며, 이로 인해 MAA를

처리한 세포에서 PrPSc 축적이 보다 더 활성화 되는 것으로

추측된다. 실제 세포 내PrPC의 발현이 감소되면, PrPSc의 증

식이 감소되면서 prion 질병 발병 시기를 늦추는 것으로 확

인되었다[5]. 

PrPC에서 PrPSc로의 단백질 전환은 plasminogen에 의해

촉진되는 것으로 보고되었는데[14], MAA를 처리하였을 경

우 직접적으로 세포에 존재하는 plasminogen이 PrPSc의 형

성을 촉진하게 되었을 가능성도 존재한다. 이전 연구에서 다

양한 아미노산 화합물을 이용하여 ScN2a를 처리할 경우,

plasminogen과 아미노산 화합물이 결합하면서 PrPC의 PrPSc

변환을 억제하는 것으로 관찰되는데, 이러한 화합물의 경우

일반적으로 10개 미만의 단량체에서는 효과가 최소화되는

반면에, 30개 이상으로 구성된 화합물에서 prion억제 활성

을 보이는 것으로 보고되었다[20]. 따라서 현재 사용된 단량

체 MAA의 경우 여러 개의 단량체가 중합되면, plasminogen

활성의 억제를 통해, PrPSc 형성을 억제함으로써, 항 prion

효과를 나타낼 수 있을 것으로 추측되며, prion 치료제로서

의 가능성도 타진 할 수 있을 것이다. 

흥미롭게도 처리된 MAA에 따라 PrPSc의 증식에 대한 효

과가 다르게 나타났으며, porphyra-334에 의한 PrPSc의 증

식이 가장 활발히 진행된 것으로 확인되었다(Fig. 2). 이 같

은 결과는 MAAs의 다양한 구조의 차이에 의해서 PrPSc 증

식에 영향을 미친 것으로 추정된다. Shinorine은 mycosporine-

glycine에 아미노산 serine이 화학적으로 결합되어진 화합물

이며, porphyra-334는 shinorine에 존재하는 serine에 부가

적으로 메칠기가 결합되어 있는 화합물이다. 그러므로

shinorine과 porphyra-334는 mycosporine-glycine에는 존재

하지 않는 serine 또는 이의 유도체가 존재한다. PrPSc의 축

적이 향상되는 현상은 shinorine과 porphyra-334 처리시 나

타났으며, 유사현상은 mycosporine-glycine 처리시에는 최

소화 되었다. 그러므로 shinorine과 porphyra-334에 공통으

로 존재하는 serine 또는 이의 유도체 첨가생성물이 PrPSc

축적에 영향을 미치며, 특히 porphyra-334의 serine 부분에

존재하는 메칠기가 PrPSc 축적에 보다 효과적으로 작용한다

고 사료된다. 상이한 구조를 갖는 다양한 MAAs의 생물학적

효과의 차이는 인간 표피 세포의 involucrin 단백질의 변화

에 대한 연구에서도 보고되었다[24]. 

많은 퇴행성 신경계 질환에 있어 공통적으로 나타나는 특

징이 특정 단백질의 축적이며, 이와 같은 단백질축적에 의한

세포 내 물리적 손상보다는 활성 산소 증가로 인해 세포 내

대사 작용이 불활성 되면서 세포가 사멸되게 된다[11]. Prion

Fig. 4. Change of the PrPSc level in ScN2a cells incubated

with shinorine. Treatment of shinorine increases PK-resistant

PrPSc protein (D: diglycosylated PrP, M: monglycosylated PrP and

U: unglycosylated PrP). 
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질병에서 PrPSc 축적 역시 세포 내 산화적 스트레스를 발생

시키는 직접적인 원인이 되며, 증가된 활성 산소에 의해 세

포 사멸이 진행되는 것으로 보고되고 있다[26]. 본 실험에서

는 MAA의 처리 시, prion 단백질 축적이 오히려 세포 내에

서 증가하는 것이 관찰되었다. 그러나 MAAs 처리에 의한

PrPSc 축적 결과는, 오히려 MAA가 활성산소를 제거함으로

써 이로 인한 세포 내 산화적 스트레스를 억제 한 결과로도

해석이 가능하다. 따라서, 세포 내에서 prion 단백질 축적 관

련 세포사멸 억제에 대한 MAA의 효과는 독립적인 연구에

서 수행될 것으로 기대된다. 

요 약

Prion은 양의 scrapie, 소의 bovine spongiform encephalopathy

와 사람의 CJD와 같은 다양한 신경 퇴행성 질환을 유발시

키는 단백질 병원체이다. 정상 prion 단백질인 PrPC가 병원

성 PrPSc로 바뀌는 과정에 대해서는 많은 연구가 진행되었

고, PrPSc로의 단백질 구조 변화가 다양한 환경적 요소에 의

해서 영향 받는 것으로 추측된다. 바다조류로부터 분리된

MAAs는 다양한 스트레스 환경에서 조류를 보호해주는 것

으로 알려져 있다. 이와 같은 사실에 기초하여 mycosporine-

glycine, porphyra-334와 shinorine 3종의 MAAs로 처리한

prion 감염 신경세포 주에서 prion 단백질 축적의 변화를 평

가하였다. PK 저항성을 갖는 PrPSc를 western blot 방법으

로 확인한 결과, MAA에 의해서 PrPSc 단백질의 증식을 관

찰하였다. 
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