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요  약  글루탐산염(Glutamate)은 척추동물의 중추신경계에서 중요한 흥분성 신경전달물질 중의 하나이다. 글루탐산염의 대
사를 조절하는 사람 글루탐산염 탈수소 효소(hGDH)는 정신분열증(schizophrenia) 환자의 대뇌에서 발현이 증가한다는 연구
들이 있었다. 본 연구에서는 정신분열증과 연관된 항정신성약물인 haloperidol, risperidone, (±)-sulpride, chlopromazine 
hydrochloride, melperone, (±)butaclamol, domperidone, clozapine에 의한 hGDH의 효소활성변화를 확인하고자 하였다. 우선, 
유전자 재조합을 통해 hGDH 동종효소 hGDH1, hGDH2를 합성하였다. 합성된 hGDH1과 hGDH2에 대한 항정신성약물의 억
제효과를 효소검사법(enzyme assay)을 통해 확인한 결과, haloperidol, (±)-sulpride, melperone, clozapine에 의해 hGDH1과 
hGDH2의 효소활성이 억제되었다. 또한, 단백질 인산화 효소 측정법(kinase assay)을 하여 haloperidol이 기질인 알파-케토글
루타르산에 대하여는 비경쟁적 저해반응(noncompetitive inhibition)을, NADH에 대하여서는 반경쟁적 저해반응(uncompetitive
inhibition)이 나타는 것을 확인하였다. 입체성 다른 자리 작동체(allosteric effector)인 L-leucine이 다른 정신병치료제에서는 
hGDH2의 억제를 회복시켰지만 오직 haloperidol에서는 효소의 활성이 회복되지 않았다. 따라서 본 연구는 hGDH1과 hGDH2
에서 항정신성약물에 의한 효소활성 억제를 비교하여 확인하였으며, 중추신경계에서 haloperidol이 GDH 활성 조절과 함께 
글루탐산 농도를 조절할 수 있다는 가능성을 제시한다. 

Abstract  Glutamate is one of the major excitatory neurotransmitters in the central nervous system of vertebrates. 
Human GDH (hGDH) is the enzyme that regulates the glutamate metabolism and its expression is higher in the brains
of schizophrenia patients than in normal subjects. This study examined the changes in the hGDH enzymatic activity
caused by antipsychotic drugs (haloperidol, risperidone, (±)-sulpride, chlopromazine hydrochloride, melperone, 
(±)butaclamol, domperidone, clozapine) related to schizophrenia. First of all, hGDH isozymes (hGDH1, hGDH2) were
synthesized by genetic recombination. As a result of the enzyme assay, haloperidol, (±)-sulpride, melperone and 
clozapine had an inhibitory effect on the hGDH isozymes. In addition, haloperidol showed a non-competitive 
inhibition against the substrate, 2-oxoglutarate. In contrast, it showed an uncompetitive inhibition against another 
substrate, NADH. The inhibitory effect of haloperidol on hGDH2 was abolished by the presence of L-leucine, an 
allosteric effector of hGDH, but by not other antipsychotic drugs. These results revealed the inhibition of enzyme 
activity by psychotropic drugs in hGDH isoenzymes (hGDH1 and hGDH2) and the possibility that haloperidol may 
be used to regulate the GDH activity and glutamate concentration in the central nervous system. 

Keywords : Antipsychotic drug, Glutamate, Human Glutamate Dehydrogenase (hGDH), Isozyme, Non-competitive 
inhibition, Schizophrenia, Uncompetitive inhibition
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1. 서론

정신분열병(Schizophrenia)은 사회적, 업무적 기능이 
저하된 정신병적 증상을 나타내는 심각한 정신질환

(Psychiatric disorder)으로 현재까지 치료방법이 없다 [1, 
2]. 정신분열증은 전 세계 인구의 1% 이상을 차지하며 
[3, 4], 환자들은 주로 청소년이나 20, 30대의 젊은 성인
층이기 때문에 [5] 환자 자신의 사회활동뿐만 아니라 경
제적 손실, 나아가 가족의 붕괴를 초래한다. 더욱이 정신
분열증의 정확한 발병 원인은 잘 알려져 있지 않기 때문

