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서 론

태아 중뇌세포를 이용한 동종 뇌이식은 1989년 처음으로 보

고21) 된이후현재까지시도되고있는파킨슨병의세포치료

법의 하나이다3-5,7,20). 파킨슨병의 증상은 흑질 내 신경세포의 약

60~80% 정도가감소되어발생되며, 효과적인증상의치료를위해

사람태아세포를이식하는경우에파킨슨씨병환자의한쪽증상을

위해서 최소한 4개체 이상의 태아 중뇌 조직이 필요하다31). 그 이

유는이식생존율이5~10% 이하로매우낮고, 충분한양의신선한

태아 조직 확보가 현실적으로 어렵기 때문이다1,5,7,20). 유전공학적

으로 도파민이나 영양인자(trophic factor)를 분비하도록 제작된

세포21,43), 돼지 태아 중뇌 세포(porcine embryonic ventral

mesencephalic tissue)15,35), 자가 부신수질세포25), polymer-

encapsulated 세포 등을 이용한 이식12) 등이 새로운 이식 원으로

개발되었고, 최근에는 타이로신 수산화 효소와 L-DOPA 생산에

관여하는 보조인자(co-factor)를 동시에 발현하도록 제작된 성상

세포(astrocyte)24), 9L 신경육종(gliosarcoma) 등을 이용한 세포

이식21) 등이 파킨슨씨병 치료에 시도되었으나 이상적인 효과를 얻

지못하고있는실정이다. 

사람 뇌내의 신경간세포(neural stem cell)는다양한 세포로 분

화할 수 있고 자기증식(self renewal)이 가능하다33,37). 특히 이식
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한 신경간세포가 생체 내에서 신경세포(neuronal cell)로 분화하

고 이식 부위 주변으로 이동하는 소견이 확인되면서 이식원으로서

의 사람 신경간세포가 최근 주목받기 시작하고 있다39). 그러나 이

들 신경 원조 세포도 이식 생존율이 낮아 이식한 세포의 생존율을

높이는것은이식치료성공의가장중요한인자중하나이다38).

세포고사(apoptosis)는 파킨슨씨병에서의 신경세포 변성의 중요

한기전중의하나이다31). 세포고사와관련된유전자인bcl-2의과

발현이유도된PC12 세포는도파민독성에대한저항력을보이고28),

β-아밀로이드(amyloid)에 의한 세포고사도 차단하였다는 보고가

있다40). 또한, bcl-2 과발현이 수산화 도파민(6-hydroxy

dopamine, 6-OHDA)에 의한 흑질(substantia nigra) 신경 세포

손상을 예방한다는 보고 등이 있다45). 세포고사와 bcl-2는 신경계

발생에중요하며8), 뇌의발육과정중bcl-w 및 bcl-xl의m-RNA

가대뇌피질, 해마, 시상부, 척수및후신경절(dorsal root ganglia)

등에서 높게 발현되고18), bcl-xl은 태생 직후뿐만 아니라 성인의

중추신경계내에서도발현된다17). Eves 등은신경세포주를이용하

여 세포고사를 유도하고 bcl-2 및 bcl-xl이 신경세포의 생존을 높

여준다고보고하였다13). 

본연구자들은사람신경원조세포주에bcl-xl 유전자를이입하

여 과발현을 유도하면 증식과 생존이 증강되므로 궁극적으로 이식

의효과를높여줄수있다고가정하고, bcl-xl 유전자를사람신경

원조 세포주인 C4 세포에 이입하고 세포 배양 환경에서 bcl-xl 유

전자과발현이세포생존율에어떤영향을주는지를관찰하였다. 

대상및방법

대상및재료

사람 신경 원조 세포주인 C4 세포를 대상으로 하고, 대상 군을

‘유전자 이입군’두 군과‘대조군’두 군 등으로 나누었다. C3-

EGFP-bcl-xl을 이입한 C4 세포(C3-EGFP-bcl-xl-C4 cells)

군을‘bcl-xl 유전자 이입군’으로, C3-EGFP(EGF) 벡터만 이입

한 C4 세포(C3-EGFP-C4 cells) 군을‘유전자 이입 음성대조군’

으로 분류하였다. 유전자 이입을 시행하지 않은 C4 세포를‘음성

대조군’으로 하고, bcl-xl이 이입된 신경세포 (bcl-xl-neuron)를

‘양성대조군’으로이용하였다.

