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초     록 

 

서론: Alzheimer’s disease (AD)의 특징으로는 Ab의 축적과 

tau의 과인산화 (hyperphosphorylation)가 있으며, 병인기전의 

원인으로는 glucose metabolism과 axonal transport의 저해 등을 

들 수 있다. Glucose metabolism의 저해는 결국 세포내의 O-

GlcNAc을 낮추어 tau의 과인산화를 일으키고, Ab는 GSK3b관련 

신호전달을 통해 HDAC6의 활성을 높여 세포내의 acetylation을 

낮추어 axonal transport를 저해한다. 단백질의 활성은 인산화, 

acetylation, O-GlcNAc등의 다양한 번역 후 수식화 (post-

translation modification; PTM)에 의해 조절 되며, AD에서는 

PTM의 조절이 망가져 있어서 단백질의 기능이 정상인에 비해 

높거나 저해되어 있다. 본 연구에서는 AD에서 낮아져 있는 

세포내의 O-GlcNAc과 acetylation을 증가시켜 준 후, O-

GlcNAc관련해서는 Ab의 생성에 어떠한 효과를 주는지를 확인 

하였으며, acetylation 관련해서는 미토콘드리아의 axonal 

transport에 어떻게 영향을 주는 지를 규명하였다. 

방법: (1) O-GlcNAc을 증가시키기 위해서 O-GlcNAcase 

저해제인 NButGT를 이용하였으며, AD 병인기전에서의 효과를 



ii 

 

확인하기 위해서는 AD 동물모델 인 5XFAD mice를 사용하여, 

5XFAD mice에 NButGT를 복강내 주사하여 Ab의 축적과 Ab에 

의한 증상들의 변화를 확인하였다.  

(2) a-tubulin의 acetylation을 증가시키기 위해서는 HADC6의 

저해제인 Tubastatin A (TBA)를 사용하였으며, primary 

hippocampal neuron에 Ab와 TBA를 처리하여, 미토콘드리아의 

axonal transport를 microfluidic chamber system에서 관찰하였다.   

결과: (1) NButGT를 주사한 5XFAD mice는 주사하지 않은 

5XFAD mice 와 비교하였을 때, Ab의 축적과 생성이 감소하였으며, 

신경 염증 (neuroinflammation)과 기억력 저하 (memory 

impairment)가 회복 되었다. 이것은 감마 시크리테아제의 구성 

단백질 중에 하나인 NCT의 Ser 708에 O-GlcNAc 결합이 

증가함에 따른 것으로, NButGT에 의해 NCT의 O-GlcNAc이 

증가함에 따라 감마시크리테아제의 활성이 낮아졌다. 

(2) 5XFAD mice의 뇌 조직에서 a-tubulin의 acetylation의 

정도를 확인한 결과 낮아져 있었다. Ab로 인해 미토콘드리아의 

axonal transport는 anterograde와 retrograde 양방향에서 모두 

저해되는데, 이때 TBA를 처리하게 되면 Ab에 의해 감소된 

미토콘드리아의 속도와 운동성 모두 회복 되었다. 또한 Ab에 의해 
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짧아진 미토콘드리아의 길이도 TBA에 의해 회복되는 것을 

확인하였다.    

결론: AD에서 감소되어 있던 단백질의 PTM을 각각의 저해제를 

이용하여 조절 한 결과 AD의 병인기전으로 알려진 Ab의 축적, 

기억력 저하, 신경 염증의 증가 등이 호전되었고, 미토콘드리아의 

axonal transport의 저하도 회복 되었다. 따라서 단백질의 PTM을 

조절하는 것이 AD 병인기전을 치료하는데 하나의 치료 표적이 될 

수 있을 것이라 생각된다. 

 

 

 

 

------------------------------------- 

주요어: 알츠하이머병 (AD), 번역 후 수식화 (PTM), O-GlcNAc, 

acetylation, 아밀로이드 베타 (Ab), 감마 시크리테아제, HDAC 6, 

미토콘드리아, NButGT, Tubastatin A (TBA)  

 

학  번: 2007 – 30547 
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서     론 

 

알츠하이머병 (Alzheimer’s disease; AD)의 병리학적인 

특징으로는 세포 밖의 아밀로이드 베타 (Amyloid beta; Ab)의 

과다 축적과 세포내의 tau의 neurofibrillary tangle이 있다. 이 중 

Ab는 아밀로이드 전구체 단백질 (amyloid precursor protein; 

APP)이 두 개의 시크리테아제 (secretase)인 베타 와 감마 

시크리테아제에 의해 연속적으로 잘리면서 생성된다 (1). 베타 

시크리테아제가 APP를 자르면 APP C-terminal fragments 

(APP-CTF)가 생성되고, 이렇게 생성된 APP-CTF를 다시 감마 

시크리테아제가 잘라줌으로써 Ab가 생성된다 (그림 1). 감마 

시크리테아제는 네 개의 단백질인 anterior pharynx-defective 

phenotype 1 (APH-1), presenilin1 (PS1), PS enhancer 2 

(PEN-2), 와 nicastrin (NCT)로 구성되어있다 (그림 2) (2). 

NCT는 감마 시크리테아제의 문지기 (gatekeeper)로써 감마 

시크리테아제의 기질들을 선별하고 기질과 처음에 결합하는데 

관여한다 (3).  

Part 1: O-GlcNAcase 저해제가 Ab와 AD 

병인기전들에 미치는 영향 연구 

O-linked b-N-acetylglucosamine (O-GlcNAc)는 번역 후 

수식화 (post-translation modification)로써, ER과 Golgi에서 

수식화가 일어나는 N-과 O-glycosylation과는 달리 핵과 

세포질에서 Ser과 Thr 잔기에 결합한다. 이러한 O-GlcNAc의 
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특성은 인산화 (phosphorylation)와 비슷하기 때문에, O-

GlcNAc과 인산화는 상호간에 경쟁 (competition)하는 경우가 

많고, 기능에 있어서도 단백질의 안정화 (stabilization)와 활성 

또는 신호 전달을 조절 하는데 관여한다 (1). O-GlcNAc은 O-

GlcNAc transferase (OGT)에 의해 단백질에 결합되며, O-

GlcNAc-selective N-acetylglucosaminidase (O-GlcNAcase)에 

의해 단백질에서 제거된다 (그림 3) (2). 세포내의 O-GlcNAc 

정도는 glucose metabolism에 의해 조절 되는데, AD 환자의 경우 

glucose metabolism이 저해되어 있기 때문에, O-GlcNAc의 

정도도 정상인과 비교했을 때 거의 반 가까이 낮아져있다 (3, 4). 

AD에서 O-GlcNAc관련 연구로는 주로 tau에 대해 많이 연구가 

되어왔고, Ab 생성 또는 축적 관련해서는 보고된 것이 없다. 본 

연구에서는 AD 동물모델인 5XFAD mice에 O-GlcNAcase 

저해제인 1,2-dideoxy-2’-propyl-a-D-glucopyranosO-

[2,1-d]-Δ2’-thiazoline (NButGT)를 투여하여 O-GlcNAc을 

증가시킴으로써 O-GlcNAc과 Ab 생성에 어떠한 연관성이 

있는지를 규명해 보고자 하였다. 그 결과, NButGT를 처리한 

5XFAD mice에서는 처리하지 않은 5XFAD mice와 비교했을 때, 

감마 시크리테아제의 활성이 낮아짐에 따라 Ab 생성이 낮아져 

있으며, Ab 축적으로 인한 신경 염증 (neuroinflammation)과 

기억력 저하 (memory impairment)가 회복 되었다. 또한 감마 

시크리테아제 중에서도 NCT이 O-GlcNAc 되고, NCT의 O-

GlcNAc이 결합하는 위치가 Ser708 인 것을 프로테오믹스 

(proteomics) 방법을 사용하여 확인하였다. 본 연구의 결과들을 
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바탕으로 AD 환자의 뇌에 O-GlcNAc을 증가시키는 것이 Ab의 

생성을 감소시킴으로써 AD를 치료하는데 하나의 방법이 될 것이라 

예상된다.      
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그림 1. APP processing 
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그림 2. γ-secretase의 구성 단백질 
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그림 3. O-GlcNAc의 특징 (5) 
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Part 2: HDAC6 저해제가 Ab에 의한 미토콘드리아의 

axonal transport 에 미치는 영향 연구 

신경 세포 (neurons)는 길게 뻗은 구조에 비대칭적인 구조를 갖고 

있으며, axon 을 가운데 두고 세포체 (cell body)와 신경 말단 

(nerve terminal)을 갖고 있다. 세포체와 신경 말단의 상호 정보 

교환은 신경 기능을 유지하는데 있어서 중요하며, 여기에는 미소관 

(microtubule; MT)을 기반으로 하는 axonal transport 가 관여한다. 

MT 는 α-tubulin 과 β-tubulin 이 역동적으로 결합하는 중합체 

(polymer)이다 (6). Tubulin 은 acetylation, tyrosination, 그리고 

인산화 (phosphorylation) 등의 다양한 번역 후 수식화 (post-

translation modification; PTM)에 의해 결합된다 (7, 8). 

Tubulin 의 PTM 은 MT 와 MT 관련 단백질 사이의 결합뿐만이 

아닌 MT 의 안정성 (stability)도 조절하여, axon guidance, 

시냅스의 형성, 그리고 신경 물질의 이동에 영향을 준다 (7-9). 

α-tubulin 의 acetylation 은 MT 의 안정성을 증가시켜 axonal 

transport 를 향상시켜준다 (8, 10, 11). Histone deacetylase 6 

(HDAC6)는 두 개의 deacetylase domain 과 한 개의 zinc finger 

motif 를 갖고 있는, α-tubulin 을 deacetylation 시키는 세포질 

효소 (cytosolic enzyme)이다 (12). AD 환자는 정상인에 비해서 
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HDAC6 활성이 높으며 (13), acetylated α-tubulin 은 낮다 (14, 

15). 또한 AD 주요 병인기전 중에 초기에 나타나는 증상으로 

axonal transport 의 기능 저하가 있는데 (16), 이런 모든 것을 

종합해 보면 HDAC6 가 AD 병인기전에 있어서 주요할 역할을 할 

것이라 예상할 수 있다.  Amyloid beta (Aβ)는 APP 에서 잘려 

나온 생성물로써 AD 를 유발시키는 주요 요인으로, MT 의 안정성과 

세포 내 신호 전달을 조절하여 axonal transport 를 저해 한다 

(17-19). 이러한 Aβ에 의한 axonal transport 의 기능 저하는 

(17, 20), 미토콘드리아의 이동과 시냅스의 기능에 필수적인 

신경전달 물질의 이동을 막아 결국 synaptic degeneration 과 신경 

세포의 사멸을 유도한다 (15, 16, 21).  