에 현재의 치료방식은 질병의 증상을 완화하는데 중점을 

두고 있다. 증상을 감소시키기 위해 현재 사용 중인 약물
로는 도파민 수용체(dopamine receptor) 등의 신경신호
전달물질 수용체(neurotransmitter receptor)를 막는 기존 
약물(typical antipsychotic dug)인 haloperidol 등 [6]과 
비교적 최근에 발견된 신약(atypical antipsychotic dug)
인 risperidone, clozapine 등이 있다 [7].  정신분열증의 
생물학적 원인은 신경전달물질(neurotransmitter)의 균형
이상, 또는 그 수용체(receptor)의 기능이상, 대뇌의 구조
와 기능의 이상, 유전적 요인 등으로 알려져 있지만, 확
실한 치료적 대상(therapeutic target)이 없어 치료제 개
발이 특히 어려운 질환이다.
글루탐산염(Glutamate)은 척추동물의 중추신경계에

서 흥분성 신경전달 기능을 수행하는 중요한 신경전달물

질 중의 하나이다 [8]. 하지만 글루탐산염의 흥분성 독성
은 다양한 퇴행성질환의 중요한 원인이 될 수 있다고 밝

혀진 바 있다 [9]. 특히, 두개 관 내 출혈(head trauma) 
[10], 정신분열증(schizophrenia) [11], 그리고 파킨슨병
(Parkinsonism) [12] 등의 뇌질환과 밀접한 관계가 있다
고 밝혀져 왔다.
사람 글루탐산염 탈수소효소(Human Glutamate 

dehydrogenase; hGDH)는 사립체(mitochondria)내에 존
재하는 효소(enzyme)로 세포내의 여러 대사에 관여하는 
동시에, 앞서 말한 중요한 신경전달물질 중의 하나인 글
루탐산염(Glutamate)의 대사를 조절하는 핵심적인 효소
이다 [13]. hGDH는 보조인자(cofactor) NAD+ 또는 
NADP+의 존재 하에서 글루탐산염을 2-oxoglutarate로 
전환하는 반응을 촉진시키거나 역반응으로 글루탐산염

의 대사를 조절하며, 대략 50-60 kDa 정도의 분자량이 
동일한 구성단위(subunit)가 모여 이뤄진  다중결합 단백
질(multimeric protein)이다 [13]. 체내 여러 부위에서 발

현되는 "Housekeeping gene"인 hGDH1과는 달리 
hGDH2는 신경세포(neuron) 과 고환(testis)에서 특이적
으로 발현되기 때문에 [14], hGDH2가 글루탐산염의 대
사와 대뇌의 에너지 대사를 조절하는 중요한 효소이고, 
정신분열증과 같은 퇴행성 뇌 질환에 있어서도 hGDH1
보다 더 많은 관여를 할 것이라 예상되었다. 실제로  해
마에 존재하는 후발성 기억 관련 유전자의 하나가 

hGDH라는 사실이 밝혀져 뇌의 기억 및 학습 작용에서 
중요한 효소라는 것을 뒷받침해 주고 있으며 [15], 
hGDH의 발현을 억제 하였을 때 도파민성 신경세포사가 
유발되고 도파민의 유입이 감소된다는 연구 결과 역시 

hGDH의 활성이 도파민 신경세포의 생존에도 깊은 관계
가 있음을 보여 주었다 [12]. 이 외에도 많은 연구결과들
이 hGDH가 신경보호 단백질(neuroprotective protein)로
서의 기능을 한다는 것을 뒷받침 해 주었다. 그러나 
hGDH 동종효소(isozyme)에 따른  관련 질환의 구체적
인 발병기전에서의 차이에 대해서는 밝혀진 바가 없어 