C4 세포는 브리티쉬 콜롬비아 대학(University of British

Columbia, UBC, Canada)으로부터, bcl-xl c-DNA는 미 국립

보건원(NIH, MD, USA)에서 제공받았다. C3-EGFP 플라스미드

(plasmid)는 Clontech Laboratories Inc.(Palo Alto, CA)에서,

그리고 LipofectAMINE과 사람 섬유아세포 성장인자(human

basic fibroblast growth factor, h-bFGF)는 Life Technolo-

gies(GIBCO BRL, Gaithersburg, MD)에서 구입하였으며, 기타

재료는 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO)에서 구입되었다.

웨스턴 블롯(Western blot analysis)을 위한 bcl-xl 다클론성 항

체(polyclonal antibody)는 Santa Crus(USA)에서 구입하였다.

Green fluorescent protein(GFP)을 추적용 표식자로 이용하기위

해 bcl-xl에 C3-EGFP 벡터를 PCR을 이용하여 시발물질(primer)

은 5‘-CTG TAG GCT TGA ATT CAA + GTG + ATG TCT CAG

AGC AAC CGG GAG CTG GTG-3’, 및 5‘-CTA CAG GAA YYC

YCY AYY YCC CYA CYA AAG AGT GAG CCC AGC AGA ACC

ACG CCG-5’로 PCR 방법에 의해 제작하였다. 사람 신경원조세포

주의유지와배양을위해사람섬유아세포성장인자20ng/ml가포

함된 UBC1(University British Columbia 1) 배지를 사용하였다.

UBC1 배지에는human insulin, catalase, superoxide dismutase,

glutathione, ascorbic acid, biotin, vitamine B12, tocopherol,

Zinc sulfate, hydrocortisone, human transferrin,

progesterone, putrescine dihydrochloride, sodium selenite 등을

포함한여러가지성분이포함되어있다. 

방법

C4 세포의 배양 유지 및 면역 화학 염색

C4 세포의 배양 및 유지를 위해 UBC1 배지를 이용하고, 세포분

열 촉진제로 섬유아세포성장인자를 첨가하였다. 2~3일에 한번씩

배지를 교환하였으며, 신경 원조 세포로서의 특성 유지 여부를 면

역화학염색및웨스턴블롯등으로확인하였다. 

면역 화학 염색을 위해 아비딘-바이오틴-효소 복합체(avidin-

biotin enzyme complex, ABC) 법을사용하였다. 신경원조세포

로서의 특성을 확인하기 위하여 사람 nestin 항체를 이용하여

nestin 염색을 시행하였다. 대조군으로 성숙 신경세포를 이용하였

다. 1차 항체로 사람에 특이성을 가진 nestin, 1:100(UBC,

Canada)을 이용하였다. 2차 항체는 goat anti-mouse FITC, 1 :

128(Sigma)와 goat antirabbit TRITC, 1 : 100(Cappel)을 사용

하였다.

Bcl-xl 이입, 웨스턴 블롯 및 발현 특성 관찰

Bcl-xl과 C3-EGFP 벡터를제한효소EcoR1로소화(digestion)

시킨 후 겔-전기영동(gel-electrophoresis)에 의해 분리하고 다시

결합시켜 C3-EGFP-bcl-xl을 제작하였다. DH5 대장균을 수용성

있는세포(competent cell)로사용한비등법(heat-shock method)

을 이용하여 C3-EGFP-bcl-xl을 형질변환(transformation)하

였다. Qiagen plasmid purification Maxi kit(Qiagen GmbH,

Germany)를이용한대규모정제법으로증폭및형질변환된대장
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균으로부터 C3-

EGFP-bcl-xl과

C3-EGFP 벡터를

증폭하였다. 추출

한 DNA 농도를 자

외선 분광 광도계

와 아가로스 겔(a-

galose gel)을 이

용한정량분석을통

하여평가하였다.