미토콘드리아는 axon을 따라 이동하며, 이것은 세포의 기능을 

유지하는데 있어서 에너지를 제공하는 중요한 세포소기관이다 

(그림 4). Axonal transport하는 동안 미토콘드리아는 운동 

단백질(motor protein)과 연결 단백질 (adaptor protein)과 

결합하는데, 미토콘드리아가 결합하는 운동 단백질로는 

anterograde transport에는 kinesin이 retrograde transport에는 

dynein이 있으며 (6, 7), 연결 단백질에는 Miro와 Milton이 있다 

(22, 23). 비록 Aβ가 있을 때 미토콘드리아의 axonal transport가 
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저해된다는 것은 잘 알려져 있으나 (17), Aβ에 의해 유도되는 

정확한 과정은 아직 불분명하다. 본 연구에서는 α-tubulin의 

acetylation 과 Aβ에 망가지는 미토콘드리아의 axonal 

transport의 관계를 primary hippocampal neurons에서 

microfluidic system을 이용하여 규명하고자 하였다 (그림 5). α-

tubulin의 acetylation을 증가시키기 위해 HDAC6의 저해제인 

Tubastatin A (TBA)를 사용하였으며, 미토콘드리아의 axonal 

transport는 미토콘드리아의 속도 (velocity), 운동성 (motility), 

그리고 미토콘드리아의 길이를 갖고 분석하였다. 그 결과 Aβ에 

의해 감소 되었던 미토콘드리아의 속도와 운동성이 TBA를 

처리하면 모든 방향 (anterograde와 retrograde)에서 

회복되었으며, Aβ에 의해 짧아졌던 미토콘드리아의 길이도 

길어졌다. 이러한 데이터들은 HDAC6의 활성을 저해하는 것이 

Aβ에 의해 유도된 미토콘드리아의 axonal transport와 길이를 

모두 회복시키므로, HDAC6를 조절하는 것이 AD의 병인기전을 

치료하는 가능한 표적이 될 수 있음을 보여주고 있다.  



10 

 

 

 

 

 

 

그림 4. 미토콘드리아의 axonal transport (24) 
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그림 5. Microfluidic chamber 의 구조 (25) 
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실험 재료 및 방법 

 

Part 1: O-GlcNAcase 저해제가 Ab와 AD 

병인기전들에 미치는 영향 연구 

1. 실험에 이용된 실험동물 

5X FAD transgenic mice (Tg6799; B.6SJL-Tg [APPSwFlLon, 

PSEN*M146L*L286V]6799Vas/J, stock no. 006554)는 human 

APP 695에 3개의 mutation (Swedish, Florida, 과 London)과 

PS1에 2개의 mutation (M146L 과 L286V)은 murine Thy-1 

promoter의 전사 조절 하에 과발현 한다 (26). 실험으로는 

5XFAD mice 와 B6SJL wild type (WT) mice를 사용하였으며, 

5XFAD mice, C57B6와 SJL line은 Jackson Laboratories (Bar 

Harbor, ME, USA)에서 구입하였다. 동물들은 Helsinki Treaty, 

the Principles of Laboratory Animal Care (NIH publication no. 

85-23, revised 1985) 그리고 서울대학교의 동물 관리와 지침서를 

준수하여 유지하고 다루었다.  

 

2. 세포주 (cell lines) 및 세포배양 
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세포는 ANPP, NCT-/- MEF, CHO-C99, CHO-APPsw 를 썼다. 

ANPP 세포는 human embryonic kidney 293 (HEK 293) 세포에 

APPsw, PS1, NCT, PEN-2를 과발현 하고 있으며 이것은 

University of Chicago (IL, USA)의 Dr Sangram Sisodia로부터 

제공 받았다. NCT-/- mouse embryonic fibroblasts (MEF) 세포는 

Johns Hopkins University 의 Dr Phillip Wong으로부터 제공 

받았다. Chinese hamster ovary (CHO)-C99 세포는 감마 

시크리테아제 활성을 측정하기 위한 reporter system인 UAS 와 

C99-GVP가 과발현 되어있는 세포이다 (27). CHO-APPsw 

세포는 human Swedish APP mutation이 과발현되어 있다. Wild 

type APP와 PS M146L이 동시에 과발현되어있는 CHO 세포는 

UC San Diego의 David Kang으로부터 제공 받았다. 모든 세포는 

10% fetal bovine serum (FBS; HyClone, Logan, UT, USA) 와 

0.1 mg/ml penicillin 과 streptomycin (P/S; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA)가 포함되어 있는 Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM; HyClone, Logan, UT, USA)에 37℃, 

5% CO2 조건에서 배양하였다.       

 

3. 시약 및 항체(antibody) 



14 

 

NButGT는 연세대학교 조진원 교수님으로부터 제공 받았다 (28). 

Doxycycline (DOX)는 Clontech (Mountain Vies, CA, 

USA)로부터 구입하였고, polybrene는 Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, USA)로부터 구입하였다. Anti-PS1 N-terminal fragment 

(PS1-NTF)는 1:2000으로 희석하여 썼으며, Zymed (South San 

Francisco, CA, USA)로부터 구입하였다. Anti-PS loop은 PS1-

CTF를 확인하는데 1: 2000으로 희석하여 썼으며, Chemicon 

(Temecula, CA, USA)제품을 구매하였다. Anti-APH-1aL 

(1:1000) 과 anti-PEN-2 (1:2000)는 감마 시크리테아제의 구성 

단백질을 확인하는데 썼으며 각각 Covance (Berkeley, CA, 

USA)와 Zymed (South San Francisco, CA, USA)에서 

구매하였다. APP C-terminal fragment (APP-CTF)는 human 

APP의 762-770 아미노산 부분을 잡는 Chemicon (Temicula, 

CA) 제품의 anti-APP-CTF 를 사용하였다. 6E10과 anti-

sAPPβ는 Signet Laboratories (Dedham, MA) 제품으로써 

conditioned media에서 sAPPα 와 sAPPβ를 확인하기 위해서 

사용하였다. O-GlcNAc으로 수식화된 단백질을 pull-down하기 

위해서 agarose succinylated wheat germ agglutinin (sWGA; 

Vector Laboratories, Burlingame, CA)을 사용하였고, western 



15 

 

blotting하기 위해서 Covance (Berkeley, CA) 제품의 CTD 110.6 

와 Abcam (Cambridge, UK)제품의 RL2를 각각 1:1000으로 

희석하여 사용하였다. 인산화 되어있는 Ser만을 특이적으로 

확인하는 항체로는 Abcam (Cambridge, UK) 제품의 Anti-

phospho-Ser을 사용하였다. SDS-PAGE에서 단백질을 염색하기 

위해서 BIO-RAD (Hercules, CA) 제품의 Bio-Safe Coomassie 

G-250을 사용하였다.  

 

4. 면역조직염색 (Immunohistochemistry; IHC) 

쥐는 NButGT를 복강내 주사 24시간 후에 Zoletil 50® (Virbac 

Laboratories, Carros, France) 과 Rompun solution® (Bayer 

Korea, Seoul, Korea) 을 3 : 1 비율로 섞은 후 1 ml/kg으로 

복강내 주사하여 마취를 시킨 후 phosphate-buffered saline 

(PBS)로 심장을 통해 피를 관류 시켰다. CM 1950 cryostat 

(Leica Microsystems, Bannockbum, IL)을 사용하여, 연속적으로 

30-mm 두께의 coronal 조직 부분을 만들었다. 실험에는 

bregma에서 1.70 mm 와 2.30mm 사이에 해당하는 조직 부위를 

사용하였다. 조직내의 아밀로드이 베타를 보기 위해서 조직을 70% 

formic acid에 20분 동안 두고, 1차 항체로는 biotinylated-4G8 
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(Signet, Dedham, MA)를 사용하였으며, Chromagen으로 3,3-

diaminobenzidine (DAB) tetrahydrochloride을 이용한 

streptavidin 또는 avidin-biotin-peroxidase (Elite Kit, Vector 

Laboratories, Burlingame, CA)를 사용하였다. Ab의 축적을 보기 

위한 또 다른 방법으로 (E, E)-1-Fluoro-2,5-bis(3-

hydroxycarbonyl-4-hydroxy) styrylbenzene (FSB; 

Calbiochem, La Jolla, CA)를 PBS에 희석하여 20분 동안 

염색하였다. 염증 반응 관련 세포인 astrocyte를 보기위해 anti-

GFAP (Invitrogen, Carlsbad, California)를 microglia를 보기위해 

anti- CD11b(MAC-1; Chemicon, Temecula, CA)를 사용하였다. 

이차 항체는 Streptavidin, Alexa Fluor-594, Fluor-488 

(Invitrogen, Carlsbad, California)를 사용하였다. 형광 현미경 

(IX71, Olympus, Tokyo, Japan)과 confocal microscope (FV10i, 

Olympus, Tokyo, Japan)을 이용하여 이미지를 얻었으며, Image J 

program (NIH, Bethesda, MD)을 이용하여 이미지를 분석하였다.  

 

5. NButGT의 복강내 주사 

기존 보고된 연구와 선행 연구를 바탕으로, 150 mg/kg의 

NButGT를 식염수 (saline)에 희석하여 복강내 주사하였다 (29). 
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WT mice (WT; n=15) 와 5XFAD mice (n=13)에 NButGT를 

주사하였으며, WT mice (n=14)와 5XFAD mice (n=13)에 

식염수를 주사하였다. 실험에는 암컷 수컷 모두 사용하였으며, 

2개월째부터 6개월 동안 3일마다 한번씩 복강내 주사를 하였다. 

행동실험은 복강내 주사를 한 후 다음날인 둘째 날 행동실험을 

수행할 장소에 쥐를 두어 환경적응을 시키고, 셋째 날 Y-maze 

또는 contextual fear conditioning 실험을 수행하였다. Y-maze 

실험 후 10일 후 contextual fear conditioning 실험을 수행하였다. 

contextual fear conditioning 실험 후, 다음 날 쥐의 뇌를 적출 

하였으며, 좌반구는 액체 질소에 얼리고, 우반구는 4% 

paraformaldehyde (PFA)로 고정시켰다.   

 

6. Y-maze spontaneous alternation 

Y-maze는 쥐의 특정 기억을 실험하기 위해 6.5개월 된 쥐에서 

수행하였다 (30). 쥐를 Y-maze의 중앙에 놓고, 각 통로로 번갈아 

들어가는 순서와, 전체 통로로 들어간 수를 기록한다. 연속해서 

번갈아 세 군데의 통로로 들어간 것을 하나의 alternation로 보고 

(예, ABC, CAB, 또는 BCA), 중복되는 경우는 제외한다 (예, ABA, 

CCA). alternation의 퍼센트 공식은 아래와 같다. [(alternation 



18 

 

수)/(전체 통로로 들어간 수)] X 100 (31).  

 

7. Contextual Fear Conditioning 실험 

이 실험은 conditioning chamber (model H10-11M-TC, 

Coulbourn Instruments, Allentown, PA)에서 수행되었다. 이 

chamber는 FreezeFrame software (Coulbourn Instruments, 

Allentown, PA)를 통해 연결하였으며, 쥐의 움직임은 chamber에 

연결된 digital camera를 통해 컴퓨터에 저장되고 분석되었다 

(32). 첫 째날 실험 장소에 적어도 4시간을 두어 환경 적응 기간을 

갖고, 다음날 1분 30초 동안 1분 간격으로 두 번 전기충격을 

(0.8mA, 2 s)을 주고 30초를 더 chamber안에 두었다. 그리고 

24시간 후에 똑 같은 chamber에 5분 동안 두고 freezing 

behavior를 관찰하였다.  

 

8. 감마 시크리테아제 활성 측정을 위한 In vitro 

peptide cleavage assay 

감마 시크리테아제의 활성을 측정하기 위해, 세포의 막만을 

분리하여, 형광이 결합되어있는 펩타이드 기질 (NMA-

GGVVIATVK(DNP)-DRDRDR-NH2, Calbiochem, La Jolla, 
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CA)와 37 ℃에서 24시간 둔다. 감마 시크리테아제의 저해제인 

inhibitor X (L-685 458; Calbiochem, La Jolla, CA)를 처리한 

것을 기본 값으로 해서, 각 측정된 값에서 기본 값을 뺀 값을 

정확한 감마 시크리테아제의 값으로 한다. 기질이 잘려 나오는 

형광은 plate reader (infinite M200, TECAN, Männedorf, 

ZH)기기에서 excitation wavelength 355 nm 와 emission 

wavelength 440 nm에서 측정하였다 (33).   

