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Semliki Forest Virus 감염은 뉴우런의 탈수초를 유발한다 
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요  약

척수신경절의 신경 세포와 슈반세포의 공동 배양으로 수초화 형성 세포 집단이 제조되었다. 슈반세포와 뉴런 세

포가 쥐의 배아의 척수신경절로 부터 각각 in vitro에서 분리되었다. 배양된 슈반세포와 뉴런 세포는 동일한 평판접

시에서 공동배양 되었다. 본 실험과정은 다음과 같은 4 단계로 구성되어 있다 : 첫 번째 단계는 배아의 척수 신경절 세

포의 현탁 과정, 두 번째 단계는 안티 mitotic cocktail의 추가 과정, 세 번째 단계는 척수신경절 세포의 정제 과정, 및 

네 번째 단계는 척추 신경절 세포에 슈반 세포의 추가 과정이다. 이들 세포들은 때 수초화가 진행되었다. 이렇게 수초

화된 공동 배양은 Semliki forest virus에 의해 감염되었고 그 때 탈수초화 과정을 유발시켰다. 우리는 수초화된 뉴런

에 존재하는 peripheral myelin protein 22의 항체를 이용하여 수초화 과정과 탈수초화 과정을 확인하였다.

ABSTRACT

We constructed a population of myelinated cells with co-culture of neuronal cells and Schwann cells from DRG. 
Schwann cells and neuronal cells were isolated from dorsal root ganglion (DRG) in embryos of rat in vitro 
respectively. The cultured Schwann cells and cultured neuronal cells, respectively were co-cultured in a same plate. 
This procedure contains following four steps: first step of suspension of the embryonic dorsal root ganglion cells, 
second step of addition of anti-mitoticcocktail, third step of purification of dorsal root cells, and fourth step of addition 
of Schwann cells to dorsal root ganglion cells. These cells were performed accomplishment of myelination. This 
myelinated co-culture system was infected by Semliki forest virus and then induced demyelination processing in this 
myelinated co-culture. We identified myelination and demyelination processing using antibody of peripheral myelin 
protein 22 (PMP 22) meaning presence of myelinated neuron. 
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Ⅰ. 서  론

바이러스 감염과 관련이 없는 인간과 동물의 탈수 

초성 질병의 예가 있으며, 예를 들어 부신 각화증 또는 

비타민 결핍 또는 독소와 관련된 탈수 소화증이 있다. 

그러나, 인간과 동물에서 알려진 병인의 자연 발생 중

추 신경계 (CNS) 탈수 초성 질병은 바이러스 성 기원

이다. 인간 탈수 초성 질병 중에서 가장 두드러진 것은 

다발성 경화증 (다발성 경화증)이다. 이것은 선진국의 

어른들의 가장 흔한 신경 질환이다. 그러나 병의 원인

은 박혀져야 한다. 일부 탈수 초성 질병의 경우 바이러

스가 분명히 병인이며 중추 신경계에 감염되며 JC 

papovavirus (JCV)가 진행성 다병성 백질 뇌병증 

(PML)을 일으키는 사례가 있다. 다른 탈수 초성 질

병, 예를 들어 체세포 성 뇌척수포염 (postvaccinal or 

perivenous encephalomyelitis)으로 알려진 감염 후 뇌척

수염 (postinfectious encephalomyelitis)에서 탈수초는 

전신성 바이러스 감염에 선행하지만 CNS의 직접적인 

바이러스 감염의 증거는 거의 없거나 조금 있는 정도다. 

이것은 광견병, 홍역, 유행성 이하선염, 풍진, 인플루엔

자, 우두 니아 및 천연두 바이러스 감염 및 예방 접종 

(Johnson, 1998)에서 관찰되었다. 이 탈수 초성은 일반

적으로 자가 면역으로 간주된다.