웨스턴 블롯 및

세포수계산을위한

일시적유전자이입

을 위해 6-well 조

직 배양판을, 그리

고 동초점 현미경

관찰을위해서슬라

이드 커버글라스에

신경세포를 배양할

수있도록준비하였

다. 2×106개의 C4

세포를각배양판에

깔고 37℃, CO2 배

양기 내에서 24시

간 이상 배양하여

세포의 밀도가 50

~70% 정도임을 확

인한 후, 배양액을 모두 제거하고 유전자 이입을 위해 혈청을 제거

한DMEM(0.8ml)을배지에넣었다. A 용액(100㎕혈청제거배지

에 희석한 3㎍의 DNA를 포함)과 B 용액(100㎕ 혈청 제거 배지에

희석된 LipofectAMINE 6㎕를 첨가)을 각각 제작하였다. 제작된

두용액을잘섞고상온에서15~20분동안배양하여DNA-리포좀

(liposome) 복합체가 형성되도록 하였다. DNA-리포좀 복합체를

형성한A 용액과B 용액의혼합액(200㎕)을세포를배양하고있는

조직 배양판에 넣고, 균일하게 분포하도록 가볍게 흔들어 섞어 준

후에 37℃, CO2 배양기 내에서 5시간 동안 배양하였다. 배양 후

20% 소 혈청(fetal bovine serum)을 포함하고 있는 DMEM 1ml

를 각 배양판에 첨가하고 37℃, CO2 배양기 내에서 16 시간 동안

배양하였다. 10% 소혈청을 첨가한 DMEM으로 배지를 갈아주고

이입된유전자가발현할수있도록24~48시간동안배양하였다.

C3-EGFP-bcl-xl이 이입 된 C4 세포(C3-EGFP-bcl-xl-C4

cells) 내의 bcl-xl의발현정도를확인하기위하여사람bcl-xl 항

체를이용한웨스턴블롯을시행하였다. C3-EGFP-C4 세포와C4

세포등을음성대조군으로, bcl-xl-neuron을양성대조군으로이

용하였다. 

유전자이입C4 세포군과대조군들을각각3.5mm 배양판에서

세포 밀도가 80% 이상이 되도록 충분히 배양한 후 총단백(total

protein)을추출하였다. SDS-폴리아크릴아마이드겔에추출된단

백을 4℃에서 2~4시간 동안 겔 전기영동기에 올려 단백이 크기에

따라 분리되어 나열되게 하였다. 흡착지(nitrocellulose, pore size

0.45㎛)를 완충액에 적신 후에 겔 위에 덮고 양측에 흡수지를 각각

한장씩대고전기이동장치속에넣었다. 전기이동완충액을붓고

충분히단백을 이동시킨후흡착지를 1차항체인사람 bcl-xl 항체

완충액(antibody buffer)과의 보합결합 반응을 유도하였다. 다시

흡착지를 2차 항체-HRP 혼합용액(1 : 3,000)과 반응 시킨 후 흡

착지에서 발색반응을 확인하였다. 25~35KD 사이에서 띠를 형성

하는것을관찰하였다.

세포고사 유도 후 유전자 이입 세포의 시간별 변화

세포고사는 혈청 및 세포 분열 촉진제를 배지에서 제거(serum

deprived condition)하여 유도하였다. LipofectAMINE을 이용하

여 C3-EGFP-bcl-xl과 C3-EGFP를 혈청제거 환경에서 유전자

이입하고 혈청포함 배지 내에서 bcl-xl이 발현할 수 있도록 48시

간 동안 배양한 후 배양액을 혈청제거 DMEM으로 교환하여 세포

고사를유도하였다. 

세포고사의 유도는 DNA fragmentation 방법을 이용하여 확인

하였다. 

배양한세포를detergent가들어가있는용해액을이용하여세포

막을깨고단백질을제거하였다. DNA를분리해내고RNase를이

용하여 RNA를 제거하였다. 1.2% 아가로스 겔을 만들고 DNA를

loading 하였다. ethidium bromide에의해DNA를UV 하에서확

인하였다. 

