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Vascular smooth muscle cell (VSMC) apoptosis has been identified in various vascular diseases, includ-
ing atherosclerosis and restenosis after angioplasty, and has been known to precipitate atherosclerotic 
plaque instability and rupture. Oxysterols are known as inducers of apoptosis in VSMC, and 7-ke-
tocholesterol (7KC) is the major nonenzymically formed oxysterol in atherosclerotic lesions. The pre-
cise mechanism underlying VSMC apoptosis is still poorly understood. In this study, we investigated 
whether 7KC causes apoptosis, and characterized its apoptotic mechanisms in primary cultured rat 
aortic VSMC. Cell viability was assessed by MTT assay and trypan blue assay. Apoptosis was as-
sessed by flow cytometry, immunofluorescence, immunoprecipitation, and Western blot analyses. 7KC 
markedly decreased the VSMC viability in a time- and concentration-dependent manner, and increased 
the production of 4-hydroxynonenal (HNE), a major end-product of lipid peroxidation, which also de-
creased the VSMC viability. Pretreatment with 2,4-dinitrophenylhydrazine, a well-known reagent of 
lipid peroxidation-derived aldehydes, significantly restored the 7KC-decreased viability of VSMC. 
Furthermore, HNE, as well as 7KC, reduced the level of total Akt, a major mediator of cell survival. 
The 7KC-decreased level of total Akt was significantly restored by pretreatments with 2,4-dini-
trophenylhydrazine and N-acetylcysteine. Lactacystin, a proteasome inhibitor, protected VSMC against 
apoptosis and Akt degradation, but did not inhibit HNE production. In the immunoprecipitation as-
say, 7KC increased HNE-modified Akt. From the results, it seems that, in atherosclerotic lesions, 7KC 
induces HNE production in VSMC, and this HNE binds to Akt, proceeding to proteasomal degrada-
tion of Akt, through which mechanism the atherosclerotic plaque instability may be facilitated.
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서   론

혈관평활근세포(vascular smooth muscle cells)의 세포자멸

사(apoptosis)는 초기 죽상경화의 진행을 촉진시키고 사이질

아교섬유(interstitial collagen fiber)의 합성을 감소시켜 섬유

피막의 두께를 얇게 함으로써 죽상판(atheromatous plaque)

의 불안정과 파열에 관여하며, 죽상동맥경화증, 동맥류, 또는 

혈관성형술 후의 재협착증 등의 죽상경화성 혈관질환의 발생

에 매우 중요한 요인이라고 인지되고 있다[1-3]. 또한, 죽상경

화 병변 내에는 혈관평활근세포 외에도 다양한 세포자멸성 

세포들이 많이 존재한다고 알려져 있다[8, 19, 23, 24, 28].

산화콜레스테롤 유도체인 oxysterol은 혈관평활근세포의 

세포자멸사를 야기할 수 있는 여러 친세포자멸사성(proapop-

totic) 자극들 중에서 매우 중요한 물질로서[4, 8], 특히 대표적

인 oxysterol인 7-ketocholesterol (7KC)은 죽상경화 병변에 대

량 존재한다[4]. 죽상경화 병변내의 고농도 7KC는 죽상판의 

파열[12, 27], 평활근 세포의 부착, actin 조직의 변화, 미토콘드

리아 막전위의 감소 및 핵의 압축 또는 단편화 등을 통한 평활

근 세포의 사멸에 관여하며[20, 22], 특정 단백질의 유비퀴틴화

를 증가시켜 단백질 분해를 돕는 것으로도 알려져 있다[20]. 

이와 같이 여러 질병의 병인론에 있어서 oxysterol의 세포독작

용 및 친세포자멸사성 특성이 관여한다고는 하지만 아직 자세

한 역할은 잘 모르고 있다. 

한편, 죽상경화증을 비롯한 여러 질병에 있어서 단백질과 

알데히드 반응중간물질의 산성화로 인한 변화가 중요한 원인

이 되는데[3, 16, 18], 그 중에서 특히 4-hydroxynonenal (HNE)

은 지질과산화의 주된 최종산물로서 세포막 지방산으로부터 

산화스트레스에 의하여 생성되는 것으로 알려져 있다[8, 15, 

26]. HNE는 동맥경화 병변에 대량으로 존재한다고 알려져 있

으며 최근에는 죽상경화를 측정하는 지표로 사용되기도 한다

[15, 16]. 그러나 HNE가 죽상경화증의 발병기전에 있어 중대

한 역할을 한다고는 하지만 혈관평활근세포에 미치는 자세한 

영향과 그 기전은 잘 모르고 있다. 

