
서 론

사람에서 파킨슨 증후군을 유발하는 M P T P ( 1 - m e t h y l

4 - p h e n y l - 1 , 2 , 3 , 6 - t e t r a h y d r o p y r i d i n e )의 독성을 차단

하는 monoamine oxidase 길항제가1 - 3 파킨슨병의 진행을

늦춘다는 사실이 밝혀지면서 파킨슨 병에 신경보호 치료의

새로운 개념이 도입되었다. 이러한 발견은 파킨슨 증상이 나

타나기 이전의 단계에서 이 질환을 진단하고자 하는 노력으

로 이어지게 되었으며,4 그 결과 1 8 F - d o p a를 이용한 P E T

(positron emission tomography)나5 도파민 운반체

( t r a n s p o r t e r )에 대한 선택적인 리간드를 이용한 S P E C T

(single photon emission computed tomography)를

6 , 7 이용하여 증상이 발현되기 전에 중추신경계, 특히 기저핵

부위에서 감소된 도파민 신경원을 측정할 수 있게 되었다.

그러나 이러한 핵의학적인 검사 방법들은 고가의 장비와 전

문 인력을 필요로 하며따라서 널리이용되지 못하는 한계가

있다. 이에 따라 보다쉽게파킨슨병을 진단할 수 있는방법

을 규명하려는 연구들이 시도되고 있다.8

도파민 수용기는 대부분 중추신경계의 도파민 신경원의

축삭이나 연접후 신경 세포에 존재하나,9 - 1 1 말초 혈액 단핵

구에서도 D3 및 D5 도파민 수용기가 존재하는 것으로 밝

혀졌다.1 2 - 1 5 Nagai 등은 역전사 (reverse transcrip-

tion) 중합효소연쇄반응 (polymerase chain reaction;

이하 P C R )을 이용하여 파킨슨병 환자의 말초 혈액 단핵구

에서 정상인에 비해 D3 도파민 수용기가 감소하며, 이러한

감소는 질병이 진행 정도와 비례한다고 하여, 이러한 D 3

도파민 수용기를 측정하는 것이 파킨슨병의 진단에 이용될

가능성을 시사하였다.1 6 그러나 이들이 이용한 PCR 방법은

검사의 예민도가 매우 높기 때문에 정성적인 검사로는 적당

하지만, 초기 조건에 따라 반응 산물의 차이가 현저하여 정

량적인 검사로는 부적절하다.1 7 이에 저자들은 Nagai 등이
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이용하였던 역전사 P C R의 방법을 개선하여 초기 조건에

따른 변화를 최소화할 수 있는 방법을 고안하여 파킨슨병

환자의 조기 진단이나 진행 정도를 측정하는 척도로 말초

혈액 단핵구의 도파민 수용기 m R N A의 정량적 분석의 유

용성을 규명하고자 이 연구를 수행하였다.

대상 및 방법

1. 연구대상

연구 대상은 이전에 어떠한 항파킨슨 약물도 투여 받았던

병력이 없는 파킨슨병으로 처음 진단된 1 5명의 환자와 비

슷한 연령의 건강한 성인 1 6명을 연구에 포함시켰다. 파킨

슨병의 진단은 CAPIT 위원회의 진단기준에 의거하였으

며,1 8 대조군에서는 신경학적 검사상 파킨슨 증상이나 징후

는 발견되지 않는 정상인을 대상으로 하였다. 환자군은 남

자 6명, 여자 9명이었으며, 평균 연령은 6 0 . 5±2 . 1세였

고, 대조군은 남자가 1 0명, 여자가 6명으로 평균 연령은

5 6 . 4±2 . 2세였다. 대조군에 속한 사람들 중 과거력상 항

정신병 약물과 같은 도파민 길항제를 투여받은 병력이 있는

사람들은 제외하였다. 환자들의 평균 유병 기간은 3 4 . 4±

5 . 8개월이었으며, Hoehn and Yahr stage상 stage Ⅰ

은 4명, stage Ⅱ는 6명이었으며, stage Ⅲ는 5명이었다.