CNS는 인간의 질병 발병 기전에 대한 연구를 배제하

고 이 시스템에서의 감염 및 면역 반응에 대한 많은 지

식이 실험 동물 모델로부터 유도되었다. 바이러스 성 

탈수 초의 기전에 대한 연구를 위해 탁월한 실험 시스

템에는 테일러 바이러스, 마우스 간염 바이러스 및 실

험실 설치류의 semliki forest virus 감염이 포함된다. 또

한 탈 염증을 유발하는 동물의 자연 감염에 대한 실험

적 연구가 있었으며, 양에서 maedivisna 바이러스, 개에

서 개 디스템퍼 바이러스를 포함한다. JCV, 홍역 바이

러스 및 HTLV-I에 의해 유발된 PML, 아 급성 경화성 

뇌막염 (SSPE) 및 인간 T 세포 림프 성 바이러스 유형 I 

(HTLV-I) - 관련성 골수 병증 (HAM) CNS 탈수 초의 

사건과 기전을 이해하는 데 큰 가치가 있음을 입증했지

만, 신경 병리학의 그림은 말기 병의 경우가 가장 빈번

하다. 

인간과 동물 모두에서 바이러스 감염과 관련된 가장 

자연적으로 발생한 탈수 초성 질환은 감염의 정도와 관

련하여 드물게 발생하는 합병증이다. JC 바이러스는 대

부분의 성인에게 감염되고 지속되지만 PML은 드문 질

환이다. 홍역 바이러스 감염은 일반적으로 피부 발진이 

특징적인 전신 감염을 일으키지 만, 늙은이의 경우 신

경 질환, 홍역 봉입체 뇌염 (MIBE), 소아의 SSPE를 유

발한다. 양의 탈수 초성 병인 Visna는 동일한 바이러스 

maedi-visna virus에 의해 야기 된 폐 질환 maedi보다 훨

씬 덜 일반적이다. 송곳니 디스템퍼는 개 개체의 감염 

정도에 비해 드문 경우다. 감염 후 뇌척수염은 감염 및 

예방 접종의 범위와 관련하여 드문 질환이다. 바이러스 

감염에 따른 탈수 초성 질환의 빈도가 낮은 것에 대한 

한 가지 설명은 신경 침습의 효율성이 낮다는 것이다. 

확실히 바이러스는 CNS에 들어가는 능력이 다르다. 가

장 치명적인 바이러스 중 하나 인 광견병 바이러스는 

말초 감염 후 항상 중추 신경계에 침투하고. 이것은 말

초 신경을 따라 여행하는 것으로 잘 알려져 있다. CNS

에 들어가는 또 다른 주요 경로는 혈액을 통해 이루어

지며 여기서도 일부 바이러스는 알파 라키스 포레스트 

바이러스, 신드 비스 바이러스 및 베네수엘라 말 뇌염

과 같이 매우 효율적일 수 있다. 임상 적 질환의 발병률

이 신경 감염의 빈도의 척도라고 추측하지만 이것이 사

실 일 가능성은 희박하다. 중추 신경계 감염과 임상 질

환 사이의 상관 관계를 결정하는 것은 어렵다. 설치류

의 실험적인 외인 접종 후 뇌에서의 바이러스 부하의 

검정은 그것이 바이러스 감염이 신경 침습에 매우 효과

적 일뿐만 아니라 명백한 임상 질환을 드물게 일으킬 

수 있다. 비 접적 인구 집단에서 SSPE 발병률은 1 년에 

약 백만 명의 어린이들로 추정된다. 그러나 홍역 바이

러스가 이것이 암시하는 것보다 효율적으로 신경 침투

가 가능할 수 있다. 

연구자들은 체외에서 myelin 연구를 위해 척수신경

절 뉴런과 슈반 세포 공동 배양 시스템을 개발하였다[1]. 

수초화의 연구는 1 차 슈반 세포에서 슈반 세포와 뉴런 

세포의 순수한 개체군을 분리하고 확립 할 수 있는 가능

성에 의해 촉진되었다. 포유 동물의 척수신경절 신경 세

포는 배양에서 생존하고 재생 될 수 있다[2-4].