따라서 본 연구에서는 죽상경화성 질환에 있어서 산화콜레

스테롤 유도체 중 대표적인 oxysterol인 7KC가 혈관평활근세
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포의 세포자멸사에 미치는 영향과 그 기전을 밝히고자 하였다. 

재료 및 방법

실험동물

본 실험에 사용한 실험동물은 7~8주령의 Sprague-Dawley

계 숫쥐로서 코아텍(평택, 경기도, 한국)으로부터 분양 받은 

후 일주일간 순화시킨 다음 본연구에 사용하였다. 본 실험은 

부산대학교 동물실험윤리위원회의 승인(PNU-2013-0424)을 

얻은 후 실험동물 관리 및 이용에 관한 지침에 따라 수행되었

다. 

시약 및 항체 

7KC와 HNE는 Cayman Chemical Inc. (Ann Arbor, MI, 

USA)에서 구입하였으며, Akt 항체는 Cell Signaling Technol-

ogy (Beverly, MA, USA)에서 구입하여 1:1,000 비율로 희석하

여 사용하였다. Horseradish peroxidase-conjugated IgG (Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, MA, USA)는 이차항체로서 

1:3,000의 비율로 희석하여 사용하였다. Lactacystin, N-ace-

tylcysteine (NAC), 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) 및 

나머지 시약들은 Sigma (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 

사용하였다.

혈관평활근세포 배양

실험동물을 CO2를 사용하여 질식사시킨 후 가슴대동맥을 

적출하여 phosphate-buffered saline (PBS)에 담근채 주변 지

방조직과 결합조직을 제거하고 혈관내막을 면도날로 긁어낸 

다음 약 1 mm2의 크기로 자른 조각을 10% fetal bovine serum

이 첨가된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Gibco BRL, 

Grand Island, NY, USA)이 들어있는 세포배양판에 넣고 37℃

에서 배양하였다. 이후 자라난 일차배양 혈관평활근세포는 

mouse monoclonal α-smooth muscle actin antibody (Sigma)

를 결합시켜 재확인하였다.

세포 생존력 측정

7KC 또는 HNE가 혈관평활근세포의 생존력에 미치는 영향

을 알아보기 위하여 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphe-

nyltetrazolium bromide (MTT) 분석 및 trypan blue 분석을 

시행하였다. 24 well plate의 각 well에 혈관평활근세포(2×105 

개)를 접종하여 24시간 배양한 후 실험에 사용하였다. MTT 

분석은 MTT (5 mg/ml in PBS) 10 μl를 각 well에 첨가한 후 

3~4시간 동안 추가 배양하였다가 Power Wave X340 (Bio-

Tek® Instruments, Inc., Winooski, VT, USA)를 사용하여 450 

nm에서의 흡광도를 측정하였다. Trypan blue 분석은 0.4% 

trypan blue 용액을 각 well의 세포현탁액과 1:1로 혼합하여 

잘 섞어준 다음 약 3-5분 기다렸다가 혈구계를 사용하여 사망

한 세포 수와 전체 세포 수를 측정하였다. 

Hoechst 염색

세포자멸사 유발 여부를 확인하기 위하여 핵의 형태학적 

변화를 관찰하였다. 혈관평활근세포를 4% paraformaldehyde

에 30분 동안 고정한 다음 PBS로 세척하고 0.2% Triton X-100

을 첨가하여 상온에서 10분 동안 반응시킨 후 Hoechst 33258

로 핵을 염색하였다. 그 후 PBS로 세척하고 봉입 용액을 처리

하여 형광현미경(Zeiss 510 CSLM, Carl Zeiss, Göttingen, 

Germany; x200 배율)으로 핵의 형태를 관찰하였다. 

 

유세포 분석

세포자멸사의 분석은 FITC Annexin V Apoptosis Detec-

tion kit I (Becton, Dickinson and Company, San Diego, CA, 

USA)을 사용하여 제조사의 실험방법에 따라 시행하였다. 먼

저, 각 실험 목적에 맞게 준비한 혈관평활근세포를 PBS로 세

척한 후 binding buffer 처리를 하고, 여기에 FITC Annexin 

V와 propidium iodide를 각각 5 μl씩 첨가하였다. 그 후 bind-

ing buffer 400 μl를 첨가하여 유세포분석기(FACSCalibur; 

Becton, Dickinson and Company)를 사용하여 형광 신호를 

관찰 분석하였다. 