세포 생존을 평가하기 위하여 세포수를 확인하는 방법을 이용하

였다. 각 군의 세포를 혈청-포함 및 혈청-제거 배지에서 배양하고

세포수를배양 1일부터5일째까지매일일정한시간에확인하고시

간경과에따른세포수의차이를비교하였다. 세포배양판을9등분

하고, 형광현미경 하에서 GFP 발현으로 발광하고 있는 유전자 이

입 세포의 수 확인을 일정한 5군데에서 200배 배율(HPF)에서 확

인한 후 전체 배지 내의 세포수를 환산하였다. GFP 발현 세포수를

확인한 후에 세포를 트립신 처리로 배지에서 분리한 후 각 배양판

의 총 세포수를 hematocytometer를 이용하여 매일 확인하고 시

간변화에따른세포수의변화를비교하였다. 전체세포수는트립신

Fig. 2. Western blot showing bcl-xl expression
in four different kinds of the C4 cells following
transfection. Lane 1, C4 cells ; lane 2, C3-
EGFP-C4 cells; lane 3, C3-EGFP-bcl-xl-C4
cells; lane 4, bcl-xl-neurons. The total cell
extracts were separated on a 10% SDS-
polyacrylamide gel and hybridized with rabbit
antibodies against bcl-xl. The arrow indicates
the location of the bcl-xl proteins with a Mw
30 KD in cultured cells. The bcl-xl expression is
detected more strongly in the bcl-xl
transfected C4 cells than in the non-
transfected control cells.

Fig. 1. Immunocytochemical staining for nestin
in the parental C4 cells. Human neural
progenitor cells show a strong immunorea-
ctivity to the nestin antibody (B), but not in the
mature neuronal cells (A). Scale bar : 20㎛. 
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처리에의한희석률(2배), 1 ml 내에서의세포수(10,000) 등을고려

하여계산하였다. 

ANOVA를이용하여통계학적분석을시행하여P < 0.05인경우

만을통계학적으로유의한차이가있는것으로간주하였다.

결 과

Bcl-xl을C4 세포에일시적유전자이입을시행하고시간경

과에따른생존세포의수를비교하고다음의결과를

얻었다. 

C4 세포의 배양 유지 및 면역 화학 염색

연구에사용된C4 세포의특성을확인하기위해면역화학염색을

시행하였다. 세포분열촉진제를첨가한UBC1 배지에서배양및유

지한C4 세포는면역화학염색상nestin 염색에양성인소견을보

여 사람 신경 원조 세포의 특성을 지닌 세포로 확인되었다14-16,44)

(Fig. 1).

Bcl-xl 유전자 이입, 웨스턴 블롯 및 발현 특성 관찰

LipofectAMINE을 이용한 일시적 유전자 이입 15시간 후 GFP

의 발광 유무로 유전자 이입 여부를 확인하였으며, 유전자 이입률

에의한발광률이C3-EGFP-bcl-xl 이입군에서13.6%, C3-EGFP

이입군에서1.4%였다(data not shown). 

음성 대조군의 C4 세포에서 bcl-xl이 발현 하는지를 확인하고,

C4 세포에서의 이입 유전자 발현 양상을 비교하기 위해 웨스턴 블

롯검사를시행하였다. Bcl-xl 항체에대한웨스턴블롯검사상C4

세포군과C3-EGFP-C4 세포군에서모두30KD 근처에서밴드를

형성하는 소견이 확인되었으나 C4 세포에서는 그 발현 정도가 약

하였고 C3-EGFP-bcl-xl-C4 세포군과 bcl-xl-neuron 군에서

는강한띠가형성되었다(Fig. 2). 

유전자 이입 15 시간 후에 2,000배 이상의 고배율 동초점 현미경

하에서C4 세포내에서의GFP의발광양상을관찰하고C3-EGFP-

C4 세포(유전자이입음성대조군)에서는GFP가세포질과핵내에서

모두발현되나, C3-EGFP-bcl-xl-C4 세포군에서는bcl-xl이주로

세포질 내에서만 발현되는 양상을 보였다(Fig. 3). 세포고사를 유도

하기 전에는 bcl-xl의 세포질내 발현 양상이 균질하게 발광하는 양

상을 보였으나 세포고사를 유도하고 난 후에는 비균질한 모양으로

세포질내에서뭉쳐지는양상을보였다. 유전자이입후3일과5일에

추적확인한C3-EGFP-bcl-xl-C4 세포군에서의발광발현은시간

이 가면서 점차 감소하는 양상을 보였으나 그 발광정도가 C3-

EGFP-C4 세포군에비해상대적으로강하게남는소견을보였다.