Theiler 바이러스, 마우스 간염 바이러스 (MHV), 코

로나, 홍역 및 단순 포진 바이러스 -1과 같은 일부 바이

러스는 생쥐 또는 쥐의 신경계에서 탈수초성 유도의 원

인으로 알려져 있다. 헤르페스 심플렉스 바이러스 -1 

감염과 같은 바이러스는 중추 신경계 쥐의 탈수초성 뇌

염을 유발한다. 마우스 및 쥐는 체외 및 생체 내에서 수
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초 형성 및 탈수 초화 연구에 대한 중요한 모델로 사용

된다.

시험 관내 수초 형성은 1 차 슈반 세포 및 1 차 신경 

세포의 순수 집단과 함께 공동배양 함으로써 확립되었

다. 이러한 1 차  슈반 세포와 1 차 신경 세포의 순수 집

단은 쥐의 배아의 척수신경절에서 유도되었다. 이 방법

은 다른 기존의 방법보다 빠르게 슈반 세포와 신경 세

포의 고도로 정제 된 개체군을 생산하였다.

이 연구에서 우리는 척수신경절의 신경 세포와 슈반 

세포의 공동 배양과 함께 수초화된 세포의 인구를 만들

었습니다. 이 수초화된 세포가 Semliki forest virus에 감

염된 후 탈수초의 처리가 진행되었다. 우리는 수초화 

된  세포에서 발현되는 PMP22의 항체를 사용하여 수초

화 및 탈수초의 과정을 식별하고 구분할 수 있다.

Ⅱ. 본  론

2.1. 배아의 척수 신경절 의 준비

마우스의 태아는 수술적으로 접근하여 수술가위를 

사용하여 태반으로부터 분리하여 미리 준비된 1.5 mL 

Eppendorf 튜브에 옮겼다. 수직으로 봄 가위의 팁은 척

추 기둥의 바로 앞쪽에 있는 주둥이 끝 부분에 삽입하

고 주둥이에서 꼬리 방향으로 3-4개의 순차적 절단을 

시작한다. 척수의 한쪽 끝에서 시작하여 등쪽 뿌리에서 

나온 신경절이 꼬여 있었다. 모든 신경절 (약 37-42개

의 신경절 / 척수 / 배아)을 제거하고 모든 척수의 단계

를 반복했다. 0.25% 트립신 1.5 mL를 각 접시에 넣고 

접시를 37℃ 공기 배양기에 15-20분 동안 두었다. 각 튜

브에 10 mL의 L-15 / 10% FBS를 첨가하고 5 분 동안 

50g에서 신경절을 원심 분리 하였다. 펠릿을 첨가하고 

10 mL의 L-15 / 10 % FBS로 재현탁 시켰다. 상기와 같

이 5분 동안 원심 분리 한 후, 각 관에 1 mL 척수신경절 

배양액을 첨가 하였다. 팁을 불타서 좁은 구멍이 난 유

리 파스퇴르 피펫을 사용하여 펠렛을 10-15배 분쇄하

고 세포 현탁액에 척수신경절 배양액 1 mL를 추가하였

다. 이 해리 된 세포를 코팅되지 않은 35mm 접시에  배

양하였다.

2.2. 배아의 척수 신경절 세포의 현탁

18 시간 후, 해리 된 척수신경절의 플레이 팅을 배지

를 N2 / NGF 2 mL로 대체 하였다. 혈청이 없는 상태에

서 섬유 아세포 성장은 억제되고 축삭 관련 Schwann 세

포 전구체는 계속 증식한다. 배지를 변경할 필요가 없

다. 6-7일 후 축색 돌기를 형성하는 Schwann 세포 - 뉴

런 네트워크를 배양 배지로 옮겼다.

2.3. 슈반 세포의 정제

슈반 세포 뉴런 네트워크를 수집 한 후, 세포를 200g

에서 5 분간 원심 분리하여 펠렛화 하였다.

