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Ceramide에 의한 신경세포 사멸과정에서 p62의 역할
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요  약  p62는 산화스트레스가 주요 원인 중 하나인 퇴행성 뇌질환과 연관된 엉긴 물질(aggregate)의 주요 구성성분
이다. 퇴행성 뇌질환과 관련된 것으로 알려진 hydroxydopamine이나 C2-ceramide를 신경모세포종 세포주인 SH-SY5Y에 
처리하였을 때 p62의 발현이 유도되며 시간이 지날수록 그 양이 증가되었다. 또한 p62를 과발현시키면 ceramide에 의
한 SH-SY5Y 세포의 사멸이 지연되었다. 이 과정에서 p62는 시간이 경과됨에 따라 침전화되며 절단되었다. 이 결과
로 p62의 신경보호효과와 여러 종류의 퇴행성 뇌질환에서 p62가 엉긴 물질에서 발견되는 이유를 추측할 수 있다.

Abstract  p62 is a key component of protein aggregates found in brains of neurodegenerative diseases in which 
oxidative stress is involved in the pathogenesis. p62 was induced in SH-SY5Y, a neuroblastoma cell line, by 
hydroxydopamine or C2-ceramide known to be related to neurodegenerative diseases. The over-expression of p62 
showed the neuroprotective effect against the ceramide induced cell death. In addition, p62 became insoluble and 
cleaved forms as time proceeded after the ceramide treatment, suggesting the mechanism by which p62 is 
associated with aggregates in neurodegenerative diseases. 
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1. 서론

신경세포는 발생하고 시냅스를 재구성하는 과정에서 
끊임없이 사멸하며, 스트레스와 세포독성인자에 의한 세
포사멸은 퇴행성 뇌질환의 주요 요인이 된다. 이 중 산화
스트레스 (oxidative stress)는 알츠하이머병, 파킨슨씨병, 
헌팅톤질환 및 뇌허혈성 질환등과 같은 다양한 퇴행성 
뇌질환을 유발하는 원인과 많은 연관 관계를 가진 것으
로 알려져 있다[1, 2]. 뇌허혈성 질환 (cerebral ischemia)
은 산화제의 증가와 많이 관련되어져 있고, 특히 산소에
서 유리되는 유리 라디칼(free radical)은 조직손상의 주요 
원인으로 알려져 있다[3, 4]. 신경독성과 관련된 산화 라
디칼의 종류에는 과산화수소 (H2O2), superoxide anions 
(O2

-), 수산화기(OH) 등이 있다.

p62는 p56lck 결합단백질로서[5] 산화스트레스를 비롯
한 여러 종류의 스트레스 조건에서 발현이 유도된다
[6-8]. 또한 p62는 다양한 퇴행성 뇌질환 환자의 뇌에서 
단백질 엉김(protein aggregates)으로 존재하는데, 알츠하
이머병 환자 뇌의 neurofibrillary tangel, 파킨스씨병에서 
Lewy체, ALS의 단백질 엉김 등에 p62가 존재하는 것이 
보고되었다 [9-11]. 이번 연구에서는 유리 라디칼을 생성
하는 것으로 알려진 6-hydroxydopamine (6-OHDA)과 산
화스트레스를 비롯한 TNFα, interleukin 1β 등의 자극
에 의해 세포에 축적되어 퇴행성 뇌질환의 원인이 되는 
것으로 알려져 있는 ceramide가[12, 13] 신경세포에 작용
할 때  p62가 어떤 역할을 하는지 알아보았다.
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2. 재료 및 방법

2.1 세포배양과 처리

Human embryonic kideny cell line인 293 세포와 인간 
신경모세포종 세포주인 SH-SY5Y는 ATCC(USA)에서 구
입하여 ATCC에서 추천하는 다음의 조건에서 배양하였
다. 즉 DMEM에 10% fetal bovine serum(FBS, Hyclone, 
USA), 0.1 mg/ml antibiotics, 2 mM L-glutamine, 1 mM 
sodium pyruvate, 1.5 mg/ml sodium bicarbonate를 첨가하
여 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다. 이 외 SH-SY5Y 
세포의 배양에는  0.1 mM MEM non-essential amino acid
를 첨가하였다. 실험을 수행할 때 SH-SY5Y 세포에 여러 
농도의 C2-ceramide와 hydroxydopamin(100 μM)을 처리
한 후,  2% FBS가 첨가된 media에서 세포를 배양하였다.