 

9. ESI-MS/MS 방법 

NCT에 O-GlcNAc 수식화 위치를 알기 위해 electrospray 

ionization tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS)를 

이용하였다 (34, 35). 감마 시크리테아제가 과발현 되어있는 

ANPP 세포에서 NCT항체를 이용하여, NCT을 IP 한 후, SDS-

PAGE를 수행 후, chymotrypsin (Roche, Mannheim, Germany) 

(25 ng/㎕)으로 37℃에서 16시간 동안 in-gel digestion 한다. O-

GlcNAc을 DTT로 치환하기 위해 mild-elimination and then the 

Michael addition (BEMAD)를 수행 후, reverse-phase C18 spin 

columns (Nest Group, Southborough, MA)로 펩타이드만을 정제 

한다. 펩타이드의 시퀀싱은 nano-electrospray ion sources 
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(Protana, Odense, Denmark)가 설치되어 있는 QSTAR Pulsar 

Q-TOF MS (Applied Biosystems)를 사용하였다. 데이터 분석은 

MASCOT software package (Matrix Science, London, UK)를 

사용하는 National Center for Biotechnology Information (NCBI, 

Bethesda, MD) non-redundant database에서 수행하였다.  

 

10. ELISA 

ELISA kit (Immuno-Biological Laboratories Co., Gunma, 

Japan)를 사용하여 Human Ab40 와 Ab42를 측정하였다. 조직은 

complete protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO)를 넣은 PBS로 균질화 (homogenization)한다. 균질화된 

조직을 70% formic acid에 넣고 35초간 초음파 분해 (sonication) 

후, 4℃에서 1시간 동안 100,000g로 원심 분리한다. Formic acid를 

1 M Tris phosphate (pH11)로 중화 시킨 후 ELISA sample 

버퍼에 희석한다. ELISA는 plate reader (POWER-XS; BIO-

TEK, Winooski, VT)에서 450nm에서 흡광도를 측정한다.  

 

11. 통계처리 
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결과들은 t-test, one-way 또는 two-way analysis of variance 

(ANOVA)와 unpaired t-tests 와 Bonferroni post-test 로 

분석하였다. 그림에 표시되어있는 error bar 는 mean ± 

SEM 을 의미한다 (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001).  
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Part 2: HDAC6 저해제가 Ab에 의한 미토콘드리아의 

axonal transport 에 미치는 영향 연구 

1. 실험에 이용된 실험동물 

암컷 Sprague-Dawley (36) rats (KOATECH, Gyeonggido, 

Korea) 의 18일된 배아 (embryos; E18)를 primary hippocampal 

neuronal culture를 하는데 사용하였다. AD의 동물 모델로는 

13개월 된 5XFAD mice (Tg6799; B6SJL-Tg (APPSwFlLon, 

PSEN* M146L*L286V) 6799Vas /J, stock number 006554, 

Jackson Labs, Bar Harbor, ME) 쥐를 사용하였다. 모든 동물을 

관리하고 유지하는 데 있어서 Principles of Laboratory Animal 

Care (NIH publication No. 85-23, revised 1985) 인 Helsinki 

Treaty와 서울대학교의 사용 지침서를 준수하였다. 모든 동물의 

실험 과정은 서울대학교의 동물 실험 윤리 위원회에 승인을 받았다 

(승인 번호, SNU060519-5, IACUC). 

 

2. DNA와 시약 

세포에서 미토콘드리아의 axonal transport를 관찰하기 위해 

pDsRed2-Mito (Clontech, Mountain View, CA)를 

transfection하여 사용하였다. Acetylated α-tubulin 과 β-actin 



23 

 

항체는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)에서 구매하였으며, α-

tubulin 항체는 abm (Applied Biological Materials Inc., 

Richmond, BC)에서 구입하였다. Alexa Fluor 488 donkey anti-

mouse IgG은 immunofluorescence 분석을 하는데 사용하였다. 

HDAC6 저해제로써 Tubastatin A (TBA; BioVision, Mountain 

View, California)를 그리고 Aβ1-42 peptides는 American peptide 

(Sunnyvale, CA)를 사용하였다.  

 

3. 세포 배양과 Transfection  

SD rat의 E18의 뇌에서 해마 부분만 Hank’s Balanced Salt 

Solution (HBSS; WelGENE, Daegu, Korea) 미디어에 분리 한 후, 

0.5% trypsin (2.5% trypsin; Sigma, St. Louis, MO)로 세포들을 

서로 하나씩 떨어뜨려 놓는다 (20, 37). 세포는 poly-D-lysine 

(Sigma, St. Louis, MO)로 코팅해 둔 microfluidic chamber 또는 

plate에 두고 0.1 mg/ml penicilin/streptomycin (Sigma, St. Louis, 

MO)이 포함되어있는 Neurobasal/B27 medium  (Invitrogen, 

Carlsbad, California)에서 배양된다. pDsRed2-Mito DNA는 in 

vitro 7 (DIV 7) 일째 되는 날 Lipofectamine 2000 (Invitrogen, 

Carlsbad, California)을 사용하여 transfection 하고 24시간 
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배양한다. DIV 8일에 Aβ1-42 peptides (2 μM)을 24시간 처리 후, 

TBA (5 μM) 을 3시간 처리한다 (38). 

 

4. Microfluidic chamber system 

axonal transport를 좀더 효과적으로 분석하기 위해 microfluidic 

chamber를 사용하였다 (39). Chamber를 조립 후 poly-D-lysine 

로 코팅을 한다. 세포는 chamber의 한쪽 부분에만 깔며, 

신경세포의 neurite가 자람에 따라 처음 세포를 둔 부분은 soma 

부분이 되고 다른 반대쪽 부분은 axon 부분이 된다.  

 

5. Live cell imaging 과 이미지 분석 

Axonal transport 이미지는 Cool SNAP HQ2 CCD camera 

(Photometrics, Ltd., Tucson, AZ 85706)가 설치된 Olympus 

IX81 microscope (Tokyo, Japan)에서 MetaMorph Software 

(Universal Imaging, PA, USA) 를 사용하였다. 이미지를 찍는 

동안에 세포는 5 % CO2/95 % air (Live cell instrument, Seoul, 

Korea)가 제공되는 37 ℃ chamber에 있었다. Time-lapse image 

recording은 microfluidic chamber내의 microgroove에 있는 

axon을 2분 동안 1 초의 간격을 두고 500 ms의 exposure 
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time에서 찍었다. Movie는 MetaMorph를 이용하여 만들었다. 

미토콘드리아의 속도와 운동성 (motility)는 ImageJ 

(rsb.info.nih.gov, by W. Rasband) 프로그램의 multiple 

kymograph plugins (by J. Rietdorf and A. Seitz)를 이용하여 

분석하였다. 미토콘드리아의 속도를 분석하기 위해 ImageJ를 

이용하요 kymograph에서 움직이는 미토콘드리아의 각도를 

측정하였다. 그리고 아래의 식을 이용하여 계산하였다: “Velocity 

(μm/sec) = Tangent (Angle° + 90°) * 0.111276”. 

ImageJ에서 측정한 각도는 모두 0° ~ -180° 이기 때문에, 

“Tangent (Angle°)” 의 값은 항상 0 미만이다. 그래서 우리는 

측정된 각도에 90°를 더하여서 양수 (positive)와 음수 

(negative) 값으로 각각 anterograde와 retrograde를 구분하였다. 

본 연구에 사용된 이미지 시스템에서는 1 pixel (μm)의 길이는 

0.111276이다. 미토콘드리아의 운동성은 0.0019 μm/sec 이상의 

속도를 기준으로 움직이는 미토콘드리아와 움직이지 않는 

미토콘드리아를 구별하였다. 미토콘드리아의 길이는 time laps 

이미지에서 한 장을 취하여 ImageJ를 사용하여 직접 측정하였다.  

 

6. 면역세포염색 (Immunocytochemistry, ICC) 
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Primary hippocampal neuron을 poly-D-lysine이 코팅되어있는 

18-mm round coverslips에 놓고 키운다. Aβ와 TBA를 처리하고, 

4% paraformaldehyde  (PFA; BIOSESANG, Inc., Gyeonggi-do, 

Korea)로 세포를 고정 시킨다. 1% Triton X-100 (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO) 과 % goat serum (Vector Laboratories, 

Inc., Burlingame, CA)으로 세포 속으로 투과할 수 있게 해주고 

비특이적인 반응을 막아준다. 1차 항체로는 acetylated α-tubulin 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)를 사용하였다. ICC 이미지는 

confocal microscope (Olympus FV10i; Olympus, Tokyo, 

Japan)를 사용하여 찍었다. 

 

7. 통계 처리 

그룹 간의 유의한 차이는 t-test 또는 one-way analysis of 

variance (ANOVA)와 Bonferroni post-test를 이용하여 

분석하였다. 모든 데이터의 표시된 것은 means ± SEM이다 

(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).   
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결     과 

 

Part 1: O-GlcNAcase 저해제가 Ab와 AD 

병인기전들에 미치는 영향 연구 

1. 5XFAD mice의 뇌에서 NButGT에 의한 Ab의 

생성과 축적 감소 

최근 O-GlcNAcase 저해제는 in vivo에서 tau의 인산화를 

감소시키고, long-term potentiation (LTP)를 증가시킨다고 

보고되었다 (40, 41). Ab관련하여 O-GlcNAc이 어떠한 영향을 

주는지 보고된 것이 없기 때문에, Ab 생성에 있어서 O-GlcNAc의 

효과를 보고자, 본 연구에서는 5XFAD mice에 NButGT를 복강내 

주사하여 단백질의 O-GlcNAc을 증가시켜 주었다 (42). 본격적인 

실험에 앞서 적당한 NButGT의 복강내 주사 양과 처리 주기를 

결정하기 위해 다양한 농도로 주사 후 24시간 뒤에 해마 

(hippocampus) 와 대뇌 피질 (cortex)를 분리하여 세포 내 

단백질들의 O-GlcNAc 수식화 정도를 확인한 결과 150 mg/kg 

농도에서부터 충분히 O-GlcNAc이 증가되어 있는 것을 

확인하였다. (그림 6A). 투여 주기를 결정하기 위해서는 150 
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mg/kg으로 복강내 주사 후, 24시간과 48시간 뒤에 해마와 

대뇌피질을 분석해 본 결과 48시간 까지도 증가된 O-GlcNAc이 

그대로 유지되는 것을 관찰하였다 (그림 6B). 이 실험에서 

NButGT를 복강내 주사를 하였을 때, 해마와 대뇌피질에 O-

GlcNAc이 증가한 것으로 보아, NButGT가 혈액뇌장벽 (blood 

brain barrier; BBB)을 통과하는 데 문제가 없다는 것을 알 수 

있었다 (29). 5XFAD mice는 2개월 때부터 Ab가 축적되며, 4개월 

때부터 기억력 저하를 보이기 때문에 (26), 본 연구에서는 Ab 

축적 전 2개월 초부터 6개월 동안 3일에 한번 150 mg/kg 

NButGT를 처리하였다. 기존에 O-GlcNAcase 저해제 (PUGNAG, 

streptozotocin)의 경우엔 선별적으로 O-GlcNAcase만을 저해 

시키지 못해, 부작용으로 인슐린 저항성 (insulin resistance)을 

유도하여 당뇨 (diabetes)를 유발한다고 알려져 있어서 NButGT 

주사 기간 동안 세 달에 한번씩 혈당을 측정하였다 (43). 그 결과 

NButGT를 처리한 그룹과 처리하지 않은 그룹간에 혈당의 차이는 

보이지 않았다 (그림 7A). 