펠렛을 트립신 - 콜라게나제 용액에 재현탁 시키고 

30분 동안 37℃에서 배양 하였다. 슈반 세포 배지를 

첨가하여 반응을 정지시키고 세포를 상기와 같이 펠

렛 화 하였다. 펠렛을 항 Thy 1.2항체 용액 1 ml에 넣

고 37℃에서 30분간 배양하였다. 원심 분리 후, 토끼 

보체 용액 1ml에 펠렛을 넣고 37 ℃에서 30분간 배양 

하였다. 세포는 슈반 세포 배지에서 폴리 -L- 라이신

으로 코팅 된 100mm 배양 접시에 도말하고 37 ℃에

서 30분 동안 배양하였다. 다음날 양극성의 스핀들 

모양의 Schwann 세포를 N2-Schwann 세포 성장 배지

로 대체하였다. Neuregulin과 Forskolin은 슈반세포의 

증식을 자극하는 반면, 오염된 섬유 아세포의 성장은 

혈청이없는 상태에서 억제된다. 신경 세포는 NGF가

없는 배지에서 2일 이내에 죽는다[5]. 6내지 7일 후, 

세포를 1 × 106 세포 / 100 mm 플레이트의 밀도로 새

로운 폴리 -L- 라이신 - 코팅 된 플레이트 상에서 재배

양 하였다.

2.4. 항 유사 분열 칵테일의 첨가

배양액을 37 ℃, 5 % CO2에서 배양 하였다. 24 시간 

후, 150 ㎖의 NGF 저장 용액 (NG 배지에서 5- 플루오

로 데옥시 우리딘 및 우리딘 40 mM, 1 mM Arabinofur- 

anosyl Cytidine (Ara C, Sigma-Aldich, Saint Louis, 

MO))을 각 웰에 첨가하여 5-fluorodeoxyuridine / uridine 

20 mM의 최종 농도로 만들어 배양액을 5 % CO2 배양

기에서 37 ℃로 배양 하였다. 72 시간 후, NGF 저장 용

액의 2/3를 NG 배지로 교환하고 배양액을 2 일마다 NG 

배지로 재 공급 하였다. 세 가지 배지를 변경한 후, 뉴런

은 슈반 세포 추가에 대한  준비가 되었다 [2].

2.5. 척수신경절 신경 세포 배양에 슈반 세포의 첨가

슈반 세포를 소화시키고 10% FBS를 함유하는 
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DMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA)으로 1 회 세척 한 후 

C 배지 (MEM, 10 % FBS, 2mM l- 글루타민, 0.4 % 글

루코스 및 50ng / NGF)에서 재현탁 하였다. 각 척수신

경절 배양액에 슈반 세포 100 mL (약 200,000 세포)를 

C 배지상태에서  첨가 하였다. 3 일 후, 공동 배양체에 

50 mg / mL의 아스코르브 산을 보충하여 기초 층 형성 

및 수초 형성을 시작하도록 하였다. 수초화 형성 기간

은 21 일까지 지속되었다. 수초 형성 과정을 위상차 현

미경으로 관찰하고 관찰하였다.

2.6. 면역 세포 화학

수초화 형성을 관찰하기 위해 척수신경절 뉴런 / 슈

반 공동배양 (초기 미엘린 형성 후 14 일)을 PMP22에 

대한 단클론 항체 (mAb)를 포함하는 1 차 항체로 표지 

하였다[6-8]. PBS로 3 회 세척 한 후, coverslips를 실온

에서 60 분 동안 Alexa Fluor 488 마우스 항 - 토끼 IgG 

및 Alexa Fluor 594 염소 항 - 마우스 IgG (Invitrogen, 

Carlsbad, CA)를 첨가하여 배양 하였다. PBS로 최종 세

척한 후, 슬라이드를 장착 유체(DAKO Ltd., Carpenteria, 

CA)로 장착하고 형광 현미경 (Olympus, Tokyo, Japan) 

하에서 시각화 하였다. 형광 현미경의 이미지는 컴퓨터 

프로그래밍으로 설계된 디지털 영상으로 기록되고 

Image-Pro Plus (Media Cybernetics, Atlanta, GA)를 이

용하여 처리 되었다.