신경-특이적(nerve-specific) hGDH2의 존재에 대한 의
문점들이 풀리지 않고 있다. 특히 기존의 연구들은 
hGDH1과 hGDH2에 대한 기능적 차이를 구분하지 않고 
있어, 정신분열증과 같은 정신질환이나 퇴행성 뇌 질환
에서 신경 특이적인 hGDH2가 어떤 기능을 하는지에 대
한 연구는 계속 진행되어야 하는 실정이며, GDH 동위효
소를 분리하여 생화학적 변화를 본 연구는 아직까지 보

고되지 않았다. 
따라서 본 연구자는 hGDH1과 hGDH2에서의 항정신

병 약물에 의한 효소활성을 비교하여 확인함으로써, 정
신분열증에 있어 두 동위효소 간의 차이를 밝히고자 하

였다.
기존의, 그리고 새로 발견된 항 정신병 약물(typical 

and atypical antipsychotic drugs)인 Haloperidol, Risperidone, 
(±)-sulpride, Chlopromazine hydrochloride, Melperone, 
(±)butaclamol, Domperidone, Clozapine 등을 이용하여 
재조합 hGDH(recombinant hGDH)의 동위효소(isozymes)에 
대한 효소활성의 억제효과를 확인하였다. 그 중 가장 많
은 억제를 보여주는 haloperidol, (±)-sulpride, melperone, 
clozapine 등에서 어떤 특정한 경향(inhibition pattern)이 
있는 지 확인해보고, 입체성 다른 자리 작동체(allosteric 
effector)인 L-leucine이 항 정신병약물의 효소 활성 억제
효과를 회복시켰고, 예외로 haloperidol에서는 그런 효과
가 없음을 입증하였다.
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2. 재료 및 방법

2.1 재료

Haloperidol, Risperidone, (±)-sulpride, Chlopromazine 
hydrochloride, Melperone, (±)butaclamol, Domperidone, 
ClozapineNADH, NAD+, 2-oxoglutarate는 Sigma 
Chemical Co. 에서 구매하였다. 도데실 황산나트륨-폴
리 아크릴 아미드 겔 전기 영동 및 웨스턴블롯(Western 
blot)에서 마커 단백질 및 프리-캐스트 겔은 NOVEX에
서 구입 하였다. 저 분자량 마커 단백질은 Bio-Rad에서 
구입 하였다. 다른 모든 화학 물질과 용매는 시약 등급 
이상이었다. 전체적인 실험과정은 fig. 1.과 같다.

Fig. 1. The strategy of this study.  

2.2 hGDH1(hGDH2390–448)hGDH1와 hGDH2 

(hGDH1390–448)hGDH2 동종효소의 합성 

및 합성된 단백질 유무 확인

본 연구에 필수적인 사람 글루탐산염 탈수소효소Ⅰ 

(hGDH1) 및 사람 글루탐산염 탈수소효소Ⅱ (hGDH2) 
유전자들은 이미 오래전 본 연구자와 공동연구자에 의해

서 화학적으로 합성하여 E. coli 내에서 대량으로 얻는데 
성공하였다 [16]. 재조합 hGDH는 수용성 형태로 만들
어 졌으며, 활성도나 분자량 및 기타 생화학적 특성에 있
어 조직에서 분리한 효소들과 동일하였다. 이렇게 화학
적으로 합성된 hGDH 유전자는 대략 30 염기쌍(bases) 
마다 고유의 제한효소 처리부위(restriction enzyme 
sites)가 존재하여 원하는 어느 부위든 자유롭고 간편하
게 돌연변이 유전자 삽입법(cassette mutagenesis)을 수
행할 수 있게 고안되었다. 이러한 합성 유전자(synthetic 

genes) 및 돌연변이 유전자 삽입법을 이용하여 단백질의 
활성부위 및 조절인자 결합부위의 구조에 관한 연구결과

를 발표한 바 있다 [17-19].