6개월 동안 NButGT를 주사하고, 뇌에 O-GlcNAc 정도가 

증가되었는지 western blot을 통해 확인한 결과, NButGT를 처리한 

쥐의 뇌에서 O-GlcNAc이 증가 한 것을 확인하였다 (그림 7B, 
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7C). AD 병인기전에 있어서 NButGT의 효과를 보기 위해, Ab 

축적 정도와 농도를 측정하였다. Ab의 축적은 Ab를 특이적으로 

인지하는 항체인 4G8을 이용하여 면역조직염색(IHC)을 통해 관찰 

한 결과, NButGT를 처리한 5XFAD mice의 대뇌피질에서 Ab 

축적이 감소되었다 (그림 7D, 7E). Ab만 특이적으로 염색하는 FSB 

((E, E)-1-Fluoro-2,5-bis(3-hydroxycarbonyl-4-hydroxy)styrylbenzene), 

a fluorine analog of BSB ((trans, trans),-1-bromo-2,5-bis-

(3-hydroxycarbonyl-4-hyrdoxy)styrlbenzene)dye를 이용하여 

염색한 결과 4G8으로 염색한 것과 같은 Ab의 축적 감소의 결과가 

나왔다 (그림 7F, 7G; ***P < 0.001) (44). 이러한 결과는 

NButGT가 뇌 내의 Ab 축적을 감소시킨다는 것을 의미한다. 

Formic acid를 처리하여 뇌 내의 Ab를 추출하여 Ab1-40 와 Ab1-42 

농도를 ELISA를 통해 측정한 결과, NButGT를 주사한 그룹에서 

Ab1-40 와 Ab1-42 모두 감소되었다 (그림 7H; *P < 0.05, **P < 

0.01). 이러한 결과들은 NButGT가 BBB를 통과하여 뇌의 O-

GlcNAc을 증가 시키고, 이것이 Ab 축적과 생성에 영향을 준다는 

것을 보여주고 있다. 따라서 이러한 결과들은 NButGT가 Ab와 

관련된 AD의 병인기전에 관여하여 Ab의 생성 혹은 축적을 

감소시키는 효과를 갖는다는 것을 의미한다. 
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2. 5XFAD mice의 뇌에서 NButGT에 의한 신경 

염증과 기억력 저하 회복 

AD 환자의 뇌와 비슷하게 5XFAD mice에서 Ab가 축적이 되는 

부위에 신경 염증 (neuroinflammation)이 증가되어 있다는 보고가 

있다 (26). 5XFAD mice에서 NButGT에 의한 신경 염증의 효과는 

astrocyte와 microglia의 활성화 정도를 살펴보면서 확인하였다. 

astrocyte는 GFAP 항체로 IHC와 western blot을 통해 조사해 본 

결과, NButGT를 주사한 5XFAD mice의 대뇌피질에서 모두 

유의하게 astrocyte의 활성이 감소하는 것을 확인하였다 (그림 

8A-D, **P<0.01). 활성화된 microglia는 CD11b (MAC-1)이라는 

항체를 사용하여 IHC를 수행하여 측정하였다 (그림 8E). 그 결과 

astrocyte와 유사하게, NButGT를 주사한 5XFAD mice에서 

microglia의 활성이 감소하는 것을 확인하였다 (그림 8F; **P < 

0.01). 이러한 결과들은 NButGT가 5XFAD mice의 신경염증을 

줄이는 데 효과적이라는 것을 의미한다.  

5XFAD mice는 4개월부터 기억력 저하를 보인다는 보고가 있다 

(26). NButGT가 5XFAD mice의 기억력에 어떠한 영향을 

미치는지를 살펴보기 위해서 본 연구에서는 두 가지의 다른 
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행동실험을 수행하였다. 첫 번째는 공간지각능력 (spatial working 

memory)를 측정하는 방법으로 Y-maze에서 쥐의 spontaneous 

alternation을 수행하여 보았다 (그림 8G). Y-maze 수행 후, 

two-way ANOVA로 분석한 결과, 형질 (genotype; P=0.015)과 

NButGT를 주사함에 따라 (P=0.023) 유의한 효과가 있으며, 

post-hoc Bonferroni test 수행결과 식염수를 주사한 5XFAD 

mice는 다른 세 그룹과는 유의하게 차이가 나지만 (P<0.05), 그 

다른 세 그룹 간에는 차이가 없는 것을 확인하였다 (P>0.05). 

이러한 결과는 NButGT가 WT mice의 기억력에는 어떠한 영향도 

주지 않고, 5XFAD mice의 기억력 저해를 회복시킨 것을 보여준다. 

반면에, NButGT는 전체 통로로 들어간 수에 있어서는 차이가 

없는데, 이것은 모든 그룹에 운동기능은 정상이라는 것을 의미한다 

(그림 8H). 해마 (hippocampus)의 기능에 관련 있는 contextual 

fear conditioning을 수행하였다 (그림 8I). 앞의 Y-maze와 

유사하게 형질 (P=0.011)과 NButGT를 주사함에 따라 (two-way 

ANOVA, P=0.019) 유의한 차이가 있으며, post-hoc Bonferroni 

test 수행결과 식염수를 주사한 5XFAD mice는 다른 세 그룹과는 

유의하게 차이가 나지만 (P>0.05), 다른 세 그룹 간에는 차이가 

없는 것을 확인하였다 (P<0.05). 이러한 결과들은 NButGT가 
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5XFAD mice의 기억력 저하를 효과적으로 회복시켜 주는 것을 

보여준다.  

 

3. NButGT에 의한 감마 시크리테아제의 활성 감소 

와 NCT의 O-GlcNAc 수식화 

Ab의 축적과 생성에 NButGT가 어떻게 영향을 주는지를 알아보기 

위해, NButGT 처리 후, APP processing 관련 시크리테아제들의 

발현 및 활성이 조절되는지를 보았다. APP processing에는 알파, 

베타 그리고 감마 시크리테아제가 관여하는데, 우선 NButGT가 

감마 시크리테아제의 활성을 조절하는 지를 보기 위해, human 

Swedish APP를 과발현 하고 있는 CHO-swAPP 세포에 

NButGT를 처리하고 24시간 후에 APP-CTF를 western blot으로 

확인하였다 (그림 9A). 그 결과 NButGT 농도가 높아 질수록, 

세포 내 protein의 O-GlcNAc이 증가하고, APP-CTF 또한 

증가하였다. 하지만, APP-CTF는 APP가 베타 시크리테아제에 

의해 잘리고 난 후의 생산물이면서 감마 시크리테아제의 기질 

(substrate)이기 때문에, APP-CTF의 증가는 감마 시크리테아제의 

활성이 감소했음을 의미함과 동시에 베타 시크리테아제의 활성이 

증가되었을 가능성도 있다. 그러므로 직접적인 감마 시크리테아제의 
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활성을 측정하기 위해, C99-Gal4 luciferase reporter gene 

시스템을 갖고 있는 CHO-C99 세포에 NButGT를 처리 한 후 

luciferase activity를 보았다 (그림 9B) (27). 그 결과 NButGT 

농도가 높아 질수록, luciferase activity가 유의하게 감소하였다 

(**P<0.01, ***P<0.001). NButGT가 알파 또는 베타 

시크리테아제의 활성에는 어떠한 영향을 주는지 보기 위해, wild 

type APP와 PS M146L을 과발현하는 CHO 세포에 100 μM 

NButGT를 처리하고 24시간 후에 conditioned media를 걷어 

western blot을 수행하였다. 알파 시크리테아제의 활성은 APP가 

알파 시크리테아제에 의해 잘려 세포 밖으로 나가는 soluble APP 

alpha (sAPPα)를 s sAPPα를 인지하는 6E10 항체를 사용하여 

보았으며, 베타 시크리테아제의 활성은, APP가 베타 

시크리테아제에 의해 잘려 세포 밖으로 나가는 soluble APP beta 

(sAPPβ)를 보기 위해 sAPPβ만을 특이적으로 인지하는 sAPPβ 

항체를 사용하여 확인하였다 (그림 9C, 9D). 그 결과 NButGT를 

처리함에 따라 sAPPα (P=0.0920) 와 sAPPβ (P=0.1499) 

모두 유의하게 증가하지 않았다. 이러한 결과들을 종합해 보면, 

NButGT는 알파, 베타 시크리테아제의 활성이 아닌 감마 

시크리테아제의 활성만을 조절하는 것을 알 수 있다. NButGT가 in 
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vivo에서도 감마 시크리테아제 활성을 조절하는지를 살펴보기 

위하여 5XFAD mice의 뇌에서 막 단백질 (membrane 

protein)만을 분리하여 C99를 기질로 사용하는 in vitro peptide 

cleavage 방법을 통해 측정하였다 (그림 9E) (45). 그 결과 감마 

시크리테아제의 활성은 식염수를 주사한 5XFAD mice보다 

NButGT를 주사한 5XFAD mice에서 유의하게 감소하였다 

(**P<0.01). 

감마 시크리테아제의 각 구성 단백질들의 성숙 (maturation)과 

안정성 (stability)은 긴밀하게 서로 조절되며 (46), O-GlcNAc 

또한 단백질의 안정성과 분해를 조절하기 때문에, NButGT가 감마 

시크리테아제의 활성을 조절하는데 있어서 감마 시크리테아제의 각 

구성 단백질의 안정성 또는 발현 정도를 조절하는 지를 western 

blot 방법을 통하여 확인하였다 (47). 감마 시크리테아제의 구성 

단백질인 APH-1, NCT, PS1, 과 PEN-2를 과발현 하는 ANPP 

세포에 100 μM NButGT를 처리하고 24시간 후에 각 감마 

시크리테아제의 단백질들을 western blot을 통해 확인한 결과, 

NButGT 처리에 의한 각 단백질의 발현 정도에는 차이가 없었다 

(그림 10A).  또한 감마 시크리테아제의 단백질 중에서 O-

GlcNAc으로 수식화 (modification)되는 단백질이 있는지를 
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알아보았다. Succinylated wheat germ agglutinin (sWGA)는 

GlcNAc만을 인지하기 때문에, sWGA를 사용하여 GlcNAc으로 

수식화된 단백질 만을 분리하여 western blot으로 각 감마 

시크리테아제의 구성 단백질을 확인한 결과 오직 NCT만이 

sWGA를 통해 결합되어 분리되었다 (그림 10B). sWGA에 

결합되어 분리된 NCT의 specificity를 확인하기 위해, free O-

GlcNAc과 sWGA 미리 배양시킨 (preincubate) 후, 세포 액(cell 

lysate)과 반응시키는 경쟁적인 실험 (competitive assay)를 

수행하였다 (그림 10C). 그 결과 free O-GlcNAc과 sWGA에 

먼저 결합함에 따라 sWGA에 결합되었던 NCT은 미리 배양시킨 

free O-GlcNAc의 농도가 높아짐에 따라 결합되지 않는 것을 

확인하였다. 이러한 데이터들은 감마 시크리테아제의 구성 단백질 

중 NCT만이 O-GlcNAc으로 수식화 되어있음을 보여준다. 