2. 말초 혈액 단핵구의 분리

환자와 대조군의 정맥혈을 EDTA 항응고 처리된 시험관

에 얻었다. 이를 동량의 phosphate-buffered saline에

희석한 후, 동량의 Ficoll-Paque (Pharmacia, Sweden)

에 살며시 올려놓고, 400×g에서 1 5분간상온에서 원심분

리 하였다. Ficoll-Paque과 혈액 사이의 경계에 분리된 단

핵구들을 얻은 후 2차례 phosphate-buffered saline을

첨가한 후 원심분리하여 분리하였다.

3. 총 R N A의 분리와 역전사반응

위와 같이 얻은 단핵구를 modified acid guanidini-

um thiocyanate-phenol-chloroform 추출 방법1 9을

이용한 RNeasy Mini kit (Qiagen, Santa Claris,

C A )를 사용하여 총 R N A를 분리하였다. First-strand

complementary DNA는 4㎍ total RNA에서 0 . 2㎍의

random hexanucleotide primers (Pharmacia,

Uppsala, Sweden), 20units의 Molony murine

leukiemia virus 역전사 효소 (Gibco BRL, Grand

Island, NY). 10mM dNTP, 1X buffer(Gibco BRL,

Grand Island, NY)와 H2O를 이용하여 총 4 0㎕되도록

하여 4 2℃에서 2시간동안 반응시켜 합성하였다. cDNA합

성후 R N a s e를 억제하기 위해 1 0분간 b o i l i n g한 후 다음

반응을 진행하였다.

4. Polymerase Chain Reaction

이렇게 합성된 c D N A를 이용하여 T a b l e과 같은 염기 서

열의 D3 및 D5 도파민 수용기에 대한 forward primer

와 reverse primer를 각각 10pmole ㎖- 1의 농도로 첨가

하여 GeneAmp PCR system 9600 (Perkin Elmer)에

서 P C R을 수행하였다. 또한 각 검체의 c D N A양이 같은 지

를 보기 위하여 β- a c t i n에 대한 P C R을 수행한 후 각 검체

의 양을 비교하였다.

5배 PCR 완충용액에는 300mM Tris-HCl (pH 8.5),

7 5 m M ( N H4)2S O4 and 12.5mM MgCl2이 포함되게 하였

다. 각 반응은 1.25mM dNTP, 각 primer 10 pmoles,

1 unit의 T a q polymerase (Takara, Japan), 1×

PCR 완충용액과 H2O를 합하여 최종 부피가 2 5㎕가 되게

하였다. β-actin, D3 및 D5 도파민 수용기에 대한 P C R의

반응 횟수는 각각 22, 34 및 3 5회였고, annealing 온도

는 모두 5 9℃였다. PCR이 끝난후 1 0㎕의반응 산물을 취

해 1.5% agarose gel에서 전기영동 하였다. 이를 e t h i d i-

um bromide로 염색한 후 U . V .하에서 각 b a n d를 확인

하였다. 각 b a n d의 강도는 densitometric scanning

image analyzer system (Genika, German)을 이용하

여 분석하였다.

5. 경쟁성 t e m p l a t e의 합성

β-actin, D3 및 D5 도파민 수용기에 대한 경쟁적인

mutant template는 PCR MIMIC construction Kit

(Clontech, CA)을 이용하여 합성하였다 (Fig. 1). 원래

의 p r i m e r에 2 0개의 염기를 첨가한 composite primer

를 합성하여 PCR MIMIC construction Kit에서 제공한

DNA template와 함께 첫번째 P C R을 시행하였다. 첫번

째 반응의 산물에서 합성되지 않은 p r i m e r와 n u c l e o t i d e

를 제거하였다. 이후에 원래의 p r i m e r를 이용하여 희석한

첫번째 PCR 산물을 이용하여 두번째 P C R을 실시하였다.

여기에서 다시 합성되지 않은 p r i m e r와 n u c l e o t i d e를 제

거하고 s p e c t r o p h o t o m e t r y를 이용하여 D N A의 양을 정

량한다. 정량적 상경적 P C R의 표준화를 위한 반응에 사용

한 mutant template의 농도는 보통1 04 attomole ㎕- 1

에서 시작하여 1 0배수로 희석하면서 검체의 c D N A와 일치

하는 농도를 검색하였다.