세포고사 유도 후 유전자 이입세포의 시간별 변화 관찰

세포고사의유도는DNA fragmentation 방법으로확인되었다.  

대조군과실험군에서유전자이입15시간후부터혈청-제거방법

으로 세포고사를 유도하고 세포수를 확인하였다. 세포고사를 유도

한당일의세포수가 C3-EGFP-bcl-xl-C4 세포군에서는9600개

/배양판, C3-EGFP-C4 세포군에서는 3467개/배양판이었으나 음

성 대조군에서 총 221000개/배양판의 소견을 보여 세포고사를 유

도에 상관없이 유전자 이입군에서의세포수 감소가 현저하였다. 유

전자를 이입하지 않은 군에서의 C4 세포 수는 세포고사 유도 직전

과 직후에 변화가 없었으나 C3-EGFP-bcl-xl-C4 세포군과 C3-

Fig. 3. Fluorescent photomicrographs of the C4 cells. The C3-EGFP-
C4 cells show diffuse green fluorescence expression throughout the
cell(A). In the C3-EGFP-bcl-xl-C4 cells, the green fluorescence is
observed only in the cytoplasm(B). Scale bar : 5㎛. 

Fig. 4. Changes in GFP expression in the culture dishes containing
C3-EGFP-C4 cells(A, B and C), and another containing C3-EGFP-
bcl-xl-C4 cells(D, E and F), under serum deprived conditions. The
cells were cultured with serum for 15 hours(A and D), and then
deprived of serum for 3 days(B and E) and 5 days(C and F). After 72
hours of incubation under serum deprivation conditions, a distinct
difference in the number of cells are observed between the culture
wells containing the C3-EGFP-C4 cells and C3-EGFP-bcl-xl-C4
cells. Scale bar : 50㎛. 
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EGFP-C4 세포군에서는 세포고사를 유도 후 세포수의 차이가 현

저하였다. 즉, 이입 직후 C3-EGFP-bcl-xl-C4 세포군과 C3-

EGFP-C4 세포군이 각각 9600개/배양판 및 3467개/배양판의 세

포수를 보였으나 세포고사 유도 후 3일과 5일에 GFP 발현 정도와

발광세포의수가시간이경과함에따라점차감소하였다(Fig. 4).

C3-EGFP-bcl-xl-C4 세포군에서는혈청제거당일에는평균1302

개/HPF였으나그수가점차감소하여3일째에는456개/HPF로감

소하였다. 그러나 5일째에는 세포수가 589개/HPF로 오히려 증가

하였다. 한편, C3-EGFP-C4 세포군에서는 세포고사 유도 당일

세포수가 평균 48개/HPF였으나 3일째에는 168개/HPF로 증가하

였다가5일째에는세포수가32개/HPF로다시감소하는소견을보

였으며이는통계학적으로유의하였다(P<0.001) (Fig. 5). 

고 찰

신경간세포가 다기능 잠재(pluripotency) 및 자가증식(self-

renewal)의특성이있고, 생쥐(mouse) 뿐만아니라33) 사람

의 중추신경계 내에도 있다는 것이 밝혀져 있다6). 신경간세포들은

신경 원조 세포 및 신경전구 세포(precursor cell)를 거쳐 신경세포

(neuron)나 신경교세포(glial cell)로 분화하므로 손상 받은 신경계

의 복구에 이용 가능하다고 추정되어 이들 세포를 이용한 세포 치

료연구가활발히이루어지고있다31). C4 세포는사람태아에서분

리된 신경간세포에 V-myc 유전자를 retrovirus를 이용하여 형질

도입(transduction)하여제작하고, 섬유아세포성장인자를첨가한

UBC1 배지에서배양하고유지되었다. 이세포가신경원조세포로

서의 특성을 유지하고 있는 것을 nestin을 이용한 면역 화학적 염

색을통하여확인하였다14,16,17,44). 신경간세포에서신경교세포와 신

경세포로분화해가는과정에있는세포로추정되었다. 신경간세포

를 이식하면 생체 내에서 숙주세포와 융화하면서 이동한다고 보고

하고 있다39). 그러나 생체 내에 이식하는 신경간세포 들이 생체 내

에서 도파민 생산세포로 분화하려면 이식 세포가 장기간 생존해야

한다. Svendsen 등이 신경간세포가 이식 2주 후가 되면서 현저히

감소하고, 이식후 20주가경과한파킨슨씨병모델백서 10마리중

에서 2마리에서만 타이로신 수산화 효소 발현 신경세포가 양성으

로 나타난 것은 이식한 세포 중에서 도파민 생산 세포로 분화할 시

간적여유를가지지못했기때문이라고추정하였다39). 따라서기존

의 다른 이식원과 마찬가지로 새로운 이식원으로서의 가능성이 있

는신경간세포에서의생존율증강은매우중요하다.