2.2 Adenovirus의 정제 및 처리

p62 단백질을 과발현하도록 고안한 아데노바이러스 
p62-Ad[14]는 Joung[14] 등이 사용한 표준방법에 의해 증
폭하고 cesium chloride density gradient 원심분리를 이용
하여 정제하였다. Adenovirus는 C2-ceramide를 처리하기 
24시간 전에 2% FBS가 첨가된 media에서 SH-SY5Y 세
포에  100 MOI (multiplicity of infection)로 감염시켰다.

 

2.3 RT-PCR

SH-SY5Y 세포로부터 Trizol을 이용하여 RNA를 추출
한 후 이를 AMV reverse transcriptase과 random hexamer
를 이용하여 역전사하여 cDNA를 합성하였다. p62 서열
은 5'-TGCCCAGACTACGACTTGTG-3'과 5-'CCAGCCGCC 
-TTCATCAGAGA-3'을  이용하여 증폭시켰다. 시료에 동일
한 양의 RNA가 들어 있는지 확인하기 위해 GAPDH 서열을 
5 ' - T G G T A T C G T G G A A G G A C T C A T G A C - 3 ' 과 
5'-ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC-3'을 이용하여 
증폭시켰다. 

2.4 세포 처리 및 Western blot 분석

C2-ceramide(50 μM)를 처리 한 SH-SY5Y 세포는 시간
에 따라 lysis buffer(20 mM Tri-Cl pH 7.5, 137 mM 
NaCl, 40 mM β-glycerophosphate, 5 mM EDTA, 1% 
Triton X-100, 1 mM Na3VO4, 50mM NaF, 10 μg/ml 
aprotinin, leupeptin, pepstatin A, 1.0 mg/ml AEBSF)에 용
출시켜 10분간 원심분리 한 후 상층액(soluble fraction)을 
취하였다. 침전물(insoluble fraction)에 10 mM Tris-Cl, 
pH 7.5, 1% SDS 용액 50 μl를 넣고 상온에서 10분간 반
응시키고 20초간 sonication 처리 후 10분간 원심분리하

여 상층액을 사용하였다. 상층액의 단백질 30 μg을 
SDS-PAGE로 분리 한 후 nitrocellulose membrane에 
transfer하고 여러 종류의 항체와 반응시킨 후  
pico-enhanced chemiluminescence (Dongin biotech, 
Korea)를 이용하여 확인하였다. 실험에 사용한 1차 항체
는 다음과 같다. anti-phospho-Akt (Thr308; Cell 
Signaling, USA), anti-Akt(Cell Signaling, USA), anti-T7 
(BD Bioscience, USA), anti-β-galactosidase (Promaga, 
USA), anti-PARP(Santa Cruz). anti-Flag(Sigma, USA), 
anti-p62(BD Bioscience, USA), anti-actin(Promega, USA). 

2.5 MTT assay

MTT{3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl-tetrazoli
m bromide}를 이용하여 세포의 생존률을 측정하였다. 96 
well에 배양한 SH-SY5Y 세포에 C2-ceramide (50 μM)를 
처리한 후 시간에 따라  5 mg/ml MTT 용액을 배양액 부
피의 1/10이 되게 넣고 37℃에서 4-6시간 반응시켰다. 용
해성 용액을 넣고 다시 12시간 반응시킨 후 microplate 
reader로 570 nm에서 O.D를 측정하였다. Ceramide를 처
리하지 않았을 때의 값을 100%로 하여 세포 생존률을 구
하였다. 각 실험은 5번 이상 반복하여 가장 대표적인 값
을 제시하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1 신경세포 사멸을 유도하는 6-OHDA와 

    ceramide에 의한 p62의 발현 유도

우리는 신경세포의 사멸과정 동안 p62의 역할을 규명
하기 위해 먼저 퇴행성 뇌질환과 관련되어 세포사멸을 
유도하는 두 가지 조건에서 p62의 발현양상을 조사하였
다. 카테콜아민성 신경독소인 6-hydroxydopamine(6-OHDA)
은  쉽게 유리 라디칼을 형성하며 파킨스씨병 환자에게
서 내생적으로 형성된다고 보고되었다 [15]. p62는 파킨
스씨병을 비롯한 다양한 퇴행성 뇌질환 환자의 뇌에서 
엉긴 물질로 발견되므로 6-OHDA에 의한 신경손상 과정
에서 p62의 역할을 알아보았다. 인간 신경모세포종 세포
주인 SH-SY5Y에 6-OHDA를 처리하였을 때 시간이 경과
함에 따라  단백질과 RNA 수준에서 p62의 발현이 증가
되는 것을 Western Blotting과 RT-PCR을 이용한 실험에
서 알 수 있었다(그림 1). 

  



한국산학기술학회논문지 제10권 제3호, 2009

650

[그림 1] SH-SY5Y 세포에서 6-Hydroxydopamine (OHDA)

에 의한 p62의 발현 유도.