6. 정량적 상경적 P C R의 표준화

P C R의 표준화에 사용된 c D N A는 정상인의 혈액을 1 %

P H A로 4 8시간동안 배양한 후 총 R N A를 분리하여 합성

하였다. D3및 D5 도파민 수용기에 대한 상경적 정량적

P C R의 표준화를 위해서 먼저 검체의 c D N A는 일정양을
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Table. Sequences of Forward and reverse primers for D5R,
D3R and β-actin.

Target Primer Sequences

D5R Sense 5’-TCAAGAGTTCCCTATCACTCT-3’
Antisense 5’-CTGTTCTTCAGGTTGAGGTG-3’

D3R Sense 5’-ACGACATGGCTGGGCTACG-3
Antisense 5’-ATTTGATTCTGGACCATGGC-3’

β-actin Sense 5’-CGTGGGCCGCCCTAGGCACCA-3’
Antisense 5’-TTGGCCTTAGGGTTCAGGGGGG-5’



사용하고 위의 방법으로 합성한 mutant template를 1 0

attomole ㎕- 1에서 시작하여 2배수로 희석하여 가며 검체

와 같은 t u b e에서 P C R을 시행하였다. β- a c t i n을 정량하

기 위한 P C R의 경우mutant template를 1 0４ a t t o-

mole ㎕- 1의 농도에서 시작하여 2배수로 희석하였다. 이렇

게 P C R을 시행한 후 검체의 c D N A와 같은 농도의

mutant template 농도를 결정한 후 이 농도의 m u t a n t

t e m p l a t e를 최종 표준화 반응에 사용하였다. 최종적인 상

경적 정량적 P C R의 표준화는 mutant template를 위의

방법으로 결정한 최적 농도로 고정시킨 후, 대조군으로 사

용된 검체의 c D N A를 2배수로 희석하여 상대적인 값이 1

에서 0 . 0 1까지 희석하며 P C R을 시행하였다.

7. β-actin, D3 및 D5 도파민 수용기 m R N A에 대한

정량적 상경적 P C R

β-actin, D3 및 D5 도파민 수용기에 대한 P C R은 각각

의 p r i m e r와 검체의 농도와 가장 유사한 최적 농도로 경

쟁적 mutant template를 희석하여 위에서 언급한대로

시행하였다. PCR이 끝난 후 1 0㎕의 반응 산물을 취해

1.5% agarose gel에서 전기 영동을 하였다. 이를

ethidium bromide로 염색한 후 U . V .하에서 각 b a n d

를 확인하였다. 각 b a n d의 강도는 d e n s i t o m e t r i c

scanning image analyzer system (Genika,

G e r m a n )을 이용하여 분석하였다. mutant band와 원

b a n d간의 비를 구하여 최종 검체의 cDNA 농도를 표준

방정식에서 구하였다. 이렇게 구한 값은 각 검체의 β-

actin cDNA 값에 보정하여 환자군과 대조군 간에 비교하

였다.

8. 자료 분석 및 통계

모든 자료는 평균±표준오차로 표기하였다. 환자군과 대

조군 간의 측정치를 비교하기 위해서 unpaired t-test를

시행하였으며, 환자군의 임상 양상과 도파민 수용기의 발현

정도의 연관관계를 검증하기 위해 S p e a r m a n’s correla-

tion 분석을 하였다. 상경적 정량적 P C R의 표준 방정식을

구하기 위해 P e a r s o n’s R test를 시행하였으며, 모든 통

계치는 p값이 0.05 이하인 경우를 유의한 것으로 간주하

였다.

결 과

1. β-actin, D3 및 D5 도파민 수용기의 P C R에 대한

표준화

β- a c t i n에 대한 mutant template는 위에서 언급한대

로 two-step PCR을 통해 합성하여, 104 attomoles ㎕- 1

의 농도 ( M0)로 희석하였다. M0의 농도에서부터 2배수로

희석한 mutant template 1㎕를 대조 cDNA 1㎕

(total RNA 100ng ㎕- 1)와 함께 P C R을 실시하였다. 대

조 검체의 β-actin cDNA의 농도의 계산치는 5×1 03

attomoles ㎕- 1였다. 이차 P C R은 1 03 attomoles ㎕- 1의

mutant template와 1ng total RNA ㎖- 1에서 0 . 0 1 n g

total RNA ㎖- 1의 농도로 희석된 대조 c D N A와 함께 실시

하였다(Fig. 2a). mutant와 wild band의 비는 대조

c D N A와 높은 상관 관계를 보였다 ( R2=0.90, p=.015)

(Fig.  2b). 표준 곡선에서 유도된 방정식은 ln [sample

β-actin cDNA]={ratio(wild/mutant band)＋5 9 . 2 } /

2 2 . 5이었다.