그렇다면 앞에서는 NButGT에 의해 NCT의 안정성 또는 발현 

정도에는 차이가 없었지만, NButGT에 의해 NCT에 결합하는 O-

GlcNAc은 증가하는 지를 NButGT를 다양한 농도로 처리 후, 

sWGA로 결합되는 양을 살펴 보았다 (그림 10D). 그 결과 

NButGT에 의해 NCT의 전체 발현은 변화가 없지만, NCT에 

결합하는 O-GlcNAc은 NButGT에 의해 증가되는 것을 확인하였다 
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(***P<0.001). 또한 in vivo에서도 NCT의 O-GlcNAc이 결합되어 

있는지 와 NCT의 O-GlcNAc이 NButGT에 의해 조절되어 지를 

5XFAD mice에서 확인하였다 (그림 10E). 그 결과 in vivo 에서도 

NCT은 O-GlcNAc으로 수식화 되며, NButGT에 의해 전체 

NCT의 발현에는 변화가 없지만, O-GlcNAc이 결합된 NCT은 

증가되어 있는 것을 보았다 (**P<0.01). 

O-GlcNAc은 인산화와 단백질에 결합하는 아미노산이 같아서, 

상호간에 경쟁적인 관계에 있는 경우가 있다. 따라서 NButGT에 

의해서 증가되는 NCT의 O-GlcNAc이 NCT의 인산화와는 어떠한 

관계가 있는지를 확인하였다. ANPP 세포에 NButGT를 처리하여 

O-GlcNAc을 증가시킨 후, NCT으로 IP 후 Phospho-Ser을 

western blot하고, 반대로 Phospho-Ser으로 IP 후 NCT으로 

western blot을 한 결과 NButGT에 의해 세포내의 O-GlcNAc은 

증가 하였지만 NCT의 인산화는 변화가 없었다 (그림 11).  

 

4. NCT의 O-GlcNAc site mapping 

O-GlcNAc은 세포질과 핵에서 일어나며, 결합하는 아미노산은 

Ser과 Thr이다. NCT은 transmembrane 단백질로써 19개의 

아미노산으로 된 짧은 Cytosolic domain (CD)를 갖고 있고, 이중 
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O-GlcNAc이 결합 할 수 있는 Ser 또는 Thr으로는 Ser 708이 

있으므로 NCT의 Ser 708이 O-GlcNAc이 되는지를 quadrupole 

time-of-flight mass spectrometry (Q-TOF MS) 기계를 

사용하여 실험하였다. ANPP 세포 용액에서 NCT만을 IP하여 모은 

샘플을, SDS-PAGE를 통하여 분리한 후, Coomassie 방법으로 

단백질을 염색하였다 (그림 12A). NCT은 110 KDa과 130 KDa 

두 개의 size에서 보이며, 110 KDa는 immature, 130 KDa는 

mature form으로 N-Glycosylation의 정도에 따라 나뉘어 진다. 

SDS-PAGE에서 NCT protein을 잘라서, Chymotrysin으로 in-

gel digestion 후, β-elimination followed by Michael addition 

with the DTT (BEMAD) 방법을 수행하였다. BEMAD는 O-

GlcNAc을 DTT로 치환시켜 주는 방법으로써, O-GlcNAc이 

MS/MS과정에서 단백질과 쉽게 떨어지기 때문에 O-GlcNAc 

위치를 찾는데 적합한 방법이다 (48). O-GlcNAc이 결합된 

펩타이드의 경우 기존 펩타이드의 무게에서 DTT가 붙어 136.2 

Da이 늘어나며, 136.2가 붙어 MS/MS되는 위치가 O-GlcNAc이 

결합하는 위치가 된다. BEMAD 후 Q-TOF MS를 수행한 결과 

단백질은 NCT으로 확인 되었으며, 예상하고 있는 Ser 708을 

포함한 어떠한 수식화 (modification)가 결합되어 있지 않은 
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NCT의 698-709 (698FIAPREPGAVSY709) 펩타이드가 하나의 

chymotryptic miss cut을 갖고 [M+2H]2+ m/z 653.78 값으로 

확인되었다 (그림 12B). 또한 앞의 펩타이드와 똑같은 시퀀스를 

갖고 있으면서 DTT가 붙어서 136.2 Da이 늘어난, [(653.78 x 2) 

+ 136.2 ] / 2, [M+2H]2+ m/z 721.79 값의 펩타이드에서, 

MS/MS로 시퀀싱 결과 DTT가 붙은 아미노산의 위치는 

Ser708으로 확인되었다 698FIAPREPGAVS*Y709 (그림 12C).  

MS 결과로 나온 NCT의 O-GlcNAc의 위치를 다른 방법으로 

재확인 하기 위해, NCT의 Ser 708을 Ala (SA)으로 point 

mutation하였다. 그리고 mutation 시키지 않은 wild type (WT)의 

NCT과 mutation 시킨 SA NCT을 세포에 transfection 시킨 후, 

NCT로 IP 후, O-GlcNAc의 유무를 western blot 방법으로 

살펴보았다 (그림 12D). WT NCT과 SA NCT 모두 발현이 

비슷하게 되었음에도 불구하고, O-GlcNAc은 WT NCT에서만 

보였다. 이러한 결과들은 NCT이 O-GlcNAc으로 수식화되어 

있으며, 그 위치가 Ser708이라는 것을 보여준다. 

 

5. NCT의 O-GlcNAc 수식화와 감마 시크리테아제 

활성과의 상관관계 
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NCT Ser708의 O-GlcNAc의 여부가 감마 시크리테아제의 활성과 

연관이 있는지를 살펴 보았다. 기존 세포 내에 존재하는 NCT의 

효과를 배제하기 위해 NCT-/- MEF 세포를 사용하였고, inducible 

retroviral system을 사용하여, WT NCT과 SA NCT을 발현하는 

세포를 만들었다. NButGT 처리 24시간 후, APP-CTF를 western 

blot 방법으로 확인 결과 WT NCT을 발현하는 세포의 경우 

앞에서와 마찬가지로 NButGT처리에 의해 APP-CTF가 

축적되었지만, SA NCT을 발현하는 세포에서는 NButGT처리에 

의한 APP-CTF의 축적이 보이지 않았다 (그림 13A, 13B; 

*P<0.05). 감마 시크리테아제의 활성만을 측정하는 실험으로 in 

vitro peptide cleavage assay를 위와 동일한 조건하에 수행 한 

결과, NButGT에 의해 WT NCT을 발현하는 MEF 세포는 

감마시크리테아제의 활성이 감소되었지만, SA NCT를 발현하는 

세포에서는 NButGT에 의한 감마시크리테아제의 활성에 변화가 

없었다 (그림 13C; **P<0.01). 이러한 결과들은, NCT Ser708 

잔기에 붙은 O-GlcNAc에 의해 감마 시크리테아제의 활성이 조절 

되었음을 보여준다.  
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그림 6. Mice에 NButGT를 복강내 주사할 적정 양과 투여 기간 

조사 

(A) NButGT를 식염수에 다양한 농도로 희석 한 후, 복강내 투여 

하고 24시간 후 쥐 뇌 조직을 분리하여 O-GlcNAc이 증가 한 

양을 western blot을 통하여 확인하였다. (B) NButGT의 투여 

주기를 정하기 위해 NButGT의 효과가 며칠까지 지속되는 지를 

확인하였다. 150 mg/kg의 NButGT를 복강내 투여 후 24시간, 

48시간이 지난 후 쥐 뇌 조직을 분리하여 western blot을 통하여 

O-GlcNAc증가를 확인하였다.
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그림 7. 5XFAD mice에서 NButGT에 의한 Ab의 생성과 축적의 

감소 

(A) NButGT를 투여하는 기간 동안 혈당을 측정하였다. 쥐 혈당 

측정은 3개월 마다 측정하였고, 그 결과 투여기간 총 6개월 동안 

NButGT 와 식염수를 처리한 그룹간의 유의한 차이는 없었다. (B) 

6개월의 NButGT의 투여기간이 끝나 후, 쥐 뇌의 조직에서의 세포 

내 단백질의 O-GlcNAc 수식화 정도를 O-GlcNAc을 선별적으로 

인지하는 항체 (CTD110.6)를 사용하여 western blot으로 
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확인하였다. Actin은 loading control로써 사용하였다. (C) Actin을 

이용하여 normalization 후에 O-GlcNAc 정도를 정량적으로 

비교한 그래프이다. (D-H) NButGT를 투여한 5XFAD mice는 Ab 

축적과 농도가 낮아져있다. (D) 식염수와 NButGT를 투여한 쥐의 

뇌를 Ab 항체 (4G8)를 사용하여 Ab의 축적을 IHC통해 

확인하였다. (F) 5XFAD mice의 뇌에 FSB 염색을 하였다. 축적된 

b-sheet의 구조를 염색 하는 FSB의 특성을 이용하여 Ab의 

축적만을 염색하였다. (E)와 (F)는 각각 (D)와 (F)를 정량적으로 

분석한 그래프이다. (H) Human specific Ab를 측정하는 ELISA를 

이용하여 70% formic acid에 녹은 Ab40과 Ab42를 측정하였다 (각 

그룸의 n=12). Scale bar는 100μm이다. 그룹간의 차이는 two-

way analysis of vatiance (ANOVA), unpaired t-test 그리고 

Bonferroni post test를 이용하여 분석하였다 (*P<0.05, **P<0.01, 

***P<0.001).      
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그림 8. 5XFAD mice에서 NButGT에 의한 신경 염증과 기억력 

저하의 회복 

(A, B) Astrocyte의 과다 활성 정도를 보기 위해 GFAP 항체를 

사용하여 IHC하였다. Scale bar는 100μm를 나타낸다 (각 그룹의 

n=6). (C, D) 5XFAD mice 뇌 세포 용액에서 GFAP 항체를 

이용하여 western blot을 통해 astrocyte의 활성 정도를 

확인하였으며, actin을 이용하여 normalization후 정량 분석 한 

결과 NButGT를 투여한 그룹이 식염수를 투여한 그룹보다 

astrocyte의 GFAP 발현 정도가 낮았다. (E, F) 5XFAD mice에서 



44 

 

microglia 활성 정도를 확인 하기 위해 CD11b (MAC-1) 항체를 

이용하여 IHC하였다. 그 결과 NButGT를 투여한 그룹이 식염수를 

투여한 그룹보다 microglia의 MAC-1 발현 정도가 낮았다. (G) 

5XFAD mice의 spatial working memory를 측정하기 위해 Y-

maze에서 spontaneous alternation test를 수행하였다. (H) 각 

그룹이 통로에 들어간 전체의 수이며 이것은 운동성을 나타내는 

것으로 NButGT와 식염수를 투여한 그룹간의 차이는 없는 것으로 

보아 운동성에는 차이가 없음을 알 수 있다. (I) 해마에 의존적인 

기억력을 확인하기 위해 contextual fear conditioning을 

수행하였다. 그 결과 freezing 기간이 NButGT를 투여한 그룹에서 

더 길게 나타났으며, 이것은 NButGT의 투여에 의해 5XFAD 

mice에서 보이는 기억력 저하가 회복되었음을 나타낸다. WT mice 

(n=15), 5XFAD mice (n=13)은 NButGT를 처리하였으며, WT 

mice (n=14), 5XFAD mice (n=13)은 식염수를 처리하였다 

(*P<0.05, **P<0.01). 
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그림 9. NButGT 처리와 감마 시크리테아제의 활성과의 상관관계 

(A) swAPP를 과발현 하는 CHO-swAPP 세포에 NButGT를 농도 

별로 처리하고 24시간 후 APP-CTF의 축적과 O-GlcNAc의 

증가를 western blot으로 확인하였다. (B) 감마 시크리테아제의 

luciferase reporter system을 과발현 하고 있는 CHO-C99 

세포에 NButGT를 처리한 후 직접적인 감마 시크리테아제의 활성 

정도를 측정하였다. (C, D) Wild type APP와 PS M146L을 과발현 

하는 세포에 NButGT를 처리 후 배양한 미디어를 이용하여, 6E10 
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항체를 통해서는 sAPPα를, sAPPβ 항체를 통해서는 sAPPβ를 

확인함으로써 알파와 베타 시크리테아제의 활성을 측정하였다. (E) 

NButGT의 주사한 5XFAD mice의 뇌 조직액을 사용하여 감마 

시크리테아제의 활성을 in vitro peptide cleavage assay를 통하여 

측정하였다 (각 그룹당 n=6; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). 
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그림 10. NButGT 에 의한 NCT 의 O-GlcNAc 수식화 증가 

(A) 감마 시크리테아제의 구성 단백질들을 과발현 하는 ANPP 

세포에서 NButGT 의 처리에 의해 감마 시크리테아제 구성 

단백질의 발현 정도 혹은 complex 형성 정도가 달라지는 지를 

PS1 으로 IP 후, 각각의 구성 단백질의 항체 (NCT, APH-1, 

PEN-2, PS1)를 이용하여 western blot 을 통해 확인 하였다. (B) 
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GlcNAc 을 인지하는 sWGA 를 이용하여 감마 시크리테아제의 구성 

단백질 중에서 GlcNAc 이 결합하는 단백질만을 분리 한 후, 

western blot 을 통해 확인하였다. (C) NCT 이 O-GlcNAc 으로 

수식화되는지를 competition assay 를 사용하여 다시 살펴보았다. 