최근에는 자연적인 퇴화와 연관된 세포사가 환경적 영향에 의한

효과와복합적으로발생할것으로생각하고있고11), 도파민성신경

세포의점진적사멸기전에대한연구가활발하게이루어지고있다30).

특히 세포고사가 주목을 받고, 흑질 내 세포사의 병태 생리도 세포

고사로추정하고있다11). 

Bcl-2는 세포 증식 촉진보다 세포사의 시작을 멈추게 하는 기능

을 가지고 있다32,34,36). Bcl-2 계는 구조상 4개의 도메인(domain)

을 가지고 있으며, 막유착(membrane ankor)역할을 하는 C-말단

부 꼬리(C-terminal tail) 유무에 따라 여러 가지로 나누는데8),

bcl-241) 와 bcl-xl은 C-말단부 꼬리와 항-세포고사 기능이 있는

경우이다. Bcl-2의작용기전은아직밝혀지지않았다19). 세포간또

는세포내신호에의해서세포고사-촉진-단백(proapototic protein)

인 bax가활성화되는데, bcl-2나 bcl-xl이활성화된Bax를차단

하지 못하면 미토콘드리아에서 세포질 내로 Cytochrome-C가 방

출된다. 방출된 Cytochrome-C는 세포질 내 Caspase를 활성화시

켜세포내단백질분해를유도하여세포가죽게된다. 그런데bcl-

2가 Cytochrome-C의 미토콘드리아 투과성을 조절하여, Cytoc-

hrome-C의유리를막음으로써세포사를예방한다는보고가있다41).

Eves 등이혈청을제거한배지환경으로세포고사를유도하고신경

세포주(H19-7 세포) 에서 bcl-2 및 bcl-xl이 모두 이들 세포의 생

존을 높이고 이들에 의한 생존율 증강 효과가 이들의 동시 발현

(coexpression)에의해증강되지않아서로다른시점에서신경세

포의 세포고사를 차단할 것으로 추정하였다13). 세포고사를 유도하

는환경을유도하고흰쥐대뇌피질신경세포23), 흰쥐태생신경세

포2), 흰쥐 해마세포26) 등을 이용한 bcl-2에 생존 증강에 대한 연구

는 최근 보고되고 있으나 bcl-2 계 유전자에 대한 연구는 주로 그

기전에대한연구에초점이맞추어져있으며, 신경간세포나신경원

조 세포에 대해서는 bcl-2 및 bcl-xl의 발현이 확인된 정도이다2).

Offen 등은 bcl-2가 이입된 도파민 신경세포에서 도파민에 노출
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Fig. 5. Bar graph showing a quantitative assessment of the C3-
EGFP-C4 cells and C3-EGFP-bcl-xl-C4 cells over time. Each time
point represents the average SD of three independent trials. The
number of cells in the well containing C3-EGFP-bcl-xl-C4 cells
gradually decreased for 3 days and then increased gradually (n=3). 
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시켜 24시간 내에 90% 이상이 사멸하는 정도의 빠른 세포사를 유