2.3 E. coli 균주(Bacterial Strains)

Invitrogen에서 구매한 E. coli DH5α는 유전자 운반
체를 매개로한 형질전환(plasmid-mediated transformations)
의 숙주(host strain) 균으로 사용되었다. E. coli PA340 
(thr-1 fhuA2 leuB6 lacY1 supE44 gal-6 gdh-1 hisG1 
rfbD1 galP63 Δ(gltB-F)500 rpsL19 malT1 xyl-7 mtl-2 
argH1 thi-1은 미국 예일 대학교의 E. coli 유전자 보관 
센터(Genetic Stock Center, Yale University, New 
Haven, CT, USA)의 Dr. Mary K.B. Berlyn에게 제공받
았으며, 유전자 운반체(plasmid)에 의해 생성된 GDH의 
활성을 테스트하는데 사용되었다. E. coli BL21 (DE3)
은 재조합 hGDH2의 높은 발현을 통한 대량의 효소를 
얻기 위해 사용되었다.

2.4 효소 검사법(Enzyme Assay)과 단백질 

인산화 효소 측정법(Kinetic Assay)을 

이용한 효소의 활성 측정

본 연구자가 이전의 연구에서 한 방법을 이용하여 측

정하였다 [17-19]. hGDH 동종효소 hGDH1, hGDH2들
을 각각 E. coli 을 초음파분쇄기로 용해하여 수용성 형
태로 얻은 세포 내 단백질을 His-tag affinity column으
로 정제하여 사용하였다. 아크릴아마이드 겔 전기영동 
법 (Polyacrylamide Gel Electrophoresis; PAGE)와 
Western blot 기법을 이용하여 수용성의 hGDH  효소
(단백질)의 존재를 확인하였다 (Fig 1). 25℃에서 50 
mM Triethanolamine pH8.0, 100 mM Ammonium 
acetate, 0.1 mM NADH, 1mM ADP, 2 mM EDTA, 2 
mM 2-oxoglutarate를 넣어 반응시키고, 340 nm에서 흡
광광도계(spectrophotmeter)를 이용하여 흡광도에 의한 
hGDH의 활성정도를 측정할 수 있었다. Enzyme 1 unit
은 25 ℃에서 1μmol 을 산화시키는데 필요한 효소의 양
이다. Km 값과 Vmax 값을 구하기 위해 이중 역수 그래
프(double-reciprocal plot) 분석을 이용하였다.

2.5 데이터 분석

달리 언급하지 않는 한, 각 실험 결과 값들은 같은 조
건에서 삼중(triplet) 실험결과의 평균값을 의미한다. 또



정신분열증 치료제에 의한 사람 글루탐산염 탈수소효소 동종효소의 억제효과

155

한, 이 값들의 표준 편차를 구해 각각의 그래프에서 오차 
막대로 표시하였다.

Fig. 2. Electrophoresis of hGDH isozymes (A) Western 
blot analysis of hGDH proteins (B) SDS-PAGE 
of purified hGDH proteins

3. 결과

3.1 기존 항 정신병 약물 또는 새로운 항 

   정신병 약물의 재조합 hGDH 동위효소에

   대한 활성 억제효과

발현 및 정제된 사람 글루탐산 탈수소 효소(hGDH) 
동종효소(isoenzyme)에 대한 항 정신병 약물인 Haloperidol, 
Risperidone, (±)-sulpride, Chlopromazine hydrochloride, 
Melperone, (±)butaclamol, Domperidone, Clozapine의 
농도에 따른 효소활성억제효과를 확인하였다 (Fig 3). 
항 정신병 약물에 의한 hGDH 동종효소의 활성억제는 
이전의 연구 결과들과 일치했지만 모든 약물에서 억제효

과가 나타나지는 않았다. 기존의 약물(Typical drugs) 혹
은 신약(Atypical drugs) 간의 억제효과 또한 특정한 패
턴을 보이지 않았다. 실험에 사용한 약물 중 Haloperidol, 
(±)-sulpride, Melperone, Clozapine 에서 약물의 농도가 
증가함에 따라 효소활성이 감소하는 것을 확인할 수 있