Free O-GlcNAc 을 sWGA 와 미리 반응시키고, 그 후 세포 용액과 

반응 시켰다. (D) NButGT 처리 24 시간 후, sWGA 로 pull down 

하고 western blot 을 통해, NButGT 에 의해 NCT 의 정도가 

조절되는지를 조사하였다. 그 결과 전체적인 NCT 의 양은 

NButGT 에 의해 변화가 없지만, O-GlcNAc 으로 수식화된 

NCT 의 양은 증가 하였다. (E, F) 5XFAD mice 에서, sWGA 로 IP 

후 NCT 으로 western blot 을 통해, in vivo 에서 NCT 의 O-

GlcNAc 수식화를 확인 하였다 (각 그룹당 n=6, **P<0.01, 

***P<0.001).      
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그림 11. NButGT 와 NCT 의 인산화와의 상관관계 연구 

ANPP 세포에 NButGT 를 처리 후, NCT 로 IP 후, western blot 은 

phosphors-Ser 을 이용하고, 반대로 phospho -Ser 으로 IP 후 

NCT 으로 western blot 을 수행하였다.  



50 

 

 

 

 

그림 12. NCT 의 O-GlcNAc site mapping 

(A) ANPP 세포에 100 μM NButGT 처리 하고 24 시간 후, 

NCT 으로 IP 하고 Coomassie 염색을 하였다. (B, C) NCT 의 

mature 와 immature from 의 band 를 SDS-PAGE 에서 잘라서 

in-gel chymotryptic digestion 을 하고 BEMAD 과정을 수행 후, 

Q-TOF 을 찍었다. (B) 어떠한 수식화도 없는 NCT 의 698-709 

(FIAPREPGAVSY) 펩타이드의 Q-TOF spectrum 이며, 이 

펩타이드의 값은 [M+2H]2+ m/z 653.78 이다. (C) NCT 의 698-

709 에 DTT 가 붙어 136.2 의 값이 더 늘어난 Q-TOF 
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spectrum 이며, [M+2H]2+ m/z 721.79 그 값을 갖는다. Q-TOF 

MS/MS 를 통해 시퀀싱 한 결과 DTT 가 붙은 위치는 Ser708 

(FIAPREPGAV(S*)Y) 이다.  (D) Ser708 을 Ala 으로 mutation 

(S708A)하여 O-GlcNAc 의 결합하지 못하게 하고, Wild type 

(WT) NCT 과 SA NCT 를 각각 CHO 세포에 transfection 하였다. 

NCT 으로 IP 후 O-GlcNAc (CTD110.6)으로 western blot 을 

하였다. 
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그림 13. SA NCT mutant 에서 NButGT 에 의한 감마 

시크리테아제 활성 변화 관찰  

(A, B) WT NCT 와 mutant SA NCT 를 NCT-/-MEF 세포에 

infection 시킨 후, NButGT 를 처리하여 APP CTF 의 축적을 

western blot 으로 확인하였다 (n=5). (C) 같은 조건에서 세포의 

막 단백질만을 분리하여 in vitro peptide cleavage assay 를 

수행하였다 (n=10, *P<0.05, **P<0.01).   
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Part 2: HDAC6 저해제가 Ab에 의한 미토콘드리아의 

axonal transport 에 미치는 영향 연구 

1. 5XFAD mice 뇌에서 α-tubulin의 acetylation 

정도 조사 

AD 환자의 뇌에는 HDAC6가 증가되어 있으며 (13), α-tubulin의 

acetylation이 낮아져 있다 (14, 15). 본 연구에서는 AD에서 α-

tubulin의 acetylation의 역할을 규명하기 위해, AD의 동물 모델인 

5XFAD mice의 뇌에서 AD 환자와 같이 α-tubulin의 

acetylation이 낮아져 있는지를 western blot으로 조사하였다. 그 

결과 wild type (WT) mice에 비해 5XFAD mice에서 α-

tubulin의 acetylation 양은 유의하게 감소되어 있었다 (WT mice: 

1.145±0.059, 5XFAD mice: 0.96±0.026, 그림 14; *P<0.05).  

 

2. TBA에 의한 Ab에 의해 감소된 α-tubulin의 

acetylation의 변화 양상  

Aβ는 α-tubulin의 acetylation 정도를 조절하고 (15), HDAC6 

저해제인 TBA는 α-tubulin의 acetylation을 증가시킨다는 기존의 

보고가 있었다 (38, 49, 50). Aβ와 TBA가 α-tubulin의 
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acetylation을 조절하는데 있어서의 역할을 효과적으로 규명 하기 

위해, 본 연구에서는 primary hippocampal neuron을 사용하였다. 

primary hippocampal neuron에 monomer form의 Aβ 2μM을 

24시간 처리 후, western blot과 면역세포염색(ICC)을 통해 

확인하였을 때, 기존의 보고된 것과 같이 (15, 51), Aβ 처리시 

α-tubulin의 acetylation은 유의하게 감소하였다 (그림 15; 

*P<0.05). 이때 5μM TBA를 3시간 동안 처리한 결과, Aβ에 의해 

감소된 α-tubulin의 acetylation은 다시 회복 되었다 (그림 15; 

***P<0.001).  

 

3. TBA에 의한 Ab에 의해 감소된 미토콘드리아의 

axonal transport 변화 양상 

Aβ에 의해 MT 를 따라 이동하는 미토콘드리아의 이동이 망가졌을 

때, TBA 에 의한 미토콘드리아의 axonal transport 에 변화를 

효과적으로 보기 위해 microfluidic system 을 이용하였다. 

microfluidic system 은 hippocampal neuron culture 시에 soma 와 

axon 을 구획 지음으로써 axonal transport 를 관찰하는데 용이하다 

(52). 미토콘드리아의 움직임을 보기 위해, pDsRed2-Mito 

DNA 를 transfection 하였으며, neuron 의 soma 와 axonal 양쪽 
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부위에 Aβ 와 TBA 처리 후, live cell imaging system 에서 총 

2 분 동안 1 초마다 이미지를 얻었다. 이미지는 ImageJ 프로그램의 

multiple Kymograph plugin 과 z-projection 을 이용하여 

미토콘드리아의 속도와 운동성의 방향을 분석하였다. 그 결과 

Aβ에 의해 미토콘드리아의 움직임은 감소하고, TBA 처리시 

Aβ에 의한 미토콘드리아의 움직임의 감소가 회복 되었다 (그림 

16A 와 16B). Aβ 처리시, 미토콘드리아의 anterograde 와 

retrograde 양 방향의 속도는 모두 감소하였고, 이것은 TBA 

처리에 의해 다시 회복 되었다 (그림 16C; ***P<0.001). 전체에서 

움직이는 미토콘드리아만을 분석한 운동성도 속도와 같은 결과를 

보였다 (그림 16D; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). 이러한 

결과들은 α-tubulin 의 acetylation 이 Aβ가 있을 때에도 

미토콘드리아의 axonal transport 를 조절할 수 있음을 보여준다.    

 

4. Ab와 TBA처리에 의한 미토콘드리아의 형태 변화 

미토콘드리아의 형태에 있어서 운동 단백질 (motor protein)인 

dynein 이 관련이 있으며 (53, 54), HDAC6 를 저해하는 것도 

미토콘드리아의 길이를 늘리는데 영향을 준다는 기존의 보고가 

있다 (55). 그래서 α-tubulin 의 acetylation 이 미토콘드리아의 
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길이를 조절하는데 관여하는지를 위의 실험 조건에서 조사해보았다. 

Aβ 처리시, 전반적인 미토콘드리아의 길이는 짧아졌고, TBA 를 

처리한 그룹에서는 다시 회복 되었다 (그림 17A; Veh: 1.168 ± 

0.02, Aβ: 0.904 ± 0.02, TBA: 1.228 ± 0.02, Aβ & TBA: 

1.159 ± 0.02, ***P<0.001). 미토콘드리아의 길이와 운동성을 

비교하기 위해서 움직이지 않는 미토콘드리아와 움직이는 

미토콘드리아의 길이를 나누어 분석하였다. 움직이는 것과 멈추어 

있는 미토콘드리아의 길이가 각 약을 처리한 그룹에서 비슷한 

경향성을 갖고 있지만, 전반적으로 멈추어 있는 미토콘드리아의 

길이는 움직이는 미토콘드리아의 길이보다 짧았다 (그림 17B; 

**P<0.01, ***P<0.001). 이것은 미토콘드리아의 길이가 

미토콘드리아의 axonal transport 속도와 관련 있음을 보여준다. 

그러나 이때 axon 100μm 에 있는 미토콘드리아의 수는 각 그룹 

사이에 유의한 차이가 없었다 (그림 17C). 이러한 결과들은 Aβ와 

HDAC6 가 미토콘드리아의 길이와 axonal transport 에 중요하다는 

것을 말한다.  
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그림 14. 5XFAD mice 에서 α-tubulin 의 acetylation 감소 

(A, B) Wild Type (WT) mice 와 5XFAD mice 의 뇌 조직에서 

α-tubulin 의 acetylation 을 western blot 을 통해 확인하였다. 

13 개월의 쥐의 frontal cortex 를 사용하였다 (WT mice n=4, 

5XFAD mice n=3; *P<0.05).   
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그림 15. Aβ와 TBA 에 의한 α-tubulin 의 acetylation 

(A, B) Primary hippocampal neuron 에 Aβ 2 μM 을 24 시간 

동안 처리 후, TBA 5 μM 을 3 시간 처리하였다. Western blot 을 

통해 α-tubulin 의 acetylation 확인하였다. (C) 위와 동일한 

조건에서 α-tubulin 의 acetylation 을 ICC 로 확인하였다 (Scale 

bar 는 100 μm 를 나타낸다. *P<0.05, ***P<0.001)  
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그림 16. Aβ와 TBA 에 의한 미토콘드리아의 axonal transport  

(A) 미토콘드리아의 움직임을 보여주는 kymograph 를 분석에 

사용하였다. Primary hippocampal neuron 을 microfluidic 

chamber 에 키운 후, pDsRed2-Mito 를 transfection 하고 Aβ와 

TBA 를 처리하고 총 2 분 동안 1 초씩 이미지를 얻었다. 얻은 

이미지는 ImageJ 를 사용 하여 kymograph 를 만들었다. 가로는 

길이 (152.7 μm)를 세로는 시간 (2 분)을 나타낸다. (B) 각 

그룹의 5 초마다의 이미지로써, 화살표는 움직이는 미토콘드리아를 

나타낸다. (C) 움직이는 미토콘드리아의 평균 속도를 그래프고 

정량화 하였다. Anterograde 와 retrograde 를 각각 나누어 

분석하였다. (D) 미토콘드리아의 운동성(motility)을 그래프로 



60 

 

정량화 하였다. 운동성은 전체 미토콘드리아 중에서 움직이는 

미토콘드리아를 퍼센트로 나타내었다. (Veh n=41, TBA n=44, Aβ 

n=42, Aβ + TBA n=43, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001)   
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그림 17. Aβ와 TBA 에 의한 미토콘드리아의 길이 

(A) 전체 미토콘드리아 길이의 평균을 그래프로 정량화 하였다. 