면역 형광 측정

세포내 HNE 발현 증가를 관찰하기 위하여 면역반응을 이

용한 면역 형광 측정 실험을 진행하였다. 각 실험 목적에 따라 

처리된 혈관평활근세포를 4% paraformaldehyde에 30분간 처

리하여 고정시켰다가 50 mM NH4Cl로 중화시키고 0.2% 

Triton X-100에 처리한 후 10% normal donkey serum을 함유

한 차단완충액과 1~2시간 동안 반응시켰다. 그 후 4℃에서 an-

ti-HNE antibody (1:100)와 하룻밤 동안 반응시키고, PBS를 

이용하여 15분씩 4번 세척 후, FITC-conjugated IgG antibody 

(Zymed Lab, Carlsbad, CA, USA)와 1시간 동안 반응시켰다. 

이후 세척과정을 거쳐 DAPI 염색 및 세척하여 봉입하였다. 

염색된 혈관평활근세포는 동일초점현미경(LSM 510, Carl 

Zeiss Inc., Jena, Germany)을 사용하여 관찰하였다.

면역침전 실험

면역침전(immunoprecipitation) 실험은 Zhao 등[32]이 사

용한 방법을 약간 변형하여 사용하였다. 혈관평활근세포에서 

차가운 RIPA buffer (50 mM Tris–HCl, pH 7.9, 1% NP-40, 

0.1% SDS, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, protease inhibitor 

cocktail; Calbiochem, Billerica, MA, USA)를 사용하여 세포추

출물을 구하였다. HNE 항체와 protein G conjugated agarose 

beads (GE Healthcare, Cincinnati, OH, USA)를 반응시킨 후 

세포에서 추출한 단백질과 반응시켜 HNE-변형 단백질을 추출

하였으며, Western blot으로 목표 단백질의 양을 확인하였다. 



228 생명과학회지 2016, Vol. 26. No. 2

Fig. 1. Effect of 7KC on vascular smooth muscle cell apoptosis. 

Vascular smooth muscle cells (VSMC) were exposed to 

7KC for the indicated durations and at the indicated con-

centrations, and then the viability of VSMC was ana-

lyzed by MTT assay (A). VSMC were exposed to 7KC 

(0~250 μM), and then VSMC apoptosis was determined 

by flow cytometric analysis (B). 7KC-induced death of 

VSMC was determined by trypan blue assay and 

Hoechst staining (C and D, respectively). Data are ex-

pressed as means ± SEM of 4 experiments. *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001 vs. control (0 or Con). 

Western blot

RIPA buffer를 사용하여 추출한 세포추출물을 정량과정을 

거친 후 8~10% polyacrylamide separating gel에 

전기영동하여 단백질을 분리하였다. 분리한 단백질을 nitro-

cellulose membranes (Amersham-Pharmacia Biotech, 

Piscataway, NJ, USA)에 전이한 후 각 membrane을 5% 

탈지유를 포함한 TBST (Tris-buffered saline with 0.05% 

Tween 20)에 1시간 동안 상온에서 반응시켜 비특이 단백질에 

대한 차단을 실시하였다. 차단 과정이 끝난 후 일차항체와 

반응시킬 때에는 3% BSA가 들어있는 TBST에 1:1,000 비율로 

일차항체를 희석하여 하룻밤 동안 진탕기 위에서 반응시켰다. 

이후 membranes은 TBST로 1시간 동안 4번의 1차 세척과정을 

거친 후, horseradish peroxidase-conjugated secondary anti-

body (1:3,000)와 반응시켰다. 이후 TBST로 2차 세척과정을 

거치고 ECL Western blot detection reagents (Thermo Fisher 

Scientific Inc. IL, USA)로 발색반응을 유도한 후 암실에서 

X-선 필름에 감광시킨 후 결과를 분석하였다. 그 후 감광한 

membranes은 striping하여 항β- actin 항체(MP Biomedicals, 

Aurora, OH, USA)와 다시 반응시켜 각 시료에 대한 

대조기준으로 활용하였다. 