Ⅲ. 결 과 

본 실험과정은 다음과 같은 4 단계로 구성되어 있다 

: 첫 번째 단계는 배아의 척수 신경절 세포의 현탁과

정, 두 번째 단계는 안티 mitotic cocktail의 추가과정, 

세 번째 단계는 척수신경절 세포의 정제과정, 및 네 번

째 단계는 척추 신경절 세포에 슈반 세포의 추가과정

이다(그림 1).

본 실험과정은 기존의 전통적인 방법에 비해 2배정

도 실험기간을 단축 시키는 시간적으로 경제적으로 좋

은 실험 방법이였다. 본 연구과정의 결과로, 수초 형성

의 형성을 위해  래트(쥐) 배아의 척수신경절 (E 16 일)

로부터 슈반세포와 신경 세포를 각각 제조하였고 배양 

하였다(그림 2).

Fig. 1 Procedure of coculture with Schwann cells and 
neuronal cells for myelination

Fig. 2 Purfication of populations of Schwann cells and 
neuronal cells, respectively, from DRG of rat embryo (E 
16 day) (A: DRG; B: neuronal cells; C: Schwann cells). 

수초 형성 및 탈수초 과정을 확인하기 위해, 세포 집

단을 PMP22에 대한 단클론 항체로 표지하고 형광 현미

경으로 관찰하였다. 수초화된 세포의 집단은 수초화  

단백질에 결합하는  PMP22에 대한 단일 클론 항체로 

인해 형광 색소를 나타낸다. 한편, 탈수초화된 세포의 

집단은 PMP22에 대한 단일 클론 항체가 없기 때문에 

형광색소가 발생하지 않았다 (그림 3).
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Fig. 3 Identification and distinction of myelination and 
demyelination processing with monoclonal antibody against 
PMP22 (A: population of myelinated cells, B: anti-PMP22 
in myelinated cells C: population of demyelinated cells, D: 
anti-PMP22 in demyelinated cells).

Ⅳ. 토 론

본 연구에서, 수초 형성은 각각 일차 슈반 세포 및 일

차 신경 세포의 순수 집단과 함께 배양함으로써 구성되

었다. 일차 슈반 세포와 일차 신경 세포의 공동 배양 집

단은 각각 래트 배아의 척수신경절에서 유도되었다.

사실 상 실험과정에서 일차 슈반 세포 및 일차 신경 

세포의 순수 집단을 각각 분리하여 배양하는 것은 쉽지 

않았으며 더욱이 일차 슈반 세포 및 일차 신경 세포의 

각각 순수 집단을 함께 공동배양한다는 자체가 매우 힘

들고 많은 실패를 동반한 과정이였다.

하지만 우리는 본 연구결과를 통해서 Semliki forest 

virus가 공동 배양체 집단을 감염 시켰을 때 신경 세포

에 작용하여 수초 형성 과정을 파괴하는 것을 현미경적

으로 관찰할 수 있었다. 현미경적 관찰보다 확실한 증

거는 항체를 이용한 PMP22의 검출이였다. 즉 PMP22

에 대한 단클론 항체 (형광 염료로 표지 됨)의 존재는 수

초화 형성 세포의 존재를 나타내고 수초화 과정을 의미

한 것이다. 반대로  PMP22에 대한 단클론 항체의 부재

는 탈수초화 형성 세포의 존재를 나타낼 뿐만 아니라 

탈수초화 과정을 의미하게 되는 것 이였다.  

따라서 본 연구를 통하여 Semliki forest virus에 의한 

감염은 이 바이러스가 수초화로 형성된 세포집단을 탈

수초화를 발생 시키고 유도한다는 것을 확인하게 해주

었다.
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