었다 (Fig 3 A, C, E, H). 하지만 본 연구자가 예상했던 
바와는 달리, hGDH2에 대한 항 정신병 약물의 활성 억
제효과는 hGDH1에 대한 억제효과와 같거나 혹은 더 낮
았다. 이러한 결과는 항 정신병 약물에 의한 hGDH의 억
제효과가 신경특이적인(nerve-specific) 동종효소인 hGDH2
에 영향을 끼치지 않고, 오히려 house-keeping isoenzyme인 

hGDH1에 특정하게 작용한다는 사실을 보여주는 결과
이다. 또한, Chlopromazine hydrochloride나 Domperidone의 
경우에는 hGDH2의 효소 활성을 오히려 증가시킨다는 
결과를 볼 수 있다 (Fig 3 D, G). 즉, 정신분열증에서 사
용되는 도파민 수용체(dopamine receptor)에 친화력
(affinity)을 가지는 항 정신병 약물들의 hGDH에 대한  
억제경향은 hGDH2보다는 hGDH1에서 더욱더 많이 나
타났으며, chlopromazine hydrochloride나 domperidone 
같은 특정 약물들은 오히려 hGDH의 활성제(activator)
로서 작용한 것을 보여준다.

Fig. 3. Concentration-dependent inhibition of hGDH1 
and hGDH2 by typical and atypical 
antipsychotics (A) Haloperidol, (B) 
Risperidone, (C) (±)-sulpride, (D) 
Chlopromazine hydrochloride, (E) Melperone, 
(F) (±)Butaclamol, (G) Domperidone, (H) 
Clozapinevigure title
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3.2 이중 역수 그래프(Double reciprocal plot)

로 나타낸 hGDH2의 Haloperidol에 의한 

활성억제 효과의 패턴

hGDH의 활성을 억제시키는 항 정신병 약물인 
Haloperidol, (±)-sulpride, Clozapine, Melperone의 억제
경향을 확인하기 위해 hGDH의 기질 농도를 변화시켜 
단백질 인산화 효소법(kinetic assay)을 수행하고 이중 
역수 그래프(double reciprocal plot)로 확인하였다. 
hGDH는 다른 자리 효소(allosteric enzyme)이기 때문에 
자극체(effector)에 의한 효소의 활성이 일정하게 조절되
지 않는 경우가 많았다. 그 중 hGDH2에 대한 
haloperidol의 억제 패턴만이 가장 의미 있게 확인되었
다. hGDH의 기질인 2-oxoglutarate에 대해서는 효소에 
대한 비경쟁적 저해반응(noncompetitive inhibition)을 
확인할 수 있었고, 조효소(coenzyme)인 NADH에 대해
서는 효소에 대한 반경쟁적 저해반응(uncompetitive 
inhibition)을 확인할 수 있었다 (Fig 4). 이는 haloperidol
에 의한 hGDH2의 활성억제에서 기질과 다른 부위에서 
효소와 반응하여 hGDH2를 억제한다는 것을 보여주는 
결과이다.

Fig. 4. The effects of haloperidol on hGDH2 activity. 
Km and Vmax of hGDH2 was obtained the 
presence and absence of 200 μM Haloperidol 
from initial velocity data and linear regression 
analysis of double-reciprocal plots. ■, control 
(hGDH2 only); △hGDH2 with 100 μM haloperidol.