통계학적 분석

본 실험의 결과는 평균 ± 평균의 표준오차로 표시하였고, 

각 군별 유의성 검증을 위하여 일원배치분산분석(one-way 

ANOVA) 및 이원배치분산분석(two-way ANOVA)을 시행한 

후 각 군간의 차이는 각각 Dunnet 다중비교법 및 Bonferroni 

다중비교법으로 사후 검정하였으며, p 값이 0.05 미만인 경우 

유의성이 있는 것으로 판단하였다.

결과 및 고찰

혈관평활근세포의 세포자멸사에 미치는 7KC의 영향

동맥경화증에 있어서 혈관평활근세포의 세포자멸사는 cy-

tokines, 호르몬, 산화스트레스 등 여러 요인들에 의해서 발생

한다고 알려져 있다[13]. 본 연구에서는 이러한 여러 요인들 

중에서 대표적인 oxysterol인 7KC가 혈관평활근세포의 세포

자멸사에 미치는 영향을 관찰하였다. 혈관평활근세포에 25  

μM 7KC을 0~48시간 동안 처리하였을 때 혈관평활근세포의 

생존력은 24시간째부터 유의하게 감소하였으며(p<0.001), 48

시간 동안 0~250 μM의 농도로 처리하였을 때 25 μM에서부터 

생존력이 유의하게 감소하였다(p<0.001, Fig. 1A). 이 결과를 

재확인하기 위하여 유세포 분석 실험을 한 결과 세포자멸사가 

진행되는 세포수가 농도-의존적으로 증가하여 25 μM에서는 

22%, 75 μM에서는 52%의 혈관평활근세포에서 세포자멸이 일

어났다(Fig. 1B). 또한, 사망하였거나 손상 받은 세포를 trypan 

blue 분석을 통하여 확인하였을 때에도 25 μM 7KC에서부터 

유의하게 세포자멸이 일어났다(p<0.05, Fig. 1C). 이러한 7KC

에 의한 혈관평활근세포의 생존력 감소가 세포자멸사 유도와 

연관된 것인지 여부를 조사하기 위하여 세포핵의 형태학적 

변화를 관찰하였다. 세포자멸사가 유발된 세포에서 전형적으

로 관찰되는 염색질 응축[30]이 7KC에 의하여 혈관평활근세

포의 세포핵 내에 일어났다(Fig. 1D). 이상의 결과로 7KC는 

시간 및 농도에 의존적으로 혈관평활근세포의 세포자멸사를 

유도하는 것으로 여겨진다. 

7KC에 의한 HNE의 증가와 혈관평활근세포 세포자멸사

산화스트레스에 의해 세포 내에 증가하는 HNE는 지질과산

화의 주된 최종산물로서 동맥경화 또는 당뇨병에서 많이 나타

나며[5, 20], 고농도 7KC에 의해 생성이 증가한다고도 알려져 

있다[3]. 이에 면역 형광 측정 실험으로 HNE 부가물 생성을 

관찰하였다. 7KC (25 μM)를 혈관평활근세포에 처리하였을 때 

세포 내에 HNE 부가물 생성이 증가하였으며, 이러한 증가는 
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Fig. 2. Effect of 7KC on 4-hydroxynonenal induction. 4-Hydrox-

ynonenal (HNE) adduct formation was determined with 

25 μM 7KC by immunohistochemistry and Western blot 

analysis (A and B, respectively). VSMC viability was de-

termined by MTT assay with indicated doses of HNE 

(C). Changes in VSMC viability in response to HNE 

(0~10 μM) or 7KC (0~250 μM) were determined in the 

presence or absence of 100 μM 2,4-dinitrophenylhy-

drazine (DNPH) (D). Data are expressed as means ± 

SEM of 4 experiments. *p<0.05, **p<0.01 vs. control (0 

μM). 

HNE 억제제인 DNPH와 활성산소(reactive oxygen species, 

ROS) 제거제인 NAC 모두에 의하여 현저히 억제되었다(Fig. 