양쪽 방향, anterograde 와 retrograde 로 이동하는 

미토콘드리아와 움직이는 것과 움직이지 않는 미토콘드리아 모두 

포함한 각 그룹의 미토콘드리아의 길이이다. (B) 각 그룹에서 

움직이는 미토콘드리아와 움직이지 않는 미토콘드리아를 나누어 

길이를 표시하였다. (C) Axon 100μm 에 있는 미토콘드리아의 

수를 나타낸다. (Veh n=35, TBA n=42, Aβ n=38, Aβ & TBA 

n=38, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). 
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고     찰 

 

Part 1: O-GlcNAcase 저해제가 Ab와 AD 

병인기전들에 미치는 영향 연구 

AD 병인기전과 O-GlcNAc사이의 관계를 확인하기 위해, 본 

연구에서는 O-GlcNAcase inhibitor로 NButGT를 사용하였다. 

하지만 이전의 보고서에서는 다른 종류의 O-GlcNAcase 

inhibitor인 PUGNAG 과 streptozotocin (STZ)를 많이 

사용하였는데, 이것은 specificity가 떨어지고, 세포 독성(cellular 

toxicity)을 갖고 있거나, 인슐린 저항 (insulin resistance)을 

유발하는 등의 부작용이 있다 (43). 이러한 특징을 이용하여,  

기존에는 쥐에 STZ를 주사하여 AD의 병리학적인 특징을 갖게 

하거나, 제 2 형질의 당뇨를 유발시켰다 (56).  그러나 NButGT는 

이전에 나왔던 다른 O-GlcNAcase inhibitor보다 O-

GlcNAcase에만 더 선별적으로 작용하고, 세포 독성이 없어 인슐린 

저항을 유발 시키지 않는다 (57). 이 외에도 최근 새로이 개발된 

O-GlcNAcase inhibitor를 처리하였을 때, tau의 인산화가 줄고, in 

vivo에서는 long-term potentiation (LTP)가 증가한다는 보고도 

있다 (40, 41). 하지만 AD에서 O-GlcNAc과 Aβ 관련 연구는 
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거의 보고된 것이 없다. 본 연구에서는 NButGT를 이용하여 O-

GlcNAc을 증가 시킨 후, O-GlcNAc과 Aβ의 생성 및 축적과의 

상관관계를 보았다. NButGT를 AD 동물 모델 인 5XFAD mice에 

주사한 결과 Aβ의 축적과 생성이 줄었으며, 신경 염증과 관련된 

세포도 감소 시켰는데, 이것은 O-GlcNAc을 증가시키는 것이 AD 

진행단계를 개선시킨다는 것을 보여주고 있다.  

O-GlcNAc과 인산화가 단백질의 같은 아미노산에 결합하여 대부분 

경쟁적인 관계에 있긴 하지만, 이것은 자극 (stimulus), 세포의 

종류, 단백질, 그리고 세포 내 신호 전달에 따라 같은 부위 또는 

바로 옆에 결합하여 경쟁적인 관계를 갖거나, 아예 다른 부위에 

각각 결합 하기도 한다 (58). 이전 보고에 의하면, NCT의 인산화 

또한 감마 시크리테아제의 활성을 조절한다 (59). 하지만, 본 

연구에서는 NButGT 처리에 의해 NCT의 O-GlcNAc은 

증가하지만, NCT의 인산화에는 변화가 없었다. 이것은 NCT의 

Ser708에서는 O-GlcNAc과 인산화가 서로 경쟁적이지 않다는 

것을 의미한다.  

APP 또한 O-GlcNAc이 결합하는 단백질이다 (60).  최근 다른 

보고에 의하면 PUGNAG을 처리하여, APP의 O-GlcNAc을 

증가시킨 결과 non-amyloidogenic 과정과 관련된 알파 
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시크리테아제의 활성이 증가되어 Aβ를 낮춘다고 한다 (61). 비록 

본 연구에서는 알파와 베타 시크리테아제의 활성을 직접적으로 

확인하지는 않았지만, 알파와 베타 시크리테아제 활성 이후의 

생성물인 sAPPα 와 sAPPβ를 통하여 간접적으로 확인한 결과, 

증가하는 경향을 보이기는 하지만 유의하지는 않았다. 또한 본 

연구에서는 in vitro와 in vivo 에서 각각 알파와 베타 

시크리테아제의 활성에 영향을 받지 않는, 감마 시크리테아제의 

기질인 C99를 기반으로 하는 luciferase assay와 in vitro peptide 

cleavage assay를 사용하여 NButGT에 의한 Aβ의 조절이 감마 

시크리테아제에 의한 것임을 확인하였다. NButGT를 처리시 

NCT뿐만이 아닌 세포 내 다른 많은 단백질도 O-GlcNAc이 

증가되어 Aβ를 조절하였을 가능성도 있다. 하지만 본 연구에서는 

NCT O-GlcNAc site만을 mutation하여 NCT의 O-GlcNAc 결합 

유무에 따른 Aβ의 축적을 확인함으로써 다른 단백질에 의한 

가능성을 제외시켰으며, NCT이 비록 감마 시크리테아제를 구성하는 

여러 단백질 중에 하나이지만 (62), APP를 인지하여 직접적으로 

결합하며, 발현 양과 성숙 (maturation) 정도에 의해 감마 

시크리테아제의 활성을 조절하는, APP 처리과정 (processing)에 

있어서 중요한 단백질이기 때문에 (63), NCT에 O-GlcNAc의 
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수식화에 만으로도 감마 시크리테아제 활성을 조절 할 수 있다. 

본 실험 결과에서, NButGT를 처리하여 감마 시크리테아제의 

활성을 보이는 실험에 있어서 감소되는 정도가 다르나, 그것은 

실험상 방법의 차이로써, 그림 13의 경우에는 NCT-/- MEF 세포에 

NCT을 transfection하여 감마 시크리테아제의 활성을 측정한 

것으로, NCT-/- MEF에 transfection 효율은 10%이하로써, 이 

실험에서 NButGT에 의한 감마 시크리테아제의 활성의 변화가 

작다. 그러나 그림 9E에서는 mutation되어 있는 APP와 PS1이 

과발현 되어있는 5XFAD mice를 하였는데, 감마 시크리테아제의 

경우 서로 구성 단백질간의 발현이 긴밀하게 조절되기 때문에, 

NCT의 발현 또한 높으며, NButGT에 의한 감마 시크리테아제의 

활성의 변화가 크게 나타났다.      

본 연구에서는 AD 병인기전과 관련하여 Aβ와 O-GlcNAc과의 

관련성에 대해 in vivo와 in vitro에서 연구하였다. NCT Ser708의 

O-GlcNAc 증가는 감마 시크리테아제의 활성을 낮추고, Aβ의 

생성에도 영향을 주어. Aβ와 관련된 신경 염증과 기억력 저하를 

회복시킨다. 기존에는 O-GlcNAc과 AD관련하여 tau와의 연관성에 

대해 많은 연구가 되어왔고, tau의 O-GlcNAc의 증가 또한 

neuroprotective effect를 갖고 있다고 보고되었다 (64). 하지만 
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본 연구에 사용한 5XFAD mice의 경우 tau와 관련한 병인기전이 

보이지 않기 때문에, 5XFAD mice에서 O-GlcNAc증가에 의한 

이러한 결과들은 오직 Aβ와 관련된 효과라고 할 수 있겠다. 

따라서 본 연구는 in vivo에서 처음으로 O-GlcNAc과 Aβ의 

연관성을 보았으며, O-GlcNAc의 증가가 AD를 치료하는데 있어서 

효과적인 치료제가 될 수 있음을 보여주고 있다.     

   

 

 

 



67 

 

 

그림 18. O-GlcNAc 과 AD 병인기전과의 상관관계 모식도 

세포 내의 Glucose 의 양은 O-GlcNAc 의 기질인 UDP-

GlcNAc 의 양을 결정하게 된다, AD 의 경우엔 Glucose 

metabolism 이 망가져 있고, Glucose 의 흡수가 잘 안되어 세포 

내에는 hypoglycemia 조건이 된다.  UDP-GlcNAc 은 O-GlcNAc 

transferase 에 의해 단백질에 붙으며, O-GlcNAcase 에 의해 

떨어진다. 본 연구에서는 O-GlcNAcase 저해제인 NButGT 를 

사용하여 세포 내 단백질의 O-GlcNAc 수식화를 증가시켰다. 그 

결과 O-GlcNAc 으로 수식화된 NCT 이 더 많아지게 되고, 이것은 

감마 시크리테아제의 활성을 낮추어 Aβ의 생성을 감소시킨다. 
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Part 2: HDAC6 저해제가 Ab에 의한 미토콘드리아의 

axonal transport 에 미치는 영향 연구 

신경세포의 axonal transport와 미토콘드리아의 기능 저하는 AD의 

발병과정 중의 초기에 나타나는 증상이다 (16, 20). 이러한 

증상들은 AD의 주요 병인 중의 하나인 Aβ에 의해 유도된다 (65-

68). Aβ는 GSK3b 활성을 증가시키는데 이때 GSK3b의 여러 

기질(substrate)들이 axonal transport의 기능과 관련 되어 있다. 

GSK3b는 tau를 과인산화 시켜 neurofibrillary tangles (NFT)를 

생성함에 따라 MT의 안정성을 떨어뜨려 axonal transport를 

저해한다 (69). 또한 HDAC6도 GSK3b의 기질 중에 하나로써, 

GSK3b에 의해 HDAC6의 활성이 증가하여 (70), α-tubulin의 

acetylation이 감소시킴으로써, axonal transport가 저해된다. 