[그림 2] C2-ceramide에 의한 SH-SY5Y 세포의 사멸과 p62

의 발현. (A) C2-ceramide의 농도에 따른 
SH-SY5Y 세포의 사멸 증가. (B) C2-ceramide를 
세포에 처리했을 때 p62의 발현 유도

다음에는 ceramide에 의한 신경손상 과정동안 p62의 
역할을 알아보았다. Ceramide는 신경성 허혈[16], 알츠하
이머병[17]과 같은 급성 또는 만성 퇴행성 신경질환의 발
병에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 여러 가지 
농도의 C2-ceramide를 이용하여 신경세포에 손상을 주는 
최적농도를 확인하는 실험에서 50 μM의 C2-ceramide를 
SH-SY5Y 세포에 24시간 처리였을 때 50% 정도의 세포
가 사멸하는 것을  확인하였다(그림 2A). 이 조건에서 
endogenous p62의 발현이 현저히 증가되는 것을 Western 
blot 분석으로 확인하였다 (그림 2B). C2-ceramide의 농도
가 증가하거나 media의 혈청 농도가 감소할수록 p62의 
발현 정도가 증가함으로, 세포사멸이 더욱 진행되면서 
p62의 발현이 유도되는 것을 알 수 있다. 이는  신경전구
세포가 혈청을 제거한 상태에서 분화가 진행될 때 p62의 
발현이 유도되는 이전의 연구 결과와 일치한다[14]. 이상

의 결과로 C2-ceramide, 6-OHDA등 퇴행성 뇌질환의 발
병과 관련이 있는 물질로 처리하였을 때  SH-SY5Y 세포
에서 p62의 발현이 증가되므로 이는 p62가 신경세포의 
손상에 의한 퇴행성 뇌질환에 연관되어 있음을 시사한다.

3.2 p62의 과발현에 의해 C2-ceramide에 

    의한 SH-SY5Y 세포의 사멸 지연

앞의 실험에서  C2-ceramide에 의해 p62의 발현이 유
도되는 것을 관찰하였으므로 p62가 ceramide에 의한 신
경세포 사멸과정에서 어떤 역할을 하는지 알아보았다. 
p62를 과발현하는 아데노바이러스(p62-Ad)를 SH-SY5Y 
세포에 감염시킨 후 C2-ceramide를 처리하였을 때 
caspase의 작용으로 poly (ADP-ribose) polymerase(PARP)
가 절단되는 현상을 조사하였다. 세포 사멸과정동안 
caspase의 활성에 의해 PARP는 116 kDa의 full-length 단
백질이 사라지며 96 kDa의 절단된 펩티드가 생성 된다 
[18]. p62-Ad가 감염된 세포에서는 대조군인 LacZ-Ad를 
감염시킨 세포에 비해 C2-ceramide 처리 후 12시간까지 
PARP의 절단이 지연되는 것을 알 수 있었다. 그 이후에
는 PARP의 절단 정도는 비슷하게 나타났다(그림 3). 또
한 생존 키나제인 Akt는 p62-Ad를 감염한 세포에서 인산
화가 더 많이 일어났으며, LacZ-Ad를 감염한 세포에서는 
36시간 후에 Akt의 인산화를 관찰할 수 없는 반면 
p62-Ad를 감염시킨 세포에서는 Akt가 계속 인산화되어 
있는 것을 알 수 있었다(그림 3). Akt는 여러 종류의 생존 
신호전달과정동안 인산화되며 Akt의 인산화는 신경세포
의 생존에 중요하다고 알려져 있다[19]. 이 결과는 p62의 
발현이 C2-ceramide에 의해 야기되는 신경세포의 사멸을 
지연시키는 것을 시사한다.

[그림 3] C2-ceramide에 의한 세포사멸과정에 있는 SH-SY5Y 

세포에서 p62의 과발현에 의한 세포사멸의 저해
와 생존 키나제 Akt의 인산화 증가. PARP 항체
를 이용한 Western Blot에서 위의 밴드는 full 

length PARP, 아래 밴드는 caspase에 의해 절단
된 펩티드 산물을 나타낸다. β-actin의 양으로 각 
시료에 같은 양의 단백질이 들어있는 것을 알 수 
있다.
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3.3 C2-ceramide 처리 후 p62의 절단과 불

용화 현상

다음에 p62가 신경세포의 사멸을 지연시킬 때 어떤 현
상이 일어나는지 조사하였다. C2-ceramide를 처리한 
SH-SY5Y 세포의 추출액 중 시간이 경과함에 따라 Triton 
X-100에 용해되는 endogenous p62의 양(soluble)은 점차 
감소하는 반면 불용성 분획에 있는 endogenous p62의 양
(insoluble)은 증가하였으며, 불용성 분획에서 p62의 절단 
산물이 발견되었다(그림 4).