2A). 이 결과를 Western blot으로 재확인하였을 때에도 7KC의 

농도(0~75 μM)에 의존적으로 HNE 부가물의 생성이 증가되

었다(Fig. 2B). 반면, 7KC에 의해 증가한 HNE가 혈관평활근세

포의 세포자멸사에 영향을 미치는지 확인하기 위하여 HNE를 

단독으로 처리하고 MTT 분석을 시행한 결과 혈관평활근세포

의 생존력은 HNE 농도(0~10 μM)에 의존적으로 감소하였으

며(p<0.001) 특히 3 μM에서부터 유의하게 감소하였다(p<0.01, 

Fig. 2C). 이러한 HNE에 의한 혈관평활근세포 수의 감소는 

100 μM DNPH 전처치에 의하여 현저히 억제되었는데

(p<0.01), 7KC (0~250 μM)에 의한 혈관평활근세포의 생존력 

감소도 DNPH 전처치에 의하여 유의하게 억제되었다(p<0.05, 

Fig. 2D). 이러한 결과들은 이전에 본 연구진이 HNE에 의한 

혈관평활근세포의 세포자멸사는 미토콘드리아의 기능장애로 

인하여 미토콘드리아에서 대량 생성된 ROS에 의한다고 보고

한 바와 일맥상통한다[15]. 그러나 HNE에 의한 ROS 생성에 

있어 세포내 호흡사슬복합체들의 역할과 이 복합체들을 억제

하였을 때의 효과에 대하여는 향후 보다 자세한 연구가 필요

할 것으로 생각된다. 위의 결과를 종합해 볼 때 7KC에 의해 

혈관평활근세포 내에 생성된 ROS를 통하여 HNE 생성이 유

도되는 것으로 보이며, 이로 인해 증가된 HNE는 7KC에 의한 

혈관평활근세포의 세포자멸사에 있어 중요한 중간인자로서

의 역할을 하는 것으로 판단된다. 

7KC와 HNE에 의한 Akt의 감소

혈관평활근세포의 생존력 감소는 죽상경화판(atherosclerotic 

plaque)의 불안정 및 파열, 혈관재형성, 동맥중간막 위축 및 

석회화에 영향을 준다고 알려져 있으므로[7, 9, 21] 혈관평활근

세포의 생존력 감소와 연관된 신호체계를 살펴볼 필요가 있

다. 세포내의 다양한 신호전달물질 중 Akt는 혈관평활근세포

의 증식, 이동 및 생존에 많은 관여를 하며[14], forkhead class 

O transcription factor 3a와 같은 친세포자멸사성 단백질의 

인산화를 억제함으로써 혈관평활근세포의 세포자멸사를 방

지한다고 알려져 있다[1, 31]. 본 연구에서는 7KC에 의한 혈관

평활근세포의 생존력 감소와 Akt 간의 연관성을 검토하기 위

하여 Akt의 양을 Western blot 실험으로 측정하였다. 그 결과 

Akt의 양은 7KC의 농도(0~250 μM)에 의존적으로(Fig. 3A) 그

리고 HNE (10 μM) 처리시간에 의존적으로 감소하였다(Fig. 

3B). 또한, 앞선 실험에서와 같이 DNPH (1~100 μM) 전처치 

후 7KC를 처리하였을 때 7KC에 의하여 확연하게 감소하였던 

Akt 양은 DNPH의 농도에 의존적으로 보존되었으며, NAC 

전처치에 의하여도 현저히 억제되었다(Fig. 3C). 이러한 결과

들은 7KC에 의한 혈관평활근세포내 ROS와 HNE의 생성을 

막을수록 Akt 양이 보존됨을 시사하는 것으로 여겨진다.

단백질분해효소복합체에 의한 Akt 분해

세포내 신호전달체계 중 protein kinase B (Akt) 신호경로는 

세포의 증식, 변환, 생존, 사멸 등의 세포 기능에 필수적인 세

포생존 매개인자로 역할을 하는 바 특히 PI3K (phosphoinosi-

tide 3-kinase)-Akt 신호체계는 유비퀴틴-단백질분해효소복합

체(proteasome) 체계에 중요한 역할을 하며, 세포의 사멸을 

막는 역할을 하는 것으로 알려져 있다[11, 29]. 한편, Akt는 

단백질분해효소복합체와 연관되어 분해되기도 하는데, 몇몇 

화합물들이 caspase 또는 유비퀴틴화에 의존적으로 Akt의 단

백질분해효소복합체에 의한 분해를 촉진하면서 Akt level을 

조절하기도 하며[2, 10], oxysterol에 의한 단핵구-대식세포 세

포주에서의 Akt의 감소가 단백질분해효소복합체 억제제에 의

하여 현저히 억제되었다고 보고된 바 있다[25].