D3 및 D5 도파민 수용기에 대한 P C R도 같은 방식으로

진행되었으며, 표준 곡선의 방정식은 각각 ln[sample D3

파킨슨병 환자 말초 혈액 단핵구의 D 3와 D5 도파민 수용기 mRNA 발현
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Figure 1. Diagram of Competitive Quatitative RT PCR. A. Synthesis of mutant competitor cDNA that has identical primer site with
original cDNA. First PCR was done with DNA template whose DNA sequence is different from that of original cDNA. The compos -
ite primer which is used at the first PCR is composed with identical primer and additional primer which is unique to competitor
cDNA. The second PCR is done with the first PCR product and original primers. B . Competitive RT PCR. During PCR, known
amounts of competitor cDNA are added and the products of both original cDNA and competitor cDNA are different in size and can
be differentiated by that. By standardization of the reaction, the cDNA can be determined.



receptor cDNA]= {ratio(wild/mutant band)-

158.0}/25.3(R2=0.99, p<0.001), ln[sample D5

receptor cDNA]= {ratio(wild/mutant band)-

95.94}/12.65(R2= 0.88, p=0.001) 이었다.

2. β-actin, D3 및 D5 도파민 수용기 m R N A의 정량

β- a c t i n에 대한 상경적 정량적 P C R은 mutant tem-

p l a t e를 1 03 attomoles ㎕- 1추가한 후 시행하였으며, D3

및 D5 도파민 수용기에 대하여는 1 attomoles ㎕- 1의

mutant template와 경쟁적으로 P C R을 실시하였다. 환

자와 대조군에서 얻은 검체의 β-actin 농도는 대략 1 0 -

1 03 attomoles ㎕- 1 c D N A였으며, D3 및 D5 도파민 수

용기는1 0- 2- - 1 02 attomoles ㎕- 1 cDNA 정도였다. D3 도

파민 수용기/β-actin 비 ( % )는 환자군에서 4 . 3 2±2 . 1 0

였으며, 대조군에서는 1 . 5 1±0 . 5 8로 통계적으로 의의있

는 차이를 보이지 않았다(p=0.20, t-test, Fig. 3a). 또

한 D5 도파민 수용기/β- a c t i n의 비( % )도 환자군에서

1 . 4 3±0.52, 대조군에서 1 . 7 7±0 . 5 2로 통계적으로 유

의한 차이가 없었다 (p=0.65, t-test, Fig. 3b). D3 도

파민 수용기/β- a c t i n비와 D5 도파민 수용기/β-actin 비

(r=0.14), 환자의 연령 (r=0.09), 유병 기간 ( r = 0 . 1 4 )간

에 통계적으로 유의한 상관 관계는 관찰되지 않았다.

고 찰

이 연구에서 파킨슨병 환자의 말초 혈액 단핵구에서 도

파민 수용기 m R N A를 정량한 결과 D3 및 D 5도파민 수용

기 m R N A의 발현이 정상군에 비해 유의한 차이가 없었으

며, 파킨슨병의 진행 정도나 유병 기간 등과도 유의한 상관

관계를 관찰할 수 없었다. 따라서 말초 혈액 단핵구에서 도

파민 수용기 m R N A의 발현 정도를 정량함으로써 파킨슨병

의 진단이나 혹은 진행 정도의 척도로 이용할 수 없음을 알

수 있었다. 이는 Nagai 등이 파킨슨병 환자의 말초 혈액
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Figure 2. Standard curve of QC PCR for β-actin, D5R and D3R. A. Agarose-gel electrophoresis(1.5%) of QC PCR for the stan -
dardization of β-actin. Upper bands(429bp) are products of the mutant template in which concentrations are fixed at 103 attomoles
㎕-1. Lower bands correspond to wild products(260bp). Lane 1; DNA marker(100bp). 2-8; QC PCRs with diluted samples(sample
dilution factor; 1, 0.5, 0.2, 0.1, 0.05, 0.02, 0.01). B. Semi-logarithmic plot of the ratio of two bands and the calculated concentration
of sample β-actin. The R value of linear association is 0.95(Pearson’s R test, p = 0.02).