3.3 항 정신병 약물에 의한 hGDH2의 활성억

    제에서 L-leucine의 회복효과

hGDH의 다른 자리 활성제(allosteric activator)인  
L-leucine의 처리에 따른 hGDH 동종효소의 항신병 약
물에 의한 억제 회복을 확인해 보았다. 어떤 약물도 처리
하지 않은 상태에서 L-leucine의 농도를 점차 증가시켰
을 때  효소 활성도는 에스자형 그래프를 보이기는 했지

만 농도와 비례하여 활성이 증가한 것을 확인 할 수 있

었다. 효소 활성을 억제하는 것으로 확인된 4가지 항 정
신병 약물(haloperidol, (±)-sulpride, melperone, clozapine) 
중에서 L-leucine에 의해서 활성이 회복되지 않는 것은 
haloperidol이 유일하였다 (Fig 5). 실험한 약물 중 
hGDH1처럼 억제하였을지라도 10mM의 농도의 L-leucine
에도 활성이 회복되지 않은 사실은 주목할 만하다. 이 결
과에 따르면 hGDH2에 대한 haloperidol의 억제 효과는 
hGDH1과는 다르게 아미노산(amino acid)에 의한 
hGDH의 활성과 관련이 있을 수도 있다고 예상할 수 있
다. 향후 hGDH1과의 변화 및 아미노산활성에 대한 억
제가 일어나는 것에 대한 연구와 신경세포에 재조합 

hGDH 동종효소를 형질도입(transfection)하여 세포 내 
항 정신병 약물과의 연계성을 확인할 것이다.        

Fig. 5. Effects of L-leucine on inhibiton of hGDH2 by 
antipsychotics. Control, no drug treatment; 
Halo, Haloperidol; sul, (±)-sulpride; cloza, 
Clozapine; mel, Melperone, Each drugs were 
treated with 100 uM concentration

4. 고찰 및 결론

본 연구자는 hGDH1과 hGDH2에서의 항정신병 약물
에 의한 효소활성을 비교하여 확인함으로써, 정신분열증
에 있어 두 동위효소 간의 차이를 밝히고자 하였다. 먼
저, 항 정신병 약물 중 기존약물과 신약(typical and 
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atypical antipsychotic drugs)인 haloperidol, risperidone, 
(±)-sulpride, melperone, chlopromazine hydrochloride, 
(±)butaclamol, domperidone, clozapine 등을 이용하여 
recombinant hGDH 동위효소(isoenzyme)에 대한 효소
활성의 억제효과를 확인하였다. 그러나 본 연구자가 예
상했던 바와는 달리 신경특이적(nerve-specific) hGDH2
에서 보다 hGDH1에서의 억제효과가 두드러지지 않는 
결과를 보였다. hGDH1과 hGDH2의 정신분열증 약물에 
의한 활성억제의 차이를 확인하지는 못하였으나, 그 중 
가장 많은 억제를 보여주는 haloperidol, (±)-sulpride, 
melperone, clozapine 등에서 억제효과의 규칙성(inhibition 
pattern)이 있는 지 확인하였다. 그 결과, haloperidol이 
기질인 알파-케토글루타르산에 대하여는 비경쟁적 저해
반응(noncompetitive inhibition)을, NADH에 대하여서
는 반경쟁적 저해반응(uncompetitive inhibition)이 나타
났다. 이러한 결과는 클로로퀸의 결합 부위가 약물의 결
합에 의한 형태 변화에 기인 할 수 있다. 2- 옥소 글루타 
레이트 및 NADH와 억제 효과의 것과 다르다는 것을 나
타내며 기존의 연구인 chloroquine에서의 hGDH2에 대
한 활성억제 유형과 유사했다 [20]. L-leucine (hGDH의 
allosteric effector)이 항정신병약물에 의한 효소 활성 억
제효과를 회복시켰고, 그 회복은 유일하게 haloperidol에
서는 나타나지 않음 또한 입증함으로써 앞서 설명한 내

용을 뒷받침하였다.
본 연구에서 우리는 동위효소의 새로운 억제제를 찾

기 위해 일반적으로 사용하는 단백질 인산화 효소 측정

법(kinetic assay)을 사용하여 haloperidol이 신경특이성 
hGDH2의 잠재적 억제제라는 사실을 최초로 발견하였
고 이것은 항 정신분열증 약물로의 개발 가능성을 보여

주는 데 그 의의가 있다. 
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