이를 토대로 본 연구에서는 oxysterol의 하나인 7KC에 의하

여 Akt가 감소되는 것은 단백질분해효소복합체에 의한 분해

에 기인되었을 것으로 추측하였다. 이를 증명하기 위하여 단

백질분해효소복합체 억제제인 lactacystin (1 μM)을 전처치하
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A B

C

Fig. 3. Degradation of Akt by 7KC. VSMC were treated with the indicated concentrations of 7KC, and the total Akt level was 

determined by Western blotting. Data are expressed as means ± SEM of 4 experiments. **p<0.01, ***p<0.001 vs. control (0 

μM) (A). The Akt level was determined by Western blotting at indicated times (0~48 hr) of exposure to HNE (10 μM) 

(B). 7KC (25 μM)-induced changes in Akt level were observed using Western blot with or without 1 hr pretreatment with 

DNPH (1~100 μM) or N-acetylcysteine (NAC, 5 mM) (C).

A

B C

Fig. 4. Effect of proteasome inhibitor on 7KC-induced VSMC apoptosis and Akt degradation. 7KC-induced apoptosis of VSMC 

was analyzed by flow cytometry with or without 1 hr pretreatment with 1 μM lactacystin (Lacta) (A), and VSMC survival 

was detected using MTT assay with or without pretreatment with Lacta. Data are expressed as means ± SEM of 5 experiments. 

***p<0.001 vs. control (0 μM) (B). 7KC (25 μM)-induced changes in total Akt level were determined using Western blot with 

or without pretreatment with Lacta (C). 

여 앞에서 관찰된 7KC에 의한 혈관평활근세포의 세포자멸사

와 Akt 감소가 억제되는지를 유세포 분석 및 MTT 분석을 시

행하였다. Annexin V-양성 사멸세포는 7KC 처리군(37.9%)에

서 증가하였으나 lactacystin 전처치에 의하여 감소(15.1%)하

였고 이는 대조군(12%)과 유사하였다(Fig. 4A). 이러한 결과는 

MTT 분석에서도 유사하게 나타났는데(Fig. 4B), 앞의 실험결

과(Fig. 1)에서 처럼 혈관평활근세포의 생존력은 7KC의 농도

가 증가할수록 감소하였지만 lactacystin 전처치에 의하여 

7KC에 의한 생존력 감소가 나타나지 아니하였다. 더욱이, lac-

tacystin을 농도별(0.01~10 μM)로 1시간 전처치하였을 때 7KC

에 의해 현저히 감소되었던 Akt의 양이 lactacystin의 농도에 

의존적으로 보존되었다(Fig. 4C). 

위의 결과들을 종합해 보면, 7KC에 의한 혈관평활근세포의 

세포자멸사는 Akt 감소가 주원인이고, 7KC에 의한 Akt의 감

소는 단백질분해효소복합체에 의한 Akt 분해를 경유하여 결

과적으로 혈관평활근세포의 세포자멸사를 유도하는 것으로 
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A

B

Fig. 5. Relationship between 7KC-induced HNE adduct and 

Akt. 7KC-induced HNE adduct was determined by im-

munohistochemistry with or without 1 hr pretreatment 

with 1 μM Lacta or 5 mM NAC (A). VSMC were ex-

posed to 25 μM 7KC with or without pretreatment with 

DNPH (100 μM), Lacta or NAC. The level of HNE- 

modified Akt was determined by Western blotting with 

anti-Akt antibody after immunoprecipitation. Data are 

expressed as means ± SEM of 4 experiments. **p<0.01 

vs. control (Con), 
## p<0.01 vs. vehicle (Veh) (B).

보인다. 

7KC에 의한 HNE 증가와 Akt 감소의 관계

지금까지의 결과들로 보아 7KC에 의한 혈관평활근세포의 

세포자멸사에 있어서 세포내 HNE의 증가와 단백질분해효소

복합체에 의한 Akt의 감소가 주요 원인인 것으로 여겨진다. 

7KC에 의한 초래되는 이 두 가지 현상이 가지는 상호연관성을 

살펴보기 위하여 lactacystin 또는 NAC 전처치 후 7KC에 의한 

HNE 부가물 생성의 변화를 면역침전 실험을 시행하였다(Fig. 

5A). 그 결과 7KC에 의한 혈관평활근세포내 HNE 부가물 생

성이 대조군에서보다 현저히 많이 생성되었고, NAC 전처치

에 의하여 ROS가 제거되었을 때에는 생성되지 아니하였다. 