이는 퇴행성 뇌질환이 진행하는 동안 p62가 단백질 엉
김에서 발견되는 것과 비슷한 현상이다. 

 

[그림 4] C2-ceramide를 처리한 SH-SY5Y 세포에서 관찰
되는 p62의 절단현상. 

[그림 5] C2-ceramide를 처리한 SH-SY5Y 세포에서 p62의 
절단산물의 운명을 Western Blot으로 조사. (A) 

T7 항체로 조사한 C-말단의 위치. (B) Flag 항체
로 조사한 N-말단의 위치.

Ceramide에 의한 신경세포 손상과정에서 일어나는 
p62의 절단과 불용화 현상을 좀 더 자세히 규명하기 위
해 p62-Ad를 세포에 감염시킨 후 p62의 운명을 조사하였
다. p62-Ad에 의해 발현되는 p62 단백질은 N-말단에 
Flag tag을, C-말단에는 T7 tag을 달아 N-과 C-말단을 구
별할 수 있게 고안하였다. T7 항체로 검출한 결과 p62는 
C2-ceramide 처리 후 12시간부터 C-말단 부위를 포함한 
절단 산물(약 45 kDa)이 명확히 보이고, 대부분 가용성 
분획에 존재하지만 시간이 갈수록 불용성 분획으로 들어
가는 양이 증가하였다 (그림 5A). 흥미로운 사실은 Flag-
항체로 조사한 결과 p62의 N-말단 절단 산물(약 25 kDa)
은 12시간이나 24시간에서 가용성 분획에서는 잘 발견되
지 않지만 불용성 분획에서 뚜렷이 관찰되며, 24시간 후
에는 더욱 더 작은 조각으로 절단되며 모두 불용성 분획
으로 들어가는 것이다(그림 5B). 

C2-ceramide에 의한 신경세포 사멸과정동안 p62가 계
속해서 불용성 분획으로 들어가는 것을 보여주는 위의 
결과는 퇴행성 뇌질환 환자의 뇌의 엉긴 물질에서 p62가 
발견되는 이유를 추측할 수 있게 한다. 이는 다양한 퇴행
성뇌질환에서 sphingomyelin의 가수분해에 의하여 
ceramide의 생성이 촉진된다고 알려져 있기 때문이다
[16]. 또한 이번 연구의 결과는 p62가 세포사멸과정에서 
활성화되는 caspase에 의해 절단되어 N-말단 부위가 침
전하는 것을 보여준다. p62의 N-말단 부위는 PKCξ등 
여러 종류의 단백질과 결합하는 것으로 알려져 있으므로
[20] 신경세포의 사멸과정동안 활성화된 caspase에 의해 
p62가 절단된 후 N-말단 부위가 다른 단백질과 결합하여 
엉긴 물질을 형성할  수도 있을 것이다. 이런 일련의 현
상이 ceramide에 의해 p62의 발현이 유도되고, p62의 과
발현이 ceramide에 의한 신경세포 사멸을 지연시키는 메
커니즘과 연관이 있을 가능성이 있다.  

실제 알츠하이머병에서 산화스트레스에 의해 유도된 
철에 의해 알츠하이머 아밀로이드 전구체 완전단백질
(APP; Alzheimer's amyloid precursor holo-protein)의 발현
이 증가되며 APP는 절단되어 amyloid-beta 단백질(Abeta 
protein)을 형성하는데, 알츠하이머병에서 Abeta 단백질
이 산화스트레스를 감소시키는 보완적인 역할을 한다는 
보고가 있다[21]. 또 다른 퇴행성 뇌질환의 하나인 헌팅
톤병에서 돌연변이 헌팅틴 단백질의 N-말단 절단과 엉김
현상이 독성을 일으키는 원인이 되지만, 이 엉김이 신경
세포의 보호 효과를 보인다는 보고도 있다[22]. p62도 
Abeta, 헌팅틴 단백질과 같이 퇴행성 뇌질환의 진행과 함
께 절단되며 특정 부위로 엉김을 형성할 가능성이 있다. 
그러나 이와 같은 p62의 절단과 침전화 현상이 어떻게 
신경세포의 사멸을 지연하는지에 대한 메커니즘을 자세
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히 규명하기 위해 더 많은 연구가 진행되어야 할 것이다. 
p62에 의한 신경세포 사멸 메커니즘이 자세히 규명되면 
p62를 퇴행성 뇌질환의 치료제 또는 진단 마커로 사용할 
수 있을 것이다.
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