기존에 많은 연구들은 GSK3b의 저해제를 사용하여 axonal 

transport를 조절하였는데, 본 연구에서는 GSK3b의 여러 기질 

중에서도 HDAC6의 저해제를 사용하여 tau 효과를 배제 한 후, 

Aβ에 의해 망가진 axonal transport 의 회복을 보았다. 또한 

HDAC6의 활성을 조절하는데 쓰인 TBA는 기존에 쓰였던 TSA와 

tubasin에 비해서 100배정도 specificity가 높다 (71). HDAC6는 

다른 HDAC 효소들과는 달리 histone이 아닌 α-tubulin과 같은 
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세포질의 단백질을 acetylation시킨다 (38, 72). siRNA를 이용하여 

HDAC6를 knockdown 하면 α-tubulin의 acetylation이 

증가하는데 이것은 HDAC6 저해제를 사용했을 때의 결과와 같다 

(73). Mutant heat-shock protein gene (HSPB1)에 의해 

유도되는 Charcot-Marie-Tooth 모델 쥐의 neuropathies와 

관련하여, TBA를 처리하였을 때 axonal transport와 움직이는 

미토콘드리아의 수와 더불어 α-tubulin의 acetylation도 

증가한다는 보고가 있다 (72). 이러한 결과들은 TBA가 HDAC6의 

특이적이고 효과적인 저해제이고, α-tubulin의 acetylation과 

미토콘드리아의 axonal transport에 영향을 준다는 것을 

뒷받침하고 있다. 미토콘드리아가 axonal transport를 하는데 

있어서 운동 단백질 (motor protein)과 연결 단백질 (adaptor 

protein)의 결합은 필수적이다. 운동 단백질로는 anterograde 

transport에 관여하는 kinesin이 있으며, retrograde transport에 

관여하는 dynein이 있다 (74). 이때 각각의 연결 단백질로는 

kinesin은 milton, syntabulin, miro를 필요로 하며, dynein은 

dynactin을 필요로 한다 (22, 23). axonal transport를 조절하는 

데는 이러한 운동 단백질과 연결 단백질의 결합과 안정성 

(stability)또한 중요한 요인이다 (22, 23, 74). α-tubulin 
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Lys40의 acetylation은 kinesin과 MT 사이의 결합을 증가시키고, 

결과적으로 이동 단백질의 transport를 증가시킨다는 보고가 있다 

(8). Dompierre 등에 의하면 MT의 acetylation은 kinesin family 

motor protein 5 (KIF5)와 dynein 두 단백질과 MT의 결합을 

증가시켜, anterograde와 retrograde transport를 증가시킨다고 

한다 (75). 그러나 Aβ가 있는 병인기전의 조건 하에서는 α-

tubulin의 acetylation이 미토콘드리아의 axonal transport를 어떤 

기전으로 조절하는지는 아직 불분명하다. Du 등에 의하면 oligomer 

Aβ를 200 nM 신경 세포에 처리하면 anterograde 와 retrograde 

양방향에서 미토콘드리아 운동성이 감소한다고 한다 (20). 그러나 

Calkin 등은 20 μM Aβ25-35 oligomer를 처리시에 

미토콘드리아의 운동성은 anterograde만 감소하며, 속도는 

양방향에서 감소한다고 보고하였다 (17). 그리고 Wang 등의 

연구에 따르면 미토콘드리아의 운동성은 양방향에서 모두 

감소한다고 한다 (76). 이렇듯 Aβ의 종류와 농도에 따라 

미토콘드리아 axonal transport의 운동성과 속도의 반응은 제각기 

다르다. 본 연구에서는 monomer form의 Aβ 2 μM 를 primary 

hippocampal neuron에 24 시간 처리하였으며, 그 결과 양방향에서 

모두 미토콘드리아의 운동성과 속도는 감소하였다. 본 연구에서 
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사용한 monomer Aβ 2μM 을 24시간 37℃에서 배양하고 

원자간력현미경 (Atomic force microscope; AFM)을 통해 관찰 한 

결과 monomer Aβ도 있었지만, 대부분은 oligomer를 형성하고 

있었다. 따라서 oligomer 형태의 Aβ를 처음부터 처리하는 

것보다는 monomer를 처리하는 것이 AD의 생리적인 조건과 

비슷하다고 사료된다.  

미토콘드리아의 길이와 axonal transport 관련성에 대한 보고로는, 

미토콘드리아의 크기와 구조는 분열 (fission)과 융합 (fusion)에 

의해 조절되는데 (77, 78), Aβ는 두 개의 분열 관련 단백질인 

Fis1, Drp1을 활성화 시켜 미토콘드리아를 과도하게 분열시켜 결국 

미토콘드리아의 axonal transport를 망가트린다고 한다 (17). 

Misko 등에 따르면 mitofusin 2는 미토콘드리아의 크기를 조절하는 

단백질로써 미토콘드리아의 outer membrane에 존재하면서 

직접적으로 미토콘드리아의 axonal transport에 관여한다고 한다 

(79). 이러한 보고들은 본 연구에서 나온 결과 중 정지되어있는 

미토콘드리아가 움직이는 미토콘드리아의 길이보다 짧은 것과 

Aβ를 처리했을 때 미토콘드리아의 길이가 짧아지고 속도가 

감소하는데, 이러한 현상이 TBA에 의해 길이와 속도 모두 

회복된다는 점에서 비슷하다. 이러한 결과로부터 미토콘드리아의 
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길이와 이동 속도는 어느 정도 연관이 있을 것이라 예상 되며, 

HDAC6 또한 미토콘드리아의 크기와 형태를 조절할 것이라 

생각된다. 하지만 아직 HDAC6 저해제가 MT와 연결 단백질 

사이의 결합에는 어떠한 영향을 주는지는 알지 못한다. 이외에도 

Aβ에 의해 ATP 생성이 낮아지고 막 전위 (membrane 

potential)가 망가지며, Ca2+과 ROS의 생성이 증가되는 등의 

미토콘드리아 자체 기능이 저해되기 때문에 (80), HDAC6 

저해제가 미토콘드리아 기능을 조절하여 미토콘드리아의 axonal 

transport 를 증가시켰을 가능성도 간과 할 수 없다. 그래서 Aβ와 

TBA를 순차적으로 처리한 후, ATP의 생성을 측정해 본 결과, 

Aβ에 의해 ATP의 생성은 유의하게 감소하였지만, TBA처리시 

Aβ의해서 감소된 ATP의 생성은 회복되지 않았다. 이것은 ATP의 

생성은 적어도 TBA 처리에 의한 미토콘드리아의 길이와 axonal 

transport 와는 관련이 없음을 의미한다. 막 전위와 axonal 

transport 관련하여, Miller와 Sheetz의 보고에 따르면, 막 전위가 

높은 미토콘드리아는 axon terminus로 이동하며, 막 전위가 낮은 

미토콘드리아는 soma쪽으로 이동한다고 하며 (81), 이것은 막 

전위가 미토콘드리아의 axonal transport에 영향을 주는 하나의 

요인이 될 수 도 있음을 말해 주고 있다.  
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본 논문은 Aβ에 의해 저해된 미토콘드리아의 axonal transport가 

HDAC6 저해제에 의해 회복되며, α-tubulin의 acetylation과 

미토콘드리아 길이의 변화가 미토콘드리아의 axonal transport와 

상관관계가 있다는 것을 확인하였다. 따라서 이러한 결과들을 

미루어 볼 때, HDAC6의 활성 조절이 AD 치료제 개발의 새로운 

목표점이 될 수 있을 것으로 사료된다.  
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그림 19. HDAC6 저해제가 AD 병인기전에 미치는 영향의 모식도  

AD 에서는 HADC6 의 활성이 높고, Aβ가 과량 존재하여, MT 의 

deacetylation 이 많이 일어나, α-tubulin 의 acetylation 이 낮다. 

미토콘드리아의 axonal transport 또한 망가지는데, 이때 HDAC6 

저해제를 처리하게 되면, α-tubulin 의 acetylation 이 증가하여, 

미토콘드리아의 axonal transport 가 다시 회복되어 짐으로써, 

AD 에서 HDAC6 의 저해제가 하나의 치료제가 될 수 있음을 

보여주고 있다.   
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결     론  

 

단백질은 어느 잔기 위치에 어떠한 수식화가 결합되냐에 따라 그 

단백질의 활성, 분해 또는 다른 단백질과의 결합, 세포내 소기관 

사이의 이동이 결정된다. 이러한 단백질의 수식화는 특정 효소들에 

의해 조절되며, 효소들의 활성은 병리학적인 요인과 환경에 의해 

영향을 받는다 (36). 본 연구에서는 AD 의 병리학적인 조건에서 

감소되었다고 알려진 O-GlcNAc (3, 4)과 acetylation (14, 15)을 

조절하는 효소의 저해제를 사용하여, 각각의 수식화들을 세포 

내에서 증가시켜 준 후, AD 의 병인 기전들의 변화를 관찰하였다. 

그 결과 O-GlcNAc 의 증가는 Ab 의 생성을 감소시킴으로써, 

AD 관련 병인 기전들을 호전시켰으며, a-tubulin 의 acetylation 의 

증가는 Ab 에 의해 저해된 미토콘드리아의 axonal transport 를 

회복시켰다. 따라서 이러한 결과들을 종합해 보았을 때, 단백질의 

수식화를 조절하는 것이 AD 의 병인기전 연구에 있어서 하나의 

표적이 될 뿐 아니라 치료제 개발에 있어서도 도움이 될 것이라 

사료된다. 
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Abstract  

 

Introduction: (1) Alzheimer’s disease (AD) is an age-related 

neurodegenerative disorder. A major hallmark of AD is extracellular 

deposition of beta-amyloid (Ab) as senile plaques. Clearly, understanding 

cellular processes underlying Ab generation is a central issue in the field of 

AD research. One pathway that is potentially involved in the regulation of Ab 

generation is glucose metabolism. FDG-PET imaging analysis in humans has 

shown a strong correlation between the severity of AD and disrupted glucose 

metabolism. However, it is unknown whether disrupted glucose metabolism is 

causally involved in Ab generation; it can simply be a by-product of AD 

progression. Moreover, molecular mechanisms linking Ab generation and 

glucose metabolism are largely unknown. We investigated these issues in the 

present study. Changes of O-GlcNAcylation (O-GlcNAc) modification, a 

marker for disrupted glucose metabolism, and γ-secretase, an essential 

enzyme for Ab generation, were examined in both in vitro and in vivo 

preparations. 

(2) The disruption of axonal transport in AD patients is an important 

pathophysiologial factor, and affects synaptic plasticity and neuronal 
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networks, especially in its early stage. Aβ impairs mitochondrial axonal 

transport. Because α-tubulin acetylation is an important factor in axonal 

transport and HDAC6 is known to act as a deacetylase of α -tubulin, we 

manipulated the level of α-tubulin acetylation in hippocampal neurons with 

Aβ cultured in a microfluidic system and examined its effect on mitochondrial 

axonal transport.  

 

Methods: (1) We used 5XFAD mice to show the effect of O-GlcNAcylation 

on Aβ generation and used 1,2-dideoxy-2’-propyl-α-D-glucopyranoso-[2,1-d]-

Δ2’-thiazoline (NButGT) as an O-GlcNAcase inhibitor to enhance O-

GlcNAcylation in vivo.  

(2) To increase α-tubulin acetylation, we used the Tubastatin A (TBA) as the 

HDAC6 inhibitor. To easily analyze mitochondrial movement, primary 

hippocampal neurons were plated in microfluidic devices. Mitochondrial 

transport was analyzed by measuring the velocity, motility and size of 

mitochondria. 

 

Results: (1) We found that nicastrin, one component of γ-secretase, is O-

GlcNAcylated. The site for O-GlcNAc was firstly mapped (Serine 708 site on 

nicastrin) using proteomics as well as mutant studies. A specific inhibitor of 
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O-GlcNAcase (NButGT) increased O-GlcNAc on nicastrin, attenuated γ-

secretase activity, reduced Ab generation, relieved senile plaque deposition 

and rescued memory impairment in an AD animal model 

(2) We found that acetylated α-tubulin, a key molecule for microtubule 

assembly, is significantly reduced in the brains of an AD animal model. We 

observed that inhibition of HDAC6 restored Ab-induced reduction of axonal 

transport including velocity and motility of mitochondria.  

.  

Conclusions: Increased O-GlcNAc on NCT reduces Aβ production by 

lowering γ-secretase activity, resulting in the recovery of neuroinflammation, 

and memory impairment in the 5XFAD mice. Also, increased acetylation 

recovered mitochondrial movement and size that had been reduced by Aβ. 

Taken together, these data show that alteration of these PTMs is a potential 

therapeutic target to improve AD pathogenesis.  
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