Figure 3. D 3 R /β-actin(A) and D5R/β-actin(B) ratio(%) of PD patients and
controls. The boxes represent the mean values of the D3R/β-actin and D5R/
β-actin ratio(%) in each group and bars show the standard errors of means.



단핵구에서 D3 도파민 수용기의 감소를 보고한 것과는1 6

상반되는 결과로서, 이러한 차이는 m R N A를 측정하는 방

법의 차이에 기인한 것으로 생각된다. 역전사 P C R은 적은

수의 세포에서 표현되거나 혹은 아주 적은 양만이 전사되는

m R N A를 검출하는데 유용하지만, 반응의 효율에 영향을

줄 수 있는 인자의 아주 적은 변화에 의해서도 결과에 큰

영향을 끼치기 때문에 정량적인 방법으로는 한계가 있다.1 7

이러한 문제를 해결하기 위하여 β- a c t i n과 같은 세포의 활

성에 비교적 영향을 받지 않는 분자에 대한 P C R을 같은

시험관내에서 시행함으로써 초기 변화의 차이를 최소화하

려는 방법을 반정량적인 (semi-quantitative) PCR이라

하며, Nagai 등은 바로 이러한 방법을 이용하여 말초 혈

액 단핵구에서 도파민 수용기의 발현을 측정하였다. 이 방

법은 M g2＋, Taq polymerase와 d N T P의 농도, 연쇄반

응의 수, 반응 온도, 각 연쇄반응 단계의 길이와 같은 인자

들을 공통으로 공유함으로써 P C R의 초기 조건에 따른 실

험의 오차를 최소화할 수 있는 장점이 있으나, 이 경우에도

p r i m e r와 t e m p l a t e의 융점과 t e m p l a t e의 농도가 다르

기 때문에 정확한 정량에는 한계가 있다.1 7 이에 본 연구에

서 측정하려는 c D N A와는 다른 염기서열을 가지지만 P C R

primer 염기서열은 동일한 mutant DNA를 합성하여 같

은 시험관내에서 모든 조건을 일치시킨 상태에서 P C R을

시행함으로써 경쟁이 되는 mutant DNA의 산물과 양을

모르는 검체의 cDNA 산물의 비는 다른 PCR 조건과는 상

관없이 초기의 mutant DNA와 검체 c D N A양의 비에 일

정하게 나타나게 된다.1 7 , 2 0 따라서 미리 두 산물의 농도를

적절히 조절하여 얻은 표준 곡선의 방정식을 구하고 반응

후 측정된 두 산물의 비를 이 방정식에 대입하여 구하고자

하는 검체의 cDNA 농도를 측정할 수 있다. 이러한 방법의

정확성을 평가하기 위해 Fig. 2에서 보는 바와 같이

mutant DNA의 양을 고정한 후 검체의 양을 희석하며 표

준 곡선의 방정식을 구해볼 때 통계학적으로 유의한 선형

관계를 얻을 수 있었으며, 이는 이 방법이 m R N A의 정량

에 사용할 수 있는 적절한 방법임을 입증하는 것으로 생각

되고 있다. 따라서 이 연구에서 사용한 mRNA 발현의 측

정 방법은 Nagai 등이 사용하였던 방법의 단점을 보완한

것으로서 Nagai 등의 결과보다는 이 연구의 결과가 좀 더

신뢰성이 있을 것으로 생각된다.