도하였으나29), 본연구자는혈청을제거한일반배지에서신경간세

포를 배양하여 세포고사를 서서히 유도하고13), 사람 신경 원조 세

포를 이용하여 그 변화를 관찰하였다. 본 연구자는 동초점 현미경

고배율시야에서이입된bcl-xl 의발현이사람신경원조세포내

의 세포질에 국한되어 있음을 확인하고 이러한 소견이 세포고사가

유도된 환경에서도 지속적으로 관찰되는 소견을 확인하였다. bcl-

2는 신경세포내 세포질에서 발현되고33), 미토콘드리아의 막에 부

착한다19)는것은잘알려져있으나bcl-xl의신경간세포나원조세

포 내에서의 발현 양상이 확인되고, 세포고사 과정에서의 GFP 발

광양상이시간별로변화를보여세포질내에서의발광부위가군데

군데 뭉쳐지면서 약해지는 특징을 보였다. Gonzalez-Garcia는

bcl-2 원종양유전자(protooncogene)가 태생 단계에서 신경세포

내에 발현 된 후 성인의 중추신경계 내에서는 발현이 억제된다고

보고하였고15), bcl-2가 흑질 내 도파민 신경세포를 포함한 신경세

포에서발현이되나모든신경세포에서발현되는것은아니며신경

교세포에서는 발현되지 않는다42). 본 연구자는 사람 신경원조세포

주인C4 세포내에서사람bcl-xl 항체를이용한웨스턴블롯분석

을통해C4 세포내에서의bcl-xl의발현을확인하였다. 특히퇴행

성뇌질환환자의신경세포내bcl-2 발현이정상인과차이가없어

이부위에서의세포사가다른유전자에의해조절되고있을가능성

이 있고42), bcl-xl은 성인의 중추신경계 내에서도 발현이 되고 있

어17) 본연구자가bcl-2 계유전자중에서bcl-xl의발현을유도한

것은bcl-2에서기대할수없는효과를bcl-xl에서기대할수있다

고추정하기때문이다. 

본 연구에서는 C3-EGFP-bcl-xl-C4 세포군에서 세포고사 유

도 후 3일째까지 감소하던 C4 세포의 수가 다시 증가하는 양상을

보이고, C3-EGFP-C4 세포군에서는 일시적으로 수가 증가하다

가 다시 감소하는 소견을 보였다. 이러한 소견은 세포고사 유도 후

bcl-xl이 이입된 C4 세포 내에서 발현되어 단백을 생산하여 효과

를 나타내기까지 소요되는 시간이 약 48시간이 소요되었다는 것을

의미하는 것으로 생각된다. Minn 등도 세포고사를 유도하고 포유

세포(mammalian cell, 293cell)에 유전자 이입한 bcl-xl의 발현

까지 24~48시간 정도가 소요된다고 보고하였다28). 따라서 이러한

포유세포에서의 bcl-xl 발현까지의 소요 시간이 본 연구자의 사람

신경간세포에서도 비슷한 소견을 보였으나 bcl-xl 발현에 의한 세

포수의 변화 양상은 Chao 등의 경우에는 bcl-xl 이입 군에서는 5

일째까지 25%의 세포가 지속적으로 감소하였으며9), 대조군에서는

2일째에 현저한 감소(90% 이상)를 보인다고 보고하였으나10) 본 연

구 결과에서는 C3-EGFP-C4 세포군에서 이입 후 2일째까지 세

포수가 일시적으로 증가하다가 다시 감소하는 소견을 보여 혈청제

거 환경에서도 신경 원조 세포의 생존은 48시간 정도 유지 될 수

있음을의미하는것으로추정하고있다. 

본 연구자는 bcl-xl의 발현을 사람 신경 원조 세포주인 C4 세포

에서 확인하고 bcl-xl을 과발현 시키면 세포고사를 억제하거나 지

연시킬 수 있다는 것을 확인하였다. 장기간 도파민이 결핍되어 있

던 나이든 백서에서 태생 백서의 도파민 신경 세포와 신경초세포

(schwann cell)를동시에이식하면신경초세포에서분비하는신경

인성 인자에 의해 이식세포의 생존과 행동 증상까지 호전시켰다는

보고가 있다10). 이는 blc-xl 유전자 이입세포를 이용한 이식에서

더 좋은 결과를 예상할 수 있다는 가능성을 시사하는 것으로서,

bcl-xl의과발현이유도된신경원조세포는이식되는신경간또는

원조 세포의 이식 후 신경세포로 분화할 수 있는 시간적인 여유를

가지게되는효과를기대할수있을것으로생각된다. 

결 론

사람신경원조세포주인C4 세포에bcl-x를일시적유전자이입

하고세포고사를유도한후시간경과에따른생존세포의수

의변화를관찰하고, bcl-xl 이입세포군에서현저한세포생존증

강이 확인되어 bcl-xl 이입이 이식 세포의 생존율을 높여 줄 수 있

는하나의방안이될수있을것으로추정된다. 
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