반면, lactacystin 전처치군에서는 7KC 또는 HNE 단독 처치 

때와 유사하게 혈관평활근세포내 HNE 부가물 생성이 증가하

였다. 

나아가, 면역침전 실험을 통하여 각 군에서 HNE 항체를 

이용하여 면역복합체를 만들어 추출한 후 Akt를 확인하고, 

HNE에 결합된 Akt의 양을 측정하였다(Fig. 5B). Western blot 

결과 Akt의 양은 앞에서의 결과와 마찬가지로 7KC와 HNE에 

의하여 현저히 감소하였지만, DNPH 혹은 NAC 전처치에 의

하여 대조군과 유사한 양으로 존재하였다. 한편, HNE에 결합

된 Akt의 양은 7KC와 HNE에 의하여 월등히 증가하였을 뿐만 

아니라 lactacystin을 전처치하여 단백질분해효소복합체에 의

한 Akt 분해를 억제하였을 때에도 증가하였다. 

이상의 결과들로부터 7KC는 혈관평활근세포 내에 ROS-의

존적으로 HNE의 양을 증가시키고, 7KC에 의하여 증가된 

HNE는 세포내의 중요한 생존매개인자인 Akt에 결합하며, 

HNE에 결합된 Akt는 단백질분해효소복합체에 의한 분해 과

정을 통해 감소하는 것으로 보인다. 이에 따라 혈관평활근세

포의 세포자멸사가 증가하는 것으로 생각된다. 
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초록：7-Ketocholesterol에 의한 Akt 감소와 혈관평활근세포의 세포자멸사 

서교원․김치대․이원석*

(부산대학교 의학전문대학원 약리학교실)

혈관평활근세포의 세포자멸사는 죽상경화증을 비롯한 여러 혈관질환에서 일어나며, 죽상판의 불안정화에 중요

한 역할을 한다. Oxysterol은 혈관평활근세포의 세포자멸사를 야기하는데, 죽상경화 병변에는 비효소적으로 생성

되는 주된 oxysterol인 7-ketocholesterol (7KC)이 대량 존재한다고 알려져 있다. 그러나 7KC에 의한 혈관평활근세

포의 세포자멸사에 관하여 밝혀진 자세한 기전은 아직 미흡하다. 본 연구는 7KC가 혈관평활근세포의 세포자멸사

를 일으키는 기전을 구명하고자 하였다. Sprague-Dawley계 숫쥐의 대동맥 절편으로부터 배양한 혈관평활근세포

에 7KC를 처리하여 혈관평활근세포의 생존력의 변동과 세포자멸사를 각각 methylthiazole tetrazolium bromide 

분석법 및 trypan blue 분석법 그리고 유세포 분석법, 면역 형광 측정법, 면역침전법 및 웨스턴블럿 등으로 측정하

였다. 7KC는 혈관평활근세포의 생존력을 시간- 및 농도-의존적으로 감소시켰고, 혈관평활근세포내에 지질과산화 

최종산물인 4-hydroxynonenal (HNE) 생성을 증가시켰으며, HNE 단독 처리 또한 혈관평활근세포의 생존력을 농

도-의존적으로 감소시켰다. 7KC 또는 HNE에 의하여 감소되었던 혈관평활근세포의 생존력은 HNE 생성 억제제

인 2,4-dinitrophenyl hydrazine 전처치에 의하여 회복되었다. 더욱이 세포생존 매개인자로 잘 알려져 있는 Akt의 

발현이 7KC와 HNE에 의하여 농도-의존적으로 감소되었고, 2,4-dinitrophenyl hydrazine 또는 N-acetylcysteine 

전처치에 의하여 회복되었다. 단백질분해효소복합체 억제제인 lactacystin은 7KC에 의한 세포자멸사와 Akt 감소

는 억제하였지만 7KC에 의한 HNE 생성은 억제하지 못하였다. HNE에 결합된 Akt의 양은 7KC와 HNE에 의하여 

현저히 증가하였으며 단백질분해효소복합체 억제제인 lactacystin 전처치 시에도 유의하게 증가하였다. 이상의 결

과로 보아 죽상경화 병변에서 7KC는 혈관평활근세포내 HNE 생성을 증가시키고, 이 HNE에 결합된 Akt는 단백

질분해효소복합체에 의하여 분해되는 것으로 보이며, 이와 같은 기전에 의하여 죽상판의 불안정화가 촉진되는 

것으로 생각된다. 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