말초 혈액 단핵구에서 관찰되는 도파민 수용기의 역할에

대하여는 아직까지 알려진 바가 없다.1 3 Nagai 등은 파킨

슨병 환자들의 말초혈액 단핵구에서 D3 도파민 수용기의

발현이 감소되어 있고, 이러한 감소는 질병의 진행 정도와

유의한 상관관계가 있으므로, 말초혈액 단핵구 도파민 수용

기의 발현 정도는 중추신경계의 도파민 수용기의 발현 상태

를 반영하는 것이라고 주장하였다.1 6 그러나 이들의 연구가

이미 언급한 바와 같은 mRNA 측정 방법상의 문제점이 있

으며, 이를 보완하여 시행한 본 연구에서는 유의한 상관관

계가 관찰되지 않아 Nagai 등의 주장에는 다소 무리가 있

는 것으로 생각된다. 실제로 항파킨슨 약제를 복용하지 않

은 파킨슨 환자에서 중추신경계의 도파민 수용기는 정상이

거나 오히려 증가하는 양상을 보이는 것으로 보고되어2 1 비

록 말초 혈액 단핵구 도파민 수용기의 발현 정도가 중추신

경계의 도파민 수용기의 상태를 반영한다고 할 지라도

Nagai 등의 연구 결과와는 잘 일치하지 않는 것으로 생각

된다.

파킨슨병에서 면역 기능의 변화에 대하여는 많은 보고들

이 있었으며, 특히 중추신경계 내의 면역 체계의 활성화는

파킨슨병에서 신경퇴화가 일어나는 기전의 하나로 생각되

고 있다.2 2 이러한 면역 체계의 변화는 중추신경계 뿐만이

아니라 말초 혈액내에서도 관찰되는 것으로 알려져 있는데,

면역 기능의 측정 방법에 따라, 면역 기능이 증가하거나 억

제된다고 하는 등 이에 대하여는 아직까지 일치된 결론이

없다.2 3 , 2 4 일부에서는 이러한 말초 혈액 내에서 면역 기능

의 변화가 질병 자체보다는 levodopa 제제의 투여에 의해

이차적으로 유발되었을 가능성이 높다는 주장도 있으며,2 5

이러한 사실들은 말초 혈액 단핵구 도파민 수용기가 면역

기능의 조절에 관여할 가능성을 시사한다. 이러한 경우 말

초 혈액 단핵구 도파민 수용기의 발현 정도는 파킨슨병의

진단적 표식자로 사용될 수는 없을 것으로 생각되며, 비록

파킨슨병에서 말초 혈액의 면역기능 변화가 보고되고는 있

으나 이 연구의 결과를 참조할 때 도파민 수용기의 변화를

초래하지는 않는 것으로 생각된다.

결론적으로 저자들은 이전의 보고에서 발표한 바와 같이

말초 혈액 단핵구에서 D3 및 D5 도파민 수용기가 존재한

다는 사실을 확인하였으며, Nagai 등의 보고와는 달리 이

러한 도파민 수용기의 발현이 파킨슨씨병과 연관되어 변화

하지는 않는다는 것을 알게 되었다.

결 론

말초 혈액 단핵구 세포에서 총 R N A를 분리한 후 역전사

중합효소 연쇄반응을 이용하여 D 3와 D5 도파민 수용기

m R N A의 발현을 확인하였으며, 이들에 대한 각각의

mutant DNA template를 합성한 후 상경적 정량적 중

합효소 연쇄반응을 실시하여 각 검체의 D 3와 D5 도파민

수용기 m R N A를 정량하였다. 이러한 방법을 이용하여 기

존에 약물 투여를 받은 적이 없는 1 5명의 파킨슨병 환자와

1 6명의 대조군에서 말초 혈액 단핵구 세포에서의 도파민

수용기의 발현 정도를 정량한 결과 두 군간에 의미있는 차

이를 발견할 수 없었으며, 환자군내에서 이러한 도파민 수

용기의 전사 정도와 환자의 연령, 파킨슨 증상의 정도, 유

병 기간 사이에 유의한 상관 관계는 관찰되지 않았다.

이상의 결과로 말초 혈액 단핵구 세포에서 도파민 수용

기 m R N A의 발현 정도는 이전의 리간드를 이용한 연구 결

과들과는 다르게 파킨슨병에서 대조군과 비교하여 차이가

없었으며, 따라서 말초 혈액 단핵구에 발현되어 있는 도파

민 수용기를 파킨슨병의 말초 표식 인자로 사용할 수 없음

을 알 수 있었다.

파킨슨병 환자 말초 혈액 단핵구의 D 3와 D5 도파민 수용기 mRNA 발현
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